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QIAGEN Ornek ve Test Teknolojileri

QIAGEN herhangi bir biyolojik érnegin iceriginin izolasyonunu ve tespitini
saglayan yenilik¢i 6rnek ve test teknolojilerinin 6nct saglayicisidir. Gelismis
yUksek kaliteli Grunlerimiz ve hizmetlerimiz 6érnekten sonuca basar saglar.

QIAGEN su standartlar belirler:

DNA, RNA ve proteinlerin saflagtiriimasi
Nukleik asit ve protein élcimleri
mikroRNA aragtirmasi ve RNAI

Ornek ve test teknolojilerinin otomasyonu

Misyonumuz, Ustin basari ve énemli buluglar elde etmenizi saglamaktir.
Daha fazla bilgi icin, www.giogen.com adresini ziyaret edin.
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Kullanim Amaci

therascreen EGFR RGQ PCR Kiti, kanserle iligkili EGFR genindeki 29 somatik
mutasyonun tespiti igin in vitro tani amagli bir testtir ve mutasyon durumunun
nitel degerlendirmesini saglar.

therascreen EGFR RGQ PCR Kiti, formalin ile fikse edilmis, parafine gémlmis
kicUk hicreli olmayan akciger kanserli (NSCLC) dokudan elde edilen DNA
drnekleri ile profesyonel bir laboratuvar ortaminda egitimli personel tarafindan
kullanim igindir. Sonuglarin tirozin kinaz inhibitorleriyle tedaviden
yararlanabilecek NSCLC'li hastalarin belirlenmesinde klinisyene yardimei olmasi
amaglanmusgtir.

therascreen EGFR RGQ PCR Kiti, in vitro tani amagli kullanim igindir.

Ozet ve Aciklama

therascreen EGFR RGQ PCR Kiti, Rotor-Gene Q cihazinda gergeklestirilen
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) kullanilarak kanserle iligkili EGFR genindeki
29 somatik mutasyonun tespiti icin kullanima hazir bir kittir.

Scorpions® ve ARMS® teknoloijilerini kullanarak, therascreen EGFR RGQ PCR Kiti
yabani tip genomik DNA'nin yapisindaki asagidaki mutasyonlarin tespitini
saglar.

B Ekson 19'daki 19 delesyon (19 delesyonun herhangi birinin varligini tespit
eder fakat aralarindaki farki ayirt etmez)

T790M
L858R
L861Q

G719X (G719S, G719A veya G719C varligini tespit eder fakat
aralarindaki farki ayirt etmez)

S768l

B Ekson 20'deki 3 insersiyon (3 insersiyondan herhangi birinin varligini tespit
eder fakat aralarindaki farki ayirt etmez)

Kullanilan yéntemler oldukeca segici olup mevcut DNA'nin toplam miktarina
bagh olarak yabani tip genotip DNA'nin yapisindaki mutasyona ugramig genin
dUsUk yUzdesinin tespitini momkin kilar. Segicilik ve tespit sinirlari boya
sonlandirmali dizileme gibi teknolojilerden daha Ustindir.
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Prosedir Prensibi

therascreen EGFR RGQ PCR Kiti, gercek zamanli PCR'da mutasyonlarin tespiti
icin iki teknoloji — ARMS ve Scorpions — kullanir.

ARMS

Allel veya mutasyona 6zgi amplifikasyon ARMS (Amplifikasyon Refrakter
Mutasyon Sistemi) yéntemi kullanilarak elde edilir. Tag DNA polimeraz (Taq)
PCR primerinin 3' ucundaki eglesen ve eslesmeyen bolgeyi ayirt etmekte etkilidir.
Spesifik mutasyona ugramis diziler, dizilerin cogunun mutasyon tagimadigi
orneklerde bile secici olarak cogaltilir. Primer tam olarak eslestiginde,
amplifikasyon tam verimlilikle ilerler. 3' baz eglesmesi olmadi§inda, yalnizca
disuk seviyeli yapr amplifikasyonu olusur.

Scorpions

Amplifikasyonun tespiti Scorpion primerler kullanilarak gerceklestirilir. Scorpion
primerler bir proba kovalent olarak bagli PCR primerini iceren iki iglevli
molekillerdir. Bu probdaki florofor, probla da birlestirilmis olan floresani
engelleyen baskilayici molekille etkilegir. PCR sirasinda prob amplikona
baglandiginda, florofor ve baskilayici molekdl ayrilmig olur. Bu, reaksiyon
tOpundeki floresanda artisa neden olur.

Kit format

therascreen EGFR RGQ PCR Kitinde sekiz test bulunur:
B Bir kontrol testi (Ctrl)

B Yedi mutasyon testi

Tum reaksiyon karigimlari, FAM™ ile isaretli hedefleri tespit etmek amaciyla
kullanilan reaktifleri ve HEX™ ile isaretli internal kontrol testini icerir. internal
kontrol testi yanlis negatif sonuglara yol agabilen inhibitérlerin varhgini tespit
edebilir. FAM amplifikasyonu internal kontrol amplifikasyonunu gecebilir ve
internal kontrolin amaci FAM amplifikasyonu olmadiginda bunun dogru
negatif sonuc oldugunu ve basarisiz PCR reaksiyonu olmadigini basit sekilde
gOstermektir.

Prosedur

therascreen EGFR RGQ PCR Kiti iki adimli bir prosedirden olusur. ilk adimda,
érnekteki total DNA'y1 degerlendirmek icin kontrol testi gerceklestirilir. ikinci
adimda, hem mutasyon hem de kontrol testleri mutasyona ugramig DNA'nin
olup olmadigini belirlemek igin gerceklestirilir.
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Testler:
Kontrol testi

FAM ile isaretli kontrol testi 6rnekteki total DNA'yr degerlendirmek icin kullanilir.
Bu test EGFR geninin ekson 2 bélgesini cogaltir. Primer ve prob, bilenen
herhangi bir EGFR polimorfizmini énlemek igin tasarlanmigtir.

Ornekieki total DNA'yr degerlendirmek icin therascreen EGFR RGQ PCR Kiti ile
saglanan Kontrol Reaksiyon Karigimini (Ctrl) kullanmanizi 6nemle éneririz.
Kontrol testi EGFR geninin ekson 2 bélgesini cogaltir. Orneklerin, pozitif kontrol
olarak EGFR Pozitif Kontrol (PC) ve hedef icermeyen kontrol olarak Niukleaz
icermeyen su (H,O) kullanilarak yalnizca kontrol testi ile ayarlanmasini éneririz.

Not: DNA degerlendirmesi PCR'ye dayali olmalidir ve absorbans okumalarina

dayali miktar élciminden farklilik gésterebilir. Ek Kontrol Reaksiyon Karigimi
(Ctrl), therascreen EGFR RGQ PCR Kiti ile analiz edilmeden énce érnekteki
DNA'nin nitelik ve nicelik bakimindan degerlendirilmesi icin saglanir.

Mutasyon testleri

Her bir mutasyon testi yabani tip DNA'nin ve spesifik mutant DNA'nin ayirt
edilmesi icin FAM isaretli Scorpion probu ve ARMS primeri icerir.

Kontroller
Not: Tom deneysel calismalar asagidaki kontrolleri igermelidir.
Pozitif kontrol

Her bir calisma 1-8 tiplerindeki pozitif bir kontroli icermelidir. therascreen
EGFR RGQ PCR Kiti pozitif kontrol reaksiyonunda kalip olarak kullanilacak
EGFR Pozitif Kontrolins (PC) icerir. Pozitif kontrol sonuclari kitin belirtilen kabul
edilebilirlik kriterleri icinde ¢alishgindan emin olmak igin degerlendirilir.

Negatif kontrol

Her bir calisma 9—16 tuplerindeki bir negatif kontrolU (“hedef icermeyen
kontrol”, NTC) icermelidir. NTC, hedef icermeyen kontrol icin “hedef” olarak
kullanilacak NUkleaz icermeyen Sudan (H,O) olusur. Hedef icermeyen kontrol,
cahsma hazirh§r sirasinda herhangi bir potansiyel kontaminasyonu belirlemek
ve internal kontrol reaksiyon performansini degerlendirmek icin kullanilir.

Internal kontrol reaksiyon degerlendirmesi

Her bir reaksiyon karigimi hedef reaksiyona ek olarak internal kontrol icerir.
Hata, yanlis negatif sonuclara yol acabilecek inhibitér varliginin olabilecegini
veya bu tUp igin operatdr calisma hazirhigr hatasinin olugsmus oldugunu gésterir.

internal kontrol hatasi PCR inhibisyonuna bagliysa, rnegin seyreltilmesi
inhibitérlerin etkisini azaltabilir fakat bunun hedef DNAYy1 da seyreltecegi ayrica
dikkate alinmahdir. Uretilen IC C; (HEX) belirtilen arahgin disinda
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kalabileceginden FAM amplifikasyonu internal kontrol amplifikasyonunu
gecebilir. FAM sonuclari yine de bu érnekler icin gecerlidir.
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Saglanan Malzemeler

Kit icerigi

icermeyen Su)

(ingilizce El Kitabi)

therascreen EGFR RGQ PCR Kit Handbook

therascreen EGFR RGQ PCR Kiti (24)

Katalog no. 870111

Reaksiyon sayisi 24

Kirmizi Con’rr9| Reaction Mix (Kontrol Chrl 2 x 600
Reaksiyon Karigimi)

Mor T79OM Reaction Mix (T790M T790M 600 4l
Reaksiyon Karigimi)
Deletions Reaction Mix

Turuncu (Delesyon Bélgeleri Reaksiyon Del 600 ul
Karigimi)

Pembe LSSSR Reaction Mix (L858R L858R 600 4l
Reaksiyon Karigimi)

. L861Q Reaction Mix (L861Q

Yesil Reaksiyon Karigimi) 1861Q 600 u

Sary G71 9?( Reaction Mix (G719X G719X 600 4l
Reaksiyon Karigimi)

Gri S768|. Reaction Mix (5768l 5768 600 4l
Reaksiyon Karigimi)
Insertions Reaction Mix

Mavi (Insersiyon Bélgeleri Reaksiyon Ins 600 ul
Karigimi)

. EGFR Positive Control (EGFR

Kahverengi Pozitif Kontrol) PC 300 ul
Tag DNA Polymerase (Taq

Turkuaz DNA Polimeraz) Taq 138 ul

Beyaz Nuclease-Free Water (NUkleaz H,0 2x1,9 ml
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Gerekli Olan Ancak Saglanmayan Malzemeler

Kimyasallar ile ¢alisirken, her zaman uygun laboratuvar 6nltgu, tek kullanimlik
eldiven ve koruyucu gbzlUk kullanin. Daha fazla bilgi icin, Urin saglayicisindan
edinebileceginiz, uygun givenlik veri sayfalarina (SDS'ler) bagvurun.

