Nisan 2022

therascreen® KRAS RGQ PCR
Kit Kullanim Talimatlari
(El Kitabr)

\2

Surdim 1

IVD
Kalitatif in vitro tani amacgh

Rotor-Gene® Q MDx 5plex HRM ile kullanim igindir
QlAamp® DNA FFPE Tissue Kit ile kullanim igindir

C€

874011
QIAGEN GmbH, QIAGEN Strasse 1,
40724 Hilden, ALMANYA

R6 1127513TR

_ 00000
— Sample to Insight QIAGEN —




Icerik

KUNBNIM AMACT 1ttt et ne e e s 4
OZEE VE AGIKIAMA ...t 5
Prosedlr PrenSibi........cocueii it 6
Saglanan Materyaller........ ..o e 10
[N 11Ty To | PRSPPI 10
Gerekli Olan Ancak Saglanmayan Materyaller..............oooiiiiiiiiiiiiie e 11
Uyariar Ve ONIBMIET...........c.o oot 13
LU A=Y o111 o1 o 1= o S 13
GENEI ONIBMIET ... e 13
Reaktifi Saklama ve Kullanma...........cocciiiiiii e 15
Numune Alma, Analize Hazirlama ve Saklama ...........coooeeeiiiieieeeeee e 16
PrOSEAUN . ... e 18
Protokol: DNA drneginin degerlendirilmesi............oooiiieiiiiiiiiiiieee e 21
Sonuglarin Yorumlanmasi (Manuel) ..o 33
Yazilim analiz @yarlar ..........c.ooooiiiiii 33
Ornek degerlendirme Veri @naliZi................ccoceveueueevieeeeeeeeeeeeeee e 34
OINEK @NANIZI ...ttt 37
Protokol: KRAS mutasyonlarinin teSpiti ........cccceeveeeeeiiiiie i 43
SONUCIAMN YOrUMIGNMASH ...evvviiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeteeeeeeeseseseeesesesssesssssssssssssssssssssssssssssssnsnnnnnns 57
Analiz ve mutasyon SONUGIAT.........oiiiiiiiiiiiiie et 57
SINIFIAMAIAT ...ttt e e e e e e e e e e e e e s b e e eaeeeseanasreeaeeeean 59
Performans OZeIKIETT ..o 60

2 therascreen KRAS RGQ PCR Kit Kullanim Talimatlar (El Kitab1) 04/2022



Analitik Performans ... 60

ESIK DEJET ... . ettt e et e e e e e e e e e e e et aaraaaeaaaane 60
(o S 1 O P PRSPPI 61
Analitik referans ydntemi ile karsilastirma: CRC ... 61
Analitik referans yontemi ile karsilastirma: NSCLC..........cccccoiiiiiiiiiiiiiiecieee e 64
Tespit sinirt (Limit of detection, LOD)........ccooiiiiiiiiiiiieeee e 66
DNA girigi V& dOGruSallIK ........coiiiiieieiee e 67
Olumsuz etkileyen maddeler............ccoeiiiiiiriiiie e s 72
Capraz kKontaminasYON .........ccoiiiiiiiiiieiee e s 73
Munhasirlik/apraz reaktivite...........c.oooiiiiiiiii 73
Tekrarlanabilirlik ve yeniden Gretilebilirlik ..............cccoovieiiiiiiii e, 76
Ornek Kullanim dediSKenliGi ..........cooveveueeeeeeeeeeeeeee et enenenis 89
Ornek alma yéntemlerinin egdegerligi (yalnizca NSCLC) ........cccocveeeveveveeereennee. 91
KIINIK PEFOMMEANS ...t 94
Sorun Giderme KIBVUZU .........c.eeiiiiiiiiiiiie et 101
therascreen KRAS Assay Package tarafindan olusturulan igaretler...................... 102
Kalite KONTIOL ...t 108
REFEIANSIAT ... e et 109
SEMDOIIET ...ttt 112
L= g =TT L= O 113
Ek 1: therascreen KRAS RGQ PCR Kit Manuel ProtoKolU ............ccccvvvveeeeeiiiiiiiicee e 114
Ek 2: therascreen KRAS Assay Package'in Kurulumu............ccccooiiiinie e 131
SIPANIS BIlGIENi.....eeeeeeee ettt e e e e e 135
Belge ReVIZYON GEGMISI.....coiiiiiiiiiiie ettt 137

therascreen KRAS RGQ PCR Kit Kullanim Talimatlar (El Kitab1) 04/2022 3



Kullanim Amaci

therascreen® KRAS RGQ PCR Kit, insan KRAS onkojeninin kodon 12 ve 13'linde 7 somatik
mutasyonun Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazi kullanilarak tespit edilmesine yonelik bir
kalitatif real-time PCR tahlilidir. Kit, formalinle fikse edilmis, parafine gémilmis (Formalin-
Fixed Paraffin-Embedded, FFPE), kolorektal kanser (Colorectal Cancer, CRC) dokusu veya
kicik hucreli olmayan akciger kanseri (Non-Small Cell Lung Cancer, NSCLC) 6rneklerinden
kazima, kalin igne biyopsisi (Core Needle Biopsy, CNB) ya da ince igne aspirasyonu
(Fine Needle Aspiration, FNA) yéntemi ile alinan ekstrakte edilmis DNA ile kullanim igindir.

KRAS genindeki somatik mutasyonlar, CRC tedavisinde kullanilan panitumumab ve
setuksimab gibi epidermal blylime faktori reseptériine (Epidermal Growth Factor, EGFR)
yonelik tedavilerin potansiyel belirleyici direng biyobelirtegleridir. therascreen KRAS RGQ
PCR Kit ayrica, saptanan bir KRAS G12C mutasyonu sonucuna dayal olarak sotorasib
(LUMYKRAS®) ile tedavi igin NSCLC hastalarinin belirlenmesinde yardimci olarak kullanima

yoneliktir.

KRAS genindeki somatik mutasyonlar ayni zamanda, diger NSCLC tedavileri icin karar

almada kullanilan potansiyel belirleyici biyobelirtegler olarak da karsimiza g¢ikabilir.

Hastanin mutasyon durumu, tedavi kararinin verilmesi adina, dider hastalk faktorleriyle
beraber bir klinisyen tarafindan degerlendirilecektir. Kanser hastalari igin, yalnizca KRAS

mutasyon durumuna dayanarak bir tedavi karari verilemez.

therascreen KRAS RGQ PCR Kit, CRC, NSCLC veya diger bir hastaligi tanilama amagli
kullaniimaz.

therascreen KRAS RGQ PCR Kit, in vitro tani amagli bir tibbi cihazdir.

therascreen KRAS RGQ PCR Kit, profesyonel bir laboratuvar ortaminda egitimli personel

tarafindan kullanima yoéneliktir.
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Ozet ve Aciklama

KRAS onkogenindeki mutasyonlar, insan kanserlerinde siklikla gérilir (1-4). ARMS® (Allel
Refrakter Mutasyon Sistemi) ve Scorpions® teknolojilerini kullanan (5, 6) therascreen KRAS
RGQ PCR Kit, KRAS onkogenindeki 12 ve 13 kodonlarinda yabani tip genomik DNA arka
planina kiyasla goérilen 7 mutasyonun tespit edilmesini saglar (Tablo 1). COSMIC veri
tabanindaki verilere dayall olarak (2015 v72), therascreen KRAS RGQ PCR Kit ile tespit
edilen 7 mutasyon, CRC hastalarinda bildirilen tim KRAS mutasyonlarinin > %95'ini ve
NSCLC hastalarinda bildirilen tim mutasyonlarin > %88'ini olusturmaktadir (7).

Tablo 1. Mutasyon listesi ve COSMIC tanimlari

Mutasyon Baz degisimi COSMIC ID*
GLY12ALA (G12A) GGT>GCT 522
GLY12ASP (G12D) GGT>GAT 521
GLY12ARG (G12R) GGT>CGT 518
GLY12CYS (G12C) GGT>TGT 516
GLY12SER (G12S) GGT>AGT 517
GLY12VAL (G12V) GGT>GTT 520
GLY13ASP (G13D) GGC>GAC 532

* COSMIC ID'ler Kanserdeki Somatik Mutasyonlarin Katalogu'ndan (7) (www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic)
alinabilir.

Test, yiksek oranda spesifik ve hassastir; yabani tip DNA arka planina kiyasla gorilen
mutant DNA oraninin dislk ylzdeli olsa bile tespit edilmesini saglar. Yeterli sayida DNA
kopyasi oldugu takdirde, yabani tip genomik DNA arka planinda %0,8 mutant tespit edilmesi

mUmkandar.

therascreen KRAS RGQ PCR Kit, polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction,
PCR) prosedurunde kullanilir. Bu kitin avantaji, hedefe yonelik olarak yiiksek oranda spesifik
olmasinin yani sira, sonuglarin belilenmesinde 6znellikten uzak bir sekilde hizli ve verimli

olmasidir.

therascreen KRAS RGQ PCR Kit Kullanim Talimatlar (El Kitab1) 04/2022 5


http://www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic

Prosedur Prensibi

therascreen KRAS RGQ PCR Kit, real-time PCR'da mutasyonlarin tespiti igin 2 teknoloji —
ARMS ve Scorpions — kullanir.

Mutasyon reaksiyon karigsimlari

Her bir reaksiyon karigimi, mutasyona ugramis DNA'nin secimli olarak ¢ogaltiimasi igin
mutasyon spesifik bir ARMS primeri, sonrasinda ise amplifikasyon Urtininin tespiti igin bir

Scorpions primer kullanir.

ARMS

Allele 6zgu amplifikasyon, PCR primerin 3'ucundaki eslesen ve eslesmeyen tabanin
ayristiilmasi amaciyla, Tag DNA polimerazinin yetisini kullanan ARMS tarafindan
gerceklestirilir. Primer tam olarak eslestiginde, amplifikasyon tam verimlilikle ilerler. 3' baz
eslesmesi olmadiginda, yalnizca disiUk diizeyli arka plan amplifikasyonu olusabilir. Bu
sekilde, orneklerdeki DNA'nin biyik c¢odunlugu mutasyon tasimiyor oldugunda bile,

mutasyona ugramis sira secimli olarak ¢ogaltilir.

Scorpions

Amplifikasyonun tespiti Scorpions primerler kullanilarak gergeklestirilir. Scorpions primerler
bir proba kovalent olarak bagh PCR primerini igceren iki islevli molekullerdir. Prob, florofor
karboksifloresin (FAM™) ve bir baskilayici molekil igerir. Baskilayici molekiil, floroforun
floresan 1simasini sondirir. Prob, PCR esnasinda ARMS amplikonuna baglandiginda,
florofor ve baskilayici molekul ayrilir, bu da floresan isimanin belirgin sekilde ylkselmesine

yol agar.
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Kit formati
therascreen KRAS RGQ PCR Kit 8 tahlil igerir:

e 1 kontrol tahlili (Kontrol Reaksiyon Karigimi [Control Reaction Mix, CTRL])
e 7 mutasyon tahlili (12ALA, 12ASP, 12ARG, 12CYS, 12SER, 12VAL, 12ASP)

Reaksiyon karigimlari iki igerige sahiptir; hedefleri saptamak igin FAM etiketli reaktifler ve
dahili kontrolleri saptamak igin HEX™ etiketli reaktifler icerir. Reaksiyon karisimlari ve pozitif

kontrol reaktifleri, Tris EDTA tamponu igerir, pozitif kontrol ise tasiyici Poli A RNA igerir.

Tahliller

therascreen KRAS RGQ PCR Kit 2 adimli bir prosediirden olusur. ilk adimda, érnekteki total
cogaltilabilir KRAS DNA'yI degerlendirmek igin kontrol tahlili gergeklestirilir. ikinci adimda,
hem mutasyon hem de kontrol tahlilleri mutant DNA'nin olup olmadidini belirlemek igin

gergeklestirilir.

Kontrol reaksiyonu

CTRL, KRAS geninin 4. eksonundaki kisa sirayl ¢ogaltmak icin bir Scorpions primeri ve
etiketlenmemis bir primer kullanir. Kontrol reaksiyonu, érnekteki ¢cogaltilabilir DNA'nin yeterli
dizeyde olup olmadigini belirlemede kullaniir ve mutasyon durumunu belirlemek igin

kullanilan analitik hesaplarda kullanilan bir faktdrddar.

Kontrol tahlili

FAM ile isaretli kontrol tahlili rnekteki total ¢ogaltilabilir KRAS DNA'yi dederlendirmek igin
kullanilir. Kontrol tahlili KRAS geninin ekson 4 bdlgesini cogaltir. Primerler ve Scorpions probu,

bilinen herhangi bir KRAS polimorfizmini bagimsiz olarak ¢ogaltmak igin tasarlanmistir.
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Mutasyon tahlilleri

Her bir mutasyon tahlili yabani tip DNA'nin ve spesifik mutant DNA'nin ayirt edilmesi igin
FAM isaretli Scorpions probu ve ARMS primeri igerir.

Kontroller

Not: Tim deneysel galismalar pozitif ve negatif kontrolleri igermelidir.

Dahili kontrol

Her bir reaksiyon karigsimi hedef reaksiyona ek olarak dahili kontrol igerir. Hata, yanhs
sonuclara yol acabilecek inhibitdr varliginin olabilecegini veya bu tip icin operatér calisma
hazirhgr hatasinin olusmus oldugunu gosterir. Dahili kontrol hatasinin nedeni PCR
inhibisyonuysa, érnegin dilisyonu inhibitdrlerin etkisini azaltabilir. Ancak, bu islemin hedef
DNA'y1I da seyreltecedi gdz 6nliinde bulundurulmahdir. Kitle birlikte bir tiip 6rnek dillisyon
suyu (Dil.) verilir. Ornek diliisyonu, érnek diliisyon suyu (Dil.) kullanilarak gergeklestirimelidir.

Pozitif kontrol

Her bir calisma 1-5 tiiplerindeki pozitif bir kontroll icermelidir. therascreen KRAS RGQ Kit,
pozitif kontrol reaksiyonunda sablon olarak kullanilacak bir KRAS Pozitif Kontroli (Positive
Control, PC) igerir. Pozitif kontrol sonuglar kitin belirtilen kabul edilebilirlik kriterleri icinde

calistigindan emin olmak igin degerlendirilir.

Negatif kontrol

Her bir calisma, 9-13 tlplerinde bir negatif kontrol (Sablonsuz Kontrol) icermelidir.
therascreen KRAS RGQ PCR Kit, Sablonsuz Kontrol igin sablon olarak kullanilacak NTC
icin Su (No Template Control, NTC) icerir. Sablonsuz Kontrol, ¢alisma hazirhigi sirasinda
herhangi bir potansiyel kontaminasyonu belirlemek ve dahili kontrol reaksiyon performansini
degerlendirmek igin kullanilir.
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Ornek degerlendirmesi

Ornekteki total cogaltilabilir KRAS DNA'y1 degerlendirmek icin therascreen KRAS RGQ PCR
Kit ile saglanan Kontrol Reaksiyon Karisimi (CTRL) kullanilir. Kontrol tahlili KRAS geninin
ekson 4 bodlgesini cogaltir. Orneklerin yalnizca, pozitif kontrol olarak KRAS Pozitif
Kontrol (Positive Control, PC) ve Sablonsuz Kontrol olarak NTC Suyu kullanan kontrol tahlili

ile ayarlanmasini éneririz.

Platform ve yazilim

therascreen KRAS RGQ PCR Kit, Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazi ile birlikte kullanim
icin 6zel olarak tasarlanmigtir. Rotor-Gene Q Yazilimi ve therascreen KRAS Assay Package,

www.qgiagen.com adresinden indirilebilir veya CD'de ayri olarak bulunabilir.

e Uyumlu RGQ yazilimi ve therascreen KRAS Assay Package surimleri igin bkz. Gerekli
Olan Ancak Saglanmayan Materyaller, sayfa 11.

e Cihazla ilgili bilgiler igin cihazin kullanim kilavuzuna basvurun.

e Kontroller ve 6rneklere iligkin isaretleri en aza indirmek icin, Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM cihazinin Kurulum Proseddrleri ve tesis gereklilikleri dogrultusunda yerlestiriimesi
ile ilgili olarak, therascreen KRAS RGQ PCR Kit Kullanim Talimatlar belgesinde sunulan

rehberlige harfiyen uyulmalidir.
® Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Package kurulumu ile ilgili talimatlar igin bkz.
Ek 2: therascreen KRAS Assay Package'in kurulumu, sayfa 131.

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazlarina, cihazin kullanim kilavuzundaki gereklilikler
uyarinca bakim yapilmaldir. Cihazla ilgili bilgiler i¢in kullanim kilavuzuna basvurun.

