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QIAGEN Sample and Assay Technologies

QIAGEN her biyolojik 6rnegdin igeriginin saptanmasi ve izolasyonunu mimkun
kilacak sekilde yenilikgi ornek ve tahlil teknolojilerinin 6nde gelen
saglayicisidir. Gelismis ve yuksek kalitede Urunlerimiz ve hizmetlerimiz
ornekten sonuca kadar basariyi garanti eder.

QIAGEN sunlarda standartlari belirler:

DNA, RNA ve protein saflagtirma

Nukleik asit ve protein tahlilleri

mikroRNA arastirmalari ve RNAI

Ornek ve tahlil teknolojilerinin otomasyonu

Misyonumuz olaganustu basarilar elde etmenizi ve yeni buluglar yapmanizi
saglamaktir. Daha fazla bilgi icin www.giagen.com adresini ziyaret ediniz.
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Kullanim Amaci

ipsogen WT1 ProfileQuant Kit, akut miyeloid I6semi (Acute Myeloid Leukemia,
AML) hastalarindan izole edilen total RNA'da bulunan Wilm timora (Wilm'’s
Tumor, WT) gen transkriptlerinin kantifikasyonuna yoneliktir. Elde edilen
sonuglarin, erken tedavi yanitinin izlenmesinde ve minimal reziduel hastalikta
(Minimal Residual Disease, MRD) yardimci olmasi amaglanmistir.

Ozet ve Aciklama

Akut miyeloid I6semiye (AML) yonelik mevcut tedavi protokolleri, tedavi
katmanlandirmasina katkida bulunan prognostik faktorlere dayalidir (1, 2).
Su ana kadar tanimlanan temel prognostik faktérler arasinda, yas ve
I6kosit (White Blood Cell, WBC) sayimi gibi 6n tedavi karakteristiklerinin
yani sira, hasta karyotipi ve FLT3 ile NPM1 gibi spesifik genomik
mutasyonlarin varhi§i yer almaktadir (3, 4). indiiksiyon kemoterapisine
verilen morfolojik yanit, 6zellikle allojenik nakil olmak Gzere konsolidasyon
tedavisine iligkin kararlari yonlendirmede kullanilan mevcut risk
katmanlandirma planlarina dahil edilen, ileri bir 6ngdricu faktoér saglar (5).
Bu parametreler genis dl¢lide farkh niksetme riskindeki hasta gruplarini
ayIrt etse de, nakilden faydalanma olasiligi en yuksek (veya en dusuk)
hastalari daha guvenilir bir gekilde belirlemek icin risk katmanlandirmasini
daha ayrintili hale getirmek zorunludur. Bir takim ¢alismalarda, gercek
zamanli kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (quantitative Polymerase
Chain Reaction, gPCR) ile MRD izlemesinin, I6semiye 6zgu hedefler olan
PML-RARA, CBFB-MYH11, AML1-ETO (RUNX1-RUNX1T1) gibi fizyon
geni (FG) transkriptlerini veya NPM1 gibi spesifik genlerdeki mutasyonlari
saptama potansiyelinin alti gizilmigtir. Bu yontem, nuksetme riski en
yuksek olan hastalarin belirlenmesini saglar ve dolayisiyla, erken tedavi
mudahalesine uygun adaylari belirler (6).

AML hastalarinin yaklasik yarisinda, uygun bir Idsemiye 6zgu hedef
bulunmamaktadir ve MRD izlemesinin hastalarin ¢gok daha buyuk bir kisminda
uygulanmasini saglayacak alternatif yaklasimlar gelistirme konusuna oldukc¢a
ilgi gosterilmektedir. Stratejilerden birinde, 16semi ile iligkili anormal fenotipleri
tanimlamak ve izlemek i¢in akig sitometrisi kullaniimaktadir. Bu strateji her ne
kadar genig bir uygulama alanina sahip olsa da teknik agidan zahmetlidir (6).
Diger bir yaklagimda ise, AML blastlarinda normal kan ve ilige gore oldukga
fazla eksprese edilen transkriptleri saptamak igin gPCR kullanimi s6z konusu
olup bu stratejide en cok WT1 genine odaklaniimaktadir (6).

WT1 geni 11p13 kromozomunda bulunur, bir ¢cinko parmak transkripsiyon
faktoriind kodlar ve orijinal olarak, Wilm timdrinin patojenezindeki roll
sayesinde tanimlanmigtir (7). WT1 geninin, AML dahil olmak Uzere gesitli
hematopoetik tumorlerde oldukga fazla eksprese oldugu gorulmustur (7, 8).
WT1'in asiri ekspresyonuna yol agcan mekanizmalar yeterince anlagiimamis
olsa da, bu olgudan I6semik hematopoezin varligina, persistansina veya
yeniden ortaya ¢cikmasina isaret eden bir belirte¢ olarak faydalanilabilir.
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Prosedur Prensibi

gPCR teknigi, PCR amplifikasyon igleminin eksponansiyel fazi sirasinda PCR
drtnlerinin dogru kantifikasyonunu mamkun kilar. gPCR verileri, PCR sonrasi
isleme yapilmaksizin, PCR dongusu esnasinda ve/veya sonrasinda floresan
sinyallerinin ger¢cek zamanli saptanmasiyla hizlica elde edilebilir ve bu sayede
PCR drin kontaminasyonu riski dnemli élgtide azalir. Mevcut durumda, 3 ana
tipte gPCR teknigi mevcuttur: SYBR® Green | Dye kullanilarak gPCR analizi,
hidroliz problari kullanilarak gPCR analizi ve hibridizasyon problari kullanilarak
gPCR analizi.

WT1 (11p13)

T ‘2 3 4 5 6 |7 T ? 1["
B3 23 @ﬁsl'ﬂllﬁ TSR0 T405 =
= [ 4= 1kb
WT1F WT1P WTIR <>
mmp  leri primer (1397)  (1422) (1454)
4mm Ters primer
] Prob

Sekil 1. ELN qPCR primerleri ve prob setinin kapsadigi WT1 transkriptinin semasi:
WT1-ELN F-WT1-ELN P-WT1-ELN R. Primerler ve prob altindaki sayi, normal gen
transkriptindeki niikleotid pozisyonuna karsilik gelir. Ekson 5, alternatif olarak birlestirilebilir.

Bu tahlil, gPCR gift boyali oligonukleotid hidroliz prensibini kullanmaktadir.
PCR esnasinda, ileri ve ters primerler belirli bir sirada hibridize olur. Bu
karigsima cift boyali oligonikleotid dahil edilir. 5' haberci boya ve asagi yonde
3' baskilayici boya ile etiketlenen oligonukleotidden olugsan bu prob, PCR
ariint icindeki bir hedef sekansa hibridize olur. Hidroliz problu gPCR analizi,
Thermus aquaticus (Taq) DNA polimerazinin 5'->3' ekzontkleaz
aktivitesinden faydalanir. Prob intakt durumdayken, haberci boyanin
baskilayici boyaya olan yakinhgi, haberci boyanin birincil olarak Forster tipi
enerji transferi tarafindan baskilanmasina yol acar.

PCR esnasinda, ilgilenilen hedef mevcutsa, prob, ileri ve ters primer alanlarini
spesifik olarak baglar. Yalnizca probun hedefe hibridize olmasi durumunda,
DNA polimerazinin 5'->3' ekzonukleaz etkinligi, haberci boya ile baskilayici
boya arasindaki probu ayirir. Ardindan prob pargalari hedeften ayrilir ve
zincirin polimerizasyonu devam eder. Probun 3' ucu PCR sirasinda probun
uzamasini 6nlemek Uzere bloke edilir (Sekil 2). Bu slire¢ her dongude
gercgeklesir ve Urunun eksponansiyel akimulasyonuna engel olmaz.

Floresan sinyaldeki artig, yalnizca hedef siralamanin probu tamamlayici
nitelikte olmasi ve bu sayede PCR esnasinda amplifiye edilmesi durumunda
algilanir. Bu gereklilikler nedeniyle spesifik olmayan amplifikasyon saptanmaz.
Yani, floresan artigi, PCR esnasindaki hedef amplifikasyonu ile dogru
orantihdir.
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Sekil 2. Reaksiyon prensibi. Total RNA ters transkripsiyona ugrar ve olusan cDNA, PCR
ile bir ¢ift spesifik primer ve spesifik internal ¢ift boya probu (FAM™-TAMRA™) kullanilarak
amplifiye edilir. Prob, PCR isleminin her baglama adiminda amplikona baglanir.