B DNA izolasyon kiti (bkz. “DNA izolasyonu”, sayfa 14)
Ksilen

Etanol (%96-100)*

1,5 ml veya 2 ml'lik mikrosantrifuj tGpleri (pargalama adimlari igin)

1,5 ml'lik mikrosantrifGj tOpleri (elUsyon adimlari igin) (Brinkmann [Givenli
Kilit, kat. no. 022363204], Eppendorf [GUvenli Kilit,

kat. no. 0030 120.086] veya Sarstedt [GUvenlik Kapag, kat. no. 72.690]
firmalarindan saglanabilir)t

Ornek hazirhgi icin 6zel pipetlert (ayarlanabilir)
PCR ana karisimi icin 6zel pipetler* (ayarlanabilir)

Kalip DNA'nin dagmimi icin dzel pipetler* (ayarlanabilir)*

DNaz, RNaz ve DNA icermeyen filtreli pipet uclari (¢apraz kontaminasyonu
onlemek icin aerosol bariyerli pipet uclarini 6neriyoruz)

Termomikser, i1sitmali orbital inkibatér, 1sitma blogu veya 90°C'de?
inkUbasyon saglayabilen su banyosu

2 ml'lik reaksiyon tipleri icin rotora sahip masaUsti santrifij*
M Vorteks

B Yesil ve sari dongu (sirasiyla FAM ve HEX tespiti) igin floresan kanalli Rotor-
Gene Q MDx 5plex HRM cihazi*®

B Rotor-Gene Q yazilimi, sGrim 2.0.2 veya UstU

W 72 kuyulu rotor ile kullanim icin 0,1 ml'lik Serit Topler ve Kapaklari
(kat. no. 981103 veya 981106)

B Ana kangimlari hazirlamak igin DNaz, RNaz ve DNA igermeyen
mikrosantrifsj topleri

B Yukleme Blogu 72 x 0,1 ml'lik Tup, tek kanalli pipet ile manuel reaksiyon
kurulumu icin aliminyum blok (QIAGEN, kat. no. 2018901)

* Metanol veya metiletilketon gibi diger kimyasal maddeleri iceren denatire alkol kullanmayin.
 Bu saglayicilarin tam bir listesi degildir.
* Cihazlarin Ureticinin dnerilerine gére kontrol ve kalibre edilmis oldugundan emin olun.

¢ Rotor-Gene Q 5plex HRM cihazi (varsa).
Bazi Ulkelerde Rotor-Gene Q MDx olarak da bilinir.
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Uyarilar ve Onlemler

in Vitro Tani Amagli Kullanim icindir

Guvenlik Bilgileri

Kimyasallar ile galigirken, her zaman uygun laboratuvar 6nligu, tek kullanimlik
eldiven ve koruyucu gozlUk kullanin. Daha fazla bilgi igin, Urin saglayicisindan
edinebileceginiz, uygun givenlik veri sayfalarina (SDS'ler) bagvurun. Bunlar, her
bir QIAGEN kiti ve kit bilegenlerine ait SDS'yi bulabileceginiz,
gdrintileyebileceginiz ve yazdirabileceginiz www.qgiagen.com/safety adresinde
cevrimigi olarak uygun ve kompakt PDF bigiminde mevcuttur.

24 saat acil bilgi

Kimyasal acil durumlar veya kazalarla ilgili yardima 24 saat boyunca suradan
ulasilabilir:

CHEMTREC
ABD ve Kanada = Tel: 1-800-424-9300
ABD ve Kanada disi = Tel: +1-703-527-3887 (6demeli aramalar kabul edilir)

Genel énlemler
Kullanici her zaman asagidakilere dikkat etmelidir.

B DNoaz, RNaz ve DNA icermeyen filtreli pipet uglari kullanin ve bu pipetlerin
Ureticinin 6nerilerine gére kalibre edilmis oldugundan emin olun.

B Pozitift materyalleri (numuneler ve pozitif kontrol) diger reaktiflerden ayri
olarak saklayin ve gikartin, bunlari reaksiyon karigimina mekansal olarak
ayri bir yerde ekleyin.

M Teste baslamadan énce tom bilesenleri oda sicakliginda (15-25°C)
c6zUndUron.

W Cozindugunde, bilesenleri 10 kez ters yiz ederek ve kisa sureli
santrifujleyerek karigtirin.

Not: PCR tiplerinin sentetik kontrol materyali ile kontaminasyonunun
énlenmesine cok dikkat edin. Reaksiyon karigiminin hazirlanmasi ve DNA
hedefinin eklenmesi icin ayri, 6zel pipetlerin kullanilmasini tavsiye ediyoruz.
Reaksiyon karisiminin hazirlanmasi ve dagitilmasi kahbin eklendigi farkh bir
alanda yapilmalidir. Rotor-Gene Q tupleri PCR ¢alismasi bittikten sonra
acilmamalidir. Bu PCR sonrasi Grinler ile laboratuvar kontaminasyonunu
engellemek igindir.
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Not: Reaktifler manuel kurulum igin onaylanmigtir. Otomatik yéntem
kullanilmasi bu cihazlardaki “6l6 hacimleri” doldurmak icin gerekli reaktiflere
bagh olarak olasi reaksiyon sayisini azaltabilir.

Not: therascreen EGFR RGQ PCR Kitindeki tum reaktifler belirtilen testlerde
kullanilmak Uzere &zel olarak formule edilmistir. therascreen EGFR RGQ PCR
Kitinde saglanan tOm reaktifler yalnizca ayni therascreen EGFR RGQ PCR
kitindeki diger reaktiflerle kullanilmak Uzere tasarlanmigtir. Optimal
performansin elde edilmesi igin kitin igcindeki reaktiflerde degisim
yapilmamaldir.

Not: Yalnizca kit icinde verilen Tag DNA polimerazi (Taq) kullanin. Ayni veya
herhangi bir baska tip diger kitlerden alinan Tag DNA polimerazla veya baska
bir saglayicilardan alinan Taqg DNA polimerazla degistirmeyin.

Not: therascreen EGFR RGQ PCR Kiti icin reaktifler en uygun sekilde
seyreltilmistir. Performans kaybiyla sonuclanabileceginden reaktiflerin fazla
seyreltilmesini énermiyoruz. Yanlis negatif riskini artiracagi icin 25 ul'den az
reaksiyon hacmi kullanimini énermiyoruz.

Reaktifi Saklama ve Kullanma

therascreen EGFR RGQ PCR Kiti kuru buzda génderilir ve ulastiginda hala
donmus halde olmasi gerekir. therascreen EGFR RGQ PCR Kiti teslim
edildiginde donmus degilse, dis ambalaji tasima sirasinda agilmis veya
goénderilen Urin paketleme notu, el kitabi veya reaktifleri icermemektedir, |Gtfen
QIAGEN Teknik Servis Bslumlerinin biriyle veya yerel dagiticilarla iletigime gegin
(arka kapaga bakin veya www.giagen.com adresini ziyaret edin).

therascreen EGFR RGQ PCR Kiti teslim alinmasindan hemen sonra =15 ila
—25°C arasinda sabit sicaklikli bir dondurucuda saklanmali ve isiktan
korunmalidir. Orijinal ambalajinda énerilen saklama kogullarinda
saklandiginda, kit etiketi Gzerinde belirtilen son kullanim tarihine kadar
stabildir. Tekrarlanan dondurma ve ¢6zdirme islemlerinden kaginilmalidir.
Maksimum 7 dondurma-¢ézdirme déngisi 6neririz.

Not: Optimal etkinlik ve performansin saglanmasi icin Scorpions (tOm
floresanla isaretlenen molekaller gibi) flornigildoma bozulmasindan kaginmak
igin 1gitktan korunmalidir.

Not: therascreen EGFR RGQ PCR Kitindeki reaktiflerin optimal kullanimin
saglamak icin, érnekler toplu calisilmalidir. Ornekler tek tek test edilirse, daha
fazla reaktif kullanilir ve therascreen EGFR RGQ PCR Kiti ile test edilebilecek
érneklerin sayisi azalr.
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Numune Kullanimi ve Saklanmasi

Not: Tum &rneklere potansiyel enfeksiyéz madde olarak bakilmaldir.

Ornek materyali fikse edilmis, parafine gémilmus (FFPE) kicik hicreli olmayan
akciger tomér érneklerinden elde edilen insan genomik DNA'si olmalidir.
Numuneler, numune kalitesini saglamak igin standart patoloji metodolojisine
gore nakledilmelidir.

Tomor érnekleri homolog degildir ve tomér érneginden elde edilen veri ayni
tOmérden alinan diger kisimlarla uyumlu olmayabilir. Ayrica, tOmér érnekleri

tOmoér olmayan doku da icerebilir. Tomér olmayan dokudan elde edilen
DNA'nin therascreen EGFR RGQ PCR Kiti araciligiyla tespit edilen EGFR
mutasyonlarini icermesi beklenmez.

Prosedir

EGFR analizi icin gerekli olan tOmér hicrelerinin
seviyesinin belirlenmesi

EGFR analizi icin kullanilan doku fikse edilmis, parafine gémUlmus (FFPE),
kigUk hicreli olmayan akciger kanseri érneklerine (NSCLC) ait dokudur. Bu
tOmoér dokusundaki hicrelerden elde edilen DNA EGFR mutasyonlari
bakimindan yabani tip olabilir veya bir ya da daha fazla mutasyon tagiyabilir.

Ekstraksiyon icin kullanilan FFPE NSCLC dokusu EGFR mutasyonlar
bakimindan yabani tip olan normal, ttmé&r olmayan doku da igerebilir. Bu
dokudan elde edilen yabani tip DNA, mutant DNA'y1 potansiyel olarak artik kit
aracihiyla tespit edilemeyecek seviyeye kadar seyreltebilir. Ancak, dUgtk tOmér
seviyeli hUcrelerin bile tespit edilecek yUksek seviyeli mutasyonlar ve hasta igin
verilecek tedavi karari igin potansiyel var gibi test edilmesi énerilir.

Mutasyonlarin tespit sansini en yUksek dizeye cikarmak icin asagidakileri yapin.

B Her bir hasta érnegine ait en az bir lamda hematoksilin ve eozin (H&E)
boyama.

B Patologun ttmér varligi icin boyanmis lami incelediginden emin olun.
B MUmkinse patolog FFPE blogu boyunca birkag lami gézden gegirmelidir.

B Tomorlu olan t0m 6rnekler therascreen EGFR RGQ PCR kiti ile test
edilebilir.
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DNA izolasyonu

DNA izolasyonu QlAamp® DNA FFPE Tissue Kit kullanilarak
gergeklestirilmelidir.

DNA saflagtirma iglemini asagidaki degisikliklerle birlikte QlAamp DNA FFPE
Tissue Kiti El Kitabi'ndaki (QIAamp DNA FFPE Tissue Kit Handbook) talimatlara
gdre yapin.

M Lam Uzerindeki FFPE kisimlari toplayin.

B Yeni, steril bir nesgter kullanarak doku kisimlarinin etrafindaki fazla parafini
kaziyarak uzaklastirin.

B Ekstrakte edilecek her bir érnek igin yeni bir nester kullanarak doku
kissmlarini mikrosantrifGje aktarin.

B Proteinaz K sindirimi 1 saat sireyle gergeklestirilmelidir.

W Saflagtinlmig genomik DNA 200 ul ATE Tamponu (QIAamp DNA FFPE
Tissue Kitinde saglanmustir) iginde ayrishriimalidir.

B Saflastinlan genomik DNA'y1 —15 ila —=30°C arasinda saklayin.

B Bilgi oldugunda, en ¢ok tomér igerigi olan H&E boyali lama bitisik lamlar
kullaniimalidir.

Not: therascreen EGFR RGQ PCR Kitindeki tUm testler kisa PCR Grinleri
olusturur. Ancak, therascreen EGFR RGQ PCR Kiti asiri derecede fragmente
olmus DNA ile calismaz.

Protokol: Ornek degerlendirmesi

Bu protokol érneklerdeki total cogaltilabilir DNA'y1 degerlendirmek igin
kullanihr.

