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Kullanim Amaci

ipsogen CALR RGQ PCR kiti, miyeloproliferatif timdérlerden (MPN) stiphelenilen hastalarin
tam kanindaki genomik DNA'da bulunan CALR mutasyonlarinin tespiti i¢cin endikedir.
ipsogen CALR RGQ PCR Kiti iki 6énemli CALR mutasyonlarinin (Tip1l ve Tip 2)
tanimlanmasina da olanak tanir ve QIAGEN Rotor-Gene Q MDx 5Plex HRM Platformu ile
kullanim icindir. Uriin, teknisyenler ve hekimler gibi molekiiler biyoloji tekniklerinde egitimli
profesyoneller tarafindan kullaniimak izere endikedir.

Uriinler kullanilirken gerekli tiim dzen ve dikkat gosterilmelidir.

QIAGEN drunlerinin tim kullanicilarinin  rekombinant DNA deneyleri igin gelistirilmis
National Institutes of Health (Ulusal Saghk Enstitlleri, NIH) kilavuzlarina veya uygun diger
kilavuzlara bagl kalmalarini éneririz.

Ozet ve Agiklama

Miyeloproliferatif timorler, Philadelphia kromozomu pozitif (Ph+) veya negatif (Ph-) olan
farkli olgunlagmis tam kan hiicresi tiplerinin kanda kronik birikimiyle karakterize olan ve
hematolojik malignitelerin %39'unu temsil eden bir grup hastaliktir.

Janus tirozin kinaz 2 (JAK2) genini etkileyen tekrarlayan somatik mutasyon V617F, 2005
(1-4) yihnda tanimlanarak MPN'nin anlasilmasi, siniflandiriimasi ve tanisinda biylk
ilerlemeye oncllik etmisti. MPN Ph- olan hastalarin tamami arasindan JAK2 V617F
mutasyonu polisitemi vera (PV) hastalarinin > %95'inde, esansiyel trombositemi (ET)
hastalarinin %50 ila %60'Inda, primer miyelofibroz (PMF) hastalarinin %50'sinde
saptanmistir. Ek olarak, ET ve PMF'lerin %5 ila %10'unda trombopoietin reseptdr geninde
(MPL) aktivasyon mutasyonlari bulunur. Hastalarin kalan %30 ila %45'inde 6zel higbir

molekiiler markdr tanimlanmamistir.
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MPN Ph- olan hastalarin kayda deger bir miktarinda (kalretikilin proteinini kodlayan) CALR
geninde somatik olarak edinilmis mutasyonlarin kesfi klonal hastaligin (5, 6) yeni bir
markérinu saglayip molekuler olarak daha énce karakterize edilmemis bu vakalarin hem
tanisi hem de prognozunu ilerletmistir. JAK2 mutasyonu olmaksizin MPN Ph- olan
hastalarin ¢ogunda CALR ekson 9'da somatik eklemeler ve kopukluklar bulunmustur.
CALR igin baslangicta eklemeler, kopukluklar, substitisyonlar veya bunlarin bir
kombinasyonundan olugan toplam 36 “tip” (Tablo 1) tanimlanmistir. Bunlarin ¢godunlugu C
terminalinde ayni 6zgin amino asit dizisini paylasan mutant CALR proteinlerinin
olusumuna neden olan ayni alternatif okuma g¢ercevesinde bir gcerceve kaymasina yol acar.
Bu cerceve kaymasinin farkli mutant proteinlerin hiicre i¢i konumunu degistirdigi ve
C terminali bélgelerinin Ca2* baglama islevini etkiledigi dnerilmistir.

Kesin patolojik mekanizmasina henliz tam olarak agiklik getiriimemistir ancak in vitro
calismalarda en sik CALR delesyonunun (Tip 1 mutasyon, bkz. Tablo 1) asir ekspresyo-
nunun sitokin bagimsiz hiicre gogalmasina neden oldugu goésterilmistir (5).

Tablo 1. Tip 1 ila Tip 36 CALR mutasyonlan listesi

Tip COSMIC ID* Sikhik (%fr Mutant CALR cDNA notasyonu
1 COSM1738055 53 €.1092_1143del

2 COSM1738056 31,7 €.1154 1155insTTGTC

3 COSM1738150 1,7 €.1095_1140del

4 COSM1738151 1 €.1102_1135del

5 COSM1738057 0,7 €.1091_1142del

6 COSM1738152 0,7 ¢.1094_1139del

7 COSM1738343 0,7 €.1102_1153del

8 COSM1738153 0,7 ¢.1104_1137del

9 COSM1738154 0,7 c.1140del

10 COSM1738155 0,7 €.1154delinsTGTGTC

11 Nli; COSM1738150 0,3 [c.1092G>C;1095 1140del]
12 COSM1738359 0,3 ¢.1098_1131del
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Tip COSMIC ID* Sikhik (%f Mutant CALR cDNA notasyonu
13 COSM1738339 0,3 €.1100_1134delinsA

14 COSM1738368 0,3 €.1101_1134del

15 COSM1738151, NIF 0,3 [c.1102_1135del;1145C>G]

16 COSM1738157 0,3 €.1102_1137delinsCA

17 COSM1738153; NI* 0,3 [c.1104_1137del;1148A>T]

18 COSM1738158 0,3 €.1104_1155del

19 COSM1738349 0,3 €.1110_1140del

20 COSM1738159 0,3 €.1118 1136del

21 COSM1738160 0,3 €.1118 1145delinsCGTTTA

22 COSM1738328 0,3 €.1120_1123del

23 COSM1738344 0,3 €.1120_1131delinsTGCGT

24 COSM1738345 0,3 €.1120_1138del

25 COSM1738346 0,3 €.1122_1141delinsA

26 COSM1738350 0,3 €.1122del

27 COSM1738351 0,3 €.1123_1125delinsTGTTT

28 COSM1738329 0,3 c.1131_1152del

29 COSM1738352 0,3 €.1135_1152delinsCCTCCTCTTTGTCT
30 COSM1738353 0,3 €.1137_1154delinsCCATCCTTGTC
31 NI¥; COSM1738056 0,3 [c.1151A>G;1154 1155insTTGTC]
32 COSM1738330 0,3 €.1153 1154delinsTGTC

33 COSM1738355 0,3 €.1154_1155insATGTC

34 COSM1738331 0,3 c.1154 delinsCTTGTC

35 COSM1738356 0,3 €.1154delinsTTTGTC

36 COSM1738332 0,3 €.1155_1156insTGTCG

o=+ o

ID'ler COSMIC v72'den (cancer.sanger.ac.uk/cosmic/).
Sikliklar Klampfl et al'dan (2013) (5).

NI: Mutasyon olayr COSMIC'de tanimlanmamistir.
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Geleneksel olarak, MPN'lerin tanisi kliniksel, kemik iligi histolojisi ve sitogenetik kriterlerine
gore konulurdu. Hastaliga 6zgi molekiler markirlarin kesfi hem sirecin basitlesmesine
hem de artan tani dogruluguna neden oldu. JAK2 ve MPL mutasyonlari bulunmayan
hastalarda ET ve PMF igin molekiler temelin anlasiimasi MPN alaninda 6nemli bir amag
olmustur. Bdylece, CALR mutasyonlarinin kesfi MPN Ph- olan hastalarin hem tanisi hem
de prognozu amaglarina yénelik ek bir molekiler markdr saglar. CALR mutasyonunun
tespiti artik MPN tanisi (Tablo 2) icin referans World Health Organization (Dinya Saglik
Orgiitii, DSO) 2016 kriterlerinin bir pargasidir ve bu mutasyonun varligi taninin

dogrulanmasi igin énemli bir kriterdir.

Tablo 2. MPN tanisi igin DSO kriterleri (referans 7'den uyarlanmigtir)

Esansiyel trombositemi DSO tani kriterleri
Mayjor kriterler:

1. Platelet sayisi = 450 x 10°/.

2. Cogdunlukla ¢ok loplu, biuytiimis, olgunlagsmis kemik megakaryosit sayisinda artis
gOsteren megakaryosit soylu proliferasyon gdsteren kemik iligi biyopsisi. Notrofil
granilopoezinde veya eritropoezinde hi¢bir kayda deger artis veya sola kayma
bulunmamig ve gok nadiren retikilin fiberlerinde kiiglik artis bulunmustur.

3. BCR-ABL1+ CML*, PV, primer miyelofibroz (PMF), miyelodisplastik sendrom
(MDS) veya diger miyeloid timérler igin DSO kriterlerinin karsilanmamasi.

4. JAK2, CALR veya MPL mutasyonunun varligi.

Minor kriter:

Bir klonal markoriin varhigi veya reaktif trombositoz bulgusunun olmamasi

Primer miyelofibroz DSO tani kriterleri
Mayjor kriterler:

1. Retikilin ve/veya kollajen fibrozisle beraber megakaryosit artis ve atipi varligi.

2. ET, PV, BCR-ABL1+ CML, MDS ve diger miyeloid neoplazmlar igin DSO
kriterlerinin karsilanmamasi.

3. JAK2, CALR veya MPL mutasyonlarinin varligi veya bu mutasyonlarin olmamasi
durumunda bagka klonal markértin varligi veya reaktif miyelofibroz olmamasi.
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Minor kriterler:
iki ardisik tayinde asagidakilerden en az birinin varliginin dogrulanmasi:

a) Eslik eden bir hastaliktan kaynaklanmayan anemi

b) Lokositoz =11 x 10%/

c) El muayenesi ile hissedilen Splenomegali

d) Kurum referans araliginin tist normal sinirinin izerine ¢ikmig LDH*

e) Lokoeritroblastozis

Polisitemi vera DSO kriterleri
Major kriterler:
1. Erkeklerde Hemoglobin (Hgb) > 16,5 g/dl, kadinlarda Hgb > 16,0 g/dl veya

erkeklerde Hematokrit (Hct) > %49, kadinlarda Hct > %48 veya alyuvar hiicre
kitlesinde artis.

2. Eritroid, granilosit ve pleomorfik, olgunlasmis megakaryositeler iceren
megakaryosit proliferasyon (buyUklik farklar) dahil Gg soylu biyumeli
(panmiyelozis) yas icin hipersellllarite gésteren kemik iligi biyopsisi.

3. JAK2 V617F veya JAK2 ekson 12 mutasyonu

Minor kriter:

Serum eritropoyetin diizeyinin normalin altinda olmasi

* CML: kronik miyeloid I6semi; LDH: laktat dehidrojenaz.

CALR mutasyonlarinin periferik kan hiicrelerin ekstrakte edilen gDNA'da saptanmasi artik
JAK2 mutasyonlarinin saptanmasinda kullanilan ve MPN olan hastalarin teshis dogrulugunu
basitlestirmis ve gelistirmis olan yolla bir teshis araci olarak kullaniimaktadir. CALR ve
JAK?2 testleri (ipsogen CALR RGQ PCR Kit ve ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit) ayni gDNA
ekstraksiyon ydntemleriyle dogrulanmistir, béylece ayni 6rnek iki farkli gPCR Kkitiyle test
edilebilir.
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Prosedur Prensibi

ipsogen CALR RGQ PCR Kiti gercek zamanl bir PCR testidir. Kit, CALR geninin
(GenBank® Erisim Numarasi CR457070) (5, 6) ekson 9'unun ¢.1091_1162 (cDNA notu)
bolgesindeki somatik mutasyonlarin kalitatif tespiti icin sayisal gergek zamanli PCR
(qPCR) testi kullanir ve ayrica iki dnemli CALR mutasyonunun tanimlamasina olanak tanir
(Tip 1 ve Tip 2).

Kit, insan periferik tam kanindan ekstrakte edilmis genomik DNA'daki CALR Tip 1 ve Tip 2
mutasyonlarinin tanimlanmasi ve ek minér varyantlarin saptanmasi (“Performans
Ozellikleri/Ozgullik”, sayfa 68'de listelenmistir) icin ayni ¢alismada yedi ayrt PCR
amplifikasyon reaksiyonu gerceklestirecek reaktifleri saglar. gDNA ekstraksiyonundan
(manuel veya otomatik ekstraksiyon kullanarak) veri analizine kadar tim gorevleri
gerceklestirme suresi bir is gliniinden kisadir.

Gergek zamanli PCR'In kullanimi hedef bir DNA siralamasinin amplifikasyon isleminin
Ustel fazi sirasinda dogru tespitine izin verir. Gergek zamanli PCR verisi, PCR dongileme
sirasinda floresan sinyallerin gergcek zamanli tespiti ile PCR sonrasi isleme olmaksizin
hizla elde edilebilir. An itibariyla Gi¢ temel gPCR teknigi mevcuttur: SYBR® Yesil | Boya
kullanan gPCR analizi, hidroliz problar kullanan qPCR analizi ve hibridizasyon problari
kullanan gPCR analizi.

Bu test qPCR oligoniikleotid hidroliz prensibini kullanmaktadir. PCR esnasinda, ileri ve ters
primerler belirli bir sirada hibridize olur. Bu karigima baska bir boya baglantih
oligoniikleotid dahil edilir. 5' raporcu boya (F) ve asagdi yonli 3' boyasiz baskilayici (Q) ile
etiketlenmis bir oligonulkleotid iceren bu prob PCR rinil iginde bir hedef siralamasini
hibridlestirir. gPCR'in hidroliz problariyla analizi Thermus aquaticus (Taq) DNA polimerazin
5'>3’ eksonlkleaz aktivitesini kullanir. Bu prob intakt durumda iken, haberci boyanin
baskilayiciya olan yakinhgi, haberci boyanin birincil olarak Foérster tipi enerji transferi
tarafindan baskilanmasina yol agar.
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PCR sirasinda ilgilenilen hedef mevcutsa hem ileri hem de geri primerler spesifik olarak

baglanir ve baglanmis proba yanasir. PCR esnasinda probun uzamasini 6nlemek igin
probun 3' ucu bloke edilir (Sekil 1). Polimerizasyon fazi sirasinda, DNA polimerazin 5—»3’
ekzonikleaz aktivitesi haberci boya ile baskilayici boya arasindaki probu ayirir. Ardindan
prob pargalari hedeften ayrilir ve zincirin polimerizasyonu devam eder. Sure¢ her yeni

dongide tekrarlanir ve irinlin katsal akiimilasyonuna engel olmaz (bkz. Sekil 1).

Floresan sinyaldeki artig, yalnizca hedef siralamanin primerleri ve probu tamamlayici

nitelikte olmasi ve bu sayede PCR esnasinda amplifiye edilmesi durumunda algilanir.

2

Prlmerler ve prob
baglanmasi

Polimerizasyon
Zincir yer degisimi

<@
A
<( > @
Ve Q"% :
i LN st o> a
' @ --- Baskilayici boyanin
salinmasina ve haberci
floresan sinyalin
qp B> - s - s verilmesine yol acar
e - ’ |Polimerizasyon tamamlandi
---------------- @> Her dongiideki PCR
Uriina ve floresan sinyal
<@--------------- D akimilasyonu
tamamlanir
& % ® leri
ﬁ' I> Haberci Spesifik prob pz;\é?kte?rs
& Baskilayici S PCR Uriin @ Taq polimeraz

Sekil 1. Gergcek zamanli PCR reaksiyonlarinin prensibi.
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iki 6nemli CALR mutasyonunun tanimlanmasi

Tip 1 ve Tip 2 CALR mutasyonlarini ayirt etmek i¢in primerlerin tamamlayici bir siralamaya
6zgu hibridizasyonunu ve DNA polimerazin bir PCR primerinin 3' ucundaki eslesmeyi veya
eslesmemeyi ayirt etme yetenegini kullanan ARMS (Allele Refractory Mutation System)
teknolojisi ile allele 6zel bir amplifikasyon elde edilir.

PCR primeri tam olarak eslestiginde, amplifikasyon tam verimlilikle ilerler. 3' baz eslesmesi

olmadidinda, yalnizca dislk seviyeli yapi amplifikasyonu olugur (Sekil 2).

p D

WT [} = — [DUsUk amplifikasyon J
Q F
TYPE 1/TYPE - > | Amplifikasyon |
D
Ornek TYPE 36 & = — 3 [DU§UK amplifikasyon ]

(& = 4
Sekil 2. Tip 1 ve Tip 2 CALR mutasyonlarinin ARMS PCR ile tanimlanmasi.
WT: yabani tip; Q — F: BHQ®— FAM™ cift boyali prob; S ileri primer (turuncu)

ve geri primer (siyah).

