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QIAGEN: Sample and Assay Technologies

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

QIAGEN sunlarda standartlan olusturur:

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

Ornek ve tahlil teknolojilerinin otomasyonu

Misyonumuz olaganisti basari elde etmeniz ve yeni buluslar yapmanizi
mUmkun kilmaktir. Daha fozla bilgi icin www.qgiagen.com adresini ziyaret edin.
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Kullanim Amaci

ipsogen BCR-ABLT Mbcr IS-MMR Kiti daha énce bir BCR-ABL Mbcr fizyon geni
(FG) olayi tanisi konmus akut lenfoblastik [6semi (ALL) veya kronik myeloid
|6semi (KML) hastalarinin kemik iligi veya periferal kan érneklerinde BCR-ABL
p210 b2a2 veya b3a2 transkriptlerinin kantifikasyonu icin kullaniimasi
amaclanmistir. Testin molekiler cevap dizeyini degerlendirmek Uzere
kullanilmasi amaglanmigtir; sonuglar minimal rezidiel hastalik takibi icin
kullanilabilir.

Ozet ve Aciklama

KML Genel Bilgisi

KML bir grup myeloproliferatif neoplazmin biridir ve vakalarin %90'inda
Philadelphia kromozomu (Ph kromozomu) varligi ile karakterizedir.

Bu kromozom, kromozom 9 ve 22 uzun kollar, 1(9;22), BCR (kinlma noktasi
kime bdlgesi) kromozom 22'de ve c-ABL onkojeni kromozom 9'dan geliyor
olarak resiprokal bir translokasyonun Griontdur. Karsilik gelen fozyon geni BCR-
ABL, bir 8,5 kb mRNA'ya transkripsiyonla dénisir ve b2a2 (vakalarin %40') ve
b3a2 (vakalarin %55') seklinde iki bileske varyanti vardir. Artmis tirozin kinaz
aktivitesiyle p210 adl kimerik bir protein kodlar. b2a3 ve b3a3 transkriptleri
vakalarin %5'inden azini temsil eder. Bir Ph kromozomu yetigkin ALL
hastalarinin %35'inde de saptanabilir.

Yillik KML insidansi yaklagik 100.000'de 1-2'dir ve KML yetiskin |&6semilerin
%20'sini olusturur. Klinik olarak normal sekilde diferansiyasyon ve islev gésteren
bir myeloid hucre fazlahgiyla karakterizedir. KML hastalari vakalarin %90-
95'inde hastaligin kronik veya stabil fazinda tani alirlar. Tarihsel olarak
ortalama 4 - 6 yil icinde hastalar daima 6lumcdGl olan blastik kriz ve akut
|6semiye gececek sekilde hizlandiriimis bir faza girerlerdi. imatinib ve daha
yakin zamanda ikinci nesil tirozin kinaz inhibitérlerinin (TKI) gelistirilmesi
hastaligin dogal seyrini dramatik olarak degistirdi: hastalarin gogu simdi
remisyonda kalir ve uzun dénemli takip ve hastalik izlenmesini hak ederler.

Hastalik izlenmesi

BugUne kadar KML tedavisinin hedefi %100 sagkalim ve Ph kromozomu
negatifligi elde etmek olmustur. Hastalgi izlemek bu nedenle tedaviye cevabi
degerlendirmek ve her hastada erken relapsi saptamak igin elzem bir aragtir.
TKI tedavisi altinda hastalar tipik olarak hematolojik ve sonra sitogenetik ve
sonra molekdler remisyona ilerlerler ve bu durum asagida Sekil 1'de gésterildigi
gibi azalan sayida 16semik hicre ve BCR-ABL transkriptine karsilik gelir.
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Sekil 1. Referans 1'den uyarlanmsgtir.

KML hastalarinda timér yikini tahmin etmenin standart ydontemi kemik iligi
metafazlarinda geleneksel sitogenetik analizdir. Sitogenetik cevap en az 20
kemik iligi metafazinda degerlendirilir. Sitogenetik cevap dizeyi Ph kromozomu
pozitif metafaz yUzdesiyle tahmin edilir (bakiniz Tablo 1, referens 2). Ancak bu
degerlendirme laboratuvar performanslarina dayanir ve 20 metafaz analiz
edildiginde %5 ile dusUk bir hassasiyete sahiptir.

Periferal kan érneklerinde gercek zamanli kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu
(qPCR) BCR-ABL Mbcr mRNA'sini kantifiye ederek simdi tedavide KML hastalik
izleme tekniklerinin bir pargasidir. Geleneksel kemik iligi metafaz
sitogenetiginden daha az invaziv ve daha hassastir.

KML hastaligi izleme &nerileri de yakin zamanli olarak klinik ¢calismalardan yeni
klinik bulgularin katilmasi ve daha iyi hastalik izleme hedefleri ve araglaryla
guncellenmistir. imatinib alan hastalarda cevap tanimi ve izlenmesi hakkinda
en son &neriler ELN uzmanlari tarafindan yapilmigtir (2).

Teknik acidan uluslararasi uzmanlarca BCR-ABL Mbcr testi ve raporlandirmayi
uyumlastirmak icin caba gésterilmistir (3-5). Ayrica yakin zamanda BCR-ABL
kantifikasyonunun basit bir standardizasyonunu momkin kilmak tzere DSO
gdzetiminde bir referans paneli dogrulanmistir (6).
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Islemin Prensibi

5plex HRM (72-tGpl0

gPCR
Tam kan 5 ul cDNA
« - i BCR-ABL S5 LightCycler
1.2, 1.5 veya 2.0
RNA cDNA r ABL
"".\ % + 15 ul spesifik gPCR 6n karigim
= 3 Etlgsvonu* ' ggr,;l:zi* ‘ ’ /7 Her ¢alismada ikili olarak 4 érnek
- BCR-ABL ABL Rotor-Gene Q

4 rotor), LightCycler
§ 480, Applied

¢ Biosystems 7500
veya ABI PRISM
7900HT

* Kitle yapilmaz.
Reaktifler
saglanmamughr.

+ 20 ul spesifik gPCR &n karigim
Her ¢alismada ikili olarak 8 &rnek

Sekil 2. RNA izolasyonu, cDNA sentezi ve qPCR.

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

Bu test gPCR cift boya oligonukleotid hidroliz prensibini kullanir. PCR sirasinda,
ileri ve revers primerler belirli bir sekansa hibridize olur. Ayni karigimda bir ¢ift
boya oligonukleotid bulunur. Bir 5' raportér boya ve bir akis asagr 3' sondirico
boyayla etiketlenmis bir oligonUkleotidden olusan bu prob PCR Grind iginde bir
hedef sekansa hibridize olur. Hidroliz problariyla gPCR analizi Thermus
aquaticus (Tag) DNA polimeraz 5'2>3' eksonikleaz aktivitesini kullanir. Prob
saglam oldugunda raportér boyanin séndirict boyaya yakinhgi raportér
floresansin temel olarak Férster tipi enerji transferiyle baskilanmasiyla
sonuglanir.

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

Bu floresans sinyali artisi ancak hedef sekans probu tamamlayici ise ve béylece
PCR sirasinda amplifiye oluyorsa saptanir. Bu gereklilikler nedeniyle nonspesifik

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR Kit El Kitabi  07/2016 7



amplifikasyon saptanmaz. Béylece, floreanstaki artis PCR sirasinda hedef
amplifikasyonla dogrudan orantilidir.