Kurulum talimatlari igin bkz. Ek 2: therascreen KRAS Assay Package'in kurulumu.
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Saglanan Materyaller

Kit icerigi

therascreen KRAS RGQ PCR Kit (24)

Katalog no. 874011

Terkip sayisi Tip tanimi 24

Renk Kimlik Hacim

Kirmizi Control Reaction Mix 2 x 600 pl
(Kontrol Reaksiyon Karigimi) 1 CTRL

Mor 12ALA Reaction Mix 600 pl
(12ALA Reaksiyon Karigimi) 2 12ALA

Turuncu 12ASP Reaction Mix 600 pl
(12ASP Reaksiyon Karigimi) 3 12ASP

Pembe 12ARG Reaction Mix 600 pl
(12ARG Reaksiyon Karigimi) & (AS

Yesil 12CYS Reaction Mix 600 pl
(12CYS Reaksiyon Karigimi) 5 12CYs

Sari 12SER Reaction Mix 600 pl
(12SER Reaksiyon Karigimi) g (228K

Gri 12VAL Reaction Mix 600 pl
(12VAL Reaksiyon Karigimi) 7 12VAL

Mavi 13ASP Reaction Mix 600 pl
(13ASP Reaksiyon Karigimi) & el

Bej KRAS Positive Control 9 pC 250 pl
(KRAS Pozitif Kontrol)

Nane Tag DNA Polymerase Ta 80 pl

Yesili (Taq DNA Polimeraz) q

Beyaz Water for NTC (NTC igin Su) NTC 1,9 ml

Beyaz Water for Sample Dilution Dil 1,9 ml

(Ornek Diliisyon Suyu)

therascreen KRAS RGQ PCR Kit El Kitabi (Ingilizce)
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Gerekli Olan Ancak Saglanmayan Materyaller

Kimyasallar ile ¢caligirken, her zaman uygun laboratuvar 6nligu, tek kullanimlik eldiven ve
koruyucu goézlik kullanin. Daha fazla bilgi i¢in driin tedarikgisinden temin edilebilecek uygun
glvenlik veri sayfalarina (Safety Data Sheets, SDS'ler) bagvurun.

Reaktifler

e QIAamp® DNA FFPE Tissue Kit (kat. no. 56404)
e Ksilen

e FEtanol (%96-100)*

Sarf Malzemeleri

e Filtreli steril pipet uglari (capraz kontaminasyonu 6nlemek icin aerosol bariyerli pipet
uclarini éneriyoruz)

® Master karigimlari hazirlamak igin steril mikrosantrifij tipleri

e 72-well rotor ile birlikte kullanim igin 0.1 ml Strip Tubes and Caps (kat. no. 981103
veya 981106)

Ekipman

® Cycling Green ve Cycling Yellow (sirasiyla FAM ve HEX tespiti) i¢in floresan kanalli
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM

o Otomatik mutasyon tespiti icin KRAS Assay Package (surim 3.0.3) yiklli Rotor-Gene Q

yazilimi striim 2.3.1 veya Uzeri

Not: Manuel mutasyon tespiti i¢in Rotor-Gene Q yazilimi, KRAS Assay Package
olmadan kullanilabilir. Bkz. Ek 1: therascreen KRAS RGQ PCR Kit Manuel Protokolu.

* Metanol veya metiletilketon gibi baska maddeler iceren denatire alkol kullanmayin.
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e Termomikser*, isitmal orbital inkubatdr, isitma blogu veya 56°C ve 90°C dahilinde

inkibasyon saglayabilen su banyosu
e 1,5 ml tiip icin rotora sahip masausti santrifijT
e Masalstl tup karistiricit
e Ornek hazirhg igin 6zel pipetler (ayarlanabilir)t
® PCR master karisim hazirhgi igin 6zel pipetler (ayarlanabilir)*

e Sablon DNA'nin dagitimi igin 6zel pipetler (ayarlanabilir)*

* Cihazlarin Ureticinin 6nerilerine gére kontrol ve kalibre edilmis oldugundan emin olun.
1 Metanol veya metiletilketon gibi baska maddeler iceren denatire alkol kullanmayin.
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Uyarilar ve Onlemler

in vitro tani amach kullanim igindir
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazi ile kullanim igindir
QlAamp DNA FFPE Tissue Kit ile kullanim igindir

Guvenlik bilgileri

Kimyasallar ile ¢aligirken, her zaman uygun laboratuvar 6nlagi, tek kullanimlik eldiven ve
koruyucu gozlik kullanin. Daha fazla bilgi icin litfen uygun givenlik veri sayfalarina (Safety
Data Sheets, SDS'ler) bagvurun. Bunlar, her bir QIAGEN kiti ve kit bilesenlerine ait SDS'yi
bulabilecegdiniz, goriintlileyebilecediniz ve yazdirabileceginiz www.giagen.com/safety

adresinde gevrimigi olarak uygun ve kompakt PDF bigiminde mevcuttur.

Genel onlemler

Kullanicli, therascreen KRAS RGQ PCR Kit'i kullanirken asagidaki hususlara mutlaka dikkat
etmelidir:

Test, formalinle fikse edilmis, parafine gdmulmis doku numuneleriyle kullanim igindir.

e Tum kimyasallar ve biyolojik materyaller potansiyel olarak tehlikeli maddedir. Numuneler ve
ornekler potansiyel olarak enfeksiydzdur ve biyolojik tehlikeli materyal olarak ele alinmalidir.

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

® therascreen KRAS RGQ PCR Kit'e yonelik reaktifler, en uygun bicimde seyreltilmistir.

Performans kaybi yasanabilecedi igin reaktifleri daha fazla seyreltmeyin. 25 ul'den daha

az reaksiyon hacmi (reaksiyon karigimi ve 6rnek) ile islem yapmayin.

® therascreen KRAS RGQ PCR Kit'te yer alan tiim reaktifler, kit ile verilen testlerle birlikte
kullanim igin 6zel olarak formile edilmigtir.
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therascreen KRAS RGQ PCR Kit'te yer alan tim reaktifler, yalnizca therascreen KRAS
RGQ PCR Kit'te yer alan diger reaktiflerle birlikte kullanima ydneliktir. Performansi
etkileyebilecegi icin therascreen KRAS RGQ PCR Kit'lerde yer alan reaktifleri birbiri
yerine kullanmayin.

Yalnizca therascreen KRAS RGQ PCR Kit ile birlikte verilen Tag DNA polimerazi (Taq
tipu) kullanin. Ayni veya bagka tipte bir kitten alinan Tag DNA polimerazla veya baska
bir tedarikgiden alinan Tag DNA polimerazla degistirmeyin.

Siresi dolmus veya yanlis saklanmis bilesenleri kullanmayin.

Kontroller ve 6rneklere iliskin isaretleri en aza indirmek icin, asagidakiler dahil ancak
bunlarla sinirli olmamak Uzere, therascreen KRAS RGQ PCR Kit Kullanim Talimatlar
belgesinde sunulan rehberlige harfiyen uyulmalidir:

O Reaktifin dogru karistiriimasi gereklidir ve tahlil kurulumu sirasinda her karistirma
adiminda dogru karistirma saglanmalidir.

O Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazinin, Kurulum Prosediirleri ve tesis gereklilikleri
dogrultusunda yerlestiriimesi.

Not: Kontrol ve reaksiyon karigimi reaktiflerinin pozitif kontrol reaktifi icinde bulunan sentetik

materyallerle kontamine olmasini énlemek i¢in ¢ok dikkatli olun.

Not: Reaksiyon karisimlarini kurmak ve pozitif kontrol reaktifleri eklemek igin birbirinden ayri

pipetler kullanin.

Not: Reaksiyon karigimlarini, pozitif kontrolliin eklenmesi igin kullanilan alandan bagka bir

alanda hazirlayin ve dagitin.

Not: Calisma bitene kadar Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazini agmayin.

Not: Calisma bittikten sonra Rotor-Gene Q tiiplerini agmayin.

Not: Dogru 6rnek testi yapabilmek icin yanlis 6rnek girigi, yikleme hatasi ve pipetleme hatasi

gibi durumlara karsi dikkatli olunmalidir.
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Reaktifi Saklama ve Kullanma

therascreen KRAS RGQ PCR Kit kuru buz Uzerinde tasinir ve teslim edilir. Teslimat
esnasinda therascreen KRAS RGQ PCR Kit'in herhangi bir bileseninin donmus olmadigini,
dis ambalajin nakliye esnasinda aciimis oldugunu veya paket icinde ambalaj notu, el kitabi
veya reaktiflerin bulunmadigini fark ederseniz, litfen QIAGEN Teknik Servis Departmaniyla
veya yerel dagitimcilarla irtibata gecin (arka kapaga bakin veya www.qiagen.com adresini

ziyaret edin).

therascreen KRAS RGQ PCR Kit teslim alinmasindan hemen sonra —30 ile —15°C arasinda
sabit sicaklikta bir dondurucuda saklanmali ve isiktan korunmalidir. Tim floresanla
isaretlenen molekiller gibi, Scorpions da flor i1sildama bozulmasindan veya performans
kaybindan kaginmak icgin isiktan korunmahdir.

therascreen KRAS RGQ PCR Kit, onerilen saklama kosullarinda orijinal ambalajinda
saklandigi zaman belirtilen son kullanma tarihine kadar stabil kalir. Tekrarlanan ¢ézdirme ve

dondurma islemlerinden kaginiimalidir. En fazla 6 kez ¢ézdurip dondurmaniz tavsiye edilir.

therascreen KRAS RGQ PCR Kit Kullanim Talimatlar (El Kitab1) 04/2022 15


https://www.qiagen.com/

Numune Alma, Analize Hazirlama ve Saklama

Not: TUm érneklere potansiyel enfeksiyéz madde olarak bakiimalidir.

Ornek materyali, FFPE dokusundan alinmis insan genomik DNA'sI olmalidir. Numuneler,

numune kalitesini saglamak icin standart patoloji metodolojisine gore nakledilmelidir.

Tumor ornekleri heterojendir ve timor 6rnedinden elde edilen veri ayni timérden alinan
diger kisimlarla uyumlu olmayabilir. Ayrica, timoér érnekleri timdr olmayan doku da igerebilir.
Tumor olmayan dokudan elde edilen DNA'nin therascreen KRAS RGQ PCR Kit araciligiyla

tespit edilen mutasyonlarini igermesi beklenmez.

Doku o6rneklerinin hazirlanmasi

Not: Kuru bir nester kullanin. Bu adimi laminar hava akimi veya davlumbaz altinda

gerceklestirmeyin.

® TuUmor dokusunu, her bir érnek icin yeni bir nesterle kaziyarak kesitlerden etiketli

mikrosantrifiij tiplerine aktarin.

CRC dokusundan DNA ekstraksiyonu i¢in doku érneklerinin hazirlanmasi

® Standart malzemeler ve yoéntemler kullanarak, doku numunesini %10 nétr tamponlu
formalin (Neutral Buffered Formalin, NBF) icinde sabitleyin ve parafine gomdin. Mikrotom
kullanarak parafin blogundan 5 um'lik seri kesitler alin ve bunlari cam slaytlar tzerine
yerlestirin.

e Egitimli bir gérevli (6rn. bir patolog), Hematoksilin ve Eozin (H&E) ile boyanmis bir kesiti
timor igerigi ve alan tayini agisindan degerlendirmelidir. TUmoriin normal dokudan ayirt

edilebilmesi icin, boyanmis slayti isaretleyin. DNA ekstraksiyonu igin seri kesitler kullanin.

® Alana gore > %20 tumor igerigine sahip kesitleri, makrodiseksiyon yapmaksizin igleme
icin kullanin (asagiya bakin).
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Alana gére < %20 timoér igerigine sahip kesitlere makrodiseksiyon yapin ve bunlari bir

veya daha fazla kesite ayirin. Timorsiiz dokuyu atin.

Alani <4 mm? olan kesitler igin, toplam timaér alanini en az 4 mm? olarak artirmak igin
2 veya daha fazla kesit daha isleyin (makrodiseksiyon yapilmis ve yapilmamis érnekler
icin gecerlidir). TUmdrsuz dokuyu atin.

Yeni, steril bir nester kullanarak doku etrafindaki fazla parafini kaziyarak ortadan kaldirin.
Not: Kuru bir nester kullanin. Bu adimi laminar hava akimi veya davlumbaz altinda
gerceklestirmeyin.

TUmoér dokusunu, her bir érnek icin yeni bir nesterle kaziyarak kesitlerden etiketli
mikrosantrifij tiplerine aktarin.

NSCLC dokusundan DNA ekstraksiyonu i¢in doku érneklerinin hazirlanmasi

Standart malzemeler ve ydntemler kullanarak, doku numunesini %10 NBF icinde
sabitleyin ve parafine gémin. Mikrotom kullanarak parafin blogundan 5 ym'lik seri

kesitler alin ve bunlari cam slaytlar lizerine yerlestirin.

Egitimli bir gorevli (6rn. bir patolog), timor varligi agisindan H&E ile boyanmis bir kesiti
degerlendirmelidir. DNA ekstraksiyonu igin seri kesitler kullanin.

Yeni, steril bir nester kullanarak doku etrafindaki fazla parafini kaziyarak ortadan kaldirin.
Tdmoér numunelerini, bloklarini, slaytlarini, 6rneklerini ve ekstraksiyon icin hazir

mikrosantrifiij tlplerini, kontrolli bir sekilde ve yerel prosedirlere uygun olarak
etiketleyin, kullanin ve saklayin.

Numune saklama

FFPE bloklarini ve slaytlarini oda sicakhiginda saklayin. Slaytlar, DNA ekstraksiyonu

o6ncesinde ortam sicakliginda 4 haftaya kadar saklanabilir.

Genomik DNA, alindiktan sonra 1 hafta boyunca 2-8°C sicaklikta, ardindan kullanim

oncesinde 8 haftaya kadar -25 ila -15°C sicaklikta saklanabilir.
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Prosedur

CRC oérnekleri icin DNA ekstraksiyonu

FFPE CRC numunelerinden hazirlanan dérneklerden genomik DNA'yi saflastirmak igin
asagida aciklanan protokol uUzerinde degisiklikler yaparak QlAamp DNA FFPE Tissue Kit
(QIAGEN, kat. no. 56404) Grinund kullanin.

Not: therascreen KRAS RGQ PCR Kit, QlAamp DNA FFPE Tissue Kit kullanilarak ekstrakte
edilen DNA kullanilarak dogrulanmigtir. Bagka bir DNA ekstraksiyon Grtunt kullanmayin.

DNA ekstraksiyon iglemini, asagidaki hususlan dikkate alarak, Q/Aamp DNA FFPE Tissue
Kit El Kitabi (Versiyon 1) belgesindeki talimatlar dogrultusunda gergeklestirin:

DNA ekstraksiyonu éncesinde numunelerin hazirlanmasiyla ilgili olarak Q/Aamp DNA
FFPE Tissue Kit El Kitabi belgesine bakin.

® QIAamp DNA FFPE Tissue Kit yalnizca manuel kullanim igindir.
® QIAamp DNA FFPE Tissue Kit El Kitabi belgesinde agiklanan RNase adimini kullanmayin.

e QIAamp DNA FFPE Tissue Kit ile birlikte verilen QIAGEN Deparaffinization Solution'l
kullanmayin. Yalnizca, Q/Aamp DNA FFPE Tissue Kit El Kitabi belgesinde aciklanan
ksilen/etanol deparafinizasyon yéntemini kullanin.

® Gereken tum adimlar icin molekuler biyoloji sinifi etanol kullanin.*
® Ekstraksiyon basina 1 slayt kullanin.

® Proteinaz K sindirimi (Q/Aamp DNA FFPE Tissue Kit El Kitabi belgesinde adim 11) 1 saat

sureyle gerceklestiriimelidir.

e Ornekler, QlAamp DNA FFPE Tissue Kit'teki 200 ul eliisyon tamponu (Buffer ATE)
kullanilarak eltie edilmelidir.

* Metanol veya metiletilketon gibi baska maddeler iceren denatire alkol kullanmayin.
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Not: Genomik DNA'y1, ekstraksiyondan sonra 1 hafta boyunca 2-8°C sicaklikta, ardindan

kullanim 6ncesinde 8 haftaya kadar -25 ila -15°C sicaklikta saklayin.

NSCLC &rnekleri igcin DNA ekstraksiyonu

FFPE NSCLC numunelerinden hazirlanan érneklerden genomik DNA'y1 saflastirmak igin
asagida aciklanan protokol uzerinde degisiklikler yaparak QlAamp DNA FFPE Tissue Kit
(QIAGEN, kat. no. 56404) Grinund kullanin.

Not: therascreen KRAS RGQ PCR Kit, QlAamp DNA FFPE Tissue Kit kullanilarak ekstrakte

edilen DNA kullanilarak dogrulanmigtir. Baska bir DNA ekstraksiyon Griini kullanmayin.

DNA ekstraksiyon iglemini, asagidaki hususlar dikkate alarak, Q/Aamp DNA FFPE Tissue Kit

El Kitabi belgesindeki talimatlar dogrultusunda gergeklestirin:

® QIAamp DNA FFPE Tissue Kit El Kitabi belgesinde aciklanan RNase adimini kullanmayin.

® QIAamp DNA FFPE Tissue Kit ile birlikte verilen QIAGEN Deparaffinization Solution'l
kullanmayin. Yalnizca, QlAamp DNA FFPE Tissue Kit El Kitabi belgesinde agiklanan

ksilen/etanol deparafinizasyon yontemini kullanin.
® Gereken tim adimlar igin molekuler biyoloji sinifi etanol kullanin.*
® Ekstraksiyon bagina 2 x 5 ym kesitler kullanin.
® QIAamp DNA FFPE Tissue Kit yalnizca manuel kullanim igindir.
® QIAamp DNA FFPE Tissue Kit El Kitabi belgesinde yer alan RNase adimini kullanmayin.

® QIAamp DNA FFPE Tissue Kit ile birlikte verilen QIAGEN Deparaffinization Solution'l
kullanmayin. Yalnizca, Q/Aamp DNA FFPE Tissue Kit El Kitabi belgesinde agiklanan
ksilen/etanol deparafinizasyon yéntemini kullanin.

® Proteinaz K sindirimi (QlAamp DNA FFPE Tissue Kit El Kitabi belgesinde adim 11) 1 saat
sureyle gerceklestiriimelidir.

* Metanol veya metiletilketon gibi baska maddeler iceren denatire alkol kullanmayin.
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® QIlAamp DNA FFPE Tissue Kit'ten 60 pl eliisyon tamponu (ATE) ekleyin ve 2,5 dakika

boyunca oda sicakliginda inkiibe edin.
® Son hizda 1 dakika santriflij edin.