Baslamadan 6nce 6nemli noktalar
B Prosedire baglamadan énce “Genel énlemler”, sayfa 11'u okuyun.

B Protokole baglamadan énce Rotor-Gene Q hakkinda bilgi edinin. Cihaz
kullanim kilavuzuna bakin.

B Tag DNA polimerazi (Taq) veya Tag DNA polimeraz iceren (Taq) herhangi
bir karigimi, enzimi etkisizlestirebilecegdi icin vorteksle karistirmayin.

B Ucun asin enzimle kaplanmasini engellemek icin Tag DNA polimerazi
(Taq) pipet ucunu sivi yizeyin hemen altina yerlestirerek pipetle cekin.
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Baslamadan énce yapilmasi gerekenler

B Her kullanimdan énce, tUm reaktiflerin oda sicakhginda tam olarak

¢6zUndUrilmesi (15-25°C), 10 kez ters yUz edilerek karigtirilmasi ve icerigi
tOpUn altinda toplamak icin kisa soreli santrifGj edilmesi gerekir.

Her kullanimdan énce Tag DNA Polimerazi (Taq) oda sicakligina
(15-25°C) getirin. Enzimi tOpUn altinda toplamak igin t0pU kisa sire
santrifo] edin.

Prosedur

1.

Kontrol Reaksiyon Karisimini (Ctrl), Hedef icermeyen Kontrol (NTC)
icin NUkleaz icermeyen Suyu ve EGFR Pozitif Kontrolini (PC) oda
sicakliginda (15-25°C) ¢6zUndirin. Reaktifler ¢6zondiginde,
bélgesel tuz konsantrasyonlarini engellemek igin reaktifleri 10 kez
ters yUz ederek karistirin ve ardindan igerigi tGpin altinda toplamak
icin kisa sureli santrifoj edin.

Tablo 1'deki hacimlere gére DNA o6rnekleri, bir pozitif kontrol ve bir
hedef icermeyen kontrol reaksiyonu igin yeterli miktarda ana karisim
hazirlayin. PCR'1 kurmak icin yeterli farki saglamak amaciyla
reaktifleri 1 fazla 6rnege gore ekleyin.

Ana karigim 6rnek harig PCR icin gerekli bilesenlerin tGmUnu icerir.

Tablo 1. Kontrol testi ana karisiminin hazirlanmasi*

Bilesen Hacim/reaksiyon (ul)

Kontrol Reaksiyon Karigimi
(Cte) 19.5

Tag DNA polimeraz (Taq) 0,5

Toplam hacim 20,0

* Ana kangimi hazirlarken, fazladan bir érnek igin yetecek miktarda hazirlayin.

Ana karisimi yavasca 10 kez yukari asagi pipetleme yaparak iyice
karigstirin. Hemen 20 pl ana karisimi PCR serit tGpUne ekleyin (kitle
saglanmaz).

Not: Ornek degerlendirmesi icin, kontrol testi ana karigimi, bir pozitif
kontrol kuyusuna, bir negatif kontrol kuyusuna ve her bir érnek icin birer
kuyuya eklenmelidir.

Hemen hedef icermeyen kontrol tGpine (PCR tGp0 numarasi 9) 5 pl
Nikleaz Icermeyen Su (H,0) érnegini ekleyin ve tipU kapatin.
Ornek tiplerine 6rnek DNA'sindan 5 ul ekleyin ve tapleri kapatin.
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Pozitif kontrol tGpUne (PCR tOopiG 1) EGFR Pozitif Kontrolden (PC) 5 pl
ekleyin ve tGpi kapatin.

5. PCR serit tiplerini rotorda uygun konumlara yerlestirin ve tOm
toplerin esit hacim icerip icermedigini gorsel olarak kontrol edin.

Not: Rotora aktarilirken tUplerin seritlerinin ters ¢evrilmediginden emin
olun.

6. Rotor tam dolu degilse, kalan bosluklari kapakli bos tiplerle
doldurun.

7. Hemen 72 kuyulu rotoru Rotor-Gene Q 5plex HRM cihazina
yerlestirin. Kilittleme halkasinin (Rotor-Gene Q cihazinin aksesuari)
calisma sirasinda topleri sabitlemek igin rotorun Ustine
yerlestiginden emin olun.

8. Sicaklik profilini olusturmak ve calismayi baslatmak igin Rotor-
Gene Q cihaz ayarlarina basvurun (bkz. “Protokol: Rotor-Gene Q
EGFR ayarlar”, sayfa 19).

Tablo 2. D6ngU parametreleri

Dongiy  Sicaklik Siure Veri taramasi
1 95°C 15 dakika Yok
4@ 95°C 30 saniye Yok
60°C 60 saniye Yesil ve sari

9. Calisma bittikten sonra, “Ornek degerlendirme veri analizi”,
sayfa 29'ye gore verileri analiz edin.
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Protokol: EGFR mutasyonlarinin tespiti

Bu protokol EGFR mutasyonlarinin tespiti icindir. Ornek, érnek

degerlendirmesini gectikten sonra EGFR mutasyon testleri kullanilarak test
edilebilir.

Baslamadan 6nce 6nemli noktalar

Prosedire baslamadan énce “Genel énlemler”, sayfa 11'u okuyun.

Protokole baglamadan énce Rotor-Gene Q hakkinda bilgi edinin. Cihaz
kullanim kilavuzuna bakin.

Tag DNA Polimerazi (Taq) veya Tag DNA polimeraz iceren herhangi bir
karnigimi enzimi etkisizlestirebilecegi igin vorteksle karigtirmayin.

therascreen EGFR RGQ PCR Kitinin etkili kullanimi igin 6rnekler 72 kuyulu
rotoru doldurmak igin 7'li gruplar halinde gruplandirilmalidir. Daha kigik
gruplar, therascreen EGFR RGQ PCR Kiti ile daha az érnegin test
edilebilecegi anlamina gelir.

Ucun asirt enzimle kaplanmasini engellemek icin Taqg'i pipet ucunu sivi
yUzeyin hemen altina yerlestirerek pipetle ¢ekin.

Her bir DNA 6rnegi icin kontrol ve mutasyon testleri calismadan ¢alismaya
olusan farkliliklari engellemek igcin ayni PCR ¢alismasinda analiz
edilmelidir.

Baslamadan 6nce yapilmasi gerekenler

Her kullanimdan énce, tUm reaktiflerin oda sicakliginda tam olarak
¢6z0UndurGlmesi (15-25°C), 10 kez ters yUz edilerek kangtirilmasi ve icerigi
tOpUn altinda toplamak icin kisa sireli santrifij edilmesi gerekir.

Her kullanimdan énce Taq'in oda sicakliginda (15-25°C) oldugundan
emin olun. Enzimi tOp0Un altinda toplamak icin t0pU kisa stre santrifGj edin.

Prosedur

1.

Reaksiyon Karisimini, Hedef icermeyen Kontrol (NTC) icin NUkleaz
icermeyen Suyu ve EGFR Pozitif Kontrolini (PC) oda sicakliginda
(15-25°C) ¢6zindirin. Reaktifler ¢6zUndigiunde, boélgesel tuz
konsantrasyonlarini engellemek icin reaktifleri 10 kez ters yoz
ederek karistirin ve ardindan icerigi topUn altinda toplamak igin kisa
sureli santrifij edin.

Tablo 3'deki hacimlere gére DNA o6rnekleri, bir pozitif kontrol ve bir
hedef icermeyen kontrol reaksiyonu icin yeterli miktarda ana karisim
hazirlayin. PCR'1 kurmak icin yeterli farki saglamak amaciyla
reaktifleri 1 fazla 6rnege gore ekleyin.

Ana karigim 6rnek harig PCR icin gerekli bilegenlerin ttmUnU icerir.
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Tablo 3. Ana Karisimin hazirlanmasi*

Bilesen Hacim/reaksiyon (ul)
Reaksiyon Karigimi 19,5
Tag DNA polimeraz (Taq) 0,5
Toplam hacim 20,0

* Ana kanigimi hazirlarken, fazladan bir érnek igin yetecek miktarda hazirlayin.

Her bir ana karisimi yavasca 10 kez yukari asagi pipetleme yaparak
iyice karistirin. Hemen 20 ul ana karisimi her bir PCR serit tGpUne
ekleyin (kitle saglanmaz).

Hemen hedef icermeyen kontrol PCR serit tGplerine (PCR tOp0
numarasi 9-16) 5 ul Nukleaz icermeyen Su (H,0) ekleyin ve tipi
kapatin. Ornek tiplerine (PCR tupleri 17-72) her bir 6rnekien 5 pl
ekleyin ve tipleri kapatin. Pozitif kontrol tGplerine (PCR tOpU 1-8)
EGFR Pozitif Kontrolinden 5 ul (PC) ekleyin. Her bir DNA 6rnegi hem
kontrol hem de tUm mutasyon testleri icin test edilmelidir. DUzen
Tablo 4'de gosterilmistir.

Tablo 4. Kontrol ve mutasyon testlerinin dizeni

Kontroller Ornek numarasi
Test PC NTC 1 2 3 4 5 6 7
Cirl 1 9 17 25 33 41 49 57 65

T790M 2 10 18 26 34 42 50 58 66
Delesyonlar 3 11 19 27 35 43 51 59 67
L858R 4 12 20 28 36 44 52 60 68
L861Q 5 13 21 29 37 45 53 61 69
G719X 6 14 22 30 38 46 54 62 70
S768l 7 15 23 31 39 47 55 63 71

8 16 24 32 40 48 56 64 72

Insersiyonlar

PCR serit tiplerini rotorda uygun konumlara yerlestirin ve tGm
toplerin esit hacim icerip icermedigini goérsel olarak kontrol edin.

Not: Rotora aktarilirken tuplerin seritlerinin ters ¢evrilmediginden emin
olun.
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6. Rotor tam dolu degilse, kalan bosluklar kapakl bos tuplerle
doldurun.

7. Hemen rotoru Rotor-Gene Q 5plex HRM cihazina yerlestirin.
Kilitleme halkasinin (Rotor-Gene Q cihazinin aksesuari) calisma
sirasinda tupleri sabitlemek igin rotorun Ustine yerlestiginden emin
olun.

8. Sicaklik profilini olusturmak ve calismayi baslatmak igin Rotor-
Gene Q cihaz ayarlarina basvurun (bkz. “Protokol: Rotor-Gene Q
EGFR ayarlar”, sayfa 19).

Tablo 5. D6ngU parametreleri

Dongl  Sicakhk Sire Veri taramasi
1 95°C 15 dakika Yok
A0 95°C 30 saniye Yok
60°C 60 saniye Yesil ve sari

9. Calisma bittikten sonra, “EGFR mutasyonu veri analizi”, sayfa 32'a
gore verileri analiz edin.

Protokol: Rotor-Gene Q EGFR ayarlari

Bu protokol “Protokol: Ornek degerlendirmesi”, sayfa 14 ve “Protokol: EGFR
mutasyonlarinin tespiti”, sayfa 17'da referanshdir.

Prosedir

1. Asagidaki adimlara goére sicaklik profilini olusturun.
Genel test parametreleri ayarlari Sekil 1-3
Hot-start enziminin ilk aktivasyonu Sekil 4
DNA amplifikasyonu Sekil 5-7
Floresan kanallarinin ayarlanmasi Sekil 8-12
Calismanin baslatiimasi Sekil 13
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Ozetlemek gerekirse, ddngi parametreleri asagidaki gibidir.