Taq, amplikona bagli primerden uzayarak ¢iktiginda, probun 5' ucunu yerinden ¢ikarir ve
ardindan bu ug, Tag DNA polimerazinin 5'>3' ekzonikleaz aktivitesi ile parcalanir. Probun
kalani amplikonu eriterek bitirinceye kadar ayrilma devam eder. Bu islem florofor ve
baskilayicinin solisyona salimini saglar, bunlari uzamsal olarak ayirir ve FAM'dan floresans
artmasina ve TAMRA'dan floresans azalmasina neden olur.

Sekil 3'te, dongu sayisina karsi floresansin gizildigi grafikte, PCR Urununun
akimulasyonu gosterilmektedir. Bu amplifikasyon egrisi sirasiyla, erken bir
arka plan fazindan (cihazin saptama seviyesinin altinda), eksponansiyel bir
fazdan (veya logaritmik faz) ve bir plato fazindan olusur. En dogru kantitatif
tayin, yalnizca eksponansiyel faz sirasinda yapilabilir. Cihazin,
amplifikasyonun urettigi floresansin arka plan sinyalinin Gzerinde oldugunu
ayirt edebildigi ilk dongu esik dongusu (Threshold Cycle, Cr) veya capraz
gegis noktasi (Crossing Point, Cp) olarak adlandirilir. Floresans yogunlugu,
eksponansiyel fazdaki PCR Griininin miktariyla dogru orantili oldugundan,
esigi logaritmik lineer fazin igcinde segerek, ilk baglangi¢c molekullerinin gergek
miktarini hesaplamak mumkundur.
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Plato fazi sirasinda, PCR Urunu miktarinda kayda deger bir artis
gerceklesmez. Bunun asil nedeni, PCR bilesenlerinin tikenmesi ve son
drtinlerin yiksek konsantrasyonu nedeniyle PCR rinu ipliklerinin yeniden
baglanmasi, bdylece daha fazla primer baglanmasinin engellenmesidir.

B 7
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5,5
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Sekil 3. D6ngii ve amplifikasyonun ardisik fazlar sirasinda floresans edinimi.

Kantitatif verilerin analizine yonelik en dogrudan ve kesin yaklasim, bilinen
konsantrasyonda kontrol sablonunun bir dilisyon serisinden hazirlanan bir
standart egri kullanmaktir. Bu yontem, "standart egri ile" veya "mutlak"
kantifikasyon olarak bilinir. Standart dillisyon serisinin amplifikasyonunun
ardindan, ilk sablon kopya sayisinin log degerinin, her bir dilisyon igin uretilen
Cr degerine kargi grafigi gizilerek standart egri olusturulur. Bu noktalar grafige
dokuldugunde standart egri ortaya ¢ikar. Bu standart egrinin denklemi
kullanilarak, kantifikasyonu yapilacak orneklerin ilk kopya sayisi belirlenebilir.

WT1 ProfileQuant Kit (ELN), WT1 ve ABL icin belirli plazmidler ile primer ve
prob karigimlari icerir. Bu bilesenler, European Leukemia Net
konsorsiyumundan bir grup uzman liderliginde yuruttlen ortak bir ¢calisma
baglaminda, bir arada onaylanmistir. Van Dijk ve meslektagslari tarafindan
Oonceden yayinlanan tahlil, performans bakimindan surekli olarak diger
tahlillerin 6nune geg¢mistir ve konfigurasyonu sayesinde AML'de mutasyonlara
yatkinhid1 daha azdir (9). Sonug olarak bu tahlil, ELN WT1 tahlili olarak
secilmistir. ipsogen WT1 ProfileQuant Kit bu teknigi temel alir. Bu kitte, bir
endojen kontrol (ABL transkripti), 6rnekten ve WT1 transkriptinden amplifiye
edilir. Kontrolin ve WT1 cDNA'sinin standart seri dilisyonlari saglanir ve
olugturulan standart egriler, her bir ornekteki WT1 transkriptlerinin ve ABL'nin
kopya sayisinin dogru hesaplanmasini saglar.
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Saglanan Materyaller

Kit icerigi
ipsogen WT1 ProfileQuant Kit (24)
Katalog no. 676923
Reaksiyon sayisi 24
ABL Control Gene Standard Dilution C1-ABL 50 ul
(ABL Kontrol Geni Standart Diliisyonu)
(102 kopya/5 pl)
ABL Control Gene Standard Dilution C2-ABL 50 ul
(ABL Kontrol Geni Standart Diliisyonu)
(10 kopya/5 pl)
ABL Control Gene Standard Dilution C3-ABL 50 ul
(ABL Kontrol Geni Standart Diliisyonu)
(10° kopya/s pl)
WT1 Profile Gene Standard Dilution
(WT1 Profil Geni Standart Diliisyonu) P1-WT1 50 ul
(10* kopya/5 pl)
WT1 Profile Gene Standard Dilution
(WT1 Profil Geni Standart Diliisyonu) P2-WT1 50 ul
(102 kopya/5 pl)
WT1 Profile Gene Standard Dilution
(WT1 Profil Geni Standart Diliisyonu) P3-WT1 50 ul
(102 kopya/5 pl)
WT1 Profile Gene Standard Dilution
(WT1 Profil Geni Standart Dilusyonu) P4-WT1 50 pl
(10° kopya/5 pl)
WT1 Profile Gene Standard Dilution
(WT1 Profil Geni Standart Diliisyonu) P5-WT1 50 ul
(108 kopya/5 pl)
Primerler ve Prob Karigimi ABL* PPC-ABL 25x 90 pl
: PPP-WT1 110 pl
- t
Primerler ve Prob Karisimi PPP-WT1 (ELN) (ELN) 25x
ipsogen WT1 ProfileQuant Kit £/ Kitabi (ingilizce) 1

* ABL kontrol geni (control gene, CG) igin spesifik ters ve ileri primerlerin ve ayrica spesifik

bir FAM—=TAMRA probunun karigimi.

T WT1 (ekson 1-2) geni igin spesifik ters ve ileri primerlerin ve ayrica spesifik bir

FAM-TAMRA probunun karigimi.

Not: Standart dilisyonlari ve primerler ile prob karisimlarini kullanimdan énce

kisa bir sure santriflje edin.
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Gerekli Olan Ancak Saglanmayan Materyaller

Kimyasallarla galisirken daima uygun bir laboratuvar onlugu, tek kullanimlik
eldiven ve koruyucu gozltk kullanin. Daha fazla bilgi igin, tGrtin tedarikcisinden
edinebileceginiz uygun guvenlik veri sayfalarina (Safety Data Sheets, SDS'ler)
basvurun.

Reaktifler
B Ndikleaz icermeyen PCR sinifi su

B Ters transkripsiyon reaktifleri: Onaylanmis reaktif Superscript® Il (veya
Superscript) Reverse Transcriptase'dir, 5x birinci iplik tamponu,
100 mM DTT igerir (Life Technologies, kat. no. 18064-022)

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

dNTPs Seti, PCR sinifi
Rastgele heksamer
MgCl.

Tampon ve Taq DNA polimeraz: Onaylanmis reaktifler TagMan®
Universal PCR Master Mix (Ana Karisim PCR 2x) (Life Technologies, kat.
no. 4304437) ve LightCycler TagMan Master'dir (Ana Karisim PCR 5x)
(Roche, kat. no. 04535286001)

Sarf Malzemeleri

B Nukleaz icermeyen aerosole direncli steril hidrofobik filtreli PCR pipeti
uclari

M 0,5 mlveya 0,2 ml RNaz ve DNaz icermeyen PCR tupleri
M Buz

Ekipman
B PCRicin 6zel mikrolitre pipet* (1-10 ul; 10-100 pl; 200-1000 ul)

B 0,2 ml/0,5 ml reaksiyon tupleri icin rotorlu ve maksimum
13.000-14.000 rpm hiza sahip masaustu santrifuj*

B Real-time PCR cihazi:* Rotor-Gene Q 5plex HRM® veya diger
Rotor-Gene cihazi; LightCycler 1.2 veya 480; veya ABI PRISM 7900HT
SDS; Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System; ve ilgili spesifik
materyal

B Isil donglleyici* veya su banyosu* (ters transkripsiyon adimi)

Not: Isil donguleyici veya su banyosunun ureticinin onerilerine gore kontrol ve
kalibre edilmis oldugundan emin olun.
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Uyarilar ve Onlemler

In vitro tani amacli kullanim icindir

Kimyasallar ile ¢alisirken, her zaman uygun laboratuvar onlaga, tek
kullanimlik eldiven ve koruyucu gozluk kullanin. Daha fazla bilgi igin lutfen
uygun guvenlik veri sayfalarina (Safety Data Sheets, SDS'ler) basvurun.
Bunlar, her bir QIAGEN Kkiti ve kit bilesenlerine ait SDS'yi bulabileceginiz,
goruntuleyebilecegdiniz ve yazdirabileceginiz www.giagen.com/safety
adresinde ¢evrimici olarak uygun ve kompakt PDF biciminde mevcuttur.