® QIAamp DNA FFPE Tissue Kit'ten ikinci bir 60 pl eliisyon tamponu (ATE) ekleyin ve

2,5 dakika boyunca oda sicakliginda inkibe edin.

® Son hizda 1 dakika santrifiij edin.

Not: Genomik DNA'y1, ekstraksiyondan sonra 1 hafta boyunca 2-8°C sicaklikta, ardindan
kullanim éncesinde 8 haftaya kadar -25 ila -15°C sicaklikta saklayin.
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Protokol: DNA 6rneginin degerlendirilmesi

Bu protokol, otomatik 6rnek degerlendirmesi KRAS CE Sample Assessment Locked
Template (Assay Package) kullanilarak o&rneklerdeki total g¢ogaltilabilir DNA'yi
degerlendirmek amaciyla kullanilir.

Not: Manuel érnek degerlendirmesi icin bkz. Ek 1: therascreen KRAS RGQ PCR Kit Manuel

Protokoll.

Baslamadan dnce dnemli noktalar

Not: DNA o&rnek degerlendirmesi, PCR inhibitérlerinin  varligini  saptamak igin
tasarlanmamistir ¢linkli kontrol reaksiyonu kullanilarak yalnizca, bir érnekteki toplam
amplifiye edilebilir DNA degerlendirilir.

Not: Bu degerlendirme igin spektrofotometri veya diger alternatif yontemleri kullanmamak,
asagida aciklandigi sekilde Kontrol Reaksiyon Karigimini kullanmak &nemlidir. Buyuk

oranda bozulmus DNA, primerler kisa DNA fragmentleri olustursa bile amplifiye olmayabilir.

e Mevcut Kontrol Reaksiyon Karigimi (CTRL tlpl) kullanilarak 24'e kadar 6rnek

degerlendirilebilir.

e Mutasyon degerlendirme tahlili ile test 6ncesinde DNA'y! de@erlendirmek igin CTRL'yi

kullanin.

e therascreen KRAS RGQ PCR Kit icindeki reaktiflerin etkin kullanilabilmesi igin, tam
c¢alisma doéngdleri olusturmak amaciyla DNA 6rneklerini mimkin oldugunca buyuk
sayida gruplara ayirin. Ornekleri kendi basina veya kiigiik sayida gruplar halinde test
etmek, daha fazla reaktif kullanilmasina, dolayisiyla therascreen KRAS RGQ PCR Kit ile

test edilebilecek 6rnek sayisinin azalmasina neden olur.

® Taq DNA polimerazi (Taq tupl) veya Tag DNA polimeraz iceren herhangi bir karigsimi

enzimi etkisiz hale getirebilecegi icin vorteksle karistirmayin.

® Ucun fazla enzimle kaplanmasini engellemek icin Taqg DNA polimerazi, pipet ucunu sivi

ylizeyinin hemen altina dikkatlice yerlestirerek pipetle gekin.
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Kontrollere iligkin isaretleri en aza indirmek icin, dogru reaktif karistirma ile ilgili olarak
therascreen KRAS RGQ PCR Kit Kullanim Talimatlari belgesinde sunulan rehberlige
harfiyen uyulmali ve tahlil kurulumu sirasinda her karistirma adiminda talimatlara

uyuldugundan emin olunmalidir.

Baslamadan 6nce yapilacaklar

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazinin ilk kullanimindan énce, Rotor-Gene yazilim
sturimune karsilik gelen Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Package yaziliminin

yuklendiginden emin olun (bkz. Ek 2: therascreen KRAS Assay Package'in kurulumu).

Her kullanimdan 6nce, tum reaktiflerin oda sicakliginda (15-25°C) en az 1 saat boyunca
tam olarak c¢odzdurlilmesi, 10 kez ters yuz edilerek karistirilmasi ve icerigi tupin
tabaninda toplamak igin kisa sireligine santrifiijlenmesi gerekir. Tahlil kurulumu
sirasinda dogru reaktif karigtirma saglanmalidir.

Her kullanimdan énce Taq DNA polimerazin (Taq tupl) oda sicakliinda (15-25°C)
oldugundan emin olun. Enzimi tiipin tabaninda toplamak igin tlipl kisa sireligine

santrifljleyin.
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Prosedir

1. Kontrol reaksiyon karigimini (CTRL tlpl), Sablonsuz Kontrol (No Tempate Control,
NTC) igin niikleaz icermeyen suyu ve KRAS Pozitif Kontrolu (Positive Control, PC) oda

sicakhiginda (15-25°C) en az 1 saat boyunca bekleterek tamamen ¢ézdurin.

Reaktifleri ¢ozdirme, PCR kurulumu ve galismayi baslatmadan 6nce saklama sureleri

Tablo 2'de verilmigtir.

Tablo 2. Gozdiirme siiresi, PCR kurulum siireleri ve saklama sicakliklarn

Cozdiirme siiresi PCR kurulumu Maksimum PCR
sonrasi saklama* kurulumu ve saklama
Minimum Maksimum sicakhg siiresi
1 saat 4.5 saat Oda sicakhgi 7 saat
(15-30°C)
1 saat 4.5 saat 2-8°C 18 saat

* Saklama ifadesi, PCR kurulumunun tamamlanmasi ile Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazinda PCR
calistinimasinin baslangici arasinda gegen suredir.

Not: PCR kurulumu oda sicakhginda yapilmalidir.

2. Bolgesel tuz yogunlagmalarini énlemek igin her tiipi 10 kez ters yliz ederek ¢ézdirilen
reaktifleri karistirin ve ardindan igerigi tipun tabaninda toplamak icin kisa sureligine
santrifijleyin.

Not: Tag DNA polimerazi (Taq) veya Taq igeren herhangi bir karisimi enzimi etkisiz
hale getirebilecedi icin vorteksle karigtirmayin.

Not: Tahlil kurulumu sirasinda dogru reaktif karistirma saglanmahdir.

3. Tablo 3'te yer alan hacimlere uygun olarak asagidakiler igin yeterli miktarda master
karisim (Kontrol Reaksiyon Karigsimi [CTRL] arti Tag DNA polimeraz [Taq]) hazirlayin:

® Tim DNA Ornekleri

® 1 KRAS Pozitif Kontrol (Positive Control, PC) reaksiyonu

® 1 Sablonsuz Kontrol (No Tempate Control, NTC) icin nlkleaz icermeyen su
reaksiyonu

® PCR kurulumu igin yeterli farki saglamak amaciyla 1 fazla érnek

Kontrol tahlili master karisimi, 6rnek hari¢ PCR igin gerekli bilesenlerin timan igerir.
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Tablo 3. Kontrol tahlili master karigiminin hazirlanmasi

Bilesen Hacim

Kontrol Reaksiyon Karigimi (CTRL) 19,76 pl x (n + 1)*
Taq DNA polimeraz (Taq) 0,24 pl x (n + 1)*
Toplam hacim 20 plireaksiyon

* n = Reaksiyon sayisi (6rnekler arti kontroller).
PCR kurulumu igin yeterli farki saglamak amaciyla fazladan bir érnek (n+1) igin yeterli miktarda master karisim
hazirlayin. n degeri 24'0 asmamalidir (kontroller haric) ¢linki bir calismada kullanilabilecek en fazla 6rnek sayisi 24'tir.

Not: Master karisimi hazirlarken, 6nce gerekli hacimde Kontrol Reaksiyon Karigimi
(CTRL) ilgili tipe eklenir, en son olarak Taq DNA polimeraz (Taq) eklenir.

Not: Ucun fazla enzimle kaplanmasini engellemek icin Tag DNA polimerazi, pipet
ucunu sivi yuzeyinin hemen altina dikkatlice yerlestirerek pipetle ¢ekin.

4. Uygun sayidaki PCR 4 strip tlipl (her stripte 4 tip vardir), Tablo 4'teki diizene uygun
olarak ylikleme bloguna yerlestirin. TUplerin kapagdini kapatmayin.

Not: Kapaklari, gerekinceye kadar plastik kap iginde tutun.

Tablo 4. DNA 6rnegi degerlendirmesi igin yiikleme blogundaki caligtirma diizeni

Tahlil

Kontrol 1(PC) 9 17 25 - - = = -
Kontrol 2(NTC) 10 18 26 - - - - -
Kontrol 3 11 19 - - - = = —
Kontrol 4 12 20 - - - - - -
Kontrol 5 13 21 - - = = - -
Kontrol 6 14 22 - - - - - —
Kontrol 7 15 23 - - - - - -
Kontrol 8 16 24 - - - - - —

* Sayilar, yukleme blogu igindeki pozisyonlari gosterir ve nihai rotor pozisyonunu belirtir.

5. Reaksiyon master karisiminin toplam hacminden daha az bir hacme bir pipet koyun ve
10 defa gekip iterek tamamen karistirin.

Not: Tahlil kurulumu sirasinda dogru reaktif karistirma saglanmalidir.
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10.

11.

12.

13.

14.

. Hemen 20 pl master karisimi her bir PCR strip tliptine ekleyin.

Not: Tup dizeni icin Tablo 4'e bakin. DNA 6rnegi incelemesi igin, Kontrol tahlili master
karigsimi, bir PC tlpline, bir NTC tlupline ve her bir DNA 6rnegdi icin birer tlpe
eklenmelidir.

. NTC tupine (tip konumu 2) hemen 5 pl Sablonsuz Kontrol (No Tempate Control, NTC)

icin niikleaz icermeyen su ekleyin ve tipu kapatin.

. Ornek tiiplerine (tip konumlari 3-26) her bir DNA &érneginden 5 ul ekleyin ve tiipleri

kapatin.

. PC tipune (tip konumu 1) KRAS Pozitif Kontrolden (Positive Control, PC) 5 pl ekleyin

ve tupu kapatin.

Not: Her bir tupun toplam reaksiyon hacmi 25 pl olmahdir (Tablo 3 uyarinca hazirlanmig
20 pyl master karisim, arti 5 pyl NTC/6rnek/PC).

Her bir PCR 4 strip tlpu igindeki en dusuk numarali konumda bulunan ilk tiplerin
kapaklarini kalici bir kalemle isaretleyerek (6rn. 1, 5 ve 9 vb. konumlari), tiiplerin Rotor
Gene Q MDx 5plex HRM cihazindaki 72 kuyulu rotor icine yuklenecegi yonu belirtin.

Kapatilmis tlpleri 4 defa ters gevirerek ornek ve reaksiyon karisimini karistirin.
Not: Tahlil kurulumu sirasinda dogru reaktif karistirma saglanmalidir.

Tum PCR 4 strip tipleri, yon isaretlerinden yararlanarak galistirma duizenine gére

(Tablo 4) 72 kuyulu rotor iginde uygun pozisyonlara yerlestirin.

Not: Rotor tamamen dolmamigsa, tim kullaniimayan pozisyonlar kapatiimis bos bir
tiple doldurulmahdir. Boylece, Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazinin termal

verimliligi korunmus olur.

72 kuyulu rotoru Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazina yerlestirin. Kilitteme
halkasinin (Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihaziyla birlikte verilir) calisma sirasinda

tupleri sabitlemek icin rotorun ustune yerlestiginden emin olun.

Rotor Gene Q yazilimini baglatmak icin Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazina bagl
dizUstl bilgisayarin masaistindeki therascreen KRAS QC Locked Template
(therascreen KRAS QC Kilitli $ablon) simgesine ¢ift tiklayin (Sekil 1).
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Sekil 1. therascreen KRAS QC Locked Template (therascreen KRAS QC Kilitli $ablon) simgesi.

Varsayilan olarak Setup (Kurulum) sekmesi gortnir (Sekil 2).
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Sekil 2. Setup (Kurulum) sekmesi ve Locking Ring Attached (Kilitleme Halkasi Takil) kutusu. 1 = Setup
(Kurulum) sekmesi, 2 = Locking Ring Attached (Kilitteme Halkasi Takili) kutusu.
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15.

16.

Kilitteme halkasinin uygun sekilde takildigini dogrulayin ve Locking Ring Attached
(Kilitteme Halkasi Takil) kutusunu isaretleyin. Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazinin
kapagini kapatin.

Lokal isimlendirme mevzuatiniza gére Run ID (Calistirma Kimligi) alanina ¢aligtirma
kimligini girin. Lokal isimlendirme mevzuatiniza gére Sample Name (Ornek Adi) alanina
o6rnek adini girin ve Return tusuna basin.

Boylece, drnek adi asagidaki érnek listesine eklenir ve érnege bir Sample ID (Ornek
Kimligi) (1, 2, 3 vb.) atanir. Ek olarak, sag taraftaki Layout of the pipetting adapter
(Pipetleme adaptéru dizeni) paneli, 6rnek adini icerecek sekilde gincellenir (Sekil 3).
Alternatif olarak, *.smp (Rotor-Gene Q &rnek dosyasi) veya *.csv (virgllle ayrilan
degerler) bicimlerinde saklanan érnek adlari, Import Samples (Ornekleri Al) diigmesi
kullanilarak alinabilir. Ornek adlari, bu yéntem kullanilarak otomatik sekilde doldurulur.
Not: Layout of the pipetting adapter (Pipetleme adaptori diizeni) paneline érnek adinin
eklendiginden ve bu adin renk degisimi ile vurgulandigindan, ayrica 6rnek adinin érnek
konumunda bulundugundan emin olun (Sekil 3).

Not: 8 karakterden uzun 6rnek adlari, Layout of the pipetting adapter (Pipetleme
adaptoéri dizeni) panelinde tamamiyla goériintilenmeyebilir.

b s o e e S [ _ et

Sekil 3. Run ID (Galistirma Kimligi) ve Sample Name (Ornek Adi) girilmesi. 1 = Run ID (Calistirma Kimligi)
diyalog alani, 2 = Import Samples (Ornekleri Al) diigmesi 3 = Sample Name (Ornek Adi) diyalog alani, 4 = Ornek
Listesi, 5 = Layout of the pipetting adapter (Pipetleme adapt6ri diizeni) paneli.
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17. Tum ilave 6rneklerin adini girmek igin 16. adimi tekrarlayin ($ekil 4).

Not: Bir érnek adini diizenlemek icin, érnek listesinden Sample Name (Ornek Adi)
segenegine tiklayin; segilen érnek yukaridaki Sample Name (Ornek Adi) alaninda

gérinir. Ornek adini, lokal isimlendirme mevzuatiniza gére diizenleyin ve adi

glncellemek icin Return tuguna basin.

Pisen
WiC
Corme

Pesiborc]

Conal

Poahon
Samgin 1
Carnad

Wi e v e s ool St o bege e s [ ot P

Pk Cor () Serm Sofwars 211 Sumsocasen: PGk Mockss [WIRTLME MODE | Cument Livwr GLOMAL T Wnnossion]

Sekil 4. Sample Name (Ornek Adi) diyalog alanina ilave érnek adlari girme. *1 = Import Samples (Ornekleri Al)
digmesi, 2 = Sample Name (Ornek Adi) diyalog alani ve Ornek Listesi, 3 = ek drnek adi igeren Layout of the

pipetting adapter (Pipetleme adaptori diizeni) paneli.

18. Tum &rnek adlari girildiginde dogru olduklarini kontrol edin. Gerekiyorsa Notes (Notlar)
alanina ilave bilgiler girin, ardindan Start Run (Calismayi Baslat) digmesine tiklayin

(Sekil 5).
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Not: Kullanilmayan bir rotor pozisyonu varsa bir uyari mesaiji belirir (Sekil 5 ve Sekil 6)
ve kullaniciya, rotordaki tim kullaniimayan pozisyonlarin kapatiimis bos bir tlple
doldurulmasi gerektigini hatirlatir. Kullanilmayan tim rotor pozisyonlarinin kapatiimig
bos bir tiiple dolduruimus oldugunu kontrol edin ve ilerlemek icin OK (Tamam)
secgenegine tiklayin.

B e s T ] TR v i
Far b - 1o x
- i
el 1 v Froge 1
Thin crmen hclaps ok ot s b . Comgio o s an . 5198 P s s s s . o o v
i amn s IFS (E [T e
P30 P
Tomplabe Vossn: 182
T
Fun 10 [T Livsind f B [y b
*
1= . -
[ ampie I
— ol
Sl [Fangin
Ewn O [iwphfme Fosbend | P10
T Saneie | Wi fre
¥ fanphe? Cobd Lo
3 Sanpie 1
-
£ Sanpie ten )
E Sanpia wem
Farphe? e
2 imcie

_ Berien

Cortd

hkgrfiare ] Somms Scare 211 rmsscosen S ki (VRIS MO | Cumort e GLOBAL el il

Sekil 5. Notes (Notlar) diyalog alani, Start Run (Calismayi Baslat) ve kullaniimayan rotor pozisyonlarini bildiren
Warning (Uyari).
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Layout of the pipetting adapter.

Positiort1 Position'd
PC

Sample 7
Control Control

a9

7Rctor-Gene Q Series Software @

i Warning - There are unused Rotor Tubes.

Please fill all unused positions with empty tubes.
Da you wish to continue?

e

ample
Control

Positiorc5
Sample 3
Contral

Sekil 6. 1 = kullanilmayan rotor pozisyonlarini bildiren Warning (Uyan).

19. Bir Save As (Farkh Kaydet) iletisim kutusu belirir. Uygun dosya adini segin ve PCR

calismasini secili konuma *.rex calisma dosyasi olarak kaydedin. Save (Kaydet)

digmesine tiklayin (Sekil 7).

ersion = 1714 %

Save As

DA S ample Asses Savein [ Deskiop =] ok @
z (IMy Documents
: [Sample 8 3 My Computer
= | it My Recent  &dpy Network Places
Documents
Isale Mame —

T Samgle | [j
2 Sample 2
3 Sample 3 Desklop
4 Sample 4
5 Sample 5
& Sample 6
7 Sample 7 My Documents
B Sample 8 .

e

My Computer
:
2 My Network | File name: ‘DNA Sample Assessment - I Save
Save as lype: \Flm File [".rex) - Cancel
Control
Pasition:&

[

Sekil 7. Calisma dosyasi kaydediliyor. 1 = Save As (Farkli Kaydet) penceresi, 2 = Dosya adi ve farkli kaydetme
tlrd olarak *.rex dosyasi, 3 = Save (Kaydet).