Tablo 6. D6ngU parametreleri

Dongiu  Sicakhik Siure Veri taramasi
1 95°C 15 dakika Yok
4 95°C 30 saniye Yok
60°C 60 saniye Yesil ve sari

Tom ozellikler Rotor-Gene Q yazilimi strom 2.0.2 ile ilgilidir. Cihaz
kullanicr kilavuzunda Rotor-Gene cihazlarinin programlanmasiyla ilgili
daha fazla bilgi bulabilirsiniz. Sekillerde, bu ayarlar kalin siyah olarak
cercevelenmistir.

2. Rotor-Gene Q 5plex HRM cihazina bagh olan bilgisayarin masa
Ustindeki Rotor-Gene Q Series Software 2.0.2 software simgesine
cift iklatin. Gérintilenen “New Run” (Yeni calisma) iletisim
kutusunda “Advanced” (Gelismis) sekmesini secin.

3. Yeni sablon olusturmak icin “Empty Run” (Bos Calisma) seg¢imini
yapin ve ardindan “New Run Wizard”a (Yeni Calisma Sihirbazi)
girmek icin “New” (Yeni) secenegini tiklatin.

|
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4. Rotor tipi olarak 72-Well Rotor (72 Kuyulu Rotor) secimini yapin.
Kilitleme halkasinin takildigini dogrulayin ve “Locking Ring
Attached” (Kilitleme Halkasi Takili) kutusunu isaretleyin. “Next”
(Sonraki) 6gesini tiklatin (Sekil 1).

Mew Run Wizarnd §|

Welcome to the Advanced Run Wizard!

Fiatar Type
36-Well Rokor

Skip Wizard |

Sekil 1. “New Run Wizard” (Yeni Calisma Sihirbazi) iletisim kutusu.

5. Operatérin adini girin. Herhangi bir not ekleyin ve reaction volume
(reaksiyon hacmi) degerini 25 olarak girin. “Sample Layout” (Ornek
DUzeni) kisminin “1,2,3...” olarak okundugundan emin olun. “Next”
(Sonraki) 6gesini tiklatin (Sekil 2).

New Run Wizard F§|

Thig bow dizplays
help on elements in
the wizard. For help

. oh an item, hover
1 Uperator : IGI.&GEN I your mouge aver the

3 tern for help. vou

Mates : an alzo chick on a
ombo box to display
elp about its
vailable zettings.

Thiz zcreen displays mizcellaneous options far the run, Complete the fields,
clicking Mest when pou are ready to move to the next page.

Reaction =
o R

Sample Layout : |'|, 2,3 ﬂ

Skip Wizard | ¢ Back I Mewxt x> I 4
D S

Sekil 2. Genel test parametrelerinin ayarlanmasi.
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6. Bir sonraki “New Run Wizard” (Yeni Calisma Sihirbazi) iletisim
kutusundaki “Edit Profile” (Profili dizenle) dogmesini tiklatin
(Sekil 3) ve sicaklik profilini asagidaki adimda yer alan bilgilere gére
programlayin.

HNew Run Wizard P§|

Temperature Profile : Click. this buttan to
edit the prafile
shown in the box
abiove.

1]

Channel Setup

Mame | Source | Detectar | Gain | Create Mew.... |
Green 470nm  510nm a] Edit
“ellow 530nm  555nm ]
Orange  585mnm  B10nm ] Edit Gain...
Red E2Bnm  BREOAm A
Crimson E30nm 710kp 7 Remowve
HRM 4B60nm  510nm 7 Feset Dafaults
(3 ain D ptimization...

Skipwizard | <cBack | Mestss |

Sekil 3. Profilin dizenlenmesi.

7. “Insert after”(Sonra Ekle) dOgmesini tiklatin ve New Hold at
Temperature (Yeni Sicaklikta Tutma) secimini yapin (Sekil 4).

1 Edit Profile X
.9 H =]
Mew Open  Save fAs Help

The run will take approximately 0 second(z] to complete. The graph below reprezents the run to be performed :

Click. on a cycle below to modify it : 1

Cycling
Mew Mel

l 2

P—
Copy of Current Step

Sekil 4. 95°C'de ilk inkUbasyon adimu.

|
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8. “Hold Temperature” (Tutma Sicakhgi) secenegini 95°C ve “Hold
Time” (Tutma Siresi) se¢enegini 15 dak. olarak degistirin. “Insert
After” (Sonra Ekle) dogmesini tiklatin ve ardindan New Cycling (Yeni
Do6ngul) secimini yapin (Sekil 5).

1 Edit Profile 3
@, 8 | @
Mew Open  Save As Help

The run will take approsimately 16 minute(s) to complete. The graph below represents the un to be performed ;

Click on a cycle below to modify it :

Mew Cycling

Insert before.... e e
———————  Mew Hold at Temperature

Remove Mew HRM Step

Hold Temperature : g5 | oo Copy of Current Step
1 Hold Time : 18 |ming 0 |zec:

Sekil 5. 95°C'de ilk inkiGbasyon adimi.

9. Cycle repeats (dongu tekrarlar) sayisini 40 olarak degistirin. ilk
adimi secin ve 95°C for 30 secs (30 sn. sureyle 95°C) olarak ayarlayin
(Sekil 6).

M Edit Profile 3
@ . & H @
Mew Open  Save As Help

The run will take approvimately 98 minute(z] to complete. The graph below reprezents the run ta be performed :

Click ot a cycle below to madify it :

Hold Inzert after...
F_ T bofon
Remove
1 This cycle repeatste[s].
Click on one of the steps below to madify it, or press + or - to add and remove steps for this cycle.

||Timed Step j

EAEr— I
0]
g 95°C for 30 secs 2
3 4 30 seconds
72 for 20 secs

Mot Acquiring

[~ Long Range

 Touchd B0°C for 20 secs
ouchdown  E—

Sekil 6. 95°C'deki dongi adimu.
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10. ikinci adimi vurgulayin ve 60°C for 60 secs (60 sn. sireyle 60°C)
olarak ayarlayin. “Not Acquiring” (Alinmiyor) dogmesini secerek bu
adim sirasinda veri alimini etkinlestirin (Sekil 7).

i Edit Profile 53
zZ . 8 H @
ew Open  Save As Help

The run will take approximately 125 minute(s] to complete. The graph below reprezents the run to be performed :

Click on a cycle below to modify it

Hold Inzert after...
Inzert before...

Remove
Thiz cycle repeats 40 | time(s).

Click on one of the steps below to modify it, or press + or - to add and remove steps for this cycle.

||Timed Step j J j

95°C for 30 secs

£ -
2 60 seconds 1
- .
| T | P2 for 20 e,

BO°C for B0 secs /

Sekil 7. 60°C'deki déngi adimu.
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11. Kanallar “Available Channels” (Kullanilabilir Kanallar) listesinden
aktarmak igin “>" dogmesini secerek tarama kanallarini Green
(Yesil) ve Yellow (Sari) olarak ayarlayin. “OK” (TAMAM) dGgmesini
tiklatin (Sekil 8).

Same az Previous : |[New Acquizition] j

Arquizition Configuration :
Ayallable Channels : Acquining Channgls :

M ame | M ame |
Crimzan
HEM

Orange

Red

To acquire from a channel, zelect it from the list in the left and click . To stop acquiing from a
chanrel, select it in the right-hand lizt and click <. To remove all acquisitions, click <<

Don't Acquire Help |

Dipe Chart

Dye Channel Selection Chart

470nm | 510nm Fab' SYER Green 14, Fluorescein, EvalGreen™, Alewa Fluor 4354

ellow  [530nm [555am |JOEY WICY HEX, TETY, CAL Fluor Gold 540, akima el
Orange [ 585%nm 6106m RO, CAL Fluor Red B104, Cy3.5%, Texas Red, Alexa Fluor 565
E25nm | BB0nm | CySY, Quasar B70LY, Alexa Fluor B33
E20nm | 710kp Quazar7054 Alexa Fluor 6804
4B0nm (510nm [ S¥TO 94, EvaGreen

Sekil 8. 60°C dénglu adimindaki tarama.

12. Uciincy adimi vurgulayin ve “-” dogmesini tiklatarak silin. “OK”
(TAMAM) diogmesini tiklatin (Sekil 9).

1 Edit Profile 3]
Z ., 8 H| =]
ew Open  Save s Help

The run will take approximately 135 minute(s) to complete. The graph below represents the run tao be perfarmed :

Click on a cycle below to modify it :

Haold Inzert after...
Insert before...

Remove
Thiz cycle repeats 40 | time(z)

Click on one of the steps below to madify it, or press + or - to add and remove steps for this cycle.
|| Timed Step j
F2C

20 seconds

S5°C for 30 secs

Acquiring ta Cycling B 720C for 20 secs

on Green
B0°C for B0 secs

[~ Long Range
I~ Touchdown

Sekil 9. Uzama adiminin kaldirilmasi.
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13. Bir sonraki iletisim kutusunda, “Gain Optimisation” (Optimizasyon
Saglama) dogmesini tiklatin (Sekil 10).

New Run Wizard fgl
Temperature Profile ; This box displays

help on elements in

the wizard, For help

on an item, hover
wour mouse over the
itermn for help, 'ou
can alzo click on a
comba box to display

help about itz
available settings.

Edit Profile: ..

Channel Setup :

Mame | Source | Detector | Gain | Create Mew... |

Green 470nm  510nm ] Edit

rellow B30nm  555nm ]

Orange  588nm B10nm a3 Edit Gair...

Red E2Bnm  BEOnm a3

Crimson  B80nm 710hp 7 Remove

HF M 460nm  510nm 7 Fesat Defauls
1_. Gain Optimizatian. . I

Skipwizard | <cBack | Mewt» |

Sekil 10. Optimizasyon saglama.

14. “Optimise Acquiring” (Taramayi1 Optimize Et) dGgmesini tiklatin.
Ardindan her bir kanal icin kanal ayarlari gérintilenir. iki kanal igin
de “OK"” (TAMAM) digmesini tiklatarak varsayilan bu degerleri
kabul edin (Sekil 11).

Optimization :

o Auto-Gain Optimization will read the fuoresence on the inserted sample at
L‘% different gain levels until it finds one at which the fluorezcence levels are

acceptable. The range of fluorescence you are looking for depends on the
chemistry you are perfarming.

Set temperature to j degrees.

Optimize All I Ophiize Acquining I 1

[ Parforga
A Auto-Gain Optimisation Channel Settings
Channel Settings :
Channel
Chanrel . Green Tube Positior : 1 =
=l ...
Hams Target Sample Range: B ;lFI up ta (10 ;IFl' E it
Acceptable Gain Fange: |10 ﬁ to (10 ﬁ emove
move o)l
D 0k ] Conced | Heb |
| Manual... | Cloze | Help |

Sekil 11. Yesil kanal icin otomatik optimizasyon saglama.

|
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15. “Perform Optimisation before 1st Acquisition” (Optimizasyonu ik
Taramadan Once Gerceklestir) kutusunu isaretleyin ve ardindan
sihirbaza dénmek igin “Close” (Kapat) dGgmesini tiklatin (Sekil 12).

Auto-Gain Optimisation Setup El

O ptirnization :
T Auko-Gain Optimization will read the fuorezence on the inzerted zample at
™ different gain levels until it findzs one at which the Huorescence levels are
acceptable. The range of fuorezcence you are looking for depends on the
chemistry you are perfarming.

