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El Kitab1 Revizyon Gegmisi
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Kullanim Amaci

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit, tam kandan ekstrakte edilen total RNA'daki BCR-
ABL1 fizyon geni b3a2 (el4a2) ve b2a2 (el3a2) transkriptlerinin 6lglilmesi i¢in uygulanan
kantitatif in vitro tani amach bir testtir.

ipsogen BCR-ABLT Mbcr RGQ RT-PCR Kit, kronik faz Philadelphia kromozomlu pozitif (Ph+)
p210 kronik miyeloid I6semi (KML) tanisi konan hastalarda derin molekiiler yanitin

izlenmesine yoneliktir.

Diinya Saglik Orgitii (World Health Organization, WHO) Uluslararasi Genetik Referans

Paneli ile karsilastirilarak kalibre edilmistir.

Ozet ve Aciklama

Kronik miyeloid l0semi hakkinda on bilgiler

KML, miyeloproliferatif neoplazmlar grubuna dahildir ve Philadelphia kromozomunun
(Philadelphia chromosome, Ph CHRS) varligi ile karakterize edilen vakalarin > %90'inda
goruliir. Bu kromozom, 22 numarali kromozomda sinir kiime bdlgesi (BCR) ve 9 numarali
kromozomda c-ABL onkojeni bulundugunda, 9 ve 22 numarali kromozomlardaki, 1(9;22)
uzun kollarin karsilikli translokasyonu sonucu olusur. Karsilik gelen flizyon geni BCR-ABL1,
b2a2 (vakalarin %40'inda gorilir) ve b3a2 (vakalarin %55'inde goérdlir) olmak Uzere 2
kesisim varyanti ile birlikte bir 8,5 kb mRNA igine kopyalanir. Bu fiizyon geni, artmig tirozin
kinaz aktivitesine sahip kimerik bir protein (p210) kodlar. b2a3 ve b3a3 transkriptleri,
vakalarin %5'inden azini temsil etmektedir. Akut lenfoblastik 16semi (ALL) gorilen yetigkin

hastalarin %35'inde Ph kromozomu saptanabilir.
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KML'nin yillik gorilme orani 100.000'de 1-2'dir ve KML tim yetiskin 16semi vakalarinin
%20'sini olugturmaktadir. Klinik olarak, normal sekilde farklilagan ve islev géren miyeloid
hiicrelerinin fazla olmasiyla karakterizedir. KML vakalarinin %90-95'inde hastalara kronik
veya stabil fazda tani koyulur. Gegmiste, tanilama éncesinde hastalar blast krizine ve akut
I6semiye dogru ilerlemekte ve ortalama 4 ila 6 yil icinde lmekteydi. imatinib kullaniminin
baglamasi ve daha yakin zamanda ikinci nesil tirozin kinaz inhibitérlerinin (TKI) piyasaya
cilkmasi ile birlikte, hastaligin dogdal seyri énemli 6lgude degismistir. Artik bircok hasta
remisyonda kalmakta, uzun vadeli takip ve hastalik seyrinin izlenmesi yardimiyla hayatina
devam etmektedir.

Hastalik seyrinin izlenmesi

KML tedavisinin su anki hedefi, %100 hayatta kalma orani ve Ph kromozomu negativitesi
elde etmektir. Bu nedenle hastaligin seyrinin izlenmesi, tedaviye verilen yaniti
degerlendirmek ve hastalarda niiksetme belirtilerini mimkin oldugunca erken saptamak
adina énemli bir aractir. TKi'lerle tedavi edilen hastalar, tipik olarak énce hematolojik, sonra
sitogenetik ve ardindan molekiler remisyona ge¢gmektedir; buna karsilik olarak da Iésemi
hiicrelerinin ve BCR-ABL1 transkriptlerinin sayisinda da Sekil 1 lizerinde gosterildigi sekilde
azalma meydana gelmektedir.
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Uluslararas: dlcek

%3100 —
R4 referans hat I°3
og aza %0,0 %,
p abi ERE] 0,01 BCR AB e %] 0 oy
D 0.000 e al a c:
3
%1 )
3.
5
%0, 1 §
MMR [
MR® %0,01
(2 5 log azaltimi; < %0,001'°)
. Saptanabilir hastalik <%0,001 BCR ABL 1'S veya
o cDNA'da>100.000 ABL1 ile saptanamayan hastalik %0,001
Log azaltimi, IRIS referans hattindan gergeklesfirilir BCR-ABL1
MR: Molekiiler yanit; MMR: major molekiler yanit saptanamaz

Sekil 1. Molekiiler yanitin tanimi. 1, 2 ve 9 numarali referanslardan uyarlanmistir. MR: molekdler yanit. MMR: major

molekdler yanit.

KML hastalarinda timér yikind tahmin etmede kullanilan referans metot, kemik iligi (bone
marrow, BM) metafazlari Uzerinde yapilan geleneksel sitogenetik analizdir (G bantlama).
Sitogenetik yanit, en az 20 adet ilik metafazi lzerinden degerlendirilir. Sitogenetik yanitin
seviyesi, Ph kromozomu pozitif metafazlarin ylzdesine dayali olarak tahmin edilir (3).
Bununla birlikte bu degderlendirme, laboratuvar performanslari ve uzmanhdindan
etkilenmekte olup 20 metafazin analiz edildigi durumda, %5 oraninda dusuk bir hassasiyete
sahiptir.

Periferal kan (peripheral blood, PB) dérneklerindeki BCR-ABL1 Mbcr mRNA Uzerinde yapilan
gergek zamanli kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (quantitative polymerase chain reaction,
gPCR) miktar tayini, molekiler yaniti verir; bu da, KML'de kullanilan hastalik seyri izleme
tekniklerinin bir kismidir. Geleneksel kemik iligi metafaz sitogenetiginden daha az invazif ve

daha hassastir.
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KML hastalik seyri izleme 6nerileri de ilag deneylerinden, ikinci nesil TKi'lerin daha yiiksek
klinik etkinliginden ve BCR-ABL1 miktar tayinindeki teknik gelismelerden elde edilen yeni
klinik bulgulari igcine alacak sekilde glincellenmistir; tim bunlar da hastalik seyrinin izienmesi
ile ilgili hedefleri yiikselmistir. Spesifik olarak, ikinci nesil TKI'ler daha fazla KML hastasinda
daha belirgin molekiiler yanit alinmasini saglamistir. Bu, derin molekiler yanit olarak
tanimlanmakta ve %0,01 (MR4,0) veya %0,0032 (MR4,5) deg@erlerinin altinda bir BCR-ABL1
yiikiine karsilik gelmektedir. Kesintisiz MR4,5 molekiiler yanit veren hastalarda TKi
kullaniminin giivenle kesilebilecedini ortaya koyan gozlemsel deneylerin gdsterdigi gibi, bu
oldukga dusik BCR-ABL1 yuku dizeylerinde dogru sekilde miktar tayini yapabilmek klinik
acidan 6nem tagiyor olabilir (4). Ancak bu bulgulari teyit etmek amaciyla ilave klinik deneyler

yapilmasi planlanmaktadir.

Yanit tanimlama ve TKi kullanan KML hastalarinin takibi hakkindaki en yeni 6neriler, ELN

uzmanlarindan gelmektedir (3).

Teknik agidan bakildiginda, BCR-ABL1 Mbcr testlerini ve rapor alma surecini
uyumlandirmak i¢in uluslararasi uzmanlar gaba gostermektedir (5-7). Ek olarak, BCR-ABL1
miktar tayininde basit bir standardizasyon saglanmasi i¢cin WHO himayesinde bir referans

panel dogrulanmistir (8).

Prosedur Prensibi

gPCR kullaniimasi, PCR amplifikasyon sirecinin eksponensiyel fazi sirasinda PCR
Urtnlerinin dogru kantifikasyonunu mimkin kilar. qPCR verileri, PCR sonrasi isleme
yapilmaksizin, PCR dénglsl esnasinda ve/veya sonrasinda gergek zamanl floresan sinyal
algilama yoluyla PCR verilerinin hizlica elde edilmesini saglar ve bu sayede PCR urln
kontaminasyonu riskini Snemli élglide azaltir. An itibariyla t¢ temel gPCR teknidi mevcuttur:
SYBR® Green | Dye kullanan qPCR analizi, hidroliz problari kullanan qPCR analizi ve

hibridizasyon problari kullanan gPCR analizi.
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Bu test gPCR cift boyali oligoniikleotid hidroliz prensibini kullanmaktadir. PCR esnasinda,
ileri ve ters primerler belirli bir sirada hibridize olur. Bu karigima gift boyal oligonikleotid
dahil edilir. 5'haberci boya ve asagi yonde 3' baskilayici boya ile etiketlenen
oligonukleotidden olusan bu prob, PCR urinu igcinde hedeflenen siralamaya goére hibridize
olur. Hidroliz problu qPCR analizi, Thermus aquaticus (Taq) DNA polimerazinin 5'—-3'
ekzonikleaz etkinligini kullanir. Bu prob intakt durumda iken, haberci boyanin baskilayici
boyaya olan yakinhgi, haberci boyanin birincil olarak Forster tipi enerji transferi tarafindan

baskilanmasina yol agar.

PCR esnasinda, ilgilenilen hedef mevcutsa, prob, ileri ve ters primer alanlarini spesifik olarak
baglar. Yalnizca probun hedefe hibridize olmasi durumunda, DNA polimerazinin 5'—-3'
ekzonikleaz etkinligi, haberci boya ile baskilayici boya arasindaki probu ayirir. Ardindan
prob parcalari hedeften ayrilir ve zincirin polimerizasyonu devam eder. PCR esnasinda
probun uzamasini 6nlemek igin probun 3' ucu bloke edilir (Sekil 2). Siire¢ her yeni déngiide
tekrarlanir ve Urintn eksponensiyel akimulasyonuna engel olmaz.

Floresan sinyaldeki artis, yalnizca hedef siralamanin probu tamamlayici nitelikte olmasi ve
bu sayede PCR esnasinda amplifiye edilmesi durumunda algilanir. Bu gereklilikler nedeniyle
spesifik olmayan amplifikasyon saptanmaz. Yani, floresan artisi, PCR esnasindaki hedef

amplifikasyonu ile dogru orantilidir.
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Primerler
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Sekil 2. Reaksiyon prensibi. Total RNA igin ters transkripsiyon islemi yapilir ve ortaya ¢ikan cDNA, bir spesifik
primerden ve bir spesifik dahili ¢ift boyali probdan olusan bir ¢ift kullanilarak PCR tarafindan amplifiye edilir (FAM™—
BHQ®-1). Prob, PCR igleminin her baglama adiminda amplikona baglanir. Taq, amplikona bagli primerden uzayarak
¢iktiginda, probun 5' ucunu yerinden ¢ikarir ve ardindan bu ug, Tag DNA polimerazinin 5'—3' ekzoniikleaz aktivitesi
ile pargalanir. Probun kalani amplikonu eriterek bitirinceye kadar ayrilma devam eder. Bu islem florofor ve
sonduriicliyli sollisyona serbest birakir, bunlari uzaysal olarak ayirir ve FAM'dan floresans artmasina ve BHQ-1'den
floresans azalmasina neden olur.
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Saglanan Materyaller

Kit icerigi
ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit (24)
Katalog no. 670923
Reaksiyon sayisi 24
Reagents for reverse transcription 24 ul
(Ters transkripsiyon (RT) reaktifleri)
Reverse transcriptase (Ters transkriptaz) Mor 100 pl
RT Mix (RT Karigimi) Mor 300 pl

Kalibrasyon reaktifleri

High Positive RNA Control (Ylksek Pozitif RNA Kontroli) Beyaz 15 ul x 3
Low Positive RNA Control (Dislik Pozitif RNA Kontroli) Beyaz 15pl x 3
IS-MMR Calibrator (IS-MMR Kalibratér) Beyaz 15l x 3
SP1-BCR-ABL Mbcr and ABL: Sari 35l

Mbcr and ABL1 Single Plasmid Standard Dilution
(10* kopya/5 pl)

SP2-BCR-ABL Mbcr and ABL: Sari 35l
Mbcr and ABL1 Single Plasmid Standard Dilution
(102 kopya/5 pl)

SP3-BCR-ABL Mbcr and ABL: Sari 70 pl
Mbcr and ABL1 Single Plasmid Standard Dilution
(108 kopya/5 pl)

SP4-BCR-ABL Mbcr and ABL: Sari 35 ul
Mbcr and ABL1 Single Plasmid Standard Dilution
(10* kopya/5 pl)

SP5-BCR-ABL Mbcr and ABL: Sari 70 pl
Mbcr and ABL1 Single Plasmid Standard Dilution

(105 kopya/5 pl)

SP6-BCR-ABL Mbcr and ABL: Sari 70 pl

Mbcr and ABL1 Single Plasmid Standard Dilution
(108 kopya/5 pl)

Tablonun devami bir sonraki sayfadadir
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Tablo bir 6nceki sayfadan devam ediyor

gPCR reaktifleri

Tag DNA polymerase (Tag DNA polimeraz) Nane Yesili 85 ul
qPCR Mix ABL1 (qPCR Karigimi ABL1)* Yesil 720 pl x 3
gPCR Mix Mbcr (qPCR Karigimi Mbcr)* Kirmizi 720 pl x 3
ipsogen BCR-ABLT Mbcr RGQ RT-PCR Kit El Kitabi i

* ABL1 kontrol geni igin ters ve ileri spesifik primerlerin bir karigimina ek olarak spesifik FAM—BHQ-1 probu icerir.

T BCR-ABL1 Mbcr fiizyon geni igin ters ve ileri spesifik primerlerin bir karigimina ek olarak spesifik FAM-BHQ-1
probu igerir.

Gerekli Olan Ancak Saglanmayan Materyaller

Kimyasallarla calisirken, daima uygun laboratuvar 6nligu, tek kullanimlik eldiven ve
koruyucu gézIik kullanin. Daha fazla bilgi igin, tUrlin saglayicisindan edinebileceginiz, uygun
guvenlik veri sayfalarina (safety data sheets, SDS'ler) bagvurun.

Eritrosit lizis reaktifleri

e Erythrocyte Lysis (EL) Buffer (kat. no. 79217)
e 14,3 M B-merkaptoetanol*
e RNeasy® Midi Kit (kat. no. 75144)

Total RNA izolasyonu reaktifleri

® RNeasy Midi Kit (kat. no. 75144)

* Eritrosit lizis ve RNA izolasyonu icin 6nerilen kimyasallar ve ekipman potansiyel olarak tehlikelidir. Kullanim
Sncesinde uygun kisisel koruma ekipmanlarinin kullanildigindan ve koruyucu 8nlemlerin alindigindan emin olun.
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Etanol (%70, %80 ve %96-100)

RNA temizleme ve konsantrasyon adimi: RNeasy MinElute® Cleanup Kit (kat. no.
74204)

Nikleaz icermeyen PCR sinifi su

Sarf malzemeleri

® Nikleaz icermeyen aerosole direncli steril hidrofobik filtreli PCR pipeti uglari

e 18-20 6lgiim ignesi*; RNaz igcermeyen siringaya takili

e 0,5 mlveya 0,2 ml niikleaz icermeyen tip

e 1.5 mlveya 2 ml nikleaz icermeyen tip

e 50 ml santrifjj tpa

® Strip Tubes and Caps 0.1 ml for the Rotor-Gene Q (kat. nos. 981103 veya 981106)

e Buz

Ekipman

e PCRigin ayrilmis pipetler* (1—10 ul; 10100 pl; 100-1.000 pl)

® 0,2 ml ve 2 ml'lik reaksiyon tupleri icin rotora sahip masadisti santrifij* (8000 x g veya
10.000 rpm'ye ulasma 0Ozelliginde)

® Spektrofotometre*

® Sogutmali santrifijleme (4°C) yapilmasini saglayan, 15 ve 50 ml'lik santrifuj tlpleri igin
rotora sahip
laboratuvar santrifiji* (3.000-5.000 x g hiza ulasma 6zelliginde)

® Termomikser, i1sitmali orbital inkibator, 1sitma bloku veya su banyosu (ters

transkripsiyon adimi igin)*

* Cihazlarin Ureticinin dnerilerine gére kontrol ve kalibre edilmis oldugundan emin olun.
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® Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM* (kat. no. 9002032) ve ilgili spesifik materyal
Not: Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM, ters transkripsiyon adimi igin kullanilamaz.

