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Kullanim Amaci

therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit, formalinle sabitlenmis, parafine gémdli (Formalin-Fixed
Paraffin-Embedded, FFPE) Uroteliyal timdr dokusundan elde edilen RNA &rneklerinde ekson
7'deki iki nokta mutasyonunun [p.R248C (c.742C>T) ve p.S249C (c.746C>G)], ekson 10'daki iki
nokta mutasyonunun [p.G370C (c.1108G>T) ve p.Y373C (c.1118A>G)] ve fibroblast blyiime
faktori reseptori 3 (Fibroblast Growth Factor Receptor 3, FGFR3) genindeki iki flizyonun
[FGFR3-TACC3v1 ve FGFR3-TACC3v3] kalitatif saptamasina yonelik gercek zamanl bir ters
transkripsiyon PCR testidir. Testin, bu alterasyonlari barindiran ve dolayisiyla BALVERSA™
(erdafitinib) ile tedaviye uygun olan Uroteliyal kanser (Urothelial Cancer, UC) vakalari gérilen
hastalari belirlemede yardimci olarak kullanimi endikedir.

Numuneler, manuel 6rnek hazirlama icin RNeasy DSP FFPE Kit kullanilarak islenir.
Sonrasinda ters transkripsiyon ve ardindan Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazinda
otomatik amplifikasyon ve saptama islemleri uygulanir.
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Test Ozeti ve Agiklamasi

Fibroblast blylime faktori reseptorleri (Fibroblast Growth Factor Receptors, FGFR'ler),
vucutta birgok hicre tipinde bulunan tirozin kinazlardir (transmembran reseptorleri).
FGFR'ler aktive oldugunda, sitosolik adaptor proteinleri ve RAS-MAPK, PI3K-AKT, PLCg ve
STAT intraseluler sinyal yolaklari ile etkilesime aracilik eden spesifik tirozin kalintilarinda
fosforile olur. Bu sinyal yoladinin, hiicre g¢ogalmasi, sagkalimi ve migrasyonunun
kontroliinde énemli bir rol oynadigi bilinmektedir (1) ve dolayisiyla kanser tedavileri icin cazip
bir hedetftir.

UC hastalarinin bir alt grubunda FGFR genleri icinde aktive edici alterasyonlar tespit
edilmistir (2, 3) ve bu da, bu tir genetik bozuklugun timdr gelisimi ve ilerlemesinin bir etmeni

olarak dnemini ortaya koymaktadir.

therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit, formalinle sabitlenmis, parafine gémdli (Formalin-Fixed
Paraffin-Embedded, FFPE) uroteliyal timér dokusundan elde edilen RNA drneklerinde ekson
7'deki iki nokta mutasyonunun [p.R248C (c.742C>T) ve p.S249C (c.746C>G)], ekson 10'daki iki
nokta mutasyonunun [p.G370C (c.1108G>T) ve p.Y373C (c.1118A>G)] ve fibroblast blyime
faktord reseptori 3 (Fibroblast Growth Factor Receptor 3, FGFR3) genindeki iki fiizyonun
[FGFR3-TACC3v1 ve FGFR3-TACC3v3] kalitatif saptamasina yonelik gercek zamanl bir ters
transkripsiyon PCR testidir. Testin, bu alterasyonlari barindiran ve dolayisiyla BALVERSA
(erdafitinib) ile tedaviye uygun olan UC vakalari gorilen hastalar belirlemede yardimci olarak
kullanimi endikedir.

Numuneler, manuel 6rnek hazirlama icin RNeasy DSP FFPE Kit kullanilarak islenir.
Sonrasinda ters transkripsiyon ve ardindan Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazinda

otomatik amplifikasyon ve saptama islemleri uygulanir.
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therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit ayrica, FGFR3 fizyonu FGFR3-BAIAP2L1 ve FGFR2
fuzyonlari FGFR2-BICC1 ile FGFR2-CASP7'yi tanimlamak igin tasarlanmistir ¢linkii bu
FGFR flizyonlarini barindiran hastalar, BALVERSA (erdafitinib) 42756493-BLC2001 klinik
calismasi icin uygun bulunmustur. Bununla birlikte test, bu ¢ flizyonu saptama ydninden
klinik olarak dogrulanmamistir. Bu flizyonlari barindiran UC vakalari igin ilag glvenligi ve
etkinligi belirlenmemistir ve therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit'in BALVERSA (erdafitinib)
ile tedaviye uygun hastalarin seciminde yardimci olarak kullanimina iligkin bir iddiada

bulunulmamisgtir.

therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit tahlillerinin FGFR alterasyon hedefleri, Tablo 1 ve

Tablo 2'de ayrintili olarak agiklanmistir.

Tablo 1. therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit tahlillerinin hedefleri: Nokta mutasyonlari

Gen Amino asit varyanti CDS mutasyonu Cosmic ID Eksonlar
FGFR3 p.R248C c.742C>T COSM714 7

FGFR3 p.S249C c.746C>G COSM715 7

FGFR3 p.G370C c.1108G>T COSM716 10
FGFR3 p.Y373C c.1118A>G COSM718 10
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Tablo 2. therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit tahlilinin hedefleri: Fliizyonlar

Fiizyon ID ilgili genler Genomik kirllma Eksonlar
noktalar

FGFR3-TACC3v1 FGFR3 chr4:1808661 C 17
TACC3 G chr4:1741428 11

FGFR3-TACC3v3 FGFR3 chr4:1808661 C 17
TACC3 G chr4:1739324 10

FGFR3-BAIAP2L1*  FGFR3 chr4:1808661 C 17
BAIAP2L1 A chr7:97991744 2

FGFR2-BICC1* FGFR2 chr10:123243211 G 17
BICC1 A chr10:60461834 3

FGFR2-CASP7* FGFR2 chr10:123243211 G 17
CASP7 A chr10:115457252 2

*

Test, FGFR3 flizyonu FGFR3-BAIAP2L1 ve FGFR2 fiizyonlari FGFR2-BICC1 ile FGFR2-CASPT7'yi

tanimlamak igin tasarlanmistir ¢linkli bu FGFR flizyonu hastalari, BALVERSA (erdafitinib)
42756493-BLC2001 ¢aligmasi i¢in uygun bulunmustur. Bununla birlikte QIAGEN testi, bu lg¢

flizyonu saptama yoninden klinik olarak dogrulanmamistir.
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Prosedur Prensibi

therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit, FFPE UC numunelerinden ekstrakte edilen RNA'da
altt FGFR3 alterasyonunun segici amplifikasyonu yoluyla, Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM
system kullanilarak saptamaya dayalidir. Alele 6zgii teknoloji, spesifik ileri ve ters primer ve
prob setlerinin kullanimina dayali olarak, hedef FGFR alterasyonlarinin dogru ve yeniden
Uretilebilirligi ylksek saptamasina olanak saglar; PCR reaksiyonunda uzatma ve
amplifikasyon, ancak hedef cDNA ile primerler ve problar arasinda mikemmel bir eslesme
ile mimkin olur. Sonug raporlama tamamen otomatiktir. Hem galisma kontrolleri hem de
o6rnek sonuglarinin gegerli olmasi ve dongu sayisi igcin énceden belirlenen esik degerin
altinda yeterli tahlil hedef amplifikasyonu gerceklesmesi durumunda rapor, her bir érnekte
saptanan FGFR alterasyonlarini gdsterir.

RNA saflagtirma

Formalinle sabitlenmis, parafine gémdili (Formalin Fixed, Paraffin Embedded, FFPE)
ornekler, en yaygin olarak kullanilan solid timér materyali bicimidir. Bu érnekler, stabil ve
tasimasi ve saklamasi kolay olsa da, sabitleme ve gémme islemi nikleik asitlere zarar verir
ve bunlari mumlu hidrokarbon materyalleri ile karistirir. Dolayisiyla, in vitro tani amacl
analize uygun oOrnekler elde etmek icin 6zel saflastirma teknikleri uygulanmalidir.
Rneasy DSP FFPE Kit, FFPE materyalinden RNA saflastirmanin getirdigi zorluklarin
Ustesinden gelmek igin 6zel olarak gelistiriimistir ve bu kit kullanilarak test edilecek RNA'yi
hazirlamak igin kullaniimalidir.

Ters transkripsiyon

Test prosedurini gerceklestirmek icin, éncelikle Ters Transkriptaz kullanilarak 6rnek
RNA'sindan komplementer DNA (complementary DNA, cDNA) sentezlenir. Analitik bir PCR
reaksiyonunda baslangi¢ sablonu olarak hareket eden de bu cDNA'dIr.
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Ters transkripsiyon (Reverse transcription, RT), hepsi therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit
ile birlikte verilen Ters Transkriptaz enzimi, RT Tamponlari ve RT Primer Karigimindan
hazirlanan bir master karisim kullanilarak gergeklestirilir. RT reaksiyonu 42°C'de gergeklesir
ve ardindan 95°C'de inkiibasyon ile durdurulur.

Ters Transkriptaz, G¢ farkli enzim etkinligine sahip ¢ok iglevli bir enzimdir: RNA bagimli DNA
polimeraz, hibrit bagimli eksoriboniikleaz (RNaz H) ve DNA bagimli DNA polimeraz. in vitro
ters transkripsiyon igin, tek zincirli cDNA (iretmek (izere ilk iki etkinlik kullanilir. ilk olarak,
RNA bagimli DNA polimeraz etkinligi (ters transkripsiyon) bir RNA sablonundan cDNA
transkripsiyonunu gerceklestirerek bir DNA:RNA hibridi olusturur. Ardindan, RNaz H
eksonukleaz etkinlidi, spesifik olarak bu hibritlerin yalnizca RNA zincirini degrade eder
(Sekil 1). Dolayisiyla bu etkinlik, cDNA'ya hibrittenen RNA'y1 etkiler ve saf RNA (zerinde
etkili degildir. Real-time PCR o6ncesinde, RNaz H enzimi kullanilarak ayri bir RNA
degradasyon adimi gerekli degildir.

mRNA AAAAAA
l IPrimer baglanma
mRNA AAAAAA
Ters transkripsiyon
(RNA bagimli DNA
polimeraz)
mRNA AAAAAA
cDNA
RNA degradasyonu
(RNaz H)
cDNA

l

Kalitatif real-time PCR

Sekil 1. cDNA sentezi. Ters transkripsiyon ve birinci zincir cDNA sentezi.
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Real-time PCR

Real-time PCR kullanimi, PCR amplifikasyon isleminin sonunda degil, son nokta PCR'inda
oldugu gibi islemin eksponansiyel fazi sirasinda reaksiyon Grtinlerinin saptanmasini saglar.

Bu, testin 6zgullugunad artirir ve test islemini gerceklestirmek icin gereken sureyi kisaltir.

Tahlil, TagMan® problari ile real-time PCR oligonikleotid hidroliz reaksiyonu prensibinden
faydalanir (4). Her bir hedef baz sekansini saptamak i¢in Ug tip oligonukleotid kullanilir; hedef
sekansin yukari ve asagl akisindaki sekanslari tamamlayici nitelikte olan ve bir PCR
amplikonu olusturan bir ¢ift konvansiyonel PCR primeri ve kesin hedef sekansi tamamlayici
nitelikte olan ve hem floresan bir haberci boya hem de bir floresans baskilayiciyi ¢ok yakin
bir sekilde birlestiren bir prob molekdli. Probun 3' ucu, uzamasini 6nlemek ve dolayisiyla
reaksiyonda baska bir PCR primeri olarak hareket etmesini 6nlemek amaciyla bir di-deoksi
bazdir.

PCR sirasinda, ilgilenilen hedef sekans mevcutsa oligonukleotid probu bu sekansa baglanir,
PCR primerleri ise, prob baglanma bdlgesinin yukari ve asagi akisinda bulunan tamamlayici
sekanslarina baglanir. Reaksiyonun primer uzatma fazinda, Thermus aquaticus (Taq) DNA
polimerazin 5' ila 3' eksonukleaz etkinligi, prob oligonikleotidini ayirarak hem floresan
haberciyi hem de baskilayici molekiillerini serbest birakir. Bunlar birbirinden uzaklasarak
cozelti icine yayildik¢a, baskilayicinin haberci Gzerindeki etkisi azalir ve bu da, saptanabilir
floresansta bir artisa yol agar. Bu sireg, her PCR dongulsinde tekrarlanir ve Grinin

eksponansiyel akiimulasyonuna engel olmaz (Sekil 2).
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% »

Primerler ve prob baglanmasi

Polimerizasyon
Zincir yer degisimi

Baskilayici boyanin salinmasina ve
haberci floresans sinyalinin
verilmesine yol agar

| Polimerizasyon tamamlandi

Her dongiideki PCR iriinii ve floresan
sinyal akiimiilasyonu tamamlanir

.;;.\ = Haberci R F Spesifik prob m=[leri ve ters primerler

# Baskilayici ===% PCR iirini @ Taq Polimeraz

Sekil 2. TagMan gergek zamanli reaksiyon prensibi.