{ } /—1 Birlegtirme

— Primerler ve
prob
birlegtirme

.>%§ } /—‘ Polimerizasyon

iplikgik yer degigtirmesi

@ a - ®> ﬁ Kesme

(._ o o — Séndiriict boya serbest

kalmasi ve raportér floresans

sinyal emisyonuna neden olur
1% -
=] a =] . .
£7A a e : Polimerizasyon
e / tamamlandiginda
| i .-> [ Her déngide
tamamlanan PCR Grin{
<'. _______________ — ve floresan sinyal
birikimi
.qqub- Raportér ? ) Spesifik brob —_— ileri ve revers
‘* pvQ pesitii pro primerler
* Séndoricy -——) PCR 0rtng . Taq polimeraz

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

Kit icerigi

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR Kit (24)
Katalog no. 670723
Reaksiyon sayisi 24
High Positive RNA Control (YUksek Pozitif RNA 3x 10 ul
Kontrol)
IS-MMR Calibrator (IS-MMR Kalibratér) 3x 10 ul
Mbcr and ABL Single Plasmid Standard SP1-BCR-ABL
Dilution (Mbcr ve ABL Tek Plasmid Standart Mbcr & ABL 35 ul
Dilisyonu) (10" kopya/5 ul)
Mbcr and ABL Single Plasmid Standard
Dilution (Mbcr ve ABL Tek Plasmid Standart S&iEC&RréI?_L 35 ul
Dilisyonu) (10? kopya/5 ul) ¢
Mbcr and ABL Single Plasmid Standard
Dilution (Mbcr ve ABL Tek Plasmid Standart SAI::\:E)CEC&R:;?_L 70 ul
Dilisyonu) (10° kopya/5 ul)
Mbcr and ABL Single Plasmid Standard
Dilution (Mbcr ve ABL Tek Plasmid Standart S'\Ij\f)c?rcé(Rré?_L 35 ul
Dilisyonu) (10* kopya/5 ul)
Mbcr and ABL Single Plasmid Standard
Dilution (Mbcr ve ABL Tek Plasmid Standart S&iCEC&RrﬁL 70 ul
Dilisyonu) (10° kopya/5 ul)
Mbcr and ABL Single Plasmid Standard

o e : SP6-BCR-ABL
Dilution (Mbcr ve ABL Tek Plasmid Standart Mbecr & ABL 70 ul

Dilisyonu) (10 kopya/5 ul)

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR Kit El Kitabi
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ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR Kit (24)
Katalog no. 670723
Reaksiyon sayisi 24

Primers and Probe Mix ABL (Primerler ve Prob PPC-ABL 25x 110 ul
Karigimi ABL)*

Primers and Probe Mix BCR-ABL Mbcr Fusion ~ PPF-Mbcr 25x 110 ul
Gene (Primerler ve Prob Karigimi BCR-ABL
Mbcr Fizyon Geni)fC

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR Kit Handbook (ingilizce) 1

* ABL kontrol geni icin spesifik revers ve ileri primerlerin ve ayrica spesifik bir FAM—TAMRA
probunun karigimi.

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

Not: Standart (SP1-SP6) ve primerler ile prob karigimlarini kullanimdan énce
kisa bir sire karigtirin ve santrifGje edin.

Gereken ama Saglanmayan Materyal

Kimyasallarla galisirken daima uygun bir laboratuvar 6nltgu, tek kullanimlik
eldivenler ve koruyucu gézlukler kullanin. Daha fazla bilgi igin, Grin
tedarikcisinden elde edilebilecek uygun givenlik veri sayfalarina (SDS'ler)
bagvurun.

Reaktifler

B RNA saflastirma islemi icin reaktifler: Onaylanmis reaktifler: RNeasy® Midi
Kit (QIAGEN, kat. no. 75144) veya TRIzol® Reaktifi (Thermo Fisher
Scientific Inc, kat. no. 15596018 veya 15596026)

B Nukleaz icermeyen PCR sinifi su

B Toampon ve Tag DNA polimeraz: Onaylanmis reaktifler: Premix Ex Taq”
DNA Polimerazi (Perfect Gercek Zamanli) (TaKaRa, kat. no. RRO39A) ve
Premix Ex Tag DNA Polimerazi (Prob gPCR) (TaKaRa, kat. no. RR390A). iki
reaktif de 2 X Tag DNA polimerazi ana karigimi ve ROX™ referans boyalarini
icerir

B Ters transkripsiyon reaktifleri: Onaylanmis reaktifler: ipsogen RT Kiti, ters
transkriptaz, 5X RT tamponu, 100 mM DTT, RNaz inhibitérs, rastgele
primer ve dNTPler (QIAGEN, kat. no. 679923) icerir veya SuperScript® llI
Ters Transkriptaz, ters transkriptaz, 5X tek iplikcik tamponu ve 100 mM DTT
(Thermo Fisher Scientific Inc., kat. no. 18080044) icerir

10 ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR Kit El Kitabi  07/2016



B SuperScript lll kullanirken, asagidaki ilave reaktifler gereklidir:

B RNaz inhibitéri: Onaylanmig reaktif: RNaseOUT" Rekombinant
RibonUkleaz Inhibitéri (Thermo Fisher Scientific Inc.,
kat. no. 10777019)

B dNTP seti, PCR sinifi

B Raostgele nonamer

Sarf Malzemesi

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

B  Buz

Ekipman

B PCRigin ayrilmig mikrolitre pipetler* (1-10 ul; 10-100 ul; 100-1000 ul)

M 0,2 ml/0,5 ml reaksiyon tUpleri icin rotorlu masaUsto santrifGj* (10.000
rpm degerine ulasabilen)

B Gercek zamanli PCR cihazi:* Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM veya diger
Rotor-Gene cihazi; LightCycler 1.2, 1.5, 2.0 veya 480; Applied Biosystems

7500 Real-Time PCR Sistemi; ABI PRISM 7900HT SDS; ve ilgili spesifik
materyal

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

Uyarilar ve Onlemler

in vitro diagnostik kullanim icin

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

yazdirabilir.

Ornek ve tahlil atigini yerel givenlik diizenlemelerinize gére atin.

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

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

Bu kitin in vitro diagnostik kullanim igin olmasi amaglanmigtir. Bu kitte saglanan
reaktifler ve talimat optimum performans icin dogrulanmigtir. Reaktiflerin daha
fazla seyreltilmesi veya inkibasyon sureleri ve sicakliklarinin degistirilmesi hatali
veya uyumsuz verilerle sonuclanabilir. PPC ve PPF reaktifleri isiga maruz
kalirlarsa degisebilir. Tum reaktifler 6zellikle bu test icin formule edilmistir.
Testin optimum performansi igin yerine bagka bir sey kullanilmamalidir.

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

Asagidakileri 6nlemek icin cok dikkatli olun:

B Sablon mRNA ve olusan cDNA'nin degradasyonuna yol acabilecek
RNaz/DNaz kontaminasyonu

B Yalanc pozitif sinyalle sonuclanan mRNA veya PCR bulagma
kontaminasyonu

Bu nedenle sunlari éneririz.

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

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

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

B Standartlar (SP1-SP6) ayri bir odada kullanin.

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

B Primerler ve prob karigimlarinin (PPC ve PPF tipleri) 1si§a maruz kalmasini
minimuma indirin.

B Acmadan énce tupleri yavasca karigtirin ve santrifije edin.
B TOm kit bilegenlerini orijinal kaplarda saklayin.

Bu saklama kosullari hem agilmig hem agilmamig bilesenler icin gecerlidir.
Etiketlerde belirtilenlerden farkh kosullar altinda saklanan bilesenler uygun
performans géstermeyebilir ve test sonuglarini olumsuz etkileyebilir.

12 ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR Kit El Kitabi  07/2016



Her reaktif icin son kullanma tarihleri ayri bilesen etiketlerinde belirtilmisgtir.
Dogru saklama kosullari altinda Grin performansini etikette yazili son kullanma
tarihine kadar korur.

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

Ornek Muamelesi ve Saklama

Tam kan &rnekleri potasyum EDTA ile antikoagule edilmeli ve RNA
ekstraksiyonundan 6nce 2-8°C'de en fazla 5 gin saklanmaldir.

Islem

Ornek RNA hazirlama

Hasta 6rneklerinden (kan veya kemik iligi) RNA hazirlama onaylanmig bir
islemle yapilmig olmalidir. Testin kalitesi bUyUk 6lcide girig RNA kalitesine
bagimhdir. Bu nedenle saflastiriimis RNA'y1 agaroz* jel elekiroforezi ile
vasiflandirmanizi veya analiz éncesinde Agilent® Bioanalyzer® veya
spektrofotometri kullanmanizi éneririz.?

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

t Optik dansite 260 ve 280 nm'de 8lcilir: 260 nm'de 1,0 OD yaklasik 40 ug/ml tek iplikcikli
RNA'ya esdegerdir. Aygo/Asgo oranminin 1,8 ile 2,1 arasinda olmasi yuksek élgude saflastirilmig
RNA'ya isaret eder.
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Protokol: SuperScript lll Revers Transkriptazi
kullanilarakRevers transkripsiyon

Bu protokol SuperScript lll Revers Transkriptaz kullanilarak revers transkripsiyon
icindir. ipsogen RT Kitini kullanirken ipsogen RT Kit El Kitabi protokolinG
kullanin.

Baslamadan énce yapilacaklar
B Her biri igcin 10 mM dNTP hazirlayin. Alikotlar halinde —20°C'de saklayin.