Set termperature to :II degrees.

O ptirnize Al | O phimize Acquirng |

1—F'erfu:urm Optimizabion Before 1st Acquisition
[ Perform Optimisation &t B0 Degrees At Beginning OF Bun

Channel Settings :

' =] aw |

Mame | Tube Pazitian | in Reading | b ax Feading | Min Gain | M ax Gain Edi... |

Green 1 5FI 10FI 10 10

Yelow 1 5Fl 10FI a0 10 BRemove
Remowve Al

2
. |
= | [ T

Sekil 12. Yesil ve san kanallarin secimi.

16. “Save Template” (Sablonu Kaydet) secimini yaparak sablonu uygun
konuma kaydetmek icin “Next” (Sonraki) dogmesini tiklatin.

therascreen EGFR RGQ PCR Kiti El Kitabi 06/2013 27



17. Ozeti kontrol edin ve calisma dosyasini kaydederek calismayi
baslatmak icin “Start Run” (Calismayi Baslat) dogmesini tiklatin
(Sekil 13).

MNew Run Wizard

Surmnmary :

Setting | alue

Green Gain 5

ellow Gain 4

Auto-Gain Optimization Before First Acquizsition
Rotor T2 fell Fotor

Sample Layout 1.2.3. .

Reaction Yalume [in microliters] 25

Start Fun

Ohce you've confirmed that pour run settings are comect, click Start Bun to Save Template
begin the run. Click Save Template to zave sethings for future runs.

Skip \wizard | << Back |

Sekil 13. Calismanin baslatiimasi.

18. Calisma basladiktan sonra, 6rnek adlarini o anda girebilirsiniz ya da
calisma sirasinda veya ¢alisma tamamlandiginda “Finish” (Bitti)
diogmesini tiklatip “Sample” (Ornek) dogmesini secerek sonradan da

girebilirsiniz.
19. Calisma bittikten sonra, verileri uygun protokole gére analiz edin:
B Ornek degerlendirmesi icin, bkz “Ornek degerlendirme veri analizi”,
sayfa 29.

B Mutasyon analizi igin bkz. “EGFR mutasyonu veri analizi”, sayfa 32.

|
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Sonuclarin Yorumlanmasi

AC; analiz yontemi

Scorpions gercek zamanl testler reaksiyonun basinda varolan hedef
molekillerin bir 8l¢UsU olarak arka plan sinyali Uzerindeki floresan sinyali tespit
etmek igin gerekli olan birkag PCR déngUsU kullanir. Sinyalin arka plan
floresaninin Gzerinde saptandigi nokta déngu esigi olarak adlandirilir (Cy).

Ornek AC; degerleri ayni drnekten elde edilen mutasyon testi C; degeri ve
kontrol testi C; degeri arasindaki fark olarak hesaplanir:

AC; = mutasyon C; — kontrol C;

Not: Ornekler bu teste ait esik AC; degerinden daha disik AC; degeri verirse
mutasyon pozitif olarak siniflandirilir. Bu degerinde Uzerinde, érnek ya kit
tarafindan tespit edilebilecek mutasyon yizdesinden (test limitinin disinda) daha
az icerir veya mutasyon negatiftir.

Not: 40 veya yukari mutation C; degeri negatif veya bu kit sinirlarinin diginda
olarak degerlendirilir.

ARMS primerlerini kullanirken, mutasyon icermeyen DNA'dan elde edilen ¢ok
ge¢ arka plan C; degeri veren bazi yetersiz baglanmalar olusabilir. Arka plan
amplifikasyonundan hesaplanan tom AC; degerleri esik AC; degerlerinden
daha yUksektir ve 6rnek mutasyon negatif olarak siniflandirilir.

Ornek degerlendirme veri analizi
Calisma tamamlandiktan sonra, verileri asadidaki prosedire gére analiz edin.
Yazilim analiz ayarlari

1. Rotor-Gene Q serisi yazilim sGrimdé (2.0.2) ve Ustini kullanarak
uygun bir dosya agin.

2. Orneklerin isaretlenip isaretlenmedigini kontrol edin.

3. Her bir detektér/kanal icin ham kanal sayfasindayken, “Options”
(Secenekler) secenegini tiklatin ve Crop start cycles't (Urin baslangig
dongduleri) girin. “Remove data before cycle” (Déngiuden énce
verileri kaldir) seceneginin bulundugu sayfada, 15 degerini girin ve
“OK"” (TAMAM) digmesini tiklatin,

4. "Analysis” (Analiz) secenegini tiklatin. Analiz sayfasinda, HEX
kanalini kontrol etmek igin “Cycling A (from 15), Yellow” (Déngi A
(15'deki), Sari) se¢enegini tiklatin.

5. “dynamic tube” (dinamik tGp) se¢eneginin vurgulanmis olup
olmadigini dogrulayin. “Slope correct” (Egim dizeltme) ve “Linear
scale” (Dogrusal 6lcek) seceneklerini tiklatin.
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6. Threshold (Esik) degerini 0.02 olarak ayarlayin ve HEX C; degerlerini
kontrol edin.

7. Analiz sayfasinda, FAM kanalini gérintilemek icin “Cycling A
(from 15), Green” (DénguU A (15'deki), Yesil) secenegini tiklatin.

8. Dynamic tube (dinamik tip) vurgulanmalidir. “Slope correct” (Egim
diUzeltme) ve “Linear scale” (Dogrusal élcek) se¢ceneklerini tiklatin.

9. Threshold (Esik) degerini 0.075 olarak ayarlayin ve FAM C;
degerlerini kontrol edin.

Caligma bittikten sonra verileri asagidaki sekilde analiz edin.

B Negatif kontrol: Hedef kontaminasyonunun olmadigindan emin olmak
icin NTC, yesil (FAM) kanalda 40'in altinda C; degeri olusturmamalidir.
Hedef icermeyen kontrol (NTC) grafiklerinin analizi hakkinda énemli
bilgiler igin bkz. “Verilerin yorumlanmasi igin notlar” sayfa 37. Caligmanin
dogru olarak kuruldugundan emin olmak icin NTC, sari (HEX) kanalda
31-37 arasi amplifikasyon géstermelidir.

Yesil kanalda pozitif amplifikasyon ve/veya sari sinyalde 31-37 aralig
disinda amplifikasyon varsa, érnek sonuglar atilmalidir.

B Pozitif kontrol: EGFR Pozitif KontrolU (PC) 26.26-30.95 arasinda kontrol
testi C; degeri (FAM kanal) vermelidir. Bu arali§in disindaki C; degerini
iceren ¢caligma test kurulum sorunu oldugunu gésterir ve calisma basarisiz
olarak degerlendirilmelidir. Pozitif kontrol test C; degeri 26.26-30.95
(ekson 2, FAM) arasindaysa fakat internal kontrol C; (HEX) degeri 31-37
araliginin digindaysa, analizle devam edin.

Not: iki calisma kontrolinden herhangi biri basarisiz olmussa 6rnek verileri
kullanilmamalidir.

Her iki caligma kontrolGnin gegerli olmasi sartyla, her bir 6rnek C; degeri yesil
(FAM) kanalda 23-30.69 araligi icinde olmalidir. Ornek bu araligin disindaysa,
asagidaki talimatlar verilmistir.

B  Ornek kontrol testi C; degeri <23: Kontrol C; degeri <23 olan drnekler
mutasyon testlerine asiri yUklenmistir ve seyreltilmelidir. DUstk seviyedeki
her bir mutasyonu saptamak icin yUksek konsantrasyonlu érnekler yarim
6lgek seyreltildiginde Ci'nin 1 arth@r dosinilerek yukaridaki arah@in icinde
olacak sekilde seyreltiimelidir.

B Ornek kontrol testi C; degeri 30,69-37: Cok disiik seviyeli
mutasyonlar tespit edilemeyebilir bu yizden dikkatli yorumlayin.

B Ornek kontrol testi C; degeri 37-40: Yalnizca cok yiksek seviyeli
mutasyonlar tespit edilir bu yizden dikkatli yorumlayin.
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B Ornek kontrol testi C; degeri >40: Ornek analiz edilebilmesi icin yeterli
DNA icermez.

Not: Ornek C; degeri olusturmuyorsa (6rn., C; >40), bu inhibitér varligindan,
test kurulumdaki bir hatadan ve ¢ogaltilabilir EGFR DNA'si olmamasindan
kaynaklanabilir.

M internal kontrol C; degeri 31-37: Cogaltilabilir EGFR DNA'si yok.
¥ interndl konirol CT degerl 31—37 arallgl |g|nde degil: Bu, fest kurulum

etkisini azaltmak mUmkindir ancak bu DNA'yl da seyreltir.

Negatif Kontrol Ornek konirol FAM
FAM C; degeri / C; degeri

Azalha galigma
k”;g%r;:f"c::yh Kontrol testi Ornek mutasyon
Yorumlarni FAM C; degeri EVET | analizi igin en uygun
kontrol 23.00-30.69 durumdadir.
araliginda mi?
HAYIR
Azalic Calgma Azaltma Yo HAYIR
kosgullari
HEX C, 31- FAM G, G
37 arahginda HAYIRY  GALISMA BASARISIZ degeri EVET J» seyreltilmesi
mi2 <23.00 mi2 gerekir

HAYIR

EVET

v

Negatif Kontrol FAM C Mutasyon sonug
Gegerli 30.69 - 3;‘00 EVET | yorumlamasina dikkat
arahginda mi2 el
HAYIR
Y

Mutasyon sonug

EVET ) yorumlamasina
dikkat edilmelidir

Pozitif Kontrol FAM
C; Degeri

FAM C;
37.00 - 40.00
araliginda mi2

HAYIR

Ornek gogalhlabilir DNA
igermeyebilir veya inhibitér

Kontrol FAM C/'si
26.26-30.95
araliginda mi2

NAVIR—)  GALISMA BASARISIZ igerebilr.

EVET

W

Pozitif Kontrol .
Gegerli | Ornek analizine
gegin

Sekil 14. Ornek degerlendirme andlizi is akisi.
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EGFR mutasyonu veri analizi

Caligma tamamlandiktan sonra, verileri asagidaki prosedire gére analiz edin.

Yazilim analiz ayarlari

1. Rotor-Gene Q serisi yazillm sGrimi (2.0.2) ve Ustioni kullanarak
uygun bir dosya agin.

2. Orneklerin isaretlenip isaretlenmedigini kontrol edin.

3. Her bir detektér/kanal icin ham kanal sayfasindayken, “Options”
(Secenekler) secenegini tiklatin ve Crop start cycles't (Urin baslangig
dongduleri) girin. “Remove data before cycle” (Déngiuden 6nce
verileri kaldir) seceneginin bulundugu sayfada, 15 degerini girin ve
“OK"” (TAMAM) digmesini tiklatin.

4. “Analysis” (Analiz) secenegini tiklatin. Analiz sayfasinda, HEX
kanalini gérintiGlemek i¢in “Cycling A (from 15), Yellow” (DéngU A
(15'deki), Sari) se¢enegini tiklatin.

5. “dynamic tube” (dinamik tGp) se¢eneginin vurgulanmis olup
olmadigini dogrulayin. “Slope correct” (Egim dizeltme) ve “Linear
scale” (Dogrusal 6lcek) se¢ceneklerini tiklatin.