Manuel analiz ile qPCR i¢in ekipman

Rotor-Gene Q yazilim siiriimii 2.1.0 veya lizeri Otomatik analiz ile qPCR igin
ekipman

® Rotor-Gene AssayManager® yazilim srimu 2.1.x (x20)
® Rotor-Gene AssayManager Gamma Plug-in v1.0.x (x0)

e Test Profili ipsogen_BCR-ABL1Mbcr(ABL)_blood_CE_V1_0_x.iap (x21)
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Uyarilar ve Onlemler

in vitro tani amach kullanim icindir
Guvenlik bilgileri

Kimyasallarla calisirken, daima uygun laboratuvar 6nligu, tek kullanimhk eldiven ve
koruyucu gozlik kullanin. Daha fazla bilgi igin litfen uygun glvenlik veri sayfalarina
(SDS'ler) bagvurun. Bunlar, her bir QIAGEN® kiti ve kit bilesenlerine ait SDS'yi
bulabileceginiz, gorintlleyebilecediniz ve yazdirabileceginiz www.giagen.com/safety
adresinde ¢evrimigi olarak pratik ve kompakt PDF bigciminde mevcuttur.

Tum kimyasallar ve biyolojik materyaller potansiyel olarak tehlikeli maddedir. Numuneler ve
ornekler potansiyel olarak bulagicidir ve bunlara biyotehlikeli madde olarak davraniimalidir.
Kan, potansiyel enfeksiy6z madde olarak kabul edilir. Tam kanla ¢aligirken, bulundugunuz

Ulkenin ilgili dizenleyici mercileri tarafindan énerilen tim gerekli dnlemleri alin.

Eritrosit lizis ve RNA izolasyonu ic¢in dnerilen kimyasallar ve ekipman potansiyel olarak
tehlikelidir. Kullanim 6éncesinde uygun kisisel koruma ekipmanlarinin kullanildigindan ve

koruyucu 6nlemlerin alindigindan emin olun.
Genel 6nlemler

gPCR testlerinin kullanimi ekipmanlarin bakimi dahil olmak tizere, molekdler biyolojiye 6zel
ve yururlikteki yonetmeliklere ve ilgili standartlara uygun iyi laboratuvar uygulamalari

gerektirir. Bu Grdnin bilesenleri, her bir test icin 24 reaksiyon gergeklestirmeye yeterlidir.

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

® ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit ile birlikte verilen reaktifler optimum élgtide

seyreltilmigtir. Performans kaybi yasanabilecegi igin reaktifleri daha fazla seyreltmeyin.

15 ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit El Kitabi  06/2018



® ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit iginde tedarik edilmig tim reaktifler, yalnizca
ayni kit ile tedarik edilen reaktiflerle birlikte kullaniimak Gzere geligtiriimistir. Performans
kaybi yasanabilecegi igin ipsogen BCR-ABLT Mbcr RGQ RT-PCR Kit'ler arasinda
reaktifleri degistirerek kullanmayin.

e Ek uyarilar, 6nlemler ve proseddirler igin Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazi, Rotor-
Gene AssayManager v2.1 ve Gamma plug-in kullanim kilavuzlarina bakin.

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

® Siresi dolmus veya yanlis saklanmis bilesenleri kullanmayin.

e Pozitif Kontrolleri kullanirken, gapraz kontaminasyonu engellemek amaciyla son derece
dikkatli olun.

® Yanlis pozitif sinyale neden olabilecek cDNA veya PCR uriini aktarma
kontaminasyonunu engellemek icin son derece dikkatli olun.

® RNA veya cDNA sablonlarinin bozulmasina yol agabilecek RNaz veya DNaz
kontaminasyonunu engellemek i¢in son derece dikkatli olun.

e islem bitmeden Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazini agmayin.

® Dogru ornek testi yapabilmek igin yanlis érnek girisi, yliikleme hatasi ve pipetleme
hatasi gibi durumlara karsi dikkatli olunmalidir.

® Dogru tanimlama yapabilmek ve bu sayede siirekli izlenebilirlik saglamak amaciyla
orneklerin sistematik bir sekilde kullanildigindan emin olun.

Bu nedenle asagidakileri 6neririz:

® Nikleaz icermeyen laboratuvar ekipmani kullanin (6rn. pipetler, pipet uglari, reaksiyon
siseleri)
e Orneklerin ve reaktiflerin capraz kontaminasyonunu énlemek icin tiim pipetleme

adimlari i¢in yeni aerosole direngli pipet uglari kullanin.
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e On-PCR ana karigimlarini hicbir DNA matrisinin (cDNA, plazmid veya PCR Urlind) igeri
sokulmadidi ayriimig bir alanda 6zel malzemeler (pipetler, uglar vb.) kullanarak

hazirlayin.

® Sablonu ayrni bir bélgede (tercihen farkli bir odada) 6zel materyaller (pipetler, uglar vb.)

kullanarak ekleyin.

Ornek hazirlamada kullanilan reaktiflere ve kitlere dzel giivenlik bilgileri igin ilgili el kitaplarina
bagvurun. RNeasy Midi Kit (kat. no. 75144) igin gtivenlik bilgileri, Buffer EL (kat. no. 79217)
ile iliskilendirilmis olarak RNeasy Midi/Maxi El Kitabr (RNeasy Midi/Maxi Handbook) iginde
verilmektedir. RNeasy MinElute Cleanup Kit (kat. no. 74204) igin guivenlik bilgileri ise RNeasy
MinElute Temizlik El Kitabi (RNeasy MinElute Cleanup Handbook) icinde verilmektedir.

Reaktifi Saklama ve Kullanma

Sevkiyat kosullari

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit, kuru buz (izerinde tasinir ve teslim edilir. Teslimat
esnasinda ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit'in herhangi bir bilegeninin donmus
olmadigini, dis ambalajin nakliye esnasinda ac¢iimis oldugunu veya paket icinde ambalaj
notu veya reaktiflerin bulunmadidini fark ederseniz litfen QIAGEN Teknik Servis
Departmaniyla veya yerel distribitorlerle irtibata gegin (arka kapaga bakin veya

www.giagen.com adresini ziyaret edin).
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Saklama kosullari

ipsogen BCR-ABLT Mbcr RGQ RT-PCR Kiti teslim alinmasindan hemen sonra --30°C ila
—15°C sicaklikta sabit sicaklikli bir dondurucuda saklanmahdir. gPCR karigimlari 1s1ga
maruz birakilmamahdir.

Ornek hazirlamada kullanilan reaktiflerle ve kitlerle ilgili saklama bilgileri igin: RNeasy Midi
Kit (kat. no. 75144), Buffer EL (kat. no. 79217), RNeasy MinElute Cleanup Kit (kat. no. 74204),

ilgili el kitaplarina bagvurun.
Stabilite

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit, belirtilen saklama kosullarinda saklandigi zaman
belirtilen son kullanma tarihine kadar stabil kalir.

Bir kez agildiginda, reaktifler —30°C ila —15°C sicaklikta orijinal ambalaji iginde saklanirsa
ambalaj lzerindeki son kullanma tarihine kadar kullanilabilir. En fazla bes kez ¢ézdirip
dondurmaniz tavsiye edilir.

Ornek hazirlamada kullanilan reaktif ve kitlerle ilgili stabilite bilgileri igin: RNeasy Midi Kit
(kat. no. 75144), Buffer EL (kat. no. 79217), RNeasy MinElute Cleanup Kit (kat. no. 74204),
ilgili el kitaplarina bagvurun.

ipsogen BCR-ABLT Mbcr RGQ RT-PCR Kit El Kitabi  06/2018 18



Numune Kullanimi ve Saklama

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit, tam kandan elde edilen RNA 6rnekleri ile birlikte

kullanim igindir. Tim orneklere tehlikeli olabilecegdi diistiniilerek muamele yapilmalidir.
Tam kan ornekleri

® Tam kan 6rnekleri potasyum EDTA (K2EDTA) ile antikoagtile edilmeli ve RNA
ekstraksiyonundan dnce 4 ginden fazla olmamak tzere 2—-8°C'de saklanmalidir.

® Donmus kan kullanmayin.

® Kan drneklerini kontroll bir sekilde, yerel prosedirlere uygun olarak etiketleyin,

kullanin ve saklayin.

Not: Tam kan drneklerinin sevkiyati, sicaklik degisimlerinden korumak amaciyla
saklama kosullarinda yapiimahdir.

RNA ornekleri

® Uzun sire saklanmasi gereken saflastiriimig RNA, izolasyon sonrasinda —30°C ile —
15°C arasinda veya daha dusuk sicaklikta (—90°C ila —65°C) saklanabilir.

® RNA oOrneklerini kontrolll bir sekilde, yerel prosediirlere uygun olarak etiketleyin,
kullanin ve saklayin.

Not: RNA &rneklerinin sevkiyati, sicaklik degisimlerinden korumak amaciyla saklama

kosullarinda yapiimaldir.
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Prosedur

Total RNA, EDTA tilpunde toplanan 10 ml periferal tam kandan saflastirilarak elde
edilmelidir.

e Eritrosit lizis, RNA izolasyonu ve RNA konsantrasyonu igin kullanilan reaktiflerin son
kullanma tarihinin gegmemis oldugundan ve uygun kosullarda sevk edildiginden ve
saklandigindan emin olun.

e Periferal tam kandan RNA saflastirmada, RNeasy Midi Kit (kat. no. 75144) ve eritrosit
lizis igin Buffer EL (kat. no. 79217) kullanin.

Tam kandan total I6kosit izolasyonu i¢in eritrosit lizis protokolt

Bu protokol, Buffer EL (kat. no. 79217) kullanarak 10 ml insan tam kanindan total Iokosit
izolasyonu yapmak i¢in tasarlanmistir.

Not: Bu protokol, donmus tam kan érneklerinin kullanimi igin tasarlanmamigtir.

Baslamadan 6nce 6nemli notlar

® Tum insan deneklerden alinan kan ve viicut sivilari hastalik tagiyor olabilir. Tam kanla
galisirken, bulundugunuz Ulkenin ilgili dizenleyici mercileri tarafindan énerilen tim
gerekli onlemleri alin.

e Buffer RLT saklama sonrasinda ¢okelti olusturabilir. Gerekirse isitarak ¢oziin ve

ardindan oda sicakhginda tutun.
e Eritrosit lizis adimi buz izerinde gergeklestiriimelidir.

® Bu protokoldeki 3 ve 5 numarali santrifujleme adimlari, standart laboratuvar

santrifijinde 4°C sicaklikta gergeklestiriimelidir.
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Baslamadan 6nce yapilmasi gerekenler

BMerkaptoetanol (B-ME) ekleyerek Buffer RLT (RNeasy Midi Kit ile birlikte verilir)
hazirlayin. 1 ml Buffer RLT bagina 10 pl -ME ekleyin.

Buffer RLT, BME eklendikten sonra 1 ay stabil kalir.

Not: 3-ME zehirlidir; davlumbaz altinda dagitim yapin ve iglem esnasinda uygun
koruma ekipmanini kullanin.

Not: Tampon RLT, agartici ile karnistirildiginda ylksek oranda reaktif bilegikler
olusturabilen guanidin izotiyosiyanat icerir. Ornek hazirlama atiklarina dogrudan
agartici veya asidik ¢ozeltiler eklemeyin.

Prosedlr

1.

Tekli 50 ml santrifiij tipii icinde 10 ml tam kana 40 ml Buffer EL ekleyin. Kisa siireyle
bas asagi cevirerek karistirin.

Buz lizerinde 15 dakika inkiibe edin. inkiibasyon sirasinda iki defa kisa siireyle bas
asagi cevirerek karistirin.
Not: Bulanik stuspansiyon, inklibasyon esnasinda yari saydam hale gelir; bu, kirmizi

kan hicrelerinin pargalandigini gosterir.

. 4°C sicaklikta 10 dakika boyunca 400 x g hizda santrifiijleyin. Supernatanin tamamini

atin. Lokosit pelletini saklayin.

Not: Santriflijleme sonrasinda l6kositler pellet olusturur. Yiizeyde kalan maddenin
tamamini attiginizdan emin olun. Var olabilecek kirmizi kan hicresi kalintilarinin
sonraki adimlarda yok edildiginden emin olun.

Yuzeyde kalan maddenin tam olarak atilmamasi, lizis islemine engel teskil edecek ve
lizati seyreltecektir; bu da RNeasy membranina RNA baglanma kosullarini
etkileyecektir. ikisi de RNA verimini etkiler.

. Lokosit pelletine 20 ml Buffer EL ekleyin ve yukari-asagi pipetleyerek yeniden

siispansiyon haline getirin.
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5. 4°C sicaklikta 10 dakika boyunca 400 x g hizda santrifiijleyin. Stipernatanin tamamini
atin. Lékosit pelletini saklayin.

Not: Asagidaki santrifijleme adimlari (6rn. RNA izolasyonu), 20-25°C sicaklikta
gerceklestiriimelidir.

6. B-ME ile tamamlanmis 4 ml Buffer RLT iginde hafifge vurarak I6kosit pelletini gevsetin.
Karistirmak igin vorteks yapin veya pipetleyin.

Not: Kullanim dncesinde Buffer RLT'ye BME eklendiginden emin olun.

7. Geleneksel bir rotor—stator homojenlestiriciyi en az 45 saniye boyunca son hizda
kullanarak, érnek esit oranda homojen hale gelinceye kadar pargalanma
gerceklesmesini saglayin. Alternatif olarak, 6rnege 10 saniye vorteks yapin ve lizati 18-
20 olgiim ignesi takili bir RNaz icermeyen siringadan en az 10 defa gegirin.

Not: Tamamen pargcalanma saglanmazsa, RNeasy kolonunun tikanmasi nedeniyle
verim dnemli dlgtde dusebilir. Rotor—stator homojenlestiricilerle pargalama iglemi
genellikle, diger homojenlestirme yontemlerine gore daha yuksek RNA verimi saglar.

Not: Ornekler, parcalanma sonrasinda —90°C ila —65°C sicaklikta lizis tamponu icinde
saklanabilir. Dondurulmus 6rnekler aylarca stabil kalabilir.

Total RNA izolasyonu

Bu protokol, 4 ml RLT/B-ME iginde yeniden siispansiyon haline getirilen homojenlestiriimis
I6kosit lizatindan total hiicresel RNA izole etmek Uizere tasarlanmistir.

Baslamadan 6nce 6nemli notlar

® RNeasy silika membran teknolojisi DNA'nin cogunu etkin bir sekilde yok ettigi icin
DNase sindirimi gerekli degildir.

e Buffer RLT ve Buffer RW1, icinde guanidin tuzu bulundugu i¢in agartici iceren
dezenfeksiyon maddeleriyle birlikte kullanilamaz. Guanidin tahrig edici bir maddedir.
Kullanirken uygun guivenlik énlemlerini alin ve eldiven takin.
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RNeasy protokolii oda sicakliginda gergeklestiriimelidir. Prosediir esnasinda hizl
calisin.

Tim santrifijleme adimlari 20 ila -25°C sicaklikta yapilir. Santrifijiin 20°C altina
dismemesini saglayin.

Her santrifijleme adiminda, tim hacim kolondan ge¢cmelidir. Santrifiijlemeyi

tekrarlamak gerekebilir.

Baslamadan 6nce yapilmasi gerekenler

Gerekirse, RNA izolasyon protokoliine baglamadan énce, I6kosit lizati oda sicakliginda
¢Ozduriin.
Ornek basina 4 ml %70 etanol hazirlayin.

RPE Tamponu konsantre olarak gelir. ilk kullanimdan énce, calismaya uygun bir ¢ozelti
elde etmek igin, sisenin Gzerinde belirtildigi sekilde 4 hacim etanol (%96-100) ekleyin.

Prosedlr

1.

Lizata 4 ml %70 etanol ekleyin ve kuvvetlice galkalayarak iyice karistirin. Santrifij
yapmayin.

Not: Etanol eklendikten sonra gdézle goérulur ¢okeltiler olugabilir. Kuvvetlice calkalayarak
cokeltileri ¢oziin ve hemen 2. adima gegin. Cokeltilerin yeterli derecede ¢ézilmemesi,
DNA kontaminasyonuna ve sonug olarak saf olmayan total RNA drnegi elde edilmesine
yol agabilir.

Olusmus olabilecek ¢okelti ile birlikte 6rnegi, 15 ml santriflj tipd (verilir) icine
yerlestirilen bir RNeasy Midi Kolonuna koyun. Tupl yavasca kapatin ve 4.000 x g hizda
5 dakika santrifijleyin. Kalintilari atin.

Not: Maksimum yiikleme hacmi 4 ml'dir. Hacim 4,0 ml'nin tzerine gikarsa, alikuotlar
arka arkaya RNeasy kolonuna yiikleyin ve yukarida agiklandigi sekilde santrifiijleyin.