Ornek ve tahlil atigini yerel glvenlik diizenlemelerinize uygun olarak atin.

Genel 6nlemler

gPCR testleri kullanimi gegerli duzenlemeler ve ilgili standartlarla uyumlu ve
molekuler biyolojiye 6zel ekipman bakimi dahil iyi laboratuvar uygulamalari
gerektirir.

Bu kitin in vitro tani amagcli kullanim icin olmasi amacglanmistir. Bu kit
icinde saglanan reaktifler ve talimatlar optimum performans icin
onaylanmigtir. Reaktiflerin daha fazla seyreltiimesi ya da inkubasyon
surelerinin ve sicakliklarin degistiriimesi hatali veya uyumsuz verilere
neden olabilir. PPC-ABL ve PPP-WT1 reaktifleri 1s1§a maruz birakilirsa
degisime ugrayabilir. TUm reaktifler 6zellikle bu test igin formule edilmistir.
Testin en iyi performansi igin higbir dedisim yapilmamalhdir.

gPCR kullanilarak transkript seviyelerinin belirlenmesi hem mRNA ters
transkripsiyonu hem de olusan cDNA'nin PCR ile amplifikasyonunu gerektirir.
Bu nedenle, tahlil prosedurtinun tamami RNaz/DNaz igcermeyen kosullarda
gercgeklestiriimelidir.

Asagidakilerin onlenmesine ¢ok dikkat edin:

B Kalip mRNA'nin veya uretilmis cDNA'nin degradasyonuna neden
olabilecek RNaz/DNaz kontaminasyonu

B Yalanci pozitif sinyalle sonuglanan mRNA veya PCR tasinma
kontaminasyonu

Bu nedenle asagidakileri Oneririz.

B Tahlili gergeklestirirken nikleaz icermeyen laboratuvar geregleri (6rn.
pipetler, pipet uglari, reaksiyon siseleri) kullanin ve eldiven takin.

M Orneklerin ve reaktiflerin capraz kontaminasyonunu énlemek adina tim
pipetleme adimlari i¢in yeni aerosole direngli pipet uglari kullanin.

B On PCR ana karisimini 6zel materyalle (pipetler, uglar vb.), DNA
matrikslerinin (cDNA, DNA, plazmid) giremeyecegi 6zel bir alanda
hazirlayin. Sablonu ayri bir bdlgede (tercihen farkli bir odada) spesifik
materyaller (pipetler, uglar vb.) kullanarak ekleyin.

B Standart dilisyonlari (C1-3 ve P1-5) ayri bir odada kullanin.
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Reaktif Saklama ve Kullanma

Kitler kuru buzda gonderilir ve teslim alindiktan sonra —30°C ila —=15°C
sicaklikta saklanmalidir.

B Primerler ve prob karisimlarinin (PPC ve PPP tipleri) 1s1ga maruz
kalmasini en aza indirin.

B Acmadan dnce tlpleri yavasca karistirin ve santrifije edin.
B Tdm kit bilesenlerini orijinal kaplarinda saklayin.

Bu saklama kosullari hem agilmis hem agilmamigs bilesenler igin gecerlidir.
Etiket Uzerinde belirtilenlerin digindaki kosullarda saklanan bilesenler duzgun
calismayabilir ve tahlil sonuglarini olumsuz etkileyebilir.

Her bir reaktif igin son kullanma tarihleri kendi bilesen etiketleri Gzerinde
belirtiimigtir. Dogru saklama kosullari altinda Grln, performansini etikette yazili
son kullanma tarihine kadar korur.

Bu UranUn instabilitesini belirten higbir belirgin isaret yoktur. Ancak, pozitif ve
negatif kontroller bilinmeyen numunelerle ayni anda ¢aligiimalidir.

. __________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Prosedur

Ornek RNA's1I hazirlama

Hasta orneklerinden (kan veya kemik iligi) RNA hazirligi, onaylanmig bir
prosedur kullanilarak yapiimig olmalidir. Tahlilin kalitesi buyuk ol¢gude girig
RNA'sInin kalitesine baglidir. Bu nedenle saflastiriimis RNA'y1 agaroz* jel
elektroforezi ile veya analiz 6ncesinde Agilent® Bioanalyzer® kullanarak
nitelemenizi dneririz.

Protokol: Onerilen standardize EAC ters transkripsiyonu

Baslamadan once yapilacaklar

B dNTP'leri hazirlayin (her birinden 10 mM). Alikotlar halinde —20°C'de
saklayin.

B Rastgele heksamer hazirlayin (50 mM). Alikotlar halinde —20°C'de
saklayin.

B MgClz hazirlayin (50 mM). Alikotlar halinde —20°C'de saklayin.

Prosedr

1. Tum gerekli bilesenleri ¢ozdirin ve buza yerlestirin.

2. 1 pug RNA'y1 (1-4 ul) 70°C'de 10 dakika inkiibe edin ve hemen buz
lizerinde 5 dakika sogutun.

3. Siviyi tupun alt kisminda toplamak igin kisa sure santrifije edin
(yaklasik 10 saniye, 10.000 rpm). Ardindan buz lizerinde tutun.

4. Asagidaki RT karisimini iglenen ornek sayisina gore hazirlayin
(Tablo 1).

* Kimyasallarla ¢alisirken daima uygun bir laboratuvar onltgu, tek kullanimlik eldiven ve
koruyucu gézlik kullanin.
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Tablo 1. RT karisiminin hazirlanmasi

Ornek basina Son

Bilesen hacim (pl) konsantrasyon
Birinci iplik Tamponu (Superscript I

. . 9 4.0 1x
Reverse Transcriptase ile saglanir), 5x
MgClz> (50 mM) 2,0 5 mM
dNTP'ler (her birinden 10 mM,
onceden hazirlanacak ve alikotlar 2,0 1 mM
halinde —20°C'de saklanacak)
DTT (1QO mM,_ Supqrscnpt Il Reverse 20 10 mM
Transcriptase ile saglanir)
RNaz inhibitdrt (40 U/pl) 0,5 1 U/l
Rastgele heksamer (100 uM) 5,0 25 uM
Superscript 11 (200 U/ul) 0,5 5 U/ul
Isitiimis RNA 6rnegi
(adim 5'te eklenecek) ({0 S gL
Nukleaz icermeyen PCR sinifi su 0.0-3.0 B
(adim 5'te eklenecek) T
Son hacim 20,0 -

5. Her PCR tupune RT karigsimindan 16 pl pipetleyin. Ardindan 1-4 pl
(1 pg) RNA (adim 3'ten) ekleyin ve hacmi nukleaz icermeyen PCR
sinifi suyla 20 pl'ye ayarlayin (bkz. Tablo 2).

Tablo 2. Ters transkripsiyon reaksiyonunun hazirlanmasi

Bilegen Hacim (ul)
RT karisimi 16,0
Isitiimis 6rnek RNA's1 (1 pg) 1,0-4,0
Nukleaz icermeyen PCR sinifi su 0,0-3,0
Son hacim 20,0
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6. lyice karistirin ve siviyi tiipiin alt kisminda toplamak igin kisa siire
santrifiije edin (yaklasik 10 saniye, 10.000 rpm).

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

8. Isil donguleyici tizerinde 45 dakika 42°C'de inklibe edin, ardindan
hemen 99°C'de 3 dakika inkiibe edin.

9. Buz uzerinde (reaksiyonu durdurmak igin) 5 dakika sogutun.

10. Siviyi tupun alt kisminda toplamak i¢in kisa sure santrifiuje edin
(yaklasik 10 saniye, 10.000 rpm). Ardindan buz tizerinde tutun.

11. Son cDNA'y1 son hacim 50 pl olacak sekilde 30 pl niikleaz
icermeyen PCR sinifi suyla seyreltin.

12. PCR'yi qPCR cihaziniza gore asagidaki protokoller dogrultusunda
gerceklestirin.

Not: Bu ters transkripsiyon protokoll, "Kansere Karsi Avrupa" (Europe
Against Cancer, EAC) calismalarindan taretilmistir (10, 11).
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Protokol: 72 ttpluk rotorlu Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM
veya Rotor-Gene Q 5plex HRM cihazlarinda gPCR

Bu cihazi kullanarak Tablo 3'te gosterildigi gibi tum 6lgtmleri ikili olarak
yapmanizi oneririz.