6. Threshold (Esik) degerini 0.02 olarak ayarlayin ve HEX C; degerlerini
kontrol edin.

7. Analiz sayfasinda, FAM kanalini gérintilemek icin “Cycling A
(from 15), Green” (DénguU A (15'deki), Yesil) secenegini tiklatin.

8. “dynamic tube” (dinamik tiGp) se¢eneginin vurgulanmis olup
olmadigini dogrulayin. “Slope correct” (Egim dizeltme) ve “Linear
scale” (Dogrusal 6lcek) seceneklerini tiklatin.

9. Threshold (Esik) degerini 0.075 olarak ayarlayin ve FAM C;
degerlerini kontrol edin.

Calisma kontrol analizi:
Sekil 15'deki “Calisma Kontrol Analizi” akis semasina bakin.

B Negatif kontrol: Hedef kontaminasyonunun olmadigindan emin olmak
icin NTC, yesil (FAM) kanalda 40'in altinda C; degeri olugturmamalidir.
Hedef icermeyen kontrol (NTC) grafiklerinin analizi hakkinda énemli
bilgiler igin bkz. “Verilerin yorumlanmasi icin notlar” sayfa 37. Calisgmanin
dogru olarak kuruldugundan emin olmak icin NTC, sari (HEX) kanalda C;
31-37 arasi amplifikasyon gdstermelidir.

Yesil kanalda pozitif amplifikasyon ve/veya sari sinyalde 31-37 aralig:
disinda amplifikasyon varsa, érnek sonuglar atilmalidir.

M Pozitif kontrol: EGFR Pozitif KontrolU (PC) yesil kanalda 26.26-30.95
arasinda kontrol testi C; degeri vermelidir. Bu araligin disindaki C;
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degerini iceren ¢alisma test kurulum sorunu oldugunu gésterir ve ¢alisma
basarisiz olarak degerlendirilmelidir. Pozitif kontrol test C; degeri
26.26-30.95 (ekson 2, FAM) arasindaysa fakat internal kontrol C; (HEX)
degeri 31-37 araliginin disindaysa, analizle devam edin.

Mutasyon ve kontrol C; degerlerinin pozitif kontrolden alinmasini saglayarak
her bir mutasyon testi icin AC; degerini asagidaki sekilde hesaplayin.

AC; = mutasyon C; — kontrol C;

EGFR Pozitif Kontrol (PC) AC; degerleri Tablo 7'de verilen degerler icerisinde
olmalidir.

Tablo 7. Beklenen pozitif kontrol AC; degerleri*

Test Pozitif kontrol AC; degeri
T790M -2.88 ila 3.01
Delesyonlar -6.71ila 4.16
L858R -2.41ila 0.90
L861Q -4.61 ila 1.48
G719X -2.89 ila 1.03
S768l -3.37 ila 2.31
insersiyonlar -2.93ila 1.28

* Rotor-Gene Q yazilimi (2.0.2)

Not: Negatif veya pozitif calisma kontrollerinden herhangi biri basarisiz
olmussa érnek verileri kullanilmamalidir.
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Negatif Kontrol
FAM C; degeri

EVET

HEX C;
31.00-37.00
araliginda mi2

Negatif Kontrol

EVET
Gegerli <

Kontrol FAM

HAYIR

HAYIR

L858R FAM
AC; top0
-2.41ila 0.90

araliginda mi2

L861Q FAM
AC; tipl -4.61
ila 1.48
araliginda mi2

CALISMA st
BASARISIZ

= Azalhci Calisma kosullar

EVE

Azaltici galigma
kosgullari igin sayfa
31'daki Veri
Yorumlarini kontrol
edin.

HAYIR

T790M FAM

Pozitif Kontrol FAM C; topu AC; tipu -2.88
Cr degeri/AC 26.26-30.95 EVET ila 3.01
Degeri arahiginda mi? araliginda mi?

HAYIR
A

CALISMA BASARISIZ

CALISMA BASARISIZ

A
HAYIR

G719X FAM
AC; tips -2.89
ila 1.03
araliginda mi2

[
HAYIR

insersiyon .
bélgeleri FAM EVET — 3| Pozitif Koqtrol
AC; topU -2.93 Gegerli

ila 1.28

Sekil 15. Calisma kontrol analizi is akisi.

Ornek analizi:
Ornek kontrol FAM C; degeri

Azaltma Yok

Delesyon bélgeleri
FAM AC; tipo
-6.71ila 4.16
arahiginda mi2

EVET

S768|1 FAM AC;
topo -3.37 ila
2.31 araliginda
mig

Ornek andlizine gegin

Her iki galisma kontrolinin gecerli olmasi sartiyla, her bir 6rnek C; degeri yesil
kanalda 23-30.69 araligi igcinde olmalidir. Sekil 16'daki “Ornek Analizi” akis

semasina bakin.

B Ornek kontrol testi C; <23: Kontrol C; degeri <23 olan érnekler
mutasyon testlerine agirn yGklenmistir ve seyreltiimelidir. DUsUk seviyedeki
her bir mutasyonu saptamak igin yiksek konsantrasyonlu érnekler yarim
Slcek seyreltildiginde Ci'nin 1 arthgi dustnilerek yukaridaki araligin icinde

olacak sekilde seyreltilmelidir.

B  Ornek kontrol testi CT degeri 30.69-37 araliginda: Cok disik seviyel;
mutasyonlar tespit edilemeyebilir bu yizden dikkatli yorumlayin.

B  Ornek kontrol testi CT degeri 37-40 araliginda: Yalnizca cok yiksek
seviyeli mutasyonlar tespit edilir bu yozden dikkatli yorumlayin.

B  Ornek kontrol testi CTdegeri >40: Ornek analiz edilebilmesi icin yeterli

DNA icermez.
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Not: Ornek FAM C; degeri 23 ve <37 arasindaysa, internal kontrol
degerlendirmeye gerek yoktur.

Not: Ornek C; degeri olusturmuyorsa (6rn., C; >40), bu inhibitér varligindan,

test kurulumdaki bir hatadan ve ¢ogaltilabilir EGFR DNA'si olmamasindan
kaynaklanabilir.

M internal kontrol CT degeri 31-37: Test dizgin sekilde isliyor fakat
cogaltilabilir EGFR DNA'sI yok.

M internal kontrol CT degeri 31-37 aralig icinde degil: Bu, test kurulum

hatasini veya inhibitér varhigini gésterebilir. Ornegi seyrelterek inhibitéron

etkisini azaltmak mUmkindir ancak bu DNA'y1 da seyreltir.

Not: Mutasyon testi FAM reaksiyonu C; de@eri olusturmazsa ve internal kontrol

reaksiyonlari 31-37 araliginin disinda C; degeri olusturursa, yanhs negatif

sonuclara yol acabilecek inhibitérler olabilecegi icin veriler atilmalidir. Ornegin
seyreltilmesi inhibitérlerin etkisini azaltabilir fakat bunun DNA'y1 da seyreltecegi

ayrica dikkate alinmalidir.

Ornegin

seyreltilmesi < EVET
gerekir

Ornegi Seyreltin

A

Ornek kontrol
FAM C; degeri

Kontrol testi FAM
C; degeri
23.00-30.69
araliginda mi?

FAM C;
degeri
<23.00 mi2

HAYIR

]
Mutasyon sonug
yorumlamasina HAYIR

dikkat edilmelidir

Ornek internal kontrol
mutasyon testleri HEX C;
EVET degerleri

FAM C;
30.69 - 37.00

arah@nda mi2

Tom mutasyon
FAM C; degerleri
00.00-40.00
araliginda mi2

Mutasyon internal
Kontrol HEX C,degeri
31 - 37 arasinda mi2

Ornek mutasyon
testleri FAM C;
degerleri

HAYIR

EVET EVET
A 4 ; FAM C;
-~ 37.00 - 40.00
Top FAM orjn_pl.lflkosyon Ornek gegersiz Mutasyon arahginda mi2
pozitiftir
saptanmadi
[ ] Her bir mutasyon igin AC; | | Ornek gogaltilabilir DNA
degerlerini hesaplayin icermeyebilir veya inhibitér
C; = mutasyon C; — kontrol C; icerebilir.

AC; degerlerini mutasyon esik
degerleri ile kargilagtirin
Bkz. el kitabi Tablo 8, sayfa 34

Test icin belirtilen AC;
araligr iginde herhangi
bir AC; degeri var mi2

AYIR! Mutasyon
saptanmadi

EVET

v

Mutasyon testi igin EGFR
mutasyonu saptandi

Sekil 16. Mutasyon analizi akis semasi.
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Ornek mutasyon testleri FAM C; degeri

Tum yedi mutasyon reaksiyon karisimi icin FAM degeri Tablo 8'de listelenen
degerlerle kargilagtirlmalidir.

Tablo 8. Kabul edilebilir 6rnek mutasyon reaksiyon degerleri (FAM)*

Kabul edilebilir C;

Test araligr Esik AC; degeri
T790M 15,00-40,00 6,38
Delesyonlar 15,00-40,00 9,06
L858R 15,00-40,00 8,58
L861Q 15,00-40,00 9,26
G719X 15,00-40,00 9,31
S768lI 15,00-40,00 9,26
insersiyonlar 15,00-40,00 7,91

*Kabul edilebilir degerler gosterilen degerlerin arasinda ve kapsamindadir.

FAM C; degeri belirtilen 15.00-40.00 arali§: icerisine giriyorsa, bu FAM
amplifikasyon pozitiftir.

FAM C; degeri belirtilen araligin Uzerindeyse veya hig amplifikasyon yoksa,
bu FAM amplifikasyon negatiftir.

Mutasyon ve kontrol C; degerlerinin ayni érnekten alindigindan emin olarak

pozitit amplifikasyon gésteren her bir mutasyon érnegi icin AC; degerini

asagidaki sekilde hesaplayin.

AC; = mutasyon C; — kontrol C;

Her bir teste dogru kesim noktasinin uygulandigindan emin olarak séz konusu

test icin kesim noktali érneklere ait AC;degerini hesaplayin (Tablo 8).

Kesim noktasi, Uzerindeki noktalarda pozitif sinyalin potansiyel olarak yabani
tip DNA'daki ARMS primerinin arkaplan sinyalinden kaynaklandigi noktadir.
Ornek AC; degeri kesim noktasindan daha yiksekse, “mutasyon saptanmadi”
olarak siniflandirilir veya kit tespit limitlerinin altindadir. Ornek degeri kesim
noktasinda veya kesim noktasinin altindaysa, érnek bu test araciligiyla tespit
edilen mutasyon igin pozitif olarak kabul edilir.

Not: FAM mutasyon C; degeri géstermeyen érnekler igin internal kontrol (HEX)
C; degerinin degerlendirilmesi mutasyonun saptanip saptanmadiginin veya
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testin gecersiz olup olmadiginin belirlenmesi icin gereklidir. HEX C; degeri
31-37 arasindaysa, mutasyon saptanmaz. HEX C; degeri 31-37 arahiginin
disindaysa, érnek gegersizdir.

Ozet olarak, her érnek icin, her bir mutasyon reaksiyonu asagidaki kriterleri
kullanarak mutasyon saptandi, mutasyon saptanmadi veya gecersiz durumunu
belirtecektir.

B Mutasyon saptandi: FAM amplifikasyonu pozitif ve AC; degerleri esik
degerinde veya esik degerinin altindadir. Coklu mutasyonlar saptanirsa,
tOmO bildirilebilir.