CALR mutasyonlarinin kiiglik varyantlarinin saptanmasi

CALR mutasyonlarinin kiiglik varyantlarinin saptanmasi igin primerler ve problar reaksiyon
karigimlarinda 3' bloklanmis ek bir fosfat gurubu olan ek bir oligonikleotid (diger adiyla
CLAMP oligonukleotidi) ile birlestirilir. CLAMP oligonikleotidi yabani tip hedeflenmis bir
siralamaya 6zgudur ve baglandiginda PCR Urtiniin uzamasini engeller (PCR klempleme).
PCR sablonu yabani tip siralama icerdiginde CLAMP PCR primerinden once hibridlesir ve
DNA polimeraz tarafindan hi¢c uzama olmaz ya da az olur. Mutasyona ugrasmis bir hedef
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siralamasinin varhginda CLAMP hibridlesmez veya zayif hibridlesir, PCR primeri baglanir

ve amplifikasyon devam eder (Sekil 3).

p

\

— { Dusik amplifikasyon ]

C—> | Amplifikasyon

C—y | Distik amplifikasyon

= -— Dislk amplifikasyon

\

WT e r—

Q F
MUTANT e

S
MUTANT

Q i
MUTANT" Je

Q F

4

Sekil 3. CALR minér mutasyonlarinin tespiti. WT:

yabani tip; Q — F: BHQ — FAM

cift-boyali prob; & ileri primer (yesil) ve geri primer (siyah); —a: 3'-fosfat oligontkleotid

(CLAMP oligoniikleotid; sart).

Tum reaksiyon karigimlarinda dahili amplifikasyon kontrolii (IAC)

insan genomik DNA (gDNA) sablonunu varliginda qPCR reaksiyonunu dogrulamak ve
kontrol etmek igin her CALR reaksiyon karigimi ABL1 insan geninin endojen sekansini

saptamak Uzere primerler ve prob igerir. Bu kontrol siralamasi tim CALR mutant ve yabani
tip DNA'nin ¢ok katmanli bir PCR reaksiyonunda yikseltilir ve mutasyon reaksiyonlarindaki
florescein amidite (FAM) etiketli amplikonlardan ayirt etmek igin heksaklorofloresein
(HEX™) ile etiketlenir. Her iki prob igin baskilayici Black Hole Quencher®dir (BHQ-1).

12
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Saglanan Malzemeler

Kit icerigi

ipsogen CALR RGQ PCR Kit (24)

Katalog numarasi 674023

Reaksiyon sayisi 24

Renk Tanim Hacim

Sari CALR Reaction Mix Type 1 850 pl
(CALR Reaksiyon Karigimi Tip 1)

Sari CALR Reaction Mix Type 2 850 pl
(CALR Reaksiyon Karigimi Tip 2)

Mor CALR Reaction Mix CLAMP 1 850 pl
(CALR Reaksiyon Karigimi CLAMP 1)

Mor CALR Reaction Mix CLAMP 2 850 pl
(CALR Reaksiyon Karigimi CLAMP 2)

Mor CALR Reaction Mix CLAMP 3 850 pl
(CALR Reaksiyon Karigimi CLAMP 3)

Mor CALR Reaction Mix CLAMP 4 850 pl
(CALR Reaksiyon Karigsimi CLAMP 4)

Mor CALR Reaction Mix CLAMP 5 850 pl
(CALR Reaksiyon Karisimi CLAMP 5)

Yesil CALR Wild-Type Control 145 pl
(CALR Yabani Tip Kontrol)

Kirmizi CALR Mutant Control (CALR Mutant Kontrol) 145 pl

Nane Yesili Taqg DNA Polymerase (Taq DNA Polimeraz) 85

Beyaz TE Buffer (TE Tamponu) 1,9 ml

ipsogen CALR RGQ PCR Kiti El Kitabr  04/2017
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Gerekli Olan Ancak Saglanmayan Malzemeler

Kimyasallar ile galigirken, her zaman uygun laboratuvar onliga, tek kullanimlik eldiven ve
koruyucu g6zlik kullanin. Daha fazla bilgi icin, Urin saglayicisindan edinebileceginiz,

uygun guvenlik veri sayfalarina (SDS'ler) basgvurun.

Cihazlarin (reticinin 6nerilerine gore kontrol ve kalibre edilmis oldugundan emin olun.

Ozel pipetler (ayarlanabilir) (1-10 pl; 10-100 pl; 100-1000 pl)
En az iki set pipet dnerilir: biri PCR reaksiyon karigimlarinin hazirlanmasi ve
dagitilmasi, diger ise PCR sablonu yiikleme dahil DNA kullanimi igin.

® Nikleaz igermeyen aerosole direngli steril hidrofobik filtreli PCR pipeti uglari
e 15 mlveya 2,0 mlnikleaz icermeyen PCR tupl

® Tek kullanimlik eldiven

® Vorteks karistirici

® Spektrofotometre

Manuel DNA ekstraksiyonu i¢cin ek ekipman ve malzemeler

° QIAamp® DSP DNA Blood Mini Kit (kat. no. 61104)

e FEtanol (%96 ila 100)
Not: Denatire alkol kullanmayin ¢iinki bu metanol veya metiletilketon gibi diger
kimyasal maddeleri igerir.

e Orneklerin 56°C'de pargalanmasi icin 1sitma bloku

® 0,5ml/1,5 ml/2,0 mI'lik reaksiyon tlpleri i¢in rotora sahip masaustl santrifij

(13.000 ila 14.000 rpm'ye ulagsma 6zelliginde)
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Otomatik DNA ekstraksiyonu icin ek ekipman ve malzemeler

° QIAsymphony® SP cihazi (kat. no. 9001297), yazilimi stiriimi 4.0 veya daha Ustl ve
Blood_200_V7_DSP protokoli dahil tedarik edilen aksesuarlar

® Tube Insert 3b (kat. no. 9242083)

® QIlAsymphony DSP DNA Mini Kit (kat. no. 937236)

® Sample Prep Cartridges, 8-well (kat. no. 997002)

® 8-Rod Covers (kat. no. 997004)

e Filter-Tips, 1500 pl (kat. no. 997024)

e Filter-Tips, 200 pl (kat. no. 990332)

® Elution Microtubes CL (kat. no. 19588)

® Tip disposal bags (kat. no. 9013395)

® Microtubes 2.0 ml Type H (Sarstedt®, kat. no. 72.694)

Rotor-Gene Q MDx'de PCR i¢in ek ekipman ve malzemeler

® Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM* (kat. no. 9002032) ve tedarik edilen aksesuarlar

e Rotor-Gene AssayManager® yazilim surimii 2.1.x (x = 0 veya daha yiiksek)

® Rotor-Gene AssayManager v2.1 Gamma Plug-in stirim 1.0.x (x = 0 veya daha yuksek)
® CALR Assay Profile ipsogen_CALR_blood_CE siirim 1.0.x (x = 2 veya daha yiiksek)
® | oading Block for 72 x 0.1 ml Tubes (kat. no. 9018901)

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

® Adaptor Locking Ring 72-Well Rotor (kat. no. 9018904)

® Rotor Holder (kat. no. 9018908)

® Strip Tubes and Caps, 0.1 ml, for the Rotor-Gene Q MDx (kat. no. 981103
veya 981106)

® Buz (veya sogutma bloku)
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Uyarilar ve Onlemler

in vitro tani amach kullanim igin

Kimyasallar ile galigirken, her zaman uygun laboratuvar onligu, tek kullanimlik eldiven ve
koruyucu gozliik kullanin. Daha fazla bilgi igin litfen Grlin saglayicisindan edinebileceginiz,
uygun givenlik veri sayfalarina (SDS'ler) bagvurun. Bu belgeler, her bir QIAGEN Kkiti ve kit
bilesenlerine ait SDS'yi bulabileceginiz, gorintlleyebilecediniz ve yazdirabileceginiz
www.giagen.com/safety adresinde ¢evrimici olarak PDF bigiminde mevcuttur.

QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit (kat. no. 61104) ve QIAsymphony DSP DNA Mini Kit
(kat. no. 937236) ekstraksiyon Kitleri ile ilgili gtivenlik bilgileri icin Ittfen ilgili el kitaplarina
bakin. Cihazlar ile ilgili glivenlik bilgisi igin ilgili cihaz kullanim kilavuzuna bakin.

UYARI Bedensel yaralanma riski

Ornek hazirlama atiklarina adartici veya asidik ¢ozeltiler eklemeyin.

QlAsymphony DSP DNA Mini Kitinin reaktif kartusundaki tamponlar agartici ile
birlestirildiginde ylksek derecede reaktif bilesikler olusturabilen guanidin tuzlari igerir. Bu
tamponlari iceren sivilar dokilirse uygun laboratuvar deterjani ve suyla temizleyin.
Dokilen sivi potansiyel olarak enfeksiyoz madde igeriyorsa, once etkilenen alani
laboratuvar deterjani ve suyla, ardindan %1 (v/v) sodyum hipoklorit ile temizleyin.
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Onlemler

gPCR testlerinin kullanimi izlenebilirlik, molekdiler biyolojiye 6zel ekipmanlarin bakimi ve
yururlikteki yonetmeliklere ve ilgili standartlara uyumluluk dahil olmak tzere iyi laboratuvar

uygulamalari gerektirir.

Bu kit in vitro tani amagh kullanim i¢indir. Bu kit icinde saglanan reaktifler ve talimatlar en

iyi performans igin test edilmistir.

® Tum kimyasallar ve biyolojik materyaller potansiyel olarak tehlikeli maddedir.
Numuneler ve érnekler potansiyel olarak bulasicidir ve bunlara biyotehlikeli madde
olarak davraniimahdir.

e Ornekleri ve test atiklarini, yerel giivenlik prosedirlerinize uygun olarak imha edin.

® ipsogen CALR RGQ PCR Kitinde kullanilan reaktifler, en uygun bigimde seyreltilmistir.

Performans kaybi yasanabilecedi igin, reaktifleri daha fazla seyreltmeyin.
e 25 pyl'den daha az reaksiyon hacmi (reaksiyon karigimi ve érnek) ile islem yapmayin.

® QIAGEN'deki kalite kontrol proseddrleri ayri her kit partisi igin islevsel kit piyasaya
surim testi barindirir. Bu nedenle, farkli partiler ait reaktifleri karigtirmayin, ¢iinki bu
performansi etkileyebilir.

® Test profili dosyalarinin ve gerekli Rotor-Gene AssayManager v2.1 eklentisinin kurulu
oldugundan emin olun.

® Ek uyarilar, onlemler ve prosedirler igin bkz. Rotor-Gene Q MDx User Manual (Rotor-
Gene Q MDx Kullanim Kilavuzu) ve Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application
User Manual (Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application Kullanim Kilavuzu).

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

® Tum reaksiyonlari (reaksiyon karigimi arti érnek) buz izerinde veya bir sogutma
blokunda hazirlayin.

® Siresi dolmus ve yanlis saklanmis bilesenleri kullanmayin.

® Reaksiyon karisimlari 1s1ga maruz kalirsa degisiklige ugrayabilir.
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Bu

Karigimlarin, CALR Mutant Kontrol ve CALR Yabani Tip Kontrol reaktiflerinde bulunan
malzemelerle kontaminasyonunu engellemek i¢in asiri dikkat edin.

Yanlhs pozitif sinyale neden olabilecek DNA veya PCR Uriinll aktarma kontaminasyonunu
engellemek i¢in son derece dikkatli olun.

DNA sablonunun bozulmasina yol agabilecek DNase kontaminasyonunu engellemek
icin son derece dikkatli olun.

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

islem bitmeden Rotor-Gene Q MDx cihazini agmayin.

islem bittikten sonra Rotor-Gene Q MDx tiiplerini agmayin. Tipleri, yerel giivenlik
prosedurlerinize uygun olarak imha edin.

Dogru 6rnek testi yapabilmek icin yanlis drnek girisi, ylikleme hatasi ve pipetleme

hatasi gibi durumlara karsi dikkatli olunmalidir.

Dogru tanimlama yapabilmek amaciyla érneklerin sistematik bir sekilde kullanildigindan
emin olun.

nedenle asagidakileri 6neririz:

Nukleaz icermeyen laboratuvar malzemeleri (6rn., pipetler, pipet uclari, reaksiyon
siseleri) kullanin ve testi gerceklestirirken eldiven takin.

Orneklerin ve reaktiflerin capraz kontaminasyonunu énlemek icin tiim pipetleme
adimlari igin yeni aerosole direngli pipet uglari kullanin.

On-PCR ana karigsiminin higbir DNA matrisinin (DNA, plazmid veya PCR Urlni) igeri
sokulmadigi ayrilmis bir alanda 6zel malzemeler (pipetler, uglar vb.) kullanarak
hazirlayin. Ayni alanda NTC tiplerinin i¢cine TE Tamponu ekleyin ve tupleri kapatin.
Test edilecek ornekleri, CALR Mutant Kontrol ve CALR Yabani Tip Kontrol reaktiflerini
bu ise 6zgl malzemelerle (pipetler, uglar vb.) ayri bir odada ekleyin.

18
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Reaktifi Saklama ve Kullanma

ipsogen CALR RGQ PCR Kiti kuru buz tzerinde taginir ve teslim edilir. Teslimat esnasinda
ipsogen CALR RGQ PCR Kitinin herhangi bir bileseninin donmus olmadigini, dis ambalajin
nakliye esnasinda agilmis oldugunu veya paket icinde ambalaj notu veya reaktiflerin
bulunmadidini fark ederseniz, litfen QIAGEN Teknik Servisleriyle veya yerel dagitimcilarla
irtibata gecin (www.giagen.com adresini ziyaret edin).

ipsogen CALR RGQ PCR Kiti teslim alinmasindan hemen sonra -30°C ila -15°C arasinda
sabit sicaklikli bir dondurucuda saklanmali ve igiktan korunmalidir. ipsogen CALR RGQ
PCR Kiti, belirtilen saklama kosullarinda saklandigi zaman belirtilen son kullanma tarihine

kadar stabil kalir.

Bir kez acildiginda, reaktifler -30°C ila -15°C sicaklikta orijinal ambalaji iginde saklanirsa
ambalaj Uzerindeki son kullanma tarihine kadar kullanilabilir. Tekrarlanan ¢bézdiirme ve

dondurma islemlerinden kaginilmalidir. En fazla 5 kez ¢ézdurip dondurmaniz tavsiye edilir.

QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit (kat. no. 61104) ve QIAsymphony DSP DNA Mini Kit
(kat. no. 937236) ekstraksiyon kitleri ile ilgili saklama ve kullanma bilgileri igin lGtfen ilgili el
kitaplarina bakin.

Tdm bilesenlerin kutusunda ve etiketlerinin Ustlinde yazili olan son kullanma tarihlerine ve
saklama kosullarina dikkat edilmelidir. Siresi dolmus ve yanlis saklanmis bilesenleri

kullanmayin.
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Numune Kullanimi ve Saklanmasi

Tam kan

ipsogen CALR RGQ PCR Kiti 2K-EDTA ile antikoagiile edilmis tam kan &rneklerinden
ekstrakte edilen genomik DNA &rnekleri ile kullanim amaghdir. Tam kan asagidaki sekilde
saklanabilir:

e 2°Cila8°C'de 96 saatten uzun olmamak kaydiyla

e 15°C ila 25°C'de 96 saatten uzun olmamak kaydiyla

e -30°Cila-15°C'de dondurulmus olarak 1 aydan uzun olmamak kaydiyla

Genomik DNA ornekleri

Genomik DNA, ekstraksiyondan sonra 2°C ila 8°C'de 1 hafta boyunca veya dogrudan
ekstraksiyondan sonra veya TE tamponunda seyreltildikten sonra -30°C ila -15°C'de

24 aydan uzun olmamak kaydiyla saklanabilir.
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Prosedur

Genomik DNA ekstraksiyonu ve hazirlanmasi

ipsogen CALR RGQ PCR Kiti, manuel ekstraksiyon icin QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit
(kat. no. 61104) veya otomatik ekstraksiyon icin QIAsymphony SP cihaziyla birlikte
QlIAsymphony DSP DNA Mini Kit (kat. no. 937236) ile birlikte dogrulanmistir.

gDNA ekstraksiyon reaktiflerinin son kullanma tarihinin gegmediginden ve dogru kosullarda
nakledilip saklandigindan emin olun.

QIlAamp DSP DNA Blood Mini Kit ile manuel gDNA ekstraksiyonu

QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit (kat. no. 61104) ile manuel gDNA ekstraksiyonu QlAamp
DSP DNA Blood Mini Kit El Kitabr'na gére gergeklestirilir.

Baslamadan 6nce yapilmasi gerekenler
® Kan drneklerini oda sicakhgiyla dengeye getirin (15 ila 25°C) ve iyi homojenlestiriimis
olduklarindan emin olun.
® Parcalama Tamponunu hazirlayin
Parcalama Tamponu icinde (AL) ¢okelti olustuysa, 56°C'de inklibe ederek ¢ozdiriin.
® QIAGEN Proteazi hazirlayin

Liyofilize QIAGEN Proteaz (QP) sisesine 1,2 ml Proteaz Solvent (PS) ekleyip dikkatlice
karistirin. Képurmeyi engellemek igin siseyi pek cok kez bas asagi cevirerek karistirin.
QP'nin tamamen ¢dzinduginden emin olun.

