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QIAGEN Sample and Assay Technologies

QIAGEN herhangi bir biyolojik érnegin iceriginin izolasyonu ve saptanmasini
mUmkuin kilan yenilikgi 6rnek ve tahlil teknolojilerinin 6nde gelen lideridir.
Geligmis, cok kaliteli Grinlerimiz ve hizmetlerimiz érnekten sonuca basariyi
garanti eder.

QIAGEN sunlarda standartlar olusturur:

DNA, RNA ve proteinlerin saflagtiriimasi
Nukleik asit ve protein tahlilleri
microRNA arastirmalari ve RNAI

Ornek ve tahlil teknolojilerinin otomasyonu

Misyonumuz olaganisti basari elde etmeniz ve yeni buluslar yapmanizi
mUmkin kilmaktir. Daha fazla bilgi igin www.giagen.com adresini ziyaret edin.
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Kullanim Amaci

ipsogen BCR-ABL1 mbcr Kitinin daha énce bir BCR-ABL mbcr fizyon geni (FG)
olayi tanisi konmus Ph pozitif akut lenfoblastik [6semi (ALL) hastalarinda kemik
iligi veya periferal kan érneklerinde BCR-ABL p190 transkriptlerinin
kantifikasyonu igin kullanilmasi amaglanmistir. Elde edilen sonuglarin hastalik
relapsini izlemek Gzere minimal rezidUel hastalik (MRD) takibi ve tedavi
yapilmakta olan hastalarda tedavi etkinligini izlemek igin kullanilmasi
amaglanmusgtir.

Ozet ve Aciklama

Philadelphia (Ph) kromozomu ALL'i yetiskinlerde en sik gérilen karyotipik
aberasyondur. Genel olarak ALL'li yetigskin hastalarin %20-30'unda goérulor ve
insidans 50 yasin Uzerindeki hastalarda %50'nin Gzerine cikar.

Bu translokasyonda kromozom 9'da ABL proto-onkogeninin 3' segmenti
kromozom 22'de BCR geninin 5' segmentiyle jukstapozisyon gosterir. BCR-ABL
FG Ph kromozomunun Uriniddir ve yapisal olarak aktif bir tirozin kinaz
proteinidir.

ABL geninde kinlmalar tipik olarak birinci intronda gérilir. BCR geninde
kirlmalar genel olarak su 3 bdlgeden birinde gérolir: ekson 12-16 bdlgesinde
yer alan ve majér kirillma kimesi balgesi (Mbcr) adi verilen bir 5,8 kb bélge,
birinci infronun mindr kirlma bdlgesi (mbcr) denilen bir 55 kb dizisi ve mikro
kirlma kimesi bélgesi (u-bcr).

mbcr icinde olan kiriklar ekson 1'i (e1) ABL geninin ikinci eksonu (02) ile
birlegtirerek 190 kDa (p190) bir kimerik protein kodlayan daha kigUk bir
fUzyon transkriptiyle (e1a2) sonuglanir (Sekil 1). p190 BCR-ABL proteini sadece
Ph+ ALL'de goérilurken p210 BCR-ABL proteini Ph+ ALL hastalarinin %20-
40''inda ve Ph+ kronik myelojenéz 16semi (KML) hastalarinin hemen hemen
tOminde ortaktir,

Tum BCR-ABL fuzyon proteinleri sekilleri artmig ve deregule tirozin kinaz
aktivitesi gosterir ve p190 formunun p210'a gére daha fazla transforme edici
potansiyeli oldugu gésterilmistir. Ayrica bu kimerik protein normal sitokine
bagimli sinyal transdiUksiyon yollarinda deregtlasyon olusturup apopitoz
inhibisyonuna yol agarak apopitoz veya buyime faktérinden bagimsiz
bUyUmeye yol acar.

4 ipsogen BCR-ABL1 mbecr Kit El Kitabi  03/2015



Ber (22q11)

m-bcr: BCR-ABL p190 | 27 1kb

Abl (9934) —
1 2 3 4 5 6
R S S N
/N ileri Primer
Tip e1-a2 \or 27 H] < <I::I:> Geri Primer
ENF402 o\ oo ENR56T . Prob

Sekil 1. gPCR primerleri ve prob seti: ENFA02-ENP541-ENR561 kapsamindaki BCR-
ABL mbcr FG transkriptinin semasi. Primerler ve prob altindaki rakam normal gen
transkriptindeki nUkleotid konumuna karsilik gelir.

Ph+ ALL hastalarinin tedavisi o hastalarda sag kalima énemli élcide arttiran
tirozin kinaz inhibitérleriyle tedaviye baglanmasiyla optimize edilmistir (bir
derleme icin bakiniz referans 1). Bu hastalarda MRD izlenmesi gereklidir. MRD
dizeyini izlemek icin mevcut yéntemde gercek zamanli kantitatif polimeraz
zincir reaksiyonu (qPCR) kullanilirken, BCR-ABL transkript sayilari bir kontrol
geninin transkript sayilariyla iligkilidir. ipsogen BCR-ABLT mbcr Kiti bu teknigi
temel alir.

islemin Prensibi

gPCR, PCR amplifikasyon surecinin eksponensiyal fazi sirasinda PCR Grinlerinin
dogru kantifikasyonunu mimkuin kilar. Kantitatif PCR verileri post-PCR igleme
olmadan PCR cycling sirasinda ve/veya sonrasinda floresans sinyallerin gercek
zamanli saptanmasiyla hizla elde edilebilir ve béylece PCR Grind
kontaminasyonu riski dnemli él¢ide azalir. Su anda 3 ana tipte gPCR teknigi
mevcuttur: SYBR® Yesil | Boya kullanilarak gPCR analizi, hidroliz problari
kullanilarak gPCR analizi ve hibridizasyon problari kullanilarak gPCR analizi.

Bu test qPCR cift boya oligonikleotid hidroliz prensibini kullanir. PCR sirasinda,
ileri ve revers primerler belirli bir sekansa hibridize olur. Ayni karigimda bir ¢ift
boya oligonUkleotid bulunur. Bir 5' raportér boya ve bir akis asagr 3' séndirico
boyayla etiketlenmis bir oligontkleotidden olusan bu prob PCR Grind icinde bir
hedef sekansa hibridize olur. Hidroliz problariyla gPCR analizi Thermus
aquaticus (Taq) DNA polimeraz 5'23' eksonUkleaz aktivitesini kullanir. Prob
saglam oldugunda raportér boyanin séndirict boyaya yakinhgi raportér
floresansin temel olarak Férster tipi enerji transferiyle baskilanmasiyla
sonuglanir.

PCR sirasinda, ilgilenilen hedef mevcutsa, prob spesifik olarak ileri ve revers
primer boélgeleri arasina yapisir. DNA polimerazin 5'>3' eksonUkleaz aktivitesi
ancak prob hedefe hibridize olursa probu raportér ile séndirict arasinda
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keser. Prob fragmanlari sonra hedeften ayrilir ve iplikcigin polimerizasyonu
devam eder. Probun 3' ucu PCR sirasinda probun uzamasini énlemek Gzere
bloke edilir (Sekil 2). Bu islem her déngide olusur ve Grinin eksponensiyel
birikimini olumsuz etkilemez.

Bu floresans sinyali artigi ancak hedef sekans probu tamamlayici ise ve béylece
PCR sirasinda amplifiye oluyorsa saptanir. Bu gereklilikler nedeniyle nonspesifik
amplifikasyon saptanmaz. Béylece, floreanstaki artig PCR sirasinda hedef
amplifikasyonla dogrudan orantihdir.

— {t } /— Birlestirme

— Primerler ve
prob
birlestirme

— .}it ) /_ Polimerizasyon

iplikcik yer degistirmesi

._ _._ _____ @> /—( Kesme

(.— - — = —— Séndurict boya serbest
kalmasi ve raportér floresans
VAq sinyal emisyonuna neden olur
¢ -
pvq @ a @ e Polimerizasyon
a @ : tamamlandiginda
________________ .'> Her déngide tamamlanan
: PCR 0rini ve floresan
<'. _______________ —i— sinyal birikimi

lleri ve revers

} Spesifik prob

- SBndorocD -—=> PCR GronG @ 7o polimeraz

A
By .x(
ﬁqp Ql} Raportér
\

— primerler

Sekil 2. Reaksiyon prensibi. Total RNA revers transkripsiyona ugrar ve olugan cDNA PCR ile
bir ¢ift spesifik primer ve spesifik internal ¢ift boya probu (FAM™-TAMRA™) kullanilarak
amplifiye edilir. Prob PCR'da her yapisma adiminda amplikona baglanir. Tag DNA polimeraz
bagl primerden amplikona uzandiginda probun 5' ucunu yerinden oynatir ve burasi Tag DNA
polimerazin 5'>3' eksonUkleaz aktivitesi ile degrade olur. Kesme kalan prob amplikondan
eriyip ayrilincaya kadar devam eder. Bu igslem florofor ve séndiriclyU solUsyona serbest
birakir, bunlarn uzaysal olarak ayirir ve FAM'dan floresans artmasina ve TAMRA'dan floresans
azalmasina neden olur.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Saglanan Materyaller