B Mutasyon saptanmadi:

FAM amplifikasyonu pozitif ve AC; degerleri esik degerinin Uzerindedir.

FAM amplifikasyonu negatif ve HEX (internal kontrol) amplifikasyonu
pozitif.

W Gecgersiz:

FAM amplifikasyonu negatif ve HEX amplifikasyonu tanimlamalarin
disinda.

Verilerin yorumlanmasi icin notlar
Dogrusal amplifikasyon

Tum reaksiyonlardan elde edilen Rotor-Gene Q grafikleri kontrol edilmelidir.
Bazen, NTC ve negatif drneklerde floresan sinyalinde bir artig gérilor. Durum
buysa ve C; degeri elde edilirse kullanicinin NTC'deki kontaminasyonu gésteren
gercek amplifikasyon durumunu ve floresan artefaktindan dolayr yUkselmis
olabilecek floresandaki dogrusal artigi ayirt etmesi gerekir.

NTC Analizi

Sekil 17 ve 18'de NTC &rneklerinin davraniginin iki érnedi gésterilmektedir.
Sekil 17'de, 6rnek kontaminasyonundan kaynaklanan dogrusal olmayan
(gercek amplifikasyon) érnek gérilmektedir. Bu calisma atilmali ve érnekler
yeniden test edilmelidir. Sekil 18'de, NTC'deki dogrusal amplifikasyon
gorUlmektedir. Bu kosullar altinda, ham floresan incelenmelidir. Gergek
amplifikasyon durumu yerine floresanda dogrusal artig gdsteren ilgili ham
floresan grafigi Sekil 19'da gésterilmistir. Pozitif ve internal kontroller gecerli
olmussa, bu calismadan elde edilen veriler kullanilabilir. Sekil 19 ile
karsilastirmak igin, Sekil 20 gercek amplifikasyonun yerini almig ham floresan
verilerini goésterir. Bu kosullar altinda, veriler atilmalidir ve bu kontaminasyon
varh§ini gésterdigi icin érnekler yeniden test edilmelidir.
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Sekil 17. Analiz edilmis calismadaki bir testin NTC tGpUndeki kontaminasyon.
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Sekil 18. NTC kuyusunda géruilen floresandaki dogrusal artisin érnegi.
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Sekil 19. Sekil 18'in ham floresani.
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Sekil 20. Gercek amplifikasyon durumlu NTC kuyusunu goésteren ham floresan
verileri.
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Orneklerin analizi

Sekil 21 ve 22 &rnek reaksiyonlarindaki amplifikasyonun iki érnegini
gostermektedir. Analiz edilmis bir ¢calismada bulunan 6rnek kuyusundaki gergek
amplifikasyon érnegi Sekil 21'de gésterilmistir. Calisma bu tip sigmoidal
amplifikasyon egrisi gosterirse, bu gercek amplifikasyondur ve pozitif ve internal
kontroller gegerli olmussa, bu calismadan elde edilen veriler kullanilabilir.

ik

\

0g8
Gergek
amplifikasyonu
gosteren
gizimler

/

Marm. Fluora
o o
= o

=)
&

oz

a1

Threshald

0.0 T T T T T
ﬁ‘ 15 20 25 30 35 40
Crcle

Sekil 21. Analiz edilmis calismada bulunan érnek kuyusundaki gercek amplifikasyon.

Ornek reaksiyonundaki dogrusal amplifikasyonun bir rnegi Sekil 22'de
gosterilmistir. Bu kosullar altinda, ham floresan verileri incelenmelidir. ilgili ham
floresan grafigi (Sekil 23) Sekil 22'de gézlenen dogrusal artigin ham
floresandaki artisa karsilik geldigini ve gercek amplifikasyon olmadigini
gosterir. Pozitif ve internal kontroller gecerli olmussa, dogrusal amplifikasyon
“C; yok” olarak adlandirldigindan bu ¢alismalardan elde edilen 6rnek
sonuclan dikkat edilerek kullanilabilir.

|
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Sekil 22. iki 6rnek kuyusunda gérilen floresandaki dogrusal arhisin 6rnegi.
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Sekil 23. Sekil 22'in ham floresani.
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Sorun giderme kilavuzu

Sorun giderme kilavuzu ortaya ¢ikabilecek sorunlarin ¢6ziminde yardimei
olabilir. Daha fazla bilgi icin ayrica Teknik Destek Merkezimizdeki Sik Sorulan
Sorular sayfasina da bakin: www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. QIAGEN
Teknik Servislerindeki uzmanlar her zaman bul el kitabindaki bilgiler ve
protokoller ya da érnek ve test teknolojileriyle ilgili tom sorularinizi
yanitlamaktan mutluluk duyar (iletisim bilgileri icin arka kapaga bakin veya
www.qgiagen.com adresini ziyaret edin).

Yorum ve oOneriler

Yesil D6ngi Yapan floresan kanalinda EGFR Pozitif Kontrole (PC) ait
Sinyal Yok

a) PCR veri analizi igin Veri analizi icin analitik EGFR PCR'i icin Yesil

secilen floresan kanali  Déngl Yapan floresan kanalini ve internal
protokol ile uyumlu kontrol PCR'I icin Sari Déngi Yapan floresan
degildir kanalini segin.

b) Rotor-Gene cihazinin Sicaklik profilini protokolle karsilastirin yanhssa,

sicaklik profilinin yanlhs  ¢aligmay tekrarlayin.
programlanmasi

c) PCR'in yanlig Pipetleme semasi araciligiyla calisma
yapilandiriimasi adimlarimizi kontrol edin ve gerekirse PCR!l
tekrarlayin.

d) Bir veya daha fazla kit Reaktiflerin saklama kosullarini ve son kullanma
bilesenine ait saklama  tarihlerini (bkz. kit etiketi) kontrol edin ve
kosullar “Reaktifi gerekirse yeni bir kit kullanin.

Saklama ve Kullanma”
(sayfa 12) béliminde
verilen talimatlara
uymadi

e) therascreen EGFR RGQ Reaktiflerin saklama kosullarini ve son kullanma
PCR Kitinin suresi tarihlerini (bkz. kit etiketi) kontrol edin ve
dolmus gerekirse yeni bir kit kullanin.
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Yorum ve Oneriler

Analitik PCR'In yesil dongU yapan floresan kanalinda negatif
kontrollere ait sinyaller

a) PCR hazirligi sirasinda  Tekrarlardaki yeni reaktiflerle PCR'i tekrarlayin.
kontaminasyon

_ MUmkinse, test edilecek 6rnegin eklenmesinden
meydana geldi

sonra PCR tUplerini dogrudan kapatin.

Calisma alaninin ve cihazlarin dizenli araliklarla
dezenfekte edildiginden emin olun.

b) Ekstraksiyon sirasinda  Yeni reaktifler kullanarak ekstraksiyonu ve test
kontaminasyon edilecek 6rnegin PCR'ini tekrarlayin.

meydana geldi Calisma alaninin ve cihazlarin dizenli araliklarla

dezenfekte edildiginden emin olun.

Kalite Kontrol

QIAGEN ISO sertifikah Kalite Yénetim Sistemi uyarinca,therascreen EGFR RGQ
PCR Kitinin her bir lotu tutarli Grin kalitesi saglamak igin énceden belirlenmis
bzelliklere gére test edilir.

Sinirlamalar

Urtnden elde edilen sonuclar tom ilgili klinik ve laboratuvar bulgular:

cercevesinde yorumlanmalidir ve tani amaciyla tek bagina kullanim igin
degildir.

Uron yalnizca in vitro tanisal prosedirler ve Rotor-Gene Q konusunda ézel
olarak bilgilendirilmis ve egitim almig personel tarafindan kullanim igindir.

Analitik validasyon ¢aligmalari fikse edilmis, parafine gémuslmuis tOmér
orneklerinden elde edilen insan DNA'sini kapsamusgtir.

Urin yalnizea Rotor-Gene Q real-time PCR cycler, 5plex HRM serilerinde
kullanim igin tasarlanmigtir.

En iyi sonuglar icin therascreen EGFR RGQ PCR Kiti El Kitabi'na tam olarak
uyulmasi gereklidir. Bu el kitabinda aciklanin diginda reaktiflerin seyreltiimesi
tavsiye edilmez ve performans kaybina neden olur.

therascreen EGFR RGQ PCR Kiti kullanilarak érnek analizi gerceklestirilmeden
6nce érnekteki DNA'nin miktarinin ve kalitesinin degerlendirilmesi 6nemlidir. Bu
test igin C; de@erinin kabul edilebilir oldugunu belirlemek i¢in ek Kontrol
Reaksiyon Karigimi (Ctrl) saglanir. Fragmente olmus DNA 6rneklerindeki C;
degerleriyle 6rtismeyeceginden absorbans okumalari kullaniimamaldir.
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Tum bilesenlerin kutusunda ve etiketlerinin Ustinde yazili olan son kullanma
tarihlerine ve saklama kosullarina dikkat edilmelidir. Stresi dolmus ve yanlig
saklanmig bilesenleri kullanmayin.

Performans Ozellikleri

Esik degerleri

171 FFPE 6rnegdi NCCLS EP17-A (2004)'deki talimatlari takip eden bir yéntem
kullanilarak test edildi. 159 &érnekten elde edilen veriler kit icin esik degerlerinin
saptanmasinda kullanildi. Kontrol reaksiyonu C; arahg 23.00 — 30.69 C;
olarak saptandi. Esik degerleri belirlenmistir ve Tablo 8'de gésterilmektedir.

Tespit Siniri (LOD)

therascreen EGFR RGQ PCR Kitine ait LOD'u belirlemek icin 29 mutasyonun her
biri igin mutasyon yUzdelerinin araligini simile etmek icin yabani tip genomik
DNA ile sentetik mutant DNA karistinlarak bir 6rnek seti gelistirildi. Her bir
testin LOD'u therascreen EGFR PCR RGQ Kiti araciligiyla tekrarlarin %95'inin
pozitif olarak tanimlandigi yizde mutasyonu olarak belirlendi. LOD degerleri
Tablo 9'da verilmistir. Coklu mutasyonlari tespit eden ¢oklu testler igin (G719X,
delesyonlar ve insersiyonlar), en yuksek LOD'u veren reaksiyon degeri
verilmisgtir.

Tablo 9. Yedi EGFR mutasyon testinin her biri icin LOD degerleri

Mutasyon Saptanabilir mutasyon yoUzdesi (%)
T790M 7,02
Delesyonlar 1,64
L858R 1,26
L861Q 0,50
G719X 5,43
S768lI 1,37
insersiyonlar 2,03
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Hassasiyet

therascreen EGFR RGQ PCR Kitinin hassasiyetini belirlemek yedi mutasyon
testinin her biri icin mutasyon ytzdesinin dUsUk seviyesini simUle etmek igin
yabani tip genomik DNA ile sentetik mutant DNA karistirilarak bir 6rnek seti
gelistirildi. Hassasiyet bir test bélgesindeki érneklerin farkli ginlerde her bir
érnek igin iki tekrarla, birden ¢ok kit grubu, operatér ve ¢alisma kullanilarak
test edilmesiyle degerlendirilmistir. Varyans Bilesen Analizinden beklenen
standart sapma olarak gérilen varyasyon 1 AC;'den daha az oldugundan
hassasiyet tahmini olarak kullanilabilir (Tablo 10).