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

2. lyice kanshrin (vortekslemeyin) ve kisa sire santrifije edin (siviyi
tOpUn altinda toplamak amaciyla yaklasik 10 s, 10.000 rpm). Sonra
buz Uzerinde tutun.

3. RNA o6rneklerini 0,1 pug/ul olarak ayarlayin. Her RNA 6rneginden 10
upl'yi (1 ug) ayri, etiketli tOplere pipetleyin. 10 ul yOksek pozitif RNA
kontrol, 10 ul IS-MMR Kalibratér ve 10 ul nikleaz icermeyen suyu
(RT negatif kontrol olarak) ayri, etiketlenmis tGplere pipetleyin ve
bunlarn asagida tanimlandigi gibi RNA 6rnekleriyle paralel olarak
isleme koyun.

4. Her 6rnek, kontrol ve kalibratori (her birinden 10 ul) 65°C'de 5
dakika inkUbe edin ve hemen buzda 5 dakika sogutun.

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

6. Asagidaki RT karisimini islenen 6rnek, kontrol ve kalibratér sayisina
gore hazirlayin (Tablo 1).
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Tablo 1. RT karisimi hazirlama

Ornek

basina Son
Bilesen hacim (ul)  konsantrasyon
Birinci iplikcik Tamponu, 5x (SuperScript

. . - 5,0 1x

Il Revers Transkriptaz ile saglanir)
dNTP (her birinden 10 mM, énceden
hazirlanacak ve alikotlar halinde — 2,0 0,8 mM
20°C'de saklanacak)
Rastgele nonamer (100 uM) 5,25 21 uM
RNaseOUT (40 U/ul) 0,5 0,8 U/ul
SuperScript Il Revers Transkriptaz
(200 U/ul) 1.0 8 U/ul
DTT (SuperScript lll Revers Transkriptaz 125
ile saglanir) ’ -
Isitilmig RNA 6rnegi, kontrol veya IS-
MMR Kalibratéri (adim 7'de eklenecek) 10,0 40 ng/ul
Son hacim 25,0 -

7. Her PCR tipine RT karisimindan 15 pul pipetleyin. Sonra 10 ul (1 ug)
oérnek RNA, kontrol veya kalibratér (adim 4'ten) ekleyin.

8. Dikkatle karistirin (vortekslemeyin) ve kisa sire santrifGje edin (siviyi
tOpUn altinda toplamak amaciyla yaklasik 10 saniye, 10.000 rpm).

9. Termal cycler'i Tablo 2'de belirtildigi sekilde revers transkripsiyon
programiyla programlayin.

. ______________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Tablo 2. Sicaklik profili

Revers transkripsiyon 1 Sicakhk: 25°C
Sure: 10 dakika
Revers transkripsiyon 2 Sicaklik: 50°C
Sure: 60 dakika
inaktivasyon Sicakhk: 85°C
Sure: 5 dakika
Sogutma Sicaklik: 4°C

Sure: 5 dakika

10. TUpleri termal cycler'a koyun ve termal cycling programini Tablo 2'de
belirtildigi sekilde baslatin.

11. Program bittikten sonra tipleri kisa sire santrifGje edin (siviyl tGpin
altinda toplamak amaciyla yaklasik 10 saniye, 10.000 rpm). TGpleri
qPCR asagitaki protokollere gére qPCR aletinize gére yapilincaya
kadar buzda veya -20°C'de tutun.

Not: LightCycler 1.2, 1.5 ve 2.0 aletleri igin her RT hazirhg iki gPCR
cahsmalik cDNA saglar.
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Protokol: 72 tip rotorlu Rotor Gene Q 5plex HRM veya
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Gzerinde qPCR

Bu aleti kullanarak Tablo 3'te gésterildigi gibi tum 6lcomleri ikili olarak
yapmanizi éneririz. Bu kit ayni deneyde 3 kez 8 farkli cDNA 6rnegi test etmek
Uzere tasarlanmigtir.

Tablo 3. 72 tip rotorlu Rotor-Gene Q aletlerinde reaksiyon sayisi

Ornekler Reaksiyonlar

ABL primerleri ve prob karisimiyla (PPC-ABL) (32 reaksiyon)

8 cDNA 6rnegi 8 x 2 reaksiyon

1 ¢cDNA yUksek pozitif kontrol 2 reaksiyon

1 cDNA IS-MMR Kalibratéri 2 reaksiyon
2 x 4 reaksiyon (SP3, SP4, SP5 ve

Tek plasmid standartlar SPé6 dilusyon, her biri ikili olarak
test edilir)

RT negatif kontrol 2 reaksiyon

Su kontrol 2 reaksiyon

BCR-ABL Mbcr primerleri ve prob karisimiyla (PPF-Mbcr)
(32 reaksiyon)

8 cDNA 6rnegi 8 x 2 reaksiyon
1 cDNA yUksek pozitif kontrol 2 reaksiyon
1 ¢cDNA I1S-MMR Kalibratéri 2 reaksiyon
2 x 5 reaksiyon (SP1, SP2, SP3, SP5
Tek plasmid standartlar ve SP6, her biri ikili olarak test
edilir)
Su kontrol 2 reaksiyon

72 tup rotorlu Rotor-Gene Q aletlerinde 6rnek isleme

Standartlarin ve primerler ve prob karigimlarinin kullanimini optimize etmek
Uzere ayni deneyde en az 8 cDNA 6rnegi test edilmesini 6neririz. Sekil 4'teki
rotor semasi bdyle bir deneyin 6rnegini vermektedir.

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR Kit El Kitabi  07/2016
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Sekil 4. ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR Kitiyle her deney icin énerilen rotor
kurulumu. SP1-SP6: BCR-ABL Mbcr ve ABL standartlari; HC: YUksek cDNA pozitif kontrol;
IS-Cal: IS-MMR kalibratér; RTneg: RT negatif kontrol; S: cDNA &rnegi; H,O: su kontrol.

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

Tum diger pozisyonlari bos tiplerle doldurun.

72 tip rotorlu Rotor-Gene Q aletlerinde gPCR

Not: Tum adimlari buz Gzerinde yapin.

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

2. Standartlar, PPF-Mbcr ve PPC-ABL tipleri vorteksleyin ve kisa sire
santrifGje edin (siviy1 tOpUn altinda toplamak amaciyla yaklasik 10
saniye, 10.000 rpm).

3. Asagidaki gPCR karisimini islenen érnek sayisina gére hazirlayin.
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Tom konsantrasyonlar son reaksiyon hacmi igindir.

Tablo 4 25 ul son reaksiyon hacmi elde etmek Gzere hazirlanmis olarak bir
reaktif karigimi hazirlanmasi icin pipetleme semasini tanimlar. Reaksiyon
sayisina goére ayni primerler ve prob karisimi kullanilarak bir én karigim
hazirlanabilir (PPC-ABL veya PPF-Mbcr). Pipetleme hatasini dengelemek icin

ekstra hacimler dahil edilmistir.

Tablo 4. qPCR karisimi hazirlama

BCR-ABL
ABL: 32+1 Mbecr: 32+1

1 reaksiyon reaksiyon reaksiyon Son
Bilesen () (1) (M) konsantrasyon
On karigim
Ex Tagq, 2x 12,5 412,5 412,5 1x
Primerler ve
prob 1 33 33 1x
karigimi, 25x
NUkleaz
icermeyen 6,5 214,5 214,5 —
PCR sinifi su
Olrnek (adim Her birinden Her birinden
5'te 5 5 5 —
eklenecek)
Toplam 95 Her birinden Her birinden
hacim 25 25 B

4. Tip basina 20 ul qPCR ana karisimi verin.

5. Farkh bir lab alaninda ve tahsis edilmis ekipmanla, karsilik gelen
tope (toplam hacim 25 ul) revers transkripsiyonda elde edilen
(bakiniz “Protokol: SuperScript Il Revers Transkriptazi kullanilarak”,
sayfa 13) RT Groninden (cDNA, 200 ng RNA esdegeri) 5 pl ekleyin.

6. Yavasca, yukarn ve asagi pipetleyerek karistirin.

koyun.

programiyla programlayin.