Kit icerigi

Karigimi ABL)

ipsogen BCR-ABL1 mbcr Kit (24)
Katalog no. 670023
Reaksiyon sayisi 24
ABL Control Gene Standard Dilution C1-ABL 50 ul
(103 copies/5 ul) (ABL Kontrol Geni Standart
Dilisyon) (10° kopya/5 ul)
ABL Control Gene Standard Dilution C2-ABL 50 ul
(10* copies/5 ul) (ABL Kontrol Geni Standart
Dilisyon) (10* kopya/5 ul)
ABL Control Gene Standard Dilution C3-ABL 50 ul
(10° copies/5 ul) (ABL Kontrol Geni Standart
Dilisyon) (10° kopya/5 ul)
BCR-ABL mbcr Fusion Gene Standard Dilution

coples - mbcr Fizyon Geni : )
(10" copies/5 ) (BCR-ABL mber Fiizyon Geni H] BglfnﬁcBrL 50 ul
Standart Dilisyon) (10" kopya/5 ul) eld
BCR-ABL mbcr Fusion Gene Standard Dilution

copies -ABL mbcr Fizyon Geni o
(102 copies/5 l) (BCR-ABL mber Fozyon Geni F21 Bg'fnﬁCBrL 50 ul
Standart Dilisyon) (102 kopya/5 ul) eld
BCR-ABL mbcr Fusion Gene Standard Dilution

copies - mbcr Fozyon Geni : ) U
(110° copies/5 gl (BCR-ABL mber Fizyon Geni Fe3] Eg'fn’ger 50 ul
Standart Dilusyon) (10® kopya/5 ul)
BCR-ABL mbcr Fusion Gene Standard Dilution

copies -ABL mbcr Fizyon Geni o
(105 copies/5 l) (BCR-ABL mber Fozyon Geni Fe“] Eg'fnﬁer 50 ul
Standart Dilisyon) (10° kopya/5 ul)
BCR-ABL mbcr Fusion Gene Standard Dilution

copies -ABL mbcr Fizyon Geni o u
(10° copies/5 ul) (BCR-ABL mber Fizyon Geni ' ngn’;er 50 ul
Standart Dilisyon) (10° kopya/5 ul)
Primers and Probe Mix ABL* (Primerler ve Prob PPC-ABL 25x 90 ul

* ABL kontrol geni icin spesifik revers ve ileri primerlerin ve ayrica spesifik bir

FAM-TAMRA probunun karigimi.
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ipsogen BCR-ABL1 mbcr Kit (24)
Katalog no. 670023
Reaksiyon sayisi 24
Primers and Probe Mix BCR-ABL mbcr Fusion PPF-mbcr 110 ul
Gene' (Primerler ve Prob Karigimi BCR-ABL mbcr 25x

Fizyon Geni)

ipsogen BCR-ABL1 mbcr Kit El Kitabi (ingilizce) 1

t BCR-ABL mbcr fizyon geni icin spesifik revers ve ileri primerlerin ve ayrica spesifik bir FAM—
TAMRA probunun karigimi.

Not: Standart dilisyonlari ve primerler ile prob karigimlarini kullanimdan énce
kisa bir sire santrifije edin.

Gereken ama Saglanmayan Materyal

Kimyasallarla ¢caligirken daima uygun bir laboratuvar 6nlogu, tek kullanimlik
eldivenler ve koruyucu gézlukler kullanin. Daha fazla bilgi igin, Gron
tedarikcisinden elde edilebilecek uygun givenlik veri sayfalarina (SDS'ler)
basvurun.

Reaktifler
B Nokleaz igermeyen PCR sinifi su

B Revers transkripsiyon icin reaktifler: Onaylanmis reaktif Superscript® Il (veya
Superscript) Revers Transkriptazdir ve 5x birinci iplik¢ik tamponu, 100 mM
DTT icerir (Life Technologies, kat. no. 18064-022)

RNaz inhibitéri: Onaylanmig reaktif RNaseOUT ™'dir (Life Technologies,
kat. no. 10777-019)

dNTPs Seti, PCR sinifi
Rastgele heksamer
MgCl,

Tampon ve Taq DNA polimeraz: Onaylanmig reaktifler TagMan® Universall
PCR Master Mix (Master Mix PCR 2x) (Life Technologies, kat. no. 4304437)
ve LightCycler TagMan Master (Master Mix PCR 5x) (Roche, kat. no.
04535286001) seklindedir.

Sarf Malzemesi

B Hidrofobik filtreli nUkleaz icermeyen aerosole direngli steril PCR pipet uglari
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B 0,5 mlveya 0,2 ml RNaz- ve DNaz icermeyen PCR tipleri
M Buz

Ekipman

B PCRigin ayrilmig mikrolitre pipet* (1-10 ul; T0-100 ul; T00-1000 ul)

B 0,2 ml/0,5 ml reaksiyon tUpleri igin rotorlu masaUsts santrifGj* (10.000
rpm degerine ulagabilen)

B Gergek zamanli PCR cihazi:* Rotor-Gene Q 5plex HRM ve diger
Rotor-Gene cihazi; LightCycler 1.2, 2.0 veya 480; ABI PRISM 7000, 7700
veya 7900HT SDS; veya SmartCycler; ve ilgili spesifik materyal

B Termal cycler* veya su banyosu* (revers transkripsiyon adimi)

Tamamlayici reaktifler

M ipsogen BCR-ABLT mbcr Controls Kit (kat. no. 670091), RNA ekstraksiyonu
ve revers transkripsiyonun kalitatif dogrulanmasi icin BCR-ABL mbecr fizyon
geninin negatif, yOksek ve dUsUk pozitif ekspresyonuyla hicre hatlarindan
olusur

Uyarilar ve Onlemler

in vitro diagnostik kullanim icin

Kimyasallarla calisirken daima uygun bir laboratuvar 6nlogu, tek kullanimlik
eldivenler ve koruyucu gézliukler kullanin. Daha fazla bilgi igin, [Utfen uygun
guvenlik veri sayfalarina (SDS'ler) bagvurun. Bunlar cevrim ici olarak PDF
halinde www.qgiagen.com/safety adresinde yer almaktadir ve kullanicilar
burada her QIAGEN kiti ve kit bilegeni icin SDS'yi bulabilir, okuyabilir ve

yazdirabilir.

Ornek ve tahlil atigini yerel givenlik dizenlemelerinize gére atin.

* Aletlerin Ureticinin énerilerine gére kontrol edilip kalibre edildiginden emin olun.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Genel onlemler

gPCR testleri gegerli dozenlemeler ve ilgili standartlarla uyumlu ve molekiler
biyolojiye 6zel ekipman bakimi dahil iyi laboratuvar uygulamalari gerektirir.

Bu kitin in vitro diagnostik kullanim igin olmasi amaglanmistir. Bu kitte saglanan
reaktifler ve talimat optimum performans igin dogrulanmistir. Reaktiflerin daha
fazla seyreltilmesi veya inkUbasyon sireleri ve sicakliklarinin degistirilmesi hatali
veya uyumsuz verilerle sonuglanabilir. PPC ve PPF reaktifleri 1siga maruz
kalirlarsa degisebilir. Tum reaktifler 6zellikle bu test igin formile edilmistir.
Testin optimum performansi icin yerine bagka bir sey kullanilmamalidir.

gPCR kullanilarak transkript dizeylerinin belirlenmesi hem mRNA revers
transkripsiyonu hem de olugan cDNA'nin PCR ile amplifikasyonunu gerektirir.
Bu nedenle tUm test islemi RNaz/DNaz icermeyen kosullarda yapilmalidir.

Asagidakileri 6nlemek igin ¢ok dikkatli olun:

B Sablon mRNA ve olugsan cDNA'nin degradasyonuna yol agabilecek
RNaz/DNaz kontaminasyonu

B Yalanc pozitif sinyalle sonuglanan mRNA veya PCR bulagma
kontaminasyonu

Bu nedenle sunlari éneririz:

B Testi yaparken nikleaz icermeyen laboratuvar geregleri (6rn. pipetler, pipet
uclar, reaksiyon siseleri) kullanin ve eldiven takin.

B Ornekler ve reaktiflerin capraz kontaminasyonunu énlemek Gzere tom
pipetleme adimlari icin taze aerosole direncli pipet uclari kullanin.

B  On PCR ana karigimini belirlenmis materyalle (pipetler, uclar, vs.) DNA
matrikslerinin (cDNA, DNA, plasmid) giremeyecegi belirlenmis bir bélgede
hazirlayin. Sablonu belirli materyalle (pipetler, uglar, vs.) ayri bir bélgede
(tercihen ayri bir odada) ekleyin.

M Standart dilosyonlar (C1-3 ve F1-5) ayri bir odada kullanin.

Reaktif Saklama ve Muamele
Kitler kuru buzda génderilir ve alindiginda —30°C ila -15°C'de saklanmaldir.