Tablo 3. 72 tuplik rotorlu Rotor-Gene Q cihazlarinda reaksiyon sayisi

Ornekler Reaksiyonlar

ABL primerler ve prob karigimiyla (PPC-ABL)
n cDNA ornegi n x 2 reaksiyon

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

ABL standardi
Su kontroli 2 reaksiyon
WT1 primerler ve prob karisimiyla (PPP-WT1)

n cDNA ornegi n x 2 reaksiyon

2 x 5 reaksiyon (5 dilusyon, her biri

WT1 standardi ikili olarak test edilir)

Su kontroli 2 reaksiyon

72 tupluk rotorlu Rotor-Gene Q cihazlarinda ornek igleme

Standartlarin ve primerler ve prob karisimlarinin kullanimini optimize etmek
uzere ayni deneyde 8 cDNA ornegi test edilmesini Oneririz.
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Sekil 4. ipsogen WT1 ProfileQuant Kit ile her bir deney icin 6nerilen rotor ayarlari.
P1-5: WT1 standartlari; C1-3: ABL standartlari; S: cDNA érnegi; H»O: su kontrol.

Not: Her zaman test edilecek ornegi rotorun 1. pozisyonuna yerlestirmeye
0zen gosterin. Aksi halde kalibrasyon adimi sirasinda cihaz kalibrasyon
yapmaz ve hatali floresans verileri alinir.

Tam diger pozisyonlari bos tuplerle doldurun.

72 tupluk rotorlu Rotor-Gene Q cihazlarinda qPCR
Not: Tum adimlari buzda gergeklestirin.

Prosedur

1. Tum gerekli bilegsenleri ¢ozduriin ve buza yerlestirin.
2. Asagidaki gPCR karigsimini iglenen 6rnek sayisina gore hazirlayin.
Tum konsantrasyonlar reaksiyonun son hacmi igindir.
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Tablo 4, 25 pul nihai reaksiyon hacmi elde etmek Uzere hesaplanmis bir
reaktif karisimi hazirlamaya yonelik pipetleme planini agiklamaktadir.
Reaksiyon sayisina gore ayni primerler ve prob karigimi kullanilarak bir 6n
karisim hazirlanabilir (PPC-ABL veya PPP-WT1). Pipetleme hatasini telafi
etmek icin ekstra hacimler dahil edilmistir.

Tablo 4. gPCR karisiminin hazirlanmasi

ABL: WT1:
24 +1 28 +1
1 reaksiyon reaksiyon reaksiyon Son
Bilesen (uh (uh (uh konsantrasyon
TagMan
Universal
PCR Master 12,5 3125 362,5 1x
Mix, 2X
Primerler ve
Emb 1,0 250 29.0 1x
arisimi,
25X
Nukleaz
icermeyen i
PCR sinifi 6,5 162,5 188,5
su
Ornek
(adim 4'te 5,0 Her biri 5 Her biri 5 -
eklenecek)
;Op.'am 25.0 Her biri 25  Her biri 25 _
acim

o

Tup basina 20 pl qPCR 6n karigsimi dagitin.

Kargilik gelen tiipe ters transkripsiyonda elde edilen (bkz. "Protokol:
Onerilen standardize EAC ters transkripsiyonu"”, sayfa 12) RT
drinidnden (cDNA, 100 ng RNA esdegeri) 5 pl ekleyin (toplam hacim
25 ul).

Yukari agagi pipetleme yaparak yavas¢a karigtirin.

Tupleri Uretici onerilerine gore 1sil dongilileyiciye yerlestirin.
Rotor-Gene Q cihazini Tablo 5'te belirtildigi sekilde 1sil dongu
programiyla programlayin.
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Tablo 5. Sicaklik profili

Mode of analysis Quantitation (Kantitasyon)
(Analiz modu)

Hold Temperature (Sicaklik): 50 derece
(Tutma) Time (Stire): 2 dk

Hold 2 Temperature (Sicaklik): 95 derece
(Tutma 2) Time (Sdre): 10 dk

Cycling 50 kez

(Dongu)

15 sn igin 95 derece

1 dk i¢in 60 derece, Yesil kanalinda FAM floresans
edinimiyle: Single (Tek)

8. Rotor-Gene Q cihazlari igin analizde "Slope Correct” (Egim Duzelt)
ogesini segin. Esigi 0,03 olarak ayarlamanizi oneririz. Isil dongu
programini Tablo 5'te belirtildigi sekilde baglatin.

. __________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Protokol: ABI PRISM 7900HT SDS, Applied Biosystems
7500 Real-Time PCR System ve LightCycler 480 cihazinda
gPCR

96 kuyulu plakali gqPCR ekipmani kullanarak Tablo 6'da gosterildigi gibi tim
olgumleri ikili olarak yapmanizi oneririz.

Tablo 6. 96 kuyulu plakali gPCR ekipmaninda reaksiyon sayisi

Ornekler Reaksiyonlar

ABL primerler ve prob karigimiyla (PPC-ABL)
n cDNA ornegi n x 2 reaksiyon

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

ABL standardi
Su kontroli 2 reaksiyon
WT1 primerler ve prob karisimiyla (PPP-WT1)

n cDNA ornegi n x 2 reaksiyon

2 x 5 reaksiyon (5 dilisyon, her biri

WT1 standardi ikili olarak test edilir)

Su kontrolu 2 reaksiyon

ABI PRISM 7900HT SDS, Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR
System ve LightCycler 480 cihazlarinda ornek isleme

Standartlarin ve primerler ve prob karisimlarinin kullanimini optimize etmek
Uzere ayni deneyde en az 8 cDNA 06rnegi test edilmesini 6neririz. Sekil 5'teki
plaka semasi bdyle bir deneyin érnedini vermektedir.

. __________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Sekil 5. Bir deney icin dnerilen plaka kurulumu. S: cDNA 6rnegi; P1-5: WT1 standartlari;
C1-3: ABL standartlari; H,O: su kontrold.

ABI PRISM 7900HT SDS, Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR
System ve LightCycler 480 cihazlarinda qPCR

Not: Tum adimlari buzda gerceklestirin.

Prosedr

1. Tum gerekli bilesenleri ¢ozdiriin ve buza yerlestirin.

2. Asagidaki gPCR karisimini iglenen ornek sayisina gore hazirlayin.
Tum konsantrasyonlar reaksiyonun son hacmi igindir.
Tablo 7, 25 pul nihai reaksiyon hacmi elde etmek Uzere hesaplanmis bir
reaktif karisimi hazirlamaya yonelik pipetleme planini agiklamaktadir.
Reaksiyon sayisina gore ayni primerler ve prob karigimi kullanilarak bir 6n

karigim hazirlanabilir (PPC-ABL veya PPP-WT1). Pipetleme hatasini telafi
etmek igin ekstra hacimler dahil edilmigtir.
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Tablo 7. gPCR karisiminin hazirlanmasi

ABL:24+1 WT1:28+1
1 reaksiyon reaksiyon reaksiyon Son
Bilesen (ul) (uh) (ul) konsantrasyon

TagMan
Universal
PCR Master
Mix, 2x

12,5 312,5 362,5 1x

Primerler ve
prob
karigimi,
25x

1,0 25,0 29,0 1x

Nukleaz
icermeyen
PCR sinifi
su

Ornek (adim
4'te 5,0 Her biri 5 Her biri 5 -
eklenecek)

6,5 162,5 188,5 -

Toplam

) 25,0 Her biri 25 Her biri 25 —
hacim

3. Kuyu basina 20 pl qPCR 6n karigimi dagitin.

4. Karsilik gelen kuyuya ters transkripsiyonda elde edilen (bkz.
"Protokol: Onerilen standardize EAC ters transkripsiyonu", sayfa 12)
RT druniinden (cDNA, 100 ng RNA esdegeri) 5 pl ekleyin (toplam
hacim 25 pl).

5. Yukari agagi pipetleme yaparak yavasca karigtirin.

6. Plakayi kapatin ve kisa siuire santrifiije edin (300 x g, yaklasik
10 saniye).

7. Plakayi urreticinin onerilerine gore isil dongiuleyiciye yerlestirin. Isil
donguleyiciyi Tablo 8'de ABI PRISM 7900HT SDS veya Applied
Biosystems 7500 Real-Time PCR System ya da Tablo 9'da
LightCycler 480 cihazi igin belirtildigi sekilde 1sil dongl programiyla
programlayin.