Not: PS icinde ¢dziindikten sonra, QP 2 ila 8°C'de saklandiginda 2 aya kadar stabildir.
Proteazin émriini uzatmak igin -20°C'de saklama 6nerilir ancak tekrar dondurup
¢ozdirmekten kaginiimalidir. Bu nedenle, QP alikuotlarinin saklanmasi énerilir.
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® Yikama Tamponu 1'i hazirlayin
Bir dereceli silindir kullanarak 19 ml konsantre Yikama Tamponu 1 (AW1) iceren siseye
25 ml etanol (%96 ila 100) ekleyin. Cézulmis AW 1'i oda sicakhginda (15 ila 25°C)
saklayin.
Not: Prosediire baglamadan 6nce daima ¢ozilmis AW 1'i siseyi pek ¢ok kez bas asagi
cevirerek karistirin.

® Yikama Tamponu 2'yi hazirlayin
Bir dereceli silindir kullanarak 13 ml konsantre Yikama Tamponu 2 (AW?2) iceren siseye
30 ml etanol (%96 ila 100) ekleyin. Cozilmis AW2'yi oda sicakliginda (15 ila 25°C)
saklayin.
Not: Prosediire baglamadan 6nce daima ¢ozilmis AW2'yi siseyi pek ¢ok kez bas
asagi cevirerek karistirin.

e Eliisyon Tamponunu hazirlayin
Kit ile bir sise Elisyon Tamponu (AE) tedarik edilmistir. AE'nin kontaminasyonunu
engellemek i¢in AE'yi siseden pipetlerken aerosol bariyerli pipet uglari kullaniimasini
ve ardindan sisenin kapaginin derhal kapatiilmasini siddetle tavsiye ederiz.
Tampon AE'yi oda sicakligina getirin (15 ila 25°C).

® Adim 4'te kullaniimak tzere bir 1sitma blokunu 56°C'ye getirin.

Prosedur

1. 20 pl proteaz QP'yi bir lizis tipi (LT) icine pipetleyin.
Not: Cozdiriimis proteazi kullanmadan énce son kullanma tarihini kontrol edin.

2. Lizis tuplne 200 pl kan érnegi ekleyin.

3. Lizis tuplne 200 pl Pargalama Tamponu (AL) ekleyip kapadi kapatin ve bir puls vorteks
kullanarak 15 saniye karistirip kisaca santrifijleyin.
Not: Verimli pargalamanin garanti edilmesi i¢in 6rnek ve AL'nin homojen bir ¢ézelti
verecek sekilde iyice karismalari elzemdir.
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10.

11.

12.

13.

Not: Tampon AL'nin yiksek viskozitesi oldudu igin dikkatlice pipetleyerek ve uygun bir

pipet kullanarak dogru hacimde AL eklediginizden emin olun.

Onemli: QP'yi dogrudan Tampon AL'ye eklemeyin.

56°C'de (+1°C) 10 dakika (+1 dakika) inkiibe edin.

Kapagin igindeki damlalar gidermek igin lizis tipUni tam hizda yaklasik 5 saniye igin
santrifijleyin.

Lizis tipune 200 pl ethanol (%96 ila 100) ekleyip kapagi kapatin ve bir puls vorteks
kullanarak = 15 saniye karistirin.

Kapagin igindeki tim sivi damlalarini gidermek igin lizis tiptind tam hizda yaklagik

2 5 saniye santrifujleyin.

Adim 7'deki lizatin tamamini QIAamp Mini dénel kolonuna kenarini islatmadan

dikkatlice uygulayin. QlIAamp Mini dénel kolon membranina pipet ucuyla dokunmaktan

kaginin.
Not: Pek ¢cok 6rnek isliyorsaniz bir seferde sadece bir lizis tlpu agin.

QlAamp Mini dénel kolonunun kapagini kapatin ve yaklasik 6000 x g'de (8000 rpm)

1 dakika boyunca santriftijleyin.

QlAamp Mini dénel kolonunu temiz bir yikama tuptne (WT) yerlestirin ve stzunttyt
iceren tlpul atin.

Not: 6000 x g'de (8000 rpm) santrifiij isleminden sonra lizat membrandan tamamen
gecmediyse, tam hizda (20.800 x g'ye kadar) 1 dakika boyunca yeniden santrifujleyin.
Not: Lizat santrifiijleme sirasinda hala membrandan gegmiyorsa 6rnegi atip izolasyon
ve saflastirmayi yeni érnek malzemesiyle tekrarlayin.

QlAamp Mini dénel kolonu dikkatlice agip kenari 1slatmadan 500 pl Tampon AW1
ekleyin. QlAamp Mini dénel kolon membranina pipet ucuyla dokunmaktan kaginin.
QlAamp Mini dénel kolonunun kapagini kapatin ve yaklagik 6000 x g'de (8000 rpm)

1 dakika boyunca santrifiijleyin.

QlAamp Mini dénel kolonunu temiz bir yikama tiplne yerlestirin ve stizintlyl iceren

tipl atin.
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14. QlAamp Mini doénel kolonu dikkatlice agip kenari 1slatmadan 500 pl Tampon AW2
ekleyin. QlAamp Mini dénel kolon membranina pipet ucuyla dokunmaktan kacinin.

15. QlAamp Mini donel kolonunun kapagini kapatin ve tam hizda (yaklasik 20.000 x g
veya 14.000 rpm) 1 dakika boyunca santrifijleyin.

16. QIAamp Mini doénel kolonunu temiz bir yikama tliptne yerlestirin ve stzintlyd iceren
tipl atin.

17. Membrani tamamen kurutmak igin tam hizda (yaklasik 20.000 x g veya 14.000 rpm)
3 dakika boyunca santriftijleyin.

18. QIAamp Mini donel kolonunu temiz bir eliisyon tuplne (ET) yerlestirin ve slizlintlyi
iceren yikama tlpuni atin.

19. QlAamp Mini donel kolon kapagini dikkatlice agin ve membranin ortasinda 50 ila 200 pl
Tampon AE uygulayin.
Not: Ellat igindeki nihai DNA konsantrasyonunu artirmak ancak toplam DNA verimini
biraz diigtirmek icin ellisyon hacimlerini disarin.

20. Kapagi kapatin ve oda sicakhiginda (15 ila 25°C) 1 dakika boyunca inkiibe edin.

21. DNA eliusyonunu saglamak icin yaklagik 6000 x g'de (8000 rpm) 1 dakika boyunca
santrifijleyin.

22.gDNA 6rnegini uygun kosullarda saklayin.

23. Kullanilmig drnek tuplerini, plakalarini ve atigini yerel givenlik dizenlemelerinize
gore atin.
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QIAsymphony DSP DNA Mini Kit ile otomatik gDNA ekstraksiyonu

Otomatik gDNA ekstraksiyonu QIAsymphony SP cihaziyla QlIAsymphony DSP DNA Mini
Kit (kat. no. 937236) ile birlikte gerceklestirilir. QIAsymphony DSP DNA Kit El Kitabi'ndaki
talimatlara uyun. QIAsymphony zerinde Blood_200_V7_DSP protokollin secin.

Not: Protokoliin asagidaki 6zellikleri ipsogen CALR RGQ PCR Kit ile analiz i¢cin tam
kandan gDNA ekstraksiyonu igindir:

® 300 pl tam kani bir mikro tlpe aktarin (2,0 ml Type H, Sarstedt, kat. no. 72.694).

® Tam kan protokoli i¢in eliisyon hacmi ve ¢ikti konumu 100 pl'dir.

Baslamadan 6nce 6nemli noktalar

® Ekstrakte edilecek tam kan toplam hacmi 200 pl'dir (arti 100 pl 814 hacim).

® QIAsymphony SP cihazini ¢alistirma hakkinda bilgi sahibi oldugunuzdan emin olun.
Calistirma talimatlar i¢in cihazinizla tedarik edilen QIAsymphony SP kullanim

kilavuzlarina bakin.

® Cihazislevi icin ek bakim zorunlu degildir ancak kontaminasyon riskini azaltmak igin

siddetle tavsiye edilir.

® Bir reaktif kartusunu ilk kez kullanmadan énce QSL1 ve QSB1 Tamponlarinin ¢okelti
icermediginden emin olun.
Gerekirse, QSL1 ve QSB1 Tamponlari igeren oluklari reaktif kartusundan ¢ikarin ve
30 dakika boyunca 37°C'de arada ¢okeltiyi cozdurmek icin calkalayarak inktibe edin.
Oluklari dogru konumlara geri yerlestirdiginizden emin olun.
Reaktif kartusu zaten delinmisse, oluklarin Reuse Seal Strips ile kapatildigindan emin
olun ve tam reaktif kartuslarini bir su banyosunda 30 dakika boyunca 37°C'de arada

calkalayarak inkibe edin.

e Reaktif kartusunu (RC) siddetli galkalamaktan kaginin, aksi halde sivi seviyesi tespiti

sorunlarina yol agacak koépulk olugabilir.
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Baslamadan 6nce yapilmasi gerekenler

Prosediire baslamadan 6nce manyetik pargaciklarin tamamen yeniden asili
kaldiklarindan emin olun.

ilk kullanimdan énce manyetik parcaciklari icerek oluga en az 3 dakika boyunca
siddetli bicimde vorteks yapin.

Delme kapaginin reaktif kartusu tzerine yerlestirildiginden ve manyetik partikl
olugunun kapaginin ¢ikarildigindan veya kismen kullaniimis bir reaktif kartugu
kullaniliyorsa Reuse Seal Strips'in ¢gikarildigindan emin olun.

Enzim tlplerini actiginizdan emin olun.

Ornekler barkodluysa, érnekleri tiip taglyicisinda barkodlari QIAsymphony SP'nin

sol tarafindaki barkod okuyucusuna bakacak sekilde gevirin.

Prosediir

. Tum gekmeceleri ve davlumbazi kapatin.

QIAsymphony SP'yi agin; Sample Preparation (Ornek Hazirlama) ekrani belirene

kadar ve baslangi¢ proseduri bitene kadar bekleyin.
Gug¢ anahtari QlIAsymphony SP'nin sol alt késesinde bulunur.
Cihazda oturum agin.

Calistirilacak protokoll segin.
Tam kan drnekleri icin Select All (Tumdnid Seg) diigmesini secin ve DNA Blood
(DNA Kan) 6gesini, ardindan da Blood_200_V7_DSP 8gesini segin.

“Waste” (Atik) cekmecesinin dlizgiin sekilde hazirlandigindan emin olun. U¢ sutu ve
sivi atik kabi dahil “Waste” (Atik) cekmecesinin envanter taramasini gergeklestirin.
Gerekirse ug atma torbasini degistirin.

Gerekli elusyon rafini “Eluate” (Eltat) cekmecesine yikleyin.
“Elution slot 4” (Elusyon yuva 4) Gizerine 96 kuyucuklu plaka yuklemeyin.

Sadece karsilik gelen sogutma adaptériyle “Elution slot 1"i (Eliisyon yuva 1) kullanin.
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96 kuyucuklu bir plaka kullanirken plakanin dogru yénelimde oldugundan emin olun,
¢unku yanlis yerlestirme alt analizde 6rnek karigsmasina neden olabilir.

7. Gerekli reaktif kartusunu/kartuslarini ve sarf malzemelerini “Reagents and Consumables”
(Reaktifler ve Sarf Malzemeleri) cekmecesine yiikleyin.
Not: Pipet uglarinin gekmece icinde dogru bicimde sabitlendiginden emin olun.

8. “Reagents and Consumables” (Reaktifler ve Sarf Malzemeleri) cekmecesinin envanter
taramasini gergeklestirin.

9. Ekstrakte edilecek tam kan 6rneginin 300 pl'sini bir mikro tipe (2,0 ml Type H) aktarip
bunu tiip érnek tasiyicisi tizerindeki 3B 2 ml adaptor igine yerlestirin.

Ornek tuplerini “Sample” (Ornek) cekmecesine yiikleyin.

10. Dokunmatik ekrani kullanarak islenecek her bir drnek partisi igin gerekli bilgileri girin:

e Ornek bilgileri: Select All (Timini Seg) 6gesini segip Tube Insert (Tlp Yerlestir)
sayfasindan Sarstedt reference 72.694 (Sarstedt referans 72.694) 6gesini secerek
varsayilan tlp bicimini degistirin.

® Segili protokoli onaylayin: Blood_200_V7_DSP.

® Eliisyon hacmi ve ¢ikti konumu: Tam kan protokoli igin 100 ul 6gesini segin.
Not: Parti ile ilgili bilgiler girildikten sonra durum LOADED'dan (YUKLENDI) QUEUED'a
(SIRADA) degisir. Bir parti siraya girdikten sonra Run (Calistir) diigmesi belirir.

11. Run (Calistir) digmesine basarak galismayi baslatin.

12. Beliren mesaji okuyun ve onaylayin.

Not: Dahili kontrol tuplerinin sivi seviyesi tespiti gerceklestirilene kadar ve QlAsymphony
SP tasiyici durumu RUNNING'e (CALISIYOR) degisene kadar cihazin yaninda beklemeniz
Onerilir.

Not: isleme sirasinda galismayi duraklatmayin veya durdurmayin (bir acil durum olusmasi

disinda) ¢linkli bu érneklerin “unclear” (belirsiz) olarak isaretienmesine neden olacaktir.
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Not: Ornekleri siirekli olarak ylklemek ve bu caligmaya eklemek (reaktifler yiiklenene

kadar) miUmkindir. Saflastirma prosedirinid baglatmak igin Run (Calistir) digmesine

basin.

13.

14.

15.

16.

Protokol ¢alismasinin sonunda partinin durumu RUNNING'den (CALISIYOR)
COMPLETED'a (TAMAMLANDI) degisir. Saflastinimig nikleik asitleri igeren ellisyon

rafini “Eluate” (Eliat) gekmecesinden alin.

Calisma bittiginde eltat plakasinin “Eluate” (Eltat) gekmecesinden derhal gikariimasi
onerilir. Sicaklik ve neme bagl olarak ¢alisma tamamlandiktan sonra QIAsymphony SP
icinde birakilan ellisyon plakalari yogusma veya buharlasmaya maruz kalabilirler.

QIAsymphony SP sonug dosyasini diga aktarin: bu rapor her bir eliisyon plakasi igin

olusturulur.

14a. USB bellegi, QlIAsymphony SP cihazinin 6n kismindaki USB portlarindan birine
yerlestirin.

14b. Tools (Araglar) digmesine tiklayin.

14c. File Transfer (Dosya Aktarim) 6gesini segin.

14d. In-/Output Files (Girdi/Cikti Dosyalari) sekmesinde Results Files (Sonug
Dosyalari) 6gesini segip Transfer (Aktar) 6gesine tiklayin.

Dosya aktariminin adini agsagidaki formatta tutun:
yyyy-aa-gg sasa:dd:snsn_Ellsyon raf ID.

QlAsymphony SP sonug dosyasinda her érnek igin Validity of result (Sonucun

dogrulugu) kolonunu kontrol edin.

® Dogru ve belirsiz durum: DNA kalite ve miktar tayinine devam edin

® Gegersiz durum: 6rnek reddedilmistir. Ekstraksiyon adimini tekrarlayin

Bir reaktif kartusu sadece kismen kullaniimigsa, buharlagsmayi engellemek igin

protokoliin sonunda tedarik edilmis Reuse Seal Strips ile kapatin ve proteinaz K
iceren tipleri vidali kapaklarla derhal kapatin.
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17. Kullaniimis érnek tiplerini, plakalarini ve atigini yerel gtvenlik diizenlemelerinize

gore atin.
18. QIAsymphony SP cihazini temizleyin.

Cihaziniz ile tedarik edilmis QIAsymphony SP kullanim kilavuzlarinda bulunan bakim
talimatlarina uyun. Capraz kontaminasyon riskini en aza indirgemek i¢in ug
muhafazalarini diizenli olarak temizlediginizden emin olun.

19. Cihaz gekmecelerini kapatin ve QIAsymphony SP cihazini kapatin.

Genelde manyetik pargaciklar eluatlarin icine karigmaz. EllGat icinde siyah parcgaciklar

gorilirse manyetik parcaciklar asagidaki sekilde giderilebilir:
® DNA iceren tipunli manyetik parcaciklar ayrisana uygun bir manyetik ayristiriciya
(6rn., QIAGEN 12-Tube Magnet, kat. no. 36912) uygulayin.

® DNA mikro plakalar icindeyse mikro plakayr manyetik pargaciklar ayrisana uygun bir
manyetik ayristiriciya (6rn., QIAGEN 96-Well Tube Magnet A, kat. no. 36915)
uygulayin.

e Uygun manyetik ayristirici mevcut degilse, kalan tim manyetik pargaciklari ayirmak
icin DNA'y1 iceren tipu mikro santrifijde 1 dakika boyunca tam hizda santrifijleyin.
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DNA'nin miktarinin safliginin tayini

gDNA ekstraksiyon kitlerinde kullanilan ellisyon kitleri koruyucu sodyum azit igerir. Sodyum
azit 260 nm'yi abzorbe eder, bu nedenle spektrofotometreyi kalibre etmek igin bir bos
olcim gergeklestiriimelidir. Bos olarak ekstraksiyon protokoliine gore ellisyon tamponu
kullaniimalidir.