B Primerler ve prob karigimlarinin (PPC ve PPF tiUpleri) isiga maruz kalmasini
minimuma indirin.

B Acmadan énce tUpleri yavasca karigtirin ve santrifje edin.
B TOm kit bilesenlerini orijinal kaplarda saklayin.

Bu saklama kosullari hem acilmig hem agilmamis bilesenler icin gecerlidir.
Etiketlerde belirtilenlerden farkli kosullar altinda saklanan bilesenler uygun
performans géstermeyebilir ve test sonuclarini olumsuz etkileyebilir.
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Her reaktif icin son kullanma tarihleri ayri bilesen etiketlerinde belirtilmistir.
Dogru saklama kosullari altinda Grin performansini etikette yazili son kullanma
tarihine kadar korur.

Bu Urinun stabil olmamasini belirtecek bariz bir isaret yoktur. Ancak,
bilinmeyen 6rneklerle ayni anda pozitif ve negatif kontroller caligilmalidir.
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Islem

Ornek RNA hazirlama

Hasta érneklerinden (kan veya kemik iligi) RNA hazirlama onaylanmig bir
islemle yapilmig olmalidir. Testin kalitesi buyUk 6lcide giris RNA kalitesine
bagimhdir. Bu nedenle saflastiriimigs RNA'y1 agaroz* jel elekiroforezi ile
vasiflandirmanizi veya analiz éncesinde Agilent® Bioanalyzer® kullanmanizi
Oneririz.

Protokol: Onerilen standardize EAC revers transkripsiyon

Baslamadan énce yapilacaklar
B Her biri icin T0 mM dNTP hazirlayin. Alikotlar halinde —20°C de saklayin.

islem
1. Tum gerekli bilesenleri ¢6zin ve buz Uzerine koyun.

2. 1 ug RNA'yi (1-4 ul) 70°C'de 10 dakika inkiGbe edin ve hemen buz
Uzerinde 5 dakika sogutun.

3. Kisa sure santrifije edin (siviy1 tOpin altinda toplamak amaciyla
yaklasik 10 saniye, 10.000 rpm). Sonra buz Uzerinde tutun.

4. Asagidaki RT karisimini islenen 6rnek sayisina gére hazirlayin (Tablo
1).

* Kimyasallarla ¢aligirken daima uygun bir laboratuvar 6nltguo, tek kullanimlik eldivenler ve
koruyucu gézltkler kullanin.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Tablo 1. RT karisimi hazirlama

Ornek

basina Son
Bilesen hacim (pl) konsantrasyon
Birinci iplikcik Tamponu (Superscript I 40 1
Revers Transkriptaz ile saglanir), 5x ! X
MgCl, (50 mM) 2,0 5 mM
dNTP (her birinden 10 mM, dnceden
hazirlanacak ve alikotlar halinde — 2,0 1T mM
20°C'de saklanacak)
DTT (1 QO mM, Supverscnp’r [l Revers 20 10 mM
Transkriptaz ile saglanir)
RNaz inhibitért (40 U/ul) 0,5 1 U/ul
Rastgele heksamer (100 uM) 5,0 25 uM
Superscript Il veya Superscript Revers
Transkriptaz (200 U/ul) 0.5 5 U/
Isitilmig RNA 6rnegi (adim 5'te
eklenecek) o= 20 g
NIUkIeoz icermeyen PCR sinifi su (adim 0,0-3,0 _
5'te eklenecek)
Son hacim 20,0 -

5. Her PCR tipine RT karisimindan 16 pl pipetleyin. Sonra 1-4 ul (1 ug)
RNA (adim 3'ten) ekleyin ve hacmi nikleaz icermeyen PCR sinifi
suyla 20 ul'ye ayarlayin (bakiniz Tablo 2).

Tablo 2. Revers transkripsiyon reaksiyonunun hazirlanmasi

Bilesen Hacim (pl)
RT karigimi 16
Istilmig 6rnek RNA (1 ug) 1-4
Nukleaz icermeyen PCR sinifi su 0-3
Son hacim 20

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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6. lyice karistirin ve kisa sure santrifbje edin (siviyr tipin altinda
toplamak amaciyla yaklasik 10 saniye, 10.000 rpm).

7. 10 dakika boyunca 20°C'de inkUbe edin.

8. Termal cycler Uzerinde 45 dakika 42°C'de inkibe edin sonra hemen
99°C'de 3 dakika inkibe edin.

9. Buz Uzerinde (reaksiyonu durdurmak igin) 5 dakika inkibe edin.

10. Kisa sire santrifGje edin (siviyir topUn altinda toplamak amaciyla
yaklasik 10 saniye, 10.000 rpm). Sonra buz Uzerinde tutun.

11. Son ¢cDNA'y1 son hacim 50 ul olacak sekilde 30 pyl nGkleaz icermeyen
PCR sinifi suyla seyreltin.

12. PCR'1 qPCR aletinize gére asagidaki protokollerle yapin.
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Protokol: 72 tip rotorlu RotorGene Q 5plex HRM veya
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Uzerinde qPCR

Bu aleti kullanarak Tablo 3'te gésterildigi gibi tom &lgimleri ikili olarak
yapmanizi oneririz.

Tablo 3. 72

Ornekler Reaksiyonlar

ABL primerleri ve prob karisimiyla (PPC-ABL)
n cDNA &rnekleri n x 2 reaksiyon

2 x 3 reaksiyon (3 dilusyon, her biri
ikili olarak test edilir)

ABL standardi
Su kontrol 2 reaksiyon

BCR-ABL mbcr primerleri ve prob karisimiyla (PPF-mbcr)
n cDNA &rnekleri n x 2 reaksiyon

2 x 5 reaksiyon (5 dilusyon, her biri

mber standard ikili olarak test edilir)

Su kontrol 2 reaksiyon

72 tip rotorlu Rotor-Gene Q aletlerinde érnek isleme

Standartlarin ve primerler ve prob karigimlarinin kullanimini optimize etmek
Uzere ayni deneyde en az 8 cDNA &6rnegi test edilmesini éneririz.
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Sekil 3. ipsogen BCR-ABL1 mbcr Kitiyle her deney igin 6nerilen rotor kurulumu. F1-5:
BCR-ABL mbcr standartlari; C1-3: ABL standartlari; S: cDNA 6rnegi; H,O: su kontrol.

Not: Daima test edilecek bir érnegi rotorda pozisyon 1'e koydugunuzdan emin
olun. Aksi halde kalibrasyon adimi sirasinda alet kalibrasyon yapmaz ve hatali
floresans verileri alinir.

Tum diger pozisyonlari bos tUplerle doldurun.

72 tip rotorlu Rotor-Gene Q aletlerinde gPCR

Not: Tum adimlari buz Uzerinde yapin.

islem
1. Tom gerekli bilesenleri ¢6zin ve buz Gzerine koyun.

2. Asagidaki qPCR karisimini islenen 6rnek sayisina gére hazirlayin.
Tum konsantrasyonlar son reaksiyon hacmi icindir.

Tablo 4 25 ul son reaksiyon hacmi elde etmek Gzere hazirlanmig olarak bir
reaktif karigimi hazirlanmasi icin pipetleme semasini tanimlar. Reaksiyon
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sayisina gore ayni primer ve prob karigimi kullanilarak bir én karigim
hazirlanabilir (PPC-ABL veya PPF-mbcr). Pipetleme hatasini dengelemek igin

ekstra hacimler dahil edilmigtir.

Tablo 4. qPCR karisimi hazirlama

BCR-ABL
mbcr:
1 ABL: 24+1 28+1

reaksiyon  reaksiyon  reaksiyon Son
Bilesen () (i) (71)] konsantrasyon
TagMan
Universal
PCR Master 12,5 312,5 362,5 1x
Mix, 2x
Primerler
Ee arels 1 25 29 1x
arigimi,
25x
Nukleaz
icermeyen
PCR simif 6,5 162,5 188,5 —~
su
?;Trik4,t 5 Her Her
° © birinden 5 birinden 5 -
eklenecek)
Toplam 95 Her Her
hacim birinden 25  birinden 25

G

o

ipsogen BCR-ABL1 mbecr Kit El Kitabi

Tip basina 20 ul gPCR ana karigimi verin.

Karsilik gelen tipe revers transkripsiyonda elde edilen (bakiniz
“Protokol: Onerilen standardize EAC revers transkripsiyon”, sayfa
12) RT Urininden (cDNA, 100 ng RNA esdegeri) 5 ul ekleyin (toplam

hacim 25 pl).

Yavasca, yukari ve asagi pipetleyerek karigtirin.

Tipleri Uretici 6nerilerine gére termal cycler'a koyun.

Rotor-Gene Q aletini Tablo 5'te belirtildigi sekilde termal cycling

programiyla programlayin.