. __________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Tablo 8. ABI PRISM 7900HT SDS veya Applied Biosystems 7500
Real-Time PCR System igin sicaklik profili

Mode of analysis Standard Curve — Absolute Quantitation

(Analiz modu) (Standart Egri — Mutlak Kantifikasyon)

Hold Temperature (Sicaklik): 50°C

(Tutma) Time (Stire): 2 dakika

Hold 2 Temperature (Sicaklik): 95°C

(Tutma 2) Time (Sdre): 10 dakika

Cycling 50 kez

(Dongu) 15 saniye icin 95°C
1 dakika i¢in 60°C, FAM floresansi edinimiyle;
baskilayici: TAMRA

Tablo 9. LightCycler 480 cihazi icin sicaklik profili

Mode of analysis Mutlak Kantifikasyon ("Abs Quant" (Mut Kant))
(Analiz modu)

Detection formats  Detection formats (Saptama formatlarr)

(Saptama penceresinde "Simple Probe" (Basit Prob) 6gesini
formatlar) segin

Hold Temperature (Sicaklik): 50°C

(Tutma) Time (Stre): 2 dakika

Hold 2 Temperature (Sicaklik): 95°C

(Tutma 2) Time (Stire): 10 dakika

Cycling 50 kez

(Dongu)

15 saniye igin 95°C

1 dakika i¢in 60°C, LC versiyon 01 i¢in
483-533 nm, LC versiyon 02 i¢in 465-510 nm'ye
karsilik gelen FAM floresansi edinimiyle

. __________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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8. ABI PRISM 7900HT SDS ve Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR
System igin adim 8a'yi izleyin. LightCycler 480 cihazi i¢in adim 8b'yi
izleyin.

8a. ABI PRISM 7900HT SDS ve Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR
System: Analiz adiminda EAC protokoliinde tanimlandigi gibi 0,1
olarak ayarlanmis bir esik ve dongii 3 ile 15 arasinda ayarlanmig bir
referans ¢izgi oneririz. Dongli programini Tablo 8'de belirtildigi
sekilde baslatin.

8b. LightCycler 480: Arka plan 2,0 ve esik 2,0 olarak bir Uyum noktasi
analiz modu kullanilmasini dneririz. Isil dongu programini Tablo 9'da
belirtildigi sekilde baslatin.
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Protokol: LightCycler 1.2 cihazinda gPCR

Kapiller cihazlar kullanarak, Tablo 10'da gosterildigi gibi, orneklerin ikili olarak
ve kontrollerin bir kez 6lctlmesini dneririz.

Tablo 10. LightCycler 1.2 cihazi igin reaksiyon sayisi

Ornekler Reaksiyonlar

ABL primerler ve prob karigimiyla (PPC-ABL)
n cDNA ornegi n x 2 reaksiyon

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

ABL standardi
Su kontrolu 1 reaksiyon
WT1 primerler ve prob karisimiyla (PPP-WT1)

n cDNA ornegi n x 2 reaksiyon

1 x 5 reaksiyon (5 standart

WT1 standardi diliisyon, her biri bir kez test edilir)

Su kontrol 1 reaksiyon

LightCycler 1.2 cihazinda 6rnek igsleme

Standartlarin ve primerler ve prob karisimlarinin kullanimini optimize etmek
uzere ayni deneyde 5 cDNA 06rnegi test edilmesini oneririz. Sekil 6'daki kapiller
semasi bir deneyin ornegini vermektedir.

. __________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Sekil 6. ipsogen WT1 ProfileQuant Kit ile her bir deney i¢in 6nerilen rotor ayarlari.
P1-5: WT1 standartlari; C1-3: ABL standartlari; S: analiz edilecek bilinmeyen DNA
ornegdi; H»0: su kontrold.

LightCycler 1.2 cihazinda qPCR

Not: Ozel teknolojik gereksinimler nedeniyle, LightCycler deneyleri spesifik
reaktifler kullanilarak gergeklestiriimelidir. LightCycler TagMan Master
kullaniimasini ve Ana Karigim 5x hazirlamak igin uretici talimatlarinin
izlenmesini Oneririz.

Not: Tum adimlari buzda gergeklestirin.

Prosedur

1. Tum gerekli bilegsenleri ¢ozdiiriin ve buza yerlestirin.

2. Asagidaki qPCR karisimini islenen ornek sayisina gore hazirlayin.
TUm konsantrasyonlar reaksiyonun son hacmi igindir.
Tablo 11, 20 pl nihai reaksiyon hacmi elde etmek Uzere hesaplanmig bir
reaktif karigimi hazirlamaya yonelik pipetleme planini agiklamaktadir.
Reaksiyon sayisina gore ayni primerler ve prob karisimi kullanilarak bir 6n

karisim hazirlanabilir (PPC-ABL veya PPP-WT1). Pipetleme hatasini telafi
etmek igin ekstra hacimler dahil edilmistir.
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Tablo 11. gPCR karisiminin hazirlanmasi

ABL:14+1 WTL1l:16+1
1 reaksiyon  reaksiyon reaksiyon Son
Bilesen (ul) (ul) (ul) konsantrasyon

Yeni
hazirlanan
LightCycler
TagMan
Master Mix,
5x

4,0 60,0 68,0 1x

Primerler
ve prob
karisimi,
25x

0,8 12,0 13,6 1x

Nukleaz
icermeyen
PCR sinifi
su

Ornek
(adim 4'te 5,0 Her biri 5 Her biri 5 -
eklenecek)

10,2 153,0 173,4 -

Toplam

. 20,0 Her biri 20 Her biri 20 -
hacim

3. Kapiller bagina 15 pl qPCR 6n karigimi dagitin.

4. Karsilik gelen tiipe ters transkripsiyonda elde edilen (bkz. "Protokol:
Onerilen standardize EAC ters transkripsiyonu"”, sayfa 12) RT
uruniinden (cDNA, 100 ng RNA esdegeri) 5 pl ekleyin (toplam hacim
20 ub).

5. Yukari agagi pipetleme yaparak yavasc¢a karistirin.

6. Kapillerleri aparat ile saglanan adaptorlere yerlestirin ve kisa sure
santrifuje edin (700 x g, yaklasik 10 saniye).

7. Kapillerleri ureticinin dnerilerine gore i1sil dongiileyiciye yiikleyin.

8. LightCycler 1.2 cihazini Tablo 12'de belirtildigi sekilde i1sil dongu
programiyla programlayin.
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Tablo 12. Sicaklik profili

Mode of analysis Quantification (Kantifikasyon)
(Analiz modu)

Hold Temperature (Sicaklik): 95°C
(Tutma) Time (Stire): 10 dakika
Ramp (Artig): 20
Cycling 50 kez
(Dongu) 10 saniye i¢in 95°C; Ramp (Artig): 20

1 dakika icin 60°C; Ramp (Artig): 20; FAM
floresansi edinimiyle: Single (Tek)

(F_irC:meZa 2) 1 dakika icin 45°C; Ramp (Artis): 20

9. LightCycler 1.2 cihazi igin F1/F2 ve "2"¢ derivative analysis"
(2. derivatif analizi) modu onerilir. Isil dongli programini Tablo 12'de
belirtildigi sekilde baslatin.
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Sonuclarin Yorumlanmasi

Veri analiz prensibi

TagMan teknolojisi kullanildiginda, esigin Uzerindeki bir sinyali tespit etmek
icin gerekli PCR déngusu sayisina esik dongusu (Threshold Cycle, Cr) adi
verilir ve bu sayi, reaksiyonun baslangicinda mevcut olan hedef miktari ile

dogru orantilidir.

Standartlarla beraber bilinen bir sayida molekul kullanarak standart egriyi
bulabilir ve test drneginde bulunan hedef miktarini tam olarak
belirleyebilirsiniz. ipsogen standart egrileri plazmide dayalidir ve standart
egrilerin dogrulugunu saglamak tzere ABL kontrol geni (control gene, CG) igin
3 plazmid standart dilusyonu ve WT1 geni i¢in 5 standart dilisyon kullanir.
Sekil 7 ve 8'de, ipsogen WT1 ProfileQuant Kit ile elde edilen TagMan
amplifikasyon egrilerine bir ornek verilmektedir.

B s

45—

o ABL standartlari

o5 c3 /c2/c1

' 1 ' I ' I ' I ' I ' I ' I ' 1 ' I ' I
0 5 10 15 E - 20 EL] 0 45 50

Sekil 7. ABL standartlarinin saptanmasi (C1, C2, C3). 10%, 10* ve 10° kopya/5 l.
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Sekil 8. WT1 standartlarinin saptanmasi (P1-P5). 10%, 102, 103, 10°, 10° kopya/5 pl.
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Sonugclar

Standart egri ve kalite kriterleri
Ham veriler analiz icin bir Excel® dosyasina yapistirilabilir.

Her gen igin (ABL ve WT1), plazmid standart dilisyonlarinda elde edilen ham
Cp / Ct degerleri log kopya sayisina gore grafige dokalur (C1, C2 ve C3 igin 3,
4ve 5; P1, P2, P3,P4ve P5igin 1, 2, 3, 5 ve 6). Sekil 9'da 5 standart
dilisyonda hesaplanmis teorik egriye bir drnek gosteriimektedir.