® Ayso/Azgo Orani = 1,7 olmalidir. Daha kiiglik oranlar genelde protein kontaminasyonuna
veya PCR adimini olumsuz etkileyen organik kimyasallarin varligina isaret eder.

® DNA konsantrasyonu 260 nm'de abzorbans 6lgilerek tayin edilir. Dogru olmasi igin
260 nm'deki abzorbans okumalari 0,1 ila 1,0 arasinda olmalidir.
1 birimin 260 nm'deki abzorbansi ml basina 50 ug DNA'ya karsilik gelir
(A260 = 1 = 50 pg/ml).
Saflastiriimig toplam DNA miktari (ng) = DNA konsantrasyonu (ng/ul) x érnegin
hacmi (ul).

® Azso/Azgo Orani 1,7'den dusikse ve/veya gDNA konsantrasyonu 10 ng/ul'den dusukse,

o6rnek daha fazla islenmemelidir.

Genomik DNA 6rnegi normalizasyonu

DNA'y1 ipsogen CALR RGQ PCR Kit icinde tedarik edilen TE tamponu iginde 10 ng/ul'ye
seyreltin.

Rotor-Gene Q MDx PCR reaksiyonu 5 pl nihai 6érnek hacmi icinde 50 ng saflastiriimis
gDNA icin optimize edilmigtir.
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Protokol: Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazi Gzerinde gPCR*

ipsogen CALR RGQ PCR Kiti Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazi izerinde Rotor-Gene
AssayManager v2.1 ile sonuglarin otomatik yorumlanmasi kullanilarak c¢ahstiriimalidir.

Calisma icin déngu parametreleri kilitlidir.

Protokole baglamadan énce Rotor-Gene Q MDx cihazi ve Rotor-Gene AssayManager v2.1
yazilimi hakkinda bilgi sahibi olmak igin gerektigi kadar zaman gegirin. Ayrintilar igin cihaz,
Rotor-Gene AssayManager v2.1 ve Gamma Plug-in i¢in kullanim kilavuzlarina bakin.

Gamma Plug-in kurulumu ve test profilinin ice aktarimi

Rotor-Gene Q MDx cihazina bagh bilgisayarda Rotor-Gene AssayManager v2.1 yazilimi
yUklG olmahdir. Yazihm, www.giagen.com/Products/Rotor-GeneAssayManager_v2_l.aspx
internet sitesinde Rotor-Gene AssayManager v2.1 Urtn sayfasindaki Product Resources
(Uriin Kaynaklari) sekmesi altindaki Operating Software'dan (isletim Yazilimi) indirilebilir.

Rotor-Gene AssayManager v2.1 temel yazilim hakkinda ayrintilar igin bkz. Rotor-Gene
AssayManager v2.1 Core Application User Manual (Rotor-Gene AssayManager v2.1
Temel Uygulama Kullanim Kilavuzu). Bagh bilgisayarlar tzerindeki ek yazihmlar hakkinda
ayrintilar i¢in litfen bkz. Rotor-Gene AssayManager v2.1 Quick-Start Guide (Rotor-Gene
AssayManager v2.1 Hizli Baslangi¢ Kilavuzu).

ipsogen CALR RGQ PCR Kitin Rotor-Gene AssayManager v2.1 kullaniminda sonuglarin
otomatik yorumlanmasi igin Rotor-Gene AssayManager v2.1 Uzerinde Gamma eklentisi
kurulu olmaldir. Eklentinin en glincel siirimiine erigsmek i¢cin www.qgiagen.com/Products/

*Varsa, Ocak 2010 veya daha sonra retilmis Rotor-Gene Q 5plex HRM cihazi. Uretim tarihi bilgisi, cihazin
arkasindaki seri numarasindan edinilebilir. Seri numarasi, “mm” ibaresinin basamak olarak uretim ayini, “yy”
ibaresinin Uretim yilinin son iki basamagini ve “nnn” ibaresinin benzersiz cihaz tanimlayiciyr gésterdidi “mmyynnn”
bicimindedir.
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Rotor-GeneAssayManager_v2_1.aspx internet sayfasindaki Rotor-Gene AssayManager

v2.1 iiriin sayfasinda Product Resources'a (Uriin Kaynaklari) bakin.

Eklentinin kurulumu ile ilgili ayrintilar icin Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application
User Manual'da (Rotor-Gene AssayManager v2.1 Temel Uygulama Kullanim Kilavuzu)

“Installing Plug-ins” (Eklentilerin Kurulumu) bolimiine bakin.

ipsogen CALR RGQ PCR Kit ayrica bir test profili gerektirir. Test profili, gPCR testinde
dongileme ve analiz yapmak icin gereken tum parametreleri icerir. CALR test profili
(ipsogen_CALR_blood _CE), Product Resources (Uriin Kaynaklarl) sekmesi altinda
ipsogen CALR RGQ PCR Kit urlin sayfasindan Protocol Files'dan (Protokol Dosyalari)
indirilebilen bir .iap dosyasina karsilik gelir. Test profili Rotor-Gene AssayManager v2.1

yazilimina aktariimalidir.

Gamma eklentisinin kurulumu ve test profili hakkinda ayrintili bilgi i¢cin bkz. Rotor-Gene
AssayManager v2.1 Core Application User Manual (Rotor-Gene AssayManager v2.1
Temel Uygulama Kullanim Kilavuzu) ve Rotor-Gene AssayManager v2.1 Gamma Plug-in
User Manual (Rotor-Gene AssayManager v2.1 Gamma Eklentisi Kullanim Kilavuzu).

1. Hem Gamma Plug-in hem de CALR test profilinin en giincel stirimiini
www.giagen.com internet adresinden indirin.

2. Kurulum islemine RGAM_V2_1_Gamma_Plug-in.Installation.V1_0_0.msi dosyasina
Gift tiklayarak baglayin ve kurulum talimatlarini izleyin.
Ayrintili bir agiklama igin Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application User
Manual (Rotor-Gene AssayManager v2.1 Temel Uygulama Kullanim Kilavuzu) icinde

“Installing Plug-ins” (Eklentilerin Kurulumu) bolimiine bakin.
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Not: Sistem ¢apinda surec¢ guvenligi icin asagidaki yapilandirma ayarlarinin kapali mod
icin ayarlanmasi sarttir:

e Configuration (Yapilandirma) ortaminda Settings (Ayarlar) sekmesini segin.

® Closed mode (Kapall mod) altindaki Work list (Calisma listesi) panelinde Material
number required (Materyal numarasi zorunlu), Valid expiry date required
(Gegerli son kullanma tarihi zorunlu) ve Lot number required (Lot numarasi

zorunlu) kutucuklarini isaretleyin.
Bu sadece “Administrator” (Yonetici) haklarina sahip bir kullanici tarafindan yapilabilir.

Gamma Plug-in kurulduktan sonra CALR test profilini (.iap dosyasi) ice aktarin.
Rotor-Gene AssayManager v2.1 yazilimina Rotor-Gene AssayManager v2.1 igin
“Administrator” (Yonetici) haklarina sahip bir kullanici olarak oturum agin.

Configuration (Yapilandirma) ortamini segin.

Assay Profiles (Test Profilleri) sekmesini segin.

Import (ige Aktar) diigmesine tiklayin.

Dosya ag penceresinde CALR test profili ipsogen_CALR_blood_CE dosyasini segin.

Open (Ag) 6gesine tiklayin. Test profili ylklenip mevcut test profilleri listesine eklenir
ve Setup (Kurulum) ortaminda kullanilabilir.

Not: Bir test profilinin ayni stirima iki kez ice aktarilamaz.

Yikleme bloku ve rotorun kurulumu

Kontrollerin ve reaksiyon karisimlarinin kullanimini optimize etmek igin, ayni deney icinde

6 gDNA 6rnegi test edilmesi 6nerilir.

Her reaksiyon karigimi (CALR TYPE 1, CALR TYPE 2, CALR CLAMP 1, CALR CLAMP 2,
CALR CLAMP 3, CALR CLAMP 4 ve CALR CLAMP 5) 9 reaksiyon i¢in kullanilir: 6 gDNA
orneg@i ve 3 harici kontrol [1 CALR Mutant Kontrol (MTC), 1 CALR Yabani Tip Kontrol
(WTC) ve 1 Sablonsuz Kontrol (NTC = ipsogen CALR RGQ PCR Kit iginde tedarik edilen
TE tamponu)].
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Sekil 4 ve Sekil 5'te gosterilen semalar ipsogen CALR RGQ PCR Kit ile optimize bir deney

icin yukleme bloku ve rotor kurulumunun gésterimini saglar.
CALR reaktif karigimlarinin ve kontrollerinin konumu CALR test profilinde ayarlanir ve
degistirilemez. Reaksiyon karigimlari/kontroller asagida anlatildigi sekilde yerlestiriimezse

otomatik sonug analizi gerceklestirilemez.

Sekil 4'teki sayilar yikleme blogu icindeki konumlari gdsterir ve nihai rotor pozisyonunu

belirtir.
Kontroller Ornekler
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Sekil 4. ipsogen CALR RGQ PCR Kit ile bir deney icin yukleme bloku kurulumu.
TYPE 1: CALR Reaksiyon karigimi TYPE 1; TYPE 2: CALR Reaksiyon karisimi TYPE 2;
CLAMP 1: CALR Reaksiyon karigimi CLAMP 1; CLAMP 2: CALR Reaksiyon karisimi
CLAMP 2; CLAMP 3: CALR Reaksiyon karisimi CLAMP 3; CLAMP 4: CALR Reaksiyon
karisimi CLAMP 4; CLAMP 5: CALR Reaksiyon karisimi CLAMP 5; MTC: CALR Mutant
Kontrol; WTC: CALR Yabani Tip Kontrol; NTC/TE: $ablonsuz Kontrol (TE); S1-S6: gDNA
ornekleri.
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Konum 1

Sekil 5. ipsogen CALR RGQ PCR Kit ile bir deney igin rotor kurulumu.

Pozisyon 1 MTC'den: CALR Mutant Kontrol; WTC: CALR Yabani Tip Kontrol; NTC/TE:
Sablonsuz Kontrol (TE); Tip 1: CALR Reaksiyon karisimi TYPE 1; TYPE 2: CALR
Reaksiyon karisimi TYPE 2; C1: CALR Reaksiyon karigimi CLAMP 1; C2: CALR
Reaksiyon karisimi CLAMP 2; C3: CALR Reaksiyon karisimi CLAMP 3; C4: CALR
Reaksiyon karigimi CLAMP 4; C5: CALR Reaksiyon karigimi CLAMP 5; Ornek 1 ila
Ornek 6: gDNA 6rnekleri. Not: Kalan tiim konumlar © bos tiiplerle doldurulmalidir.
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Bir galisma listesi olusturma

Setup (Kurulum) ortami ve “Creating/Editing a Work List” (Bir Calisma Listesi Olusturma/

Duzenleme) ile ilgili genel islevler Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application User

Manual (Rotor-Gene AssayManager v2.1 Temel Uygulama Kullanici Kilavuzu) iginde

anlatilir.

Not: Calisma listesi dosyasi kaydedilebilir. Calisma listesi ornekler cihaza yiklenmeden

6nce veya cihazda deney kuruldugunda olusturulabilir.

1. Rotor-Gene Q MDx cihazini agin.

2. Rotor-Gene AssayManager v2.1 yazilimini agin ve kapali modda “Operator” (Operator)
roliine sahip bir kullanici olarak oturum agin.

3. Setup (Kurulum) ortamini segin.

4. Calisma listesi yoneticisinde New manual work list (Yeni manuel ¢calisma listesi)
digmesine tiklayin.

5. Kullanilabilir test profilleri listesinden CALR test profilini secin.

6. Secilen test profilini Selected assay profiles (Secilen test profilleri) listesine aktarmak
icin Move (Tas1) 6gesine tiklayin. Test profili artik Selected assay profiles (Segilen
test profilleri) listesinde goruntilenmelidir.

7. llgili alana, érnek sayisini (6 adete kadar) girin.

8. Kit Information (Kit Bilgisi) adimini segin. Kit barkodunu kullanin veya ipsogen CALR
RGQ PCR Kit kutusu kapaginda bulunan asagidaki kit bilgisini manuel olarak girin:
® Materyal numarasi 1100703
® Gegerli son kullanma tarihi
® |ot numarasi

9. Samples (Ornekler) adimini segin. Ornek ayrintilarini igeren bir liste gdsterilir. Bu liste,
beklenen rotor duizenini temsil eder.
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10. Ornek tanimlama numarasini/numaralarini her érnek igin bir yorum gibi tiim istege bagl
ornek bilgileriyle birlikte bu listeye girin.

11. Properties (Ozellikler) 6gesini secin ve bir calisma listesi adi girin.

12. Worklist is complete (can be applied) (Calisma listesi tamamlandi (uygulanabilir))

onay kutusunu isaretleyin.
13. Caligma listesini Save (Kaydet) 6gesiyle kaydedin.
14. Caligsma listesini yazdirmak icin Print work list (Calisma listesini yazdir) 6gesine basin.

Calisma listesinin yazdiriimasi gPCR hazirlamasi ve kurulumuna yardimci olabilir.
Ornek bilgileri galisma listenin bir parcasi olacaktir.

gPCR kurulumu

Baslamadan 6nce yapilmasi gerekenler

e Kullaniimadiginda dondurucuda saklanmasi gereken Taq DNA polimeraz enzimi hari¢
tiim gerekli bilesenleri ¢dzdirlin. Bilesenleri igeren tlpleri buz lizerinde veya bir
sogutma bloku kullanarak erimeye birakin.

e PCR karigimi hazirlanacak tezgahin Gzerini, herhangi bir sablon veya niikleaz
kontaminasyonu riskini azaltmak i¢in temizleyin.

e Standartlari, kontrolleri ve reaksiyon karisimlari iceren tipleri kullanmadan 6nce

vorteks yapin (10 ila 12 saniye) ve kisaca santrifiijleyin.

1. Her reaksiyon karisimi (CALR TYPE 1, CALR TYPE 2, CALR CLAMP 1, CALR
CLAMP 2, CALR CLAMP 3, CALR CLAMP 4 ve CALR CLAMP 5) i¢cin gPCR ana
karigimlarini buz tGzerinde (veya bir sogutma bloku kullanarak) islenecek 6rnek
sayisina gore hazirlayin.

Tidm CALR reaktif ana karisimlarinin hazirlanmasi igin asagidaki tabloda gésterilen

pipetleme semasi 5 ul gDNA veya kontrol eklenmesinden sonra 25 pl nihai reaksiyon

hacmi elde edecek sekilde hesaplanmistir. Pipetleme hatasini telafi etmek igin ve
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6 6rnek art1 3 harici kontrol igin yeterli reaksiyon ana karisimi hazirlanmasina olanak

tanimak igin ek hacim dahil edilmigtir.

Bilesen 1 reaksiyon (ul) 9 + 1 reaksiyon (pl)*

CALR Reaction Mix
(CALR Reaksiyon Karigimi)

Taq DNA polimeraz 0,17 1,7

19,83 198,3

qPCR ana karisiminin

toplam hacmi (pl) 20 200

gPCR Ana karisim dagihmi Tlp basina 20 pl
Ornek dagilimi Tiip basina 5 pl

gPCR reaksiyonunun 25 ul
toplam hacmi

* Pipetleme hatasini telafi etmek icin ilave reaksiyon hacimleri eklenir.

Not: 1 yl'den kiglk hacimleri pipetlememenizi 6neririz.
Tum gPCR karisimlarini vorteks ile karistirip kisaca santrifijleyin.

gPCR seritli tlpleri sogutulmus Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes lzerine yerlestirin ve
seritli tip bagina 20 yl CALR gPCR ana karigimini Sekil 4'de gosterilen yiikleme bloku
kurulumuna uyarak koyun.

gDNA drneklerine, CALR Yabani Tip Kontrol (WTC), CALR Mutant Kontrol (MTC) ve
TE tamponuna (NTC) vorteks yapin ve kisa slreyle santrifujleyin. Ardindan toplam

25 pl hacim verecek sekilde Sekil 4 icindeki kuruluma gore karsilik gelen tiipe 5 pl
ornek veya kontrol malzemesi ekleyin. Yukari agagi pipetleme yaparak yavasca
karigtirin.

Not: Herhangi bir belirsiz sablon veya reaksiyon karisimindan kontaminasyon kaynakl
yanlis pozitif sonuglardan kaginmak igin her tipte ug degistirmeye dikkat edin. Tim

tipleri kapatin ve tlplerin dibinde hig kabarcik olmadidini kontrol edin.

Malzeme bozunumundan kaginmak igin tim ipsogen CALR RGQ PCR Kit bilesenlerini

uygun saklama kosullarina geri getirin.
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Rotor-Gene MDx'i hazirlama ve qPCR c¢alismasini baslatma

1.
2.