30 therascreen KRAS RGQ PCR Kit Kullanim Talimatlari (El Kitabi) 04/2022



PCR galismasi baslar.

Not: Calisma basladiginda, Run Progress (Calisma ilerlemesi) sekmesi otomatik olarak
acllarak sicaklik takibi ve kalan ¢alisma siresi konusunda bilgi verir (Sekil 8).

Sekil 8. Run Progress (Galisma ilerlemesi) sekmesi.

Calisma bittiginde, Analysis (Analiz) sekmesi otomatik olarak agilr.
Not: Analysis (Analiz) sekmesi agilmazsa, bu sekmeye tiklamalisiniz (Sekil 9).

Not: Hesaplama ydnteminin bir agiklamasi Sonuglarin Yorumlanmasi baglidinda
sunulmustur.
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Tube 1D | Sample Hame Flogs M asrings Stalus.
1 FC Connol %50 - Vaid
2 HIC Corhol D Vaki
3 wrone nn- Vaid
4 orrone 7% Vaid
5 wrnors 007 - Voki
& orore %5 Vaid
I 037710748 2% - Voki
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4 oz 2% - Vaki
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13 Coaalal] 26 vaid
14 wrnoes N Vakd
15 oroas ne vald
15 ety B0 Vaki
17 wnoEe 29 Vokd
18 o3r710a78 03 Veld

$Sekil 9. Analysis (Analiz) sekmesi ve sonuglarin raporlanmasi. 1 = Analysis (Analiz) sekmesi, 2 = Sample QC
Result Table (Ornek QC Sonug Tablosu).

Not: Kontrol sonuglari, Sample QC Result Table (Ornek QC Sonug Tablosu) iginde
asagidaki gibi raporlanir (Sekil 9'da 2).

® Calisma kontrolleri (PC ve NTC, sirasiyla 1 ve 2 numarali tip pozisyonlari):
Sonuglar kabul edilebilir araliklar dahilindeyse Valid (Gegerli) ifadesi gérantilenir.
Aksi halde Invalid (Gegersiz) sonucu goérintilenir.

e Ornek kontrol reaksiyonu Cr >32,00: Invalid (Gegersiz) ifadesi goriintilenir.
DNA miktari mutasyon analizi icin yeterli degildir. Ornegi yeniden test edin. DNA
miktari halen vyetersizse mumkinse daha fazla timér dokusu alin (bkz.
Sonuglarin Yorumlanmasi (Manuel)).
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Sonuglarin Yorumlanmasi (Manuel)

Ornegi degerlendirme galismasi veya mutasyon analizi galismasi tamamlandiktan sonra,

verileri agagidaki prosedire gore analiz edin.

Yazihm analiz ayarlari

12.

13.

. Rotor-Gene Q serisi yazilim 2.3'G kullanarak uygun dosyayi agin.

. Calismayi gerceklestirmeden 6nce orneklerinizi adlandirmadiysaniz, Edit Samples

(Ornekleri Diizenle) dgesine tiklayin.

. Name (Ad) sitununa 6rnek adlarinizi girin.

. Analysis (Analiz) secenegine tiklayin. Analiz sayfasinda, HEX kanalini gértintilemek

icin Cycling A. Yellow secgenegine tiklayin.

. Named On (Adlandirma Tarihi) 63esine tiklayin.

Not: Bu, analizin bos kuyulari icermemesini saglar.

. Dynamic Tube (Dinamik Tip) 6desini segin.
. Linear Scale (Dogrusal Olgek) 6gesini segin.

. Outlier Removal (Aykiri Deger Cikarma) secenegine tiklayin ve NTC Threshold (NTC

Esigi) alanina 10% (%10) degerini girin.

. Esik degerini 0.05 (0,05) olarak ayarlayin ve HEX CT degerlerini kontrol edin.
10.
11.

Analiz sayfasinda, FAM kanalini goriintiilemek igin Cycling A. Green secenegine tiklayin.

Dynamic Tube (Dinamik Tip) segeneginin vurgulanmis oldugunu dogrulayin. Linear

Scale (Dogrusal Olgek) d3esine tiklayin.

Outlier Removal (Aykiri Deder Cikarma) segenegine tiklayin ve NTC Threshold (NTC
Esigi) alanina 10% (%10) degerini girin.

Esik degerini 0.05 (0,05) olarak ayarlayin ve FAM CT degerlerini kontrol edin.
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Ornek degerlendirme veri analizi

Calisma kontrol analizi

Sekil 42'deki Caligma kontrol analizi akis semasina bakin.

Negatif kontrol: Reaksiyon karisimi kontaminasyonu olmadigindan emin olmak igin,
Sablonsuz Kontrol yesil kanalda 40'in altinda bir Ct degeri olusturmamalidir. Plakanin
dogru olarak kuruldugundan emin olmak igcin NTC, sari kanalda 31,91-35,16 arasi
amplifikasyon gostermelidir. Belirtilen degerler aralik dahilindedir ve bu degerleri igerir.

Pozitif kontrol: KRAS Pozitif Kontrol (Positive Control, PC), yesil kanalda 8 tahlilin her
birinde 23,5-29,5 arasi bir Ct degeri vermelidir. Belirtilen degerler aralik dahilindedir ve
bu degerleri icerir. Bu aralidin digindaki bir deger, tahlil kurulum sorunu ve bu nedenle
olusan bir galisma hatasi oldugunu gosterir.

Not: Iki calisma kontroliinden herhangi biri basarisiz olmussa &rnek verileri

kullanilmamalhdir.

Her iki calisma kontrolliniin gegerli olmasi sartiyla, her bir érnek Ct degeri yesil kanalda
21,92-32,00 araligi icinde olmalidir. Ornek bu araligin disindaysa, asagidaki talimatlar

verilmigtir.

Ornek analizi — kontrol tahlili

Ornek kontrol tahlili Cr degeri <21,92: Kontrol Cr degeri <21,92 olan &rnekler
seyreltiimelidir; ¢iinkl bu durum dogrulanmig tahlil araliginin dustuk degerini temsil
etmektedir. Disuk seviyedeki her bir mutasyonu saptamak icin yiiksek konsantrasyonlu
ornekler yarim oOlgek seyreltildiginde Ct'nin 1 arttigi duslinilerek yukaridaki aralgin
icinde olacak sekilde seyreltiimelidir. Ornek 21,92 degerine yakinsa, 6rnek test (KRAS
mutasyon tespiti) calismasindan sonug elde edilmesini saglamak igin diliisyon 6nerilir.
Ornekler kit iginde verilen su kullanilarak seyreltiimelidir (Diliisyon Suyu [Dil.] igin
Niikleaz icermeyen Su).
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e Ornek kontrol testi Cr degeri >32: Tahlil igin belirtilen esik degerlerindeki tim
mutasyonlari tespit etmek amaciyla baslangic DNA sablonu yetersiz olacagi igin 6rnegin

yeniden alinmasi 6nerilir.
KRAS mutasyon tespiti analizi

Calisma kontrol analizi

Calisma kontrol analizi akis semasina bakin (Sekil 10).

® Negatif kontrol: Reaksiyon karisimi kontaminasyonu olmadigindan emin olmak igin,
Sablonsuz Kontrol yesil kanalda 40'in altinda bir Ct degeri olusturmamalidir. Plakanin
dogru olarak kuruldugundan emin olmak igin NTC, sari kanalda 31,91-35,16 arasi
amplifikasyon gostermelidir. Belirtilen degerler aralik dahilindedir ve bu degerleri igerir.

e Pozitif kontrol: KRAS Pozitif Kontrol (Positive Control, PC), yesil kanalda 8 tahlilin her
birinde 23,5-29,5 arasi bir Ct degeri vermelidir. Belirtilen degerler aralik dahilindedir ve
bu degerleri igerir. Bu aralidin digindaki bir deger, tahlil kurulum sorunu ve bu nedenle
olusan bir galisma hatasi oldugunu gosterir.

® Not: 2 calisma kontrolinden herhangi biri basarisiz olmugsa 6rnek verileri

kullanilmamalhdir.
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Negatif Kontrol
FAM Cr degeri

EVET—J»  CALISMA BASARISIZ

CALISMA BASARISIZ/Dahili
kontrol gegersiz

HAYIR
EVET

Y
HEX Cr Dahili

kontrol HEX Cr
<31,91 mi?

31,91-35,16 HAYIR:
arahng_

HAYIR

Dahili
kontrol HEX Cr
>35,16 mi?

EVET
EVET
CALISMA BASARISIZ/Dahili
kontrol HEX
amplifikasyonu negatif
\ 4
Negatif

Kontrol Gegerli

Pozitif Kontrol
FAM C; degeri

Kontrol FAM
Gy tiipli 23,5-29,5
araliginda mi?

EVET

12ALA FAM
Cr tiipii 23,5-29,5
araliginda mi?.

EVET

12ASP FAM
Cr tlipli 23,5-29,5
araliginda mi?

EVET

12ARG FAM
Cr tiipii 23,5-29,5
araliginda mi?.

CALISMA
HAYIR BASARISIZ

EVET

12CYS FAM
Cr tlipdi 23,5-29,5
araliginda mi?

CALISMA
HAYIR BASARISIZ

EVET

12SER FAM
Cr tiipii 23,5-29,5
araliginda mi?.

EVET

12VAL FAM
Cr tiipii 23,5-29,5
araliginda mi?.

CALISMA
HAYIR BASARISIZ

EVET

13ASP FAM
Cr tiipii 23,5-29,5
araliginda mi?

CALISMA
Y R

EVET
Sayfa 85, "Ornek analizi" - Pozitif Kontrol
kismina gidin ) Gegerli

Sekil 10. Calisma kontrol analizi akis semasi.
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Ornek analizi

Sekil 11'deki Ornek analizi akis semasina bakin.

Ornek kontrol FAM CT degeri

Kontrol tahlili igin her iki calisma kontroliiniin de gecerli olmasi durumunda, her bir 6rnek Cr
degeri yesil kanalda 21,92-32,00 aralidi icinde olmalidir.
Ornek bu araligin disindaysa, asagidaki talimatlar verilmistir.

e Ornek kontrol tahlili Cr degeri <21,92: Kontrol Cr degeri <21,92 olan &rnekler
mutasyon tahlillerine asiri yuklenmistir ve seyreltiimelidir. Dusuk seviyedeki her bir
mutasyonu saptamak igin yuksek konsantrasyonlu drnekler yarim dlgek seyreltildiginde
Ct'nin 1 arttigi disunulerek yukaridaki arahigin icinde olacak sekilde seyreltiimelidir.
Ornekler kit iginde verilen su kullanilarak seyreltiimelidir (Dilisyon Suyu [Dil.] igin

Niikleaz icermeyen Su).

e Ornek kontrol tahlili Cr degeri >32: Cok diisiik seviyeli mutasyonlar tespit

edilemeyebilir bu ylizden dikkatli yorumlayin.
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Ornek gegersiz
HAVIR-} Sonucu dikkatli isleyin

Ornek kontrol
FAM C; degeri

Kontrol tahlili FAM C; degeri
21,92-32,00 araliginda mi?.

Daha fazla agiklama igin bkz.

sayfa 82
EVET
Ornek dahili
kontrol muta.syon Herhangi bir tahlilde EVETD| Tip gegersiz
tahlilleri

HEX Cy <31,91 mi? Tiip sonucunu kullanmayin
HEX Cr degerleri

HAYIR

Tip HEX amplifikasyonu
negatiftir
EVETP Daha fazla agiklama icin bkz.
sayfa 85

Herhangi bir tahlilde
HEX C; >35,16 mi?

HAYIR

Ornek mutasyon
tahlilleri FAM C;

Tiip FAM amplifikasyonu
HAYIRD>] negatiftir

Tum mutasyon FAM C; degerleri

doserion 00,00-40,00 araliginda mi? Bkz. sekil 37 (sayfa 84)
egerleri
ve sayfa 85
EVET
v

Tiip, FAM amplifikasyon pozitiftir

!

Her mutasyon igin Cr
degerlerini hesaplayin
ACr = mutasyon Cr — kontrol Cr

|

Mutasyona gore ACr degerlerini esik
degerleri ile kargilagtirin
Bkz. sayfa 87, Tablo 24

Tahlil igin belirtilen AC; aralig iinde
herhangi bir AC; degeri var mi
(amplifikasyon pozitif)?

Mutasyon saptanmadi

EVET

En kiguk ACy
degeri ile mutasyon tahlili igin KRAS
mutasyonu saptandi

Sekil 11. Ornek analizi akis semasi.
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Ornek dahili kontrol mutasyon tahlilleri HEX CT degeri

Sekil 11'deki Ornek analizi akis semasina bakin.
Her bir érnede ait tim kuyular analiz edilmelidir. Her bir kuyunun dahili kontrolden bir HEX

sinyali olugturdugunu kontrol edin. Olasi 3 sonug s6z konusudur.

e Dahili kontrol Cr degeri belirtilen araligin (31,91-35,16) icindeyse, bu HEX
amplifikasyonu pozitiftir.
e Dahili kontrol Cr degeri belirtilen araligin (>35,16) Ustlindeyse, bu HEX amplifikasyonu

negatiftir.
e Dahili kontrol Ct degeri belirtilen araligin (<31,91) altindaysa, bu gecersizdir.

e Dahili kontrol hatasi PCR inhibisyonuna bagliysa, érnegin dillisyonu inhibitorlerin etkisini
azaltabilir fakat bunun hedef DNA'yI da seyrelteceg@i ayrica dikkate alinmalidir. Kite bir
tiip Ornek Diliisyon Suyu (Dil.) dahil edilmistir.

Ornek mutasyon tahlilleri FAM CT degeri

7 reaksiyon karisiminin tumd icin FAM degerleri, Tablo 5'te listelenen degerlerle

karsilastirimahdir.

Tablo 5. Kabul edilebilir rnek mutasyon reaksiyon degerleri (FAM)*

Tanhlil Kabul edilebilir Ct aralig ACrt araligi
12ALA 0,00-40,00 <8,00
12ASP 0,00-40,00 < 6,60
12ARG 0,00-40,00 < 8,00
12CYS 0,00-40,00 < 8,00
12SER 0,00-40,00 <8,00
12VAL 0,00-40,00 <7,50
13ASP 0,00-40,00 <7,50

* Kabul edilebilir degerler gosterilen de@erlerin arasinda ve kapsamindadir.
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o FAM CT degeri belirtilen aralik igcindeyse bu, FAM amplifikasyon pozitiftir.
® FAM CT degeri belirtilen araligin tGzerindeyse veya hi¢ amplifikasyon yoksa bu, FAM
amplifikasyon negatiftir.
® Mutasyon ve kontrol CT degerlerinin ayni 6rnekten oldugundan emin olarak, FAM
amplifikasyonu pozitif olan her mutasyon tipu icin DCT degerini asagidaki sekilde
hesaplayin.
ACt = mutasyon Cr — kontrol Ct
Her bir tahlilde dogru kesim noktasinin uygulandigindan emin olarak s6z konusu tahlil igin
kesim noktali 6rnege ait ACt degerini karsilastirin (Tablo 22).
Kesim noktasi, Uzerindeki noktalarda pozitif sinyalin potansiyel olarak yabani tip DNA'daki
ARMS primerinin arka plan sinyalinden kaynaklandigi noktadir. Ornek CAr degeri esik
noktasindan daha ylksekse, negatif olarak siniflandirilir veya kitin tespit sinirlarinin
disindadir.
Her 6rnek igin, her bir mutasyon reaksiyonu asagidaki kriterler kullanilarak mutation detected
(mutasyon saptandi), mutation not detected (mutasyon saptanmadi) veya invalid (gegersiz)
durumunu belirtecektir:

Mutasyon saptandi:

e FAM amplifikasyonu pozitif ve DCT degerleri esik degerinde veya esik degerinin
altindadir. Coklu mutasyonlar saptanirsa, raporlanan mutasyon en kigik DCT degerine

sahip mutasyon olmalidir.

Mutasyon saptanmadi:

e FAM amplifikasyonu pozitif ve DCT degerleri esik dederinin izerindedir.
o FAM amplifikasyonu negatif ve HEX (dahili kontrol) amplifikasyonu pozitif.

Gegersiz:

e HEX (dahili kontrol) gegersizdir.
e FAM amplifikasyonu negatif ve HEX amplifikasyonu negatif.
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Ornek bir tiipte HEX amplifikasyonu negatif ancak farkl bir tiipte FAM amplifikasyonu
pozitifse, farkli tlpteki mutation detected (mutasyon saptandi) sonucu gecerli olarak
degerlendirilebilir ancak tanimlanan 6zel mutasyon glivenilir olarak atanmis olmayabilir.

e Ornek HEX amplifikasyonu negatif ancak ayni tipte FAM amplifikasyonu pozitifse,
mutation detected (mutasyon saptandi) sonucu gegerli olarak degerlendirilmelidir.

e Tip HEX (dahili kontrol) gegersizse, bu tiiptin sonucu kullanilmamalidir.