Floresans sinyalinde artis yalnizca, hem primerleri hem de probu tamamlayici nitelikte olan
hedef sekansin reaksiyonda mevcut olmasi durumunda saptanir. Hedef sekans mevcut
degilse, prob ayrilmasi gerceklesmez, floresan habercinin baskilayicidan ayriimasi
gergeklesmez ve dolayisiyla floresansta bir artis gézlemlenmez. Onceden belirlenen esigin
lizerinde bir floresan sinyali saptamak igin gereken PCR ddngdlerinin sayisina dongi esigi
(Cr) adi verilir ve bu deger, reaksiyonun baglangicinda mevcut olan hedef miktariyla dogru
orantili olup test icin bir duyarlilik limitinin belirlenmesini saglar.
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therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit PCR reaksiyonu karigimlari, QIAGEN Taq DNA
Polymerase'in modifiye bir formu olan HotStarTag® DNA Polymerase igerir. inaktif bir
durumda saglanir ve ortam sicakliginda enzimatik aktivite gdstermez. Bu, reaksiyon ayari
ve birinci denatiirasyon adimi sirasinda yanhs hazirlanmis drlinlerin ve primer-dimerlerin
olusumunu o6nler. Boylece, PCR artefaktlarinin reaktantlar icin rekabete girmesinin oniine
gegcilir ve yiksek PCR 6zgulligl saglanir. Enzim, bir reaksiyonun baslangicinda, 95°C'de 15
dakikalik bir inkiibasyon adimiyla aktive edilir. Hot Start, reaksiyonlarin hizli ve kolay bir

sekilde oda sicakliginda ayarlanmasini mumkan kilar.

therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit PCR reaksiyonu karigimlari ayrica, sekansa 6zgu
problar kullanilarak ¢oklu real-time PCR icin spesifik olarak gelistirilen bir PCR Tamponu
icerir. Bu tampon, her bir PCR déngusuiniin baglanma adimi sirasinda yuiksek bir spesifik-
nonspesifik primer baglanma oranini tesvik eden, 6zel olarak optimize edilmis bir KCI ve
(NH4)2SO4 kombinasyonu icerir. Bu sayede, siki primer badlanma kosullari olugur ve PCR
6zgUlliginin artmasi saglanir. Bu tampon kullanilirken, primer baglanmasi MgCl2
konsantrasyonundan yalnizca marjinal olarak etkilenir; dolayisiyla Mg?* titrasyonu yoluyla
optimizasyon gerekli degildir. Tampon ayrica, ¢oklu PCR'I kolaylastiran sentetik Factor MP
icerir. Factor MP, cDNA sablonundaki primerler ve problarin lokal konsantrasyonunu artirir
ve spesifik olarak bagh primerleri ve problarn stabilize eder. Bu sayede, etkili baglanma ve
uzatma saglar. PCR Tamponundaki bu cesitli bilesenlerin kombinasyonu, birden fazla
amplifikasyon reaksiyonunun birbirini engellemesini énler.

therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit Kullanim Talimatlari  10/2021 13



Platform ve Yazilim

therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit, asagidakilerle kurulan Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM
cihaziyla kullaniimak Gzere 6zel olarak tasarlanmistir:

® Rotor-Gene AssayManager® siiriim 2.1
® Gamma Plug-in strim 1.0.0

® therascreen FGFR FFPE Assay Profile stirim 1.0.4

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihaziyla ilgili bilgiler i¢in Rotor-Gene Q MDx Kullanim
Kilavuzu belgesine bakin. Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazinin bakimi, kullanim

kilavuzundaki gereklilikler dogrultusunda yapilmalidir.
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Saglanan Materyaller

Kit icerigi
therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit (24)
Katalog no. 876711
Reaksiyon sayisi 24
igerik Kapak Hacim

rengi

RT Buffer 1 (RT Tamponu 1)* Beyaz 200 pl
RT Buffer 2 (RT Tamponu 2)f Kahverengi 100 pl
RT Primer Mix (RT Primer Karigimi) Eflatun 50 pl
Reverse Transcriptase (Ters Transkriptaz) Mavi 50 pl
Positive Control (Pozitif Kontrol) Kirmizi 100 pl
PC Diluent (PC Seyreltici) Kirmizi 200 pl
Mutations-1 Reaction Mix (Mutasyon-1 Reaksiyon Karigimi)* Turuncu 720 pl
Mutations-2 Reaction Mix (Mutasyon-2 Reaksiyon Karigimi)* Eflatun 720 pl
Fusions-1 Reaction Mix (Flizyon-1 Reaksiyon Karigimi)* Sari 720 pl
Fusions-2 Reaction Mix (Flizyon-2 Reaksiyon Karigimi)* Yesil 720 pl
Water for Sample Dil. (Ornek Diliisyon Suyu) Seffaf 1,9 mi
Water for NTC (NTC lgin Su) Seffaf 1,9ml
therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit Kullanim Talimatlari (El Kitabi) - 1

* Poli(etilen glikol) icerir. Daha fazla bilgi i¢in bkz. sayfa 18.
T Deoksiriboniikleaz igerir. Daha fazla bilgi igin bkz. sayfa 18.
+ Analiz edilecek 6rnek harig, gereken tiim bilesenleri iceren PCR reaksiyonu karigimi.
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Gerekli Olan Ancak Saglanmayan Malzemeler

RNA saflastirma i¢in ekipman, sarf malzemeleri ve reaktifler

® RNeasy DSP FFPE Kit (kat. no. 73604)

e Ornek isleme igin kalibre edilmis, 6zel pipetler* (ayarlanabilir) (20 pl, 200 ul ve 1 ml)
® RNaz ve niikleaz icermeyen aerosole direncli steril hidrofobik filtreli PCR pipeti uglari
® 2 ml tipler igin rotorlu masausti santrifuj*

e \Vorteks karistiricr*

® Molekiiler biyoloji sinifi %100 etanolt

® Tek kullanimlik nesterler

® 56°C ile 80°C arasinda inkiibasyon ve 1100 rpm'de galkalama 6zelligine sahip kalibre

edilmis i1sitma blodu

Ters transkripsiyon ve real-time PCR i¢in ekipman ve sarf
malzemeleri

e Ornek hazirlama, master karisim hazirlama ve RNA ve cDNA'y1 dagitmak icin kalibre
edilmig, 6zel pipetler* (ayarlanabilir) (20 pl, 200 pl ve 1 ml)

® RNaz ve niikleaz igermeyen aerosole direngli steril hidrofobik filtreli PCR pipeti uglar

e 1,5ml veya 2,0 ml nikleaz igermeyen, disiik baglama 6zelligine sahip PCR tupleri

e 0.2 ml PCR Tubes (kat. no. 981005)

e 0.1 ml Strip Tubes and Caps (kat. no. 981103 veya 981106)

e 0,2 ml PCR tiplerini 42-95°C'de inklibe etme &zelligine sahip 1sitma blogu*, su banyosu*

veya Isil dénglleyici*

* Cihazlarin ve ekipmanin Ureticinin dnerilerine gore kontrol ve kalibre edilmis oldugundan emin olun.

T Metanol veya metiletilketon gibi baska maddeler igeren denatiire alkol kullanmayin.
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e 1,5mlve 2,0 mltipleri 0-8°C'de tutma 6zelligine sahip sogutma sistemi*
e 0,2ml, 1,5 mlve 2,0 ml tipler igin rotorlu masaustu santriflj*
® Vorteks karistirici

® Loading Block 96 x 0.2 ml PCR tubes, manuel reaksiyon kurulumu igin aliminyum blok
(kat. no. 9018905)

® Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes, manuel reaksiyon kurulumu igin aliminyum blok
(kat. no. 9018901)

e 72-Well Rotor (kat. no. 9018903)

® Locking Ring 72-Well Rotor (kat. no. 9018904)
e Rotor-Disc® 72 (kat. no. 9018899)

® Rotor-Disc 72 Locking Ring (kat. no. 9018900)
® Rotor Holder (kat. no. 9018908)

® Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Platform (kat. no. 9002032) veya Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM System (kat. no. 9002033)**

® Rotor-Gene AssayManager yazilimi strim 2.1
® Rotor-Gene AssayManager Gamma Plug-in stirim 1.0.0

® therascreen FGFR FFPE Assay Profile strim 1.0.4

* Cihazlarin ve ekipmanin Ureticinin 6nerilerine gore kontrol ve kalibre edilmis oldugundan emin olun.

t Bazi llkelerde, mevcutsa, dretim tarihi Mayis 2011 veya sonrasi olan Rotor-Gene Q 5plex HRM cihazi
kullanilabilir. Uretim tarihi bilgisi, cihazin arkasindaki seri numarasindan elde edilebilir. Seri numarasi, "aa"
ibaresinin basamak olarak Uretim ayini, "yy" ibaresinin retim yilinin son iki basamagini ve "nnn" ibaresinin

=i

benzersiz cihaz tanimlayiciyi gosterdigi "aayynnn" bigcimindedir.
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Uyarilar ve Onlemler

in vitro tani amagli kullanim igindir

Kimyasallar ile ¢aligirken, her zaman uygun laboratuvar 6nlagi, tek kullanimlik eldiven ve
koruyucu goézlik kullanin. Daha fazla bilgi icin litfen uygun givenlik veri sayfalarina (Safety
Data Sheets, SDS'ler) bagvurun. Bunlar, her bir QIAGEN kiti ve kit bilesenlerine ait SDS'yi
bulabileceginiz, goriintlleyebilecediniz ve yazdirabileceginiz www.giagen.com/safety
adresinde gevrimigi olarak uygun ve kompakt PDF bigiminde mevcuttur.

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihaziyla ilgili giivenlik bilgileri igin cihazla birlikte verilen

kullanim kilavuzuna bakin.

RNeasy DSP FFPE Kit (kat. no. 73604) ile ilgili glivenlik bilgileri icin RNeasy DSP FFPE Kit
El Kitabi belgesine bakin.

therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit, profesyonel bir laboratuvar ortaminda egitimli

personel tarafindan kullanima yoneliktir.
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazi ile kullanim igindir.

RNeasy DSP FFPE Kit ile kullanim igindir.

18 therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit Kullanim Talimatlari  10/2021


https://www.qiagen.com/us/support/qa-qc-safety-data/safety-data-sheets/?akamai-feo=off

therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit kullanilirken gozlemlenen genel ¢calisma kontrol hatasi
orani (PC ve NTC) yaklasik %5,2'dir (PC igin %1 ve NTC icin %4,2). Gegersiz bir calisma
sonucu elde edilmesi durumunda, érnek testleri, mevcut 6rnek RNA'sI kullanilarak sayfa 52,
Sorun Giderme Kilavuzu kisminda aciklandigi sekilde tekrarlanmalidir. Orijinal FFPE
ekstraksiyonundan yeniden test icin RNA miktari yetersizse FFPE materyalinden yeniden

ekstraksiyon yapiimahdir.

DIKKAT Ornek hazirlama atigina dogrudan gamasir suyu veya asidik soliisyonlar

A EKLEMEYIN.

therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit bilesenleri igin asagidaki tehlike ve 6nlem ifadeleri
gegerlidir.

RT Tamponu 1

Poli(etilen glikol) icerir. Uyan! Solunum yollarinda tahrigse neden olabilir. Koruyucu
eldiven/koruyucu giysi/gdz korumasi/yliz korumasi kullanin.

RT Tamponu 2

Deoksiriboniikleaz igerir. Tehlike! Alerjik cilt reaksiyonuna neden olabilir. Solunursa
alerji veya astim belirtileri ya da solunum zorluklarina neden olabilir. Tozu/ buguyu/
gazi/ dumani/ buhari/ spreyi solumaktan kaginin. Koruyucu eldiven/koruyucu giysi/géz
korumasi/yliz korumasi kullanin. Solunum korumasi kullanin. Maruz kalmaniz veya
endiselenmeniz durumunda: Bir ZEHIR MERKEZI veya doktoru arayin. Kisiyi temiz
havaya ¢ikarin ve solunum igin rahat bir pozisyonda tutun.
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Genel onlemler

Her zaman asagidakilere dikkat edin.

RT-PCR testlerinin performansi, gecerli diizenlemeler ve ilgili standartlarla uyumlu ve
molekdiler biyolojiye uygun ekipman bakimi dahil iyi laboratuvar uygulamalari gerektirir.

Bu test, yalnizca klinik FFPE UC numuneleriyle kullanim igindir.

e Tum kimyasal ve biyolojik materyaller potansiyel olarak tehlikelidir ve bu dogrultuda
islem gormelidir. FFPE numune materyali ve bundan hazirlanan nikleik asitlerin
enfeksiyon tehlikesi olusturma olasihidi dustktir ancak yerel kurumsal Saglik ve
Glvenlik prosedirlerine daima uyulmalidir.

e Ornegi ve tahlil atiklarini, yerel giivenlik prosediirlerinize uygun olarak imha edin.

® therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit ile birlikte verilen reaktifler optimum 6lgtide
seyreltilmistir. Performans kaybi yasanabilecegi icin reaktifleri daha fazla seyreltmeyin.

e 25 pyl'den daha az reaksiyon hacmi (reaksiyon karigimi ve 6rnek) ile islem yapmayin.

® therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit ile birlikte verilen reaktifler, yalnizca ayni kit
lotuna ait reaktiflerle birlikte kullanima yoneliktir. Performansi etkileyebileceginden,
verilen reaktiflerden herhangi birini, farkli bir therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit
uretim lotuna ait ayni reaktiflerle degistirmeyin.

e lave uyarilar, énlemler ve prosediirler igin Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazi

kullanim kilavuzlarina bagvurun.

® inkiibasyon siirelerinin ve sicakliklarin degistiriimesi hatali veya uyumsuz verilere
neden olabilir.

® Siresi dolmus veya yanlis saklanmis bilesenleri kullanmayin.
® Reaksiyon karisimlari 1si§a maruz kalirsa bozulabilir.

® Yanlis pozitif sinyale neden olabilecek RNA, cDNA veya PCR riini taginma

kontaminasyonunu engellemek icin son derece dikkatli olun.
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Sablon RNA'nin bozulmasina ve testin basarisiz olmasina yol agabilecek RNaz
kontaminasyonunu énlemek igin son derece dikkatli olun.

Reaksiyon karigimlarini kurmak ve sablonlari eklemek icin birbirinden ayri pipetler
kullanin.

Calisma bitinceye kadar Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazini agmayin.
Real-time PCR c¢alismasi bittikten sonra Rotor-Gene Q tiiplerini agmayin.

Dogru 6rnek testi yapabilmek icin yanhs drnek girigi, yiikleme hatalari ve pipetleme

hatalarindan kaginmaya 6zen gostererek dikkatli olunmaldir.

Her zaman dogru tanimlamayi garanti etmek igin érneklerin sistematik bir sekilde ve
acikca etiketlenmis olarak kullanildigindan ve bdylece izlenebilirligin saglandigindan
emin olun.

Asagidaki onlemlerin alinmasini éneririz:

e Tahlili gergeklestirirken niikleaz igermeyen laboratuvar geregleri (6rn. pipetler, pipet

uglari, reaksiyon siseleri) kullanin ve eldiven takin.

Orneklerin ve reaktiflerin capraz kontaminasyonunu énlemek {izere tim pipetleme
adimlari igin yeni aerosole direngli pipet uglari kullanin.