03/2015
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Tablo 5. Sicaklik profili

Analiz modu Kantifikasyon

Tutma Sicaklik: 50 derece
Sure: 2 dk

Tutma 2 Sicaklik: 95 derece
Sure: 10 dk

Cycling 50 kez
15 sn icin 95 derece

1 dk igin 60 derece ve Yesil kanalinda FAM
floresans alinmasi: Tek

8. Rotor-Gene Q aletleri icin analizde “Slope Correct” (Egim DUzelt)
secin. Esigi 0,03 olarak ayarlamanizi 6neriyoruz. Termal cycling
programini Tablo 5'te belirtildigi sekilde baslatin.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Protokol: ABI PRISM 7000, 7700 ve 7900HT SDS ve
LightCycler 480 Aletinde qPCR

96 kuyulu plakali gPCR aletini kullanarak Tablo 6'da gésterildigi gibi tOm
dlgumleri ikili olarak yapmanizi éneririz.

Tablo 6. 96 kuyulu plakali qPCR ekipmaninda reaksiyon sayisi

Ornekler Reaksiyonlar

ABL primerleri ve prob karisimiyla (PPC-ABL)
n cDNA &rnekleri n x 2 reaksiyon

2 x 3 reaksiyon (3 dilusyon, her biri
AL simecrel ikili olarak test edilir)

Su kontrol 2 reaksiyon
BCR-ABL mbcr primerleri ve prob karisimiyla (PPF-mbcr)
n cDNA &rnekleri n x 2 reaksiyon

2 x 5 reaksiyon (5 dilusyon, her biri

mber standard ikili olarak test edilir)

Su kontrol 2 reaksiyon

ABI PRISM 7000, 7700 ve 7900 SDS ve LightCycler 480 Aletinde Ornek
isleme

Standartlarin ve primerler ve prob karigimlarinin kullanimini optimize etmek
Uzere ayni deneyde en az 8 cDNA &rnegi test edilmesini dneririz. Sekil 4'teki
plaka semasi bdyle bir deneyin érnedini vermektedir.
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908

Sekil 4. Bir deney icin 6nerilen plaka kurulumu. S: cDNA &rnegi; F1-5: BCR-ABL mbecr
standartlari; C1-3: ABL standartlari; H,O: su kontrol.

ABI PRISM 7000, 7700 ve 7900 SDS ve LightCycler 480 Aletinde qPCR

Not: Tum adimlari buz Gzerinde yapin.

islem
1. Tim gerekli bilesenleri ¢6zin ve buz Gzerine koyun.

2. Asagidaki qPCR karisimini islenen érnek sayisina gére hazirlayin. 96
kuyulu plakali gPCR aletini kullanarak tom 6lcomleri ikili olarak
yapmanizi éneririz.

Tom konsantrasyonlar son reaksiyon hacmi icindir.

Tablo 7 25 ul son reaksiyon hacmi elde etmek Uzere hazirlanmis olarak bir
reaktif karigimi hazirlanmasi icin pipetleme semasini tanimlar. Reaksiyon
sayisina gére ayni primer ve prob karigimi kullanilarak bir 6n karigim
hazirlanabilir (PPC-ABL veya PPF-mbcr). Pipetleme hatasini dengelemek icin
ekstra hacimler dahil edilmigtir.
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Tablo 7. gPCR karisimi hazirlama

BCR-ABL
mbcr:
1 ABL: 24+1 28+1

reaksiyon  reaksiyon  reaksiyon Son
Bilesen () (i) (71)] konsantrasyon
TagMan
Universal
PCR Master 12,5 312,5 362,5 1x
Mix, 2x
Primerler
ve prob 1 25 29 1x
karigimi,
25x
Nukleaz
icermeyen
PCR simif 6,5 162,5 188,5 -
su
((3;r.]:qk4'fe 5 Rl e -

birinden 5 birinden 5

eklenecek)
Toplam 95 Her Her
hacim birinden 25  birinden 25

w

Kuyucuk basina 20 ul gPCR ana karisimi verin.

4. Karsilik gelen kuyucuga revers transkripsiyonda elde edilen (bakiniz
“Protokol: Onerilen standardize EAC revers transkripsiyon”, sayfa
12) RT Urininden (cDNA, 100 ng RNA esdegeri) 5 pl ekleyin (toplam

hacim 25 pl).

5. Yavasca, yukari ve asagi pipetleyerek karistirin.
6. Plakay: kapatin ve kisa sire santrifGje edin (300 x g, yaklasik

10 saniye).

7. Plakayi Uretici 6nerilerine gore termal cycler'a koyun. Termal cycler'
Tablo 8'de ABI PRISM 7000, 7700 ve 7900HT SDS veya Tablo 9'da
LightCycler 480 Aleti icin belirtildigi sekilde termal cycling

programiyla programlayin.
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Tablo 8. ABI PRISM 7000, 7700 ve 7900HT SDS icin sicaklik profili

Analiz modu Standart Egri — Mutlak Kantifikasyon
Tutma Sicaklik: 50°C

Sure: 2 dakika
Tutma 2 Sicaklik: 95°C

Sure: 10 dakika
Cycling 50 kez
15 saniye igin 95°C

FAM floresansi almayla 1 dakika igin 60°C;
sonduricy: TAMRA

Tablo 9. LightCycler 480 Aleti icin Sicaklik profili

Analiz modu Mutlak Kantifikasyon (“Abs Quant”)
Format saptama Detection formats (Saptama formatlari)
penceresinde “Simple Probe” (Basit Prob) secin
Tutma Sicakhk: 50°C
Sure: 2 dakika
Tutma 2 Sicakhk: 95°C

Sure: 10 dakika

Cycling 50 kez
15 saniye igin 95°C

LC versiyon 01 igcin 483-533 nm, LC versiyon 02
icin 465-510 nm'ye karsilik gelen FAM floresansi
almayla 1 dakikada 60°C

8. ABI PRISM 7000, 7700 ve 7900HT SDS icin adim 8a izleyin.
LightCycler 480 Aleti icin adim 8blyi izleyin.

8a. ABI PRISM 7000, 7700 ve 7900HT SDS: ABI PRISM SDS izerinde
analiz adiminda EAC protokolinde tanimlandigi gibi 0,1 olarak
ayarlanmis bir esik ve déngi 3 ile 15 arasinda ayarlanmis bir
baslangi¢ é6neriyoruz. Cycling programini Tablo 8'de belirtildigi
sekilde baslatin.
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8b. LightCycler 480 Aleti: Zemin 2,0 ve esik 2,0 olarak bir Uyum noktasi
analiz modu 6neriyoruz. Termal cycling programini Tablo 9'da
belirtildigi sekilde baslatin.
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Protokol: LightCycler 1.2 ve 2.0 Aletlerinde qPCR

Kapiller aletler kullanarak Tablo 10'da gésterildigi gibi 6rnekleri ikili ve
kontrolleri bir kez élgmeyi éneriyoruz.

Tablo 10. LightCycler 1.2 ve 2.0 Aletlerinde reaksiyon sayisi

Ornekler Reaksiyonlar

ABL primerleri ve prob karisimiyla (PPC-ABL)
n cDNA &rnekleri n x 2 reaksiyon

1 x 3 reaksiyon (3 standart
dilUsyon, her biri bir kez test edilir)

ABL standardi
Su kontrol 1 reaksiyon

BCR-ABL mbcr primerleri ve prob karisimiyla (PPF-mbcr)
n cDNA &rnekleri n x 2 reaksiyon

1 x 5 reaksiyon (5 standart

mber standardi dilisyon, her biri bir kez test edilir)

Su kontrol 1 reaksiyon

LightCycler 1.2 ve 2.0 Aletleri 6rnek isleme

Standartlarin ve primerler ve prob karigimlarinin kullanimini optimize etmek
Uzere ayni deneyde en az 5 cDNA &rnegi test edilmesini dneririz. Sekil 5'teki
kapiller semasi bir deneyin 6rnegini vermektedir.
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Sekil 5. ipsogen BCR-ABL1 mbcr Kitiyle her deney igin 6nerilen rotor kurulumu. F1-5:
BCR-ABL mbcr standartlari; C1-3: ABL standartlari; S: analiz edilecek bilinmeyen DNA
érnedi; H,O: su kontrol.

LightCycler 1.2 ve 2.0 Aletlerinde qPCR

Not: Belirli teknolojik gereklilikler nedeniyle LightCycler deneylerinin belirli
reaktifler kullanilarak yapilmasi gerekir. LightCycler TagMan Master
kullanilmasi ve Master Mix 5x hazirlamak igin Ureticinin talimatinin izlenmesini
dneriyoruz.