Ornek mutasyon durumu atama

Tuim mutasyon reaksiyon tlpleri degerlendirildikten sonra, 6érnedin mutasyon durumu
asagidaki gibi belirlenir:

e Mutasyon saptandi: 7 mutasyon reaksiyonundan bir veya daha fazlasi pozitiftir. Coklu
mutasyonlar saptanirsa, raporlanan mutasyon en kigiuk DCT degerine sahip mutasyon
olmahdir.

e Mutasyon saptanmadi: 7 mutasyon reaksiyonunun timi negatiftir.

® Gecersiz: Higbir mutasyon reaksiyonu pozitif degildir ve bir veya daha fazla mutasyon
reaksiyonu gegersizdir.

Not: therascreen KRAS RGQ PCR Kit bir DNA 6rneginde KRAS genindeki mutasyonlari
saptamak amaciyla tasarlanmistir. Bir 6rnek, KRAS mutasyonu saptandi olarak
adlandinidiginda, yalnizca bir spesifik mutasyon bildirilmelidir. Coklu mutasyonlar
saptanirsa, bildirilen mutasyon en kiglk ACt degerine sahip mutasyon olmalidir.

Mutasyon reaksiyonlari arasinda bir miktar capraz reaktivite meydana gelebilir. Ornegin,
yuksek seviyeli bir 12ALA mutasyonu gdzlenirse, diger mutasyon reaksiyonlarinin bazilari
da pozitif bir sonug verebilir. Bunun nedeni, benzer bir dizinin diger mutasyonlarini birbirine
gére saptayan ARMS primerleridir. ikinci bir mutasyon tahlili pozitif bir sonug verirse, bu
buyuk olasilikla gapraz reaktivitedir. Nadir olmasina ragmen iki mutant gézlenmigtir.

Bir veya daha fazla mutasyon reaksiyonu gecersiz ancak bir veya daha fazlasi pozitifse, bir
mutasyon mevcut oldugundan érnek yine KRAS mutasyonu saptandi olarak adlandirilabilir.
Ancak, bildirilen spesifik mutasyon dogru olmayabilir ve bir ¢apraz reaktivitenin sonucu
olabilir. Bu nedenle, 6rnek yalnizca KRAS mutasyonu saptandi olarak adlandiriimalidir.
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14.

® Ornek kontrol reaksiyonu Cr <21,92: Invalid (Gegersiz) ifadesi gériintilenir.
DNA yogdunlugu mutasyon analizi igin fazla ytksek. Dilisyon Amagcli Nukleaz
icermeyen Su (Dil.) ile seyreltin ve yeniden test edin. Ct degeri 21,92 ila 32,00
olacak sekilde seyreltme yapin. 1:1 oraninda dilisyon yapilmasi, Cr degerini
yaklasik 1,0 oraninda artirir.
® Ornek kontrol reaksiyonu Cr 21,92-32,00 (21,92 <Kontrol Cr=32,00): Valid
(Gegerli) ifadesi goruntilenir. DNA konsantrasyonu mutasyon analizi igin uygundur.
Not: Yeniden ekstraksiyon veya dilisyon gerekirse, DNA konsantrasyonunun kullanima
uygun oldugundan emin olmak igin kontrol reaksiyonunu tekrarlayin.

Rapor dosyalar olugturmak icin Report (Rapor) segenegine tiklayin. Report Browser
(Rapor Tarayicisi) penceresi gorintilenir. Templates (Sablonlar) altindan KRAS
Analysis Report (KRAS Analiz Raporu) 6gesini segin ve Show (Gdster) 6gesine
tiklayin (Sekil 12).

Not: Raporlar, Web Arsivleri formatinda alternatif bir konuma kaydedilebilir. Bunun igin,
her raporun sol st kdsesindeki Save As (Farkli Kaydet) dugmesine tiklamaniz gerekir.

F e algix|

‘m |:

Sekil 12. KRAS Analysis Report (KRAS Analiz Raporu) 6gesinin secilmesi. 1 = Report (Rapor), 2 = Report
Browser (Rapor Tarayicisi) penceresi, 3 = KRAS Analysis Report (KRAS Analiz Raporu) segimi, 4 = Show (G0ster).
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Protokol: KRAS mutasyonlarinin tespiti

Bu protokol KRAS mutasyonlarinin tespiti igindir.

Baslamadan 6nce dnemli noktalar

® Bir ornek, 6rnek incelemesinde basarili oldugu zaman KRAS mutasyon tahlilleri
kullanilarak test edilebilir.

® therascreen KRAS RGQ PCR Kit'in etkili kullanimi igin 6rnekler 7'li gruplar halinde
gruplandiriimalidir (72 kuyulu rotoru doldurmak igin). Daha kiglk gruplar, therascreen

KRAS RGQ PCR Kit ile daha az drnegin test edilebilecedi anlamina gelir.

o Ornek, therascreen KRAS RGQ PCR Kit ile birlikte verilen tiim reaksiyon karigimlari
kullanilarak test edilmelidir.

® Taq DNA polimerazi (Taq tiipli) veya Tag DNA polimeraz igeren herhangi bir karigimi
enzimi etkisiz hale getirebilecedi i¢in vorteksle karistirmayin.

® Ucun fazla enzimle kaplanmasini engellemek icin Taqg DNA polimerazi, pipet ucunu sivi

ylizeyinin hemen altina dikkatlice yerlestirerek pipetle ¢ekin.

o Kontrollere ve orneklere iliskin isaretleri en aza indirmek igin, dogru reaktif karistirma ile
ilgili olarak therascreen KRAS RGQ PCR Kit Kullanim Talimatlari belgesinde sunulan
rehberlige harfiyen uyulmali ve tahlil kurulumu sirasinda her karistirma adiminda

talimatlara uyuldugundan emin olunmalidir.

® Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazinin ilk kullanimindan énce, Rotor-Gene Q yazilim
strimiine karsilik gelen dogru therascreen KRAS Assay Package yaziliminin
yiklendiginden emin olun.

Baglamadan 6nce yapilacaklar

® Her kullanimdan 6nce, tim reaktiflerin oda sicakliginda (15-25°C) en az 1 saat boyunca
tam olarak c¢oézdurilmesi, 10 kez ters ylz edilerek karigtirilmasi ve igerigi tupun

tabaninda toplamak igin kisa sireligine santrifiijlenmesi gerekir.
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Her kullanimdan énce Taq DNA polimerazin (Taqg tupl) oda sicakliinda (15-25°C)
oldugundan emin olun. Enzimi tiipin tabaninda toplamak igin tlpl kisa sireligine
santrifijleyin. Tahlil kurulumu sirasinda dogru reaktif karistirma saglanmalidir.

Prosedir

1. Tim reaksiyon karigsimi tuplerini, sablonsuz kontrol (No Template Control, NTC) igin

nikleaz icermeyen su tlipini ve KRAS Pozitif Kontrollini (Positive Control, PC tip)

oda sicakliginda (15-25°C) en az 1 saat boyunca bekleterek tamamen ¢ozdrin.

Reaktifleri gozdlirme, PCR kurulumu ve galismayi baslatmadan 6nce saklama sureleri
asagidaki tabloda belirtilmistir.

Tablo 6. Reaktifleri gézdiirme siiresi

Gozdiirme siiresi

Minimum Maksimum PCR kurulumu sonrasi Maksimum PCR kurulumu
saklama sicakligi ve saklama siiresi

1 saat 4,5 saat Oda sicakhgi (15-25°C) 7 saat

1 saat 4,5 saat 2-8°C 18 saat

Not: PCR kurulumu oda sicaklijinda yapilmahdir. "Saklama", PCR kurulumunun
tamamlanmasi ile Rotor-Gene Q MDx cihazinda PCR galismasinin baslangici arasinda
gecen slreyi ifade eder.

Not: Tag DNA polimerazi (Taq tlpu) diger reaktiflerle ayni anda oda sicakligina
(15-25°C) getirin (bkz. Reaktifi Saklama ve Kullanma). Enzimi tlplin tabaninda
toplamak icin tlpl kisa sureligine santrifujleyin.

. Reaktifler ¢ozdirtldiginde, bolgesel tuz yogunlagsmalarini énlemek igin her tiipi 10

kez ters ylz ederek reaktifleri karistirin ve ardindan igerigi tliplin tabaninda toplamak
icin dogrudan santriftjleyin.

Not: Tahlil kurulumu sirasinda dogru reaktif karistirma saglanmahdir.
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3. 8 adet mikrosantrifyj tliplnu (saglanmamaktadir), asagidaki tabloda gdsterilen her bir
ilgili reaksiyon karisimina uygun olarak etiketleyin. Tablodaki hacimler uyarinca DNA
orneklerine, bir KRAS Pozitif Kontrol (PC tlipu) reaksiyonuna ve bir sablonsuz kontrol
(NTC tlpu) igin niikleaz icermeyen su reaksiyonuna yonelik olarak yeterli miktarda
master karisimlar (kontrol veya mutasyon reaksiyon karisimi [CTRL, 12ALA, 12ASP,
12ARG, 12CYS, 12SER, 12VAL veya 13ASP tlpu] arti Tag DNA polimeraz [Taq])
hazirlayin. PCR'I kurmak igin yeterli farki saglamak amaciyla reaktifleri 1 fazla érnege

gbre ekleyin.

Not: Master karisimlar, érnek hari¢ PCR icin gerekli bilesenlerin timanu icerir.

Tablo 7. Master karisim ve karsilik gelen hacim

Tahlil ve reaksiyon karigimi tiipii Reaksiyon karigsiminin Taq DNA
hacmi polimeraz hacmi

Kontrol (CTRL tip) 19,76 pl x (n + 1) 0,24 plx (n + 1)
12ALA (12ALA tiipi) 19,76 ul x (n + 1) 0,24 plx (n + 1)
12ASP (12ASP tlpti) 19,76 pl x (n + 1) 0,24 plx (n + 1)
12ARG (12ARG tiipti) 19,76 pl x (n + 1) 0,24 plx (n+1)
12CYS (12CYS tlpii) 19,76 pl x (n + 1) 0,24 pl x (n + 1)
12SER (12SER tiipti) 19,76 pl x (n + 1) 0,24 pl x (n + 1)
12VAL (12VAL tiipii) 19,76 pl x (n + 1) 0,24 plx (n +1)
13ASP (13ASP tupt) 19,76 pl x (n + 1) 0,24 pl x (n + 1)

n = reaksiyon sayisi (6rnekler arti kontroller).

PCR kurulumu igin yeterli farki saglamak amaciyla fazladan 1 érnek (n + 1) igin yeterli miktarda master
karisim hazirlayin. n degeri 7'yi asmamalidir (kontroller harig), ¢clinki bir calismada kullanilabilecek en fazla
ornek sayisi 7'dir.

Not: Tahlil master karigimlari hazirlanirken, éncelikle ilgili tiipe, gerekli hacimde kontrol veya mutasyon
reaksiyon karigimi eklenir ve son olarak Tag DNA polimeraz (Taq tuipi) eklenir.
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4. Uygun sayida PCR 4 strip tlpu (her stripte 4 tlp vardir), Tablo 4'teki dizene uygun

olarak yikleme bloguna vyerlestirin. DNA 0rnedi degerlendirmesi igin yilkleme
blogundaki ¢alistirma diizeni. Sayilar, yikleme blogu igindeki pozisyonlari gdsterir ve
nihai rotor pozisyonunu belirtir. Tlplerin kapagini kapatmayin.

Not: Kapaklari, gerekinceye kadar plastik kap iginde tutun.

. Reaksiyon karisiminin toplam hacminden daha az bir hacme bir pipet koyun ve 10 defa

yukari ve asagdi tamamen aspire ederek master karigimlari iyice karigtirin.
Not: Tahlil kurulumu sirasinda dogru reaktif karistirma saglanmahdir.

KRAS mutasyonlarinin tespiti i¢in, tahlil master karigsimlari her bir DNA 6rnegi icin 8 PC
tiplne, 8 NTC tipune ve 8 tiipe eklenmelidir.

. Hemen 20 pl master karisimi her bir uygun PCR strip tlipline ekleyin.

Not: Reaksiyon karigsimlarini hazirlarken tip dizeni icin Tablo 8'e bakin. KRAS
mutasyonlarinin tespiti igin, master karisimlar her bir DNA 6rnegi icin 8 PC tuplne,
8 NTC tupune ve 8 tipe eklenmelidir.

Tablo 8. KRAS mutasyonlarinin tespit edilmesi icin yiikleme blogundaki ¢calistirma diizeni

Kontroller Ornek numarasi

Tahlil PC NTC 1 2 3 4 5 6 7

CTRL 1* 9 17 25 33 41 49 57 65
12ALA 2 10 18 26 34 42 50 58 66
12ASP 3 11 19 27 35 43 51 59 67
12ARG 4 12 20 28 36 44 52 60 68
12CYS 5 13 21 29 37 45 53 61 69
12SER 6 14 22 30 38 46 54 62 70
12VAL 7 15 23 31 39 47 55 63 71
13ASP 8 16 24 32 40 48 56 64 72

* Sayilar, ylkleme blogu icindeki pozisyonlari gosterir ve nihai rotor pozisyonunu belirtir.
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10.

11.

12.

13.

14.

. NTC tuplerine (tip konumlari 9-16) hemen 5 pl $ablonsuz Kontrol (No Tempate Control,

NTC) icin nlikleaz icermeyen su ekleyin ve tipleri kapatin.

. Ornek tiiplerine (tiip konumlari 17-72) her bir DNA érneginden 5 pl ekleyin ve tiipleri

kapatin.

. PC tiplerine (tip konumlarn 1-8) KRAS Pozitif Kontrolden (Positive Control, PC) 5 pl

ekleyin ve tupleri kapatin.

Her bir PCR 4 strip tlpl igindeki en digliik numarali konumda bulunan ilk tiplerin
kapaklarini kalici bir kalemle isaretleyerek (6rn. 1, 5 ve 9 vb. konumlari), tiplerin Rotor
Gene Q MDx 5plex HRM cihazindaki 72 kuyulu rotor igine yiklenecegi yonu belirtin.

Kapatiimis tiipleri 4 kere ters gevirerek 6rnek ve reaksiyon karisimini karistirin.
Not: Tahlil kurulumu sirasinda dogru reaktif karistirma saglanmahdir.

Tdm PCR 4 strip tiipleri, yon isaretlerinden yararlanarak calistirma diizenine gére
(Tablo 8) 72 kuyulu rotor iginde uygun pozisyonlara yerlestirin.

Not: Her PCR ¢alismasinda en fazla 7 6rnek kullanilabilir. Rotor tamamen dolmamigsa,
tiim kullaniimayan pozisyonlar kapatiimis bos bir tiple doldurulmalidir. Béylece, Rotor-

Gene Q MDx 5plex HRM cihazinin termal verimliligi korunmus olur.

72 Kuyulu rotoru Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazina vyerlestirin. Kilittleme
halkasinin (Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihaziyla birlikte verilir) calisma sirasinda
tupleri sabitlemek igin rotorun Ustline yerlestiginden emin olun.
Rotor Gene Q MDx 5plex HRM yazilimini baglatmak icin Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM
cihazina bagl dizUstu bilgisayarin masaustiinde bulunan therascreen KRAS Locked
Template (therascreen KRAS Kilitli Sablon) simgesine ¢ift tiklayin (Sekil 13).
PR * 1
)

therascreen
KRAS

Locked
Template

Sekil 13. therascreen KRAS Locked Template (therascreen KRAS Kilitli Sablon) simgesi.
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Varsayilan olarak Setup (Kurulum) sekmesi gorunur (Sekil 14).

1+

5t i

=

Sekil 14. 1 = Setup (Kurulum) sekmesi ve 2 = Locking Ring Attached (Kilitleme Halkasi Takili) kutusu.

15.

16.

17.

Kilitteme halkasinin uygun sekilde takildigini dogrulayin ve Locking Ring Attached
(Kilitteme Halkasi Takil) kutusunu isaretleyin. Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazinin
kapagini kapatin.

Lokal isimlendirme mevzuatiniza gére Run ID (Calistirma Kimligi) alanina ¢alistirma
kimligini girin.
Lokal isimlendirme mevzuatiniza gére Sample Name (Ornek Adi) alanina érnek adini

girin ve Return tusuna basin.

Boylece, 6rnek adi agagidaki érnek listesine eklenir ve érnege bir Sample ID (Ornek
Kimligi) (1, 2, 3 vb.) atanir. Ek olarak, sag taraftaki Layout of the pipetting adapter

(Pipetleme adaptori diizeni) paneli, drnek adini igerecek sekilde giincellenir (Sekil 15).

Not: Layout of the pipetting adapter (Pipetleme adaptori diizeni) paneline érnek adinin
eklendiginden ve bu adin renk degisimi ile vurgulandigindan, ayrica 6rnek déngusu

altindaki siitunda bulunan 8 tahlilin de vurgulandigindan emin olun (Sekil 15).

Not: En fazla 7 érnek eklenebilir. Ornek kimliklerine (6rnek déngiilerinde), 1 ile

7 arasinda bir say| otomatik olarak atanir.
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Not: 8 karakterden uzun &érnek adlari, Layout of the pipetting adapter (Pipetleme
adaptori dizeni) panelinde tamamiyla goériintilenmeyebilir.

Alternatif olarak, *.smp (Rotor-Gene Q o6rnek dosyasi) veya *.csv (virgllle ayrilan
degerler) bigimlerinde saklanan érnek adlari, Import Samples (Ornekleri Al) digmesi
kullanilarak alinabilir. Ornek adlari, bu yéntem kullanilarak otomatik sekilde doldurulur.