Her bir santrifiijleme adimindan sonra kalintilari atin.

23

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit El Kitabi  06/2018



3. adimda santrifljj tGplni yeniden kullanin.

3. RNeasy Kolonuna 4 ml Tampon RW1 ekleyin. Santrifij tipinl yavasca kapatin ve
4.000 x g hizda 5 dakika santrifiijleyerek kolonu yikayin. Kalintilari atin.

Not: Kalintilar Tampon RLT veya Tampon RW1 igerir, bu nedenle agartici ile birlikte

kullanilamaz.
4. adimda santrifiij tiptnd yeniden kullanin.

4. RNeasy Kolonuna 2,5 ml Buffer RPE ekleyin. Santrifijj tipini yavasca kapatin ve
4.000 x g hizda 2 dakika santriflijleyerek kolonu yikayin.

Not: Buffer RPE konsantre olarak temin edilir. Kullanim éncesinde Buffer RPE'ye etanol

eklendiginden emin olun.
5. adimda santrifijj tiptnd yeniden kullanin. Kalintinin atilmasi gerekmez.

5. RNeasy Kolonuna 2,5 ml daha Tampon RPE ekleyin. Santrifiij tipinu yavasca kapatin

ve 4.000 x g hizda 5 dakika santrifijleyerek RNeasy silika jel membrani kurutun.

Not: Etanol kalintisi asagi yondeki reaksiyonlari etkileyebilecegdi icin RNeasy membrani
kurutmak 6nemlidir. Bu santrifijleme, eliisyon esnasinda hig etanol tasinmamasini

saglar.

Not: Santrifiijleme igleminin ardindan, kolonun kalintilarla temas etmemesine 6zen
gostererek RNeasy kolonunu santriflij tipinden ¢ikarin, ¢linkl temas gergeklegirse
etanol tasinmasi gorulecektir.

6. Ayrnistirmak igin, RNeasy Kolonunu yeni bir 15 ml toplama tiipiine (verilir) alin.
Dogrudan RNeasy silika jel membran uzerine 200 pl RNaz icermeyen su pipetleyin.
Tupu yavagca kapatin. 1 dakika bekletin ve ardindan 3 dakika boyunca 4.000 x g hizda
santrifijleyin.

7. 6. adimdan kalan eltati kullanarak eliisyon adimini (6. adim) tekrarlayin ve ardindan 5

dakika boyunca 4.000 x g hizda santrifljleyin.
Not: RNA, —90°C ila —65°C sicaklikta uzun sireli olarak saklanabilir.
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RNA'da kalite ve miktar tayini

Test kalitesi, giren RNA kalitesine biiyitk olglide baghdir. Analiz déncesinde, agaroz jeli
elektroforezi veya spektrofotometresi ile saflastirimis RNA analiz etmenizi éneririz.

® Spektrofotometreyi kalibre etmek igin bos veya nikleaz icermeyen PCR sinifi su

kullaniimahdir.
® 260 nm'deki 1,0 OD degeri yaklasik olarak 40 pg/ml tek iplikli RNA'ya esdegerdir.
e 1,8-2,1 arasindaki OD260/OD2g0 orani yiksek seviyede saflastiriimis RNA

gostergesidir.
RT adimini gergeklestirmek igin gerekli RNA konsantrasyonu 200 ng/ul'dir. Ayristirmada
kullanilan RNA konsantrasyonu 200 ng/pl'den az olursa RNeasy MinElute Cleanup Kit
(QIAGEN, kat. no. 74204) kullanilarak elGattaki RNA konsantrasyonunun arttiriimasi gerekir.

ElGattaki RNA konsantrasyonu araligin ust sinirinin Gzerindeyse RNaz igermeyen su

kullanilarak konsantrasyon 200 ng/ul dederine getirilmelidir.
Not: Normalizasyon sonrasinda RNA konsantrasyonunu kontrol edin.
RNA konsantrasyonu

Bu protokol, RNA'nin konsantre edilmesi i¢in optimize edilmigtir.

Baslamadan 6nce 6nemli notlar

® RNeasy MinElute silika membran teknolojisi DNA'nin gogunu etkin bir sekilde yok ettigi
icin DNase sindirimi gerekli degildir.
e Buffer RLT, iginde guanidin tuzu bulundugu icin, agartici iceren dezenfeksiyon

maddeleriyle birlikte kullanilamaz.
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® Bu prosediriin tim adimlarini oda sicakhginda (15-25°C) gergeklestirin. Prosedir

esnasinda hizh ¢ahlgin.

® Tum santrifijleme adimlarini, standart mikrosantrifiijde 20—25°C sicaklikta

gergeklestirin. Santrifijin 20°C altina digmemesini saglayin.

e Buffer RLT saklama esnasinda ¢okelti olusturabilir. Gerekirse 1sitarak ¢éziin ve
ardindan oda sicakliginda (15-25°C) tutun.

Baslamadan 6nce yapilmasi gerekenler

e Konsantrasyon igin RNA 6érnegi basina 500 pl %80 etanol hazirlayin.

e Buffer RPE konsantre olarak temin edilir. ik kullanimdan énce, ¢alismaya uygun bir
¢ozelti saglamak icin, sisenin tUzerinde belirtildigi sekilde 4 hacim etanol (%96-100)
ekleyin.

® Baslamadan 6nce, kolonlari oda sicakliginda kurun.

® Nihai 6rnek hacminin 200 pl olmasi igin, islenecek 6rneklerin hacmini dlgtin ve uygun

sekilde ayarlayin.

Prosedlr

1. Ornek hacmini RNaz icermeyen su ile birlikte 200 pl olarak sekilde ayarladiktan sonra

700 pl Buffer RLT ekleyin ve iyice karigtirin.
2. Seyreltiimis RNA'ya 500 ul %96-100 etanol ekleyin ve pipetleyerek iyice karigtirin.

Santrifij yapmayin. Derhal 3. adima gegin.

3. 2 ml toplama tiipine (verilir) yerlestiriimis RNeasy MinElute Dénel Kolona maksimum
700 pl 6rnek aktarin. Kapagi yavasca kapatin ve 8.000 x g hizda (= 10.000 rpm) 15
saniye santrifljleyin. Kalintilar atin. Kalan 6rnek olursa (700 pl'ye kadar) aktarin ve

santrifijlemeyi tekrarlayin. Kalintilari atin.

Not: Kalintilar Tampon RLT igerir, bu nedenle agdartici ile birlikte kullanilamaz. Guivenlik

bilgisi igin bakiniz "Uyarilar ve Onlemler" sayfa 15.
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RNeasy MinElute Donel Kolonu yeni bir 2 ml toplama tliptine (verilir) koyun.

Donel kolona 500 pl daha Buffer RPE ekleyin. Kapagdi yavasga kapatin ve 8.000 x g
hizda (= 10.000 rpm) 15 saniye santrifiijleyerek kolon membranini yikayin. Kalintilari
atin.

Not: Buffer RPE konsantre olarak temin edilir. Kullanim éncesinde Buffer RPE'ye etanol
eklendiginden emin olun.

6. adimda toplama tipUnu yeniden kullanin.

RNeasy MinElute Donel Kolona 500 ul %80 etanol ekleyin. Kapagdi yavasca kapatin ve
8.000 x g hizda (= 10.000 rpm) 2 dakika santrifujleyerek kolon membranini yikayin.
Kalintilari ve toplama tlpunu atin.

Not: Kalintilar Tampon RLT igerir, bu nedenle agdartici ile birlikte kullanilamaz.

Not: Santrifljleme igleminin ardindan, kolonun kalintilarla temas etmemesine 6zen
gOstererek RNeasy MinElute donel kolonu toplama tuptnden gikarin. Aksi takdirde

etanol tasinmasi gergeklesir.

RNeasy MinElute Dénel Kolonu yeni bir 2 ml toplama tiiptine (verilir) koyun.

8. Donel kolonun kapagdini agin ve 5 dakika boyunca tam hizda santrifijleyin. Kalintilar ve

9.

toplama tdpdnu atin.

Donel kolonlarin kapaklarinin zarar gérmemesi igin, donel kolonlari aralarinda en az bir
kolonluk yer bos kalacak sekilde santrifiije yerlestirin. Kapaklari rotorun déniis yonuniin
tersine bakacak sekilde yerlestirin (6rn. rotor saat yéniinde dénliyorsa kapaklari saat

yoniinin tersine bakacak sekilde yerlestirin).

Etanol kalintis1 agadi yondeki reaksiyonlari etkileyebilecegi igin dénel kolon
membranini kurutmak énemlidir. Dénel kolonlari kapaklari acik olarak santrifiijlemek,

RNA ellisyonu esnasinda etanol tagimasi gerceklesmemesini saglar.

RNeasy MinElute Ddnel Kolonu yeni bir 1,5 ml toplama tupune (verilir) koyun.

10.Donel kolon membraninin dogrudan merkezine 20 ul RNaz icermeyen su ekleyin.

Kapag! yavasca kapatin ve RNA eliisyonu saglamak igin 1 dakika boyunca son hizda

santrifijleyin.
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11.Elisyon adimi tamamlandiginda 6rnekleri buz izerine koyun.

12.Nihai konsantrasyonun 200 ng/ul olmasi igin, islenecek drneklerin hacmini dlgiin ve

uygun sekilde ayarlayin.

Ayrintili bilgi igin bkz. "RNA'da kalite ve miktar tayini", sayfa 25.

Ters Transkripsiyon

Baslamadan 6nce yapilmasi gerekenler

e Kullaniimadiginda dondurucuda saklanmasi gereken ters transkriptaz hari¢ tum gerekli

bilesenleri ¢bzdirin. Bilesenleri iceren tipleri buz Gzerinde erimeye birakin.
Not: Cézdirme adimi 30 dakikadan uzun stirmemelidir; aksi takdirde malzeme
bozulabilir.

® Ters transkripsiyon (reverse transcription, RT) karisimi hazirlanacak tezgahin Gzerini,
herhangi bir sablon veya niikleaz kontaminasyonuna karsi temizleyin.

® Ters transkripsiyon reaktiflerini, RNA orneklerini, pozitif kontrolleri, IS-MMR Calibrator
iceren tupleri 10 defa yukari-asagi pipetleyerek iyice karistirin ve kullanim éncesinde

kisaca santriftjleyin. Ardindan buzda tutun.

® RT negatif kontrol, nikleaz icermeyen PCR sinifi su kullanilarak ters transkripsiyon
adimi esnasinda elde edilir.

® Gerekli girdi, 6rnek bagina 3 yg RNA'dir.

® ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit iginde, sekiz érnekle ¢ galigma
gerceklestirmeye yetecek reaktif mevcuttur.

Prosedlr

1. Her 6rnegin 15 pl'sini, pozitif kontrolleri (yiksek ve disik pozitif kontroller), suyu (RT
negatif kontrol elde etmede kullanilir) ve IS-MMR calibrator'i 65°C sicaklikta 5 dakika
inkibe edin. Ardindan hemen buza koyun ve 5 dakika sogutun.
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2. Tupdn altindaki siviy toplamak igin kisa sireli santriflijleyin (yaklagik 5 saniye).

3.

Tablo 1. RT Karigiminin hazirlanmasi

Ardindan buzda tutun.

islenecek drnek, kontrol ve kalibratér sayisina gore asagidaki RT karisimini hazirlayin

(Tablo 1).

Not: Reaksiyon basina nihai hacim 25 pl olmahdir.

Bilesen Ornek bagina hacim RT karigimi: Son konsantrasyon
(uh) 12 + +1 reaksiyon (ul)

RT Karigimi, 3,33x 75 97,5 1x

Ters transkriptaz, 10x 25 32,5 1x

Nihai RT karigimi hacmi (4.

adimda eklenmek Uizere) 10 130 -

Ornek, pozitif kontroller,

IS-MMR Calibrator veya su 15 Her biri 15 -

(1. adimdan)

Toplam hacim 25 Her biri 25 -

4. RNA 6rnegini, pozitif kontrolleri, su veya kalibratérii (3. adimdan) iceren etiketli tiplerin

her birine 10 yl RT karisim pipetleyin.

10 defa yukari-asagi pipetleyerek iyice karistirin ve kisaca santrifujleyerek (yaklagik 5

saniye) tlpun altindaki siviyi toplayin.

Not: ipsogen BCR-ABLT Mbcr RGQ RT-PCR Kit igindeki tiim ters transkripsiyon

reaktiflerini, malzeme bozulmasini 6nlemek igin reaksiyonlari kurduktan sonra

dondurucuya geri koyun.

6. Tupleri 1sil donguleyiciye koyun ve ters transkripsiyon programini ayarlayin (Tablo 2).
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Tablo 2. Ters transkripsiyon igin sicaklik profili

Adim Parametreler

Reverse transcription 1 Temperature (Sicaklik): 25°C
(Ters transkripsiyon 1) Time (Sure): 10 dakika
Reverse transcription 2 Temperature (Sicaklik): 46°C
(Ters transkripsiyon 2) Time (Stire): 45 dakika

Temperature (Sicaklik): 85°C

Inactivation (inaktivasyon) Time (Sire): 5 dakika
i ure): i

Temperature (Sicaklik): 4°C

Cooling (Sogutma
9(Sog ) Time (Sire): 5 dakika

7. Program bittikten sonra tiipleri kisaca santrifiijleyerek (yaklasik 5 saniye) tipin
altindaki siviyi toplayin. qPCR deneyini yapincaya kadar tipleri buz tizerinde veya —
20°C sicaklikta bekletin.
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Manuel analiz: RGQ yazilimi ile 72 tlplUk rotora sahip Rotor-Gene
Q MDx 5plex HRM cihazinda gPCR

Tum dlgimleri Tablo 3 icinde gosterildigi gibi cift tekrarli gerceklestirmenizi éneririz. Bu Kkit,
ayni deneyde sekiz cDNA 6rnegini kopyalariyla birlikte test etmenizi saglar. ipsogen BCR-
ABLT Mbcr RGQ RT-PCR Kit ile ti¢ deney yapilabilir.

Tablo 3. 72 tiplik rotora sahip Rotor-Gene Q cihazinda reaksiyon sayisi

Ornek

Reaksiyonlar

gPCR Mix ABL1 ile (34 reaksiyon)

8 cDNA ornegi 8 x 2 reaksiyon
1 cDNA Yiksek Pozitif Kontrol 2 reaksiyon
1 cDNA Duslk Pozitif Kontrol 2 reaksiyon
1 cDNA IS-MMR Calibrator 2 reaksiyon

Tekli plazmid standartlar

RT negatif kontrol
Su kontroli

gPCR Mix Mbcr ile (34 reaksiyon)

4 x 2 reaksiyon
(SP3, SP4, SP5 ve SP6)

2 reaksiyon

2 reaksiyon

8 cDNA ornegi 8 x 2 reaksiyon
1 cDNA Yiksek Pozitif Kontrol 2 reaksiyon
1 cDNA Dislk Pozitif Kontrol 2 reaksiyon
1 cDNA IS-MMR Calibrator 2 reaksiyon

Tekli plazmid standartlar

Su kontrolt

5 x 2 reaksiyon (SP1, SP2, SP3, SP5 ve
SP6)

2 reaksiyon
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Yikleme blogu ve rotorun kurulumu

Standartlarin, primerlerin ve prob karigsimlarinin kullanimini optimize etmek igin ayni deney
icinde en az sekiz cDNA 6rnegi test edilmesini dneririz. Sekil 3 Uzerindeki rotor semasi érnek
bir deney gostermektedir.

GPCR mix Mber ~— —— @) Tag DNA polymerase QPCR mix ABLT  —— @ Taq DNA polymerase

1 @sP1 o @spPs 17 @ spPé 25@ - 33@- 41 @ 9@ 57@- 65 @
2 @sP w@srs 1806 2@ |5 M@ H,0 2@ 50@ i 8@ 6@ ”
3@sp2 11 @sP3 19Q@RMneg 27O |[MMR 35@ 430 519 590 67 @

4 @sP2 12 @5SP3 20 @QRTneg 28 @ - 36@- 44 Q 52@ 60 Q 68 @ -

5@SP3  13@SP4 21 @+ 20 @ 7 @A 5@ 53@ 6@ 690

G
6 @ sP3 14QsP4a  22@ e 0@ e 8@ 51 46 @ 53 54 @ %5 2@ 57 7o(<
7@sps  15@Qsps 230@ e 9@ 7@ 55@ 63 0@ 710
s@sps  160sps 240 2@- 20 @ 48 @- 56 @- 64 @- 720

® Bcr-ABL1 Mbcr saptama

© ABL1 saptama

Pozisyon 1

Sekil 3. Her deney igin rotor kurulumu. SP1-SP6: BCR-ABL1 Mbcr ve ABL1 standartlari; RTneg: RT negatif kontrol;
IS-Cal: IS-MMR Calibrator; HC: YUlksek Pozitif Kontrol; LC: Disik Pozitif Kontrol; H20: su kontrolil; S1-S8: cDNA
ornekleri.
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Not: Tim bos konumlari bos tiiplerle doldurun. Sayilar, yikleme blogu iginde konumlari

gdsterir ve nihai rotor pozisyonunu belirtir.

gPCR kurulumu

Baslamadan 6nce yapilmasi gerekenler

Kullaniimadiginda dondurucuda saklanmasi gereken Tagq DNA polymerase hari¢ tim
gerekli bilesenleri ¢ozdiiriin. Bilesenleri iceren tipleri buz Gzerinde erimeye birakin.
Not: Cézdirme adimi 30 dakikadan uzun stirmemelidir; aksi takdirde malzeme
bozulabilir.

