JAK-2 KANTITATIF REAL TIME PCR KiITI
Kat. No: 21QR-10-01

GIRis

JAK-2 proteini, hiicre iginde hematopoetik bliyliime faktorii olarak gdrev
almaktadir. Bu nedenle kanser olusumunda, ozellikle kan kanserinde 6nemi
olabilecegi dustnilmektedir. JAK2 mutasyonu, proteinini kodlayan genin 1849
pozisyonunda yer alan tek nokta baz degisimi (G>T) ile gergeklesmekte ve
valin’in, fenilalanin’e déniisimiine (V617F) neden olmaktadir.

TEST SISTEMININ PRENSIBi

Test prensibi, Taq DNA polimerazin 5-3' exonuclease aktivitesine dayanmaktadir.
Probun 5’ ucunda bir reporter boya ve 3’ ucunda da bir quencer boya
bulunmaktadir. Quencer boya reporter boyanin igimasini baskilamakta ayni
zamanda da probun primer gibi davranarak uzamasina engel olmaktadir. PCR
esnasinda enzim aktivitesi ile birlikte reporter ve quencer arasinda bulunan prob
pargalanarak ayrilir, baskilanmanin ortadan kalkmasiyla isima meydana gelir. Bu
islem sadece hedef bdlge Uzerinde hibridize olmus problarda gergeklesir.
Amplifikasyon miktari arttikga, reporter boyanin agida gikmasiyla birlikte 1sima
dogrusal olarak artmakta ve bu artis cihaz tarafindan eg-zamanli olarak tespit

edilmektedir.

URUN OZELLIKLERT

Her hasta igin, her mutasyon bélgesine uygun, Normal ve Mutant olmak izere iki
master miks galisilir. Sistem, SNP analizinde kullanilan 5’ niikleaz PCR igin &zel
olarak hazirlanmis kullanima hazir kimyasallari saglamaktadir ve ilgili
mutasyonlara uygun sekans spesifik primerler ve problar icermektedir.

Sistem iki farkli primer-prob seti igermektedir. Mutasyon analizleri icin FAM
isaretli, sistemin dogru sekilde calisip galismadigini kontrol eden internal kontrol
analizi igin ise HEX boyasi ile isaretli prob kullaniimaktadir.

Kullandiginiz kit sistemi “ready to use” ozelligine sahiptir. Kit, Tag Polimeraz

dahil Real Time PCR reaksiyonu igin gerekli tim komponentleri igermektedir.

SIiSTEM iCERiGi

Bilesen 20 Test
e JAK-2 Normal PCR Master Miks 400 pl

e JAK-2 Mutant PCR Master Miks 400 pl

e  Kantitasyon PCR Master Miks 1200 pl
e  Kontrol DNA 30 pl

e Kantitasyon Standartlari (QS)* 50 pl

*JAK-2 Kantitatif Real-Time PCR Kiti bes farkl kantitasyon standardi igermektedir, kantitasyon standartlaninin
konsantrasyonlan QS1, QS2, QS3, QS4 ve Q5 olmak lizere sirasiyla 1x107, 1x106, 1x105, 1x104, 1x103 copy/5 pl

seklindedir.

DNA iZOLASYONU

Ornekler steril, EDTAll (mor kapakl) tiiplere alinmali, 6rnek alindiktan sonra
kanin pihtilasmasina engel olmak amaci ile tiip hafifge karistirlmalidir. Alinan kan
ornekleri izolasyon asamasina kadar +4°C'de saklanmali, kan érnekleri bir aydan
fazla bir siire bekletilecek ise -20°C'de muhafaza edilmelidir.

Sistemimiz, MN NucleoSpin®Blood kitine gére optimize edilmistir. izolasyonun
son asamasinda, elde edilen DNA’ nin 150 pl eliisyon soliisyonu ile

sulandiriimasi tavsiye edilmektedir.

TEST PROSEDURU

e Normal (Wild Type) ve Mutant Tip master miksler ayri ayri galisiimalidir.

o Nazikge pipetaj yaparak master miksler karistirilir.

e Her bir 6rnek igin, ayri ayri tiplere Normal ve Mutant tip master miksler 20
p* olarak bolinir. Optik kapakl tiip veya strip kullanilabilir.

e Bu tlplere 5 pl hasta DNA'si eklenerek 6rnek hazirlanmis olur.

e Optik kapaklar kapatilir, kantitasyon standartlar ile birlikte ve asadida
belirtilen programla test galistirilir.

*Master miksler HotStart Tag DNA Polimeraz icermektedir.

Kantitasyon standartlan igin;

e  Kantitasyon standart egriyi olusturmak igin, alti farkli optik kapakli tiip veya
strip’e 20 pl Kantitasyon PCR Master Miks bolindr.

e Bu bes tlipe 5 pl sirasiyla QS1, QS2, QS3, QS4 ve Q5 eklenir.

e Bu standartlar 6rnek ile birlikte cihaza yerlestirilir, asagida belirtilen
programla test calistirilir.

o  Standart egriyi olusturmak igin cihaza ait yaziimda 6rnek tipi “Standard”
olarak segilmeli ve QS* degerleri girilmelidir. Cihaz yazilimi standart egriyi
otomatik olarak olusturacaktir.

*QS degerleri igin liitfen “sistem igerigi” boliimiinii kontrol ediniz.