Not: Tum adimlari buz Gzerinde yapin.

islem

1. Tom gerekli bilesenleri ¢6zin ve buz Gzerine koyun.

2. Asagidaki qPCR karisimini islenen 6rnek sayisina gére hazirlayin.
Tum konsantrasyonlar son reaksiyon hacmi icindir.
Tablo 11 20 ul son reaksiyon hacmi elde etmek Uzere hazirlanmig olarak
bir reaktif karigimi hazirlanmasi icin pipetleme semasini tanimlar. Reaksiyon
sayisina goére ayni primerler ve prob karisimi kullanilarak bir én karigim

hazirlanabilir (PPC-ABL veya PPF-mbcr). Pipetleme hatasini dengelemek icin
ekstra hacimler dahil edilmistir.
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Tablo 11. qPCR karisimi hazirlama

BCR-ABL
mbcr:
1 ABL: 14+1 16+1
reaksiyon  reaksiyon reaksiyon Son
Bilesen (i) (i) (71)] konsantrasyon
LightCycler
TagMan
Master Mix, 4,0 60 68,0 1x
5x yeni
hazirlanir
Primerler ve
Emb 0,8 12 13,6 1x
arigimi,
25x
Nuokleaz
icermeyen
PCR simif 10,2 153 173,4 —
su
Ornek Her Her
(adim 4'te 5,0 birinoTen 5 birinden -
eklenecek) 5,0
Toplam Her
hacim 20,0 biri I;ller 20 birinden -
irinden 20.0

G

Kapiller basina 15 ul gPCR ana karisimi verin.

4. Karsilik gelen tipe revers transkripsiyonda elde edilen (bakiniz
“Protokol: Onerilen standardize EAC revers transkripsiyon”, sayfa
12) RT Grininden (cDNA, 100 ng RNA esdegeri) 5 pl ekleyin (toplam
hacim 20 pl).

5. Yavasca, yukari ve asagi pipetleyerek karistirin.

6. Kapillerleri aparat ile saglanan adaptérlere yerlestirin ve kisa sire
santrifbje edin (700 x g, yaklasik 10 saniye).

7. Kapillerleri Ureticinin 6nerilerine gére termal cycler'a yikleyin.

8. LightCycler 1.2 veya 2.0 Aletini Tablo 12'de belirtildigi sekilde termal

cycling programiyla programlayin.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Tablo 12. Sicakhik profili

Analiz modu Kantifikasyon
Tutma Sicakhk: 95°C
Sure: 10 dakika
Rampa: 20
Cycling 50 kez

10 saniye icin 95°C; rampa: 20

1 dakika icin 60°C; rampa: 20; FAM floresansi
almayla: Tek

Tutma 2 1 dakika icin 45°C; rampa: 20

9. LightCycler 1.2 icin adim 9a'yi izleyin. LightCycler 2.0 icin adim 9b'yi
izleyin.

9a. LightCycler 1.2: F1/F2 ve “2" derivative analysis” (2 derivatif analizi)
modu onerilir. Termal cycling programini Tablo 12'de belirtildigi
sekilde baslatin.

9b. LightCycler 2.0: Tekrar Uretilebilir sonuglar elde etmek Uzere
LightCycler 2.0 Yazilim versiyon 4.0 Gzerinde Otomatik (F'’'maks)

analizi kullanmanizi éneririz. Termal cycling programini Tablo 12'de
belirtildigi sekilde baslatin.
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Protokol: SmartCycler aletinde qPCR

Bu aleti kullanarak Tablo 13'de gosterildigi gibi érnekleri ikili ve kontrolleri bir
kez dlgmeyi &neriyoruz.

Tablo 13. SmartCycler aleti icin reaksiyon sayisi

Ornekler Reaksiyonlar

ABL primerleri ve prob karisimiyla (PPC-ABL)
n cDNA &rnekleri n x 2 reaksiyon

1 x 3 reaksiyon (3 standart
dilUsyon, her biri bir kez test edilir)

ABL standardi
Su kontrol 1 reaksiyon

BCR-ABL mbcr primerleri ve prob karisimiyla (PPF-mbcr)
n cDNA &rnekleri n x 2 reaksiyon

1 x 5 reaksiyon (5 standart

mber standardi dilisyon, her biri bir kez test edilir)

Su kontrol 1 reaksiyon

SmartCycler aletinde 6rnek isleme

Standartlarin ve primerler ve prob karigimlarinin kullanimini optimize etmek
Uzere ayni deneyde en az 5 cDNA &6rnegi test edilmesini éneririz. Sekil é6'daki iki
bloklu sema bir 6rnek vermektedir.

@oeee Bu birinci bloktaki tom testler
% % E E E E l l PPc-ABL ile yapihir

°°°°e®°° Bu ikinci bloktaki tim testler
00000000 i

Sekil 6. Bir deney icin 6nerilen plaka kurulumu. S: cDNA &rnegi; F1-5: BCR-ABL mbcr
standartlari; C1-3: ABL standartlari; H,O: su kontrol.

SmartCycler aletinde qPCR

Not: Tom adimlarn buz Gzerinde yapin.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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islem

1. Tum gerekli bilesenleri ¢6zin ve buz Uzerine koyun.

2. Asagidaki qPCR karisimini islenen érnek sayisina gére hazirlayin.
Tum konsantrasyonlar son reaksiyon hacmi icindir.
Tablo 14 25 ul son reaksiyon hacmi elde etmek Gzere hazirlanmig olarak
bir reaktif karigimi hazirlanmasi igin pipetleme semasini tanimlar. Reaksiyon
sayisina goére ayni primer ve prob karigimi kullanilarak bir 6n karigim

hazirlanabilir (PPC-ABL veya PPF-mbcr). Pipetleme hatasini dengelemek igin
ekstra hacimler dahil edilmistir.

Tablo 14. qPCR karisimi hazirlama

BCR-ABL
mbcr:
1 ABL: 14+1 16+1

reaksiyon reaksiyon reaksiyon Son
Bilesen (M) (p1) (1) konsantrasyon
TagMan
Universal
PCR Master 12,5 187,5 212,5 1x
Mix, 2x
Primerler
Vo i 1 15 17 Tx
karigimi,
25x
Nukleaz
icermeyen
PCR sinifi 6,5 97,5 110,5 -
su
&Trikzt'fe 5 R nes

birinden 5 birinden 5 B

eklenecek)
Toplam 95 Her Her
hacim birinden 25  birinden 25

3. Kuyucuk basina 20 ul qPCR ana karisimi verin.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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4. Karsilik gelen tGpe revers transkripsiyonda elde edilen (bakiniz
“Protokol: Onerilen standardize EAC revers transkripsiyon”, sayfa
12) RT Groninden (cDNA, 100 ng RNA esdegeri) 5 ul ekleyin (toplam
hacim 25 pl).

5. Yavasca, yukari ve asag pipetleyerek karistirin.

Ornekleri Ureticinin 6nerilerine gére termal cycler'a yikleyin.

7. SmartCycler aletini Tablo 15'te belirtildigi sekilde termal cycling
programiyla programlayin.

o

Tablo 15. Sicakhik profili

Tutma Sicaklik: 50°C
Sure: 2 dakika
Tutma 2 Sicakhk: 95°C
Sure: 10 dakika
Cycling 50 kez
15 saniye igin 95°C
1 dakika icin 60°C alinmasiyla: Tek

8. Esigi 30 olarak ayarlamanizi 6neriyoruz. Termal cycling programini
Tablo 15'te belirtildigi sekilde baslatin.
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Sonuclarin Degerlendirilmesi

Veri analizi prensibi

TagMan teknolojisi kullanilarak, esik Gzerinde bir sinyal saptamak igin gerekli
PCR déngisi sayisina esik déngisi (Cq) denir ve reaksiyon basinda bulunan
hedef miktariyla dogrudan orantihidir.

Bilinen sayida molekulle standartlar kullanarak standart bir egri olusturulabilir
ve test 6rneginde bulunan kesin hedef miktari belirlenebilir. ipsogen standart
egrileri plasmid tabanlidir; dogru standart egrileri saglamak Uzere CG igin 3
plasmid standart dilusyonu ve FG icin 5 standart dilisyon éneririz. Sekil 7 ve 8
ipsogen BCR-ABL mbcr Kitiyle elde edilen TagMan amplifikasyon egrilerine
érnek gosterir.

Amelitication Curves -
B ABL103 P
I ABL 104 g
m ABL10°
3 /
8 /
i ,
(B ./‘,__.,_- o - -
L «*4.:.)~
\ e
Voo s
" I 't#.l ’ “ o

Sekil 7. ABL standartlarinin saptanmasi (C1, C2, C3). 10°, 10* ve 10° kopya/5 ul.
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m m-ber 109
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Sekil 8. BCR-ABL mbcr standartlarinin saptanmasi (F1-F5). 10', 102, 10°, 10°, 10°
kopya/5 ul.

Sonuclar

Standart egri ve kalite kriterleri
Ham veriler analiz igin bir Excel® dosyasina yapishrilabilir.

Her gen icin (ABL ve BCR-ABL), plasmid standart dilisyonlarindan elde edilen
ham C; degerleri log kopya numarasina gére plotlanir (C1, C2 ve C3 igin 3, 4
ve 5; F1,F2,F3,F4 ve F5icin 1, 2, 3, 5 ve 6). Sekil 9 5 standart dilisyonda
hesaplanmig teorik egri érnegi gosterir.
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Sekil 9. 5 standart dilisyondan hesaplanmis teorik egri. Her gen icin (ABL ve BCR-ABL)

bir lineer regresyon egrisi (y = ax + b) hesaplanir ve burada a gizginin egimi ve b y-

kesisimidir ve burasi gizginin y eksenini gegtigi noktada y koordinatidir. Belirlemenin katsayisi

(R?) ve denklem grafikte yazdirilir.