Tablo 10. Laboratuvar testlerinin sonuclar*

Test edilen

Test mutasyon pozitif Standart sapma tahmini (AC;)
yuzdesi

T790M %100 0,33

Delesyonlar %100 0,40

L858R %100 0,45

L861Q %100 0,49

G719X %97,9 0,59

S768l %97,9 0,31

insersiyonlar %97,9 0,38

* Her bir mutasyon igin 93 tekrar test edildi.

Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik g test bdlgesinde yabani tip genomik DNA yapisindaki
yUksek mutasyon seviyeli 6rneklerin farkli ginlerde her bir 6rnek igin iki

tekrarla, birden ¢ok kit grubu, operatér ve ¢alisma kullanilarak test edilmesiyle

degerlendirilmigtir. Tum yedi mutasyon testi icin mutant DNA &rneklerinin

%96.1-%100'G mutasyon pozitif bulundu. Yabani tip érnekler tGm testlerin tOm

bélgelerinde mutasyon negatif bulundu.

Giren DNA konsantrasyonunun etkisi

Giren DNA konsantrasyonunun degistirilmesinin LOD'a yakin therascreen EGFR
RGQ PCR Kiti araciligiyla Uretilen sonuglara olan etkisini belirlemek icin dusuk,
orta ve yiUksek total giren DNA seviyelerinde érnekler olusturmak Uzere sentetik
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mutant DNA ile yabani tip genomik DNA karigtirilarak tom 29 mutasyon igin
ornek seti gelistirildi.

Giren DNA'nin yUksek ve dusik seviyeleri kontrol testi C; degeri araligini (23.50
ila 29.50) temsil etmek igin hedef alindi.

Giren DNA setlerinin degerlendirmesinde (LOD'a yakin konsantrasyonlarda ve
Uc farkh giren DNA seviyesinde, 29 mutasyon) %95,44 mutasyon pozitif orani
goroldo.

Bu veriler calisilan test araligindaki giren DNA seviyesinin degistirilmesinin AC;
degerini veya érnedin mutasyon aramasini etkilemedigini gosterir.

Engelleyici maddeler

FFPE 6rneklerinin islenmesi sirasinda QIAGEN® QIAamp DNA FFPE Tissue
Kitinden potansiyel olarak taginabilecek bilesenlerin kit performansi Gzerine
etkisi degerlendirildi.

Formol, parafin, ksilen, etanol, ATL tamponu, proteinaz K, AL tamponu, AW 1
yitkama tamponu ve AW2 yikama tamponu beklenen en yiksek (“en kéto
durum”) konsantrasyonda kullanildi (ekstraksiyon kit protokolindeki her yikama
ve saflastirma adiminin konsantrasyon bileseninde 1 log azalmaya neden
oldugunu varsayarak).

Olasi etkilesimin tespit edilebilmesi icin daha yUksek mutasyon seviyesi yerine 3
kat daha fazla LOD &rnegi kullanildi.

“Test” ve “kontrol” (6rn, karigan madde yok) arasinda, AC; degerindeki =3
standart sapmalik (6nceki calismadan alindi) farklar potansiyel girisim sebebi

olarak kabul edildi.

Kontrolle karsilagtinldiginda degerlendirilen hig bir potansiyel girisim maddesi
AC; degerinde =1 standart sapmalk degisiklik géstermedi.

Referanslar

QIAGEN, QIAGEN urinlerini kullanan bilimsel yayinlarin genig, en gincel
cevrimici veri tabanini saglar. Kapsamli arama secenekleri basit anahtar kelime
aramasiyla veya uygulamayi, arastirma alanini, bagligr vb. belirterek ihtiyaciniz
olan makaleyi bulmanizi saglar.

Referanslarin tam listesi icin www.giagen.com/RefDB/search.asp adresindeki
cevrimici QIAGEN Referans Veritabani'ni ziyaret edin ya da QIAGEN Teknik
Servisleri veya yerel dagiticinizla iletisime gegin.
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Semboller

v <N> <N> ftestleri icin yeterli reaktifleri icerir
E Son kullanma
IVD in vitro tani amagl tibbi cihaz

Katalog numarasi

ﬁ Lot numarasi
Materyal numarasi
COMP Bilesenler
CONT icerik
NUM Numara

Jf Sicaklik sinirlamasi
u Uretici

ﬁ Kullanim talimatlarina bakin

lletisim Bilgileri
Teknik destek ve daha fazla bilgi icin 1Gtfen www.giagen.com/Support
adresindeki Teknik Destek Merkezi'ne bakin, 00800-22-44-6000 numarasini

arayin ya da QIAGEN Teknik Servis Bélumlerinden birine veya yerel dagiticilara
basvurun (arka kapaga bakin veya www.giagen.com adresini ziyaret edin).

|
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Ek: Mutasyon Ayrintilari

COSMIC ID'ler Kanserdeki Somatik Mutasyonlarin Katalogu'ndan
(www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic) alinabilir.

Tablo 11. Mutasyon listesi ve COSMIC ID'ler.

Mutasyon Ekson Baz degisimi COSMIC ID
T790M 20 2369C>T 6240
L858R 21 2573T>G 6224
L861Q 21 2582T>A 6213
S768I 20 2303G>T 6241
G719A 18 2156G>C 6239
G719S 18 2155G>A 6252
G719C 18 2155G>T 6253
2307_2308ins9 12376
insersiyonlar 20 2319 2320insCAC 12377
2310 _2311insGGT 12378
2235 2249del15 6223
2235 2252>AAT (kompleks) 13551
2236 2253del18 12728
2237 2251del15 12678
2237 2254del18 12367
2237 2255>T (kompleks) 12384
Delesyonlar 19
2236 _2250del15 6225
2238 2255del18 6220
2238 2248>GC (kompleks) 12422
2238 2252>GCA (kompleks) 12419
2239 2247del9 6218
2239 2253del15 6254
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Tablo 11. Mutasyonlarin listesi ve COSMIC ID'ler (devami)

Mutasyon Ekson Baz degisimi COSMIC ID
2239 2256del18 6255
(Zki ?::Eé i ;1) 8TTAAGAGAAG>C 12382
2239 2258>CA (kompleks) 12387
Delesyonlar 19 2240 2251del12 6210
2240 2257del18 12370
2240 2254del15 12369
2239 2251>C (kompleks) 12383
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Siparis Bilgileri

Urin icindekiler Kat. no.
therascreen EGFR RGQ 24 reaksiyon icin: 1 Kontrol Testi, 870111
PCR Kit (24) 7 Mutasyon Testi, Pozitif Kontrol, Taq

DNA Polimeraz

Rotor-Gene Q ve aksesuarlari

Rotor-Gene Q MDx Real-time PCR dénguleyici ve 5 kanal 9002033
5plex HRM System (yesil, sari, turuncu, kirmizi, kizil) art

HRM kanalli YOksek Coz0nurluklo

Erime analizéru, dizisto bilgisayar,

yazihm, aksesuarlar, 1 yil parga ve

iscilik garantisi, kurulum ve egitim dahil

degildir
Rotor-Gene Q MDx Real-time PCR dénguleyici ve 5 kanal 9002032
5plex HRM Platform (yesil, sari, turuncu, kirmizi, kizil) arh

HRM kanalli YOksek Coz0nurluklo
Erime analizéru, dizisto bilgisayar,
yazilm, aksesuarlar, 1 yil parga ve
iscilik garantisi, kurulum ve egitim

Rotor-Gene Q 5plex Real-time PCR dénguleyici ve 5 kanal 9001650
HRM System (yesil, sari, turuncu, kirmizi, kizil) art

HRM kanalli Y0ksek Coz0nurloklo

Erime analizéru, dizisto bilgisayar,

yazihm, aksesuarlar, 1 yil parga ve

iscilik garantisi, kurulum ve egitim dahil

degildir
Rotor-Gene Q 5plex Real-time PCR dénguleyici ve 5 kanal 9001580
HRM Platform (yesil, sari, turuncu, kirmizi, kizil) art

HRM kanalli YOksek Coz0nurluklo
Erime analizéru, dizisto bilgisayar,
yazihm, aksesuarlar, 1 yil parga ve
iscilik garantisi, kurulum ve egitim

Loading Block 72 x 0.1 ml tuplerde tek kanalli pipet 9018901
72 x 0.1 ml Tubes ile manuel reaksiyon kurulumu igin
altminyum blok

Strip Tubes and Caps, 1000 reaksiyon igin 4 tGpli ve kapakl 981103
0.1 ml (250) 250 serit
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Kat. no.

Urin icindekiler
Strip Tubes and Caps,  10.000 reaksiyon igin 4 tUpli ve 981106
0.1 ml (2500) kapakh 10 x 250 serit

Guncel lisans bilgileri ve Grine 6zgu yasal uyarilar igin ilgili QIAGEN kiti el
kitabina veya kullanici kilavuzuna bakin. QIAGEN kiti el kitaplari ve kullanici
kilavuzlar www.giagen.com adresinde bulunabilir veya QIAGEN Teknik

Servisleri ve yerel dagiticinizdan istenebilir.
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Bu Urtndn satin alinmasi kullanicinin insan in vitro tanilari igin tani hizmetleri vermek tzere Gront kullanmasini saglar. Aimdan kazanilan bu 6zel
kullanim hakki disinda genel patent veya hig bir tirde bagka lisans burada verilmemektedir.

Ticari markalar: QIAGEN®, QlAamp®, Rotor-Gene®, Scorpions®, therascreen® (QIAGEN Group); ARMS® (AstraZeneca Limited); FAM™, HEX™ (Life
Technologies, Inc.).

therascreen EGFR RGQ PCR Kiti Avrupa in Vitro Diagnostik Direktifi 98/79/EC'ye gére CE isaretli diagnostik bir kittir. Tom Glkelerde mevcut degildir.
therascreen EGFR RGQ PCR Kiti igin Sinirhi Lisans Sézlesmesi
Bu 0rindn kullanimi herhangi bir alicinin veya kiti kullanicisinin asagidaki kogullari kabul ettigi anlamina gelir:

1. Uriin yalnizea Grinle ve bu el kitabinda verilen protokollere uygun olarak kullanilabilir ve yalnizea kitin icinde bulunan bilesenlerle kullanim
icindir. QIAGEN, bu kit ile birlikte verilen bilesenlerin el kitabinda ve www.giagen.com adresinden ulagilabilen ek protokollerde belirtilenlerin
diginda bu kitin icinde yer almayan herhangi bir bilesenle kullanimi veya birlestirilmesi icin kendi fikri mélkiyet haklarinin herhangi biri altinda
lisans hakki vermez. Bu ek protokollerden bazilari QIAGEN kullanicilart tarafindan QIAGEN kullanicilari icin saglanmigtir. Bu protokoller
QIAGEN tarafindan kapsamli sekilde denenmemis veya optimize edilmemistir. QIAGEN bu protokollerin Ggiinci taraflarin haklarini ihlal
etmeyecegini garanti etmez.

Acikca belirtilen lisanslar disinda, QIAGEN Bu Kit ve/veya kullanimlarinin Ggiinct taraflarin haklarini ihlal etmeyecegini garanti etmez.
Bu kit ve bilegenleri bir kez kullanim igin lisanshdir ve tekrar kullanilamaz, yenilenemez ve tekrar satlamaz.

QIAGEN agikga ifade edilenlerin diginda agik veya zimni diger tom lisanslar agikga reddeder.

o > w0 DN

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

Guncellenmis lisans kosullari igin bkz. www.giagen.com.
© 2012-2013 QIAGEN, tim haklari sakhdir.
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