50 +

i y=-3,32x + 39,84
40 v
30 |
o
@)
20 |
10 1
0 T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7

Log(CN)

Sekil 9. 5 standart diliisyondan hesaplanmis teorik egri. Her gen igin (ABL ve WT1) bir
lineer regresyon egrisi (y = ax + b) hesaplanir; burada a ¢izginin egimi, b ise y kesisimi olup
cizginin y eksenini kestigi noktadaki y koordinatidir. Egrinin denklemi ve tayinin katsayisi
(R?) grafikte yazdirilir.

Standartlar 10 kat dilusyon oldugundan egrinin teorik egimi —3,32'dir.
-3,0 ile =3,9 arasinda bir egim R? >0,95 oldugu surece kabul edilebilir
(12). Ancak hassas sonuglar igin R? >0,98'e gore bir deger istenir
(13).

Normalize kopya sayisi (Normalized Copy Number, NCN)

ABL standart egri denklemi bilinmeyen ornekler icin ham Cp degerlerini
(PPC-ABL ile elde edilen) ABL kopya sayilarina (ABLcn) donlstirmek Uzere
kullaniimalidir.

Ortalama ABL Cr— ABL standart egrisi kesigimi
Logio 0rnek ABLcn =

ABL standart egrisinin egimi
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WT1 standart egri denklemi bilinmeyen drnekler icin ham Cp degerlerini
(PPP-WT1 ile elde edilen) WT1 kopya sayilarina (WT1cn) dontstirmek
uzere kullaniimahdir.

Logio 6rnek WT1cy = Ortalama WT1 Cp— WT1 standart egrisi kesisimi

WT1 standart egrisinin egimi

Bu CN degerlerinin orani, 10.000 ABL kopyasi basina normalize kopya sayisi
(Normalized Copy Number, NCN) degerini verir:
WT1cn

NCN = x 10.000
ABLcn

ABL degerlerinde kalite kontrol

Kottt RNA kalitesi veya gPCR adimlari sirasinda problemler dusuk ABLcn
degerine neden olur. ABLcn <4246 sonucu veren orneklerin sonuglarinin goz
ardi edilmesini dneririz.

Replikatlar arasinda yeniden uretilebilirlik

Replikatlar arasinda Cp de@erlerindeki varyasyon, kopya sayisi degerlerinde
4 kat degisiklige karsilik gelecek sekilde <2 olmalidir.

Replikatlar arasinda Cp de@erlerindeki varyasyon, replikatlarin ortalama
Cp degeri <36 (12) ise genelde <1,5'tir.

Not: Her kullanici laboratuvarda kendi tekrar uretilebilirligini dlgmelidir.

Su kontrolleri
Negatif kontroller, hem ABL hem de WT1 i¢in sifir CN degeri vermelidir.

Pozitif su kontroll, ¢apraz kontaminasyon nedeniyle olusur. Bir ¢ozim bulmak
icin asagida "Sorun giderme kilavuzu" kismina bakin.

Sorun giderme kilavuzu

Bu sorun giderme kilavuzu ortaya ¢ikabilecek sorunlarin ¢ozimunde yardimci
olabilir. Daha fazla bilgi i¢in ayrica Teknik Destek Merkezimizdeki Sik Sorulan
Sorular sayfasina da bakin: www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. QIAGEN
Teknik Servisindeki bilim insanlari bu el kitabindaki bilgiler ve protokol veya
ornek ve tahlil teknolojileri ile ilgili herhangi bir sorunuzu cevaplamaktan daima
mutlu olacaktir (irtibat bilgisi icin bkz. "lletisim Bilgileri", sayfa 41).
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Yorum ve oneriler

Tum 6rneklerde kontrol geni (ABL) ve WT1 icin negatif sonuc

— standart iyi
a) Koti RNA kalitesi Baglamadan once daima RNA kalitesi ve
konsantrasyonunu kontrol edin.
Paralel olarak bir htcre hattt RNA pozitif
kontrolu ¢alistirin.
b) Ters transkripsiyon Baslamadan dnce daima RNA kalitesi ve
adiminin basarisiz konsantrasyonunu kontrol edin.
olmasi

Paralel olarak bir hiicre hattt RNA pozitif
kontroll gahigtirin.

Orneklerdeki kontrol geninde (ABL) negatif sonu¢ — standart iyi

a) Kotu RNA kalitesi Baslamadan dnce daima RNA kalitesi ve
konsantrasyonunu kontrol edin.

Paralel olarak bir hiicre hattt RNA pozitif
kontrolu ¢aligtirin.

b) Ters transkripsiyon Baslamadan once daima RNA kalitesi ve
adiminin basarisiz konsantrasyonunu kontrol edin.
olmasi

Paralel olarak bir hticre hatti RNA pozitif
kontrolu ¢alistirin.

Standart sinyal negatif

a) Pipetleme hatasi Pipetleme semasini ve reaksiyon kurulumunu
kontrol edin.

PCR calismasini tekrarlayin.

b) Kit bilegenlerinin uygun ipsogen WT1 ProfileQuant Kit'i =15 ila
olmayan sekilde -30°C'de saklayin ve primerler ve prob
saklanmasi karisimlarini (PPC ve PPP) isiktan koruyun.

Bkz. "Reaktif Saklama ve Kullanma", sayfa 11.

Tekrarlanan dondurma ve ¢ozdirme
islemlerinden kaginin.

Saklama igin reaktifleri ayri siselere bolun.
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Yorum ve Oneriler

Negatif kontroller pozitif
Capraz kontaminasyon Tum kritik reaktifleri degistirin.

Deneyi tim reaktifler icin yeni sise kullanarak
tekrarlayin.

Tasinma kontaminasyonunu onlemek igin her
zaman ornekleri, kit bilesenlerini ve sarf
malzemelerini yaygin olarak kabul edilen
uygulamalar ¢ergevesinde kullanin.

Standart kontrollerde bile sinyal yok

a) Pipetleme hatasi veya Pipetleme semasini ve reaksiyon kurulumunu
atlanmis reaktifler kontrol edin.

PCR calismasini tekrarlayin.

b) Yetersiz saflastirma RNA hazirlama iglemini tekrarlayin.
nedeniyle drnek
materyalinin inhibe
edici etkileri

c) LightCycler: Secilen Kanal ayarini F1/F2 veya 530 nm/640 nm olarak
saptama kanali yanlig  ayarlayin.

d) LightCycler: Dongu programlarini kontrol edin.
Programlanmis veri

taramasi yok PCR programinda her bir baglama segmentinin

sonunda "single" (tek) cekim modunu segin.

Orneklerde sinyal yok veya diisiik ancak standart kontrolleri iyi

a) Koti RNA kalitesi veya Baslamadan 6once daima RNA kalitesi ve
dusuk konsantrasyon  konsantrasyonunu kontrol edin.

Paralel olarak bir htcre hattt RNA pozitif
kontroll ¢aligtirin.

b) Ters transkripsiyon Baglamadan once daima RNA kalitesi ve
adiminin bagarisiz konsantrasyonunu kontrol edin.
olmasi

Paralel olarak bir hticre hatti RNA pozitif
kontrolu galigtirin.
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Yorum ve Oneriler

Floresans yogunlugu ¢ok diisuik

a) Kit bilesenlerinin uygun ipsogen WT1 ProfileQuant Kit'i =15 ila
olmayan sekilde -30°C'de saklayin ve primerler ve prob
saklanmasi karisimlarini (PPC ve PPP) 1siktan koruyun.

Bkz. "Reaktif Saklama ve Kullanma", sayfa 11.

Tekrarlanan dondurma ve ¢ozdirme
islemlerinden kaginin.

Saklama igin reaktifleri ayri siselere bolun.

b) Cok dusuk baslangi¢ Ornek RNA'sI miktarini arttirin.

hedef RNA miktari Not: Segilen RNA hazirlama yontemine bagli

olarak, inhibitor etkiler olusabilir.

LightCycler: Floresan yogunlugu degisiyor

a) Pipetleme hatasi "Pipetting error" (pipetleme hatasi) denilen
durumun yarattigi degiskenlik verileri F1/F2
veya 530 nm/640 nm modunda analiz ederek

azaltabilir.
b) Kapillerlerin yetersiz Hazirlanan PCR karisimi hala kapillerin st
santrifijlenmesi kanalinda olabilir veya kapiller ucunda bir hava

kabarcigi sikismis olabilir.