7

teon Vet kS et [ Metfin |

oz 525

Sekil 15. Run ID (Galistirma Kimligi) ve Sample Name (Ornek Adi) girilmesi. 1 = Run ID (Caligtirma Kimligi) diyalog
alani, 2 = Import Samples (Ornekleri Al) (yazilim siirimii 2.1 ile kullanilamaz), 3 = Sample Name (Ornek Ad1) diyalog
alani, 4 = Ornek Listesi, 5 = Layout of the pipetting adapter (Pipetleme adaptérii diizeni) paneli, 6 = Alttaki 8 tahlilin
vurgulanmis 6rnek déngusi ve situnu.
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18. Tum ilave 6rneklerin adini girmek igin 14. adimi tekrarlayin (Sekil 16).

Not: Bir dérnek adini diizenlemek igin, érnek listesinden Sample Name (Ornek Adi)
segenegine tiklayin; secilen érnek yukaridaki Sample Name (Ornek Adi) alaninda
gorinar. Ornek adini, lokal isimlendirme mevzuatiniza gére diizenleyin ve adi
glncellemek igin Return tusuna basin.

Sekil 16. Sample Name (Ornek Adi) diyalog alanina ilave érnek adlan girme. 1 = Sample Name (Ornek Ad1) diyalog
alani, 2 = Ornek Listesi, 3 = Ek érnek adlari igeren Layout of the pipetting adapter (Pipetleme adaptérii diizeni) paneli.

19. Tum 6rnek adlari girildiginde dogru olduklarini kontrol edin. Gerekiyorsa Notes (Notlar)

alanina ilave bilgiler girin, ardindan Start Run (Calismayi Baslat) diigmesine tiklayin
(Sekil 17).

Not: Kullanilmayan bir rotor pozisyonu varsa bir uyari mesaji belirir (Sekil 17 ve
Sekil 18) ve kullaniciya, rotordaki tim kullaniimayan pozisyonlarin kapatilmis bos bir
tiple doldurulmasi gerektigini hatirlatir. Kullanilmayan tim rotor pozisyonlarinin
kapatilmis bos bir tlple doldurulmus oldugunu kontrol edin ve ilerlemek i¢cin OK
(Tamam) segenegine tiklayin.
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Sekil 17. 1 = Notes (Notlar) diyalog alani, 2 = Start Run (Calismayi Baslat) ve 3 = kullanilmayan rotor pozisyonlarini

bildiren Warning (Uyari).

.~ h'
Rotor-Gene () Series Software | P |
[ 1 Warning - There are unused Rotor Tubes,
Please fill all unused positions with empty tubes,
Do you wish to continue?
oK Cancel

Sekil 18. Kullanilmayan rotor pozisyonlarini bildiren Warning (Uyari).
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20. Save As (Farkli Kaydet) penceresinde, uygun dosya adini segin ve PCR calismasini

secili konuma *.rex galisma dosyasi olarak kaydedin (Sekil 19).

—
B Save As \ [ 3
@Uv‘! Desktop » "‘?H Sean o

Organize + New folder 8% - @

[ Favarites 4 Libraries

#M Computer

4 Libraries il Network

1% Computer

€l Network

File name: therascreen KRAS QC Locked Template 2014-11-27 (1)

Save as type: [Run File (".rex)

# Hide Folders

I Save I Cancel

Sekil 19. Galigma dosyasi kaydediliyor.

PCR caligmasi baslar.
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Not: Calisma basladiginda, Run Progress (Calisma Ilerlemesi) sekmesi otomatik olarak
acllarak sicaklik takibi ve kalan galisma stiresi konusunda bilgi verir (Sekil 20).

1

-

e I o s ]

18 o emany

Tompaiature Traca - Tamp (') ve T (i)

[

Sekil 20. Run Progress (Galigsma ilerlemesi) sekmesi.
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Calisma bittiginde, Analysis (Analiz) sekmesi otomatik olarak agilir.
Not: Analysis (Analiz) sekmesi agilmazsa, bu sekmeye tiklamalisiniz (Sekil 21).

Not: Hesaplama ydnteminin bir agiklamasi Sonuglarin Yorumlanmasi bolimiinde
sunulmustur.

Fle heb =l8ix]
ew
e T BPropes T == — 1
Bt |
Fun Contioks Posiive Controk.
Rotos Poationy | sy Ii = TPosiive Contial Status
T Cortl Vokd
2 1204 Vo
2 = =
f 128G Vad
s 12005 vad
6 125€R 7
7 T2vaL Vol
s 1305P 7]

Flun Contiols. Negative Controf:

ot Poston [y THiC T TFingaroiors Tiiegais ConalSiain
s Cornal Vot ot ]
10 T2 ekt ek ekt
— (11 1245P Vakd Vasd Wabd
2 128R6 Vakd Vakd Wabd
1 120 Vo Vol voud
i 1R Vot Vot vaid
I T Vot vosa void
i e Vst i ysia

Sample Resull Table:

Sl [Samgis Hams TKAAS Sio_ [Fisgewrarings TRRAS Vidtion Stz
T 3771008 Ho Mudaien Gelecied HoMudafon Delecied
4 H (ALl Mo Mutatin Daticted HoMutytion Detecied 5
— [erzalrr. ] o My ted
(ol )

[l ]
[l ]
037710768
—

Sekil 21. Analysis (Analiz) sekmesi ve sonuglarin raporlanmasi. 1 = Analysis (Analiz) sekmesi, 2 = Run Controls,
Positive Control (Calisma Kontrolleri, Pozitif Kontrol) paneli, 3 = Run Controls, Negative Control (Calisma Kontrolleri,
Negatif Kontrol) paneli, 4 = Sample Result Table (Ornek Sonug Tablosu), 5 = KRAS Mutation Status (KRAS Mutasyon
Durumu) sttunu.

Tahlil sonuglar asagidaki gibi raporlanir (Sekil 21).

® Run Controls, Positive Control (Calisma Kontrolleri, Pozitif Kontrol) paneli:
Sonuglar kabul edilebilir aralik dahilindeyse, Positive Control Status (Pozitif
Kontrol Durumu) Valid (Gegerli) ifadesini gdsterir; aksi halde Invalid (Gegersiz)
ifadesi gorilir.
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® Run Controls, Negative Control (Galigma Kontrolleri, Negatif Kontrol)
paneli: Hem NTC hem de Internal Control (Dahili Kontrol) sonuglari kabul
edilebilir araliklar dahilindeyse, Negative Control Status (Negatif Kontrol Durumu)
Valid (Gegerli) ifadesini gosterir; aksi halde Invalid (Gegersiz) ifadesi gorilir.

® Sample Result Table (Ornek Sonug Tablosu) paneli: Mutasyon Pozitif srnekler
icin spesifik mutasyonlar KRAS Mutation Status (KRAS Mutasyon Durumu)
sUtununda raporlanir.

21. Rapor dosyalari olusturmak igin Report (Rapor) segenegine tiklayin. Report Browser
(Rapor Tarayicisi) penceresi gorintilenir. Templates (Sablonlar) altindan KRAS
Analysis Report (KRAS Analiz Raporu) 6desini segin ve Show (Goster) 6Jesine
tiklayin (Sekil 22).

Not: Raporlar, Web Arsivleri formatinda alternatif bir konuma kaydedilebilir. Bunun igin,
her raporun sol Ust kdsesindeki Save As (Farkl Kaydet) 6gesine tiklamaniz gerekir.

Sekil 22. KRAS Analysis Report (KRAS Analiz Raporu) 6gesinin secilmesi. 1 = Report (Rapor), 2 = Report
Browser (Rapor Tarayicisi) penceresi, 3 = KRAS Analysis Report (KRAS Analiz Raporu) segimi, 4 = Show (Gdster).

WN
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Yalnizca NSCLC ornekleri i¢in not: Yanlis bir G12C (12CYS) mutasyon sonucu
verilmesini 6nlemek igin, asagdida listelenen isaretlerin bulundugu ornekler Invalid
(Gegersiz) olarak yorumlanmalidir.

e SAMPLE_INT CTRL_EARLY CT
e SAMPLE_POSITIVE_AND_INVALID
e SAMPLE_INT_CTRL_FAIL

e MUTATION_EARLY_CT

e SAMPLE_INVALID DATA
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Sonuclarin Yorumlanmasi

Analiz ve mutasyon sonugclari, galisma tamamlandiktan sonra Rotor-Gene Q therascreen
KRAS Assay Package tarafindan otomatik olarak ¢ikarilir. Asagidaki bilgiler, Rotor-Gene Q
therascreen KRAS Assay Package'in analiz ve mutasyon sonuglarini nasil gikardigini

aciklamaktadir.

Analiz ve mutasyon sonuglari

Belirli bir reaksiyondan gelen floresansin bir esik degeriyle kesistigi PCR donglsu, Cr degeri
olarak tanimlanir. Ct degerleri, spesifik giren DNA miktarini ifade eder. Dusuk Cr degerleri
yuksek seviyede DNA girdisini, yliiksek Ct degerleri ise dustik seviyede DNA girdisini belirtir.

Cr degerine sahip reaksiyonlar, pozitif amplifikasyon olarak siniflanir.

Rotor-Gene Q yazilimi, kaydedilen herhangi 2 deger arasina floresan sinyaller ekler. Bu
nedenle Cr degerleri, 0 ile 40 arasinda herhangi bir gercek sayi olabilir (tam sayilarla sinirli
degildir).

therascreen KRAS RGQ PCR Kit igin esik degeri 0,05 bagil floresans birimi olarak ayarlanir.
Bu deger, hem Green hem Yellow floresan kanallari igin therascreen KRAS Assay
Package'da yapilandirihr. Esik degeri, therascreen KRAS RGQ PCR Kit'in gelistiriimesi
sirasinda tanimlanmistir.

Asagidaki denklemi kullanarak ACt degerini belirlemek igin bir hesaplama yapilir:

ACt = [mutasyon tahlili Cr degeri] — [kontrol tahlili Ct degeri]

Calisma kontrolleri (pozitif kontrol, NTC ve dahili kontroller), kabul edilebilir Ct degerlerinin

alinmasini ve reaksiyonlarin dogru gerceklestiriimesini saglamak tzere degerlendirilir.
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Ornek ACT degerleri ayni 6rnekten elde edilen mutasyon tahlili Ct degeri ve kontrol tahlili Ct
degeri arasindaki fark olarak hesaplanir. Ornekler bu tahlile ait esik ACT degerine esit veya
bundan daha disik ACt degeri verirse mutasyon pozitif olarak siniflandirilir. Bu degerin
Uzerinde, ornek ya therascreen KRAS RGQ PCR Kit tarafindan tespit edilebilecek mutasyon
yuzdesinden (tahlillerin limiti disinda) daha az icerir ya da mutasyon negatiftir ve bu ikinci

durum No Mutation Detected (Higbir Mutasyon Tespit Edilmedi) olarak raporlanir.

Mutasyon reaksiyonlarinda amplifikasyon goériimemesi, No Mutation Detected (Higbir
Mutasyon Tespit Edilmedi) olarak kaydedilir. Arka plan amplifikasyonundan hesaplanan AC+
degerlerinin esik ACt degerlerinden daha yiksek olmasi beklenir ve 6rnek, No Mutation
Detected (Higbir Mutasyon Tespit Edilmedi) olarak siniflandirilir.

Tahlil sonuglar "[mutasyon adi] Detected" ([mutasyon adi] Tespit Edildi), No Mutation
Detected (Higbir Mutasyon Tespit Edilmedi), Invalid (Gegersiz) veya galisma kontroli
basarisiz olursa Run Control Failed (Calisma Kontroli Basarisiz) seklinde gorintilenir.

Mutasyon pozitif érnekler icin spesifik mutasyonlar raporlanir.

Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Package tarafindan olusturulan isaretlerin

yorumlanmasi icin bkz. therascreen KRAS Assay Package tarafindan olusturulan isaretler.

Not: Nadir de olsa, bir timdr birden fazla mutasyona sahip olabilir. Bu gibi durumlarda, en
disuk ACt degerini veren mutasyon saptanir.
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Sinirlamalar

Test, KRAS geni igindeki 12 ve 13 kodonlarindaki 7 adet mutasyonu tespit etmek (izere
tasarlanmistir. Sonuglari No Mutation Detected (Higcbir Mutasyon Tespit Edilmedi) olarak
raporlanan Ornekler, tahlil tarafindan tespit edilemeyen KRAS mutasyonlari barindiriyor
olabilir (6rn. 13CYS).

Mutasyonlarin tespit edilmesi, érnegin butiinligine ve numune icindeki amplifiye edilebilir
DNA miktarina baghdir. Ornek lizerinde yapilan ilk DNA incelemesi, mutasyon analizi igin
miktarin yetersiz veya ¢ok fazla olduguna isaret ediyorsa, prosedur tekrarlanmalidir.

therascreen KRAS RGQ PCR Kit, polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction,
PCR) prosedirinde kullanilir. Tim PCR prosedirlerinde oldugu gibi, ornekler test
ortamindaki harici DNA kaynaklari ve pozitif kontrol iginde DNA tarafindan kontamine
edilebilir. Kontrol ve reaksiyon karisimi reaktiflerinin kontamine olmasini énlemek igin gok
dikkatli olun.

therascreen KRAS RGQ PCR Kit, hastalik teshisi amaciyla kullaniimaz.

CRC ornekleri igin, therascreen KRAS RGQ PCR Kit yalnizca yabani tip ve mutant érnek
ayrimini yapmada kullanilabilir. Test, her bir mutant reaksiyonun, dlcllen spesifik mutasyon
icin en hassas olacagi sekilde tasarlanmistir. Bununla birlikte, mutasyonun tespit edildigi
orneklerde, diger mutasyon reaksiyonlariyla gcapraz reaktivite gorulebilir. Birden fazla mutant
reaksiyon pozitifse, sonug, en disik ACt sonucuna sahip olandir.

therascreen KRAS RGQ PCR Kit yalnizca, formalinle fikse edilmis, parafine gémuilmus
kolorektal kanser dokusu ve kugiuk hucreli olmayan akciger kanseri dokusu igin
dogrulanmistir.

therascreen KRAS RGQ PCR Kit yalnizca, QlAamp DNA FFPE Tissue Kit ile birlikte kullanim
icin dogrulanmistir. Yalnizca Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM, therascreen KRAS RGQ PCR
Kit ile kullanim igin dogrulanmistir.
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Performans Ozellikleri

Analitik Performans

therascreen KRAS RGQ PCR Kit'in spesifik performans 6zellikleri, CRC hastalari ve NSCLC
hastalarindan toplanan, FFPE doku 6rneklerini iceren arastirmalarla belirlenmistir. NSCLC
ornekleri icin numune alma ydntemleri arasinda kalin igne biyopsisi (Core Needle Biopsy,
CNB), ince igne aspirasyonu (Fine Needle Aspirate, FNA) ve kazima yer almaktadir. Her
ornek trd igin, 7 adedi bilinen, tahlil tarafindan tespit edilmis KRAS mutasyonlari ve bir adedi
KRAS yabani tip (6rn. kodon 12 ve 13'te mutasyon yok) olmak Uzere 8 adet FFPE insan
hiicre hatti kullaniimistir. Orneklerin mutasyon durumu, iki yénli Sanger sekanslamasi ile
dogrulanmigtir.

Esik Deger

Tahlilin esik degerlerini belirlemek igin, CLSI EP17-A (2004) (8) igindeki ydnergelere uygun
bir yontem kullanilarak, 225 FFPE 6rnegi test edilmistir. Kontrol reaksiyonu Ct araligi 21,92
ila 32,00 olarak saptanmistir. Ct mutant reaksiyonlardan elde edilen, kontrol reaksiyonunun
Cr degerine dayanan esik degerleri (ACt), Tablo 9'de gosterilmektedir.

Tablo 9. Her mutasyon tahlili i¢in belirlenen esik degerleri.

Mutasyon tahlili

12ALA 12ASP 12ARG 12CYS 12SER 12VAL 13ASP
Esik degeri (sDC1) 8,0 6,6 8,0 8,0 8,0 7,5 7,5
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Kor siniri

Mutant pozitif sablon bulunmamasi durumunda therascreen KRAS RGQ PCR Kit'in
performansini dederlendirmek ve bos bir 6rnegin diiglik mutasyon konsantrasyonuna isaret
edebilecek analitik bir sinyal olusturmadigindan emin olmak igin, sablonsuz Ornekler
incelenmigstir. Sonuglar, mutasyon veya kontrol reaksiyon tliplerinden higbirinde tespit
edilebilir bir kontrol veya mutant Cr degeri géstermemistir (dahili kontrol Ct degerlerinin

tamami gecerli olmak Uzere).

Analitik referans yontemi ile karsilastirma: CRC

iki yénlii sekanslamaya kiyasla therascreen KRAS RGQ PCR Kit ile test edilen CRC
orneklerinin mutasyon durumundaki uyumlulugunu ortaya koymak icin iki arastirma
yurGtdlmustir. Toplam 137 FFPE 6rnedi, hem therascreen KRAS RGQ PCR Kit hem de iki

yonli sekanslama igin gegerli sonuglar vermistir.