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR Kit El Kitabi

07/2016

Tim tipleri kapatin ve tipleri Uretici 6nerilerine gére termal cycler'a

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

Analiz modu Kantifikasyon
Tutma 1 Sicaklik: 95°C
Sure: 10 sn
Déngileme 50 kez
5 snicin 95°C

30 sn icin 60°C ve Yesil kanalinda FAM floresans
alinmasi: Tek

Tutma 2 Sicaklik: 36°C

Stre: 1 min

9. “Auto-Gain Optimisation Setup” (Otomatik Optimizasyon Saglama
Kurulumu) iletisim kutusunu agmak icin “New Run Wizard” (Yeni
Calisma Sihirbazi) iletisim kutusundaki “Gain Optimisation”
(Optimizasyon Saglama) dogmesini tiklatin. Yesil kanalin “Min
Reading” (Minimum Deger) araligini “5 FI” ve “Max Reading”
(Maksimum Deger) araligini “10 FI” olarak ayarlayin, kabul
edilebilir Tarama araligini -10 ila 10 olarak belirleyin.

10. “Perform Optimisation Before 1st Acquisition” (Optimizasyonu ilk
Taramadan Once Gerceklestir) onay kutusunu isaretleyin ve “Auto-
Gain Optimisation Setup” (Otomatik Optimizasyon Saglama
Kurulumu) diyalog kutusunu kapatin.

11. Isil déngiGleme programini baslatin.

12. Analiz i¢in “Slope Correct” (Egim Dizeltme) 6gesini segin. Esik
degerin 0,03 olarak ayarlanmasini éneririz.
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Protokol: Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR
Sisteminde qPCR, ABI PRISM 7900HT SDS ve LightCycler
480 cihazlan

96 kuyucuklu plaka gPCR ekipmanini kullanarak Tablo é'da gésterildigi gibi
tOm dlcOmleri ikili olarak yapmanizi éneririz. Bu kit ayni deneyde 3 kez 8 farkl
cDNA 6rnegi test etmek Uzere tasarlanmustir.

Tablo 6. 96 kuyulu plakali gPCR ekipmaninda reaksiyon sayisi

Ornekler Reaksiyonlar

ABL primerleri ve prob karisimiyla (PPC-ABL) (32 reaksiyon)

8 cDNA 6rnegi 8 x 2 reaksiyon

1 cDNA yUksek pozitif kontrol 2 reaksiyon

1 ¢cDNA I1S-MMR Kalibratéri 2 reaksiyon
2 x 4 reaksiyon (SP3, SP4, SP5 ve

Tek plasmid standartlar SPé6 dilusyon, her biri ikili olarak
test edilir)

RT negatif kontrol 2 reaksiyon

Su kontrol 2 reaksiyon

BCR-ABL Mbcr primerleri ve prob karisimiyla (PPF-Mbcr)
(32 reaksiyon)

8 cDNA 6rnegi 8 x 2 reaksiyon
1 cDNA yUksek pozitif kontrol 2 reaksiyon
1 cDNA IS-MMR Kalibratéri 2 reaksiyon
2 x 5 reaksiyon (SP1, SP2, SP3, SP5
Tek plasmid standartlar ve SP6, her biri ikili olarak test
edilir)
Su kontrol 2 reaksiyon
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Applied Biosystems, ABI PRISM ve LightCycler 480 aletlerinde 6rnek
isleme

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

Sekil 5. ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR Kitiyle bir deney icin 6nerilen plaka
kurulumu. SP1-SP6: BCR-ABL Mbcr ve ABL standartlari; HC: YUksek cDNA pozitif kontrol;
IS-Cal: IS-MMR kalibratér; RTneg: RT negatif kontrol; S: cDNA érnegi; H,O: su kontrol.

Applied Biosystems'da qPCR, ABI PRISM veya LightCycler 480 aletleri

Not: Tom adimlarn buz Gzerinde yapin.

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

2. Standartlar, ROX, PPF-Mbcr ve PPC-ABL tiUpleri vorteksleyin ve kisa
sire santrifUje edin (siviyr tGpUn altinda toplamak amaciyla yaklasik
10 saniye, 10.000 rpm).

3. Asagidaki gPCR karisimini islenen érnek sayisina gére hazirlayin. 96
kuyulu plakali gPCR aletini kullanarak tOm 6l¢imleri ikili olarak
yapmanizi éneririz.

Tom konsantrasyonlar son reaksiyon hacmi igindir.

Tablo 7 Applied Biosystems ve ABI PRISM aletlerinde 25 ul son reaksiyon
hacmi elde etmek Uzere hazirlanmig olarak bir reaktif karisimi hazirlanmasi
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icin pipetleme semasini tanimlar. Tablo 8 LightCycler 480 aletinde 25 ul
son reaksiyon hacmi elde etmek Uzere hazirlanmig olarak bir reaktif
karnigimi hazirlanmasi icin pipetleme semasini tanimlar. Reaksiyon sayisina
gbre ayni primerler ve prob karigimi kullanilarak bir 6n karigim
hazirlanabilir (PPC-ABL veya PPF-Mbcr). Pipetleme hatasini dengelemek icin
ekstra hacimler dahil edilmigtir.

Tablo 7. Applied Biosystems ve ABI PRISM aletleri icin qPCR karisiminin
hazirlanmasi

BCR-ABL
ABL: 32+1 Mbecr: 32+1

1 reaksiyon reaksiyon reaksiyon Son
Bilesen (1) () (M) konsantrasyon
On karigim
Ex Taq, 2x 12,5 412,5 412,5 1x
Primerler ve
prob 1 33 33 1x
karigimi, 25x
ROX | boya,
50x (ABI
PRISM
7900HT)
veya ROX I 0,5 16,5 16,5 1x
boya, 50x
(Applied
Biosystems
7500)
Nikleaz
icermeyen 6 198 198 -
PCR sinifi su
Olrnek (adim Her birinden Her birinden
5'te 5 5 5 -
eklenecek)
Toplam 95 Her birinden Her birinden
hacim 25 25 B
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Table 8. LightCycler 480 icin qPCR karisimi hazirlama

BCR-ABL
ABL: 32+1 Mbcr: 32+1

1 reaksiyon reaksiyon reaksiyon Son
Bilesen (M) (M) (M) konsantrasyon
On karisim
Ex Tagq, 2x 12,5 412,5 412,5 1x
Primerler ve
prob 1 33 33 1x
karigimi, 25x
Nukleaz
icermeyen 6,5 214,5 214,5 -
PCR sinifi su
Olrnek foreliy Her birinden Her birinden
S'te 5 5 5 -
eklenecek)
Toplam 95 Her birinden Her birinden
hacim 25 25 B

4. Kuyucuk basina 20 ul gPCR ana karisimi verin.

5. Farkh bir lab alaninda ve tahsis edilmis ekipmanla, karsilik gelen
kuyucuga (toplam hacim 25 pul) revers transkripsiyonda elde edilen
(bakiniz “Protokol: SuperScript lll Revers Transkriptazi kullanilarak”,
sayfa 13) RT Groninden (cDNA, 200 ng RNA esdegeri) 5 pl ekleyin.

6.
7.

8.

10 saniye).

Yavasca, yukari ve asagi pipetleyerek karistirin,
Plakayi kapatin ve kisa siUre santrifije edin (300 x g, yaklasik

Plakay: Uretici 6nerilerine gore termal cycler'a koyun. Termal cycler'i

Tablo 9'da Applied Biosystems ve ABI PRISM aletleri icin ve Tablo
10'da LightCycler 480 Aleti icin belirtildigi sekilde termal cycling
programiyla programlayin.
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Tablo 9. Applied Biosystems ve ABI PRISM aletleri icin sicakhk profili

Analiz modu Standart Egri — Mutlak Kantifikasyon
Tutma 1 Sicaklik: 95°C

Sure: 10 saniye
Doénguileme 50 kez
5 saniye icin 95°C

FAM floresansi almayla 30 saniye icin 60°C: Tek;
séndUrici: TAMRA

Tutma 2 Sicaklik: 36°C
Sure: 1 dakika

Tablo 10. LightCycler 480 Aleti icin Sicaklik profili

Analiz modu Mutlak Kantifikasyon (“Abs Quant”)

Format saptama Detection formats (Saptama formatlari)
penceresinde “Simple Probe” (Basit Prob) secin

Tutma 1 Sicaklik: 95°C

Sure: 10 saniye

Dénguleme 50 kez
5 saniye igin 95°C

LC versiyon 01 igin 483-533 nm, LC versiyon 02
icin 465-510 nm'ye karsilik gelen FAM floresansi
almayla 30 saniyede 60°C

Tutma 2 Sicakhk: 36°C
Sure: 1 dakika

. ______________________________________________________________________________________________________________________________________|
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9. Applied Biosystems 7500 ve ABI PRISM 7900HT SDS icin adim 9a'yi
izleyin. LightCycler 480 Aleti icin adim 9b'yi izleyin.