72 kuyulu rotoru Rotor-Gene Q MDx rotor tutucuya yerlestirin.

Rotoru Sekil 5'de gosterildigi sekilde atanmis pozisyonlara gore pozisyon 1'den
baslayarak ve kullanilmayan tim pozisyonlara bos kapakli serit tipleri yerlestirerek
serit tlpleriyle doldurun.

Not: ilk tiipiin pozisyon 1'e yerlestirildiginden ve serit tiiplerinin Sekil 4 ve Sekil 5'de
gOsterildigi sekilde dogru yénelim ve pozisyonda yerlestirildiginden emin olun.

Not: TYPE 1 reaksiyon karigsimini ve ¢ kontroli (MTC, WTC, NTC) kazang
optimizasyonunun (tip pozisyonu 1'de gerceklestirilir) daima ayni amplifikasyon ile
yapilmasi igin daima konum 1, 9 ve 17'de tutun (bkz. Sekil 4 ve Sekil 5).

Kilitleme halkasini takin.

Rotoru ve kilitteme halkasini Rotor-Gene Q MDx cihazina yukleyin. Cihaz kapagini
kapatin.

Rotor-Gene AssayManager v2.1 yaziliminda, galisma listesi yoneticisinden ilgili
calisma listesini secgin ve Apply (Uygula) 6desine tiklayin.
Alternatif olarak, ¢alisma listesi hala agiksa Apply (Uygula) 6gesine tiklayin.

Not: Deney icin atanmig bir calisma listesi olusturuimamissa devam etmeden 6nce
Rotor-Gene AssayManager v2.1 oturumu agin ve “Bir calisma listesi olusturma,”

sayfa 36 igindeki adimlari uygulayin.
Deney adini girin.

Cycler Selection (Ddnguleyici Segimi) iginden kullanilacak dénguleyiciyi segin. Bir
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM dongdileyici kullaniimalidir.

Kilitteme halkasinin dogru takildigini kontrol edin ve ekranda kilitteme halkasinin takili
oldugunu bunu onaylayin.

Start run (Calismayi baslat) 6gesine tiklayin.

gPCR calismasi baglayacaktir.
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10. Caligsma bittiginde Finish run (Calismay bitir) 6gesine tiklayin.
Not: Bu adim tamamlanana kadar deney dabhili veritabanina kaydedilmez.

Cikarin ve gPCR sonuglarini raporlayin

Approval (Onay) ortaminin genel iglevleri Rotor-Gene AssayManager v2.1 Gamma Plug-
in User Manual (Rotor-Gene AssayManager v2.1 Gamma Eklentisi Kullanim Kilavuzu)

icinde anlatiimigtir.

Bir calisma tamamlandiktan ve dongiileyici ¢ikarildiktan sonra deney dabhili veritabaninda
saklanacaktir. Elde edilen verinin analizi test profiline, kurallara ve test profilinde
tanimlanan parametre degerlerine karsilik gelen bir eklentiye goére otomatik olarak
gerceklestirilir.

Not: Bir calismayi onaylamak igin “Approver” (Onaylayici) kullanici rolt gereklidir.

Onaylama igleminin ilk adimi onaylanacak testin filtrelenmesidir. Bu, Approval (Onay)

ortamindaki filtrele kriterleri kullanilarak yapilir.

1. Calismayi ¢ikarin ve onaylayin.

Bir “Approver” (Onaylayici) roliyle oturum agan kullanicilar Release and go to
approval (Cikar ve onaya git) 6gesine tiklamalidir.

Bir “Operator” (Operator) roliyle oturum agan kullanicilar Release (Cikar) 6gesine

tiklamalidir.

Release and go to approval (Cikar ve onaya git) tiklandiysa, deney sonuglari
Approval (Onay) ortaminda gorintdlenir.

Bir “Operator” (Operator) roliindeki kullanici tarafindan Release (Cikar) 6gesine
tiklanmigsa, “Approver” (Onaylayici) roliinde bir kullanici oturum agmali ve Approval

(Onay) ortamini segin.

2. Onaylanacak test icin filtre segeneklerini segin ve Apply (Uygula) 6gesini tiklayin.
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3. Sonuglari gézden gegirin ve Release/Report data (Verileri ¢ikar/raporla) digmesine

tiklayin.
4. OK (Tamam) 6gesine tiklayin.

Rapor .pdf formatinda olusturulur ve énceden tanimlanmis klasérde otomatik olarak
saklanir.
Varsayilan klasér yolu QIAGEN > Rotor-Gene AssayManager > Export >

Reports'tur.
Not: Bu yol ve klasér, Configuration (Yapilandirma) ortamindan degistirilebilir.

5. Rotor-Gene Q MDx cihazini bosaltin ve serit tuplerini yerel glivenlik dizenlemelerine

uygun sekilde imha edin.

Not: QIAGEN Teknik Destek tarafindan sorun giderme ile destek icin ¢alismadan bir
destek paketi gereklidir. Destek paketi Approval (Onay) veya Archive (Arsiv)
ortamlarindan olusturulabilir. Daha fazla bilgi icin Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core
Application User Manual'da (Gene AssayManagerv2.1 Temel Uygulama Kullanim

Kilavuzu) bkz. “Creating a support package” (Bir destek paketi olusturma).

Destek paketine ek olarak olay tarihine gére +1 giin seklinde denetim gegmisi girmek
faydali olabilir. Denetim ge¢misi Service (Servis) ortamindan alinabilir. Daha fazla bilgi igin
bkz. Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application User Manual (Rotor-Gene

AssayManager v2.1 Temel Uygulama Kullanim Kilavuzu).

ipsogen CALR RGQ PCR Kiti El Kitabr  04/2017 41



Sonuclarin Yorumlanmasi

Veri analizi

Her ayn test ve 6rnek igin qPCR sonuglarinin analizi tamamen otomatiktir. Rotor-Gene
AssayManager v2.1 amplifikasyon egrilerini analiz eder; sekillerine ve gurultd miktarlarina
bakarak uygun olmayan egrileri gegersiz sayabilir. Béyle bir durum s6z konusu olursa,
gecersiz sayllan egri, bir bayrakla isaretlenir. Uyari isaretleri gecersiz kilmayan egri
anormallikleri icin de goruntilenebilir.

Test gecerliligini belirlemek igin, Rotor-Gene AssayManagerv2.1 ayrica c¢alisma
kontrollerini, yani ipsogen CALR RGQ PCR Kit reaksiyon karigimlari (CALR TYPE 1,
CALR TYPE 2, CALR CLAMP 1, CALR CLAMP 2, CALR CLAMP 3, CALR CLAMP 4 ve
CALR CLAMP 5) icin Yesil (FAM) ve Sari (HEX) kanallardaki CALR Yabani Tip Kontrol
(WTC), CALR Mutant Kontrol (MTC) ve TE tamponu (NTC) analiz eder. Her kontroliin

gecerliligi dnceden belirlenmis 6zelliklerdeki Ct degerleriyle uyumluluga dayanir.

Not: Belli bir tipteki dahili amplifikasyon kontrolii gegersizse (Sari kanal) ayni tlpteki

CALR'a 6zgu hedefin (Yesil kanal) gecersiz olduguna karar verilir.

Not: Belli bir CALR testi icin harici kontrollerden en az biri gecersizse (6rn. CLAMP 1 testi),
tim 6rneklerde o reaksiyon karisimiyla elde edilmis sonuglar gegersiz sayilir. Bu durumda

tim gPCR caligmasi degil, sadece CALR testi gegersizdir.

Rotor-Gene AssayManager v2.1 ayrica ABL1 dahili kontroliiniin gegerliligini kontrol ederek

bilinmeyen ornekleri de analiz eder.

Son olarak, bilinmeyen drneklere bir CALR durumu atanir. ilk durumda, yazilm TYPE 1 ve
TYPE 2 testler icin elde edilmis sonuclari dikkate alir. Bir érnede Tip 1 veya Tip 2 pozitif
mutasyon durumu atanirsa CALR durumu belirlenir. Ardindan, bilgilendirme amaciyla

CLAMP testleri i¢in elde edilen sonuclar goruntilenir.
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Ne Tip 1 ne de Tip 2 mutasyonu tanimlanirsa, analiz CALR durumu (yani mutasyon tespit
edildi veya hi¢ mutasyon tespit edilmedi) belirlenene kadar CLAMP testleri i¢in elde edilen

sonuglarla surdurdlir.

Bir érnegin pozitif oldugu sonucuna varmak igin en az yedi CALR testiyle tespit gereklidir.
S6z konusu testlerle ilgili tim kontroller ve test edilen drnekteki kontrol, yani MTC, WTC,
NTC ve ABL1 dabhili kontrol gecerli olmahdir.

Bir 6rnegin negatif oldugu sonucuna varmak igin, 6rnek tim testler icin negatif olmalidir ve
yedi CALR testinin her birindeki tim kontrollerin (MTC, WTC ve NTC) yani sira ornekteki
ABL1 dahili kontrolinde gecerli olmaldir.

Rotor-Gene AssayManager v2.1 yazilimi tarafindan ayarlanan ve otomatik olarak analiz
edilen test drneklerinin sonuglar “Approver” (Onaylayici) rolinde oturum agmis bir kullanici
tarafindan onaylanmayi ve ¢ikarilmahdir. Onaylanacak 6rnekler sonuglarinin belirlenmis
satirin sonunda ¢ ek onay digmesi bulunur. Bu digmeler 6érnek sonuglarini etkilesimli
olarak kabul veya reddetmek igin kullanilir. Daha fazla bilgi i¢in litfen bkz. Rotor-Gene
AssayManager v2.1 Gamma Plug-in User Manual (Rotor-Gene AssayManager v2.1

Gamma Eklentisi Kullanim Kilavuzu).

Gegersiz sonuglar oldugu durumda basarisizligin nedenini ve olasilikla dizeltiimesi
gereken herhangi bir hatanin arastiriimasi igin bkz. “Sorun giderme kilavuzu”, sayfa 53.

Tekrar Testleri

Gegersiz sonuglar olduju durumda tekrar testleri igin ihtiyaci degerlendirmek (izere
Sekil 6'daki karar akis semasini takip edin.

Yedi CALR testinin herhangi biriyle ilgili drnege/érneklere bir CALR durumu atanabiliyorsa

tekrar testlerine ihtiyag olmamalidir.
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Ornek :
<
o
m
[
3
“TYPE 1 Result” (TYPE 1 Sonucu) Genel 6rnek sonucu: =
ve “TYPE 2 Resu_l@“ _(TYPE 2 Sonucu) EvET Type 1 Mutation Detected INY
hedefleri icin sonug: »| (Tip 1 mutasyon saptandi) ve/veya o
“Type 1 Mutation Detected” (Tip 1 mutasyon Type 2 Mutation Detected =
saptandi) ve/veya “Type 2 Mutation (Tip 2 mutasyon saptand) 2
Detected” (Tip 2 mutasyon saptandi) (Gériintiilenen CLAMP test sonuglari ]
sadece bilgi amaclidir) ;—’_
HAYIR -
\ 4

“CLAMP 1 Result” (CLAMP 1 Sonucu) ila N .

“CLAMP 5 Result” (CLAMP 5 Sonucu) Ever Genel drnek sonucu:
hedefleri igin sonug: » Mutation Detected _
Bir veya bircok CLAMP testiyle (Mutasyon saptandi)* =
“Mutation detected” (Mutasyon saptandi) (,3
>
<
T
HAYIR 6
v (&
©
g
Yedi CALR testinin timii igin sonug: BVET Genel 6rnek sonucu: 2
“No Mutation Detected” 4 No Mutation Detected =

(Mutasyon saptanmadi) (Mutasyon saptanmadi)
HAYIR

Tam testler igin 6rnekteki ABL1 dahili Belli bir 6rnegin higbir testiyle igin CALR =
kontrolu gegersizdir durumu belirlenemedi :
Genel 6rnek sonucu: Genel 6rnek sonucu: %
INVALID (GECERSIZ) Retest needed (Tekrar Testi gerekli) 2
Sorun giderme kilavuzuna bakin. Sorun giderme kilavuzuna bakin ﬁ
X
s
=1
=
()
g
Harici kontrol diizeyinde gecersizlik Ornek diizeyinde gecersizlik 3

(FAM velveya HEX amplifikasyonlart) (HEX amplifikasyonu)
ilgili 6rnegi/érnekleri gegersiz

Gegersiz tum testleri,
oldugu/olduklari testlerle tekrar test edin

tim ornekleri tekrar edin

* Tip 1/Tip 2 tanimlamanin zorunlu oldugu ve TYPE 1 ve/veya TYPE 2 testinin gecersiz oldugu durumlarda (bir CLAMP testi pozitif
oldugu halde) TYPE 1 ve/veya TYPE 2 testinden kesin bir sonuc elde etmek igin bir tekrar testi gerekebilir.

Sekil 6. Test drneklerinin CALR mutasyon durumunu belirlemek icin karar akis
semasl.
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Not: Tip 1/Tip 2 tanimlamanin zorunlu oldugu ve TYPE 1 ve/veya TYPE 2 testinin gegersiz
oldugu durumlarda (bir CLAMP testi pozitif oldugu halde) TYPE 1 velveya TYPE 2
testinden kesin bir sonu¢ elde etmek icin bir tekrar testi gerekebilir.

Tekrar testleri bagka durumlarda gerekebilir. Tekrar testlerini gergeklestirirken TYPE 1
reaksiyon karigimini ve g kontroli (MTC, WTC, NTC) kazang optimizasyonunun (tip
pozisyonu 1'de gergeklestirilir) daima ayni amplifikasyon ile yapilmasi i¢in daima konum 1,
9 ve 17'de tutun. Plakada tim testler bulunmasa bile tekrar test edilmis her testi kendi
pozisyonuna (Sekil 4) yerlestirdiginizden emin olun.

Not: Ornekler tekrar test edildiginde yedi CALR testinin bazilari eksikse normalde
doldurulan tiim bos pozisyonlar yazilimda bir “INVALID” (GECERSIZ) yaniti tetikleyecektir.
Daha iyi izlenebilirlik icin bos pozisyonlar ve ilgili yanitin beklenen dogasi raporun yorumlar
bélimunde belgelenmelidir.

Sonuglar ekrani

Hedefler

ipsogen CALR RGQ PCR Kitinin her bir testi icin sonuglar asagidaki hedef adlar altinda
goruntilenir:

e ABL1 dahili amplifikasyon kontroll (Sari kanal sonuglari) icin “ABL_AssayName”
(ABL_TestAdi) (6rn. ABL_TYPE_1)

® Bir CALR Reaksiyon Karigimi i¢in “AssayName” (TestAdI) (6rn. CALR Reaksiyon
Karigsimi TYPE 1 icin TYPE 1) (Yesil kanal sonuglari)

® “AssayName Result” (TestAdi Sonucu) (6rn. TYPE 1 Sonucu). Bu hedefler birlestiriimis
hedeflerdir: karsilik gelen sonug kontrollerin gecerliligini hesaba katar (MTC, WTC,
NTC ve ABL1).
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Sonuglar

Yukaridaki hedefler i¢in sonuglar raporun Result (Sonugclar) sitununda goérintilenir.

Tablo 3. Her hedef i¢in gorintilenen sonuglar

Hedef Ornekler Gorintilenen sonugclar
ABL_TestAdI MTC, WTC, NTC, Internal Control Valid, INVALID )
(6rn. ABL_TYPE_1) Test drnekleri (Danhili Kontrol Gegerli, GECERSIZ)
TestAdi MTC, WTC, NTC Signal, No Signal, INVALII_D (Sinyal
(6rn. TYPE 1) Var, Sinyal Yok, GECERSIZ)

TestAdi Test drnekleri Significant Amplification Detected,
(6rn. TYPE 1) No Significant Amplification Detected,

No Amplification Detected, INVALID
(Kayda Deger Amplifikasyon
Saptandi, Kayda Deger
Amplifikasyon Saptanmadi,
Amplifikasyon Saptanmadi,
GECERSIZ)

TYPE 1 Sonucu Test drnekleri Type 1 Mutation Detected,
No Mutation Detected, INVALID
(Tip 1 Mutasyon Saptandi, Mutasyon
Saptanmadi, GECERSIZ)

TYPE 2 Sonucu Test drnekleri Type 2 Mutation Detected,
No Mutation Detected, INVALID
(Tip 2 Mutasyon Saptandi, Mutasyon
Saptanmadi, GECERSIZ)

CLAMP X Sonucu Test ornekleri Mutation Detected, No Mutation

(6rn. CLAMP 1 Sonucu) Detected, INVALID (Mutasyon
Saptandi, Mutasyon Saptanmadi,
GECERSIZz)

Belli bir drnege bagl kontrollerden biri (MTC, WTC, NTC) belli bir test i¢in gecersizse veya
ABL1 dahili kontrolli gegersizse, birlestiriimis hedef sonucu igin goérlntilenen sonug
“INVALID” (GECERSIZ) olacaktir.
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Her 6rnek icin analizin sonucu raporun Overall Sample Result (Genel Ornek Sonucu)

siitununda goruntilenecektir.