Genel sonuglar Tablo 10'da gosterilmektedir. Tablo 11'de, therascreen KRAS RGQ PCR Kit

ve iki yonlu sekanslama uyumluluk analizi gdsterilmektedir.
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Tablo 10. therascreen KRAS RGQ PCR Kit ile iki yonlii Sanger sekanslamanin karsilastiriimasi

iki yonlii sekanslamadaki mutasyon sonucu

Neg. 12ALA 12ARG 12ASP 12CYS 12SER 12VAL 13ASP Toplam

=3

S Negatif 80 - - 1 - - - 1 82

5

- Pozitif

< = 3 = = = = = - 3

x 12AlL.A

3

x Pozitif

@ 12ASP - - - el - - - - 2l

€ Pozitf

¥ 12cvs - - - - s - - - 3

8 | Pozitf _ _ _ _ _ _ ~ _ 0

8  12SER

S i

o ozitif

€  12VAL 2 - - - - - 14 - 16
Pozitif
13ASP L - - - - - - il g2
Toplam 83 3 0 22 3 0 14 12 137

Tablo 11. Uyumluluk analizi

Uyumluluk 6lgiimi Sikhk (%) %95 Giiven Araligi (Cl)
Genel uyumluluk 132/137 (96,35) 92,69-98,21
Pozitif uyumluluk orani 52/54 (96,30) 89,41-98,77
Negatif uyumluluk orani 80/83 (96,39) 91,30-98,55

ilk arastirmanin sonuglarini desteklemek amaciyla tamamen farkli ikinci bir set érnek
incelenmistir. 271 CRC FFPE 6rnegi alinmistir; 250'si bilinmeyen mutasyon durumuna, 21'i
nadir gortlen mutasyonlar yoluyla arastirmayi zenginlestirmek ic¢in bilinen mutasyon
durumuna sahip bu 6rnekler, yukarida agiklandigi sekilde Sanger iki yonli sekanslama ile

karsilastiriimistir.

Uyumluluk analizi, hem iki yonli sekanslamada hem de therascreen KRAS RGQ PCR Kit ile
incelemede gecerli sonuglar veren 247 6rnek Uzerinden ylritdlmustir. 9 adet uyumsuz
ornek bulunmustur. Genel anlamda uyumluluk orani %96,4'tir. Veriler, therascreen KRAS
RGQ PCR Kit'in hassas performansini dogrulamaktadir (Tablo 13 ve Tablo 14).
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Tablo 12. therascreen KRAS RGQ PCR Kit ile iki yonlii Sanger sekanslamanin karsilastiriimasi
(ikinci aragtirma)

iki yonlii sekanslamadaki mutasyon sonucu
»n
o
s 3 8§ & & ¢ & 2 & &
-4 o~ < ﬁ ﬁ ~ ﬁ N g 8‘
5 - :tl - - - - - - i
S d
c
o
(7]
= . 26 -
X Negatif - - - - 1 262
I 1
2
Pozitif
g 12aA ‘ & [ - - - - - - 2
4 e
Pozitif -
g 12ARG - - 3 - - - - - 3
x Pozitif -
$ 12ASP & - - (S - - - - U
o
o o
S Pozitif -
8 12CYS 6 - - - 35 - - - 4“
[ "
S Pozitif -
12SER % - a - - B B - 2
Pozitif -
12VAL 5 - - - - 1 17 - 23
Pozitif -
13ASP L - a - - B B & &
Toplam 280 4 1 3 14 35 1 17 5 360
Tablo 13. Uyumluluk analizi (ikinci aragtirma)
Uyumluluk olgiimii Siklik (%) %95 Giiven Araligi (Cl)
Genel uyumluluk 340/360 (94,44) 92,03-96,29
Pozitif uyumluluk orani 79/80 (98,75) 94,21-99,94
Negatif uyumluluk orani 261/280 (93,21) 90,20-95,51
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Analitik referans yontemi ile kargilastirma: NSCLC

iki yénlii Sanger sekanslama ile karsilastirildiginda therascreen KRAS RGQ PCR Kit ile test
edilen NSCLC orneklerinin genel mutasyon durumundaki uyumlulugu ortaya koymak
amaciyla kazima, CNB veya FNA yoluyla alinan klinik FFPE NSCLC &rnekleri bu ¢calismada
kullaniimigtir. Test 6ncesinde, therascreen KRAS RGQ PCR Kit kullanilarak her érnekten
DNA ekstrakte edilmistir. Bu testin sonuglari, iki yonli Sanger sekanslamasindan alinan

sonuglarla karsilastiriimistir.

Hem therascreen KRAS RGQ PCR Kit hem de iki yonli Sanger sekanslamasi igin toplamda
360 6rnek gegerli sonug vermistir, bu sonuglardan 340't uyumludur.

therascreen KRAS RGQ PCR Kit ile iki yonlu sekanslama arasindaki uyumluluk, Tablo 14'de
gosterilmistir. iki yénlii Sanger sekanslamada iki érnek cift mutasyon sonucu vermistir. Bir
mutasyon therascreen KRAS RGQ PCR Kit sonucu ile ayni oldugundan, bu drnekler genel
uyumluluk, pozitif uyumluluk ve negatif uyumluluk analizi agisindan uyumlu olarak
siniflandinimistir (Tablo 15).
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Tablo 14. therascreen KRAS RGQ PCR Kit ile iki yonlii Sanger sekanslamanin karsilastiriimasi

iki yonlii sekanslamadaki mutasyon sonucu

» -
S s
s 3 & ¢ & ¢ § 3 & &
o < | < << O { > < Q
2 N j N o~ « " N © o
- - - - > - - -
3 < 3]
S N N
2 - -
o
(7] —
4 Negatif 261 - - - - - - 1 262
©
[&]
Q. Pozitif 1 1 _ _ _ _ _ _ 6
§ 12aLA
& Ppozitif
g 12ARG - - C - - - - Y
X Pozitif -
S 12AsP 4 14 18
©
S ozitif _ - _ _ _ _ _
2 120vs 6 35 4“1
2 Pozitif -
s - - - - - - -
12SER 2 2
Pozitif -
12VAL 5 - - - - 1 17 - 23
Pozitif -
13ASP L - B - B B B 4 5
Toplam 280 1 3 14 35 1 17 5 360
Tablo 15. Uyumluluk analizi
Uyumluluk él¢iimi Sikhk (%) %95 Giiven Araligi (Cl)
Genel uyumluluk 340/360 (94,44) 92,03-96,29
Pozitif uyumluluk orani 79/80 (98,75) 94,21-99,94
Negatif uyumluluk orani 261/280 (93,21) 90,20-95,51
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Tespit sinin (Limit of detection, LOD)

therascreen KRAS RGQ PCR Kit'in galisma aralidi, numunede bulunan ve Kkontrol
reaksiyonu Ct degeri ile belirlenen amplifiye edilebilir DNA miktarina baghdir. Belirtilen tahlil
giris araligi, énceden belirlenen kontrol Cr araligi olan 21,92-32,00 arasidir. Toplam
cogaltilabilir DNA belirlenen giris araligi dahilinde ve halen esik ACt degerinin altinda iken
LOD, yabani tir arka planinda tespit edilen minimum mutant DNA yiizdesidir.

CRC

therascreen KRAS RGQ PCR Kit icindeki 7 adet mutasyon spesifik reaksiyonun her biri igin
LOD belirlemek amaciyla bir arastirma yapilmistir. therascreen KRAS RGQ PCR Kit igin
yabani tip DNA arka planindaki mutant DNA'yi tespit siniri, mutasyon pozitif her drnek igin
test kopyalarinin %95'inin pozitif oldugu en dusik dilisyon faktori olarak belirlenir.

Dusuk ve yuksek girigli DNA veri setleri icin her bir tahlile ayri ayri lojistik regresyon modelleri
uygulanmigtir. Bu modellerde tepki degiskeni, saptanan mutasyonun (tespit=1) ve
saptanmayan mutasyonun (tespit =0) ikili ciktisidir; devamli agiklayici degisken ise
mutasyon dilisyonunun logz yuzdesidir. LOD'ler, tahmini tespit olasiligi 0,95 olan mutasyon

dilisyon ylizdesi olarak hesaplanmistir (Tablo 16).

Tablo 16. FFPE hiicre hatlari kullanan her mutasyon tahlili icin LOD degerleri

LOD Cos
Tahlil (yabani tip DNA icinde mutant DNA yiizdesi)
12ALA 0,8
12ARG 2,6
12ASP 6,4
12CYS 1,5
12SER 5,6
12VAL 1,6
13ASP 6,4
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NSCLC

therascreen KRAS RGQ PCR Kit ile yapilan tahliller igcin LOD, CRC dokusu kullanilarak

belirlenmis ve dogrulanmistir. Bu LOD sonuglart NSCLC dokusu i¢gin tekrar dogrulanmistir.

Arastirma 2 kisimdan olusmustur. 1. Kisimda, 7 mutant FFPE NSCLC hiicre hattinin her bir
mutasyonu temsil eden 60 kopyasi, ilgili tahlilin LOD'sine kadar seyreltilmis ve test edilmistir.
Degerlendirilen her bir 6rnek icin yapilan 60 adet gecerli FFPE hicre hatti kopyasinin tima,

degerlendirilen LOD'de kendi ilgili mutasyon reaksiyonlari icin %100 tespit orani sunmustur.

2. Kisimda ise, klinik FFPE NSCLC 6rneklerinin 3 numune alma yéntemi (kazima, CNB ve
FNA) icin her bir mutasyonu temsil eden 96 kopyasi, ilgili tahlilin LOD'sine kadar dillisyona

tabi tutulmus ve test edilmistir.

96 adet gegerli 12ALA, 12ASP, 12ARG, 12VAL ve 13ASP kopyasi %100 dogru sonug
vermigtir. 12CYS ve 12SER tahlilleri %95,8 LOD tespiti sunmustur.

Bu da, NSCLC doku 6rnegi ve klinik FFPE NSCLC/FFPE hiicre hatlari/hastayla eslesen
ornekler degerlendirilirken, 6nceden belirlenmis LOD degerinin tim mutasyon tahlilleri igin
dogrulandigini gostermektedir.

DNA girisi ve dogrusallik

DNA giris duzeyinin ACt degerlerine etkisi

Farkl toplam DNA duzeylerine sahip érnekler ayni oranda mutant DNA igeriyorsa, élcllen
ACt degerlerinin sabit kalmasi beklenir. Calismanin amaci, therascreen KRAS RGQ PCR
Kit performansinin, tahlilin toplam DNA girisi (kontrol CT) araligi genelinde tutarli oldugunu
gOstermektir. 8 adet FFPE hiicre hattindan ekstrakte edilen DNA kullanilarak, elde edilebilen
en duglk kontrol reaksiyon Ct degerine sahip DNA havuzlar olusturulmustur. Konsantre
DNA stoklari daha sonra, tim c¢alisma arahiginda DNA Ulretmek icin seyreltilmistir (ilk
konsantre stok dahil toplamda 5 dilisyon islemi yapilmistir).
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Calisma aralid1 icindeki her nokta igin, 6 test kopyasi almaya yetecek materyal
hazirlanmistir. Her mutasyon reaksiyonu igin dillisyon araligi ve sonuglardan alinan ortalama
ACt degeri, Tablo 17 ve Tablo 18'de verilmektedir. Genel ACt degerleri, tim tahliller igin
therascreen KRAS RGQ PCR Kit'in ¢alisma aralidi boyunca tutarlidir, bu durum DNA

diizeyinin 6érnek mutasyonu sonucunun dogrulugunu etkilemedigini gosterir.

Tablo 17. Girig kontrol reaksiyon Cr araligi boyunca DNA giriginin ACr degerleri lizerindeki etkisi — CRC FFPE
hiicre hatlarn

ACr
Tahlil Diliisyon 1 Diliisyon 2 Diliisyon 3 Diliisyon 4 Diliisyon 5
~20-21 Ct ~23-24 C+ ~26-27 Cr ~29-30 Cr ~32-33 Cr

12ALA 1,56 1,25 1,16 1,14 1,27
12ASP* 2,46 2,18 2,1 2,1 1,75
12ARG 1,18 0,63 1,08 0,94 1,06
12VAL 0,29 0,25 0,15 0,26 -0,1
12SER 2,91 2,21 2,15 2,15 2,08
12CYS 0,98 0,71 0,58 0,81 0,67
13ASP 3,57 2,84 2,54 2,46 2,62

* 12ASP icin toplam kopya sayisi 27'dir.
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Tablo 18. Giris kontrol reaksiyon Cr araligi boyunca DNA girigsinin ACt degerleri lizerindeki etkisi - NSCLC
FFPE ornekleri

ACr
Tahlil Diliisyon 1 Diliisyon 2 Diliisyon 3 Diliisyon 4 Diliisyon 5
~20-21 Cr ~23-24 C+ ~26-27 Ct ~29-30 Cr ~32-33 Cr

12ALA 3,40 3,25 3,11 2,90 3,31
12ASP 3,63 2,92 2,55 2,46 -

12ARG 2,49 2,22 2,25 2,23 1,40
12VAL 1,34 1,23 1,18 1,13 0,97
12SER 5,34 4,50 4,30 3,92 -

12CYS 1,70 1,71 1,70 1,77 1,01
13ASP 6,24 5,36 5,14 4,87 -

* Duslk DNA konsantrasyonu nedeniyle higbir mutasyon reaksiyonu Ct degeri alinamamis, bu nedenle higbir ACt
deg@eri hesaplanamamistir.

DNA girisinin bir fonksiyonu olarak dogrusallik/amplifikasyon

Her bir mutasyon reaksiyonu igin, kontrol reaksiyonuna kiyasla therascreen KRAS RGQ
PCR Kitin calisma araligi boyunca PCR dogrusalligi ve amplifikasyon verimliligi
g6sterilmigtir. Amplifikasyon verimliligi, her mutasyon reaksiyonu ve kontrol reaksiyonu igin
[10(=1/e@im)] —1 olarak hesaplanmistir.

Kontroliin mutant reaksiyona kiyasla amplifikasyon verimliligi; ACt degerinin, dolayisiyla da
mutasyon sonucunun, tahlilin galisma araligi boyunca tutarli oldugunu gésterir. Verilerin bir
6zeti Tablo 19 (CRC 6rnekleri) ve Tablo 20'de (NSCLC 6rnekleri) gésterilmektedir.
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Tablo 19.

Kontrol ve mutasyon reaksiyonlarinda amplifikasyon verimliligi: CRC hiicre hatlan

2 tarafli 2 tarafli
Kesigsme %95 %95 Ampli-
nokta- gliven gliven fikasyon
sindaki Hesap- Standart arahigialt arahig: Amplifi- verimli-
. Kesisme standart lanan yanilma limiti ust limiti  kasyon liklerinin
Ornek noktasi yanilma egim (egim) (egim) (egim) verimliligi farki
Koptrol 1,023 0,993 0,989
Cr 21,060 0,060 -1,008 0,007 -1, -0, , 003
12ALA - oALA 22476 0103 -0987 0013  -1013  -0,961 1,019 '
Cr
Kogtro! 1,056 1,014 0,954
Cr 20,825 0,083 -1,035 0,01 -1, -1, I 0.056
234 12ARG 23,237 0,083 -0,993 0,011 -1,016 -0,97 1,01 ’
Cr
Koptrol 1,046 0,98 0,982
Cr 20,385 -1,013 0,16 -1, -0, k 0,003
12ASP 1oasp 21347 0130065 4015 o008  -1.082 0,999 0,979 '
Cr
Koptrol 1,003 0,96 1,026
Cr 23,437 0,063 -0,981 0,01 -1, -0, i 0.032
[0 12CYS 24,289 0,039 -0,961 0,006 -0,974 -0,947 1,058 ’
Cr
Koptrol 1,02 0,986 0,996
Cr 22,568 0,050 -1,003 0,008 -1, -0, s 0.105
12SER 12SER 25,212 0,087 -0,934 0,014 -0,963 -0,904 1,101 ’
Cr
Koptrol 1,00 0,983 1,00
Cr 21208 0047 -0995 0,006  -1007 -0, ,007 0033
12VAL jovAL 21532 0043 -0972 0005  -0.983  -0,961 1,04 '
Cr
Koptrol 1,02 0,982 0,999
Cr 23,207 0,056 -1,001 0,009 -1, -0, , 0.145
13ASP 1oASP 261466 0106 -0.909 0017 0,945  -0,873 1,144 ’
Cr
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Tablo 20. Kontrol ve mutasyon reaksiyonlarinda amplifikasyon verimliligi: NSCLC 6rnekleri

2 tarafh 2 tarafli
Kesigsme %95 %95 Ampli-
nokta- gliven gliven fikasyon
sindaki Hesap- Standart arahg alt arahgi Amplifi- verimlilikl
. Kesigsme standart lanan yanilma limiti uist limiti kasyon erinin
Ornek noktasi yanilma egim (egim) (egim) (egim) verimliligi  farki
Koptrol 0,19 0,11 0,94
Cr 22,74 004 015 0,02 -0, -0, ) 0069
12ALA oALA 2411 016  -1.06 0,07 -1,20 -0.,93 1,01 '
Cr
Koptrol 0,09 0,05 0,94
Cr 21,92 0,03 -0,07 0,01 -0, -0, f 0.093
12ARG 1, RG 2444 0,02 -0,98 0,01 -0,96 -0,96 1,04 ’
Cr
Kontrol 0,17 0,08 0,96
Cr 21,73 0,05 -0,13 -0,02 -0, -0, , -0.001
12ASP 12ASP 22,69 0,03 -0,97 0,01 -1,00 -0,95 0,96 ’
Cr
Koptrol 0,14 0,08 0,98
Cr 21,73 0,04 -0,11 0,01 -0, -0, f 0.019
s 12CYS 22,77 0,03 -1,01 0,01 -1,03 -0,99 1,00 ’
Cr
Koptrol 0,10 0,02 0,9
Cr 22,03 005  -006 0,02 -0, -0, 97 0127
12SER 12sER 2534 003 097 001 -0,99 0,94 1,09 '
Cr
Koptrol 0,0 0,01 0,92
Cr 22,13 004  -003 002 -0,07 : , 0011
12VAL 1oVl 2334 008 095 003 41,01 -0,88 0,91 '
Cr
Koptrol 0,001 0,04 0,94
Cr 22,63 0,02 -0,02 0,01 , -0, f 0.066
13ASP oASP 2514 007 094 003 -1,00 -0.88 1,01 '
Cr

Mutasyon yiizdesinin bir fonksiyonu olarak dogrusallik/amplifikasyon

Bu arastirmanin amaci, seri olarak seyreltilmis mutant pozitif 6rnegin, yaklasik 22—23Cr girdi
Cr duzeyinden itibaren therascreen KRAS RGQ PCR Kit'in ¢alisma araligi boyunca
amplifikasyon verimliligini 6lgmektir.