9a. Applied Biosystems ve ABI PRISM: Aletin analiz adiminda 0,1'e ayarl
bir esik 6neriyoruz. Cycling programini Tablo 9'da belirtildigi sekilde
baslatin.

9b. LightCycler 480 Aleti: Zemin 2,0 ve esik 2,0 olarak bir Uyum noktasi

analiz modu éneriyoruz. Termal cycling programini Tablo 10'da
belirtildigi sekilde baslatin.
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Protokol: LightCycler 1.2, 1.5 ve 2.0 Aletlerinde gPCR

Kapiller aletler kullanarak Tablo 11'de gésterildigi gibi érnekleri ikili olarak ve
kontrolleri sadece bir kez dlgmeyi éneriyoruz. Bu kit ayni deneyde 6 kez 4 farkl
cDNA 6rnegi test etmek Uzere tasarlanmugtir.

Tablo 11. LightCycler 1.2, 1.5 ve 2.0 aletlerinde reaksiyon sayisi

Ornekler Reaksiyonlar

ABL primerleri ve prob karisimiyla (PPC-ABL) (16 reaksiyon)

4 cDNA o6rnegi 4 x 2 reaksiyon

1 cDNA yUksek pozitif kontrol 1 reaksiyon

1 cDNA IS-MMR Kalibratéri 1 reaksiyon

Tek plasmid standartlar ;P):,))Ll oelatyen (G, S5, P ve
RT negatif kontrol 1 reaksiyon

Su kontrol 1 reaksiyon

BCR-ABL Mbcr primerleri ve prob karisimiyla (PPF-Mbcr)
(16 reaksiyon)

4 cDNA o6rnegi 4 x 2 reaksiyon

1 cDNA yUksek pozitif kontrol 1 reaksiyon

1 cDNA IS-MMR Kalibratéri 1 reaksiyon

Tek plasmid standartlari Jexsfl)aér;eaksiyon (SP1, SP2, SP3, SP5
Su kontrol 1 reaksiyon

LightCycler 1.2, 1.5 ve 2.0 Aletleri 6rnek isleme

Standartlarin ve primerler ve prob karigimlarinin kullanimini optimize etmek
Uzere ayni deneyde en az 4 cDNA 6rnegi test edilmesini 6neririz. Sekil 6'daki
kapiller semasi bir deneyin 6rnegini vermektedir.
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Sekil 6. ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR Kitiyle her deney i¢in 6nerilen rotor
kurulumu. SP1-SP6: BCR-ABL Mbcr ve ABL standartlari; HC: YUksek cDNA pozitif kontrol;
IS-Cal: IS-MMR kalibratér; RTneg: RT negatif kontrol; S: cDNA rnegi; H,O: su kontrol.

LightCycler 1.2, 1.5 ve 2.0 Aletlerinde qPCR

Not: Tom adimlarn buz Gzerinde yapin.

islem

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

2. Standartlar, PPF-Mbcr ve PPC-ABL tipleri vorteksleyin ve kisa sire
santrifGje edin (siviy1 tOpUn altinda toplamak amaciyla yaklasik 10
saniye, 10.000 rpm).

3. Asagidaki qPCR karisimini islenen 6rnek sayisina gére hazirlayin.
Tum konsantrasyonlar son reaksiyon hacmi igindir.

Tablo 12 20 ul son reaksiyon hacmi elde etmek Gzere hazirlanmig olarak
bir reaktif karigimi hazirlanmasi igin pipetleme semasini tanimlar. Reaksiyon
sayisina gore ayni primerler ve prob karisimi kullanilarak bir én karigim
hazirlanabilir (PPC-ABL veya PPF-Mbcr). Pipetleme hatasini dengelemek igin
ekstra hacimler dahil edilmistir.
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Tablo 12. LightCycler 1.2, 1.5 ve 2.0 aletleri icin qPCR karisimi
hazirlama

BCR-ABL
ABL: 16+1 Mbcr: 16+1

1 reaksiyon reaksiyon reaksiyon Son
Bilesen (71)] () () konsantrasyon
On karigim
Ex Taq, 2x 10 170 170 1x
Primerler ve
prob 0,8 13,6 13,6 1x
karigimi, 25x
Nokleaz
icermeyen 4,2 71,4 71,4 -
PCR sinifi su
Olrnek ferelr Her birinden Her birinden
S'te 5 5 5 -
eklenecek)
Toplam 20 Her birinden Her birinden
hacim 20 20 B

4. Kapiller basina 15 pl gPCR ana karigsimi verin.

5. Farkh bir lab alaninda ve tahsis edilmis ekipmanla, karsilik gelen
kapillere (toplam hacim 20 pul) revers transkripsiyonda elde edilen
(bakiniz “Protokol: SuperScript lll Revers Transkriptazi kullanilarak”,
sayfa 13) RT Groninden (cDNA, 200 ng RNA esdegeri) 5 pl ekleyin.

6. Yavasca, yukarn ve asagi pipetleyerek karistirin.

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

8. Kapillerleri Greticinin 6nerilerine gére termal cycler'a yUkleyin.

9. LightCycler 1.2, 1.5 veya 2.0 Aletini Tablo 13'te belirtildigi sekilde
termal cycling programiyla programlayin.
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Tablo 13. Sicaklik profili

Analiz modu Kantifikasyon

Tutma 1 Sicaklik: 95°C
Sure: 10 saniye
Rampa: 20

Doénglleme 50 kez

5 saniye icin 95°C; rampa: 20

30 saniye igcin 60°C; rampa: 20; FAM floresansi
almayla: Tek

Tutma 2 Sicakhk: 36°C
Sore: 1 dakika
Rampa: 20

10. LightCycler 1.2 ve 1.5 icin adim 10ad'yi izleyin. LightCycler 2.0 igin
adim 10b'yi izleyin.

10a.LightCycler 1.2 ve 1.5: F1/F2 ve “2™ derivative analysis” (2 derivatif
analizi) modu énerilir. Termal cycling programini Tablo 13'te
belirtildigi sekilde baslatin.

10b.LightCycler 2.0: Tekrar Uretilebilir sonuclar elde etmek Uzere
LightCycler 2.0 Yazilim versiyon 4.0 Gzerinde Otomatik (F'’'maks)
analizi kullanmanizi éneririz. Termal cycling programini Tablo 13'te
belirtildigi sekilde baslatin.
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Sonuclarin Degerlendirilmesi

Veri analizi prensibi

TagMan® teknolojisi kullanilarak, esik zerinde bir sinyal saptamak icin gerekli
PCR déngusu sayisina esik déngUst (C;) denir ve reaksiyon baginda bulunan
hedef miktariyla dogrudan orantilidir.

Bilinen sayida molekille standartlar kullanarak standart bir egri olusturulabilir
ve test drneginde bulunan kesin hedef miktari belirlenebilir. ipsogen standart
egrileri plasmid tabanlidir. Dogru standart egrileri saglamak Gzere ABL icin 4
standart dilisyon ve Mbcr icin 5 standart dildsyon kullaniyoruz. Kit ayrica
sonuglarin uluslararasi dlcege dénustirtimesini momkon kilan bir IS-MMR
kalibratér icerir. Sekil 7 ve 8 standartlar, IS-MMR Kalibratéri ve yiksek pozitif
RNA kontrol ile ipsogen BCR-ABL1T Mbcr IS-MMR Kitiyle elde edilen TagMan
amplifikasyon egrilerine érnekler verir.

15
1.4 ERENS
13 =
1.1
101
0.0 Yiksek RNA pozitif kontrol
08
£ 07 IS-MMR kalibratéri
< 0s] >~k
05
0.41
- P SP5
021 / SP4 $p3
0,11
0.0 —
0.1
T EEEEEEEEEEEEEEEEYEREYE
Doéngu

Sekil 7. Standart SP3, SP4, SP5 ve SPé6 ile ABL saptanmasi. 10%, 10, 10° ve 10° kopya/
5 ul.
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Sekil 8. Standart SP1, SP2, SP3, SP5 ve SP6 ile BCR-ABL Mbcr saptanmasi. 10', 10?,
103, 10°, 10° kopya/5 ul.

Standart egriler ve kalite kriterleri ham veriler igin
gecerlidir

Replikatlar arasinda tekrar Gretilebilirlik

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

Replikatlar arasinda C; degerleri degisikligi replikatlarin ortalama C; degeri
<36 (7) ise genelde <1,5'ir.

Not: Her kullanici laboratuvarda kendi tekrar Gretilebilirligini 6lcmelidir.