Reaksiyon karigimi yuklenmig kapillerleri, her
zaman cihazin spesifik kullanim kilavuzunda
aciklandigi gibi santrifij edin.

c) Kapiller ucunun dig Kapillerleri kullanirken her zaman eldiven takin.
yuzeyi kirli

LightCycler: Standart egri hatasi

Pipetleme hatasi "Pipetting error" (pipetleme hatasi) denilen
durumun yarattigi degiskenlik verileri F1/F2
veya 530 nm/640 nm modunda analiz ederek
azaltabilir.
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Kalite Kontrol

Tam kitin kalite kontroll bir LightCycler 480 cihazinda gerceklestirilmistir. Bu
kit, ISO 13485:2003 standardina gore Uretilmigtir. Analiz sertifikalari talep
Uzerine www.giagen.com/support/ adresinden alinabilir.

Sinirlamalar

Kullanicilar bu cihazin kullanilmasindan 6nce bu teknoloji konusunda egitimli
ve asina olmalidir. Bu kit, bu el kitabinda verilen talimatlar izlenerek,
onaylanmig bir cihazla birlikte kullaniimalidir (bkz. "Gerekli Olan Ancak
Saglanmayan Materyaller", sayfa 9).

Elde edilen taniya yonelik sonuglar, diger klinik veya laboratuvar bulgulariyla
birlikte yorumlanmalidir. QIAGEN performans galismalari kapsaminda
olmayan laboratuvarlarinda kullanilan herhangi bir prosedur igin sistem
performansinin onaylanmasi kullanicinin sorumlulugundadir.

Tum bilesenlerin kutusunda ve etiketlerinin Ustinde yazili olan son kullanma
tarihlerine dikkat edilmelidir. Son kullanma tarihleri gegmis bilesenleri
kullanmayin.

Not: Bu kit "European LeukemiaNet" (ELN) calismalarina gére tasarlanmistir
(10, 11). Bu el kitabinda verilen talimatlar izlenerek, onaylanmig reaktifler ve
cihazlarla birlikte kullaniimalidir. Bu Gruntn endikasyon digi herhangi bir
kullanimi ve/veya bilesenlerin modifikasyonu QIAGEN'in yGkamItlGgunu
ortadan kaldirir.

Performans Ozellikleri

Klinik olmayan c¢alismalar

Materyaller ve yontemler

Lineerlik ¢alismalari, her biri, yiksek ekspresyonlu hiucre hattindan ve saglikli
donorlerin WT1 geni bakimindan duguk ekspresyon seviyesine sahip
orneklerinden ekstrakte edilen RNA'nin farkli bir karisimindan elde edilen

14 6rnek Uzerinde gercgeklestiriimistir. Her ornek Ug tekrarli olarak test
edilmistir. NCN icin degerler, 2,20 - 3838,11 NCN arasinda degismis ve bu
calisma, ipsogen WT1 ProfileQuant Kit'in bu deger araliginda lineer sonuglar
verdigini gostermistir.

Kesinlik

Kesinlik ¢alismasi, her biri yuksek ve dusuk WT1 ekspresyonuna sahip hucre
hatlarindan ekstrakte edilen RNA'nin farkh bir karisimindan elde edilen 4
ornek Uzerinde gergeklestirilmigtir. Bu tahliller her bir 6érnek i¢in 16 defaya
kadar tekrar edilmistir. Analitik veriler asagidaki tablolarda 6zetlenmektedir.
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Tablo 13. Kesinlik galismasindan analitik veriler — plazmidler

CV
Diltisyon Ortalama Cr o n (%)
P1: 10! kopya/5 pl 36,13 0,87 15 2,42
P2: 10? kopya/5 pl 32,70 0,40 16 1,21
WT1 . 4n3
plazmidleri P3: 10° kopya/5 ul 29,39 0,43 16 1,45
P4: 10° kopya/5 pl 22,62 0,41 16 1,80
P5: 10° kopya/5 pl 19,25 0,38 16 1,98
C1: 10° kopya/5 pl 29,59 0,35 16 1,20
ABL . 104
plazmidleri C2: 10* kopya/5 pl 26,11 0,40 15 1,52
C3: 10° kopya/5 pl 22,77 0,28 16 1,22
Tablo 14. Kesinlik galismasindan analitik veriler — hiicre hatlari
Ortalama Ccv
DiltGisyon NCN o n (%)
%10 10.472 5598,76 16 53
Hicre
hatti %1,5 1880 747,01 16 40
RNA %0,05 86 37,79 16 44
dilisyonu
%0,0025 3 1,90 16 57

Bos ornek siniri ve tespit siniri

Calisma tasariminda, EP17-A Protocols for Determination of Limits of
Detection and Limits of Quantitation; Approved Guideline adli NCCLS
belgesinde agiklanan Oneriler temel alinmigtir. Arka plan seviyesi veya bos
ornek sinirt (Limit Of Blank, LOB), saglikli donorlerden alinan normal kan
orneklerinden belirlenmigtir (4 érnek, 73 dl¢im). Bunun 3,66 WT1 NCN'ye esit
oldugu belirlenmistir.

Analitik hassasiyeti gosteren tespit siniri (Limit Of Detection, LOD), saglkh
donorlerden alinan, WT1 ekspresyonunun dusuk oldugu bilinen ve yuksek
WT1 ekspresyon seviyesine sahip hlcreler eklenen érneklerden belirlenmigtir.
Boylece, beklenen NCN degerinin LOB'nin 4 kati olmasi saglanmigtir. Toplam
4 o6rnek Uzerinde 72 olgum yapiimis ve LOD'nin 13,08 WT1 NCN'ye esit
oldugu belirlenmisgtir.

ipsogen WT1 ProfileQuant Kit El Kitabi  03/2015 35



Klinik caligmalar

WT1, normal hematopoetik hiicrelerde eksprese oldugundan, reziduel [6semi
ile arka plan amplifikasyonu arasinda ayrim yapabilecek bir esik deger
tanimlanabilmesi i¢in normal kontrol 6érneklerinde gorulen ekspresyon
seviyesinin tesis edilmesi kritik Gnem tasir. ipsogen WT1 ProfileQuant Kit'te
kullanilan ELN tahlili kullanilarak saglikli gonullilerden alinan 204 kontrol
orneginin analizi, cok disuk WT1 ekspresyonunun periferik kan, kemik iligi ve
periferik kan kok hlcresi érneklerinde gorulduguni dogrulamistir. Medyan
degerler, kemik iliginde 19,8 WT1 kopya /10* ABL kopyasi (0—213 aralig1),
periferik kanda 0,01 (0,01-47,6 araligi) ve periferik kan kok hucrelerinde 6,1
(0-39 araligi) olmustur (bkz. Sekil 10). WT1'in periferik kandaki ekspresyonu,
kemik iligindekine (p<0,0001) gére énemli dlclide dustk olmustur. Bu
sonuglara dayali olarak, ust normal siniri kemik iligi 250 NCN, periferik kan
icin 50 NCN olarak tanimlanmistir.
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Sekil 10. Saghkh dondrlerden alinan 6rneklerdeki WT1 ekspresyonu. Akut miyeloid I6semi
(Acute Myeloid Leukemia, AML); Kemik iligi (Bone Marrow, BM); Periferik kan (Peripheral
Blood, PB); Periferik kan kok hticreleri (Peripheral Blood Stem Cells, PBSC). (15)

Cilloni D vd.nin izniyle yeniden basiimistir: Real-time quantitative polymerase chain reaction detection of minimal
residual disease by standardized WT1 assay to enhance risk stratification in acute myeloid leukemia: A
European LeukemiaNet Study: J Clin Oncol 27(31):5195-201. Epub 2009 Sep 1. © 2009, American Society of
Clinical Oncology, tum haklari sakhdir.
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On tedavi AML 6rneklerinde standardize ELN gPCR tahlili ile WT1
ekspresyonunu tanimlama

ipsogen WT1 ProfileQuant Kit'e kullanilan ELN tahlilinin MRD saptamasinda
uygulanabilirligini degerlendirmek icin 504 hastadan 620 6n tedavi 6rnegi
(238 periferik kan ve 382 kemik iligi) analiz edilmigtir.

WT1, tani amacli kemik iligi ve periferik kan AML 6rneklerinin %86'sinda ve
%91'inde, arka plan seviyelerinin (sirasiyla kemik iliginde ve periferik kanda
>250 ve >50 WT1 kopyasi/10* ABL kopyasi olarak tanimlanmistir) tizerinde
asiri eksprese olmustur (Sekil 10'da da gdsterilmektedir).