PCR PROGRAMI
96 °C 1 dk. Taq Aktivasyonu
96 °C 5sn.
32 DOngu
60 °C 45 sn.

Floresan boya olarak FAM ve HEX segilmelidir.

Bu sistemin calisabilecedgi cihazlar;

ABI Prism ® 7500/7500 Fast
Bio-Rad CFX96

Rotor Gene Q

Roche LightCycler® 480

Eger;

e ABI Prism® sistemi kullaniyorsaniz, litfen pasif referans olarak “none”
segenedini seginiz.
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ANALiZ
PCR islemi bittikten sonra, sonuglarinzi FAM ve HEX boyasinda analiz

edebilirsiniz. Asagidaki analiz resimleri BioRad CFX96 cihazina aittir.
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Resim 1: Internal kontroller— HEX Boya

Internal Kontrol pikleri HEX/JOE boyasi ile analiz edilmelidir. DNA eklenmis tim
kuyularda internal kontrol pikleri gézlenmelidir. CT dederi ise 20 < ct < 28

araliginda olmalidir.
Mutasyon degerlendirmesi FAM boyasi ile analiz edilmelidir.

Jak-2 Real Time PCR Kiti, tespit limiti (LOD) = %1 Jak-2 mutasyonu

olarak belirlenmistir.
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Resim 2: Normal 6rnek (sadece normal miks ile amplifikasyon) — FAM Boya
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Resim 3: JAK-2 pozitif 6rnek

(Normal ve mutant miks ile amplifikasyon) — FAM Boya

JAK-2 Kantitasyonu
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Resim 4: Kantitasyon standartlari amplifikasyon egrileri — FAM Boya

1. Adim

Dogru mutasyon yiizdesinin hesaplanabilmesi igin FAM boyasina ait esik degeri
1000 (BioRad CFX96 cihazi igin) olarak ayarlanmalidir. Diger cihazlar igin gerekli
esik degeri ayarlari igin litfen tech@snp.com.tr baglantisindan iletisime geginiz.

2. Adim

Standart egrinin olusturulmasi igin, cihaza ait yazlimda kantitasyon
standartlarinin 6rnek tiplerinin “Standard” olarak segilmesi ve QS degerlerinin
girilmesi gerekmektedir. Bu adimlar tamamlandiktan sonra standart egri, yazihm

tarafindan otomatik olarak hesaplanacaktir (Resim 5).
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Resim 5: Standart EGri — FAM Boya

Standart egri igin ideal slope degeri -3,1 > slope > -3,8 olmalidir. Bu dederin
altinda ve Uzerindeki degerler, mutasyon ylzde degerlendirmesini
etkileyebilmektedir.

3. Adim

1 ve 2. Adimdan sonra real time PCR cihazina ait yazilim otomatik olarak her
ornek igin normal ve mutant SQ (Standard Quantification) degerlerini
hesaplamaktadir.

4. Adim
Mutasyon ylizde hesabi igin agagidaki forml kullanilir.
Mutasyon Yiizdesi (%) = SQ Mutant/ (SQ Normal + SQ Mutant)
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Resim 6: JAK-2 Pozitif 6rnek sonucu

Wel O Fuor 4| Tamet O Contert O Sample O Ca O Sa O
COl  FAM Unkn S1Wid Type  24.27 4.413E+01
co2  FAM Unkn S1 Mutant 213 9.312E+01

Resim 7: JAK-2 pozitif 6rnek SQ degerleri
Resim 7'de SQ dederleri verilen 6rnek galismanin mutasyon yiizdesi igin;
% = 9,312 x 10/ (4,413 x 10* + 9,312 x 10%)

Formdil ile S1 6rneginin mutasyon ylizdesi %67 olarak hesaplanmigstir.

OLAST PROBLEMLER

Eder internal kontrol calismiyorsa,

o DNA eksikligi,

e  Test'te inhibitor varligi sz konusudur.

Eder pikler geg bashyorsa,

Oncelikle 6rneklerinizin piklerini pozitif kontrol DNA pikleri ile karsilastirin. Eger
pozitif kontrol DNA da bir sorun yoksa,

o Orneginizin DNA's! saf degildir veya az miktarda inhibitér iceriyor olabilir.
e Mutant DNA miktari diisiktur.

Liitfen sorulariniz igin bizimle temasa gegin. tech@snp.com.tr

UYARILAR

e  Saklama kosullarina uygun olarak saklanmalidir.

e Oda sicakidinda unutulmus PCR master miksleri kullaniimamaldir.

e PCR master miksi oda sicakliinda tamamen eritilip, bas asadi edilerek
hafifge karistirildiktan sonra tiiplere boltinmelidir.

e  PCR master mikslerin raf 6mri 12 aydir. Kullanmadan oénce lretim tarihine
dikkat edilmelidir.

e Yalnizca in-vitro tani amagh kullanilabilir.

SAKLAMA KOSULLARI

e Tim bilesenler — 20°C de ve karanlikta saklanmalidir.

e Tim bilegenler, Uriin kutusunun (izerinde belirtilen son kullanma tarihine
kadar kullanilabilir.

o Sirekli eritip gdzdiirmek, Uriiniin hassasiyetinde azalmalara neden olabilir.

Diizenlenme Tarihi: 01.12.2019
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