Standart egriler
Ham veriler analiz icin bir Excel® dosyasina yapistirilabilir.

Her gen icin (ABL ve BCR-ABL), plasmid standart dilisyonlarindan elde edilen
ham C; degerleri log kopya numarasina gére plotlanir (SP3, SP4, SP5 ve SP6
icin 3, 4, 5 ve 6; SP1, SP2, SP3, SP5 ve SP6 icin 1, 2, 3, 5 ve 6). Sekil 9 4
standart dilisyonda hesaplanmis teorik ABL standart egri 6rnedi gosterir. Sekil
10 5 standart dilisyonda hesaplanmis teorik BCR-ABL standart egri 6rnegi
gOsterir.
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Sekil 9. ABL icin 4 standart dilisyondan hesaplanmis teorik standart egri. Bir lineer
regresyon egrisi (y = ax + b) hesaplanir ve burada a ¢izginin egimi ve b y-kesisimidir ve
burasi ¢izginin y eksenini gectigi noktada y koordinatidir. Belirlemenin katsayisi (R?) ve
denklem grafikte yazdinhr.

40

35

30

25
y = -3,44959x + 39,605
R2 = 0,99998

Cr
N
(=

0 1 2 3 4 5 <] 7

Log10(CN)

Sekil 10. BCR-ABL i¢gin 5 standart dilisyondan hesaplanmis teorik standart egri. Bir
lineer regresyon egrisi (y = ax + b) hesaplanir ve burada a ¢izginin egimi ve b y-kesisimidir ve
burasi gizginin y eksenini gectigi noktada y koordinatidir. Belirlemenin katsayisi (R?) ve
denklem grafikte yazdirilir.

Standartlar on kat dilusyon oldugundan egrinin teorik egimi -3,3't0r. -3,0 ile —
3,9 arasinda bir egim R?2 >0,95 oldugu surece kabul edilebilir (7). Ancak
hassas sonuclar icin R2 >0,98 istenir (3).
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Not: SP1 standart dilisyonu (BCR-ABL plasmid, 10 kopya) saptanip BCR-ABL
standart egrisine dahil edilmelidir.

Tom ABL degerlerinde kalite kontrol

K&t RNA kalitesi veya gPCR adimlari sirasinda problemler distk ABL kopya
numaralariyla sonuglanir (ABLq). Optimum hassasiyet ABL- =10.000 kopya
veren 6rneklerle elde edilir. Bu ABL¢y kriteri yUksek pozitif RNA kontrol ve 1S-
MMR Kalibratéri icin de gecerlidir.

RT negatif kontrol ve su kontrolleri

PCR adimi (su kontrol0) ve revers transkripsiyon adimi (RT negatif kontrol) icin
sablon yok kontrolleri (NTC) hem ABL hem BCR-ABL Mbcr icin sifir CN
vermelidir. Bu NTCller igin pozitif bir sonug revers transkripsiyon ve/veya qPCR
sirasinda ¢apraz kontaminasyona isaret eder.

Normalize kopya numarasi (NCN)

ABL standart egri denklemi bilinmeyen érnekler igin ham C; verilerini (PPC-ABL
ile elde edilen) ABL kopya numaralarina (ABLcy) dénUstirmek Uzere
kullaniimalidir.

BCR-ABL standart egri denklemi bilinmeyen érnekler icin ham C; verilerini (PPF-
Mbcr ile elde edilen) BCR-ABL kopya numaralarina (BCR-ABL Mbcrcy)
dénistormek Uzere kullanilmalidir.

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

BCR-ABL Mbcrey
NCN = x 100
ABLcy

YUksek pozitif RNA kontrol (NCNyc), IS-MMR kalibratér (NCN,) ve her érnek
(NCNggmple) igin NCN sonucunu hesaplayin.

YUksek pozitif RNA kontrol ve IS-MMR Kalibratoro

Bu kontroller transkript kantifikasyonu sirasinda ABL ve BCR-ABL Mbcr revers
transkripsiyon ve amplifikasyon adimlarinin izlenmesini momkun kilar.

NCN_, sonucunda kalite kontrol

Not: Elde edilen NCN sonucu IS-MMR-Kalibratéri igin ipsogen BCR-ABL Mbcr
IS-MMR Kitiyle dogrulanmis reaktifler ve aletlerle kombinasyon halinde test
edilmis olarak (bakiniz “Saglanan Materyaller”, sayfa 9 ve “Gereken ama
Saglanmayan Materyal”, sayfa 10) 0,05-0,3 araliginda olmalidir. Aksi halde,
NCN degerleri Uluslararasi Olcege dénustirilemez. Ayrica, yiksek pozitif RNA
kontrol saptanmazsa tim deney reddedilir.
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IS dénistirme ve MMR bildirimi

Not: Yorumlamadan énce IS-MMR kalibratér t0p etiketinde belirtilen deger
veya kitle saglanan analiz sertifikasina bagvurun.

Uluslararasi élcekte normalize kopya numarasini hesaplamak igin (IS-NCNg;e1)
deneysel IS-MMR kalibratérd NCN sonucunu (NCN,) ve analiz sertifikasyonda
belirtilen tahsis edilmis degerini (IS-Cal degeri) kullanin.

NCNy, ok X I1S-Cal degeri
NCN,,
Her 6rnek icin MMR durumunu su kriterlere goére belirleyin.
M IS-NCN;, o <0,05: Majér molekuler cevap

M 0,05 <IS-NCN;, .o <0,15: MMR kesme noktasi etrafinda gri bdlge, kesin
olmayan sonug

B IS-NCN;, ..k =0,15: Maj6r molekiler cevap yok

IS-NCNyc sonucu (yuksek pozitif RNA kontrol icin uluslararasi 6lcekte NCN)
major molekuler cevap vermemelidir.

IS'NCNérnek =

Sekil 1T NCN ve IS-NCN sonuglari kullanarak hasta izlemeye bir 6rnek verir.

100.000 -
10.000
—f— ] -NCN
1000 LN N e 1-NCN-IS
5 —=—2-NCN
b4
5 2-NCN-IS
0,100 —— MMR GZ
LoD
0,010 — - R
0,001
0 3 6 Q9 12
Sire (avlar)

Sekil 11. ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR Kitiyle hasta MMR durumu icin izleme
egrileri NCN: normalize kopya numarasi; NCN-IS: normalize kopya numarasi uluslararasi
Slcek; MMR GZ: MMR gri bdlge (GZ) kesin olmayan sonug; LoD: saptama limiti; LoB: arka
plan dizeyi.
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Kalite kriterleri 6zeti

Tablo 14 cesitli kalite kriterleri ve ilgili degerler veya sonuglari 6zetler.

Tablo 14. Kalite kriterleri 6zeti

Kriterler

Kabul edilebilir
degerler/sonuclar

Replikatlar arasinda C; degerleri
degisiklikleri

Standart egriler icin egim

Standart egriler icin R?

SP1 standart dilusyon (BCR-ABL
10 kopya plasmid)

Hasta érnekleri, yUksek pozitif RNA
kontrol ve IS-MMR-Kalibratér igin
ABLc)\ degeri kalite kontrol

PCR (su) ve revers transkripsiyon (RT
negatif) kontrolleri

IS-MMR Kalibrators ile elde edilen
NCN (NCN_,)

YUksek pozitif RNA kontrol

YUksek pozitif RNA kontrol igin elde
edilen uluslararasi dlcege
dénistortlmios NCN (IS-NCN¢)

<2 C; ortalama C; degeri >36 ise

<1,5 C; ortalama C; degeri <36
ise

-3,0 ile =3,9 arasinda

En az >0,95 eger >0,98 ise daha
iyl

Saptanmali ve standart egriye dahil
edilmelidir

ABLcy >10.000 kopya ABL,
optimum hassasiyete ulagmak igin
Her ABLcy = 0 ve Mberey = 0 igin

0,05-0,3 araliginda olmalidir

Saptanmalidir

Durum: Majér molekUler cevap yok

Ariza Giderme

Daha fazla bilgi icin Teknik Destek Merkezimizde Sik Sorulan Sorular sayfasina
bakiniz: www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. QIAGEN Teknik Servisindeki
bilim insanlari bu el kitabindaki bilgiler ve protokol veya tahlil ve érnek
teknolojileri ile ilgili herhangi bir sorunuzu cevaplamaktan daima mutlu
olacaktir (irtibat bilgisi icin bakiniz “irtibat Bilgisi”, sayfa 42).
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Kalite Kontrol

QIAGEN ISO sertifikali Kalite Yonetim Sistemi uyarinca, ipsogen BCR-ABL1
Mbcr IS-MMR Kitinin her bir lotu tutarli Grin kalitesi saglamak igin dnceden
belirlenmig 6zelliklere gore test edilir. Analiz sertifikalari talep Gzerine
www.giagen.com/support/ adresinde alinabilir.