Tablo 4. Genel 6rnek sonuglari

Ornek sonucu

Tanim

Type 1 Mutation
Detected
(Tip 1 Mutasyon
Saptandi)

Type 2 Mutation
Detected
(Tip 2 Mutasyon
Saptandi)

Type 1 and Type 2
Mutation Detected
(Tiplve Tip 2
Mutasyon
Saptandi)

Mutation Detected
(Mutasyon
Saptandi)

No Mutation
Detected
(Mutasyon
Saptanmadi)

Test edilen érnek Tip 1 CALR mutasyonu tasimaktadir.

Test edilen 6rnek Tip 2 CALR mutasyonu tasimaktadir.

Test edilen érnek Tip 1 ve Tip 2 CALR mutasyonlari
tasimaktadir. Bu ender bir durumdur ancak ipsogen CALR
RGQ PCR kitinin klinik dogrulamasi sirasinda bir kez
g6zlemlenmistir.

Test edilen 6rnek Tip 1 veya Tip 2 disinda bir CALR
mutasyonu tagimaktadir.

Test edilen 6rnekte hicbir CALR mutasyonu saptanmadi.
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Ornek sonucu

Tanim

Retest Needed
(Tekrar Testi
Gerekli)

INVALID
(GECERSIZ)

Bir veya birgok CALR reaksiyon karisimi igin bir veya birgok
kontroliin gecersizligi nedeniyle sonug belirsizdir. Kesin bir
cevap elde etmek icin bir tekrar testi gereklidir (bkz. Sekil 6).

Ornek: Bir érnek sadece CLAMP 1 testiyle pozitiftir (yani “Significant
Amplification Detected” (Kayda Deger Amplifikasyon Saptandi)), ancak
CLAMP 1 testi icin NTC kuyucugunun kontaminasyonu nedeniyle
gecersizdir. CLAMP 1 icin 6rnek sonucu hesaba katilamaz ve

CLAMP 1 Sonucu INVALID (GECERSIZ) olarak gériintiilenecektir.
Ornek icin pozitif bir sonucun dogrulanmasi igin CLAMP 1 testinin
(MTC, WTC, NTC ve ilgili 6rnek) bir tekrar testi gerceklestiriimelidir.

ABL1 dahili amplifikasyon kontroli test edilen érnek icin yedi
CALR reaksiyon karigiminin timinde gegersizken tim harici
kontroller (MTC, WTC, NTC) gecerlidir. Blyuk ihtimalle be
disuk 6rnek kalitesi veya yanlis 6rnek normalizasyonu
nedeniyledir. Daha fazla ayrinti igin bkz. “Sorun giderme
kilavuzu”, sayfa 53.

isaretler

isaretler elde edilen sonuglar, ézellikle gegersiz sonuglar hakkinda ek bilgiler gériintiilemek
icindir. Problemli olmayan anormallikler gegersiz bir sonuca yol agmayan bir uyari isareti ile
isaretlenebilir. Gamma Eklentisinde bulunan genel geger isaretler i¢in ayrica bkz. Rotor-
Gene AssayManager v2.1 Gamma Plug-in User Manual (Rotor-Gene AssayManager v2.1

Gamma Eklentisi Kullanim Kilavuzu).
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ipsogen CALR RGQ PCR Kit testinin otomatik analizi asagidaki teste 6zgli ve genel gecer

isaretleri getirebilir:

isaret

Tanim

Teste 6zgu isaretler

CONSECUTIVE_FAULT

IC_INVALID

INVALID_SIGNAL

MC_HIGH_CT (CLAMP X)

MC_HIGH_CT (TYPE X)

MC_IC_HIGH _CT (CLAMP X)

MC_IC_HIGH_CT (TYPE X)

MC_IC_LOW_CT (CLAMP X)

MC_IC_LOW_CT (TYPE X)

MC_LOW_CT (CLAMP X)

Bu hedefin hesaplanmasi igin kullanilan bir hedef
gecersizdir.

Dahili kontrol gecersizdir. Hedef ve dahili kontrol
ayni tlpu paylasmaktadir.

NTC'ye 6zgl isaret. Ct degeri dahili kontrol veya
CALR'a 6zgu amplifikasyon igin gok dusuktur.

Cr degeri Mutant Kontrol igin ¢ok ylksektir.

Cr degeri Mutant Kontrol igin ¢ok ylksektir.

Mutant kontroll iceren tlpteki dahili kontrol igin Cr
degeri beklenenden ylksektir.

Mutant kontroll iceren tlpteki dahili kontrol igin Cr
degeri beklenenden ylksektir.

Mutant kontroll iceren tupteki dahili kontrol igin Cr
degeri beklenenden disulktur.

Mutant kontroll iceren tlpteki dahili kontrol igin Cr
degeri beklenenden digsulktur.

Cr degeri Mutant Kontrol igin ¢ok diisuktar.
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isaret

Tanim

MC_LOW_CT (TYPE X)

MC_NO_CT (CLAMP X)

MC_NO_CT (TYPE X)

NO_SIGNAL_IC_INVALID

NTC_IC_LOW_CT (CLAMP X)

NTC_IC_LOW_CT (TYPE X)

NTC_LOW_CT (CLAMP X)

NTC_LOW_CT (TYPE X)

SAMPLE_CLAMP X_IC_HIGH_CT

SAMPLE_CLAMP X_IC_LOW_CT

SAMPLE_TYPE X_IC_HIGH_CT

Cr degeri Mutant Kontrol igin ¢gok diisuktar.

Mutant kontrol icin CLAMP X reaksiyon karisimiyla
saptanabilir hichir Ct yoktur.

Mutant kontrol i¢in TYPE X reaksiyon karisimiyla
saptanabilir hichir Ct yoktur.

Dahili kontrol sinyali saptanamadi. Hedef ve dahili

kontrol ayni tipu paylasmaktadir.

Sablonsuz kontroli iceren tipteki dahili kontrol igin

Cr degeri gok diglktir.

Sablonsuz kontroli iceren tipteki dahili kontrol igin

Cr degeri gok diglktir.

Cr degeri Sablonsuz Kontrol igin ¢ok dusuktr.

Cr degeri Sablonsuz Kontrol igin ¢ok distktr.

Bir 6rnegi iceren tlpteki dahili kontrol icin Cr degeri
beklenenden ylksektir.

Bir 6rnegi iceren tlpteki dahili kontrol icin Cr degeri

beklenenden dusuktar.

Bir 6rnegi iceren tlpteki dahili kontrol icin Cr degeri
beklenenden ylksektir.
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isaret

Tanim

SAMPLE_TYPE X_IC_LOW_CT

WTC_IC_HIGH_CT (CLAMP X)

WTC_IC_HIGH_CT (TYPE X)

WTC_IC_LOW_CT (CLAMP X)

WTC_IC_LOW_CT (TYPE X)

WTC_LOW_CT (CLAMP X)

WTC_LOW_CT (TYPE X)
Diger isaretler

ANALYSIS_FAILED

CURVE_SHAPE_ANOMALY

Bir 6rnegi igeren tlipteki dahili kontrol icin Ct degeri

beklenenden dusuktar.

WT kontrolii iceren tupteki dahili kontrol igin Cr

degeri beklenenden yiksektir.

WT kontrolii iceren tupteki dahili kontrol igin Cr

degeri beklenenden yuksektir.

WT kontrolii iceren tupteki dahili kontrol igin Cr

degeri beklenenden digsuktur.

WT kontrolii iceren tupteki dahili kontrol igin Cr

degeri beklenenden digsuktur.

Cr degeri WT Kontrol i¢in gok diglktir.

Cr degeri WT Kontrol icin cok disuktir.

Test gecersiz olarak belirlendi ¢linkli analiz gesitli
nedenlerle basarisiz oldu. QIAGEN Teknik

Servisleri ile baglanti kurun.

Ham veri amplifikasyon egrisi, bu test icin tesis
edilen davranigtan farkli bir sekil géstermektedir.
Yanlhs sonug alinmis veya sonuglarin yanhs
yorumlanmis olmasi olasiligi ylksektir.
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isaret Tanim

FLAT_BUMP Ham veri amplifikasyon egrisi, bu test icin tesis
edilen davranistan diz bir timsek seklinde farkhlik
goOstermektedir. Yanlis sonug alinmis veya
sonuglarin yanlis yorumlanmis olmasi olasiligi

yiiksektir (6rn. yanlis Ct degeri belirlenmesi).

LOW_FLUORESCENCE_CHANGE En yuksek floresans degisimi olan érnek tiplne
(Uyari) kiyasla bu 6rnek tlipi igin ylizde floresans degisim
tanimlanmis bir sinirdan daha dusuktr.

NO_BASELINE Baslangig¢ referans hatti bulunamadi. Sonraki

analizler gergeklestirilemez.

RUN_FAILED Dénglleyici veya dénguleyici baglantisinda bir
sorun nedeniyle test gecersiz olarak belirlendi.

RUN_STOPPED Calisma manuel olarak durduruldugu icin test
gecersiz olarak belirlendi.

SATURATION Amplifikasyon egrisinin bikilme noktasindan dnce
ham veri floresani kuvvetli bir sekilde doygunluga
ulasiyor.

SPIKE Amplifikasyon egrisinin iginde ancak C+'nin

belirlendigi alanin disinda ham veri floresansinda

ani bir artis saptandi.

SPIKE_CLOSE_TO_CT Amplifikasyon egrisinde Ct degerinin yakininda ani
bir artis saptandi.
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isaret Tanim

STEEP_BASELINE Amplifikasyon egrisinde ham veri floresani igin dik

bir sekilde yikselen referans hatti saptandi.

STRONG_BASELINE_DIP Amplifikasyon egrisinde ham veri floresani igin

kuvvetli bir sekilde diisen referans hatti saptandi.

STRONG_NOISE Amplifikasyon egrisinin yiukselme fazi disinda
blyuk bir gurtltd saptandi.

STRONG_NOISE_IN_GROWTH_  Amplifikasyon egrisinin yukselme (katsal) fazinda
PHASE blyuk bir gurtltd saptandi.

WAVY_BASE_FLUORESCENCE Amplifikasyon egrisinde ham veri floresani igin

dalgali referans hatti saptandi.

Sorun giderme kilavuzu

Bu sorun giderme kilavuzu ipsogen CALR RGQ PCR Kit kullanarak CALR mutasyon
durumu degerlendirmesinde ortaya gikabilecek her tir problemi ¢ézmeye yardimci olabilir.
lletisim bilgileri icin arka kapaga bakin veya www.giagen.com adresini ziyaret edin.

QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit (kat. no. 61104) veya QIAsymphony DSP DNA Mini Kit
(kat. no. 937236) ile ilgili sorun giderme bilgileri igin litfen ilgili kit el kitaplarina bakin.
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Rotor-Gene Q MDx cihazi ve Rotor-Gene AssayManager v2.1 yazihmi ile ilgili sorun

giderme bilgileri igin litfen ilgili kullanim kilavuzuna bakin.

Yorum ve Oneriler

Bir ornek bir ¢ok test ile pozitif olarak saptandi

Belli bir mutasyon pek Ornegin Tip 1 mutasyon tasiyan bir érnegin TYPE 1

cok test ile saptanabilir testine ek olarak CLAMP 1 ve CLAMP 2 testleriyle de
yukseltiimesi yaygindir. Tip 2 mutasyon tasiyan bir
ornek icin TYPE 2 testine ek olarak CLAMP 5 testiyle

de amplifikasyon saglanmasi yaygindir.

Harici kontroller ve/veya drneklerdeki dahili amplifikasyon kontrolinun hig

amplifikasyonu olmamasi veya az amplifikasyonu olmasi

a) Reaksiyon karigimi Pipetleme semasini ve reaksiyon kurulumunu kontrol
velveya Taq DNA edin. Tim sablon DNA'nin ve gPCR ana karisiminin
polimeraz velveya tim bilesenlerinin eklenmis oldugunu kontrol edin.
sablon eklenmemistir PCR ¢aligmasini tekrarlayin.

b) Reaksiyon karigimi Kit igerigini -30 ila -15°C arasinda saklayin ve
bozulmustur reaksiyon karigimlarini igiktan koruyun.

Reaktiflerin saklama kosullarini ve son kullanma
tarihlerini (etikete bakin) kontrol edin ve gerekirse
PCR caligmasini tekrarlamak igin yeni bir kit kullanin.
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Yorum ve Oneriler

c) Pipetleme hacmi
yanlis olabilir

d) DNA konsantrasyonu
cok disuk

e) DNA'da protein
kontaminasyonu veya
organik kimyasallarin

varhgi

Pipetleme semasini ve reaksiyon kurulumunu kontrol
edin. 5 pl hacminde kontrolin/érnegin ve 20 pl
hacminde gPCR ana karigiminin eklenmis oldugunu
kontrol edin. Pipetlenmis tim hacimleri gorsel olarak
kontrol edin.

Gerekirse, gPCR adimini tekrarlamadan énce pipetleri
kontrol ve tekrar kalibre edin.

Ornegin DNA konsantrasyonunu kontrol edin.
jpsogen CALR RGQ PCR Kiti 10 ng/ul DNA calisma
konsantrasyonu igin optimize edilmistir. DNA
konsantrasyonu 10 ng/ul'den azsa, qPCR adimini
tekrarlamadan énce konsantre edin veya ellisyon
hacmini azaltarak tam kandan tekrar DNA ekstrakte

edin.

As0/Azg0 oranini kontrol edin. Axgo/Azgo orani = 1,7
olmalidir. Oran < 1,7 ise, yeni bir DNA ekstraksiyonu

gerceklestirin ve PCR galigsmasini tekrarlayin.

Harici kontroller ve/veya 6rneklerdeki dahili amplifikasyon kontroliiniin erken

amplifikasyonu

a) DNA konsantrasyonu
cok yuksek

Ornegin DNA konsantrasyonunu kontrol edin.
jpsogen CALR RGQ PCR Kiti 10 ng/pl ¢alisma
konsantrasyonu igin optimize edilmistir. DNA
konsantrasyonu 10 ng/ul'den buyikse, DNA'y1 TE
tamponunda seyreltin ve PCR ¢alismasini tekrarlayin.
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Yorum ve Oneriler

b) Pipetleme hacmi Pipetleme semasini ve reaksiyon kurulumunu kontrol
yanlis olabilir edin. 5 pyl hacminde kontroltin/érnegin ve 20 pl
hacminde qPCR ana karigiminin eklenmis oldugunu
kontrol edin. Pipetlenmis tim hacimleri gorsel olarak
kontrol edin.
Gerekirse, gPCR adimini tekrarlamadan énce pipetleri
kontrol ve tekrar kalibre edin.

c) Amplifikasyon egrisi Sira digi egriler igin karsilik gelen amplifikasyonu
yanlis olabilir. kontrol edin. PCR calismasini tekrarlayin.

Orneklerdeki dahili amplifikasyon kontrolii igin hi¢ sinyal yok veya sinyal diisiik
ancak harici kontroller gegerli

a) DNA konsantrasyonu Ornegin DNA konsantrasyonunu kontrol edin.
cok duslk Ipsogen CALR RGQ PCR Kiti 10 ng/ul DNA calisma
konsantrasyonu igin optimize edilmistir. DNA
konsantrasyonu 10 ng/ul'den azsa, qPCR adimini
tekrarlamadan 6nce konsantre edin veya ellisyon
hacmini azaltarak tam kandan tekrar DNA ekstrakte

edin.
b) DNA'da protein Azso/Azgo oranini kontrol edin. Asso/Azgo Orani = 1,7
kontaminasyonu veya olmalidir. Oran < 1,7 ise, yeni bir DNA ekstraksiyonu
organik kimyasallarin gergeklestirin ve PCR galismasini tekrarlayin.

varhgi
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Yorum ve Oneriler

c) Pipetleme hacmi

yanlis olabilir

Pipetleme semasini ve reaksiyon kurulumunu kontrol
edin. 5 pl hacminde kontrolin/érnegin ve 20 pl
hacminde qPCR ana karigiminin eklenmis oldugunu
kontrol edin. Pipetlenmis tim hacimleri gorsel olarak
kontrol edin.

Gerekirse, gPCR adimini tekrarlamadan énce pipetleri

kontrol ve tekrar kalibre edin.

Sablonsuz kontrol (NTC/TE tamponu) pozitif (FAM ve/veya HEX)

a) Capraz kontaminasyon
veya reaktiflerin

kontaminasyonu

b) Serit tipu velveya
ornek ID ters dénmesi

Tum kritik reaktifleri degistirin ve PCR caligmasini
tekrarlayin.

Tasinma kontaminasyonunu énlemek icin her zaman
ornekleri, kit bilegenlerini ve sarf malzemelerini
onerilen uygulamalar ¢ercevesinde kullanin.