RT ve PCR reaktiflerini, hicbir RNA veya DNA matrisinin (RNA, DNA, cDNA, plazmid
veya PCR Urtnleri) iceri sokulmadigi 6zel bir alanda, 6zel laboratuvar geregleri
(pipetler, uglar vb.) ile kullanin. Analiz edilecek 6rnekleri, 6zel ekipmanlarin (pipetler,
uclar vb.) bulundugu ayri bir bolgeye (tercihen ayri bir odaya veya PCR 6rnek
hazirlama kabinine) alin.
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Reaktif Saklama ve Kullanma

Sevkiyat kosullari

therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit kuru buz zerinde gonderilir ve ulastiginda donmus
halde olmasi gerekir. Teslimat esnasinda therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit'in herhangi
bir bileseninin donmus halde olmadigini, dis ambalajin nakliye esnasinda agilmis oldugunu
veya paket icinde ambalaj notu, Kullanim Talimatlari veya reaktiflerin bulunmadigini fark
ederseniz, litfen bir QIAGEN Teknik Servis Departmaniyla veya yerel dagitimcilarla irtibata

gecin (arka kapaga bakin veya www.qiagen.com adresini ziyaret edin).
Depolama kosullari

therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit alindiktan sonra hemen, sabit sicaklikta bir
dondurucuda -30 ila -15°C'de saklanmali ve isiktan korunmalidir. Buna, kit kutusundan
cikarilmasi ve belirtilen son kullanma tarihine kadar hemen -90 ila -65°C'de saklanmasi
gereken PC Seyreltici dahil degildir.

RNeasy DSP FFPE Kit (kat. no. 73604) ile ilgili depolama bilgileri i¢cin RNeasy DSP FFPE
Kit El Kitabi belgesine bakin.

Stabilite

Reaktifler, belirtilen son kullanma tarihine kadar orijinal ambalajlarinda -30 ila -15°C'de
saklanabilir (buna, her zaman -90 ila -65°C'de saklanmasi gereken PC Seyreltici dahil

degildir). En fazla bes kez dondurma-¢dzdiirme doénglsi uygulayin.

therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit reaktifleri, minimum 30 dakika ve maksimum 3 saat
boyunca ¢ozdurilmelidir. Reaktifler kullanima hazir oldugunda, RT veya PCR reaksiyonlari
kurulabilir. RT veya PCR calismasindan énce toplam kurulum siiresi 4 saati asmamalidir.
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Numune Kullanimi ve Saklama

FFPE numuneler

therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit, RNeasy DSP FFPE Kit kullanilarak FFPE UC

numunelerinden ekstrakte edilen RNA &6rnekleriyle kullanima yoneliktir.

RNA ornekleri
RNA ornekleri ekstrakte edildikten sonra, therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit ile hemen
test edilmeli veya -90 ila -65°C'de saklanmalidir. En fazla bes kez dondurma-¢6zdirme

déngusu uygulayin.

Doku 6rneklerinin RNA ekstraksiyonuna hazirlanmasi igin:

Mikrotom kullanarak FFPE 6rnegdi blogundan 4-5 um'lik seri kesitler alin ve bunlari cam
slaytlar Uzerine yerlestirin.

e Egitimli bir gorevli (6rn. bir patolog), timér dokusunun mevcut oldugunu dogrulamak ve
sinirlarini isaretlemek igin Hematoksilin ve Eozin (H&E) ile boyanmis bir kesiti
degerlendirmelidir. TUm&r yuzey alanini belirlemek ve gerekirse makrodiseksiyona
rehberlik etmek icin ekstrakte edilecek kesitlere bitisik bir slayt gereklidir.

e H&E ile boyanmis kesitler RNA ekstraksiyonu icin kullaniimamahdir.
® Tum FFPE bloklarini ve slaytlarini oda sicakliginda (15-25°C) saklayin.

Gereken FFPE girisi, 100 mm? ile 500 mm? arasinda toplam timoér yiizeyi alani ile
(kapsayici) 4-5 ym'lik bir slayt kalinligina esdegerdir. Bu, birden fazla slayttan materyaller
birlestirilerek olusturulabilir (Sekil 3).
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Lo Makrodiseksi %100
2 %80 tiimor ylizeyi alani | ————Hayir—— ataﬁ"lé!)?‘;u?g;inasah )
gercgeklestirin
Evet
\
100 mm? < x < 500 mm? 100 mm? < x < 500 mm?
tiimor yiizeyi alaninin — Hayir— | tumoryiizeyi alani elde
4-5 pym'lik kesiti edilene kadar gerekli
4-5 um'lik kesitleri ekleyin
|
Evet

v

RNeasy DSP FFPE Kit
ile ekstraksiyon

|

Eliisyon hacmi: 30 pl

Sekil 3. therascreen FGFR RGQ RT-PCR System ile kullanilacak klinik FFPE UC 6rnek
saflagtirma is akisi.

® Minimum %80 timdr yizeyi alani elde etmek icin makrodiseksiyon gerceklestiriimelidir.
TUmor yuzeyi alani 100 mm? altinda olursa ve/veya timor yiizeyi alani %80'in altinda
olursa minimum Ornek gerekliliklerini kargilamak igin ek kesitler kullaniimalidir.

Not: Nester kullanirken gereken 6zeni ve dikkati gésterin ve nester bicaginin daima vucuttan
uzaga donik oldugundan emin olun.
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Prosedur

RNA ekstraksiyonu ve hazirligi
RNA, RNeasy DSP FFPE Kit (kat. no. 73604) kullanilarak saflastiriimalidir.

Kullanilacak reaktiflerin son kullanma tarihinin gegmediginden ve bunlarin dogru kosullarda

nakledilip saklandigindan emin olun.

Not: therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit'in performansi yalnizca, RNeasy DSP FFPE Kit
(kat. no. 73604) ile birlikte dogrulanmistir. Baska bir RNA saflastirma rtini kullanmayin.

Baslamadan 6nce dnemli noktalar

® RNeasy DSP FFPE Kit'i ilk defa kullaniyorsaniz RNeasy DSP FFPE Kit El Kitabi
belgesinde yer alan "Onemli Notlar" baghgini okuyun.

e ilk defa RNA ile calisiyorsaniz "Ek: RNA Muamelesiyle ilgili Genel Notlar" (RNeasy DSP
FFPE Kit EI Kitabi) kismini okuyun.

e Buffer RBC, icinde guanidin tuzu bulundugundan, gamasir suyu igeren dezenfeksiyon
reaktifleriyle uyumlu degildir. Givenlik bilgileri icin RNeasy DSP FFPE Kit El Kitabi
belgesine bakin.

® Aksi belirtiimedigi sirece, prosedirin tim adimlarini oda sicakhdinda (15-25°C)
gerceklestirin. Prosedur sirasinda hizli galisin ve adimlar arasinda durmayin.

® TUm santrifijleme adimlarini, 15-25°C'de tutulan bir santrifiij kullanarak gergeklestirin.
Sogutulmus bir mikrosantrifiij kullaniyorsaniz cihazi oda sicakligina ayarlayin; aksi
takdirde, 15°C altina 6nemli 6lglide soguma meydana gelebilir.

e Buffer RPE ve RNase-Free DNase | drinuni ilk defa kullaniyorsaniz bunlari,
Rneasy DSP FFPE Kit El Kitabi belgesinde agiklandidi sekilde sulandirin.
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TUim tamponlari oda sicakligina getirin (15-25°C). Sulandirimig Buffer RPE'yi
calkalayarak karistirin.

Adim 5 ve 9'da kullaniimak (izere, galkalama fonksiyonuna sahip bir isitma blogunu

56°C'ye ayarlayin. Bekleme suresini kisaltmak igin, adim 9'da kullanilmak (zere,
calkalama fonksiyonuna sahip ikinci bir 1sitma blogunu 80°C'ye ayarlayin.

Not: inkiibasyon siirelerinin uzamasi RNA kaybina veya degradasyonuna vyol

acabileceginden, inkiibasyonlar arasinda saflastirma prosedirinid durdurmayin.

Prosedur

RNeasy DSP FFPE Kit El Kitabi belgesinde agiklandigi sekilde RNA saflagtirma
prosedirinu izleyin. "FFPE Doku Kesitlerinden Total RNA'nin Saflastiriimasi”
protokoliinde, >3-4 kesitlerini (| ile isaretlenmistir) islemek icin kullanilan hacimlere

uyuldugundan emin olun.

RNA'y1, RNeasy DSP FFPE Kit ile birlikte verilen 30 yl RNaz igermeyen Su icinde
ellsyona tabi tutun.

ElGsyona tabi tutulan RNA'nin 3 pl'sini kantifikasyon igin alikotlara ayirin.

RNA eltatlarini -90 ila -65°C'de saklayin.

RNA kantifikasyonu ve normalizasyonu

Prosedur

RNeasy DSP FFPE Kit ile birlikte verilen ve RNA eliusyonu icin kullanilan RNaz

icermeyen Suyu kullanarak spektrofotometreyi bosaltin.
RNA miktari 260 nm'deki optik yogunlugun dl¢iimu ile belirlenir.
Saflastirilmis toplam RNA miktari = konsantrasyon x érnegin pl cinsinden hacmi.

RNA konsantrasyonu 16,67 ng/ul altinda olursa érnek daha fazla islenmemelidir. ileri
analiz i¢in yeni bir FFPE numuneden yeni bir RNA ekstraksiyonu kullaniimalidir.
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RNA, therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit ile birlikte verilen Ornek Diliisyon Suyu
kullanilarak 16,67 ng/pl'ye seyreltiimelidir.

Ters transkripsiyon reaksiyonu, 15 pl nihai hacimde seyreltilen saflastiriimis 250 ng RNA
icin (15 pl x 16,67 ng/ul = 250 ng RNA girdisi) optimize edilir.

Ters transkripsiyon

therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit, dlistik miktarda bulunanlar dahil olmak Uizere, tim hedef
transkriptlerin hassas bir sekilde saptanmasi igin ylksek cDNA verimi saglar. Ters

transkripsiyon, cDNA uretmek icin, bir RNA sablonu ve RNA'nin 3' ve &' uglarini tamamlayici

nitelikte olan primerlerin bir karisimini kullanir. Ters transkriptaz (Reverse Transcriptase, RT)
enzimi, daha sonra therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit PCR reaksiyonunda girdi olarak
kullanilan birinci zincir cDNA'y1 sentezler.

Baslamadan 6nce dnemli noktalar

RNA degradasyonu riskini en aza indirmek igin tim reaksiyonlari 0-8°C'ye ayarlayin.
RNaz inhibitorii ve dNTP'ler, kit bilesenlerine énceden dahil edilmistir. ilave RNaz
inhibitori ve dNTP'ler eklemeyin.

RT Primer Karigimi (birlikte verilen) kullaniimahdir. RT Primer Karisimi, RNA
transkriptlerinin tim bolgeleri igin yiiksek cDNA verimleri saglayacak sekilde optimize
edilmistir.

Ters transkripsiyon reaksiyonunu baslatmadan 6nce ayri denatlirasyon ve baglanma

adimlar gerekli degildir.

Ters transkripsiyon sonrasinda reaksiyon, ters transkriptazi deaktive etmek i¢in 3 dakika

boyunca 95°C'de inkubasyon ile durdurulmahdir.
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Prosedir

1.

Reaksiyon kurulumundan 6nce, 96 x 0,2 ml PCR tiiplerini tutma kapasitesine sahip bir
yukleme blodu ve 12 veya daha fazla 2 ml tiipii en az 60 dakika boyunca 0-8°C'de tutma
kapasitesine sahip bir sogutma blogu yerlestirin.

. therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit ile birlikte verilen RT Tamponu 1, RT Tamponu 2,

Ters Transkriptaz, RT Primer Karisimi ve NTC ligin Suyu, RT reaksiyon kurulumu
baslangicindan 6nce 30 dakika ila 3 saat boyunca oda sicakliginda ¢ézdirin.

Test Ornekleri, PC ve PC Seyrelticiyi, RT reaksiyon kurulumu baslangicindan énce
30 dakika ila 3 saat boyunca 0-8°C'de ¢dzddirin.

Tamamen ¢dzdurildiginden ve gozelti iginde ¢dzindugunden emin olmak igin tim RT
reaktiflerini yakindan inceleyin. Varsa RT Tamponu 2 igindeki ¢okeltileri vorteksleme
yoluyla ¢ozindurin. Gerekirse c¢okeltiler ¢éziinene kadar tamponu 37°C'de kisa
sureligine inkiibe edin.

Tum RT reaktiflerine, reaktiflerin iyice karigtirildigindan emin olmak icin her defasinda
3 saniye boyunca 3 defa puls vorteksleme uygulayin.

. Tuplerin kapaklarinda ve yanlarinda kalan siviyi toplamak igin tim RT reaktiflerini kisa

sureligine santriftjleyin.

Test edilecek 6rnek sayisi igin yeterli miktarda ve ayrica ¢alisma kontrolleri, pozitif kontrol
(Positive Control, PC) ve sablonsuz kontrol (No Template Control, NTC) icin iki adet
olmak Uzere ters transkripsiyon master karisimi hazirlayin. Ters transkripsiyon master
karigsimi, Tablo 3'e gére 0-8°C'de hazirlanmahdir.

Not: RT kurulumu igin yeterli ek hacim saglamak Uzere, <16 6rnek kullaniyorsaniz

2 ekstra reaksiyon (n + 2) igin yeterli miktarda ve >16 6rnek kullaniyorsaniz dort ekstra

reaksiyon (n + 4) igin yeterli miktarda master karisim hazirlayin.

Not: RT Tamponu 1 ve Ters Transkriptaz viskoz bilesenlerdir. Dolayisiyla bunlarin
yavasca pipetlenmesi 6nerilir.
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Tablo 3. Ters transkripsiyon reaksiyon karigimi

Bilesen RT reaksiyonu basina hacim
RT Tamponu 1* 5l

RT Tamponu 2 2,5l

RT Primer Karigimi 1,25 i

Ters Transkriptaz® 1,25 pl

Toplam master karisim hacmi 10 pl

* Mg?* ve dNTP'ler igerir.
T Ayrica RNaz inhibitori igerir.

8.

10.
11.
12.
13.

14.

15.

RT reaksiyonu karisimina, her bir reaktifin iyice karistirildigindan emin olmak igin her
defasinda 3 saniye boyunca 3 defa puls vorteksleme uygulayin.