Sinirlamalar

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

Olusan herhangi bir diagnostik sonug diger klinik veya laboratuar bulgularyla
birlikte yorumlanmalidir. Laboratuvarlarinda QIAGEN performans
cahgsmalarinin kapsaminda olmadan kullanilan herhangi bir iglem igin sistem
performansini dogrulamak kullanicinin sorumlulugundadir.

Tum bilesenlerin kutu ve etiketlerinde basili son kullanma tarihlerine dikkat
edilmelidir. Son kullanma tarihi ge¢mis bilesenleri kullanmayin.

Not: Bu kit “Europe Against Cancer” (EAC) calismalarina gére tasarlanmustir (8,
9) ve guncellenmis uluslararasi énerilerle uyumludur. Kit uluslararasi élcege
standardize edilmis ve NCN sonuclarini uluslararasi élcege déonistirip MMR
(majér molekuler cevap) durumunun bildirilmesini saglayan bir IS-MMR
Kalibratért kullanir.

Her IS-MMR Kalibratéri lotunun NIBSC DSO sertifikasyonlu primer referans
materyali (RQ-PCR (1st I.S.) ile BCR-ABL translokasyonunun kantifikasyonu igin
Uluslararasi Genetik Referans Paneli (1. 1.S.) ref. 09/138) karsi kalibrasyondan
dogrudan elde edilmis bir tahsis edilmis degeri vardir.

IS-MMR Kalibratérinin tahsis edilmis degerini belirten bir analiz sertifikasi her
kitle saglanir.

Kit bu el kitabinda verilen talimat izlenerek, onaylanmis reaktifler ve aletlerle
kombinasyon halinde kullaniimalidir (bakiniz “Gereken ama Saglanmayan
Materyal”, sayfa 10). Bu Grinin etiket digi herhangi bir kullanimi ve/veya
bilesenlerin modifikasyonu QIAGEN'in yGkimlUlGgint ortadan kaldirir.

Performans Ozellikleri

Not: Performans &zellikleri Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR Sisteminde
ipsogen BCR-ABL Mbcr IS-MMR Kiti ve dogrulanmig ek reaktiflerle (bakiniz
“Gereken ama Saglanmayan Materyal”, sayfa 10) kombinasyon halinde
belirlenmigtir.
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Kor limiti ve saptama limiti
Kor limiti (LoB) ve saptama limiti (LoD) CLSI/NCCLS EP17-A kilavuz ilkeleri
kullanilarak belirlenmistir.

Zemin dUzeyi (LoB) saglikli donérlerden negatif érneklerde belirlenmistir (11
érnek, 69 6lcum) ve 0,0022 BCR-ABL Mbcr NCNlye esit oldugu bulunmustur.

Saptama limiti (LoD veya analitik hassasiyet) bilinen distk pozitif érneklerde
belirlenmigtir (n = 8, 74 6lgim) ve 0,0069 BCR-ABL Mbcr NCN'ye esit oldugu

bulunmustur.

M NCN <LoB: BCR-ABL Mbcr saptanmadi

B LoB <NCN <LoD: BCR-ABL Mbcr saptandi ama kantifiye edilmedi
B NCN =LoD: BCR-ABL Mbcr kantifiye edildi

Linearite
Linearite CLSI/NCCLS EP6-A kilavuz ilkelerine gore belirlenmistir.

Calisma hicre hatlarindan ekstrakte edilmis pozitif ve negatif RNA
karigimlarinda yapilmighir. On bir farkli dizey U¢l olarak test edilmistir. Bu
orneklerde elde edilen sonuclar ipsogen BCR-ABL Mbcr IS-MMR testinin 0,003
ile 65 BCR-ABL Mbcr NCN araliginda lineer oldugunu géstermektedir.

Girdiler

Calisma igin gesitli NCN BCR-ABL Mbcr dizeylerine sahip beg farkli RNA
kullanilmigtir. NCN sonuglarina girdi etkisini degerlendirmek icin farkli RNA ve
cDNA miktarlari test edilmistir. Sonuclar RNA girdi degiskenliginin NCN
sonuglari Uzerinde sinirli bir etkisi oldugunu ve daha fazla ve daha az materyal
kullanilirsa ¢cDNA girdisinin daha hassas bir faktér oldugunu géstermistir.
Bunun sonucunda testin ¢alisilmasi icin 1 ug RNA ve 5 ul cDNA seklinde girdi
onerilir.

Kesinlik

Kesinlik CLSI/NCCLS EP5-A2 kilavuz ilkelerine gére belirlenmistir.

Kesinlik galigmasi ikili olarak 42 kez test edilen (n = 84) 13 farkli érnekte
yapilmigtir. Bu érnekler hasta érneklerinde MMR degerinde ve Uzerinde farkl
BCR-ABL Mbcr ekspresyonu dizeyini temsil etmistir. MMR degeri etrafinda
global varyasyon katsayisi %25'e esit bulunmustur.
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Uyumluluk calismasi: ERM-AD623 BCR-ABL1 tekli plazmid
(IRMM]) ile ipsogen tekli plazmid (QIAGEN) standartlarinin
karsilastirmasi

KML'de BCR-ABL1 Mbcr'nin molekaler yaniti ile ilgili en yakin zamanl ¢calisma
tanimlar, ELN/EUTOS Molekuler Takip YUrutme Kurulu tarafindan yapilmigtir
ve ERM-AD623 BCR-ABL1 plazmid kullanimi énerilmektedir (IRMM, Belcika):
Cross, N.C., et al. Laboratory recommendations for scoring deep molecular
responses following treatment for chronic myeloid leukemia (2015) Leukemia.

29, 999.

Bu 6neriye uygun olarak QIAGEN, ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR Kiti (24) CE
(kat. no. 670723) icinde kullanilan ipsogen ¢ok hedefli tekli plazmid ile ERM-
AD623 BCR-ABL1 plazmidi kargilagtirmigtir (IRMM).

Karsilagtirma; ipsogen kitlerinde ve NIBSC kaynakli onayl referans materyalde
yer alan kontrol érnekleri Gzerindeki BCR-ABL1 Mbcr/ABL1 normalize kopya
sayisi orani (NCN) baz alinarak yapilmigtir ve iki standardin dilusyonlar
(ipsogen veya ERM-AD623 BCR-ABLT1) kullanilarak degerlendirilmistir: White,
H.E., et al. (2010) Establishment of the first World Health Organization
International Genetic Reference Panel for quantitation of BCR-ABL mRNA. Blood
116,el111.

* [RMM_Mbcr »  Ipsogen_Mbcr
+  IRMM_ABL «  ipsogen_ABL
regression curve (IRMM_Mbcr) regression curve (ipsogen_Mbcr)

Br
regression curve (IRMM_ABL) regression curve (ipsogen_ABL)

an -

20

10

Log €N

regresyon egrisi
C; degeri
Log CN
Sekil 12. jpsogen ve ERM-AD623 BCR-ABL1 plazmid standart egrileri paraleldir.
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ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR Kiti.

Sekil 13. ERM-AD623 BCR-ABL1 ile jpsogen NCN degerlerinin kargilaghrmasi.