WT1 kopyasi /10* ABL kopyasi oraninin medyan dederi, kemik iliginde 2505
(0-7,5 x 10° araligr) (normal kemik iligine karsi p<0,0001) ve periferik kanda
3107 (0-1,13 x 10° aralig1) (normal periferik kana karsi p<0,0001) olmustur.
Kohortun tamami genelinde, tani amagli periferik kan ve kemik iligi érnekleri
eslestirilen hastalardan elde edilen sonugclarla da dogrulandigi gibi, periferik
kan ile kemik ili§i arasinda ekspresyon bakimindan énemili bir fark

gorulmemistir; bkz. Ek, Sekil A3, Cilloni D et al., J Clin Oncol (15).
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Normalize WT1 ekspresyon seviyesindeki varyasyon,
inv(16)(p13922)/t(16;16)(p13;922) (medyan 2,31 x 104, 12-3,14 x 10°
araligi) olan vakalarda Ozellikle yuksek seviyelerde olmak Uzere, hiucre
genetigine gore goézlemlenmigtir (Sekil 11, p<0,001). NPM1 mutasyonlari
(NPM1 mutant: medyan 1,44 x 10%, 0-1,13 x 108 arahgi; NPM1 dogal
fenotipi: medyan 6566, 0—7,5 x 10° araligi, p = 0,005) goriilen AML'de de
onemli 6lctide yuksek WT1 seviyeleri tespit edilmistir.
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Sekil 11. Huicre genetigine gore WT1 ekspresyonunun varyasyonu (15).

Cilloni D vd.nin izniyle yeniden basiimistir: Real-time quantitative polymerase chain reaction detection of minimal
residual disease by standardized WT1 assay to enhance risk stratification in acute myeloid leukemia: A
European LeukemiaNet Study: J Clin Oncol 27(31):5195-201, 2009. © 2009, American Society of Clinical
Oncology, tiim haklari saklidir.

WT1 geninin 7 ve 9 eksonlarinda mutasyonlar igin 15 vakada yapilan ELN
tahliliyle tanimlandigi gibi, WT1 ekspresyonu seviyesi, WT1 dogal fenotipinde
gorulenle karsilastirilabilir (p=0,2). Bununla birlikte, ELN tahlilinin dusuk
seviyede WT1 transkripti ekspresyonuna (<250 kopya/10* ABL kopya) isaret
ettigi 32 vakadan olugan bir serinin sekans analizinde, 3 vakada (%9,4) bu
dusuk ekspresyon seviyesinin ileri primer baglanma bolgesinde pargalanmaya
yol agan mutasyonlar ile iligkili oldugu ortaya konmustur; bkz. Ek, Sekil A4,
Cilloni D et al., J Clin Oncol (15).
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Referanslar

QIAGEN, kendi drtnlerinin kullanildigi bilimsel yayinlari iceren genis, guncel
bir gevrimici veri tabani saglar. Kapsamli arama segenekleri gereksinim
duydugunuz makaleleri basit bir anahtar kelimesi aramasi veya uygulama,
arastirma alani, baslik vb. belirterek bulmanizi mumkun kilar.

Referanslarin tam listesi icin www.giagen.com/RefDB/search.asp adresindeki
cevrimici QIAGEN Referans Veritabani'ni ziyaret edin ya da QIAGEN Teknik
Servisleri veya yerel distribatérinizle iletisime gecin.
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Semboller
Asagidaki semboller ambalaj ve etiket Uzerinde gorulebilir:

<N> reaksi ol li reaktif iceri
N> reaksiyon icin yeterli reaktif icerir

Son kullanma tarihi

N

IVD in vitro tani amacl tibbi cihaz

Katalog numarasi

Lot numarasi

MAT Materyal numarasi
GTIN Kuresel Ticaret Parca Numarasi
Sicaklik sinirlamasi

Uretici

E—g

N
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Dj] Kullanma talimatlarina bakin

I\ LeukemiaNet= EUropean LeukemiaNet

European

lletigsim Bilgileri

Teknik destek ve daha fazla bilgi icin lutfen www.giagen.com/Support
adresindeki Teknik Destek Merkezi'ne bakin, 00800-22-44-6000 numarasini
arayin ya da QIAGEN Teknik Servis Bolumlerinden birine veya yerel
dagitimcilara basvurun (arka kapaga bakin veya www.giagen.com adresini
ziyaret edin).

. __________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Siparis Bilgileri

Uriin icerik Kat. no.
ipsogen WT1 24 reaksiyon icin: ABL Kontrol Geni 676923
ProfileQuant (24) Standartlari, WT1 (ekson 1-2) Geni

Standartlari, Primerler ve Prob
Karisimi ABL, Primerler ve Prob
Karisimi PPP-WT1

Rotor-Gene Q MDx — klinik uygulamalarda in vitro tani
amagh olarak onaylanmis real-time PCR analizi igin

Rotor-Gene Q MDx 5 kanalli (yesil, sari, turuncu, kirmizi, 9002032
5plex HRM Platform koyu kirmizi) ve HRM kanalli Real-time

PCR donguleyici ve YUksek

COzunurlukla Melt analizort, dizusti

bilgisayar, yazilim, aksesuarlar,

malzeme ve iscilik i¢in 1 yil garanti;

kurulum ve egitim dahil degildir

Rotor-Gene Q MDx 5 kanalli (yesil, sari, turuncu, kirmizi, 9002033
5plex HRM System koyu kirmizi) ve HRM kanalli Real-time

PCR donguleyici ve Yiksek

COzunurlakla Melt analizord, dizastu

bilgisayar, yazilim, aksesuarlar,

malzeme ve iscilik i¢in 1 yil garanti;

kurulum ve egitim

Guncel lisanslama bilgisi ve Urlne 6zgl yasal uyarilar igin ilgili QIAGEN Kiti el
kitabi veya kullanim kilavuzuna bakin. QIAGEN kit el kitaplari ve kullanim
kilavuzlar www.giagen.com adresinde bulunabilir veya QIAGEN Teknik
Servisi veya yerel distribltoriintzden istenebilir.

. __________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Bu sayfa bilerek bos birakilmistir
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Bu Uriin in vitro tani amach kullanim igindir. ipsogen uriinleri 6nceden QIAGEN'in yazili onayi olmadan tekrar satilamaz, tekrar satis igin modifiye
edilemez veya ticari Urlnler Uretmek igin kullanilamaz.

Bu belgedeki bilgiler haber verilmeden degistirilebilir. QLAGEN bu belgede goriilebilecek herhangi bir hata igin hicbir sorumluluk kabul etmez. Bu
belgenin yayin tarihinde eksiksiz ve dogru olduguna inaniimaktadir. Higbir durumunda QIAGEN size karsi bu belgenin kullanimiyla ilgili veya
bundan dogan rastlantisal, 6zel, goklu veya dolayl zarar igin ylkimli olmaz.

ipsogen Urlinlerinin belirtilen spesifikasyonlari karsilayacag garanti edilir. QIAGEN'in yegane ylkimlilugi ve misterinin yegane telafi hakki
urlinlerin garanti edildigi sekilde uygulanamamasi durumda Urlnlerin Ucretsiz olarak degistirilmesi ile sinirlidir.

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

Sinirli Lisans Anlagsmasi
Bu Grtindn kullanimi ipsogen WT1 ProfileQuant Kit'i satin alan veya kullanan kisinin asagidaki sartlari kabul ettigini belirtir:

1. ipsogen WT1 ProfileQuant Kit, sadece ipsogen WT1 ProfileQuant Kit El Kitabi uyarinca ve sadece bu Kit iginde bulunan bilesenlerle
kullanilabilir. QIAGEN, fikri milkiyeti altinda bu Kit ile saglanan bilesenlerin, bu Kit ile saglanmayan herhangi bir bilesenle, ipsogen WT1
ProfileQuant Kit El Kitabl ve www.giagen.com adresinde bulunan ek protokoller iginde tanimlanan durumlar haricinde birlikte kullanimi veya
birlestiriimesine yonelik lisans vermez.

Acikga belirtilen lisanslar disinda, QIAGEN Bu Kit ve/veya kullanimlarinin {iglinci taraflarin haklarini ihlal etmeyecegini garanti etmez.
Bu kit ve bilesenleri bir kez kullanim igin lisanslidir ve tekrar kullanilamaz, yenilenemez ve tekrar satilamaz.

QIAGEN aglkga ifade edilenlerin disinda agik veya zimni diger tiim lisanslari agikga reddeder.

o M 0D

Bu Kitin alicisi veya kullanicisi yukarida yasaklanan eylemlere neden olabilecek veya kolaylastirabilecek herhangi bir girisimde
bulunmayacagini ve baska birisine izin vermeyecegini kabul eder. QIAGEN herhangi bir Mahkemede bu Sinirli Lisans Anlagmasi
yasaklamalarini uygulayabilir ve bu sinirli lisans anlagsmasinin veya kit ve/veya bilesenleriyle ilgili fikri milkiyet haklarinin herhangi birinin
uygulanmasina yol agan tim durumlarda avukat ucreti dahil tim sorusturma ve mahkeme masraflarini geri alabilir.
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