Farkli reaktifler pipetlenirken veya farkl tipler
yuklenirken uglari degistirdiginizden emin olun.

On PCR ana karigimini 6zel malzemelerle (pipet,
ug, vb.) hazirlayin.

On PCR ana karigimini ve NTC reaksiyonunu higbir
DNA matrisinin (DNA, plazmid veya PCR urunleri)
iceri sokulmadidi ayriimig bir alanda hazirlayin.
Mumkiinse, test edilecek 6rnegin eklenmesinden

sonra PCR tlplerini dogrudan kapatin.

Pipetleme semasini ve reaksiyon kurulumunu kontrol
edin. PCR galismasini tekrarlayin.
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Yorum ve Oneriler

c) Reaksiyon karigimi

veya prob bozulmus

d) Amplifikasyon egrisi

yanlis olabilir

Mutant kontrolde (MTC) hig¢
(FAM amplifikasyon)

a) Reaksiyon karigimi
vel/veya Taq DNA
polimeraz

eklenmemistir

b) Reaksiyon karigimi
bozulmustur

c) Serit tipu ve/veya
ornek ID ters donmesi

Kit igerigini -30 ila -15°C arasinda saklayin ve
reaksiyon karigimlarini igiktan koruyun.
Reaktiflerin saklama kosullarini ve son kullanma
tarihlerini (etikete bakin) kontrol edin ve gerekirse

PCR caligmasini tekrarlamak icin yeni bir kit kullanin.

Sira digl egriler igin kargilik gelen amplifikasyonu
kontrol edin.

PCR caligsmasini tekrarlayin.

amplifikasyon yok veya diisiik amplifikasyon var

Pipetleme semasini ve reaksiyon kurulumunu kontrol
edin. gPCR ana karisiminin tim bilesenlerinin
eklenmis oldugunu kontrol edin. PCR ¢alismasini
tekrarlayin.

Kit igerigini -30 ila -15°C arasinda saklayin ve
reaksiyon karigimlarini igiktan koruyun.

Reaktiflerin saklama kosullarini ve son kullanma
tarihlerini (etikete bakin) kontrol edin ve gerekirse
PCR caligmasini tekrarlamak igin yeni bir kit kullanin.

Pipetleme semasini ve reaksiyon kurulumunu kontrol

edin. PCR calismasini tekrarlayin.
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Yorum ve Oneriler

d) Pipetleme hacmi

yanlis olabilir

Pipetleme semasini ve reaksiyon kurulumunu kontrol
edin. 5 pl hacminde kontrolin/érnegin ve 20 pl
hacminde qPCR ana karigiminin eklenmis oldugunu
kontrol edin. Pipetlenmis tim hacimleri gorsel olarak
kontrol edin.

Gerekirse, gPCR adimini tekrarlamadan énce pipetleri
kontrol ve tekrar kalibre edin.

Mutant kontrolde (MTC) erken amplifikasyon (FAM amplifikasyon)

a) Pipetleme hacmi
yanlis olabilir

b) Amplifikasyon egrisi
yanlis olabilir

c) Serit tupl ve/veya
ornek ID ters donmesi

Pipetleme semasini ve reaksiyon kurulumunu kontrol
edin. 5 pl hacminde kontrollin/érnegin ve 20 pl
hacminde qPCR ana karigiminin eklenmis oldugunu
kontrol edin. Pipetlenmig tim hacimleri gorsel olarak
kontrol edin.

Gerekirse, qPCR adimini tekrarlamadan 6nce pipetleri
kontrol ve tekrar kalibre edin.

Sira digi egriler icin karsilik gelen amplifikasyonu

kontrol edin. PCR c¢aligmasini tekrarlayin.

Pipetleme semasini ve reaksiyon kurulumunu kontrol
edin. PCR calismasini tekrarlayin.
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Yorum ve Oneriler

Yabani tip kontrolde (WTC) erken amplifikasyon (FAM amplifikasyon)

a) Reaksiyon karigimi Kit icerigini -30 ila -15°C arasinda saklayin ve
bozulmustur reaksiyon karigimlarini igiktan koruyun.
Reaktiflerin saklama kosullarini ve son kullanma
tarihlerini (etikete bakin) kontrol edin ve gerekirse

PCR caligmasini tekrarlamak icin yeni bir kit kullanin.

b) Pipetleme hacmi Pipetleme semasini ve reaksiyon kurulumunu kontrol
yanlis olabilir edin. 5 yl hacminde kontroliin/drnegin ve 20 pl
hacminde qPCR ana karigiminin eklenmis oldugunu
kontrol edin. Pipetlenmis tim hacimleri gorsel olarak
kontrol edin.
Gerekirse, qPCR adimini tekrarlamadan 6nce pipetleri

kontrol ve tekrar kalibre edin.

c) Serit tlipl ve/veya Pipetleme semasini ve reaksiyon kurulumunu kontrol
6rnek ID ters donmesi edin. PCR calismasini tekrarlayin.

d) Amplifikasyon egrisi Sira digi egriler igin karsilik gelen amplifikasyonu
yanlhs olabilir kontrol edin.

PCR caligmasini tekrarlayin.
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Yorum ve Oneriler

e) Tasinma

kontaminasyonu

Tam kritik reaktifleri degistirin.

Deneyi tim reaktifler igin yeni sise kullanarak
tekrarlayin.

Tasinma kontaminasyonunu énlemek icin her zaman
ornekleri, kit bilegenlerini ve sarf malzemelerini
onerilen uygulamalar ¢ercevesinde kullanin.

Farkli reaktifler pipetlenirken uglari degistirdiginizden
emin olun.

Yabani tip kontroliin (WTC) erken amplifikasyonu (FAM amplifikasyon) ve

mutant kontroliin (MTC) hi¢ amplifikasyonu olmamasi ve diisiik amplifikasyonu

olmasi (FAM amplifikasyon)

a) Capraz kontaminasyon

b) Reaksiyon
karisimlarinin tupler
veya On karisim igin
ters dénmesi

c) Serit tlpl velveya
ornek ID ters donmesi

Pipetleme semasini ve reaksiyonun diizenini kontrol
edip PCR c¢alismasini tekrarlayin.

Pipetleme semasini ve reaksiyonun dizenini kontrol

edip PCR calismasini tekrarlayin.

Pipetleme semasini ve reaksiyon kurulumunu kontrol

edin. PCR galismasini tekrarlayin.
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Yorum ve Oneriler

Test gegerlilik hedefi (Cr) altinda yliksek arkaplan amplifikasyonu nedeniyle sik
yabani tip kontrol (WTC) basarisizhgi

Rotor-Gene Q MDx Cihaz bakim glnliklerini kontrol edin.

cihazinda ariza Ornegin lens hizasinin bozulmasi daha yiiksek
arkaplana yol agabilir. Lens hizalanmasi bakim
planinizin bir pargasi degilse daha fazla bilgi ve olasi
girisim icin litfen QIAGEN Teknik Servisiyle irtibat

kurun.

Kontroller velveya orneklerde (tiim tiiplerde) tutarsiz floresans sinyali nedeniyle

caligma basarisizhigi

Rotor-Gene Q MDx Cihaz bakim ginliklerini kontrol edin.
cihaz aksesuarlarinda 72 Kuyucuk Rotoru arizali olabilir.
ariza

Sorun “Troubleshooting guide” (Sorun giderme kilavuzu) iginde listelenen herhangi bir
nedenle bagdastirlamazsa veya Onerilen dizeltici eylemler bir sorunu gidermekte
basarisiz olursa lutfen tavsiye icin QIAGEN Teknik Servisi ile irtibat kurun.
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Kalite Kontrol

QIAGEN ISO sertifikali Kalite Yonetim Sistemi uyarinca, ipsogen CALR RGQ PCR Kitinin

her bir lotu tutarh Grln kalitesi saglamak igin dnceden belirlenmis 6zelliklere gore test edilir.
Tum kitin kalite kontrol islemi, Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazinda gergeklestiriimistir.

Bu kit 1SO 13485 standardina goére Uuretilmistir. Analiz sertifikalan talep Uzerine
www.giagen.com/support adresinde alinabilir.

Sinirlamalar

Kit, profesyonel kullanim i¢in tretilmistir.

Uriin yalnizca ézel egitim almis, molekiiler biyoloji teknikleri konusunda 6grenim gérmiis ve

bu teknolojiyle ilgili bilgi sahibi olan personel tarafindan kullaniimalidir.

Bu kit, “Gerekli Olan Ancak Sadlanmayan Malzemeler”, sayfa 14'te belirtilen onaylanmis bir
cihazla birlikte bu kilavuzda verilen asagidaki talimatlarla kullaniimahdir.

ipsogen CALR RGQ PCR Kitinde tedarik edilmis tim reaktifler, yalnizca ayni kit ile tedarik

edilen reaktiflerle birlikte kullaniimak Gzere gelistiriimistir. Bu performansi etkileyebilir.

Tdm bilegenlerin kutu etiketlerinin Ustiinde yazili olan son kullanma tarihlerine dikkat
edilmelidir. Son kullanma tarihleri ge¢mis bilesenleri kullanmayin.

ipsogen CALR RGQ PCR Kiti sadece 2K EDTA iginde antikoaglle edilmis tam kan igin

dogrulanmistir.

ipsogen CALR RGQ PCR Kiti sadece QIAsymphony DSP DNA Mini Kit (kat. no. 937236)
veya QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit (kat. no. 61104) ile kullanim i¢in dogrulanmigtir.
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Sadece Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM (PCR i¢in) ve QlAsymphony SP (6rnek hazirlama

icin) dogrulanmistir.

Bu Urtndn herhangi bir etiket digi kullanimi ve/veya bilesenlerin degistiriimesi QIAGEN

sorumlulugunu gecersiz kilar.

Elde edilen herhangi bir tani amagli sonucun diger klinik ve laboratuvar bulgulari ile birlikte
yorumlanmasi gerekir. Bir 6rnegin CALR durumu “No Mutation Detected” (Mutasyon
Saptanmadi) ise, bu durum sadece bu kilavuzda anlatilan 36 mutasyondan birinin
bulunmadigini (bkz. Tablo 1) —kitin hassasiyet sinirlari dahilinde— veya Tip 23 ve Tip 27
mutasyonlarinin tespit edilemedigini gosterir (bkz. “Performans Ozellikleri/Ozgullik”,

sayfa 68). Bu, diger CALR mutasyonlarinin varligini disarida birakmaz.

QIAGEN performans c¢alismalari kapsaminda olmayan laboratuvarlarinda kullanilan
herhangi bir prosedir igin sistem performansinin  dogrulanmasi  kullanicilarin

sorumlulugundadir.
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Performans Ozellikleri

Bos ornek siniri

Bos 6rnek siniri (LOB) yabani tip CALR durumu olan saglkli donér tam kan érneklerinde
CLSI/NCCLS EP-17-A2 standardi (8) uygulanarak belirlenmistir (5 6rnek, reaktif lotu
basina 60 6l¢ciim, 2 ipsogen CALR RGQ PCR Kit lotu kullaniimistir). LOB, her bir test igin

elde edilen en dustik LOB degeri olarak belirlenmistir.

LOB sonuglari Tablo 5'te 6zetlenmistir.

Tablo 5. ipsogen CALR RGQ PCR Kiti icin bog 6rnek siniri sonuglarinin 6zeti

Bos 6rnek siniri
CALR testi (Cy FAM degerleri)
TYPE 1 35,24
TYPE 2 45,00
CLAMP 1 40,01
CLAMP 2 45,00
CLAMP 3 45,00
CLAMP 4 45,00
CLAMP 5 38,90
Tespit siniri

Tespit sinir (LOD) CLSI/NCCLS EP-17-A2 standardinda (8) anlatilan “Probit approach”a
(Probit yaklasimi) gore belirlenmigtir. Bu galismada, 5 adet diisik mutasyon seviyesi 3 ayri
ornek igin analiz edilmigtir (Yabani tip DNA ile karigik olarak CALR mutasyon pozitif
hastadan ekstrakte edilen gDNA). TYPE 1 ve TYPE 2 testleri icin pozitif her 6rnekte
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seyreltme basina toplam 20 kopya 2lot ipsogen CALR RGQ PCR Kityle
gergeklestirilmistir.

Belli bir test icin LOD, s6z konusu iki partiden elde edilen en yiksek LOD degeri olarak
belirlenmistir. Sonugclar analitik hassasiyetin, Tip 1 CALR mutasyonu icin %0,60 ve Tip 2
CALR mutasyonu igin %0,08 oldugunu gostermistir (Sekil 6).

Tablo 6. ipsogen CALR RGQ PCR Kiti igin tespit siniri sonuglarinin 6zeti

CALR testi Tespit siniri

TYPE 1 %0,60

TYPE 2 %0,08
DNA girdisi

ipsogen CALR RGQ PCR Kitiyle birlikte kullanilacak optimize edilmis gDNA girdisi 5 farkl
gDNA girdisi icin bir kit lotuyla 3 CALR-pozitif ornekte (yabani tip gDNA ile karisik
plazmidler) ve bir CALR-negatif drnekte degerlendirilmistir. Bu ¢calismada her érnek ve her
CALR testinin her girdisi i¢in 3 kopya yapilmistir. Sonuclar kullanilacak optimize girdinin
50 ng (10 ng/ul) oldugunu gostermistir.

Tekrarlanabilirlik ve yeniden uretilebilirlik

Hassasiyet calismasi, CLSI/NCCLS EP5-A2 standardina (9) gore yapilmistir. Her bir CALR
testi icin hassasiyet belli bir CALR mutasyonunda degerlendirilmistir: TYPE 1, CLAMP 1 ve
CLAMP 2 testleri icin Tip1; TYPE2 ve CLAMP 5 testleri icin Tip2 ve CLAMP 3 ile
CLAMP 4 testleri icin Tip 28. Test 3 mutasyon seviyesinde gergeklestiriimistir: %5, %25 ve
%50 (yabani tip gDNA ile karigik plazmidler). Her seviye 20 giin boyunca gerceklestirilen
49 tekrarll galismada mutasyon ve test basina en az 73 Olgiimle gergeklestiriimistir.
3 6rnek toplam hassasiyet icin gogu testte %5 altinda bir varyasyon katsayisi (CV1opiam)
(Tablo 7) gostermigtir.
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Not: CLAMP testlerinde toplam hassasiyet bir CALR mutantindan digerine degisiklik
gosterebilir.

Tablo 7. ipsogen CALR RGQ PCR Kiti i¢in sonuglarin tekrar edilebilirligi ve yeniden
tretilebilirligi

CALR Mutasyon Olguim
testi seviyesi sayisi Sr# Srr' Toplam? CVroplam’
%50 88 0,10 0,07 0,21 0,80
TYPE 1 %25 88 0,10 0,07 0,20 0,76
%5 88 0,15 0,05 0,30 1,04
%50 80 0,11 0,08 0,21 0,85
TYPE 2 %25 80 0,11 0,00 0,19 0,73
%5 80 0,12 0,08 0,27 0,95
%50 106 0,14 0,13 0,27 1,05
CLAMP 1 %25 105 0,13 0,28 0,50 1,90
%5 106 0,20 0,37 0,55 1,92
%50 84 0,13 0,31 0,59 2,24
CLAMP 2 %25 85 0,19 0,36 0,90 3,28
%5 82 0,37 0,59 1,27 4,16
%50 84 0,49 0,52 2,33 8,04
CLAMP 3 %25 84 0,73 0,70 3,54 11,26
%5 84 1,28 3,18 5,70 15,03
%50 73 0,22 0,33 1,32 4,46
CLAMP 4 %25 76 0,24 0,33 1,37 4,46
%5 73 0,26 0,37 1,59 4,66
%50 100 0,17 0,17 0,66 2,52
CLAMP 5 %25 100 0,21 0,05 0,75 2,73
%5 104 0,39 0,55 0,94 3,04

Sr: Tekrar edilebilirlik standart sapma olarak ifade edilmistir.

Srr: Galismalar arasi yeniden Uretilebilirlik standart sapma olarak ifade edilmisgtir.

Toplam hassasiyet (cihazlar arasi, kullanicilar arasi ve lotlar arasi; standart sapma olarak ifade edilmis).
Toplam hassasiyet icin varyasyon katsayisi.

o+ %
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Engelleyici maddeler

Calisma, NCCLS standardi EPO07-A2 (10) iginde verilen ©Oneriler baz alinarak
tasarlanmistir. Kan o6rneklerinde bulunabilecek olan toplam 17 madde PCR (zerindeki
olasi etkileri icin secildi: busulfan, sitalopram hidrobromid, paroksetine hidroklorir
hemihidrat, sertralin hidroklortr, fluoksetin hidroklorir, asetaminofen [parasetamol],
bilirubin konjige olmayan, potasyum EDTA, hemoglobin [insan], trigliseritler, lisinopril
dihidre, hidroksilre, asetilsalisilik asit, salisilik asit, thiotepa, anagrelid, interferon alfa 2b.
Ek olarak, gDNA ekstraksiyon iglemi sirasinda kullanilan bir maddenin de (proteinaz K)

olasi etkisi degerlendirildi.