Tlpun kapaginda ve yanlarinda kalan siviyi toplamak icin RT reaksiyonu karisimini kisa
sureligine santrifujleyin.

RT reaksiyonu karisimini sogutma blogunda saklayin.

Yukleme blogunu, gerekli sayida 0,2 ml PCR tlpuyle doldurun.

Her bir 0,2 ml tipe RT reaksiyonu karisiminin 10 pl'sini ayirin.

therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit ile birlikte verilen NTC igin Su, PC Seyreltici ve
PC'ye ve normalize edilmis RNA 6rneklerine, her birinin iyice karistirildigindan emin
olmak amaciyla, 3'er saniye boyunca 3 defa puls vorteksleme uygulayin.

Tiplerin kapaklarinda ve yanlarinda kalan siviyi toplamak igin, NTC icin Su, PC
Seyreltici, PC ve normalize edilmis RNA orneklerini kisa sureligine santrifijleyin.
Ornekleri, Tablo 4'e gore, ters transkripsiyon master karisimi igeren her bir tiipe ekleyin.
Her 6rnegi dogrudan tipin RT reaksiyon karisimina pipetleyin; PC 6érnegi icin, ilk olarak
PC'yi ve ardindan PC Seyrelticiyi pipetleyin. Her 6rnegdi ekledikten sonra, pipeti 15 pl'ye
ayarlayin, karnstirmak igin 5-10 defa yukari ve asagi pipetleyin ve hemen tiiplerin
kapagini kapatin.

Not: RT reaksiyon karisimi ve 6rnek (PC, NTC veya test 6rnegi), RT reaksiyonunun
etkili bir sekilde ilerlemesi igin iyice karistirilmalidir.
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Tablo 4. Her bir ters transkripsiyon reaksiyon karigimina eklenen érnek

Ornek adi Ornek tipi Hacim
Sablonsuz kontrol NTC igin su 15 ul
Test 6rnegi Ornek 15 ul
Pozitif kontrol (Positive 5l
Pozitif kontrol Control, PC) 10 pl
PC Seyreltici
16. RT reaktiflerinin ve sablonun karistirildigindan emin olmak igin tiim tliplere 3 saniye puls

17.

18.
19.

20.

21.

vorteksleme uygulayin.

Tum kabarciklarin giderildiginden ve RT reaktifleri ile sablonun tupln tabaninda
oldugundan emin olun.

Tapleri 15 dakika boyunca oda sicakliginda yiikleme bloguna birakin.

RNA'nin ters transkripsiyonu igin érnekleri, bir isitma blojunda, su banyosunda veya
1sil dénglleyicide 30 dakika boyunca 42°C'de inklibe edin.

Ters Transkriptaz enzimini inaktive etmek icin 6rnekleri, bir 1sitma blogunda, su
banyosunda veya isil dénguleyicide 3 dakika boyunca 95°C'de inkiibe edin.

cDNA orneklerini, PCR adiminda girdi olarak kullanilana kadar saklayin. Kisa sureli
saklama igin 6rnekler, en fazla 5 giin boyunca 2-8°C'de veya en fazla 30 giin boyunca
-30 ila -15°C'de saklanabilir.

30
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Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazinda real-time PCR

therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit, ¢coklu bir formatta, belirtilen FGFR alterasyonlarinin
dogru real-time PCR saptamasini saglar. therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit, HotStarTaq

DNA Polymerase ve PCR Tamponu dahil olmak Uizere, kullanima hazir formatta sunulan

dort adet PCR reaksiyonu karisimi igerir.

Baglamadan dnce dnemli nokta

® PCR, HotStarTaqg DNA Polymerase'l aktive etmek icin 95°C'de 15 dakikalik ilk
inkibasyon adimiyla baglamalidir.

Prosedir

1. Reaksiyon kurulumundan 6nce, 72 x 0,1 ml tlpleri en az 60 dakika boyunca 0-8°C'de
tutma kapasitesine sahip bir ylikleme blogu bulundurun.

2. therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit PCR reaksiyonu karigimlarini, PCR reaksiyon
kurulumundan 6nce 30 dakika ila 3 saat boyunca oda sicakliginda ¢ozdurin.

3. Tim PCR reaksiyonu karisimlarina, her birinin iyice karistirildigindan emin olmak igin
her defasinda 3 saniye boyunca 3 defa puls vorteksleme uygulayin.

4. Tuplerin kapaklarinda ve yanlarinda kalan siviyl toplamak igin tim PCR reaksiyonu
karigsimlarini kisa sureligine santriftjleyin.

5. YUkleme blogunu, gerekli sayida 0,1 ml PCR strip tliplyle doldurun.

6. 20 pl PCR reaksiyonu karisimini, Sekil 4'te yer alan pipetleme semasina gére 0,1 ml

PCR strip tiiplerine dagitin.
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72 Kuyulu Plaka
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Sekil 4. PCR reaksiyonu karigiminin pipetleme semasi. A ve E Satirlari (turuncu): Mutasyon-1
Reaksiyon Karisimi. B ve F Satirlari (mor): Mutasyon-2 Reaksiyon Karisimi, C ve G Satirlari (sari):
Flzyon-1 Reaksiyon Karigsimi. D ve H Satirlan (yesil): Flizyon-2 Reaksiyon Karisimi. Renkler, kitteki
PCR tupu kapaklarina karsilik gelir.

7. cDNA orneklerini 3 saniye boyunca vorteksleyin, ardindan tlplerin kapaklarinda ve
yanlarinda kalan damlalari toplamak icin kisa sureligine santriftjleyin.

8. Ters Transkripsiyon reaksiyonundan 5 pl NTC, test ornedi veya PC'yi Sekil 5'teki
pipetleme semasina goére 0,1 ml PCR strip tiiplerine ekleyin. Pipeti 5 pl'ye ayarlayin ve
her bir érnegi karistirmak icin 5-10 defa yukari ve asagi pipetleyin; tuplerin kapagini
hemen kapatin.

Not: Mimkiin oldugunda, tiiplere PC cDNA sablonu ekleme islemi, farkli bir alan veya
laboratuvarda, NTC ve 6rnek cDNA'sI eklemek icin kullanilan alan veya laboratuvarin
uzaginda gergeklesmelidir. Bunun amaci érnek kontaminasyonu olasiligini en aza
indirmektir.
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Sekil 5. therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit ile test edilen érneklerin pipetleme semasi. Renkler,
kitteki PCR tlipu kapaklarina karsilk gelir.

9. PCR reaksiyonu karisiminin, 0,1 ml PCR strip tiplerinin tabaninda toplandigindan emin
olun.

10.Rotor-Gene AssayManager yazilimi sirim 2.1'de therascreen FGFR FFPE Assay
Profile strim 1.0.4'G acin. Dénguleme kosullari igin Tablo 5'e bakin.

11.Dort strip PCR tliplint de 72-Well Rotor'a yerlestirin. Tuplerin, 72-Well Rotor iginde dogru
konumlara aktariimasini saglamaya 6zellikle dikkat edin (72-Well Rotor'daki tlip konumu,
yukleme blogundaki tip konumuyla ayni olmalidir).
Not: Rotordaki kullanilmayan tim konumlar kapakli ve bos tuplerle doldurulmalidir.
Bdylece, Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazinin termal verimliligi korunmus olur.

12.72-Well Rotor'u Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazina yerlestirin. Kilitteme halkasinin
(Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihaziyla birlikte verilir) ¢calisma sirasinda tupleri
sabitlemek icin rotorun Ustline yerlestiginden emin olun.

13.Real-time PCR cgalismasini baslatmak icin sayfa 35, "Rotor-Gene AssayManager
yazilimi strim 2.1'in kullanimi” bashginda yer alan talimatlari izleyin.

Not: therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit ile kullanim igin Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM cihazi dongiileme kosullari Tablo 5'te ayrintilariyla agiklanmistir.
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Tablo 5. Déngiileme kosullari

Adim Siire Sicaklik Ek yorumlar
PCR ilk aktivasyon o HotStarTaq DNA Polymerase bu
15 dk 95°C . h ”
adimi 1sitma adimi ile aktive edilir.
2 adimli donglleme*:
Denatiirasyon 60 sn 94°C Floresans verilerini toplama ile
Baglanmaluzatma 90 sn 60°C birlestirilmis baglanma/uzatma adimi.
Dongu sayisi 45

* Optimum performans yalnizca bu dénglleme kosullarinin kullaniimasiyla saglanir.

34
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Rotor-Gene AssayManager yazilimi strim 2.1'in kullanimi

Prosedir

1. Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazina bagli olan dizistu bilgisayarin

4

masadistiindeki Rotor-Gene AssayManager yazilimi siriim 2.1 simgesine gift [&

tiklayin.

2. "Setup" (Kurulum) ortami varsayilan olarak goérintilenir. Yeni bir calisma listesi
olusturmak icin "New manual work list" (Yeni manuel galisma listesi) 6gesine tiklayin
(Sekil 6).

Sekil 6. Yeni manuel gcaligma listesi ayarlama. 1 = "Setup" (Kurulum) ortamini segin,

2 = "New manual work list" (Yeni manuel ¢aligma listesi).
Ana pencerenin sol kismindaki "Assays" (Tahliller) sekmesini segin. Mevcut tahlil
profilleri listesinden "therascreen FGFR FFPE Assay Profile" secimini yapin ve tahlil
profilini segmek icin mavi oka tiklayin. Tahlil profilinin adi kisaltiimigsa tam adini gérmek
icin fare imlecini tahlil profili Uzerine getirin (Sekil 7).
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Sekil 7. Yeni manuel ¢caligma listesi ayarlama; tahlil profili adini segme. 1 = "Assays" (Tahliller)
sekmesi, 2 = Mevcut tahlil profilleri arasindan "therascreen_FGFR_FFPE" sec¢imi yapin,
3 = Oka tiklayin.

3. "Selected assay profiles" (Segilen tahlil profilleri) penceresine, galisma kontrollerinin

sayisini harig tutarak, test edilecek test érneklerinin sayisini girin (Sekil 8).

Sekil 8. Create work list (Caligma listesi olustur) ana penceresi. 1 = "Assay profile name" (Tahlil
profili adi) kismina érneklerin sayisini ekleyin.
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4. "Kit information" (Kit bilgileri) sekmesine tiklayin. "Enter kit information manually"
(Kit bilgilerini manuel olarak girin) 6gesini seg¢in ve kit bilgilerini girin (Sekil 9).

Creste work list | Edit Kt information

Sekil 9. Create work list (Calisma listesi olustur) ana penceresi. 1 = "Kit information" (Kit bilgileri) sekmesi,
2 = Kit bilgilerini girin.

5. Ornek bilgilerini girmek igin "Samples" (Ornekler) sekmesine tiklayin. Ornek adlarini
manuel olarak girin (Sekil 10).

Onemli: Onceki bir Rotor-Gene AssayManager galismasi igin olugturulan bir calisma
listesi kullaniyorsaniz dogru érnek adlarinin girildiginden emin olun.
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Sekil 10. Create work list (Calisma listesi olustur) ana penceresi. 1= "Samples" (Ornekler)
sekmesi, 2 = Ornek adlarini girin.

6.

"Properties” (Ozellikler) sekmesine tiklayin ve calisma listesinin adini girin. Caligma
listesinin adini girdikten sonra "is editable™ (diizenlenebilir) ve "work list is complete”
(calisma listesi tamamlandi) onay kutularinin isaretli oldugundan emin olun. Ardindan,
calisma listesini uygulamak icin sag alt kosedeki "Apply" (Uygula) 6gesine tiklayin
(Sekil 11).

Deney adini "Experiment name" (Deney adi) alanina girin. Kullanilabilir dénguleyiciler
listesinden bir donglileyici sec¢in ve "Ring attached" (Halka takili) onay kutusunun
isaretli oldugundan emin olun. Tim adimlar uygulandiktan sonra "Start run" (Calismayi
baslat) 6gesine tiklayin. Ekranin sag Ust kismindaki Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM
simgesinin altinda, ¢alismanin baslatildigini belirten bir ilerleme gostergesi gérintulenir
(Sekil 12).

Not: "Cycler" (Donglleyici) simgesinin goérinimu, ilerlemeye ve galismanin sonucuna
baglh olarak degisir (Sekil 13). Bu doéngileyici simgelerinin tam agiklamalarini,
Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application Kullanim Kilavuzu belgesinde
bulabilirsiniz.

38
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Sekil 11. Create work list (Caligma listesi olustur) ana penceresi. 1 = "Properties" (Ozellikler)
sekmesi, 2 = Calisma listesi adini girin, 3 = "is editable" (diizenlenebilir) ve "work list is complete"

(calisma listesi tamamlandi) onay kutularini segin, 4 = "Apply" (Uygula).

i 2

— — 1

= = 3

= ] e Y

Sekil 12. Caligma listesini uygulama ve galismayi baslatma. 1 = Deney adini girin, 2 = Cihazin
mevcut durumu, 3 = Cihazi segin, 4 = Calismay! baslatin.
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Sekil 13. Goriintiilenebilecek Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Cycler simgeleri.

9. Calisma tamamlandiginda "Finish run" (Calismay! bitir) 6gesine tikladiginizda
"Finish run" (Calismay bitir) iletisim kutusu goéruntulenir (Sekil 14).
Not: Calisma sirasinda, amplifikasyon egrileri gercek zamanl olarak gorintilenir ve
guincellenir. Sol alt kisimdaki bir ilerleme gostergesi kalan sureyi gosterir.

Onemli: Veri kaybina neden olabileceginden, galisma devam ederken pencereyi

kapatmayin!
Dongiileyici bosta  Calisma basladi Caligma bitti
v
(=) (=] (=)
Dongiileyici Cycles 1 Cycher 1 Cypcher 1
Simgesi P
llerleme
Gostergesi
ilerleme — ——
Gostergesi

Diigme
KA Stop procens L L
S 1

Sekil 14. Caligmayi bitirme. 1 = "Finish run" (Calismay bitir).
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10."Approval" (Onay) ortamina girmek ve Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazini serbest
birakmak icin "Release and go to approval” (Serbest birak ve onaya git) 6gesine
tiklayin. Ekranin sag Ust kismindaki RGQ simgesi yesilden maviye donerek RGQ
cihazinin bagka bir ¢calisma yapmaya hazir oldugunu goésterir. Calismanin basarili veya
basarisiz olmasindan bagimsiz olarak RGQ cihazi serbest birakilmalidir (Sekil 15).