Standartlar on kat dilisyon oldugundan egrinin teorik egimi -3,3't0r. -3,0 ile
-3,9 arasinda bir egim R2 >0,95 oldugu sirece kabul edilebilir (2). Ancak

hassas sonuclar icin R2 >0,98 istenir (3).

Normalize kopya numarasi (NCN)

ABL standart egri denklemi bilinmeyen &rnekler icin ham C; verilerini (PPC-ABL
ile elde edilen) ABL kopya numaralarina (ABLqy) dénUstirmek Gzere

kullanilmalidir.

BCR-ABL standart egri denklemi bilinmeyen érnekler icin ham C; verilerini (PPF-

mbcr ile elde edilen) BCR-ABL kopya numaralarina (BCR-ABL mbcr ¢\)

dénistormek Uzere kullanilmalidir.

Bu CN degerlerinin orani normalize kopya numarasini (NCN) verir:

BCR-ABL mbcr ¢y
NCN =

x 100

ABLcy

MRD degeri

Minimal rezidUel hastalik (MRD) degeri takip (FGcn/CGen)rur Ve diagnostik
drnekler (FGcn/CGen)ox FG icin CG normalize ekspresyonunun oranidir.

MRD degeri (MRDv) (FGen/CGen)rur

- (FGen/CGenlox

ipsogen BCR-ABL1 mbecr Kit El Kitabi
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Hassasiyet

Hassasiyet (SENSv) tanida relatif FG ekspresyonu (FG/CGen)ox Ve takip
orneginde CG ekspresyonuna (CGey rup) gore hesaplanir.

CGCN,DX
CGCN,FUP X FGCN,DX

Hassasiyet (SENSy) =

ABL degerlerinde kalite kontrol

K&tG RNA kalitesi veya qPCR adimlari sirasinda problemler dugtk ABLq\'ye
neden olur. ABLcy <1318 olan érneklerden sonuglari atmanizi éneriyoruz
(referans 4, EAC calismasinda hasta érneklerinden %95 GA igin alt deger).

Replikatlar arasinda tekrar Gretilebilirlik

Replikatlar arasinda C; degerleri degiskenligi kopya sayisi degerlerinde dort kat
degisiklige karsilik gelecek sekilde <2 olmalidir.

Replikatlar arasinda C; degerleri degisikligi replikatlarin ortalama C; degeri
<36 (2) ise genelde <1,5Mir.

Not: Her kullanici laboratuvarda kendi tekrar Gretilebilirligini élgmelidir.

Su kontrol
Negatif kontroller sifir CN vermelidir.

Pozitif su kontrol capraz kontaminasyon nedeniyle olusur. Bir ¢6zOm bulmak
icin asagida “Sorun Giderme kilavuzu” kismina bakiniz.

Sorun Giderme kilavuzu

Bu sorun giderme kilavuzu olusabilecek herhangi bir problemi ¢ézmekte faydal
olabilir. Daha fazla bilgi icin ayrica Teknik Destek Merkezimizde Sik Sorulan
Sorular sayfasina bakiniz: www.qgiagen.com/FAQ/FAQlList.aspx. QIAGEN
Teknik Servisindeki bilim insanlari bu el kitabindaki bilgiler ve protokol veya
tahlil ve érnek teknoloijileri ile ilgili herhangi bir sorunuzu cevaplamaktan daima
mutlu olacaktir (irtibat bilgisi icin bakiniz “irtibat Bilgisi”, sayfa 45).
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Aciklama ve oneriler

Tim érneklerde BCR-ABL mbcr ve kontrol geninde (ABL) negatif sonug
— standart iyi

a) Kottt RNA kalitesi Baslamadan 6nce daima RNA kalitesi ve
konsantrasyonunu kontrol edin.

Paralel olarak bir hiicre hatti RNA pozitif kontrol
calistirin (ipsogen BCR-ABL1 mbcr Controls Kiti,
kat. no. 670091, icinde yuksek pozitif kontrol).

b) Revers transkripsiyon Baslomadan énce daima RNA kalitesi ve
adiminin basarisizhidi konsantrasyonunu kontrol edin.

Paralel olarak bir hiicre hatti RNA pozitif kontrol
cahstirin (ipsogen BCR-ABL1T mbcr Controls Kit,
kat. no. 670091).

Kontrol geninde (ABL) negatif sonu¢ — standart iyi

a) Koétu RNA kalitesi Baslamadan 6nce daima RNA kalitesi ve
konsantrasyonunu kontrol edin.

Paralel olarak bir hiicre hatti RNA pozitif kontrol
cahstirin (ipsogen BCR-ABL1T mbcr Controls Kit,
kat. no. 670091).

b) Revers transkripsiyon Baslomadan 6nce daima RNA kalitesi ve
adiminin basarisizhg konsantrasyonunu kontrol edin.

Paralel olarak bir hiicre hatti RNA pozitif kontrol
cahstirin (ipsogen BCR-ABL1T mbcr Controls Kit,
kat. no. 670091).

Standart sinyal negatif

a) Pipetleme hatasi Pipetleme semasi ve reaksiyonun kurulumunu
kontrol edin.

PCR caligmasini tekrarlayin.

b) Kit bilegenlerinin uygun ipsogen BCR-ABLT mbecr Kitini =15 ila
olmayan saklanmasi -30°C'de saklayin ve primerler ve prob
karnigimlarini (PPC ve PPF) isiktan koruyun.
Bakiniz “Reaktif Saklama ve Muamele”, sayfa

10.
Tekrarlanan dondurma ve ¢ézmelerden kaginin.

Reaktifleri saklama icin alikotlayin.
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Aciklama ve oneriler

Negatif kontroller pozitiftir
Capraz kontaminasyon  Tum kritik reaksiyonlari degistirin.

Deneyi tum reaktiflerin yeni alikotlaryla
tekrarlayin.

Ornekler, kit bilesenleri ve sarf malzemesini
bulagma kontaminasyonunu énlemek icin daima
yaygin olarak kabul edilen uygulamalara gére
kullanin.

Standart kontrollerde bile sinyal yok

a) Pipetleme hatasi veya Pipetleme semasi ve reaksiyonun kurulumunu
atlanmig reaktifler kontrol edin.

PCR caligmasini tekrarlayin.

b) Yetersiz saflagtirma RNA hazirlanmasini tekrarlayin.
nedeniyle érnek
materyalinin inhibe

edici etkileri

c) LightCycler: Yanhs Kanal Ayarini F1/F2 veya 530 nm/640 nm
saptama kanali olarak ayarlayin.
secilmis

d) LightCycler: Veri alma  Déngi programlarini kontrol edin.

programlanmamig PCR programinda her birlestirme segmentinin

sonunda “single” (tek) cekim modunu segin.

Orneklerde sinyal yok veya dusik ama standart kontrolleri iyi

a) K&to RNA kalitesi veya  Baslamadan énce daima RNA kalitesi ve
dUsUk konsantrasyon  konsantrasyonunu kontrol edin.

Paralel olarak bir hiicre hatti RNA pozitif kontrol
calistinin (ipsogen BCR-ABL1 mbcr Controls Kit,
kat. no. 670091).

b) Revers transkripsiyon  Baslamadan énce daima RNA kalitesi ve
adiminin basarisizhdr  konsantrasyonunu kontrol edin.

Paralel olarak bir hiicre hatti RNA pozitif kontrol
calistirin (ipsogen BCR-ABL1 mbcr Controls Kit,
kat. no. 670091).
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Aciklama ve oneriler

Floresans siddeti fazla diosik

a) Kit bilesenlerinin uygun
olmayan saklanmasi

b) Cok diusuk baslangig
hedef RNA miktari

ipsogen BCR-ABL1 mbcr Kitini =15 ila =30°C'de
saklayin ve primerler ve prob karigimlarini (PPC
ve PPF) isiktan koruyun. Bakiniz “Reaktif Saklama
ve Muamele”, sayfa 10.

Tekrarlanan dondurma ve ¢ézmelerden kaginin.

Reaktifleri saklama icin alikotlayin.

Ornek RNA miktarini arttirin.

Not: Secilen RNA hazirlama yéntemine bagl
olarak inhibe edici etkiler olusabilir.

LightCycler: Floresans siddeti degiskenlik gésterir

a) Pipetleme hatasi

b) Kapillerlerde yetersiz
santrifgasyon

c) Kapiller ucunun dis
yUzeyi kirlidir

“Pipetting error” (pipetleme hatasi) denilen
durumun yarath§r degiskenlik verileri F1/F2 veya
530 nm/640 nm modunda analiz ederek
azaltabilir.

Hazirlanan PCR karigimi halen kapillerin Ust
kisminda olabilir veya kapiller ucunda bir hava
kabarcigr sikigmis olabilir.

Kapillerleri daima cihazin spesifik ¢aligtirma el
kitabinda tanimlanan sekilde reaksiyon
karigimiyla yOklenmis olarak santrifije edin.