PCR karisimi hazirlanacak tezgahin izerini, herhangi bir sablon veya niikleaz

kontaminasyonuna kargi temizleyin

gPCR Mix ABL1 ve qPCR Mix Mbcr igeren tlipleri 10 defa yukari ve asagi pipetleyerek
iyice karistirin ve kullanim éncesinde kisaca santrifujleyin. Ardindan buzda tutun.

Prosedir

1.

islenecek drnek sayisina gére PCR ana karisimini hazirlayin.

Tablo 4, 25 pl nihai reaksiyon hacmi elde etmek lizere hesaplanmig bir reaksiyon
karigiminin hazirlanmasi igin pipetleme semasini agiklamaktadir. Ayni primerler ve
prob karisimi kullanilarak reaksiyon sayisina gére bir 6n karigim hazirlanir (QPCR Mix
ABL1 veya gPCR Mix Mbcr). Pipetleme hatasini dengelemek i¢in ekstra hacimler dahil
edilmistir.

Not: 25 pl'den daha az reaksiyon hacmi (reaksiyon karisimi ve 6rnek) ile islem
yapmayin.
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Tablo 4. PCR ana karigiminin hazirlanmasi

Bilesen 1 reaksiyon (ul)

On karigim ABL1 veya
Mbcr:

34 + 2 reaksiyon (ul) Son konsantrasyon

gPCR Mix (qPCR Mix ABL1

veya qPCR Mix Mbcr) 19,75 [ Ix
Taq DNA polymerase 0,25 9 1x
Omek, standart, kontrol

1o Sl s :
lizere)

Toplam hacim 25 Her biri 25 -

2. Her 0,1 ml'lik Rotor-Gene Q tiipline 20 ul gPCR 6n karisimi koyun.

3. Sekil 4 Gzerinde gosterilen 6rnek diizene gore, ters transkripsiyon sonrasinda elde

edilen RT drindnden (cDNA) (bkz. "Ters Transkripsiyon", sayfa 28) 5 pl, standartlardan

5 pl, kontrollerden veya IS-MMR Calibrator'dan 5 pl ekleyin (toplam hacim 25 pl).

4. Yukari agag! pipetleme yaparak yavasca karistirin.

Rotor-Gene MDXx'i hazirlama ve qPCR c¢alismasini baglatma

1. Tupleri, cihazla birlikte verilen adaptore koyun.

Not: Kullaniimayan konumlar bos tiiplerle doldurulmalidir.

2. Kilitleme halkasini tiplerin Gzerine yerlestirin ve kilittemek igin bastirin.

3. Dolu adaptorii Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazina yiikleyin.

4. Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazinin isil dénglleme programini Tablo 5 icinde

g6sterildigi sekilde ayarlayin.

Not: Materyallerin bozulmasini 6nlemek igin, tim ipsogen BCR-ABLT Mbcr RGQ RT-PCR

Kit bilesenlerini dondurucuya geri koyun.
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Tablo 5. gPCR igin sicaklik profili

Adim Parametreler

Mode of analysis Quantitation (Kantitasyon)
(Analiz modu)
Hold 1 (Tutma 1) Temperature (Sicaklik): 95°C
Time (Sure): 15 dakika
Cycling (Dong) 50 déngu
94°C; 15 saniye

60°C; Yesil kanalda FAM floresans alimi ile 60
saniye.

5. "Auto-Gain Optimisation Setup" (Otomatik Optimizasyon Saglama Kurulumu) iletisim
kutusunu agmak icin "New Run Wizard" (Yeni Calisma Sihirbazi) iletisim kutusundaki
"Gain Optimisation" (Optimizasyon Saglama) digmesini tiklatin. Yesil kanalin "Min
Reading" (Minimum Deger) araliginin "5 FI" ve "Max Reading" (Maksimum Deger)
arahiginin "10 FI" oldugunu, kabul edilebilir Tarama araliginin -10 ve 10 olarak
belirlendigini kontrol edin.

6. "Perform Optimisation Before 1st Acquisition" (Optimizasyonu ilk Taramadan Once
Gerceklestir) segeneginin isaretli oldugundan emin olun ve "Auto-Gain Optimisation
Setup" (Otomatik Optimizasyon Saglama Kurulumu) iletisim kutusunu kapatin.

7. lIsil dénguleme programini baslatin.
8. "Edit samples" (Ornekleri diizenle) penceresine girig yaparak hem ABL1 hem Mbcr igin
alt kiime olusturun.

9. Isil déngiileme tamamlandiginda, "Options" (Secenekler) ve "Crop Start Cycles" (Uriin
Baslangi¢ Donglleri) 6gelerini segin. 10. déngtiden dnceki verileri silin. Ardindan,
"Analysis" (Analiz) 6gesini ve raporda "left threshold = 10.00" (sol esik = 10,00) olarak
belirtilen "Cycling A. Green from 10" (Déngu A. 10'dan itibaren Yesil) 6gesini segin.
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10.Hem ABL1 hem Mbcr i¢in asagidaki sekilde ilerleyin:

"Calculate Automatic Threshold" (Esigi Otomatik Hesapla) penceresi agilirsa "Cancel"
(Iptal) 6gesini segin.

Esigi 0,03 olarak tanimlayin (pencerenin sag alt kdsesinde).

Raporda normalizasyon yontemi olarak "Dynamic Tube" (Dinamik Tup) 6gesini segin ve
gurdltd egimini diizeltmek igin "Slope Correct" (Egim Diizeltme) 6gesini segin.

"Outlier Removal" (Aykiri Deger Cikarma) 6gesinin %0 olarak ayarlandigindan (NTC
esigine karsilik gelir) ve "Reaction Efficiency Threshold" (Reaksiyon Verimlilik Esigi)
6gesinin devre digi birakildigindan emin olun.

Grafigi dogrusal élcege ayarlayin ve "Auto-Scale" (Otomatik Olgekleme) yapin.
Amplifikasyon egrilerini gdsteren pencereye sag tiklayin ve "Digital filter" (Dijital filtre)
6gesinin "Light" (Acik) olarak ayarlandigini kontrol edin.

Ekranin sag tarafindaki "named on" (adlandirma tarihi) 6gesini secerek tiim drneklerin
g6runtulendiginden emin olun.

Tidm adimlar tamamlandiktan sonra ham verilerin kaydedildiginden emin olun ve sonug
analizine ilerleyin (bkz. "Veri analiz prensibi", sayfa 48).
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Otomatik analiz: RGAM yazilimi ile 72 tlplik rotora sahip Rotor-
Gene Q MDx 5plex HRM cihazinda gPCR

Tum dlgumleri Tablo 6 icinde gosterildigi gibi cift tekrarli gerceklestirmenizi éneririz. Bu kit,

ayni deneyde sekiz cDNA 6rnegini kopyalariyla birlikte test etmenizi saglar. ipsogen BCR-
ABLT Mbcr RGQ RT-PCR Kit ile ti¢ deney yapilabilir.

Tablo 6. 72 tiplik rotora sahip Rotor-Gene Q cihazinda reaksiyon sayisi

Ornek

Reaksiyonlar

gPCR Mix ABL1 ile (34 reaksiyon)
8 cDNA ornegi

1 cDNA Yiuksek Pozitif Kontrol

1 cDNA Duslk Pozitif Kontrol

1 cDNA IS-MMR Calibrator

Tekli plazmid standartlar

RT negatif kontrol

Su kontroli

gPCR Mix Mbcr ile (34 reaksiyon)
8 cDNA ornegi

1 cDNA Yiuksek Pozitif Kontrol

1 cDNA Diisuik Pozitif Kontrol

1 cDNA IS-MMR Calibrator

Tekli plazmid standartlar

Su kontrolt

8 x 2 reaksiyon
2 reaksiyon
2 reaksiyon
2 reaksiyon

4 x 2 reaksiyon
(SP3, SP4, SP5 ve SP6)

2 reaksiyon

2 reaksiyon

8 x 2 reaksiyon
2 reaksiyon
2 reaksiyon
2 reaksiyon

5 x 2 reaksiyon (SP1, SP2, SP3, SP5 ve
SP6)

2 reaksiyon

Baslamadan 6nce 6nemli notlar

ipsogen BCR-ABL1T Mbcr RGQ RT-PCR Kit, Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazi lizerinde

Rotor-Gene AssayManager v2.1 ile galistinimalidir. Protokole baslamadan 6nce Rotor-
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Gene Q MDx cihazi hakkinda bilgi edinin. Ayrintilar igin cihazin, Rotor-Gene AssayManager
yazilim strima 2.1'in ve Gamma Plug-in'in kullanim kilavuzlarina bakin.

Rotor-Gene AssayManager v2.1, PCR sonuglarinin otomatik olarak yorumlanmasini miimk{in

kilar. Calisma igin déngl parametreleri kilitlidir.
Baslamadan 6nce yapilmasi gerekenler
Rotor-Gene AssayManager yazilim stirimi 2.1, Rotor-Gene Q cihazina bagh bilgisayara

kurulu olmalidir ve QIAGEN web sitesinden indirilebilir:

hitp://www.qiagen.com/Products /Rotor-GeneAssayManager v2.1.aspx.

Rotor-Gene AssayManager v2.1 temel yazilim hakkinda ayrintilar igin bkz. Rotor-Gene
AssayManager v2.1 Temel Uygulama Kullanim Kilavuzu (Rotor-Gene AssayManager v2.1
Core Application User Manual).

® ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit igin spesifik Gamma Plug-in gereklidir. Bu
eklenti QIAGEN web sitesi sayfasindan indirilebilir:
htps:/ /www.qiagen.com/resources/resourcedetail?id=bfb8c9a8-245b-4ab4-99ea-
1b39e2c243a0&lang=en. Bu eklenti, halihazirda Rotor-Gene AssayManager siirimii
2.1'in yuklu oldug@u bir bilgisayara indirilmelidir.

® ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit, ayrica bir test profili de gerektirir. Bu test
profili (*.iap dosyasi), qPCR testinde dénglileme ve analiz yapmak i¢in gereken tim
parametreleri igerir. QIAGEN web sitesinde bulunan ipsogen BCR-ABL1T Mbcr RGQ RT-
PCR Kit'e 6zel web sayfasindan indirilebilir: https://www.giagen.com/shop/detection-
solutions/personalized-healthcare/ipsogen-bcr-abl1-mbcr-rgg-rt-per-kit-ce/#resources.
Test profili Rotor-Gene AssayManager v2.1 yazilimina aktariimalidir.

Not: ipsogen BCR-ABLT Mbcr RGQ RT-PCR Kit, yalnizca Rotor-Gene AssayManager yazilimi
v2.1'de belirli yapilandirma ayarlari programlandiginda ¢aligtirilabilir.
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Sistem g¢apinda sureg glivenligi icin asagidaki yapilandirma ayarlarinin kapali mod igin

ayarlanmasi sarttir:

"Material number required" (Materyal numarasi zorunlu)
"Valid expiry date required" (Son kullanma tarihi gegerli olmalr)

"Lot number required" (Lot numarasi zorunlu)

Gamma Plug-in kurulumu ve test profilinin ice aktarimi

742 Gamma Plug-in ve test profilinin kurulumu ve ige aktarimi, sirasiyla Rotor-Gene

AssayManager v2.1 Temel Uygulama Kullanim Kilavuzu (Rotor-Gene AssayManager v2.1

Core Application User Manual) ve Gamma Plug-in Kullanim Kilavuzu (Gamma Plug-in User

Manual) olmak Uzere Rotor-Gene AssayManager v2.1 ve Gamma Plug-in el kitaplarinda

ayrintilariyla agiklanmistir.

Hem Gamma Plug-in hem de ipsogen_BCR-ABL1Mbcr(ABL)_blood_CE test profilinin
en guncel sirimini QIAGEN web sitesinden indirin.

Kurulum iglemine RGAM_V2_1_Gamma_Plug-in.Installation.V1_0_0.msi dosyasina ¢ift
tiklayarak baslayin ve kurulum talimatlarini izleyin. Bu iglem ile ilgili ayrintilar igin lltfen
Rotor-Gene AssayManager v2.1 Temel Uygulama Kullanim Kilavuzu (Rotor-Gene
AssayManager v2.1 Core Application User Manual) belgesinde “Eklentilerin Kurulumu®
bdlimuine bakin.

Not: Sistem ¢apinda islem glivenligi amaciyla, kapali mod igin "Settings" (Ayarlar)
sekmesini segip "Material number required" (Materyal numarasi zorunlu), "Valid expiry
date required" (Son kullanma tarihi gegerli olmali) ve "Lot number required" (Lot
numarasi zorunlu) kutucuklarini isaretleyin (Calisma listesi bolimu). Bunlar aktif hale

getirilmemis (isaretlenmemis) ise tiklayarak aktif hale getirin.
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Eklenti basaril sekilde kurulduktan sonra Rotor-Gene AssayManager yazilimi igin
yOnetici izinlerine sahip bir kiginin ipsogen_BCR-ABL1Mbcr(ABL)_blood_CE test

profilini agsagidaki sekilde ice aktarmasi gerekir:

. Yonetici izinlerine sahip bir kullanici olarak Rotor-Gene AssayManager v2.1 yaziliminda

oturum agin.

Yapilandirma ortamini segin.

"Assay Profiles" (Test Profilleri) sekmesini segin.
"Import" (ige Aktar) diigmesine tiklayin.

ige aktarmak (izere iletisim kutusundan ipsogen_BCR-ABL1Mbcr(ABL)_blood_CE test
profilini secin ve "Open" (Ag) 6desine tiklayin.

Test profili basariyla ige aktarildiktan sonra "Setup" (Kurulum) ortaminda kullanilabilir.

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

ipsogen BCR-ABLT Mbcr RGQ RT-PCR Kit El Kitabi  06/2018 40



Yikleme blogu ve rotorun kurulumu

Standartlarin, primerlerin ve prob karisimlarinin kullanimini optimize etmek icin, ayni deney
icinde en az sekiz cDNA 6rnegi test edilmesini dneririz. Sekil 4 Gzerindeki rotor semasi érnek
bir deney gostermektedir.

qPCR mix Mber  __, o Tag DNA polymerase qPCR mix ABLI  —— @ Taq DNA polymerase

1 @SP1 o @ SPs 17 @ SP& 25@- 3@ i B 5@ 57 @A 65 @
2 @sPl 10 @SPé 18 @ SP6 260@ |5 34@ H.O 2@ 50@ & 5@ 6@
3@sp2 11@5p3  19@Rmeg 7@ (MR 35@ | 43@ 519 590 67 @
4 @sP2 12@SP3 20 DRTneg 28Q 36@- 44 Q 52@ 60 Q 68 @ -

5@SP3  13QSP4 21 @ 20 @ 7@ 5@ 5@ 6@ 69O
6 @ sP3 14QsP4a  22@ 0@ e 8@ 51 46 @ 53 54 @ %5 2@ 57 700
1
1

S8

HC N
7 @ sps 5@sps 23@ e 9@ 7@ 55@ 63 0@ 710
8 @ sps s@sps 240 2@- 20 @ 48 @- 56 @- 64 @- 720

53 S4

@ Bcr-ABL1 Mbcr saptama
© ABL1 saptama

Pozisyon 1

Sekil 4. Her deney icin rotor kurulumu. SP1-SP6: BCR-ABL1 Mbcr ve ABL1 standartlari; RTneg: RT negatif
kontrol; I1S-Cal: IS-MMR Calibrator; HC: Yiiksek Pozitif Kontrol; LC: Dusik Pozitif Kontrol; H20: su kontrolil; S1-S8:
cDNA ornekleri. Not: Tim bos konumlari bos tiiplerle doldurun. Sayilar, yiikleme blogu icinde konumlari gosterir ve
nihai rotor pozisyonunu belirtir.
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& Tupler rotora Sekil 4 lizerinde gosterildigi sekilde yerlestiriimelidir glink( test
profilindeki otomatik analiz seti bu yénde yerlestirmeye gdre ayarlanmistir.
Farkli bir diizen kullaniimasi durumunda anormal sonuglar alinir.