QIAGEN arastirmasi, istatistiksel bir fark olmadigr sonucuna varmigtir:
ERM-AD623 BCR-ABL1 tekli plazmid ve ipsogen tekli plazmid standartlari
esit sonuclar vermektedir.
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Semboller

Asagidaki semboller paketler ve etiketlerde belirebilir:

<N> reaksiyon igin yeterli reaktif icerir
<N>

Son Kullanma Tarihi

SN

IVD in vitro diagnostik tibbi cihaz

Katalog numarasi

LOT Lot numarasi

Materyal numarasi

Kiresel Ticaret Parca Numarasi

Sicaklik sinirlamasi

Uretici

Kullanma talimatina bagvurun

=1 X

Irtibat Bilgisi

Teknik yardim ve daha fazla bilgi icin lGtfen www.qiagen.com/Support
adresindeki Teknik Destek Merkezimize gidin, 00800-22-44-6000
numarasindan arayin veya QIAGEN Teknik Servis Bslimlerinden veya yerel

distribUtérlerden birini arayin (arka kapaga bakiniz veya www.qiagen.com
adresine gidiniz).
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Siparis Bilgisi

Urin

icindekiler Kat. no.

ipsogen BCR-ABL1
Mbcr IS-MMR Kit (24)

24 reaksiyon igin: Mbcr ve ABL Tek 670723
Plasmid Standartlar, YUksek RNA Pozitif

Kontrol, IS-MMR Kalibratér, Primerler

ve Prob Karigimi ABL, Primerler ve Prob

Karigimi BCR-ABL Mbcr Fizyon Geni

Rotor-Gene Q MDx — Klinik uygulamalarda IVD ile
dogrulanmis ger¢ek zamanl PCR analizi icin

Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM Platform

Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM System

5 kanalli (yesil, sari, turuncu, kirmizi, 9002032
kizil) ve HRM kanalli gergcek zamanl

PCR cycler ve YUksek Céz0nurlokli Melt

analizéry, dizsto bilgisayar, yazilim,

aksesuarlar, malzeme ve iscilik icin 1 yil

garanti; kurulum ve egitim dahil

degildir

5 kanalli (yesil, sari, turuncu, kirmizi, 9002033
kizil) ve HRM kanalli gercek zamanl

PCR cycler ve YUksek C6z0nurlokli Melt

analizéry, dizistu bilgisayar, yazilim,

aksesuarlar, malzeme ve iscilik icin 1 yil

garanti; kurulum ve egitim

ipsogen RT Kit — revers transkripsiyon icgin

ipsogen RT Kit

Revers Transkriptaz, Rastgele Primer, 679923
DTT, dNTP, RNase Inhibitéri, RT
Tamponu

RNeasy Kitleri — total RNA saflastirma igin

RNeasy Midi Kit (50)

50 RNA hazirlama igin: 50 RNeasy Midi 75144
Spin SUtunu, Toplama Tupleri (15 ml),
RNase-igermeyen Reaktifler ve

Tamponlar

Guncel lisanslama bilgisi ve Urine spesifik red beyanlari icin ilgili QIAGEN kiti
el kitabi veya kullanicr el kitabina bakiniz. QIAGEN kiti el kitaplari ve kullanici el
kitaplart www.giagen.com adresinde bulunabilir veya QIAGEN Teknik Servisi

veya yerel distrib0térinizden istenebilir.
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Bu Urindn in vitro diagnostik kullanim igin olmasi amaglanmighir. ipsogen Grinleri 6nceden QIAGEN'in yazili onayi olmadan tekrar satilamaz, tekrar
satig icin modifiye edilemez veya ticari Grinler Gretmek icin kullanilamaz.

Bu belgedeki bilgi haber verilmeden degistirilebilir. QIAGEN bu belgede gérilebilen herhangi bir hata igin sorumluluk almaz. Bu belgenin yayin
tarihinde eksiksiz ve dogru olduguna inanilmaktadir. QIAGEN, hicbir sekilde bu belgenin kullanimindan dogrudan veya dolayli olarak kaynaklanan
her tGrl0 8zel, anzi veya coklu veya sonugsal kayiplardan sorumlu degildir.

ipsogen rinlerinin belirtilen spesifikasyonlar karsilayacagr garanti edilir. Urinler garanti edildigi sekilde performans géstermezse QIAGEN'in tek
yUkOomlGlugu ve misterinin tek ¢cdzimi Grinlerin Ucretsiz degistirilmesiyle sinirlidir.

Ticari markalar: QIAGEN®, ipsogen®, RNeasy®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group); ABI PRISM®, Applied Biosystems®, FAM [, RNaseOUT[], ROX[J,

SuperScript®, SYBR®, TAMRA [Jédhmologies Corporation); Agilent®, Bioanalyzer® (Agilent Technologies, Inc.); Excel® (Microsoft Corporation);
LightCycler®, TagMan® (Roche Group); Premix Ex Tag f] (Vokecal 8iRdsexychRGenter, Inc.).

Sinirli Lisans Sézlegmesi
Bu 0rintn kullanimi ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR Kitini satin alan veya kullanicinin su sartlar kabul ettigini belirler:

1. ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR Kiti sadece ipsogen BCR-ABLT Mbcr IS-MMR Kit El Kitabi uyarinca ve sadece bu Kitte bulunan bilesenlerle
kullanilabilir. QIAGEN fikri mlkiyeti altinda bu Kitle saglanan bilegenleri bu Kitle saglanmayan herhangi bir bilegenle, ipsogen BCR-ABL1
MbcrlS-MMR Kiti El Kitabr ve www.giagen.com adresinde bulunan ek protokoller icinde tanimlanan durumlar haricinde kullanma veya birlikte
isleme sokma agisindan bir lisans vermez.

2. Acik olarak ifade edilmig lisanslar diginda, QIAGEN bu Kit ve/veya kullaniminin G¢inci taraflarin haklarini ihlal etmeyecegi konusunda
herhangi bir garanti vermez.

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

5. Kitin satin alani ve kullanicisi yukarida yasaklanan islemlerden herhangi birine yol acabilecek veya bunlari kolaylastirabilecek herhangi bir adim
atmamayi ve baskasinin da atmasina izin vermemeyi kabul eder. QIAGEN bu Sinirli Lisans Sézlegsmesinin yasaklarini herhangi bir Mahkemede
yurorloge sokabilir ve Avukat Gcretleri diginda tom aragtirma ve mahkeme masraflarini bu Sinirli Lisans Sézlesmesini veya Kit ve/veya
bilesenleriyle ilgili herhangi bir fikri mélkiyet haklarini yiororlige sokmak igin yapilan bir davada geri alacaktir.

Guncellenmis lisans sartlari icin bakiniz www.giagen.com.
HB-1362-002 © 2013-2015 QIAGEN, tGm haklar sakhdir.

44 ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR Kit El Kitabi  07/2016






—— QIAGEN

Sample & Assay Technologies



	Kullanım Amacı
	Özet ve Açıklama
	KML Genel Bilgisi
	Hastalık izlenmesi

	İşlemin Prensibi
	Sağlanan Materyaller
	Kit içeriği

	Gereken ama Sağlanmayan Materyal
	Reaktifler
	Sarf Malzemesi
	Ekipman

	Uyarılar ve Önlemler
	Genel önlemler

	Reaktif Saklama ve Muamele
	Örnek Muamelesi ve Saklama
	İşlem
	Örnek RNA hazırlama
	Protokol: SuperScript III Revers Transkriptazı kullanılarakRevers transkripsiyon
	Başlamadan önce yapılacaklar
	İşlem

	Protokol: 72 tüp rotorlu Rotor Gene Q 5plex HRM veya Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM üzerinde qPCR
	72 tüp rotorlu Rotor-Gene Q aletlerinde örnek işleme
	72 tüp rotorlu Rotor-Gene Q aletlerinde qPCR
	İşlem

	Protokol: Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR Sisteminde qPCR, ABI PRISM 7900HT SDS ve LightCycler 480 cihazları
	Applied Biosystems, ABI PRISM ve LightCycler 480 aletlerinde örnek işleme
	Applied Biosystems'da qPCR, ABI PRISM veya LightCycler 480 aletleri
	İşlem

	Protokol: LightCycler 1.2, 1.5 ve 2.0 Aletlerinde qPCR
	LightCycler 1.2, 1.5 ve 2.0 Aletleri örnek işleme
	LightCycler 1.2, 1.5 ve 2.0 Aletlerinde qPCR
	İşlem


	Sonuçların Değerlendirilmesi
	Veri analizi prensibi
	Standart eğriler ve kalite kriterleri ham veriler için geçerlidir
	Replikatlar arasında tekrar üretilebilirlik
	Standart eğriler
	Tüm ABL değerlerinde kalite kontrol
	RT negatif kontrol ve su kontrolleri

	Normalize kopya numarası (NCN)
	Yüksek pozitif RNA kontrol ve IS-MMR Kalibratörü
	NCNcal sonucunda kalite kontrol

	IS dönüştürme ve MMR bildirimi
	Kalite kriterleri özeti
	Arıza Giderme

	Kalite Kontrol
	Sınırlamalar
	Performans Özellikleri
	Kör limiti ve saptama limiti
	Linearite
	Girdiler
	Kesinlik
	Uyumluluk çalışması: ERM-AD623 BCR-ABL1 tekli plazmid (IRMM) ile ipsogen tekli plazmid (QIAGEN) standartlarının karşılaştırması

	Referanslar
	Semboller
	İrtibat Bilgisi
	Sipariş Bilgisi