Pasition Mare Hun atatas
[ | RGO Run Gugcassfd
Experrimer nams

Trasning Fun

Ervo i hariveg rus

Comment

ke

Sekil 15. "Finish Run" (Galismay Bitir) acilir penceresi. 1 = "Release and go to approval”
(Serbest birak ve onaya git).

"Raw data" (Ham veriler), "Processed data" (islenmis veriler), "Experiment" (Deney),
"Assay" (Tahlil) ve "Audit trail" (Denetim izi) bilgilerini "Plots and information" (Grafikler
ve bilgiler) bélimiinde bulabilirsiniz. Tahlil sonuglarini "Results" (Sonuglar) bolimiinde
bulabilirsiniz (Sekil 16).

therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit Kullanim Talimatlari  10/2021 41



Not: therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit ile iligkili "therascreen FGFR FFPE" tahlil
profili dosyasi, otomatik 6rnek analizi ve sonu¢ yorumlama icin gereken tim yazilim
talimatlarini igerir. PCR donglilemesinin ardindan, Rotor-Gene AssayManager yazilimi
calisma kontrollerinin ve Orneklerin gecerliligini otomatik olarak degerlendirir. Pozitif
Kontrol ve Sablonsuz Kontrol verileri, test icin énceden ayarlanan kabul edilebilir aralik
dahilindeyse calisma kontrolleri "Valid" (Gegerli) olarak raporlanir. Her iki g¢alisma
kontrolu gecerliyse érnekler ayri ayri analiz edilir; dahili kontrol verileri, test icin dnceden
ayarlanan kabul edilebilir aralik dahilindeyse 6rnek "Valid" (Gegerli) olarak raporlanir; test
icin 6nceden ayarlanan kabul edilebilir araligin disindaysa 6rnek "Invalid" (Gegersiz)
olarak raporlanir. Harici kontroller test igin énceden ayarlanan kabul edilebilir arahdin
disindaysa genel o6rnek sonucu "Invalid" (Gegersiz) olarak raporlanir. Calisma
kontrollerinden herhangi biri basarisiz olursa ¢calismanin tamami gecersiz kilinir. Tim
ornekler "ASSAY_INVALID" olarak isaretlenir. Béyle bir durumda nasil ilerlenecegine

dair talimatlar icin bkz. "Analiz", sayfa 46.

42
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Sekil 16. Tahlil sonuglari ana pencerelerine 6rnek. 1 = "Experiment" (Deney) sekmesi. 2 = "Plots
and information" (Grafikler ve bilgiler) alani. 3 = "Results" (Sonuglar) alani. 4 = "Release/report data"

(Verileri gikar/raporla). 5 = Kabul etme veya reddetme segenek diigmeleri. 6 = Release/report data
(Verileri ¢ikar/raporla).
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11.TUm test orneklerinin sonuglari "Approval" (Onay) ortaminin "Results" (Sonuglar)

alaninda onaylanmali (kabul edilmeli veya reddedilmeli) ve ¢ikariimalidir.

12."Releaselreport data" (Verileri ¢ikar/raporla) 6gesine tiklayin. Sekil 17'de gosterildigi
sekilde "Release/report data" (Verileri gikar/raporla) iletisim kutusu gorintilenir.

13.Deneyi arsive kaydetmek ve bir LIMS giktisi ile galisma raporu olusturmak igin "OK"
(Tamam) 6gesine tiklayin. Calisma raporlari ve LIMS ¢iktilari varsayilan rapor dizinine
kaydedilir. Varsayilan dizin, yazilim ortaminin "Configuration" (Yapilandirma)
bélimiindeki "Default data export directories" (Varsayilan veri disa aktarma dizinleri)

@ Release / report data

Messages

kisminda bulunabilir.

After release, the test results are moved
to the archive. (2165157)

)

Sekil 17. "Release/report data” (Verileri gikar/raporla) iletisim kutusu.

14.Deney arsivinde saklanan bir deneyi gériintilemek igin "Archive" (Arsiv) ortamina tiklayin
ve "Filter Options" (Filtre Segenekleri) kismindaki arama kriterlerini kullanarak deneyi
arayin. Aramak igin "Apply filter" (Filtreyi uygula) 6gesine tiklayin. Gorintilemek
istediginiz deneyin yanindaki onay kutusunu isaretleyerek bir deney secin ve "Show
assays" (Tahlilleri goster) 6gesine tiklayin (Sekil 18).

15.Bir deney basarisiz olur ve bir hata kodu gorintilenirse, Rotor-Gene AssayManager
tarafindan sunulabilecek potansiyel hatalarin ve hata kodlarinin listesini Rotor-Gene
AssayManager v2.1 Kullanim Kilavuzu velveya Rotor-Gene AssayManager v2.1
Gamma Plug-in Kullanim Kilavuzu belgesinde bulabilirsiniz.
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Sekil 18. "Experiment Archive" (Deney Arsivi) ana penceresi. 1 = "Archive" (Arsiv) ortami segimi,
2 = Arama segenekleri, 3 = Deney adi se¢imi, 4 = "Show assays" (Tahlilleri goster) kontrolii.
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Analiz

Tum veri analizi adimlari, manuel yorumlama gerektirmeden otomatik olarak gergeklestirilir.
Rotor-Gene AssayManager, ¢calisma gecerlilik ve 6rnek gecerlilik kriterlerini otomatik olarak
kontrol eder ve gegersiz calisma veya 6rnek s6z konusu oldugunda mutasyon durumu
sonuglarini raporlamaz. Analitik sonug, therascreen FGFR FFPE tahlil profilinde tanimlanan

temel analiz algoritmalarina gére tim ilgili PCR verileri birlestirilerek belirlenir.
Oncelikle caligma kontrolii analizleri gergeklestirilir:

® PC reaksiyonu, pozitif kontrol tahlillerinde ve IC tahlillerinde amplifikasyon varligi
bakimindan kontrol edilir. Her bir PC'nin Ct degeri ilgili PC spesifikasyonlari

dahilindeyse bu galisma kontrolii gecerlidir.

® NTC reaksiyonu, sablonsuz kontrol tahlillerinde ve IC tahlillerinde spesifik
amplifikasyon yoklugu bakimindan kontrol edilir. Hi¢cbir Cr degeri gézlemlenmemesi
veya Cr degerinin NTC spesifikasyonu Uzerinde olmasi durumunda bu g¢alisma kontrolu
gecerlidir.

Bu galisma kontrollerinden herhangi biri spesifikasyonlara uymazsa, ¢galisma gegersiz kilinir

ve analizin, ters transkripsiyon adimindan baslanarak tekrar gergeklestiriimesi gerekir.

Tum caligsma kontroll analizleri spesifikasyonlara uyarsa, 6rnek reaksiyonlarinin analizi
gerceklestirilir. Onceden belirlenen Cr degerlerine dayali olarak, her bir cDNA érneginin
FGFR geni alterasyon durumu kalitatif olarak belirlenir ve raporlanir.

Asagidaki sonuglar ayri bir 6rnege atanabilir:

® FGFR Alteration Detected (“Valid”) (FGFR Alterasyonu Saptandi ("Gegerli"))
® No Alteration Detected (“Valid”) (Alterasyon Saptanmadi ("Gegerli"))
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® [INVALID (Gegersiz): Analiz sirasinda 6rnege, Rotor-Gene AssayManager v2.1
tarafindan, FGFR alterasyon sonucunu "INVALID" (Gegersiz) olarak ayarlamak uzere

tanimlanmis bir veya birden fazla isaret atanirsa

Not: Bir timor birden fazla FGFR alterasyonu igerebilir. Bu gibi durumlarda, birden fazla

FGFR alterasyonu raporlanir.

Not: Calismanin sonunda olusturulan rapor, deneysel o&rneklerden ve calisma
kontrollerinden elde edilen sonuglari gosterir ve varsa gecgersiz sonuglarin éniinde gegersiz
kilma isaretleri gorintilenir. Rotor-Gene Q galismasi sirasinda bir hata meydana gelirse,
cihazdaki o6rneklerin atiimasi ve ekstrakte edilen RNA d&rneginden tekrar testinin

gercgeklestiriimesi gerekir.

Rotor-Gene AssayManager v2.1 Gamma Plug-in ile ilgili tim olasi isaretler, Rotor-Gene
AssayManager v2.1 Gamma Plug-in Kullannom Kilavuzu belgesinde listelenmistir.
"therascreen_FGFR_FFPE" Tahlil Profiline 6zgl olan ek isaretler Tablo 6'da gosterilmigtir.
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Tablo 6. Goriintiilenebilecek 6rnek yazilim igaretleri

Yazilm isaretleri

Bu igaretin gosterildigi
durum

Yapilacak eylem

PC_NO_CT_VALUE

(Alterasyon)

(Alterasyon)

(Alterasyon)
IC_NO_CT_VALUE

(Alterasyon)
UNEXPECTED_EARLY_CT

PC_ABOVE_ACCEPTED_RANGE

PC_BELOW_ACCEPTED_RANGE

NTC_UNEXPECTED_CT_VALUE

IC_ABOVE_ACCEPTED_RANGE

IC_BELOW_ACCEPTED_RANGE

PC, spesifikasyon
araliginin Gzerindedir

PC, spesifikasyon
araliginin altindadir

PC tiiplerinde PC igin Ct
degeri yoktur

NTC'de C; degeri tespit
edilmigstir

Ornek, spesifikasyon
araliginin Gzerindedir

Ornek, spesifikasyon

arahiginin altindadir

Ornek igin Cr degeri yoktur

Amplifikasyon egrisi,
doéngtilemede esigi erken
gecmistir

Gegersiz galisma. Testin
mevcutsa ekstrakte edilen
RNA'dan tekrarlanmasi veya
mevcut degilse yeniden
ekstraksiyon yapilmasi
gerekir.

Gegersiz galisma. Testin
ekstrakte edilen RNA'dan
tekrarlanmasi gerekir.

Gegersiz galisma. Testin
ekstrakte edilen RNA'dan
tekrarlanmasi gerekir.

Gegersiz galisma. Testin
ekstrakte edilen RNA'dan
tekrarlanmasi gerekir.

Gegersiz 6rnek. Ornegin
yeniden ekstrakte edilmesi
gerekir.

Gegersiz 6rnek. Ornegin
yeniden ekstrakte edilmesi
gerekir.

Gegersiz ornek. Test,
ekstrakte edilen RNA'dan
tekrarlanabilir veya 6rnegin
yeniden ekstrakte edilmesi
gerekir.

Anormal érnek sonucu. Testi
ekstrakte edilen RNA'dan
tekrarlayin.

Not: Yinelenen gegersiz calismalar elde edilirse QIAGEN Teknik Servisleri ile iletisime gegin.
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Prosedur Sinirlamalari

Uriinden elde edilen sonuglar tim ilgili klinik ve laboratuvar bulgular gergevesinde

yorumlanmalidir ve tek basina tani amacli olarak kullanilamaz.

therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit yalnizca, FFPE UC timori numunelerinden elde edilen
RNA'yi test etmek igin kullaniimalidir.

therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit yalnizca, RNeasy DSP FFPE Kit (kat. no. 73604)

kullanilarak hazirlanan RNA'y1 test etmek icin kullaniimalidir.

therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit ayrica, FGFR3 flizyonu FGFR3-BAIAP2L1 ve FGFR2
flzyonlari FGFR2-BICC1 ile FGFR2-CASP7'yi tanimlamak igin tasarlanmistir ¢linkii bu
FGFR flizyonu hastalari, BALVERSA (erdafitinib) 42756493-BLC2001 klinik galismasi igin
uygun olmustur. Bununla birlikte test, gerekli klinik numunelerin bulunmamasi nedeniyle bu
U¢ fizyonu saptama yéniinden klinik olarak dogrulanmamistir. Bu flizyonlari barindiran UC
vakalari igin ilag guvenligi ve etkinligi belirlenmemistir ve therascreen FGFR RGQ RT-PCR
Kitin BALVERSA (erdafitinib) ile tedaviye uygun hastalarin segiminde yardimci olarak
kullanimina iligkin bir iddiada bulunulmamistir.

"No Alteration Detected" (Alterasyon Saptanmadi) olarak raporlanan sonuglara sahip
orneklerde, therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit tarafindan saptanmayan FGFR
alterasyonlari bulunabilir.

FGFR alterasyonlarinin saptanmasi, ornek butinligine ve Ornekten elde edilebilen
amplifiye edilebilir cDNA miktarina baglidir.

Belirli bir 6rnek igin dahili kontrol (Internal Control, IC) tahlilinin Ct de@eri yoksa veya deger
belirtilen araligin disindaysa test prosediiri bu 6rnek igin tekrarlanmalidir.
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Uriin yalnizca, in vitro tani amagli prosediirler ve Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazinin
kullanimi konusunda 6zel olarak bilgilendiriimis ve egitim almig personel tarafindan kullanim

icindir.

Uriin, yalnizca Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM real-time PCR déngiileyici (izerinde kullanima
yoneliktir.

En iyi sonuglar i¢in therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit Kullanim Talimatlar belgesine tam
olarak uyulmasi gereklidir. Bu el kitabinda agiklanin disinda reaktiflerin seyreltiimesi tavsiye
edilmez ve performans kaybina neden olur.

Bu el kitabinda verilen talimatlar, Gamma Plug-in surim 1.0.0 ve therascreen FGFR FFPE
Assay Profile stiriim 1.0.4 ile birlikte, otomatik FGFR alterasyon durumu belirleme 6zelligine
sahip Rotor-Gene AssayManager yazilimi suriim 2.1 ile kullanima ydneliktir.

therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit, icerdigi FGFR geni alterasyon tahlilleri arasinda
saptanabilir bir gapraz reaktivite ("Alteration Detected" (Alterasyon Saptandi) bildirimiyle

sonuglanir) sergilemez.

therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit, her bir FGFR alterasyonu igin pozitif veya negatif bir

sonug olusturarak kalitatif bir test sonucu saglar.

therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit, iki adimli bir RT-PCR proseduri kullanir. Tim benzer
prosedirlerde oldugu gibi, érnekler test ortamindaki harici kaynaklar veya potansiyel olarak
pozitif kontrol ile kontamine olabilir. Test operatorleri, 6rneklerin ve kit reaktiflerinin
kontaminasyonunu énlemek igin gereken 6zeni gdstermelidir.