Kapillerleri kullanirken daima eldiven takin.

LightCycler: Standart egri hatasi

Pipetleme hatasi

Kalite Kontirol

“Pipetting error” (pipetleme hatasi) denilen
durumun yarath§r degiskenlik verileri F1/F2 veya
530 nm/640 nm modunda analiz ederek
azaltabilir.

Tum kitin kalite kontrolU bir LightCycler 480 Aletiyle yapilmigtir. Kit ISO
13485:2003 standardina goére Gretilmistir. Analiz sertifikalar istek Uzerine
www.qgiagen.com/support/ adresinde bulunabilir.
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Sinirlamalar

Kullanicilar bu cihazin kullanilmasindan énce bu teknoloji konusunda egitimli
ve asgina olmalidir.

Olusan herhangi bir diagnostik sonug diger klinik veya laboratuvar bulgulariyla
birlikte yorumlanmalidir. Laboratuvarlarinda QIAGEN performans
calismalarinin kapsaminda olmadan kullanilan herhangi bir islem igin sistem
performansini dogrulamak kullanicinin sorumlulugundadir.

Tum bilegenlerin kutu ve etiketlerinde basili son kullanma tarihlerine dikkat
edilmelidir. Son kullanma tarihi gegmis bilesenleri kullanmayin.

Not: Bu kit “Europe Against Cancer” (EAC) calismalarina gére tasarlanmigtir (4)
ve gincellenmis uluslararasi énerilerle uyumludur (3, 5). Bu el kitabinda verilen
talimat izlenerek, onaylanmis reaktifler ve aletlerle kombinasyon halinde
kullanilmalidir (bakiniz “Gereken ama Saglanmayan Materyal”, sayfa 8). Bu
UrinUn etiket digi herhangi bir kullanimi ve/veya bilesenlerin modifikasyonu
QIAGEN'in yukUmliloguns ortadan kaldirir.

Performans Ozellikleri

Klinik olmayan calismalar

Materyaller ve yontemler

Performans degerlendirmesi “Gereken ama Saglanmayan Materyal”, sayfa 8
icinde liste halinde verilen reaktiflerle kombinasyon halinde bir ABI PRISM 7700
SDS ile yapilmigtir. Esdegerlik calismalar asagidaki aletlerde kullanimini
dogrulamugtir: ABI PRISM 7000 ve 7900HT SDS, LightCycler 1.2 ve 480,
Rotor-Gene 3000 ve SmartCycler (6).

ipsogen BCR-ABL1 mbcr Kitinin analitik performansini belirlemek Uzere klinik
olmayan calismalar yapilmistir. Bu klinik olmayan laboratuvar ¢alismalari sabit
bir son MV4-11 hicre hatti total RNA miktarinda seyreltilmis olarak TOM1
hicre hattindan total RNA Gzerinde yapilmusgtir.

Testin tekrarlanabilirligini belirlemek Gzere 1000 ng sabit son toplam miktarda
MV4-11 total RNA'da seyreltilmis TOMT total RNA konsantrasyonu (5 ng,

500 pg, 50 pg, 5 pg ve 0,5 pg) calisma basina 5 replikat ve 4 farkh calisma
olarak analiz edilmigtir (Sekil 10).
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Sekil 10. MV4-11 negatif total RNA'da TOM1 total RNA i¢in 5 x 10~ (5 ng), 5 x 10™*
(0,5 ng) ve 5 x 107° (0,05 ng) dilusyonlarinin amplifikasyon plotlari.

Analitik veriler

Tablo 16-19 ortalama esik déongusu (Cq), standart sapma (SD), érnek sayisi (n),
varyasyon katsayisi (CV), ortalama kopya numarasi (CN) ve ortalama normalize
kopya numarasi (NCN) ile testler arasi analizleri gésterir.

Tablo 16. Testler arasi analiz — hicre hatlari mber ve ABL

Hicre Ortalama cv
hatti DilGsyon C; SD n (%)
5x 1073 (5 ng/1 ug) 29,19 0,26 20 0,88

mbcr 5x 10 (0,5 ng/1 ug) 33,70 0,48 20 1,47
5x 107 (0,05 ng/1 ug) 37,03 1,16 20 3,15

ABL - 25,01 0,87 100 3,46
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Tablo 17. Testler arasi analiz — plasmidler

Gen Ortalama
Plasmid C, SD n CV(%)

F1 (10" kopya) 35,19 0,90 11 2,57
F2 (102 kopya) 31,87 0,64 12 1,99

mber F3 (10° kopyal 28,41 0,71 12 2,50
F4 (10° kopya) 21,48 059 12 2,76
F5 (106 kopya) 18,37 0,71 12 3,89
C1 (102 kopya) 29,68 0,85 12 2,86

ABL C2 (10 kopya) 26,01 051 12 1,96
C3 (10° kopya) 22,53 0,42 12 1,86

Tablo 18. Testler arasi analiz — hicre hatlari BCR-ABL mbcr ve ABL

(ortalama CN)

HUcre hath Ortalama

DilUsyon CN SD n CV (%)

-3
2x10 58730 19410 20 33,05

(5 ng/1 ug)

BCR-ABL 5x 10
e 0,5 ng/1 ) 57,84 20,38 20 35,23

5x 107
(0,05 ng/1 g 4,39 2,73 20 62,35
ABL _ 22,038,22 9459,17 100 42,92
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Tablo 19. Testler arasi analiz — hicre hath BCR-ABL mbcr (ortalama
NCN)

HGcre Ortalama
hatti DilGsyon NCN* SD n CV (%)
5x10%(5 ng/1 ug) 267,46 93,22 20 34,85
BCR-ABL  5x 10%(0,5 ng/1 ug) 23,54 7,36 20 31,28
mbcr
5x 107
(0,05 ng/1 ug) 2,60 2,80 20 107,66

BCR-ABL mbcr oy x 10.000 olarak
ABLcy verilir.

* Sadece bu calisma sonuglar igin NCN

Klinik arastirmalar

Performans degerlendirmesi “Gereken ama Saglanmayan Materyal”, sayfa 8
icinde liste halinde verilen reaktiflerle kombinasyon halinde bir ABI PRISM 7700
SDS ile yapilmistir. Esdegerlik calismalari asagidaki aletlerde kullanimini
dogrulamugtir: ABI PRISM 7000 ve 7900HT SDS, LightCycler 1.2 ve 480 Aletleri,

Rotor

Europe Against Cancer (EAC) tarafindan bir toplu eylemde organize edilmis
sekilde 10 Avrupa Glkesinde 26 laboratuvarlik bir grup IPSOGEN tarafindan
saglanan plasmidleri klinik ortamda majér 16semiyle iligkili fzyon genlerinin
gPCR analizi i¢in standardize bir protokol elde etmek Gzere kullanmigtir. BCR-
ABL p190 transkripti bu calismaya dahil edilen fizyon genlerinden (FG) biridir.
Burada bu dogrulama calismasinin bir 6zetini sunuyoruz; tam sonuglar 2003
yilinda yayimlanmigtir (4, 7).

CG ve FG plasmid standartlari icin laboratuvarlar arasi tekrar
Uretilebilirlik

On bir laboratuvar CG ve FG plasmid standart dilGsyonlarinin 8lciminde
degiskenligi degerlendirmek Uzere bir laboratuvarlar arasi tekrar Uretilebilirlik

deneyi yapmigtir. DilGsyonlar her tesiste ikili olarak yapilmigtir. Tablo 20 her
dilUsyon icin ortalama, standart sapma ve CV (%) degerlerini géstermektedir.
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Tablo 20. CG ve FG plasmid standartlari icin laboratuvarlar arasi tekrar
Uretilebilirlik

Gen Dilbsyon Ortalama C;SD CV (%)
Cl1 29,04 0,53 1,82

ABL kontrol geni C2 25,64 0,47 1,84
C3 22,10 0,34 1,55
F1 35,99 1,18 3,28
F2 32,05 0,74 2,32

SSE'ABL mber fGzyon F3 2843 0,65 2,29
F4 21,60 0,59 2,72
F5 18,24 0,46 2,57

BCR-ABL mbcr FG transkriptinin ekspresyon degerleri

Tablo 21 ve 22 BCR-ABL mbcr FG transkripti ve ABL CG ekspresyon degerlerini
TOMT1 hicre hatti, tanida ALL hastalari ve normal hastalar igin vermektedir.