Not: Tim bos konumlari bos tiiplerle doldurun.

Bir calisma listesini olugturma

islenecek drnekler icin asagidaki gibi bir calisma listesi olusturun.

1. Rotor-Gene Q MDx cihazini agin.

2. Rotor-Gene AssayManager v2.1 yazilimini agin ve kapali modda operatér rolline sahip
bir kullanici olarak oturum agin.

3. Calisma listesi yoneticisinde "New manual work list" (Yeni manuel galisma listesi)

digmesine tiklayin ("Setup" (Kurulum) ortaminda).

4. "Assay" (Test) adiminda mevcut test profilleri listesinden "ipsogen_BCR-
ABL1Mbcr(ABL)_blood_CE" test profilini segin.

5. Segilen test profilini "Selected assay profiles” (Segilen test profilleri) listesine aktarmak
icin "Add assay to work list" (Testi galisma listesine ekle) digmesine tiklayin. Test
profili artik "Selected assay profiles" (Segilen test profilleri) listesinde goérintilenmelidir.

6. ligili alana, drnek sayisini girin.

7. "Kit information" (Kit bilgisi) setini segin ve kutunun kapaginda basili olan, asagidaki
ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit bilgilerini girin.

e Materyal numarasi: 0670923
® Gegerli son kullanma tarihi
® Lot numarasi.

8. "Samples" (Ornekler) adimini segin. Ornek ayrintilarini igeren bir liste gdsterilir. Bu
liste, beklenen rotor diizenini temsil eder.
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9. Ornek tanimlama numarasini/numaralarini her érnek icin bir yorum gibi tiim istege
bagli érnek bilgileriyle birlikte bu listeye girin.

10."Properties" (Ozellikler) adimini segin ve bir calisma listesi adi girin.

11."is applicable" (uygulanabilir) onay kutusunu etkinlestirin.

12.Calisma listesini kaydedin.

13.Calisma listesi yazdirilabilir; bu, gPCR hazirligina ve kurulumuna yardimci olur.
Calisma listesini yazdirmak i¢in "Print work list" (Calisma listesini yazdir) digmesine

tiklayin. Ornek bilgileri calisma listenin bir pargasi olacaktir.

Not: Calisma listesi dosyalari kaydedilebildidi i¢in, calisma listesi deney cihazda kurulur

kurulmaz veya cihaza drnekler eklenmeden 6nce olusturulabilir.

gPCR kurulumu

Baslamadan 6nce yapilmasi gerekenler

e Kullaniimadiginda dondurucuda saklanmasi gereken Tag DNA polymerase harig tim
gerekli bilesenleri ¢ozdirin. Bilesenleri iceren tipleri buz Gizerinde erimeye birakin.

Not: Cézdirme adimi 30 dakikadan uzun stirmemelidir; aksi takdirde malzeme
bozulabilir.
® PCR karisimi hazirlanacak tezgahin tzerini, herhangi bir sablon veya nikleaz

kontaminasyonuna kargi temizleyin

e gPCR Mix ABL1 ve gPCR Mix Mbcr iceren tipleri 10 defa yukari ve agadi pipetleyerek

iyice karistirin ve kullanim 6ncesinde kisaca santrifiijleyin. Ardindan buzda tutun.
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Prosedur

1. islenecek érnek sayisina gére PCR ana karisimini hazirlayin.

Tablo 7, 25 pl nihai reaksiyon hacmi elde etmek Uzere hesaplanmis bir reaksiyon

karisiminin hazirlanmasi igin pipetleme semasini agiklamaktadir. Ayni primerler ve

prob karigsimi kullanilarak reaksiyon sayisina gore bir 6n karigim hazirlanir (QPCR Mix

ABL1 veya gPCR Mix Mbcr). Pipetleme hatasini dengelemek igin ekstra hacimler dahil

edilmistir.
Not: 25 pl'den daha az reaksiyon hacmi (reaksiyon karisimi ve érnek) ile islem

yapmayin.

Tablo 7. PCR ana karigiminin hazirlanmasi

On karigim ABL1 veya

Mbecr:
Bilesen 1 reaksiyon (ul) 34 + 2 reaksiyon (ul) Son konsantrasyon
gPCR Mix (qPCR Mix ABL1
veya qPCR Mix Mbcr) 19,75 [ Ix
Taq DNA polymerase 0,25 9 1x
Ornek, standart, kontrol
veya IS-MMR Calibrator -
(3. adimda eklenmek 5 Her biri 5 -
lizere)
Toplam hacim 25 Her biri 25 -

2. Her 0,1 ml'lik Rotor-Gene Q tiipline 20 pl gPCR 6n karisimi koyun.

3. Sekil 4 Gzerinde gosterilen 6rnek diizene gore, ters transkripsiyon sonrasinda elde

edilen RT drindnden (cDNA) (bkz. "Ters Transkripsiyon", sayfa 28) 5 pl, standartlardan

5 pl, kontrollerden veya IS-MMR Calibrator'dan 5 ul ekleyin (toplam hacim 25 pl).

4. Yukari asag! pipetleme yaparak yavasca karistirin.
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Rotor-Gene MDXx'i hazirlama ve qPCR galismasini baglatma

0 © N o

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

Rotoru Sekil 4 Gzerinde godsterildigi sekilde atanmis pozisyonlara gore pozisyon 1'den
baslayarak ve kullaniimayan tiim pozisyonlara bos kapakli serit tlipleri yerlestirerek
serit tlpleriyle doldurun.

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

. Kilitteme halkasini takin.

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

. Rotor-Gene AssayManager yazilimi v2.1'de galisma listesi yoneticisinden ilgili galisma

listesini segin ve "Apply" (Uygula) digmesine tiklayin veya calisma listesi hala agiksa
sadece "Apply" (Uygula) digmesine tiklayin.

Not: Deneye 6zel calisma listesi olusturulmadiysa Rotor-Gene AssayManager v2.1'de
oturum agin ve asagidaki sekilde ilerlemeden 6nce sayfa 42, "Bir ¢alisma listesini

olugturma" adimini izleyin.

Deney adini girin.

Kullanilacak dongiileyiciyi "Cycler selection" (Dénguleyici segimi) béliminden segin.
Kilitteme halkasinin dogru takilip takilmadigini kontrol edin ve ekranda bunu onaylayin.

"Start run" (Calismay baslat) digmesine tiklayin. ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-
PCR caligmasi baslar.

Cikarin ve gPCR sonuglarini raporlayin

1.

Calisma bittiginde "Finish run" (Calismayi bitir) 6gesine tiklayin.

45
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. Calismayi gikarin ve onaylayin:

e Approver (Onaylayici) roliinde oturum agmis kullanicilar igin: "Release and go to

approval" (Serbest birak ve onaya git) kismina tiklayin.

e  Operator (Operator) rolinde oturum agmis kullanicilar igin: "Release” (Serbest
Birak) kismina tiklayin.

. "Release and go to approval" (Cikar ve onaya git) 6gesine tiklandiysa deney sonuglari
gOruntilenir.

. Kullanici roliindeki bir kullanici tarafindan "Release” (Cikar) 6gesine tiklanmigsa
"Approver" (Onaylayici) roliinde bir kullanici oturum agmali ve "Approval" (Onay)
ortamini segmelidir.

a. Filtre segeneklerini secip "Apply" (Uygula) digmesine tiklayarak onaylanacak test
icin filtre uygulayabilirsiniz.

b. Onaylanacak Deneyin yaninda bulunan onay kutusunu isaretleyin.
c. "Start approval" (Onayi baslat) digmesine tiklayin.

Deney bir kalibrator icerdigi icin kalibratér hakkinda zorunlu bilgiler, érneklerin nihai
olarak onaylanmasindan énce "Calibrator" (Kalibrator) sekmesine girilmelidir.

. "Use calibrator" (Kalibratori kullan) digmesini segin ve karsilik gelen degeri (IS-MMR
Calibrator tlipu Gizerinde veya Analiz Sertifikasinda bulunur) girin.

Not: Bu degeri "Enter calibrator value" (Kalibrator degeri girin) ve "Reenter calibrator

value" (Kalibratér degerini tekrar girin) alanlarina iki kez girmelisiniz.
Girilen degerleri "Apply" (Uygula) diigmesine basarak dogrulayin: sonuglar giincellenir.

Not: En az bir 6rnek serbest birakildiktan sonra kalibrator artik degistirilemez.
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6. Sonuglari gdzden gegirin ve "Release/Report data" (Verileri gikar/raporla) digmesine
tiklayin.

"OK" (Tamam) kismina tiklayin. Rapor *.pdf formatinda olusturulur ve 6nceden
tanimlanmis klasérde otomatik olarak saklanir.

Varsayilan dosya konumu: QIAGEN > Rotor-Gene AssayManager > Export > Reports
(QIAGEN > Rotor-Gene AssayManager > Diga Aktar > Raporlar)

Not: Bu konum ve klasdr, "Configuration" (Yapilandirma) ortamindan degistirilebilir.

Not: Sorun giderme igin calismanin destek paketi gereklidir. Destek paketleri onay veya
arsiv ortaminda olusturulabilir (Rotor-Gene AssayManager v2.1 Temel Uygulama
Kullanim Kilavuzu (Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application User Manual),
Bolum 1.8, "Troubleshooting" > "Creating a support package" (Sorun giderme > Destek
paketi olusturma)). Ek olarak, olay tarihine gore +1 giin seklinde denetim gegmisi
girmek faydal olabilir. Denetim ge¢misi "Service" (Hizmet) ortamindan alinabilir (bkz.
Rotor-Gene AssayManager v2.1 Temel Uygulama Kullanim Kilavuzu (Rotor-Gene
AssayManager v2.1 Core Application User Manual), Bolim 1.5.5.5).

7. Rotor-Gene Q MDx cihazini bosaltin ve serit tiplerini yerel guvenlik diizenlemelerine
uygun sekilde imha edin.
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Sonuclarin RGQ Yaziliminda Yorumlanmasi

Veri analiz prensibi

TagMan® teknolojisi kullanildiginda, esigin Gzerindeki bir sinyali tespit etmek icin gerekli PCR
dongisu sayisina esik dongu sayisi (Ct) adi verilir ve bu sayi, reaksiyonun baslangicinda

mevcut olan hedef miktari ile dogru orantilidir.

Standartlarla beraber bilinen bir sayida molekil kullanarak standart egriyi bulabilir ve test
orneginde bulunan hedef miktarini tam olarak saptayabilirsiniz. Standart egrileri plazmid
tabanhdir. Standart egrilerinin dogrulugundan emin olmak amaciyla ABL1 i¢in dort standart
dilisyon ve Mbcr igin bes standart dilisyon kullanilir. Kit iginde ayrica, sonuglarin
uluslararasi 6lgege donustiriimesini saglayan bir IS kalibratérii de bulunur. Sekil 5 ve Sekil
6 Uzerinde, standartlar igcin alinanlara benzer TagMan amplifikasyon egrileri, I1S-MMR
Calibrator, High Positive RNA Control ve Low Positive RNA Control ile birlikte ipsogen BCR-
ABLT Mbcr RGQ RT-PCR Kit gésteriimektedir.

Norm. Flore.
0.60+
0.55 - B
0.50 Diisiik Pozitif Kontrol -
0.45 | * ‘ Y.
0.40 | IS-MMR Calibrator / 7 /)
0.35 7/ /
h Yuksek Pozitif /i if:
0'30_ Kontrol !/ /
0.25 /o
0.20 !/
0.157 SPé / /
0.107] y a0 4
0.05 i S 'SP3
0.00 fendel T_—’T__:...\ L-:vfi__ - T T T T T 1
5 10 15 20 29 30 35 40 45 50
Déngll

Sekil 5. Kontroller ve SP3, SP4, SP5 ve SP6 standartlari ile ABL1 saptama. 10°, 10%, 10° ve 10° kopya/reaksiyon.
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Norm. Flore.
0.8

0.74

0.64

0.57 Yiiksek Pozitif Kontrol

0.4+
IS-MMR Calibrator
0.3
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| /<py / Disik Pozitif
0.1 SP6,/SP5 SO SPLE Kontrol
Theeshold
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Sekil 6. Kontroller ve SP1, SP2, SP3, SP5 ve SP6 standartlari ile BCR-ABL1 Mbcr saptama. 10%, 102, 108, 10°
ve 10° kopya/reaksiyon.

Ham veriler igin gecgerli standart egrileri ve kalite kriterleri

Kopyalar arasindaki yeniden iiretilebilirlik

Kopyalar arasindaki Ct degeri degiskenligi <2 olmalidir veya kopya asagidaki durumlar
disinda gegersiz sayilmalidir:

Ortalama Ct = 36 veya Cra 2 36 ve Ctb "saptanamiyorsa" AC+ kriterleri gegersizdir; kopya
uygundur. Boyle bir durumda Cra igin hesaplanan kopya sayisi (CN) 2'ye bolinmelidir.

Not: Kullanicilar kendi laboratuvarlarinda yeniden Uretilebilirlik dlgimi yapmalidir.
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Standart egrileri

Ham veriler analiz igin bir Excel® dosyasina yapistirilabilir.

Her bir gen i¢in (ABL1 ve BCR-ABL1 Mbcr), plazmid standart diliisyonlarindan alinan Ct
degerlerinin grafigi log kopya sayisina gore ¢ikanlir (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 7 tizerinde, dort standart diliisyon
ile hesaplanan ABL1 egrisinin 6rnegi verilmistir. Sekil 8 lizerinde, beg standart dillisyon ile
hesaplanan BCR-ABL1 Mbcr egrisinin 6érnegi verilmistir.

G
45 7
40 +
351
30+
25 4
204

y=-3,359x + 37,829
R? = 0,9999

15 1
10 4
5

0 T T T
0 1 2 3 4 5 6 7

Logio (CN)

Sekil 7. Dort standart diliisyon lizerinden hesaplanan ABL1 standart egrisi. Bir dogrusal regresyon egrisi (y =
ax + b) hesaplanir. Burada "a" gizginin egimi ve "b" ise ¢izginin y eksenini kestigi noktanin y koordinati olan y
kesisime noktasidir. Esitlik ve belirleme katsayisi (R?) grafikte gosteriimektedir.
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Sekil 8. Bes standart diliisyon lizerinden hesaplanan BCR-ABL1 Mbcr standart egrisi. Bir dogrusal regresyon

egrisi (y = ax + b) hesaplanir. Burada "a" gizginin egimi ve "b" ise gizginin y eksenini kestigi noktanin y koordinati
olan y kesisime noktasidir. Esitlik ve belirleme katsayisi (R?) grafikte gosteriimektedir.

Standartlar onlu dilisyonlar oldugu igin, egrinin teorik egimi -3,3'ttr. R > 0,95 oldugu slrece
-3,1 ile -3,6 arasinda bir egim kabul edilebilir. Ancak, hassas sonuglar almak igin istenen
deger R? > 0,98 seklindedir.

Not: BCR-ABL Mbcr standart egrisini olugturabilmek icin SP1 standart dilisyonu (BCR-ABL1
plazmid, 10 kopya) saptanmalidir.

Kopya sayisi (CN)

Bilinmeyen 6rnekler icin gPCR Mix ABL1 veya qPCR Mix Mbcr ile alinan ham C+t degerlerini
ABL1 veya BCR-ABL1 kopya sayilarina donistiirmek icin ABL1 veya BCR-ABL1 Mbcr
standart egrisi esitligi kullaniimahdir (ABL1cn veya BCR-ABL1 Mbcren).
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Ortalama ABL Ct — ABL1 standart egrisi kesisme
noktasi

Logio 6rnek ABL1CN ABL standart egrisinin egimi

Ortalama BCR-ABL1 Mbcr Ct — BCR-ABL1 Mbcr

standart egrisinin kesisme noktasi

Logio 6rnek
BCR-ABL1 Mbcren BCR-ABL1 Mbcr standart egrisinin egimi

Tum ABL1cn degerlerinde kalite kontrol

Dusik RNA kalitesi veya RT-gPCR esnasinda olusan sorunlar, ABL1 kopya sayisinin disuk

olmasina yol agabilir.