Mikrobiyal kontaminasyonun therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit performansi tzerindeki
etkisi bilinmemektedir. Operatorlerin, test prosedirleri sirasinda mikrobiyal kontaminant
girisini 6nlemek icin gereken 6zeni gostermeleri ve mikrobiyal blylime belirtisi gézlemlenirse

kit bilesenlerini kullanmamalari gerekir.
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Tudm bilesenlerin kutusunda ve etiketlerinin Ustlinde yazili olan son kullanma tarihlerine ve
saklama kosullarina dikkat edilmelidir. Slresi dolmus veya yanhs saklanmig bilesenleri
kullanmayin.
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Sorun Giderme Kilavuzu

Bu sorun giderme kilavuzu ortaya ¢ikabilecek sorunlarin ¢éziimiinde yardimci olabilir. Daha
fazla bilgi icin ayrica Teknik Destek Merkezimizdeki Sik Sorulan Sorular sayfasina da bakin:
www.qgiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. QIAGEN Teknik Servislerindeki uzmanlar bu el
kitabindaki bilgiler ve protokoller ya da érnek ve tahlil teknolojileriyle ilgili tim sorularinizi
yanitlamaktan daima mutluluk duyar (iletisim bilgileri icin arka kapaga bakin veya

www.qgiagen.com adresini ziyaret edin).

Yorumlar ve oneriler

NTC 6rnegi gecgersiz sonug gosteriyor

Sablon materyali yokken bir tahlil
hedefi saptanmistir

PC ornegi gegersiz sonug gosteriyor

a) Hatall RT veya PCR
yapilandirmasi

b) Bir veya birden fazla kit
bileseninin saklama kosullari,
"Reaktif Saklama ve Kullanma"
(sayfa 22) bashginda verilen
talimatlara uygun degildir

c) therascreen FGFR RGQ RT-
PCR Kit'in siresi dolmustur

IC gegersiz sonug gosteriyor

IC, 6nceden ayarlanan kabul
edilebilir araligin disindadir; RNA
orneginin kalitesi therascreen
FGFR RGQ RT-PCR Kit ile test
icin uygun degildir

Mevcutsa 6rnek RNA'sini kullanarak testi RT adimindan itibaren
tekrarlayin. Ornek RNA'sI mevcut degilse testi RNA ekstraksiyon
adimindan itibaren tekrarlayin.

Mimkiinse PCR tiplerini test edilecek 6rnegin eklenmesinden hemen
sonra kapatin.

Calisma alani ve cihazlarin diizenli araliklarla dekontamine
edildiginden emin olun.

Calisma adimlarinizi pipetleme semasi yoluyla kontrol edin ve
gerekirse RT adimindan itibaren tekrarlayin.

Reaktiflerin saklama kosullarini ve son kullanma tarihlerini (bkz. kit
etiketi) kontrol edin ve gerekirse yeni bir kit kullanin.

Reaktiflerin saklama kosullarini ve son kullanma tarihlerini (bkz. kit
etiketi) kontrol edin ve gerekirse yeni bir kit kullanin.

Yeterli FFPE doku mevcutsa RNA ekstraksiyonunu tekrarlayin.
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Kalite Kontrol

QIAGEN'in ISO sertifikali Kalite Yonetim Sistemi (ISO 13485) uyarinca, therascreen FGFR
RGQ RT-PCR Kit'in her bir lotu tutarli Uriin kalitesi saglamak icin énceden belirlenmis

spesifikasyonlara gore test edilir.
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Performans Ozellikleri

Kor sinir (Limit of Blank, LoB)

Kor sinin (Limit of Blank, LoB), CLSI yonergesi EP17-A2'de, "belirli bir hata olasilidi igin, bos
bir ornekten (sifir veya sifira yakin konsantrasyona sahip 6rnek) makul o&lglide
beklenebilecek en ylksek sonug a" olarak tanimlanir. therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit
icin bu deger, FGFR alterasyonu bakimindan negatif érneklerin Ust 95'lik ylzde dilimine
karsilik gelen veri noktasidir. LoB, therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit'in dokuz FGFR
alterasyon tabhlilinin her biri icin d6nim noktasi seviyeleri dlgllerek belirlenmigtir. DOGNUM
noktasi, FGFR alterasyonu bakimindan negatif bir RNA 6rneginin spesifik olmayan, dislk
seviyede amplifikasyonu olarak tanimlanir. LoB, tahlil basina 180 veri noktasi kullanilarak,
ug therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit lotu ve U¢ cihazda 60 klinik yabani tip 6rnegin analizi
yoluyla belirlenmigtir. therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit dahilindeki her bir tahlilin LoB
degderi Tablo 7'de gosterilmektedir.

Tablo 7. LoB sonuglarinin 6zeti

FGFR tahlili LoB (Cr degeri)
p.R248C (c.742C>T) 39,64

p.S249C (c.746C>G) Amplifikasyon yok
p.G370C (c.1108G>T) Amplifikasyon yok
p.Y373C (c.1118A>G) Amplifikasyon yok
FGFR3-TACC3v1 Amplifikasyon yok
FGFR3-TACC3v3 Amplifikasyon yok
FGFR3-BAIAP2L1* Amplifikasyon yok
FGFR2-BICC1* Amplifikasyon yok
FGFR2-CASPT7* Amplifikasyon yok

* FGFRS fiizyonu FGFR3-BAIAP2L1 ve FGFR2 flizyonlari FGFR2-BICC1 ile FGFR2-CASP7,
therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit ve klinik numuneler ile analitik olarak dogrulanmamistir.
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Tahlil esik degeri ve ¢apraz reaktivite

Tahlil esik degeri

Tahlil esik degeri, bir 6rnegin bir FGFR alterasyonu bakimindan pozitif olarak mi yoksa
negatif olarak mi siniflandirilacagini belirlemede kullanilan spesifik bir Ct degeridir. Esik
degerinde veya esik degerinin altinda Cr degerleri saglayan 6rnekler FGFR alterasyonu
pozitif (FGFR Alterasyonu Saptandi) olarak, esik degerinin Uzerinde Cr degerleri saglayan
ornekler ise FGFR alterasyonu negatif (Alterasyon Saptanmadi) olarak siniflandirilir. Her bir
tahlilin yanlis negatif ve yanlis pozitif oranlari, esik degerine esit veya esik degerinin altindaki
bir sonug, FGFR Alterasyonu Saptandi siniflandirmasi ile sonuglanacak sekilde, her bir
FGFR alterasyonuna 6zgl tahlilin esik degerini belirlemek amaciyla kullaniimigtir.
therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit dahilindeki her bir tahlilin esik degeri Tablo 8'de
gOsterilmektedir.

Tablo 8. Tahlil esik degeri sonuglarinin 6zeti

FGFR tahlili Tahlil esik degeri (Cr degeri)
p.R248C (c.742C>T) 36,00
p.S249C (c.746C>G) 39,09
p.G370C (c.1108G>T) 41,00
p.Y373C (c.1118A>G) 43,00
FGFR3-TACC3v1 43,00
FGFR3-TACC3v3 43,00
FGFR3-BAIAP2L1* 43,00
FGFR2-BICC1* 43,00
FGFR2-CASP7* 42,00

* FGFR3 flizyonu FGFR3-BAIAP2L1 ve FGFR2 fiizyonlari FGFR2-BICC1 ile FGFR2-CASP7,
therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit ve klinik numuneler ile analitik olarak dogrulanmamistir.
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Tahlilin capraz reaktivitesi ve analitik 6zgullugu

Tahlilin gapraz reaktivitesi

Tahlilin gapraz reaktivitesi, therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit reaktifleri tarafindan, bir
tahlilin amacglanan hedefi disindaki bir FGFR alterasyonunun spesifik olmayan bir
amplifikasyonu olarak tanimlanir ve ilgili tahlilin secilen esik degerinin altinda bir Ct degeri
verir. Yiksek FGFR alterasyonu seviyesine sahip Ornekler, therascreen FGFR RGQ
RT-PCR Kit ile test edilmis ve tahlillerin herhangi birinde, esik degderinin altinda hedef digi
amplifikasyon goézlemlenmemistir. Dolayisiyla, therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit'i

kapsayan FGFR alterasyonlari icin tahliller arasinda gapraz reaktivite gdzlemlenmemistir.

Analitik 6zgullak

therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit iginde kullanilan primerler, problar ve blokerler ile insan
ve insan disi genomlarda bulunan FGFR disi hedefler arasindaki potansiyel gapraz reaktivite
seviyesi ve potansiyel heterodimer olusumu seviyesi arastirilmistir. therascreen FGFR RGQ
RT-PCR Kit tahlilleri ile kullanilan primerler, problar ve blokerlerin, insan genomu dahil
herhangi bir genomda nonspesifik olarak baglanip baglanmadigini belirlemek igin bir in siliko
analiz gergeklestiriimistir. Her bir ¢oklu tahlilde kullanilan oligoniikleotidlerin, birbirine
nonspesifik olarak baglanip baglanmadigini belirlemek igin ek bir in siliko analiz
gerceklestirilmistir.

Oligo heterodimerlerinin in siliko analizi, heterodimer olusumu prevalansinin disiik oldugunu
gOstermistir. Primerler ve problar, yabani tip FGFR alelleri ile veya therascreen FGFR RGQ
RT-PCR Kit tarafindan saptanmayan herhangi bir FGFR alterasyonu ile gapraz reaksiyona

girmemektedir ve dolayisiyla yanlis bir sinyal olugturmaz.
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Tespit sinin (Limit of Detection, LoD)

LoD, %95 olasilikla saptanabilen her bir hedef icin en disik FGFR alterasyonu RNA
kopya/ul degeri olarak tanimlanir. therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kitin FGFR
alterasyonuna 6zgu tahlilleri igin LoD, FGFR alterasyonu RNA kopya/ul olarak raporlanir.
Her bir alterasyon igin bir adet olmak Uzere, ayri FGFR alterasyonu in vitro transkriptleri,
yabani tip klinik numunelerden ekstrakte edilen normalize edilmis RNA havuzuna eklenmis
ve her bir tahlilin tahmini LoD degerinin Uzerinde, altinda ve bu degerde seri olarak

seyreltilmigtir.

Serideki her bir dilisyon noktasinin altmis tekrari, Ug therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit
lotu kullanilarak test edilmistir. Her bir tahlilin LoD degeri, bir Probit modeli kullanilarak
belirlenmis ve test edilen U¢ therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit lotu genelinde saptanan
en ylUksek RNA kopya sayisi/ul (en kétu durum) LoD'si olarak raporlanmistir (Tablo 9).

Tablo 9. LoD sonuglarinin 6zeti

FGFR tahlili LoD (kopya/pl)
p.R248C (c.742C>T) 75,80
p.S249C (c.746C>G) 289,82
p.G370C (c.1108G>T) 141,57
p.Y373C (c.1118A>G) 274,71
FGFR3-TACC3v1 25,26
FGFR3-TACC3v3 45,75
FGFR3-BAIAP2L1* 9,07
FGFR2-BICC1* 14,34
FGFR2-CASP7* 27,18

* FGFRS3 flizyonu FGFR3-BAIAP2L1 ve FGFR2 fiizyonlari FGFR2-BICC1 ile FGFR2-CASP7,
therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit ve klinik numuneler ile analitik olarak dogrulanmamistir.
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p.R248C (c.742C>T), p.S249C (c.746C>G), p.G370C (c.1108G>T), p.Y373C (c.1118A>G),
FGFR3-TACC3v1 ve FGFR3-TACC3v3 tahlillerinin LoD degerleri, FGFR alterasyonu

bakimindan pozitif klinik UC érnekleri kullanilarak dogrulanmigtir.
Tekrarlanabilirlik ve yeniden Uretilebilirlik

therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit'in tekrarlanabilirligi (laboratuvar ici), therascreen FGFR
RGQ RT-PCR Kit tarafindan saptanan dokuz alterasyonu temsil eden, 3x LoD seviyesinde
klinik performansi olugturulmus 6rneklerin ve bir adet FGFR alterasyonu bakimindan negatif
ornegin test edilmesiyle degerlendirilmistir.