Tablo 21. BCR-ABL mbcr FG transkripti ve ABL CG ekspresyon degerleri
— C; degerleri

C; degerleri (%95 aralik)

BCR-ABL mbcr ABL
TOM1 hicre hath 22,8 21,8
ALL hasta érnekleri
BM (n = 17) 24,7 (21,3-27,1) 24,5 (21,7-27,1)
PB(n=7) 23,3 (21,7-29,1) 22,5 (21,0-27,0)
Negatif hasta 6rnekleri
BM (n = 26) - 25,35 (24,68-26,02)
PB (n = 74) - 25,15 (24,83-25,48)
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Tablo 22. BCR-ABL mbcr FG transkripti ve ABL CG ekspresyon degerleri
— CN ve NCN degerleri

NCN degerleri

CN degerleri (%95 aralik) (%95 aralik)
CN BCR-ABL
BCR-ABL mbcr ABL mbcr/CN ABL
ALL hasta ornekleri
~ 9550 11,912 0,8
BM{n=17) 1738-97,724)  (5012-70,795) (0,35-1,38)
N 91,201 134,896 0,68
(1905-208,930)  (4786-114,815) (0,4-1,82)

Negatif hasta 6rnekleri

) 19,201
BM (n = 26) - (12,922-25,480) -
5= 74 i 21,136 _

(17,834-24,437)

ABL C; degerleri normal ve |6semik érnekler arasinda énemli fark géstermedi
ve ayrica drnek tipleri (PB veya BM) veya |6semi érnekleri (ALL, AML, CML)
arasinda énemli fark géstermedi.

Yalana pozitif ve yalanc negatif oranlari

Yalani negatif ve yalanci pozitif oranlar asagidaki kontroller kullanilarak
hesaplandi.

B Pozitif kontroller: BCR-ABL p190 fizyon geni igin pozitif olmakla bilinen bir
hicre hatti olan TOM1 hicreleri; hasta érnekleri zaten p190 pozitifligi igin
degerlendirilmigtir

B Negatif kontroller: Negatif RNA &rnekleri, PCR kontaminasyonunu kontrol
etmek igin insan RNA'si yerine E. coli RNA'sindan yapilmig amplifikasyon
olmamasi kontrolleri (NAC) ve insan RNA'sI yerine su igceren sablon
olmamasi kontrolleri (NTC)

FG'nin RNA &rnekleri amplifikasyonu U¢lo olarak ve CG igin ikili olarak ¢aligildi.

Yalanci negatif érnek %50'den az pozitif kuyunun oldugu (0/2, 0/3 veya 1/3)
pozitif RNA érnegi olarak tanimland.

Bir yalanci pozitif 6rnek en az %50 pozitif kuyuyla (1/2, 2/3 veya 3/3) bir
negatif 6rnek olarak tanimlandi.
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Tablo 23 yalanci negatif ve yalanci pozitif drneklerin sayi ve yizdesini
go6stermektedir.

Tablo 23. Yalanc negatif ve yalanci pozitif 6rnekler

Yalanci negatiflik Yalana pozitiflik
1073 10* FG negatif kontrol NAC/NTC
0% (0/54) 4% (3/75) 4,8% (6/126) 5,8% (7/120)
Referanslar
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Semboller
Asagidaki semboller paketler ve etiketlerde belirebilir:

<N> reaksiyon icin yeterli reaktif icerir
N> iyon icin y i if iceri

Son Kullanma Tarihi

W

IVD in vitro diagnostik tibbi cihaz

Katalog numarasi

Lot numarasi

MA Materyal numarasi

GTIN Kuresel Ticaret Parca Numarasi
Sicaklik sinirlamasi

Uretici

=k~ § H R

Kullanma talimatina bagvurun

Irtibat Bilgisi

Teknik yardim ve daha fazla bilgi igin 1Gtfen www.giagen.com/Support
adresindeki Teknik Destek Merkezimize gidin, 00800-22-44-6000
numarasindan arayin veya QIAGEN Teknik Servis BélUmlerinden veya yerel

distribUtérlerden birini arayin (arka kapaga bakiniz veya www.giagen.com
adresine gidiniz).

ipsogen BCR-ABL1T mbecr Kit El Kitabi  03/2015 45



Siparis Bilgisi

Urin icindekiler Kat. no.
ipsogen BCR-ABLT 24 reaksiyon icin: ABL Kontrol Geni 670023
mbcr Kit (24) Standartlari, BCR-ABL mbcr Fizyon

Geni Standartlari, Primer ve Probe
Karigimi ABL, Primer ve Probe Karigimi
BCR-ABL mbcr Fizyon Geni

Rotor-Gene Q MDx — Klinik uygulamalarda IVD ile
dogrulanmis gercek zamanl PCR analizi igin

Rotor-Gene Q MDx 5 kanalli (yesil, sari, turuncu, kirmizi, 9002032
5plex HRM Platform kizil) ve HRM kanalli gercek zamanl

PCR cycler ve YUksek C6zUnUrlukls Melt

analizéri, dizisty bilgisayar, yazilim,

aksesuarlar, malzeme ve isgilik icin 1 yil

garanti; kurulum ve egitim dahil

degildir
Rotor-Gene Q MDx 5 kanalli (yesil, sari, turuncu, kirmizi, 9002033
5plex HRM System kizil) ve HRM kanalli gercek zamanl

PCR cycler ve YUksek C6zUnUrluklc Melt
analizéri, dizisty bilgisayar, yazilim,
aksesuarlar, malzeme ve isgilik icin 1 yil
garanti; kurulum ve egitim

ipsogen BCR-ABL1 mbcr Kontrol Kiti — BCR-ABL mbcr
fizyon geninin revers transkripsiyonu ve RNA
ekstraksiyonunun kalitatif dogrulanmasi icin

ipsogen BCR-ABLT BCR-ABL mbcr fozyon geninin 670091
mbcr Controls Kit negatif,yUksek ve disUk pozitif
ekspresyonlu hicre hatlar

Guncel lisanslama bilgisi ve Urine spesifik red beyanlari igin ilgili QIAGEN kiti
el kitabi veya kullanici el kitabina bakiniz. QIAGEN kiti el kitaplari ve kullanici el
kitaplar www.giagen.com adresinde bulunabilir veya QIAGEN Teknik Servisi
veya yerel distribUtérinizden istenebilir.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Bu Urindn in vitro diagnostik kullanim igin olmasi amaglanmugtir. ipsogen Grinleri énceden QIAGEN'in yazili onayi olmadan tekrar satilamaz, tekrar
satis icin modifiye edilemez veya ticari Grinler Gretmek icin kullanilamaz.

Bu belgedeki bilgi haber verilmeden degistirilebilir. QIAGEN bu belgede gérilebilen herhangi bir hata icin sorumluluk almaz. Bu belgenin yayin
tarihinde eksiksiz ve dogru olduguna inaniimaktadir. QIAGEN, hicbir sekilde bu belgenin kullanimindan dogrudan veya dolayli olarak kaynaklanan
her t0rl0 8zel, anzi veya coklu veya sonugsal kayiplardan sorumlu degildir.

ipsogen Grinlerinin belirtilen spesifikasyonlar karsilayacagr garanti edilir. Urinler garanti edildigi sekilde performans géstermezse QIAGEN'in tek
yUkOomlGlugu ve misterinin tek ¢dzimi Grinlerin Ucretsiz degistirilmesiyle sinirhidir.

Ticari markalar: QIAGEN®, ipsogen®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group); ABI PRISM®, FAM™, RNaseOUT™, SuperScript®, SYBR®, TAMRA™
(Life Technologies Corporation); Agilent®, Bioanalyzer® (Agilent Technologies, Inc.); Excel® (Microsoft Corporation); LightCycler®, TagMan® (Roche
Group); SmartCycler® (Cepheid).

Sinirh Lisans Sézlesmesi
Bu Urinin kullanimi ipsogen BCR-ABL1 mbcr Kitini satin alan veya kullanicinin su sartlari kabul ettigini belirler:

1. ipsogen BCR-ABL1 mbcr Kiti sadece ipsogen BCR-ABL1 mbcr Kit El Kitabi uyarinca ve sadece bu Kitte bulunan bilesenlerle kullanilabilir.
QIAGEN fikri mulkiyeti altinda bu Kitle saglanan bilesenleri bu Kitle saglanmayan herhangi bir bilesenle, ipsogen BCR-ABLT mbcr Kiti El Kitabi
ve www.giagen.com adresinde bulunan ek protokoller i¢inde tanimlanan durumlar haricinde kullanma veya birlikte isleme sokma agisindan bir
lisans vermez.

2. Acik olarak ifade edilmis lisanslar disinda, QIAGEN bu Kit ve/veya kullaniminin giinct taraflarin haklarini ihlal etmeyecegi konusunda
herhangi bir garanti vermez.

3. Bu Kit ve bilegenleri sadece tek kullanim igin lisanshdir ve tekrar kullanilamaz, tekrar islemden gegirilemez veya tekrar satilamaz.
4. QIAGEN spesifik olarak agik olarak belirtilen diginda ister agik ister zimni olsun her tirli bagka lisansi reddeder.

5. Kitin satin alani ve kullanicisi yukarida yasaklanan islemlerden herhangi birine yol acabilecek veya bunlari kolaylastirabilecek herhangi bir adim
atmamayi ve baskasinin da atmasina izin vermemeyi kabul eder. QIAGEN bu Sinirli Lisans Sézlegmesinin yasaklarini herhangi bir Mahkemede
yurirloge sokabilir ve Avukat Ucretleri diginda tGm aragtirma ve mahkeme masraflarini bu Sinirli Lisans Sézlegsmesini veya Kit ve/veya
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