Optimum test hassasiyeti saglamak igin High Positive RNA Control, Low Positive RNA
Control ve IS-MMR Calibrator icin ABL1cn degerinin 100.000 veya bu degerin lizerinde

olmasi gerekir.

RT negatif ve su kontrolleri

PCR adimi (su kontroll) ve ters transkripsiyon adimi (RT negatif kontrol) icin sablonsuz
kontrol (NTC), hem ABL1 hem BCR-ABL1 Mbcr igin sifir CN sonucunu vermelidir. Sonug
olarak, sirasiyla, higbir Ct degeri alinmamali veya Ct degeri standart egrilerinin kesisme
noktasinin Ustlinde olmalidir. Bu NTC'ler igin pozitif sonug alinmasi, ters transkripsiyon

velveya qPCR esnasinda capraz kontaminasyon oldugunu gosterir.
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Normalize kopya sayisi (NCN)

Bu CN degerlerinin orani, normalize kopya sayisini (normalized copy number, NCN) verir:

BCR-ABL1 Mbcren
NCN = x 100
ABL1cn

High Positive RNA Control (NCNHc), Low Positive RNA Control (NCNLc), IS MMR kalibrator
(NCNcai) ve her bir 6rnek (NCNermek) igin NCN sonucunu hesaplayin.

Normalize kopya sayisi degerlerinde kalite kontrol

High Positive RNA Control, Low Positive RNA Control ve IS-MMR Calibrator, transkript kalite
tayini esnasinda ters transkripsiyonun ve ABL1 ve BCR-ABL1 Mbcr amplifikasyon

adimlarinin izlenmesine olanak tanir.

e IS-MMR Calibrator igin alinan ve ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kiti ile test
edilen NCN sonucu, 0,05-0,3 araliginda olmahdir. Aksi takdirde NCN degerleri
Uluslararasi Olgek degerine ddniistiiriilemez.

e Deneyin hassasiyeti yalnizca Low Positive RNA Control saptanirsa
degerlendirilebilir.

Uluslararasi olgek doniisiimii

Not: Yorumlama o6ncesinde, IS-MMR Calibrator tlipu etiketinde veya kitle birlikte verilen
analiz sertifikasinda yer alan dedere bakin. (Etikette ve sertifikada ayni1 degerin gosterildigini
kontrol edin).
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Normalize kopya sayisini uluslararasi 6lgekte hesaplamak igin (IS-NCNsample), deneysel
IS-MMR Calibrator NCN sonucunu (NCNcal) ve analiz sertifikasinda belirtiimis atanan degeri
(IS-Cal degeri) kullanin.

NCNormek X IS-Cal degeri
IS-NCNsample =

NCNecal

IS-NCN degerlerinde kalite kontrol

e IS-NCNHc sonucu (High Positive RNA Control igin uluslararasi dlgekte NCN)
majoér molekiler yanit vermemelidir ("MMR yok", asadida bkz. "Molekuler yanitin

raporlanmasi").

e  MR4,5 durumunun giivenle belirlenebilmesi i¢in IS-NCNLc sonucu (Low Positive
RNA Control igin uluslararasi 6lgekte NCN) < 0,01 (MR4) olmaldir.
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Molekiiler yanitin raporlanmasi
Tablo 8 lizerindeki yorumlamaya goére her bir 6rnegin molekdiler yanit durumunu belirleyin.

Tablo 8. Molekiiler yanitin raporlanmasi

Vaka ABL CN BCR-ABL1 Mbcr CN %IS-NCN Durum
1 < 10.000 <10 - Dusuk kaliteli 6rnek
210 >0,1 MMR yok
2 <10.000 —
210 <0,1 Belirsiz sonug
>0,1 MMR yok
2LOD
<0,1 MMR
3 10.000 < CNasL LOB<CN<LOD >0,1 MMR yok
<32.000 CN'yi LOD ile degistirin <01 MIMR
<LOB - Saptanmadi/MR4
>0,1 MMR yok
2L.OD 0,01<IS<0,1 MMR
<0,01 MR4
4 32'001%3 OCO'\(')ABL < 01 MMR yok
CN')I/_i(Ij_E)TDCi:\:é_e?Q%tirin S MMR
<0,01 MR4
<LOB - Saptanmadi/MR4,5
>0,1 MMR yok
2L.OD 0,01<1S=<0,1 MMR
0,0032<1S<0,01 MR4
<0,0032 MR4.5
5 100.000 < CNagL 50,1 MMR yok
CN'yLi?_BoB(:i:i<<1Lgi3$tirin 001<15<01 MMR
0,0032<1S=<0,01 MR4
<0,0032 MR4.5
<LOB - Saptanmadi/MR5

LOB: limit of blank (bos érnek sinirr); LOD: limit of detection (tespit sinir); MR: molecular response (molekdiler yanit);
MMR: major molecular response (majoér molekdler yanit).
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Kalite kriterlerinin 6zeti

Tablo 9, gesitli kalite kriterlerini ve ilgili deger veya sonugclari 6zetlemektedir.

Tablo 9. Kalite kriterlerinin dzeti

Kriterler

Kabul edilebilir degerler/sonuglar

Kopyalar arasindaki Cr degeri degisimleri

Standart egrileri igin egim
Standart egriler igin R?

SP1 standart diliisyon
(BCR-ABL1 10 kopya plazmid)

High Positive RNA Control,
Low Positive RNA Control
ve IS-MMR Calibrator

NTC (su) ve RTneg kontrolleri

IS-MMR Calibrator igin alinan NCN (NCN )
Yiksek Pozitif RNA Kontrolu

Disuk Pozitif RNA Kontroli

IS-NCNHc

IS-NCNc

Biyoloji 6rnekleri igin ABLcn degerinde kalite kontrol

<2Crt

Ortalama Ct 2 36 veya Cta 2 36 ve Cmp
"saptanamiyor" oldugu durumlar harig: kopya
uygundur.

Cra igin hesaplanan CN degeri 2'ye bélinmelidir.
-3,1ile -3,6 arasi
En az > 0,95 (ideal olarak > 0,98)

Standart egrisini olusturmak icin saptanmali

Bkz. Tablo 8
ABL1cn 2 100.000

Her bir ABL1cn = 0 ve Mberen = 0 igin

(C degeri yok veya Ct > standart egrisi kesisme
noktasi)

0,05-0,3 arasinda olmali
Saptanmali

Saptanmali

Durum: Major molekiiler yanit yok

IS-NCNc < 0,01 (MR4)

MR4,5 durumunun guvenle belirlenebilmesi icin
saptanmali.

Cr: threshold cycle (esik dongtist); HC: high control (yuiksek kontrol); IS: International Standard (Uluslararasi
Standart); LC: low control (dustlik kontrol); MR: molecular response (molekiiler yanit); MMR: major molecular
response (major molekiiler yanit); NCN: normalized copy number (normalize kopya sayisi); NTC: No Template
Control (Sablonsuz Kontrol); RTneg: reverse transcription negative (ters transkripsiyon negatif).
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Sonuclarin RGAM Yaziliminda Yorumlanmasi

Analiz tamamen otomatiktir.

Rotor-Gene AssayManager v2.1 dncelikle amplifikasyon egrilerini analiz eder; sekillerine ve
gurdltd miktarlarina bakarak uygun olmayan egrileri gegersiz sayabilir. Boyle bir durum séz
konusu olursa, gegersiz sayilan egri, bir isaretle iligkilendirilir.

Test érneklerinin sonuglari otomatik olarak Rotor-Gene AssayManager v2.1 tarafindan analiz
edilip ayarlanir ancak onaylayici roliiyle oturum agmis kullanici tarafindan onaylanmasi ve
serbest birakilmasi gerekir. Onaylanacak drnekler sonuglarinin belirlenmis satirin sonunda
Uc ek onay dugmesi bulunur. Bu digmeler drnek sonuglarini etkilesimli olarak kabul veya
reddetmek icin kullanilir. Daha fazla bilgi icin litfen bkz. Gamma Plug-in Kullanim Kilavuzu
(Gamma Plug-in User Manual).

Ardindan Rotor-Gene AssayManager v2.1 ¢alistirma kontrollerini analiz eder:

® NTC (RT-neg ve H20), spesifik amplifikasyon (ABL1 ve BCR-ABL1 Mbcr) yoklugu
bakimindan kontrol edilir.

e ABL1 ve BCR-ABL1 Mbcr SP: Dogrulama her birinin R? ve egim degerlerini esas alir.

e HC: ABL1 kopya sayisl, bu kontroliin yorumlanmasina yetecek kadar yliksek olmalidir.
Bu durumda IS-NCN ylzdesi hesaplanacaktir. Bu ¢galigma kontroll, durumu teste gére
No MMR (MMR Yok) oldugunda dogrulanir.

e LC: ABL1 kopya sayisl, bu kontroliin yorumlanmasina yetecek kadar yiiksek olmalidir.
Bu durumda IS-NCN yuzdesi hesaplanacaktir. Bu ¢aligsma kontroll, durumu teste gore
MR4 oldugunda dogrulanir.

® |S-MMR Calibrator: ABL1 kopya sayisi, bu kontroliin yorumlanmasina yetecek kadar
yuksek olmalidir. Bu durumda NCN hesaplanacaktir. Bu galigma kontrolli, NCN'si teste
g6re kabul edilebilir aralik dahilindeyse dogrulanir.
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Not: Calismanin sonunda olusturulan rapor, galisma kontrollerinden alinan sonuglari gésterir
ve gegersiz verilerin 6nlinde gecersizlik bayraklari bulunur.

Calismadaki tim kontroller uygun degerdeyse, Rotor-Gene AssayManager v2.1 bilinmeyen
ornekleri analiz eder.

Ornekte, replikatlar arasindaki Ct degerleri arasindaki farklilik, sonuclarin yorumlanmasina
yetecek dlclide dusik olmaldir. Ardindan IS-NCN yuizdesi hesaplanacak ve 6rnek durumu

sunulacaktir.

Not: Hem galisma kontrolleri hem de 6rnek sonuglari gegerliyse raporda her bir 6rnek igin
ABL1 ve BCR-ABL1 Mbcr kopya sayilari, NCN (%), IS-NCN (%) ve molekuler yanit durumu
gOsterilir.

Tablo 10 ve Tablo 11, sirasiyla, Rotor-Gene AssayManager v2.1 tarafindan yapilan analiz
esnasinda her bir tlipe verilebilecek gegersiz kilan ve uyari niteligindeki érnek isaretlerini ve

bu isaretlerin anlamlarini géstermektedir.
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Tablo 10. Gegersiz kilici 6rnek igaretleri ve terimlerin tanimlar

isaret

Aciklama

ANALYSIS_FAILED (ANALiZ_BASARISIZ)

ASSAY_INVALID (TEST GEGERSIZ)
CONSECUTIVE_FAULT (SONRAKI HATA)

CURVE_SHAPE_ANOMALY
(EGRI SEKLI ANOMALISI)

FLAT_BUMP (DUZ GIKINTI)

HIGH_PC_HIGH_DELTA_CT
(YUKSEK PK YUKSEK DELTA CT) (ABL veya Mbcr)

HIGH_PC_HIGH_DELTA_CT
(YUKSEK PK YUKSEK DELTA CT) (Mbcr)

HIGH_PC_LOW_ABL_CN
(YUKSEK PK DUSUK ABL CN)

HIGH_PC_LOW_IS-NCN
(YUKSEK PK DUSUK IS NCN)

HIGH_PC_NO_CT (YUKSEK PK CT YOK) (ABL)
HIGH_PC_NO_CT (YUKSEK PK CT YOK) (Mbcr)

HIGH_PC_REPLICATE_NO_CT
(YUKSEK PK REPLIKATI CT YOK) (ABL)

HIGH_PC_REPLICATE_NO_CT
(YUKSEK PK REPLIKATI CT YOK) (Mbcr)

INVALID_CALCULATION
(GECERSIZ HESAPLAMA)

IS-CAL_HIGH_DELTA_CT
(IS KAL YUKSEK DELTA CT) (ABL)

Test gecersiz olarak belirlenmistir ginki analiz
basarisiz olmustur. QIAGEN Teknik Servisleri ile
baglanti kurun.

Test gecersizdir ¢linkii en az bir harici kontrol
gegersizdir.

Bu hedefin hesaplanmasi icin kullanilan bir hedef
gegersizdir.

Ham veri amplifikasyon egrisi, bu test icin tesis edilen
davranistan farkli bir sekil gdstermektedir. Yanlig
sonug alinmis veya sonuglarin yanlis yorumlanmis
olmasi olasihgi yiksektir.

Ham veri amplifikasyon egrisi, bu test icin tesis edilen
davranistan diiz bir timsek seklinde farkhlik
gbstermektedir. Yanlis sonug olasiligi veya sonuglarin
yanhs yorumlanma olasiligi yiksektir (6rn. yanhs Cr
degeri belirlenmesi).

Kontrol geni karigsimindaki Yiiksek Pozitif Kontrol
replikatlarinin C+ degerleri arasindaki farkhlik ok
yuksektir.

Flzyon geni karisimindaki Ylksek Pozitif Kontrol
replikatlarinin C+ degerleri arasindaki farkhlik cok
yuksektir.

Yiiksek Pozitif Kontrol igin kontrol geni kopya sayisi
cok disuktr.

Yuksek Pozitif Kontrol igin Normalize Kopya Sayisi
(Uluslararasi Olgek) ¢ok dusuktir.

Kontrol geni karisiminda, Yiksek Pozitif Kontrol igin
saptanabilir Ct yoktur.

Flzyon geni karisiminda, Yuksek Pozitif Kontrol igin
saptanabilir Ct yoktur.

Kontrol geni karisimindaki Yiksek Pozitif Kontrol
replikatlarindan biri saptanmamistir.

Fuzyon geni karigimindaki Yiksek Pozitif Kontrol
replikatlarindan biri saptanmamistir.

Bu hedef igin hesaplama basarisizdir.

Kontrol geni karisimindaki IS-MMR-Calibrator
replikatlarinin C+ degerleri arasindaki farkhlik cok
yuksektir.
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isaret

Aciklama

IS-CAL_HIGH_DELTA_CT
(IS KAL YUKSEK DELTA CT) (Mbcr)

IS-CAL_HIGH_NCN (IS KAL YUKSEK NCN)
IS-CAL_LOW_ABL_CN (IS KAL DUSUK ABL CN)
IS-CAL_LOW_NCN (IS KAL DUSUK NCN)

IS-CAL_REPLICATE_NO_CT
(IS KAL REPLIKATI CT YOK) (ABL)

IS-CAL_REPLICATE_NO_CT
(IS KAL REPLIKATI CT YOK) (Mbcr)

LOW_PC_HIGH_DELTA CT
(DUSUK PK YUKSEK DELTA CT) (ABL)

LOW_PC_HIGH_DELTA CT
(DUSUK PK YUKSEK DELTA CT) (Mbcr)

LOW_PC_HIGH_IS-NCN
(DUSUK PK YUKSEK IS NCN)

LOW_PC_LOW_ABL_CN
(DUSUK PK DUSUK ABL CN)

LOW_PC_NO_CT (DUSUK PK CT YOK) (ABL)
LOW_PC_NO_CT (DUSUK PK CT YOK) (Mbcr)

LOW_PC_REPLICATE_NO_CT
(DUSUK PK REPLIKATI CT YOK) (ABL)

LOW_PC_REPLICATE NO_CT
(DUSUK PK REPLIKATI CT YOK) (Mbcr)

MULTIPLE_THRESHOLD_CROSSING
(COKLU ESIK GEGIsi)

NO_BASELINE (REFERANS HATTI YOK)

NTC_UNEXPECTED_VALUE
(NTC BEKLENMEYEN DEGER)

OTHER_TARGET_INVALID
(DIGER HEDEF GEGERSIZ)

OUT_OF_COMPUTATION_RANGE
(HESAPLAMA ARALIGI DISINDA)

Flzyon geni karigsimindaki IS-MMR-Calibrator
replikatlarinin C+ degerleri arasindaki farkhlik cok
yuksektir.

IS-MMR-Calibrator igin Normalize Kopya Sayisi gok
yuksektir.

IS-MMR-Calibrator igin kontrol geni kopya sayisi gok
dusuktar.

IS-MMR-Calibrator igin Normalize Kopya Sayisi ¢ok
disuktir.

Kontrol geni karigimindaki IS-MMR-Calibrator
replikatlarindan biri saptanmamistir.

Flzyon geni karisimindaki IS-MMR-Calibrator
replikatlarindan biri saptanmamistir.

Kontrol geni karigimindaki Disiik Pozitif Kontrol
replikatlarinin C+ degerleri arasindaki farkhlik gok
yuksektir.