Tekrarlanabilirlik, bu 6rneklerin tek bir tesiste, farkli gunler, Rotor-Gene Q cihazlari ve
operatorler genelinde test edilmesiyle dederlendiriimis ve 6rnek basina toplam 60 tekrar elde
edilmigtir (Tablo 10).
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Tablo 10. Tahlil tekrarlanabilirligi: Bir tesiste test edilen 3x LoD seviyesinde her bir FGFR
alterasyonu ve yabani tip 6rnekler i¢cin dogru sonugclarin sayisi ve iki tarafli %95 giiven limitleri

iki tarafli %95

iki tarafli %95

Karisimi)

Dogru Dogru sonug . - . ",

Sablon sonuc savisi iizdesi giiven araliginin  giiven araliginin
¢ say y alt limiti iist limiti

p.R248C (c.742C>T) 60/60 %100 %94,04 %100,00
p.S249C (c.746C>G) 60/60 %100 %94,04 %100,00
p.G370C (c.1108G>T) 60/60 %100 %94,04 %100,00
p.Y373C (c.1118A>G) 60/60 %100 %94,04 %100,00
FGFR3-TACC3v1* 59/60 %98,3 %91,06 %99,96
FGFR3-TACC3v3 59/60 %98,3 %91,06 %99,96
FGFR3-BAIAP2L1 60/60 %100 %94,04 %100,00
FGFR2-BICC1 60/60 %100 %94,04 %100,00
FGFR2-CASP7 60/60 %100 %94,04 %100,00
WT (Mut-1 Reaksiyon 60/60 %100 %94,04 %100,00
Karisimi) °
WT (Mut-2 Reaksiyon 60/60 %100 %94,04 %100,00
Karisimi) 0
WT (Fiiz-1 Reaksiyon 60/60 %100 %94,04 %100,00
Karigimi)
WT (Fiz-2 Reaksiyon 59/60 %98,3 %91,06 %99,96

* 1x LoD seviyesinde 6rneklerden.
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Yeniden uretilebilirlik, G¢ farkl tesiste (Birlesik Krallik'ta bulunan bir kurum i¢i QIAGEN tesisi
ve ABD'de bulunan iki harici tesis), 3x LoD seviyesinde klinik performansi olusturulmus
orneklerin, LoD seviyesine yakin klinik érneklerin ve yabani tip érneklerin test edilmesiyle
Olcilmustir. Tim FGFR alterasyonlari igin 3x LoD seviyesinde klinik performansi
olusturulmusg Ornekler ve yabani tip 6rnekler, her bir harici tesiste, (i¢ Rotor-Gene Q MDx
cihazi kullanilarak, bes gin boyunca U¢ operator (tesis basina) tarafindan test edilmistir.
Ayrica, formalinle sabitlenmis, parafine gémduli (Formalin-Fixed Paraffin Embedded, FFPE)
UC klinik érneklerinden ekstrakte edilen RNA, cihaz yeniden Uretilebilirligini test etmek icin
kullanilmigtir. Testler, klinik ornekler kullanilarak, her bir hedef [p.R248C (c.742C>T),
p.S249C (c.746C>G), p.G370C (c.1108G>T), p.Y373C (c.1118A>G), FGFR3-TACC3v1 ve
FGFR3-TACC3v3] icin LoD seviyesinde gergeklestiriimistir. FGFR3-BAIAP2L1, FGFR2-
BICC1 veya FGFR2-CASP7 igin klinik érnekler temin edilememistir. Analiz ayrica, ¢alisma
tasarimindaki lotlar arasi degiskenligi de bir araya getirmistir. 1x LoD seviyesindeki tum klinik
ornekler, therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit kullanilarak Gg¢ tesisin her birinde test
edilmistir (iki biyolojik tekrar x iki therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit lotu x iki operator x
U¢ glin = her tesiste 24 tekrar). Bu toplam tekrarlar, her bir tesiste U¢ Rotor-Gene Q MDx
cihazinda test edilmis ve Ug¢ therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit lotunun ikisi her bir tesiste
alternatif olarak kullaniimigtir (Tablo 11).
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Tablo 11. Tahlil yeniden iiretilebilirligi: Tiim tesislerde test edilen LoD ve 3x LoD seviyesinde
her bir FGFR alterasyonu ve yabani tip 6rnekler i¢in dogru sonuglarin sayisi ve iki tarafli %95

giiven limitleri

- < iki tarafli iki tarafli
Dogru Dogru o . o .
Hedef - %95 giiven %95 giiven
Mutasyon seviyesi Numune tipi Zgn:’s‘f su‘;r&:gl araliginin araliginin
y y alt limiti iist limiti
3x LoD Klinik 120/120 %100,00 %96,97 %100,00
p.R248C Performansi
(c.742C>T) Olusturulmus
1x LoD Klinik 7272 %100,00 %95,01 %100,00
3x LoD Klinik 120/120 %100,00 %96,97 %100,00
p.S249C Performansi
(c.746C>G) Olusturulmus
1x LoD Klinik 72/72 %100,00 %95,01 %100,00
3x LoD Klinik 120/120 %100,00 %96,97 %100,00
p.G370C Performansi
(c.1108G>T) Olusturulmus
1x LoD Klinik 71/72 %98,61 %92,50 %99,96
3x LoD Klinik 120/120 %100,00 %96,97 %100,00
p.Y373C Performansi
(c.1118A>G) Olusturulmus
1x LoD Klinik 71/72 %98,61 %92,50 %99,96
1x LoD Klinik 119/120 %99,17 %95,44 %99,98
EGER3- Performansi
TACC3v1 Olusturulmus
¥ax LoD Klinik 63/72 %87,50 %77,59 %94,12
3x LoD Klinik 119/120 %99,17 %95,44 %99,98
FGFR3- Performansi
TACC3v3 Olusturulmus
1x LoD Klinik 71/72 %98,61 %92,50 %99,96
3x LoD Klinik 120/120 %100,00 %96,97 %100,00
FGFR3- Performansi
BAIAP2L1* Olusturulmus
1x LoD Klinik NA NA NA NA
3x LoD Klinik 120/120 %100,00 %96,97 %100,00
FGFR2- Performansi
BICC1* Olusturulmus
1x LoD Klinik NA NA NA NA
3x LoD Klinik 120/120 %100,00 %96,97 %100,00
FGFR2- Performansi
CASP7* Olusturulmus
1x LoD Klinik NA NA NA NA
WT (Mut-1) NA Klinik 120/120 %100,00 %96,97 %100,00
WT (Mut-2) NA Klinik 120/120 %100,00 %96,97 %100,00
WT (Fiiz-1) NA Klinik 120/120 %100,00 %96,97 %100,00
WT (Fiiz-2) NA Klinik 116/120 %96,67 %91,69 %99,08

*Bu alterasyonlar igin klinik UC FFPE &rnekleri temin edilememistir. NA: Degerlendiriimemistir.
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Numune kullanimi

Bu calismada, Ozellikle RNA ekstraksiyon adimi sirasinda, ornek kullanim degiskenligi
degerlendirilmistir. FFPE UC klinik numuneleri, t¢ bagimsiz laboratuvarda RNeasy DSP
FFPE Kit ile ekstrakte edilmek lzere ¢ ayri sete bolinmustir. Her bir sette, 6nceden
tanimlanan sayida FGFR yabani tip ve FGFR pozitif (FGFR Alteration Detected (FGFR
Alterasyonu Saptandi)) numuneler yer almistir. TUm numuneler ekstraksiyon éncesinde
korlestirilmistir. Her bir set, U¢ tesiste iki operatér tarafindan i¢ defa ekstrakte edilmigtir.
Ardindan bir tesiste therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit kullanilarak tim RNA 6érnekleri test
edilmistir.

Tum FGFR alterasyonlari genelinde, dodru sonuglarin orani %96,22 olmus ve bu da,
therascreen FGFR RGQ RT-PCR System'in, RNA izolasyonunun 6n analiz adiminda
yeniden Uretilebilirligi ve tekrarlanabilirligini desteklemistir.

Lotlar arasi degistirilebilirlik

Bu calismada, lotlar arasi deg@iskenligin, therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit tarafindan FGFR
alterasyonu saptamasini etkileme potansiyeli ele alinmistir. FGFR Sistemi iki ayri kit kullanir:
RNA'nin klinik UC FFPE numunelerinden izolasyonu igin RNeasy DSP FFPE Kit ve FGFR

alterasyonlarinin amplifikasyonu ve saptanmasi igin therascreen FGFR RGQ-RT-PCR Kit.
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Lotlar arasi degistirilebilirlik, g RNeasy DSP FFPE Kit lotu ve Ug¢ therascreen FGFR RGQ
RT-PCR Kit lotu kullanilarak ortaya konmustur. Bu galismada klinik érneklerin ve klinik
performansi olusturulmus érneklerin bir kombinasyonu kullaniimigtir. p.R248C (c.742C>T),
p.S249C (c.746C>G), FGFR3-TACC3v1 alterasyonlarini barindiran dért adet klinik FFPE
numunesi ve klinik yabani tip FFPE numune, (i¢ RNeasy DSP FFPE Kit lotu kullanilarak ikili
olarak ekstrakte edilmis ve Ug¢ farkh therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit lotu ile test
edilmistir. Ayrica, p.G370C (c.1108G>T), p.Y373C (c.1118A>G), FGFR3-TACC3v3,
FGFR3-BAIA2PL1, FGFR2-BICC1 ve FGFR2-CASP7 alterasyonlarina yonelik Kklinik
performansi olusturulmus érnekler 3x LoD seviyesinde Uretilmis ve U¢ therascreen FGFR
RGQ RT-PCR Kit lotu kullanilarak test edilmigtir. Tim &érnekler, her bir tahlil igin normalize
edilmis ve 3x LoD seviyesine seyreltiimigtir. Her bir 6rnek icin toplam 36 tekrar
olusturulmustur. Tim therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit ve RNeasy DSP FFPE Kit lotlar
genelinde tum o6rnekler icin dogru sonuclarin genel ylzdesi %99,65 (286/287 &rnek)

olmustur.
Capraz kontaminasyon/analitik tasinma

Bu c¢alismada, ylksek FGFR alterasyonu pozitif drnekler FGFR alterasyonu negatif
orneklerin yaninda test edildiginde, therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit'in tasinma
bakimindan degerlendiriimesi amaglanmistir. Calismada, ekstraksiyondan PCR
amplifikasyonuna kadar FGFR Sisteminin tamami incelenmis ve 6rnekler, ekstraksiyonlar
arasinda ve galisma igcinde veya galismalar arasinda taginma gerceklesip gerceklesmedigi

arastiriimigtir.

Klinik UC FFPE ornekleri iki bagimsiz sete bélinmustir. Her iki sette 18 yabani tip 6rnek ve
12 FGFR alterasyonu pozitif drnek yer almistir. RNA ekstraksiyonu, RT ve PCR reaksiyonu
kurulumu, érnek capraz kontaminasyon riskini belirlemek i¢in tasarlanmig bir matrisi takip
etmistir. Her set, ayni therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit lotu kullanilarak farkli bir operator
tarafindan test edilmistir. Toplam 128 yabani tip tekrar test edilmis ve yabani tip 6rneklere
iliskin yanlis pozitif sonuglarin ylzdesi %3,13 (4/128 6rnek) olmustur.
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Olumsuz etkileyen maddeler

Bu galismada, potansiyel endojen ve ekzojen olumsuz etkileyen maddelerin, RNeasy DSP
FFPE Kit ve therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit genelinde FGFR alterasyon durumunu
saptama Uzerindeki etkisi arastiriimisgtir. Ekstraksiyon adimi veya RNA 6rnegi normalizasyon
adimi sirasinda orneklere, olumsuz etkileyen dért maddeden (hemoglobin, Buffer RPE,
Deparaffinization Solution veya parafin mumu) biri eklenmistir. Dokuz FGFR alterasyonu
pozitif drnegin ve yabani tip 6rneklerin her birinde olumsuz etkileyen madde bagina toplam
60 tekrar test edilmistir. Olumsuz etkileyen dort madde, kontrol érnekleri ile test drnekleri
arasinda sonuglarda istatistiksel olarak anlamli bir farka yol agmamisg, olumsuz etkileyen
maddelerin varligi tahlil performansini veya hedef sonucunu etkilememistir.

Klinik performans

pan-FGFR TKI ilaci BALVERSA (erdafitinib) ile UC tedavisi kapsamindaki FGFR
alterasyonu gériillen vakalarda, Kérlenmis Bagimsiz inceleme Komitesi'ne (Blinded
Independent Review Committee, BIRC) gore hastalarda genel yanit orani %34,3

olmustur (5).

therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit, spesifik FGFR geni alterasyonlari barindiran ve
dolayisiyla BALVERSA (erdafitinib) ile tedaviye uygun olan droteliyal kanser (Urothelial
Cancer, UC) vakalari gérilen hastalar belirlemede yardimci olan tani amagch bir test olarak

kullanima yoneliktir.
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Referans yontem ile korelasyon

therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit'in dogrulugunu (RT damlacik dijital PCR (RT droplet
digital PCR, RT-ddPCR) yontemine gdre) géstermek amaciyla, 42756493-BLC2001 klinik
galismasindan numuneler ile bir dogruluk ¢alismasi yuritilmis ve bu numuneler, ayni
kullanim amaci (teshis amaci) popillasyonundan elde edilen numunelerle desteklenmistir.
FGFR alterasyonlari igin therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit ve ddPCR testleri, 307
numuneden (271 klinik galisma numunesi ve 36 tedarik edilmis numune) ekstrakte edilen

ayni drnekler Uzerinde gergeklestiriimistir.

Hem therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit hem de ddPCR igin gegerli sonuglar veren
ornekler (n = 306), genel FGFR alterasyon durumu bakimindan iki yéntem (FGFR Alteration
Detected (FGFR Alterasyonu Saptandi) veya No Alteration Detected (Alterasyon
Saptanmadi)) arasindaki uyumluluga dayah olarak, Pozitif Uyumluluk Oranini (Positive
Percent Agreement, PPA), Negatif Uyumluluk Oranini (Negative Percent Agreement, NPA)
ve Genel Uyumluluk Oranini (Overall Percent Agreement, OPA) degerlendirmek Uzere
analiz edilmistir. Bu ylUzde degerleri, ilgili iki tarafli %95 given araliklari (Confidence
Intervals, Cl) ile birlikte Tablo 12'de 6zetlenmistir.
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Tablo 12. therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit / ddPCR (ortogonal yontem olarak ddPCR ile)

Uyumluluk dlgutii Uyumluluk yiizdesi % (N) iki tarafli %95 CI
Pozitif uyumluluk orani %99,04 (103/104) 94,76, 99,98
(Positive Percent Agreement,

PPA)

Negatif uyumluluk orani %97,52 (197/202) 94,32, 99,19
(Negative Percent Agreement,

NPA)

Genel uyumluluk orani (Overall %98,04 (300/306) 95,78, 99,28

Percent Agreement, OPA)

FGFR alterasyon durumu uyumsuz toplam alti sonug igin, bir rnek therascreen FGFR RGQ

RT-PCR Kit ile Alterasyon Saptanmadi sonucu vermis ve ddPCR ile FGFR Alterasyonu
Saptandi sonucu vermistir. Bes ornek ise, therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit ile FGFR
Alterasyonu Saptandi sonuglari vermis ve ddPCR ile Alterasyon Saptanmadi sonuglari

vermistir. Tablo 13'te, referans yontem olarak ddPCR ile hedef alterasyonun PPA degeri

gOsterilmigtir.