Sonuglar bu maddelerin higbirinin engelleyici bir etkisi olmadigini géstermistir.
Ozgulluk

ipsogen CALR RGQ PCR Kitinin ézgullugd Tip 1 ve Tip 2 mutasyonlarini dogru bigimde
tanimlama ve Tablo 1'de anlatilan mutasyonlari saptama yetenekleri test edilerek

degerlendirilmistir.

Tip 1 ve Tip 2 mutasyonlari igin galisma MPN Ph- hastalarin tam kanindan ekstrakte edilen
gDNA orneklerinde, Tip1 igin =2%16 mutasyon ve Tip2 igin =%9 mutasyon
konsantrasyonlarina gergeklestiriimigtir. Tip 1 ve Tip 2 i¢in 6zgullik dogrulanmistir: tim

ornekler saptanmis ve dogru bigimde tanimlanmistir.

Tip 3 ila Tip 36 mutasyonlar igin 6zgulluk, varsa (yani Tip 3, 4, 5, 24, 25, 27, 29 i¢in) MPN
Ph- hastalarin tam kan Orneklerinden ekstrakte edilen gDNA &6rnekleri kullanilarak test
edilmistir. Hasta ornegdi elde edilememis her bir ender mutasyon igin 6zgullik bilinen bir
CALR mutasyonu tasiyan plazmid DNA ile karistirnlmis yabani tip insan gDNA'sindan
olusan sentetik malzeme kullanilarak klinik olarak ilgili > %10 degderindeki
konsantrasyonlarda (ortalama konsantrasyon %30 civari mutasyondur) dederlendirilmistir.
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Sonuglar, sik olarak gézlemlenen Tip 3 ila Tip 10 arasindaki tim CALR mutasyonlarinin
ipsogen CALR RGQ PCR Kitinin en az bir testi tarafindan saptandigini géstermistir. Tip 11
ila 36 arasindaki (%0,3 meydana gelis sikhgr) cogu CALR mutasyonu ipsogen CALR RGQ
PCR Kitinin en az bir testi tarafindan saptanmaktadir. Kit tarafindan sadece Tip 23 ve 27
saptanamazken Tip 22, 25, 26, 29 ve 30 sadece ylksek CALR allelik yikii olan 6érneklerde
saptanabilir.

Onemli not: Ozgiillik calismasi Tip5 ve Tip 17 mutasyonlarinin TYPE 1 test ile
saptandigini géstermistir. TYPE 2 testi Tip 10, Tip 31 ve Tip 33 ila 36 mutasyonlarinin
amplifikasyonlarina olanak tanimaktadir. Bu durum, Tip 17 mutasyonu haric bu CALR
mutasyon tipleriyle (bkz. Tablo 1) yiiksek siralama benzerligine dayanarak beklenmekteydi.
Bu nedenle, ipsogen CALR RGQ PCR Kiti Tip 1 ve Tip 5/17 mutasyonlarini ve Tip 2 ve
Tip 10/31/33-36 mutasyonlarini ayirt edemez. Teshis ve tedaviler agisindan her bir CALR
mutasyonunun ayirt edilmesi su anda gerekli degildir, cogu CALR mutasyonu benzer

mutant CALR proteinlerinin tretilmesine yol acar.

Klinik dogrulama ve yontem kargilagtirmasi

Bu g¢alismanin amaci normal kullanim kosullari altinda ipsogen CALR RGQ PCR Kitini
dogrulamakti. Caligma kitin MPN oldugundan sliphelenilen hastalardan olusan bir 6rnek
kohortundaki Tip 1 ve Tip 2 CALR mutasyonlarini tanimlama yetenegini degerlendirdi.
Dogrulama g¢aligmasi MPN oldugundan suphelenilen 227 hastadan ekstrakte edilen gDNA
orneklerinde (CALR-pozitif ve CALR-negatif érnekler dahil) gergeklestirildi.

gDNA drneklerinin ipsogen CALR RGQ PCR Kitiyle elde edilen CALR durumu Sanger iki
yonli siralamayla birlikte kullanilan fragman boyutu bazl bagimsiz bir mutasyon saptama
yontemiyle elde edilen CALR durumuyla karsilastiriidi. Uyumsuz sonuglar oldugu durumda,

Uglincl bir mutasyon saptama yéntemi kullanildi: yeni nesil siralama (NGS).
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Bu calismada kullanilan tim o&rneklerin CALR durumu Tablo 8'de listelenen referans
yontemlerle belirlenmigtir. Ornek kohortu %54,6 pozitif 6rnek ve %45,4 negatif drnekten
olugsmaktadir. Referans yontemleri bu pozitif érnekler arasindan %42,7'sini Tip 1 olarak ve
%33,1'ini Tip 2 olarak karakterize etmistir. Bu oranlar Klampfl vd. (5) tarafindan
anlatilanlarla tutarhdir. yani Tip 1 i¢in %53 ve Tip 2 i¢in %31,7 (bkz. Tablo 1).

Tablo 8. Referans yontemlerle belirlendigi sekilde genel kohortun CALR mutasyon
durumu: pargacik boyut analizi, Sanger iki yonlii siralama ve NGS analizi

CALR durumu Numara
Tip 1 mutasyon 53

Tip 2 mutasyon 41
Tiplve Tip2 1
Diger CALR mutasyonlar 29
CALR mutasyonu pozitif 124 (%54,6)
CALR mutasyonu negatif 103 (%45,4)
Toplam &rnekler 227

Kohortun Tip 1 ve/veya Tip 2 CALR mutasyon durumu ile karakterize edilmis tim &rnekleri
ipsogen CALR RGQ PCR Kiti tarafindan dogru bicimde tanimlanmistir. Tip 1 mutasyonu
ipsogen CALR RGQ PCR Kit tarafindan iki érnege hatali olarak atanmistir: bir érnek
referans yontemler tarafindan Tip 5 olarak karakterize edilmistir ve bir érnek Klampfl vd. (5)
tarafindan anlatiimamig bir mutasyon olarak karakterize edilmistir. Benzer sekilde Tip 2
mutasyonu, referans yontemleri tarafindan Klampfl vd. (5) tarafindan anlatiimamis bir
mutasyon olarak karakterize edilmis bir érnege hatali olarak atanmistir. In silico analiz bu
uyumsuz &rneklerin buyutk olasilikla bu mutasyonlar ile Tip 1 veya Tip 2 mutasyonlar

arasindaki ylksek siralama benzerliginden kaynaklandigini gostermistir.
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Dolayisiyla, Tip 1 ve Tip 2 mutasyonlar igin ipsogen CALR RGQ PCR Kit ve pargacik
analizi/Sanger siralama/NGS ile elde edilen sonuglar arasinda %98,7 genel tutarlihk
mevcuttur (given araligi [%96,2; %99,5]). ipsogen CALR RGQ PCR Kitinin Tip 1 ve Tip 2
CALR mutasyonlari igin toplam hassasiyeti ve 6zgulligu %100 (guven aralidi [%96,2;
%100] ve %97,7'dir [%93,5; %99,5]) (Tablo 9).

Tablo 9. Tip 1 ve Tip 2 CALR mutasyonlari i¢in toplam performans ¢iktilarinin 6zeti

Degisken Tahmin %95 giiven araligi
Genel tutarlihk %98,7 [%696,2; %99,7]
Hassasiyet %2100 [%696,2; %100]
Ozgullik %97,7 [9693,5; %99,5]
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Semboller

Asagidaki semboller ambalaj ve etiket Uzerinde gorulebilir:

Sembol Sembol tanimi

REF Katalog numarasi

Uretici

Materyal numarasi

R harfi El Kitabi revizyonunu, n harfi ise revizyon numarasini
RN y y
temsil eder
LOT Lot numarasi
GTIN Kiresel Ticaret Parca Numarasi
IVD in vitro tani amagli tibbi cihaz
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Sembol Sembol tanimi

c € Avrupa uyumlulugu icin CE isareti
g Son kullanma

W N reaksiyon icin yeterli reaktif icerir
<N>

H Sicaklik sinirlamasi
| i I Kullanim talimatlarina bakin

//lt Giines 1sigindan uzak tutun
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Siparis Bilgileri

Uriin icindekiler Kat. no.
ipsogen CALR RGQ PCR 24 reaksiyon icin: CALR Yabani Tip 674023
Kit (24) Kontrol, CALR Mutant Kontrol,

CALR TYPE 1 Reaksiyon Karigimi,
CALR TYPE 2 Reaksiyon Karigimi,
CALR CLAMP 1 Reaksiyon Karigimi,
CALR CLAMP 2 Reaksiyon Karigimi,
CALR CLAMP 3 Reaksiyon Karigimi,
CALR CLAMP 4 Reaksiyon Karigimi,
CALR CLAMP 5 Reaksiyon Karigimi,
Taq DNA polimeraz, seyreltme i¢in TE
tamponu ve NTC

Rotor-Gene Q MDx ve aksesuarlari

Rotor-Gene Q MDx 5plex Gergek zamanh PCR dénglleyici ve 9002032
HRM Platform 5 kanal (yesil, sari, turuncu, kirmizi, kizil)

artt HRM kanalli HRM analizort, dizisti

bilgisayar, yazilim, aksesuarlar, 1 yil parga

ve iscilik garantisi, kurulum ve egitim dahil

degildir
Rotor-Gene Q MDx 5plex Gergek zamanh PCR doénglleyici ve 9002033
HRM System 5 kanal (yesil, sari, turuncu, kirmizi, kizil)

artt HRM kanalli HRM analizort, dizisti
bilgisayar, yazilim, aksesuarlar, 1 yil parca
ve iscilik garantisi, kurulum ve egitim

Loading Block 72 x 0.1 ml 72 x 0,1 ml tiplerde tek kanalli pipet ile 9018901
Tubes manuel reaksiyon kurulumu igin
aliminyum blok

72-Well Rotor Strip Tubes and Caps 0.1 ml'yi tutmak icin; 9018903
Locking Ring 72-Well Rotor gerektirir
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Uriin icindekiler Kat. no.
Locking Ring 72-Well 72-Well Rotor igindeki Strip Tubes and 9018904
Rotor Caps, 0.1 ml'yi kilittemek igin
Rotor Holder Rotorlarin igine tupleri ve Rotor-Discs i 9018908
monte etmek i¢in metal bagimsiz duran
tutucu
Strip Tubes and Caps, 1000 reaksiyon i¢in 4 tiiplu 250 serit ve 981103
0.1 ml (250) kapaklari
Strip Tubes and Caps, 10.000 reaksiyon i¢in 4 tupli ve kapakh 981106
0.1 ml (2500) 10 x 250 serit
QlAsymphony SP ve aksesuarlari
QIAsymphony SP System QlAsymphony 6rnek hazirlama modulu: 9001751
kurulum ve egitim, 1 yillik parca ve isgilik
garantisi icerir
QIAsymphony SP QIlAsymphony 6rnek hazirlama modulu: 9001297
1 yillik parca ve isgilik garantisi igerir
Sample Prep Cartridges, QIAsymphony SP ile kullanim igim 997002
8-well (336) 8 kuyucuklu 6rnek hazirlama kartuslari
8-Rod Covers (144) QlAsymphony SP ile kullanim igin 8-Rod 997004
Covers
Filter-Tips, 200 pl, Tek Kullanimlik Filtre Uglari, rafli; 990332
Qsym SP (1024) (8 x 128). QlAcube® ve QIAsymphony
SP/AS cihazlariyla kullanim igin
Filter-Tips, 1500 pl, Tek Kullanimlik Filtre Uglari, rafli; 997024
Qsym SP (1024) (8 x 128). QIAsymphony SP/AS
cihazlariyla kullanim igin
Tube Insert 3b, 2 ml, v2, QIAsymphony tip tasiyici ile kullanim igin 9242083

sample carrier, Qsym

ikincil tup adaptoru (2 ml vida kapakh
tupler igin)
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Uriin icindekiler Kat. no.
Elution Microtubes CL Steril olmayan polipropilen tipler (0,85 ml 19588
(24 x 96) maksimum kapasite, 0,7 ml'den az

saklama kapasitesi, 0,4 ml eliisyon

kapasitesi); 96'lik raflarda 2304 adet;

kapak seritleri dahil
ilgili Giriinler
QlAamp DSP DNA Blood 50 drnek icin: QIAamp Mini Donel 61104
Mini Kit (50) Kolonlar, Tamponlar, Reaktifler, Tlpler,

VacConnectors
QIAsymphony DSP DNA Her biri 200 pl'lik 192 6rnek icin: 2 reaktif 937236
Mini Kit (192) kartusu ve enzim raflari ile aksesuarlari

icerir.
RNase A (17,500 U) 2,5 ml (100 mg/ml; 7000 birim/ml, 19101

soliisyon)

Gincel lisans bilgileri ve Grtine 6zgu yasal uyarilar icin ilgili QIAGEN Kkiti el kitabina veya

kullanici kilavuzuna bakin. QIAGEN kiti el kitaplari ve kullanici kilavuzlari www.giagen.com

adresinde bulunabilir veya QIAGEN Teknik Servisleri ve yerel dagiticinizdan istenebilir.
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Bu sayfa bilerek bos birakilmigtir
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Bu drlin in vitro tani amagh kullanim igindir. QIAGEN iriinleri tekrar satilamaz, yeniden satis igin degistirilemez veya QIAGEN'nin yazili izni olmadan ticari Griinler
(retmek Uizere kullanilamaz.

Bu belgedeki bilgiler 6nceden bildirilmeksizin degistirilebilir. QIAGEN bu belgede gériilebilecek herhangi bir hata icin higbir sorumluluk kabul etmez. Bu belgenin
yayinlanma sirasinda tam ve dogru olduguna inanilimaktadir. Higbir durumunda QIAGEN size karsi bu belgenin kullanimiyla ilgili veya bundan dogan rastlantisal,
0Ozel, goklu veya dolayll zarar icin yiikiimlii olmaz.

QIAGEN {irlinleri belirtilen ézellikleri karsilamak (izere garanti edilmistir. QIAGEN'nin yegane yikimliiligi ve misterinin yegane telafi hakki triinlerin garanti edildigi
sekilde uygulanamamasi durumda driinlerin lcretsiz olarak degistiriimesi ile sinirlidir.

CALR mutasyonu ve kullanimlari Avrupa patenti EP2808338 ve yabanci karsiliklari dahil patent haklari tarafindan korunur. Bu Uriiniin satin alinmasi CALR hedefli
ilaglar icin klinik calismalarda kullanimina ait her hangi bir hakki devretmez. QIAGEN bu tip kullanimlar igin &zel lisans programlari gelistirir. Liitfen QIAGEN
Kurumsal Is Gelistirme ile bd@qgiagen.com internet adresi tizerinden irtibat kurun.

Ticari markalar: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIAamp®, QIAcube®, QIAsymphony®, ipsogen®, Rotor-Gene®, Rotor-Gene AssayManager® (QIAGEN Grup); BHQ®,
Black Hole Quencher” (LGC Biosearch); FAM™, HEX™, SYBR® (Life Technologies, Inc.); GenBank® (National Center for Biotechnology Information); Sarstedt”
(Sarstedt AG and Co.).

ipsogen CALR RGQ PCR Kiti igin Sinirli Lisans Sozlesmesi
Bu drlindin kullanimi herhangi bir alicinin veya iriin kullanicisinin asagidaki kosullari kabul ettigi anlamina gelir:

1. Uriin sadece Kullanim Talimatlari'na (EI Kitabi) uygun olarak tek basina kullanilabilir ve yalnizca kitin iginde bulunan bilesenlerle kullanim igindir. QIAGEN bu
kitin kapali bilesenlerinin bu Kullanim Talimatlarinda (El Kitabi) ve www.giagen.com adresinden ulasilabilen protokollerde belirtilenlerin disinda bu kitin iginde yer
almayan herhangi bir bilesenle kullanimi veya birlestirilmesi igin kendi fikri milkiyet haklarinin herhangi biri altinda lisans hakki vermez.

. Agikga belirtilen lisanslar disinda, QIAGEN bu kit ve/veya kullanimlarinin tiglincii taraflarin haklarini ihlal etmeyecegini garanti etmez.
. Bu kit ve bilesenleri bir kez kullanim igin lisanslidir ve tekrar kullanilamaz, yenilenemez ve tekrar satilamaz.
. QIAGEN agikga ifade edilenlerin disinda agik veya zimni diger tiim lisanslari agikga reddeder.

oM wN

. 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 Anlasmasi yasaklamalarini uygulayabilir ve bu sinirli lisans
anlagsmasinin veya ipsogen CALR RGQ PCR Kiti velveya bilesenleriyle ilgili fikri milkiyet haklarinin herhangi birinin uygulanmasina yol agan tiim durumlarda
avukat Ucreti dahil tim sorusturma ve mahkeme masraflarini geri alabilir.

Giincellenmis lisans kosullari igin bkz. www.giagen.come
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