Flzyon geni karisimindaki Duslik Pozitif Kontrol
replikatlarinin C+ degerleri arasindaki farkhlik cok
yuksektir.

Disuk Pozitif Kontrol igin Normalize Kopya Sayisi
(Uluslararasi Olgek) ok yiiksektir.

Dusuk Pozitif Kontrol igin kontrol geni kopya sayisi cok
disuktir.

Kontrol geni karisiminda, Disuk Pozitif Kontrol igin
saptanabilir Ct yoktur.

Flizyon geni karisiminda, Disiik Pozitif Kontrol icin
saptanabilir Ct yoktur.

Kontrol geni karigimindaki Dislik Pozitif Kontrol
replikatlarindan biri saptanmamistir.

Flzyon geni karisimindaki Duslik Pozitif Kontrol
replikatlarindan biri saptanmamistir.

Amplifikasyon egrisi, esidi bir defadan fazla geger.
Belirsiz olmayan bir Ct saptanamamistir.

Baslangig referans hatti bulunamamistir. Sonraki
analizler gerceklestirilemez.

Sablonsuz kontrolde C+ saptanmistir.

Ayni 6rnek icin baska bir hedef gecersizdir.

Bu 6rnek igin hesaplanan konsantrasyon teknik siniri
asmaktadir.
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isaret

Aciklama

RUN_FAILED (CALISMA BASARISIZ)
RUN_STOPPED (CALISMA DURDURULDU)

SAMPLE_HIGH_DELTA_CT
(ORNEK YUKSEK DELTA CT) (ABL)

SAMPLE_HIGH_DELTA_CT
(ORNEK YUKSEK DELTA CT) (Mbcr)

SAMPLE_REPLICATE_NO_CT
(ORNEK REPLIKATI CT YOK) (ABL)

SAMPLE_REPLICATE_NO_CT
(ORNEK REPLIKATI CT YOK) (Mbcr)

SATURATION (SATURASYON)

SPIKE_CLOSE_TO_CT (CT'YE YAKIN DIKEN)

SP_HIGH_SLOPE (SP YUKSEK EGIM) (ABL)
SP_HIGH_SLOPE (SP YUKSEK EGIM) (Mbcr)
SP_LOW_RSQUARED (SP DUSUK RKARE) (ABL)
SP_LOW_RSQUARED (SP DUSUK RKARE) (Mbcr)
SP_LOW_SLOPE (SP DUSUK EGIM) (ABL)
SP_LOW_SLOPE (SP DUSUK EGIM) (Mbcr)
SP1_NO_CT (SP1 CT YOK) (Mber)

STANDARD_HIGH_DELTA CT
(STANDART YUKSEK DELTA CT) (ABL)

STANDARD_HIGH_DELTA_CT
(STANDART YUKSEK DELTA CT) (Mbcr)

STANDARD_REPLICATE_NO_CT
(STANDART REPLIKAT CT YOK) (ABL)

STANDARD_REPLICATE_NO_CT
(STANDART REPLIKAT CT YOK) (Mbcr)

STEEP_BASELINE (DIK REFERANS HATTI)

Donglileyici veya ddnguleyici baglantisinda bir sorun
nedeniyle test gecgersiz olarak belirlenmistir.

Calisma manuel olarak durduruldugu icin test gecgersiz
olarak belirlenmistir.

Kontrol geni karigimindaki test 6rnegi replikatlarinin C+
degerleri arasindaki farklilik cok ylksektir.

Flzyon geni karisimindaki test 6rnegi replikatlarinin
C+ degerleri arasindaki farkhlik ¢ok yiiksektir.

Kontrol geni karigimindaki test 6rnegi replikatlarindan
biri saptanmamistir.

Flzyon geni karisimindaki test 6rnegi replikatlarindan
biri saptanmamistir.

Ham veri floresani, amplifikasyon egrisinin infleksiyon
noktasi 6ncesinde gulcli satlirasyon gostermektedir.

Amplifikasyon egrisinde
Ct degerinin yakininda ani bir artis saptanmistir.

Kontrol geni egiminin Gst siniri agilmigtir.

Flzyon geni egiminin Ust siniri agilmistir.

Kontrol geni R? deg@erinin alt siniri karsilanmamistir.
Fuzyon geni R degerinin alt siniri kargilanmamistir.
Kontrol geni egiminin alt sinir kargilanmamistir.
Flzyon geni egiminin alt siniri karsilanmamistir.

Flizyon geni karisiminda, standart plazmid 1 igin
saptanabilir Ct yoktur.

Kontrol geni karigimindaki standart replikatlarin Ct
degerleri arasindaki farkllik cok yiksektir.

Flzyon geni karisimindaki standart replikatlarin C+
degerleri arasindaki farkllik ¢ok yuksektir.

Kontrol geni karigimindaki standart replikatlardan biri
saptanmamistir.

Flzyon geni karigimindaki standart replikatlardan biri
saptanmamigtir.

Amplifikasyon egdrisinde ham veri floresansi igin dik bir
sekilde ylUkselen referans hatti saptanmistir.
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isaret

Aciklama

STRONG_BASELINE_DIP o
(KUVVETLI REFERANS HATTI DUSUSU)

STRONG_NOISE (GUCLU PARAZIT)

STRONG_NOISE_IN_GROWTH_PHASE
(BUYUME FAZINDA GUCLU PARAZIT)

WAVY_BASE_FLUORESCENCE

(DALGALI REFERANS HATTI FLORESANSI)

Amplifikasyon egrisinde ham veri floresansi igin
kuvvetli bir sekilde diisen referans hatti saptanmistir.

Amplifikasyon egrisinin ylkselme fazi diginda blyiik
bir parazit saptanmistir.

Amplifikasyon egrisinin biyime (eksponansiyel)
fazinda guglu parazit saptanmistir.

Amplifikasyon egdrisinde ham veri floresansi igin dalgali
referans hatti saptanmistir.

Tablo 11. Uyarici 6rnek isaretleri ve terimlerin tanimlari

isaret

Aciklama

CN Mbcr Between LOB and LOD
(CN Mbcr, LOB ve LOD Arasinda)

CN Mbcr Single Replicate
(CN Mbcr Tek Replikat)

CN Mbcr Single Replicate Between LOB
and LOD (CN Mbcr Tek Replikat, LOB
ve LOD Arasinda)

IS-NCN (%) Between LOB and LOD
(IS-NCN (%), LOB ve LOD Arasinda)

IS-NCN (%) Single Replicate
(IS-NCN (%) Tek Replikat)

IS-NCN (%) Single Replicate Between
LOB and LOD (IS-NCN (%) Tek
Replikat, LOB ve LOD Arasinda)

LOW_FLUORESCENCE_CHANGE
(DUSUK FLORESANS DEGISIMi)

LOW_REACTION_EFFICIENCY |
(DUSUK REAKSIYON ETKINLIGI)

NCN (%) Between LOB and LOD
(NCN (%), LOB ve LOD Arasinda)
NCN (%) Single Replicate

(NCN (%) Tek Replikat)

NCN (%) Single Replicate Between LOB
and LOD (NCN (%) Tek Replikat, LOB
ve LOD Arasinda)

SPIKE (DIKEN)

Test 6rneginin flizyon geni kopya sayisi LOB ile LOD arasinda
olup LOD degeriyle degistirilmistir.

Test 6rnegdinin flizyon geni kopya sayisl, yalnizca bir replikat
Gizerinden hesaplanmistir ve 2'ye boélunmustir.

Test 6rnegdinin flizyon geni kopya sayisi (yalnizca bir replikat
Uizerinden hesaplanan ve 2'ye bélinen) LOB ile LOD arasinda
olup LOD degeriyle degistirilmistir.

Test 6rnegdinin normalize kopya sayisi (uluslararasi élgek), LOB
ve LOD arasinda bir fiizyon geni kopya sayisi dederine dayali
olarak elde edilmistir.

Test 6rnegdinin normalize kopya sayisi (uluslararasi 6lgek),
yalnizca bir replikat Gizerinden hesaplanan flizyon geni kopya
sayisina dayali olarak elde edilmistir.

Testin normalize kopya sayisi (uluslararasi 6lgek), LOB ve LOD
degerleri arasindaki bir fiizyon geni kopya sayisina (tek bir
replikat zerinden hesaplanan) dayali olarak elde edilmistir.

En biylk floresans degdisimi olan érnek tiipiine relatif olarak bu
ornek igin ylzde floresans degisimi tanimlanmis bir sinirdan
dusuktar.

Bu 6rnek igin reaksiyon etkinligi tanimlanmis bir sinira
ulasmamistir.

Test 6rneginin normalize kopya sayisi, LOB ve LOD arasinda bir
flizyon geni kopya sayisi degerine dayali olarak elde edilmistir.

Test 6rnegdinin normalize kopya sayisl, yalnizca bir replikat
Uizerinden hesaplanan flizyon geni kopya sayisina dayali olarak
elde edilmigtir.

Test 6rnegdinin normalize kopya sayisi, LOB ve LOD degerleri
arasindaki bir flizyon geni kopya sayisina (tek bir replikat
Gzerinden hesaplanan) dayali olarak elde edilmistir.

Amplifikasyon egrisinin iginde ancak Ct'nin belirlendigi alanin
disinda ham veri floresaninda ani bir artis saptanmistir.
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Sorun Giderme Kilavuzu

Bu sorun giderme kilavuzu ortaya ¢ikabilecek sorunlarin ¢éztiimiinde yardimci olabilir. Daha
fazla bilgi igin ayrica Teknik Destek Merkezimizdeki Sik Sorulan Sorular sayfasina da bakin:
www.diagen.com/FAQ/FAQList.aspx. QIAGEN Teknik Servisindeki bilim insanlari bu el
kitabindaki bilgi ve protokollerle ya da 6rnek ve test teknolojileriyle ilgili herhangi bir sorunuzu
cevaplandirmaktan daima mutlu olacaktir (irtibat bilgileri igin arka kapaga bakiniz veya
www.giagen.com adresini ziyaret ediniz).

Yorum ve dneriler

RNA izolasyonu

RNeasy Midi Kit ve Buffer EL kullanilarak yapilan tam kandan RNA saflastirma islemi igin sorun giderme
hakkinda ilgili kit el kitaplarina bagvurabilirsiniz.

Eltatta yetersiz RNA

Yetersiz miktarda kan Daha gok 6rnek kullanarak RNA izolasyonunu tekrarlayin. RNeasy MinElute
kullaniimig Cleanup Kiti (kat. no. 74204) kullanarak hem eliiatlari hem RNA'yi yikamayi
deneyin.

Eluatta yetersiz RNA

Optimum hassasiyet i¢in Ornegi yogunlastirmak igin RNeasy MinElute Cleanup Kit'i (kat. no. 74204)
RNA konsantrasyonu 200 kullanin, ardindan konsantrasyonu 200 ng/ul olarak ayarlayin.
ng/pl olmalidir

Standart, Kontrol veya IS-Cal saptanmadi
a) Pipetleme hatalari veya Pipetleme semasini ve reaksiyon kurulumunu kontrol edin. PCR calismasini

kullaniimayan reaktifler; tip  tekrarlayin.
veya kuyu donmis

b)  Kit bilesenlerinin uygun ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit'i -30°C ila -15°C sicaklikta saklayin
olmayan sekilde ve gPCR Mix ABL1 ve gPCR Mix Mbcr malzemelerini 1siga maruz
saklanmasi birakmayin.

En fazla ¢ kez ¢6zdlrip dondurmaniz tavsiye edilir.

c) ipsogen BCR-ABLT Mbcr Reaktiflerin saklama kosullarini ve son kullanma tarihini (bkz. kit etiketi)
RGQ RT-PCR Kit'in son kontrol edin ve gerekirse yeni bir kit kullanin.

kullanma tarihi gegmis
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Yorum ve dneriler

Sinyal yok, kontroller dahil

a)

b)

©)

d)

e)

f)

Floresans yogunlugu degisiyor

Floresans yogunlugu ¢ok diisiik

a)

b)

©)

Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM cihazinin 1.
konumunda reaksiyon tupu
yok

Pipetleme hatalari veya
kullaniimayan reaktifler; tip
veya kuyu donmus

Kit bilesenlerinin uygun
olmayan sekilde
saklanmasi

ipsogen BCR-ABLT Mbcr
RGQ RT-PCR Kit'in son
kullanma tarihi gegmis

Secilen saptama kanali
yanlis

Veri alma programi yok

Pipetleme hatalari veya
kullaniimayan reaktifler; tip
veya kuyu donmus

Kit bilesenlerinin uygun
olmayan sekilde
saklanmasi

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr
RGQ RT-PCR Kit'in son
kullanma tarihi gegmis

Hedef RNA miktari olduk¢a
disik

Her zaman test edilecek 6rnegi rotorun 1. konumuna yerlestirin. Aksi
takdirde cihaz kalibrasyonu gergeklestirmez ve yanlis floresans verileri elde
edilir.

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

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit'i -—30°C ila —15°C sicaklikta
saklayin; primerleri ve prob karigimlarini isiga maruz birakmayin.

En fazla ¢ kez ¢6zdlrip dondurmaniz tavsiye edilir.

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

Saptama kanalini Cycling Green (Yesil Déngli) veya 470 nm/510 nm olarak
ayarlayin.

Déngli programini kontrol edin. Bkz. "Tablo 5," sayfa 35.

PCR programinda her birlestirme segmentinin sonunda "Single" (Tek) ¢ekim
modunu segin.

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

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit'i -30°C ila -15°C sicaklikta saklayin
ve gPCR Mix ABL1 ve gPCR Mix Mbcr malzemelerini 1s1ga maruz
birakmayin.

En fazla G¢ kez ¢dzdirip dondurmaniz tavsiye edilir.

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

Baslatmadan 6nce her zaman RNA konsantrasyonunu kontrol edin.
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Yorum ve dneriler

Negatif kontrol (H20) pozitif sonug veriyor

Capraz kontaminasyon, Tum kritik reaktifleri yenisiyle degistirin veya yeni bir kit kullanin.
reaktif kontaminasyonu, Capraz kontaminasyonu énlemek igin her zaman 6rnekleri, kit bilesenlerini
cihaz arizasi, kuyu veya ve sarf malzemelerini yaygin olarak kabul edilen uygulamalar gergevesinde

kapillerin ters donmesi veya  iianin

prob bozulmasi . . L
gPCR Mix ABL1 ve gPCR Mix Mbcr malzemelerini is13a maruz birakmayin.

Floresan egrilerindeki yanlis pozitif sonuglari kontrol edin.
Reaksiyon kurulumunu kontrol edin.

Sonuglarin yorumlanmasi

Rotor-Gene Q MDx cihazi ve Rotor-Gene Q yazilimi veya Rotor-Gene AssayManager yazilimi v2.1 ile ilgili sorun
giderme bilgileri igin lutfen ilgili kullanim kilavuzlarina bakin.

Kalite Kontrol

Tum kitin kalite kontrol islemi, Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazinda gergeklestirilmistir.
Bu kit ISO 13485 standardina goére uretilmistir. Analiz sertifikasi talep Uzerine

www.giagen.com/support/ adresinden alinabilir.

Sinirlamalar

Kit, profesyonel kullanim i¢in Uretilmistir.

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

bu teknolojiyle ilgili bilgi sahibi olan personel tarafindan kullaniimalidir.

Bu el kitabinda verilen talimat izlenerek, onaylanmis aletlerle kombinasyon halinde
kullanilmalidir (bakiniz "Gerekli Olan Ancak Saglanmayan Materyaller”, sayfa 12).
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Tdm bilesenlerin kutu etiketlerinin Ustiinde yazili olan son kullanma tarihlerine dikkat
edilmelidir. Son kullanma tarihleri ge¢mis bilesenleri kullanmayin.

ipsogen BCR-ABLT Mbcr RGQ RT-PCR Kit iginde tedarik edilmis tim reaktifler, yalnizca ayni
kit ile tedarik edilen reaktiflerle birlikte kullaniimak Uzere gelistiriimigtir. Bagka reaktiflerin

veya diger lotlardan alinan reaktiflerin kullanilmasi performansi disurebilir.

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit, yalnizca Philadelphia kromozomlu pozitif (Ph+)
p210 KML tanisi konan hastalardan alinan, potasyum EDTA (K2EDTA) i¢inde antikoagule
edilmis tam kan &érnekleriyle kullanim igin dogrulanmigtir.

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kitin performansi; RNeasy Midi Kit (kat. no. 75144),
Buffer EL (kat. no. 79217) ve RNA temizleme ve konsantrasyon adimi igin RNeasy MinElute
Cleanup Kit (kat. no. 74204) kullanilarak belirlenmistir.