Tablo 13. Alterasyonlara gore iki tarafli %95 giiven araliklari ile birlikte, ortogonal yontem

olarak ddPCR ile PPA

Alterasyon Uyumluluk yiizdesi % iki tarafli %95 ClI
(N dogru/N Toplam)
p.R248C (c.742C>T) %93,33 (14/15) 68,05, 99,83
p.S249C (c.746C>G) %100,00 (56/56) 93,62, 100,00
p.G370C (c.1108G>T) %100,00 (2/2) 15,81, 100,00
p.Y373C (c.1118A>G) %100,00 (18/18) 81,47, 100,00
FGFR3-TACC3v1 %100,00 (16/16) 79,41, 100,00
FGFR3-TACC3v3 %100,00 (5/5) 47,82, 100,00
FGFR3-BAIAP2L1 %100,00 (1/1) 2,50, 100,00
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Klinik sonug verileri

42756493-BLC2001 galismasinin 3. Rejimi, FGFR genomik alterasyonlari igeren, metastatik
veya cerrahi olarak cikarilamayan UC gorllen kisilerde secilen BALVERSA (erdafitinib)
dozunun (giinde bir kez 8 mg) etkinligi ve gtivenligini belirlemeye yonelik bir Faz 2 galismasi
olmustur. Hastalarin uygun olabilmesi igin, klinik ¢galisma tahlili (Clinical Trial Assay, CTA) ile
prospektif olarak belirlendigi sekilde, FGFR2 veya FGFR3 genlerinde spesifik alterasyonlar
bulunmasi sart kosulmustur. 42756493-BLC2001 klinik ¢alismasi icin muayene edilmis
hastalardan alinan numunelerin retrospektif testleri, tani amagl therascreen FGFR RGQ RT-

PCR Kit kullanilarak gergeklestirilmistir.

therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit'in 42756493-BLC2001 klinik galismasi igin hasta
se¢cmek amaciyla kullanilan CTA ile uyumlulugunu degerlendirmek Uzere destekleyici bir
calisma yapilmistir. Destekleyici calismada 300 hasta 6rnegi yer almistir.

Hem therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit hem de CTA igin gegerli sonuglar veren érnekler
(n = 292), genel FGFR gen alterasyonu durumu bakimindan iki yontem (FGFR Alterasyonu
Saptandi veya Alterasyon Saptanmadi) arasindaki uyumluluga dayali olarak, PPA, NPA ve
OPA degerlerini degerlendirmek Uzere analiz edilmistir. Bu ylizde degerleri, ilgili iki tarafli
%95 Cl ile birlikte Tablo 14'te 6zetlenmisgtir.

Tablo 14. therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit / CTA (referans yontem olarak CTA ile)

Uyumluluk olgiiti Uyumluluk yiizdesi % (N) iki tarafli %95 ClI
Pozitif uyumluluk orani %87,2 (82/94) 79,0,925
(Positive Percent Agreement, PPA)

Negatif uyumluluk orani %97,0 (192/198) 93,5, 98,6
(Negative Percent Agreement, NPA)

Genel uyumluluk orani %93,8 (274/292) 90,5, 96,1
(Overall Percent Agreement,OPA)
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FGFR alterasyon durumu uyumsuz toplam 18 sonug igin, 12 6rnek therascreen FGFR RGQ
RT-PCR Kit ile "Alterasyon Saptanmadi" sonucu vermis ancak CTA ile "FGFR Alterasyonu
Saptandi" sonucu vermistir. Alti 6rnek ise, therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit ile "FGFR
Alterasyonu Saptandi" sonuglari vermis ancak CTA ile "Alterasyon Saptanmadi" sonuglari
vermigtir. 94 CTA pozitif 6rnedin 81'inin, kemoterapide hastali§i niiks eden/tedaviye yanit
vermeyen hastalardan alindidini dikkate alin. Bu gruptaki pozitif uyumluluk Tablo 15'te

gOsterilmigtir.

Tablo 15. therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit ile CTA arasindaki pozitif uyumluluk (referans
yontem olarak CTA ile); kemoterapide hastaligi niiks eden/tedaviye yanit vermeyen kisiler

CTA FGFR+
FGFR + 69
z .-
LWE  FGFR- 12
0=
g s Toplam 81
PPA (%95 CI) %85,2 (%75,9-91,3)

42756493-BLC2001 calismasinin esas hedefi, arastirmaci degderlendirmesi ile
degerlendirildigi sekilde RECIST kriterlerine gére, objektif yanit oranini (objektif yanit orani
[Objective Response Rate, ORR] = tam yanit [Complete Response, CR] + kismi yanit [partial
response, PR]) degerlendirmek olmustur. BIRC'ye gére ORR deg@eri de belirlenmistir.
therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit ile FGFR Alterasyonu Saptandi sonucu elde edilen
hasta alt setinde (n = 81) gézlemlenen klinik fayda, tam galisma populasyonunda (n = 99)
g6zlemlenen klinik faydaya benzer olmustur. FGFR3-BAIAP2L1, FGFR2-BICC1 ve FGFR2-
CASP7 flizyonlari icin ORR verisi mevcut olmadigindan, bu alterasyonlar igin klinik
gecerliligin gosterildigini 6ne stirmek mumkin degildir. Genel etkililik sonuglar Tablo 16'da

oOzetlenmistir.
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Tablo 16. 42756493-BLC2001 klinik caligmasi Rejim 3 popiilasyonunda, therascreen FGFR RGQ
RT-PCR Kit ile test edilen hastalarla ilgili klinik fayda

therascreen FGFR RGQ
RT-PCR Kit+ popiilasyon, n
Parametre =81 CTA+ popiilasyon, n = 99

BIRC'e gore objektif yanit orani
(Objective Response Rate, ORR)

Yanit sayisi (N) 29 34
ORR, % (%95 CI) %35,8 (%26,2-46,7) %34,3 (%25,0-43,7)

Arastirmacilara gore objektif yanit orani
(Objective Response Rate, ORR)

Yanit sayisi (N) 37 40
ORR, % (%95 ClI) %45,7 (%35,3-56,5) %40,4 (%30,7-50,1)

BIRC: Kérlenmis Bagimsiz Inceleme Komitesi; Cl: giiven araligi; CTA: Klinik galisma tahlili.
Kit+: CDx ile saptanan FGFR alterasyonu; CTA+: CTA ile saptanan FGFR alterasyonu.

therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit'in 42756493-BLC2001 klinik ¢alismasi igin hasta
segcme amaciyla kullanilmadigi dikkate alinarak, CTA kullanilan érnek testlerinden No
Alteration Detected (Alterasyon Saptanmadi) sonucu elde edildidi icin g¢alismaya dahil
edilmeyen (ancak 6rnek therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit (therascreen FGFR RGQ
RT-PCR Kit+/CTA-) kullanilarak test edilseydi FGFR Alteration Detected (FGFR
Alterasyonu Saptandi) sonucu atanabilecek) hastalari degerlendirmek adina ek etkililik
analizleri yurutilmustir. Calismaya kaydolan ancak therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit
kullanilarak gecerli yeniden test sonucu elde edilemeyen hastalar da dikkate alinmigtir
(therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit bilinmeyen/CTA+). Tim varsayimsal analizlerden
gelen sonuglar birincil etkililik analizinde gézlemlenen sonugclara genel olarak benzerdir.
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Semboller

Asagidaki semboller ambalaj ve etiket lizerinde gorulebilir:

Sembol Sembol tanimi

Avrupa uyumlulugu igin isaret

<N> . - . e
W <N> N> reaksiyon igin yeterli reaktif igerir

Son kullanma tarihi

\" in vitro tani amagl tibbi cihaz

Katalog numarasi
Lot numarasi

Materyal numarasi

COMP Bilesenler
CONT igindekiler
e 3
4\ Isiga maruz birakmayin

@l Kiresel Ticaret Parga Numarasi

R Kullanma Talimati (El Kitabi) revizyonudur ve n revizyon
numarasidir

/ﬂ/ Sicaklik sinirlamasi

A

n
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Sembol

Sembol tanimi

= I

Uretici

Kullanma talimatlarina bakin

Dikkat
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lletisim Bilgileri

Teknik destek ve daha fazla bilgi igin litfen www.qiagen.com/Support adresindeki Teknik
Destek Merkezi'ne bakin, 00800-22-44-6000 numarasini arayin ya da QIAGEN Teknik
Servis Bolimlerinden birine veya yerel dagitimcilara bagvurun (arka kapaga bakin veya

www.qgiagen.com adresini ziyaret edin).
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Siparig Bilgileri

Uriin

igerik Kat. no.

therascreen FGFR RGQ
RT-PCR Kit (24)

RNeasy DSP FFPE Tissue Kit

RNeasy DSP FFPE Kit

24 reaksiyon i¢in: RT Tamponu 1, RT 876711
Tamponu 2, RT Primer Karigimi, Ters

Transkriptaz, Pozitif Kontrol, PC

Seyreltici, Mutasyon-1 Reaksiyon

Karigimi, Mutasyon-2 Reaksiyon

Karigimi, Flizyon-1 Reaksiyon

Karigimi, Flizyon-2 Reaksiyon

Karisimi, Ornek Diliisyon Suyu, NTC

icin Su

50 RNA hazirhgr igin: RNeasy 73604
MinElute® Déndiirme Kolonlari,

Toplama Tipleri, Elisyon Tipleri,

Deparaffinization Solution, Proteinaz K,

RNaz icermeyen DNaz |, DNaz Destek

Tamponu, RNaz igermeyen Tamponlar

ve RNaz Igermeyen Su.

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM ve aksesuarlari

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM
Platform

5 kanal artt HRM kanalli (yesil, sari, 9002032
turuncu, kirmizi, kizil) real-time PCR

dongdleyici ve Yiksek Cozundrlikli

Eritme analizoru, dizustu bilgisayar,

yazilim, aksesuarlar: pargalar ve isgilik

icin 1 yilhk garanti dahildir, kurulum ve

egitim dahil degildir
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Uriin icerik Kat. no.

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM 5 kanal (yesil, sari, turuncu, kirmizi, 9002033
System kizil) artt HRM kanalli real-time PCR

dongiileyici ve Yuksek Cozunurlikli

Eritme analizoru, dizistu bilgisayar,

yazilim, aksesuarlar: pargalar ve isgilik

icin 1 yilhk garanti, kurulum ve egitim

dahildir
PCR Tubes, 0.2 ml (1000) 1000 reaksiyon igin 20-50 pl'lik 1000 981005
ince duvarli tip
Strip Tubes and Caps, 0.1 ml 10.000 reaksiyon igin 4 tiip ve kapakh 981106
(2500) 10 x 250 strip
Loading Block 72 x 0.1 ml 72 x 0,1 ml'lik tiplerde tek kanall 9018901
Tubes pipetle manuel reaksiyon kurulumu icin

alliminyum blok

Loading Block 96 x 0.2 ml PCR 96 x 0,2 ml'lik PCR tiplerinde tek 9018905
Tubes kanalli pipetle manuel reaksiyon
kurulumu i¢in aliiminyum blok

72-Well Rotor Strip Tubes and Caps, 0.1 ml Grinu 9018903
icin, 10-50 ul reaksiyon hacimleriyle;
Locking Ring 72-Well Rotor gerektirir

Locking Ring 72-Well Rotor 72-Well Rotor igindeki Strip Tubes and 9018904
Caps, 0.1 ml trtnund kilittemek igin

Gincel lisanslama bilgisi ve Uriine 6zgu yasal uyarilar igin ilgili QIAGEN kiti el kitabi veya
kullanim kilavuzuna bakin. QIAGEN kit el kitaplari ve kullanim kilavuzlari www.qiagen.com

adresinde bulunabilir veya QIAGEN Teknik Servisi veya yerel distribltoriintizden istenebilir.
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Belge Revizyon Gegmisi

Revizyon

Aciklama

R1, Ekim 2021

ik sirim
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therascreen FGFR RGQ RT-PCR Kit igin Sinirli Lisans Sézlegmesi
Bu Uriintin kullanimi herhangi bir alicinin veya Uriin kullanicisinin asagidaki kosullari kabul ettigi anlamina gelir:

1.

o rwN

Uriin yalnizca iiriinle birlikte ve bu el kitabinda verilen protokollere uygun olarak kullanilabilir ve yalnizca panelin iginde bulunan bilesenlerle kullanim igindir.
QIAGEN, bu panel ile birlikte verilen bilesenlerin el kitabinda ve www.qiagen.com adresinden ulagilabilen ek protokollerde belirtilenlerin disinda bu panelin
icinde yer almayan herhangi bir bilesenle kullanimi veya birlestiriimesi igin kendi fikri miilkiyet haklarinin herhangi biri altinda lisans hakki vermez. Bu ek
protokollerden bazilari QIAGEN kullanicilar tarafindan QIAGEN kullanicilari igin saglanmistir. Bu protokoller QIAGEN tarafindan kapsamli sekilde test
edilmemis veya optimize edilmemistir. QIAGEN {giinci taraflarin haklarini ihlal etmedigini garanti etmez ve beyan etmez.

Acikga belirtilen lisanslar disinda, QIAGEN bu panel ve/veya kullanimlarinin tigiincti taraflarin haklarini ihlal etmeyecegini garanti etmez.
Bu panel ve bilesenleri bir kez kullanim igin lisanslidir ve tekrar kullanilamaz, yenilenemez veya tekrar satilamaz.
QIAGEN agik olarak belirtilenler diginda agik veya zimni herhangi bir bagka lisansi 6zellikle reddeder.

Panelin alicisi veya kullanicisi yukarida yasaklanan eylemlere neden olabilecek veya bunlari kolaylastirabilecek herhangi bir girisimde bulunmayacagini ve
baska birisinin bu eylemlerde bulunmasina izin vermeyecegini kabul eder. QIAGEN herhangi bir Mahkemede bu Sinirli Lisans Anlagsmasi yasaklamalarini
uygulayabilir ve bu sinirli lisans anlagmasinin veya kit ve/veya bilesenleriyle ilgili fikri milkiyet haklarinin herhangi birinin uygulanmasina yol agan tim
durumlarda avukat lcreti dahil tim sorusturma ve mahkeme masraflarini geri alabilir.

Giincellenmis lisans sartlari ve Uriine 6zgl ret beyanlari icin www.giagen.com adresine bakin.

Ticari Markalar: QIAGEN®, Sample to Insight®, HotStarTag®, MinElute®, Rotor-Disc®, Rotor-Gene®, Rotor-Gene AssayManager®, RNeasy®, therascreen® (QIAGEN
Group); Balversa™ (Janssen Research & Development, LLC); TagMan® (Roche Group). Bu belgede gegen tescilli adlar, ticari markalar vb. agikga bu sekilde
belirtiimemis olsa bile yasalarca korunmaktadir.

1125704 10-21 HB-2952-001 © 2021 QIAGEN, tiim haklari saklidir.
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