Bu kitle PCR yapilmasi igin yalnizca Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazi onaylanmigtir.

Bu Urtinin etiket digi herhangi bir kullanimi ve/veya bilesenlerin modifikasyonu QIAGEN'in

yukdmlilaguni ortadan kaldirir.

Olusan herhangi bir diagnostik sonug diger klinik veya laboratuvar bulgulariyla birlikte
yorumlanmalidir.

QIAGEN performans calismalari kapsaminda olmayan laboratuvarlarinda kullanilan
herhangi bir prosedir igin sistem performansinin dogrulanmasi kullanicilarin
sorumlulugundadir.
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Performans Ozellikleri

Bos ornek siniri

Bos ornek siniri (limit of blank, LOB), saglikli tam kan érnekleri ile ilgili CLSI/NCCLS EP17-

2A standardina uygun olarak belirlenmigstir (yedi érnek, 12 dlgiim/iki lot).
LOB degerinin, BCR-ABL1 Mbcr transkriptinin 1,02 kopyasina esit oldugu bulunmustur.
Tespit siniri

Tespit sinir (LOD veya analiz hassasiyeti), CLSI/NCCLS EP17-2A standardinda tanimlanan
"Klasik yaklasim" baz alinarak belirlenmistir. Bu ¢alismada, bilinen dustk pozitif érnekler

(yedi 6rnek, 12 olgiim/iki lot) analiz edilmigtir.

LOD degerinin, BCR-ABL1 Mbcr transkriptinin 3,21 kopyasina veya %0,0030 IS-NCN
degerine esit oldugu bulunmustur.

Dogrusallik

Dogrusallik, CLSI/NCCLS EPG6-A standardina uygun olarak, saghkli donérlerden ekstrakte
edilen negatif RNA'nin hiicre hattindan alinan pozitif RNA ile art arda seyreltimesi ile
hazirlanmis dokuz farkli érnek lzerinde ipsogen BCR-ABLT Mbcr RGQ RT-PCR Kitin bir
lotunda belirlenmistir. Bu tayin, tg farkli RNA girdisi icin gergeklestirilmigstir.

Miktar tayini yapilan RNA 6rneginin konsantrasyonu testin onerilen girdisi olan 200 ng/ul
degerine (toplam girdi 3 pg) yakin oldugu sirece, BCR-ABL1 Mbcr transkriptinin miktar

tayini, LOD deg@erinden %56 IS-NCN degerine kadar dogrusaldir.

RNA girdisi azaldikga dogrusallik araligi disebilir.
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Tekrarlanabilirlik ve yeniden uretilebilirlik

Kesinlik galigmasi, CLSI/NCCLS EP5-A2 standardina goére yapilmistir. Testler, dokuz érnek
icin 23 gun slresince 45 defa iki kopya halinde 45 galisma yapilmasiyla gergeklestiriimistir;
yani her érnekte 90 6lgiim yapilmistir.

Kesinlik sonuglari Tablo 12 lGizerinde 6zetlenmistir.

Tablo 12. Kesinlik sonuglari

. Ortalama BCR- SDR+ SDRUN++ SDTOTAL+++ CVropLam
Ornek ABL1 Mbcr IS-
NCN

S1 64,5243 4,3105 12,3610 13,0910 %20,29
S2 36,1684 1,7104 5,9078 6,8581 %18,96
S3 6,4876 0,4231 0,7857 1,0941 %16,86
S4 0,7305 0,0512 0,0779 0,1178 %16,12
S5 0,0754 0,0068 0,0073 0,0133 %17,62
S6 0,0075 0,0016 0,0009 0,0022 %28,81
S7 0,0036 0,0014 0,0002 0,0014 %38,64
S8 0,0020 0,0010 0,0000 0,0010 %48,71
S9 0,0011 0,0007 0,0000 0,0007 %€63,32

CVrorLam: Toplam hassasiyet igin dediskenlik katsayisi (BCR-ABL1 Mbcr IS-NCN); SD: standart sapma; R+:
Tekrarlanabilirlik; CALISMA++: Calismalar arasi yeniden Uretilebilirlik; S: standart; TOPLAM+++: Toplam kesinlik
(cihazlar arasi, operatorler arasi ve lotlar arasi dahil).

Engelleyici maddeler

Calisma, NCCLS standardi EP7-A2 "Klinik Kimyada Engelleme Testi" i¢cinde verilen éneriler
baz alinarak tasarlanmistir. Kan drneklerinde bulunmasi veya RNA saflastirma esnasinda
orneklere karigmasi olasi olan asagidaki maddeler, PCR Uzerindeki potansiyel etkisi igin
secilmistir (serbest bilirubin, bagli bilirubin, hemoglobin [insan], serum albumin [insan], asin
potasyum EDTA [K2-EDTA], etanol).

Alinan sonuglar, bu maddelerle ilgili engelleme etkisi gostermemisgtir.
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Klinik dogrulama ve yontemlerin karsilastiriimasi

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit'i alternatif yontemlerle kargilagtirmak igin iki alisma
yapilmistir.

Calisma 1: Periferal kandan alinan 76 adet RNA 6rnegi ipsogen BCR-ABL1T Mbcr RGQ RT-
PCR Kit ve ipsogen BCR-ABL1 Mbcr I1S-MMR DX kiti ile analiz edilmistir.

Deming regresyonu, her iki yontemle olgilen IS-NCN degerlerini kargilagtirmistir. Sekil 9
lizerinde gosterildigi gibi, ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit ile ipsogen BCR-ABL1
Mbecr IS-MMR DX (R2= 0,97) arasinda guglii bir korelasyon bulunmustur.
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Sekil 9. ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit ve ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR DX Kit ile alinan IS-NCN grafigi.
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Calisma 2: Halihazirda Ph+ KML tanisi konmus ve TKi tedavisi gérmekte olan hastalarin
periferal hanindan alinan 39 RNA &rnegi, ipsogen BCR-ABLT Mbcr RGQ RT-PCR Kit ve

laboratuvarda gelistirilen bir test (referans yodntem) kullanilarak Fransa'daki bir klinik

merkezinde analiz edilmistir. Referans yoéntem, bir dénlsim katsayisi kullanarak

uluslararasi Olgege gore standardize edilmis sonuglar vermistir.

Asagidaki ihtimal tablosu, her iki yontemle bulunmus klinik durumu karsilastirmak igin
olusturulmustur. Sekil 10 tzerinde gosterildigi gibi, ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit
ile referans yontem arasinda gliclu bir korelasyon bulunmustur (genel uyum = %97,4).

Referans yontem
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Sekil 10. ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kiti ile Uluslararasi Olgege gére standardize edilmig laboratuvarda

gelistirilen testi karsilastiran ihtimal tablosu.
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Uyumluluk ¢alismasi: ERM-AD623 BCR-ABLL1 tekli plazmid (IRMM)
ile ipsogen tekli plazmid (QIAGEN) standartlarinin karsilagtirmasi

KML'de BCR-ABL1 Mbcr'nin molekdler yaniti ile ilgili en yakin zamanli ¢alisma tanimlari,
Belcika'daki Institute for Reference Materials and Measurements (IRMM) (Referans
Materyaller ve Olglimler Enstitiisil) European LeukemiaNet/European Treatment Outcome
Study (ELN/EUTOS) (Avrupa Losemi Agi/Avrupa Calisma Sonuglari Arastirmasi) Molekdler
Takip Yuritme Kurulu tarafindan yapiimistir ve ERM-AD623 BCR-ABL1 plazmid kullanimi
onerilmektedir (9).

Bu 6neriye uygun olarak QIAGEN, ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit (24) CE (kat.
no. 670923) iginde kullanilan ipsogen ¢ok hedefli tekli plazmid ile ERM-AD623 BCR-ABL1
plazmidi karsilastirmistir IRMM).

Karsilagtirma; ipsogen kitlerinde ve National Institute for Biological Standards and Control
(NIBSC) (Ulusal Biyoloji Standartlari ve Kontrol Enstitisi) kaynakh onayl referans
materyalde yer alan kontrol érnekleri tzerindeki BCR-ABL1 Mbcr/ABL1 normalize kopya
sayisi orani (NCN) baz alinarak yapilmigtir ve iki standardin dillsyonlarini (ipsogen veya
ERM-AD623 BCR-ABL1) degerlendirmistir (8). Sonuglar, iki standart egrinin paralel
oldugunu (Sekil 11) ve NCN oranlarinin benzer oldugunu (Sekil 12) géstermistir.
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Sekil 11. ipsogen ve ERM-AD623 BCR-ABL1 plazmidlerinin karsilagtirmasi, standart egrilerin paralel oldugunu gostermektedir.

NCN

IRMM

-2

ipsogen” plazmidleri

Sekil 12. ipsogen ve ERM-AD623 plazmidleri benzer NCN degerlerine sahiptir.

QIAGEN arastirmasi, istatistiksel olarak 5nem arz eden bir fark olmadigi sonucuna varmistir:
ERM-AD623 BCR-ABL1 tekli plazmid ve ipsogen tekli plazmid standartlari esit sonuglar
vermektedir.
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Semboller

Asagidaki semboller ambalaj ve etiket Uzerinde gorulebilir:
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Katalog numarasi
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Materyal numarasi

Kuresel Ticaret Parga Numarasi

Sicaklik sinirlamasi

Uretici

Isiga maruz birakmayin

Kullanma talimatlarina bakin

Dikkat
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Siparis Bilgileri

Uriin icindekiler Kat. no.
ipsogen BCR-ABLT Mber RGQ 24 reaksiyon icin: ABL1 ve BCR-ABL1 670923
RT-PCR Kit (24) Mbcr kantitatif Tekli Plazmid

Standartlari, Disuk ve YUksek Pozitif
Kontroller, IS-MMR Calibrator, gPCR
mix ABL1, gPCR mix Mbcr, Ters
Transkripsiyon ve qPCR reaktifleri.
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazi: klinik uygulamalarda in vitro
diagnostik olarak dogrulanmis gercek zamanh PCR analizi igin
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM 5 kanal (yesil, sari, turuncu, kirmizi, 9002032
Platform kizil) artit HRM kanalli gergek zamanl
PCR donguleyici ve yiksek
¢6zUnUrlikla eritme analizoru, dizustu
bilgisayar, yazilim, aksesuarlar:
pargalar ve iscilik igin 1 yillik garanti
dahildir, kurulum ve egitim dahil
degildir.
Rotor-Gene Q MDx Splex HRM 5 kanal (yesil, sari, turuncu, kirmizi, 9002033
System kizil) artit HRM kanalli gergek zamanl
PCR donguleyici ve yiksek
¢6zUnUrliklG eritme analizord, diztstu
bilgisayar, yazilim, aksesuarlar:
pargalar ve iscilik igin 1 yillik garanti
dahildir, kurulum ve egitim dahildir.
Rotor-Gene Assay Manager 2.1 Rotor-Gene Q ile birlikte rutin testler 9024203
Software icin yazilim
Rotor-Gene Assay Manager 2.1 Tek bilgisayara yikleme igin bir adet 9025620
License lisansli yazilim
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Loading Block 72 x 0.1ml Tubes

Strip Tubes and Caps, O0.1ml
(250)

Strip Tubes and Caps, 0.1ml
(2500)

RNA izolasyonu

RNeasy Midi Kit

Buffer EL
RNeasy MinElute Cleanup Kit

72 x 0,1 ml tiiplerde tek kanalli pipetle
manuel reaksiyon kurulumu igin
aliminyum blok.

1000 reaksiyon igin 4 tipli 250 serit
ve kapaklari.

10.000 reaksiyon icin 4 tupli ve
kapakli 10 x 250 serit.

50 RNeasy Midi Dénel Kolon,
Toplama Tupleri (15 ml), RNaz
icermeyen Reaktifler ve Tamponlar.
Total RNA saflastirma igin.

1000 ml Eritrosit Lizis Tamponu.

50 RNeasy MinElute Donel Kolon,
Toplama Tupleri (1,5 ml ve 2 ml),
RNase icermeyen Reaktifler ve
Tamponlar. Kuguk eliisyon
hacimleriyle RNA temizleme ve
yogunlastirma igin.

9018901

981103

981106

75144

79217

74204

Guncel lisans bilgileri ve Uriine 6zgu yasal uyarilar icin ilgili QIAGEN Kkiti el kitabina veya

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

adresinde bulunabilir veya QIAGEN Teknik Servisleri veya yerel distribitdrinizden

istenebilir.
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El Kitabi Revizyon Gecmisi

Belge Degisiklikler Tarih

HB-1904_005 "Otomatik analizz RGAM yazilimi ile 72 tiiplik rotora sahip Rotor-Gene Haziran 2018
Q MDx 5plex HRM cihazinda gPCR" ve "Sonuglarin RGAM Yaziliminda
Yorumlanmasi" bélimlerinin dahil edilmesi.
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Bu {rlin in vitro tani amagli kullamim igindir. QIAGEN driinleri tekrar satilamaz, yeniden satis igin degistirlemez veya QIAGEN'nin yazili izni olmadan ticari Griinler
(retmek lizere kullanilamaz.

Bu belgedeki bilgiler énceden bildiriimeksizin degistirilebilir. QIAGEN bu belgede gériilebilecek herhangi bir hata igin higbir sorumluluk kabul etmez. Bu belgenin
yayin tarihinde eksiksiz ve dogru olduguna inaniimaktadir. Higbir durumunda QIAGEN size karsi bu belgenin kullanimiyla ilgili veya bundan dogan rastlantisal, ézel,
coklu veya dolayli zarar igin yukimli olmaz.

QIAGEN drtinleri belirtilen 6zellikleri karsilamak (izere garanti edilmistir. QIAGEN'nin yegane yikimliliigl ve misterinin yegane telafi hakki trlnlerin garanti edildigi
sekilde uygulanamamasi durumda Uriinlerin cretsiz olarak degistiriimesi ile sinirlidir.

Bu drliniin satin alinmasi, satin alan tarafindan insan in vitro diagnostigi igin tani amagli hizmetler yapilmasinda kullaniimasina izin verir. Aimdan kazanilan bu 6zel
kullanim hakki disinda genel patent veya higbir tiirde bagka lisans burada veriimemektedir.

Ticari markalar: QIAGEN?®, ipsogen®, MinElute®, RNeasy®, Rotor-Gene®, Rotor-Gene AssayManager® (QIAGEN Group); FAM™, SYBR® (Thermo Fisher Scientific
Inc.); BHQ-1® (Biosearch Technologies, Inc); Excel® (Microsoft Corporation); TagMan® (Roche Group).

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit igin Sinirli Lisans Sézlegmesi
Bu Urlintin kullanimi herhangi bir alicinin veya Uriin kullanicisinin asagidaki kosullari kabul ettigi anlamina gelir:

1

g os w N

Urtin yalnizca iiriinle ve bu el kitabinda verilen protokollere uygun olarak kullanilabilir ve yalnizca kitin iginde bulunan bilesenlerle kullanim igindir. QIAGEN, bu
kit ile birlikte verilen bilesenlerin el kitabinda ve www.giagen.com adresinden ulagilabilen ek protokollerde belirtilenlerin diginda bu kitin iginde yer almayan
herhangi bir bilesenle kullanimi veya birlestirimesi igin kendi fikri mulkiyet haklarinin herhangi biri altinda lisans hakki vermez. Bu ek protokollerden bazilar
QIAGEN kullanicilan tarafindan QIAGEN kullanicilari igin saglanmistir. Bu protokoller QIAGEN tarafindan kapsamli sekilde test edilmemis veya optimize
edilmemistir. QIAGEN Uglinci taraflarin haklarini ihlal etmedigini garanti etmez ve beyan etmez.

. 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 ya da tekrar satilamaz.

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

. Kitin satin alicisi ve kullanicisi yukarida yasaklanan herhangi bir eyleme neden olabilecek veya bunlari kolaylastirabilecek herhangi bir adim atmamayi veya

bagkasinin atmasina izin vermemeyi kabul eder. QIAGEN herhangi bir Mahkemede bu Sinirli Lisans Anlasmasi yasaklamalarini uygulayabilir ve bu sinirli lisans
anlagmasinin veya kit ve/veya bilesenleriyle ilgili fikri miilkiyet haklarinin herhangi birinin uygulanmasina yol agan tim durumlarda avukat ticreti dahil tim
sorusturma ve mahkeme masraflarini geri alabilir.

Giincellenmis lisans sartlari igin bkz. www.giagen.com.
1114278TR 06/2018 HB-1904-005 © 2016 QIAGEN, tiim haklari saklidir.
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