CRC FFPE hiicre hatlari ve NSCLC 6rneklerinden alinan DNA numuneleri, therascreen
KRAS RGQ PCR Kit ile PCR yapilmadan 6nce OD degerleri kullanilarak degerlendirilmistir.
Daha sonra DNA stoklari ile yaklagik 23 Cr degerine karsilik gelecek sekilde Kontrol
Reaksiyonu Ct hazirlanmistir. Stoklar, sablon icindeki mutant DNA ylzdesini degistirirken
toplam yabani tip DNA oranini sabit tutarak, her seferinde iki defa yabani tip DNA kullanilarak
seri olarak seyreltilmigstir.

therascreen KRAS RGQ PCR Kit Kullanim Talimatlar (El Kitab1) 04/2022 71



Mutasyon bagina 6 kopya almaya yetecek DNA havuzlari hazirlanmigtir. Her dilisyon
noktasindaki her mutasyon igin Ct ve ACt verileri hesaplanmigtir. Mutasyon reaksiyonu Cr
degerine karsilik log2 DNA girisi dilisyonu ile dogrusal bir regresyon modeli olusturulmustur.
Arastirma, tutarli konsantrasyondaki yabani tip DNA arka planindaki mutasyon dillisyon
isleminin, yukaridaki dogrusallik arastirmasinda belirlenen degerlerin 6nemli élgliide disina

ctkmayan bir amplifikasyon verimliligi ortaya ¢ikardigini gostermistir.
Olumsuz etkileyen maddeler

Bu arastirmanin amaci, potansiyel olarak olumsuz etkileyen maddelerin therascreen KRAS
RGQ PCR Kit'in performansi lzerine olan etkisini degerlendirmektir. Bu, deneylere cesitli
konsantrasyonlarda ekleme yapilmasi yoluyla her bir maddenin test 6rneklerinin ACt
degerleri ve mutasyon durumu Uzerindeki etkisi analiz edilerek gerceklestirilmistir. Test
edilen DNA ekstraksiyon isleminde potansiyel olarak olumsuz etkileyen maddeler Buffer AL,
Buffer ATL, etanol, parafin mumu, Proteinaz K, Wash Buffer AW1, Wash Buffer AW2 ve
ksilen olmustur. Kitten gelen son eliisyon tamponu olan Buffer ATE de bos kontrol olarak

teste sokulmustur.

Normal kullanim esnasinda karsilasiimasi beklenen konsantrasyonlarda, potansiyel
olumsuz etkileyen maddelerin higbiri igin, therascreen KRAS RGQ PCR Kit'in mutasyon
pozitif orneklerle mutasyon negatif 6rnekleri ayirt etme kapasitesi Uzerinde bir etki

gbzlenmemisgtir.

Olumsuz etkileyen maddeler arastirmasina ek olarak, timoér érneklerinde bulunan yiiksek
diizeyde 6lU huicrenin gegerli veri alma kapasitesi Uzerindeki etkisini belirlemek adina, klinik
orneklerdeki potansiyel doku o6limi etkisi de degerlendirilmistir. Analitik Referans
Yontemiyle Karsilagtirma arastirmalarinin  bir parcasi olarak degerlendirilen toplam
421 6rnekten 29'u, patolojik incelemede belirlendigi sekilde > %50 doku 6lumu sergilemistir.
Bu 29 drnekten 28'i ise iki yonli Sanger sekanslamasiyla uyumlu, gegerli sonuglar vermistir.
Yalnizca bir sonug yetersiz DNA'dan dolay! gecgersiz olmustur.
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Capraz kontaminasyon

Bu calismanin amaci therascreen KRAS RGQ PCR Kit kullanilarak DNA &rnekleri arasinda
potansiyel yanlis pozitif sonuglara yol agan gapraz kontaminasyon derecesini belirlemektir.
Potansiyel capraz kontaminasyon kaynaklari agsagidakileri icerir:

®  Ornek alimi (6rn. slaytlarin kazinmasi)

®  Orneklerin pipetlenmesi

®  Ornek tiiplerinin kapaginin kapatiimasi

®  Kullanim esnasinda kit reaktiflerinin kontamine olmasi

®  Tahlil tuplerinin Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazina yiklenmesi

Bu arastirma i¢in FFPE standartlar kullaniimistir: yabani tip standardi ve 12ALA standardi
(12ALA reaksiyonu kit icindeki en disiik LOD'ye sahip oldugu igin).

Arastirmada, Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihaz calismalari igindeki ve arasindaki
kontaminasyon potansiyelini incelemek i¢in 10 adet PCR c¢alismasi yer almigtir. Bu test
calismalarinda, yabani tip DNA iceren tupler, mutant DNA'dan kontaminasyon igin test

edilmigtir.

Bu arastirmanin sonucunda, ¢apraz kontaminasyon gorilmesi beklenen yabani tip DNA

numunelerinde saptanabilir bir kontaminasyona rastlanmamistir.
Muanhasirlik/gapraz reaktivite

therascreen KRAS RGQ PCR Kit, KRAS geninde polimorf olmayan bir bélgeyi tespit eden
tek bir kontrol reaksiyonu ve 7 adet mutasyon spesifik reaksiyon dahil olmak lzere 8 ayri
reaksiyondan olugmaktadir. 12 veya 13 kodonlarindaki yabani tip KRAS sekansini 6zel
olarak 6lgen bir reaksiyon yoktur. 7 mutasyonun herhangi birinin pozitif mutasyon sonucu
vermemesi durumunda KRAS'tan No Mutation Detected (Hi¢cbir Mutasyon Tespit Edilmedi)
sonucu alinir (yabani tip).
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Dolayisiyla, yanlis pozitif sonu¢ alinmadigindan emin olmak adina, spesifik olmayan
amplifikasyon miktarini veya yiksek miktarda KRAS yabani tip DNA'da her reaksiyonda olusan
capraz reaktivite durumunu ortaya koymak 6nemlidir. Benzer sekilde, tahlille saptanmasi
gerekmeyen KRAS mutasyonlari igin spesifik olmayan amplifikasyon dederlendirilmistir. Bu da,
mutant reaksiyonlar arasindaki gapraz reaktivite miktarinin, yiksek miktarda mutant DNA
bulunmasi durumunda hatali mutasyon sonuglar vermedigini gostermektedir. Bu tahlilde
kullanilan DNA girisi kontrol Ct araligina (21,92-32,00) bagli oldugu icin, en ylksek DNA girigi

konsantrasyonu, kontrol Ct degerinin yaklasik 22 olmasina dayanir.

Spesifik olmayan amplifikasyon/capraz reaktivite: yabani tip KRAS DNA

Spesifik olmayan yabani tip DNA amplifikasyonu miktarinin spesifik mutasyonlari gogaltmak
icin tasarlanmis reaksiyon karigsimlarina orani ele alinmigtir. Toplamda 60 adet yabani tip
FFPE hiicre hatti DNA kopyasi ve 60 NSCLC o6rnegi, therascreen KRAS RGQ PCR Kit

kullanilarak en yiiksek ¢ogaltilabilir DNA giris dlizeyi konsantrasyonunda incelenmistir.

Kontrol Ct degerleri yaklasik 22-23 olmustur. Sonugclar, ACt degerlerinin belirlenen esikleri
astigini gostermistir ve yabani tip kopyalarin en az %95'inin dogru sonucu verdigi

gOrulmustir.
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Spesifik olmayan amplifikasyon/gapraz reaktivite/minhasirlik: mutasyon pozitif
KRAS DNA

Yuksek konsantrasyonda giris DNA'sina sahip mutant érnekler, tim reaksiyon karigimlarina
karsi test edilmistir. Kontrol Reaksiyonu Ct degeri yaklasik 23 olacak sekilde her bir CRC ve
NSCLC FFPE hiicre hattindan DNA 6rnekleri alinarak hazirlanmigtir. Bu diliisyonlardan,
mutasyon érnegi bagina 6 kopya degerlendirilmigtir. Ornekteki mutasyon oranini, hiicre hatti
DNA'sindaki mutant doku yiizdesi kontrol etmektedir.

Tablo 21 ve Tablo 22'de verilen ortalama ACt de@erleri, mutant reaksiyonlar arasinda ¢gapraz
reaktivite oldugunu gostermektedir. Her durumda sonuglar, eslesen mutasyon reaksiyonu ile
birlikte dogru mutasyon sonucunun alindigini gostermektedir (6rn. en disik ACt degeri
dogru mutasyon sonucudur). Diger tim test islemleri, saptanmamis veya ACt esiginin

disinda sonug vermistir.

Tablo 21. Yiiksek girig araiginda CRC FFPE hiicre hatti DNA'sI kullanan mutasyon reaksiyonlari arasindaki
capraz reaktivite (ACr)

Tahlil ACt
gl;f:nt Ezi.k 12ALA 12ASP 12ARG 12CYS 12SER 12VAL 13ASP
ger
12ALA 8 1,42* 12,66 Uygulanamaz 5,81% 2,78t 6,317 13,21
12ASP 6,6 12,56 2,42* Uygulanamaz Uygulanamaz 13,44 11,21 13,55
12ARG 8 13,12 11,56 1,12* 11,42 Uygulanamaz 13,43 12,66
12CYS 8 14,2 12,48 9,23 0,98* Uygulanamaz 7,96" 12,88
12SER 8 Uygulanamaz 13,39 13,31 Uygulanamaz 3,02* 12,99 13,97
12VAL 75 6,831 Uygulanamaz Uygulanamaz Uygulanamaz 13,38 0,28 13,74
13ASP 7,5 Uygulanamaz 13,29 13,89 Uygulanamaz Uygulanamaz 14,36 4,5*

Uygulanamaz Gapraz reaksiyon yok.

Eslesen reaksiyonlardan gelen ACt degerleri.
t Esik degeri altindaki gapraz reaktif reaksiyonlardan gelen ACr.
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Tablo 22. Yiiksek girig araliginda NSCLC FFPE hiicre hatti DNA's1 kullanan mutasyon reaksiyonlari arasindaki
capraz reaktivite (ACr)

Tahlil AC+
"D":i\a“t Ezi.k 12ALA 12ASP 12ARG 12CYS 12SER 12VAL 13ASP
ger
12ALA 8 1,31* 12,8 Uygulanamaz 5,01% 2,267 5,57t 12,65
12ASP 6,6 12,61 1,66* Uygulanamaz Uygulanamaz Uygulanamaz 10,3 12,60
12ARG 8 12,98 11,08 0,81* 11,24 Uygulanamaz 12,66 12,62
12CYS 8 Uygulanamaz 12,22 7,841 0,56* Uygulanamaz 13,06 11,84
12SER 8 Uygulanamaz 12,87 13,21 Uygulanamaz 1,93* 13,25 12,93
12VAL 75 5,93t 14,29 Uygulanamaz Uygulanamaz 13,14 0,45* 12,39
13ASP 7,5 Uygulanamaz Uygulanamaz Uygulanamaz Uygulanamaz Uygulanamaz g;'g‘;'s' 2,02*

Uygulanamaz Capraz reaksiyon yok.
*  Eslesen reaksiyonlardan gelen ACt degerleri.
T Esik degeri altindaki gapraz reaktif reaksiyonlardan gelen ACr.

Tekrarlanabilirlik ve yeniden uretilebilirlik

therascreen KRAS RGQ PCR Kit'in kesinligi, CLSI EP12-A ve EP5-A2 (21, 22) maddelerinin
kullanildigi1 bir protokol yoluyla belirlenmistir. Bu degerlendirmede klinik CRC 6&rnekleri
kullaniimigtir. Her bir mutasyon igin bir adet yabani tip ve bir adet érnek, tim érnekleri ve
kontrolleri therascreen KRAS RGQ PCR Kit'in 3 lotunda test eden 3 sahadaki 2 operator
tarafindan, 5 gun boyunca her gin, ginde 2 calisma olmak Uzere, her ¢calismada her bir
ornegin 2 kopyasi kullanilarak therascreen KRAS RGQ PCR Kit ile test edilmistir. Her
ornekteki her bir reaksiyon icin elde edilen Ct ve ACt degerleri de degisim bileseni analizi ile
analiz edilmigtir.

Birgok lot, platform ve operatér genelinde tiim tahliller igin, hem laboratuvar ici hem de
laboratuvarlar arasi deneylerde, en az 39/40 dogru mutasyon sonucu alinmis ve disik
dizey mutant (3xLOD) ve yabani tip 6rnekler icin therascreen KRAS RGQ PCR Kit'in
yeniden Uretilebilirligi ortaya konmustur. C50 ve 3xLOD o&rnekleri kullanilarak belirlenen
degisim tahminleri (1x standart sapma), Tablo 23 ve Tablo 24'te verilmistir.
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Tablo 23. Tahlil degisim tahminleri

Mutant Cr igin

ACtigin %CV %CV Kontrol Cr icin %CV
Tahlil 3xLOD C50 3xLOD C50 3xLOD C50 WT
12ALA 13,14 8,32 1,87 2,02 0,97 1,12 1,12
12ARG 10,79 8,04 1,59 1,96 1,24 1,51 1,15
12ASP 12,86 5,87 1,11 1,00 0,90 0,90 1,04
12CYS 17,61 10,83 1,86 2,02 1,54 1,22 1,15
12SER 13,97 10,43 1,71 2,11 0,94 1,19 1,15
12VAL 9,66 15,47 1,52 1,65 1,11 3,74 1,26
13ASP 13,73 9,35 1,91 2,08 1,11 1,41 1,19

Tablo 24. Tekrarlanabilirlik kesinlik tahminleri

Mutant C; igin
ACyigin %CV %CV Kontrol C igin %CV
Tahlil 3xLOD C50 3xLOD C50 3xLOD C50 WT
12ALA 10,71 7,51 1,69 1,76 0,77 0,90 0,79
12ARG 9,83 8,04 1,21 1,76 0,84 1,33 0,90
12ASP 10,16 4,08 0,93 0,89 0,80 0,76 0,76
12CYS 13,15 8,80 1,31 1,76 1,40 1,01 0,76
12SER 6,76 6,18 1,10 1,48 0,80 0,90 0,90
12VAL 9,21 15,32 1,40 1,42 0,91 3,49 0,94
13ASP 8,67 7,01 1,30 1,65 0,91 1,19 0,97
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Mutant ve yabani tip érnekler halinde test edilen 3xLOD 6&rneklerin tahmini orani, genel

olarak ve sahalarin her biri igin raporlanmistir. Tim tahliller ve 6rnek kombinasyonlari igin,

80 kopyanin en az 79'u dogru mutasyon sonucunu vermistir. Dogru sonuglarin genel orani,
mutasyon pozitif (3xLOD) ornekler i¢in %99,6 (1115/1120); %99,6 (558/560) ve mutasyon

tespit edilmeyen (yabani tip) érnekler icin %99,5 (557/560) olmustur (Tablo 25).

Tablo 25. Genel dogru sonug orani

Dogru sonuglar

Mutasyon 3xLOD o6rnekler Yabani tip 6rnekler (disuk)
12ALA 79/80 80/80
12ARG 80/80 79/80
12ASP 80/80 80/80
12CYS 79/80 80/80
12SER 80/80 79/80
12VAL 80/80 79/80
13ASP 80/80 80/80
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NSCLC

therascreen KRAS RGQ PCR Kit'in laboratuvar igi kesinligi (tekrarlanabilirlik)
degerlendirilmistir. Hem mutasyon sonuglarinin dogrulugu hem de ACt degerlerinin kesinligi

(Mutasyon Reaksiyonu ve Kontrol Reaksiyonu arasindaki Ct de@eri farki) raporlanmistir.

KRAS kiti tarafindan tespit edilen 7 mutasyonun her biri i¢in bir adet (LOD ve 2xLOD
seviyelerinde) ve bir yabani tip (Wild Type, WT) panel Gyesi olmak lizere toplamda 15 panel
dyesi hazirlanmistir. Mutant panel tyeleri, bulunurluk durumuna bagh olarak bir FFPE hiicre
hatti veya bir klinik 6rnek ile temsil edilmistir. Tim ornekler, 27 degerinde bir kontrol Ct'ye
normalize edilmis ve mutant érnekler, 1x LOD ve 2x LOD mutasyon seviyelerinde érnekler

icin yeterli materyal elde etmek Uzere yabani tip DNA iginde seyreltilmistir.

Dogru sonuglarin orani, her bir test paneli igin Tablo 26'da sunulmus ve kantitatif kesinlik

degerleri Tablo 27'de sunulmustur.
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Tablo 26. Dogru mutasyon sonuglarinin orani

Gruplandirma degiskenleri Oran iki tarafli %95 giiven limiti
Ornek seviyesi  Tahlil Kesir Yiizde Alt Ust
2xLOD 12ALA 28/28 %100,00 %87,66 %100,00
12ARG* 28/28 %100,00 %87,66 %100,00
12ASP 28/28 %100,00 %87,66 %100,00
12CYS 28/28 %100,00 %87,66 %100,00
12SER* 28/28 %100,00 %87,66 %100,00
12VAL 28/28 %100,00 %87,66 %100,00
13ASP* 28/28 %100,00 %87,66 %100,00
LOD 12ALA 39/40 %97,50 %86,84 %99,94
12ARG 40/40 %100,00 %91,19 %100,00
12ASP 40/40 %100,00 %91,19 %100,00
12CYS 40/40 %100,00 %91,19 %100,00
12SER* 40/40 %100,00 %91,19 %100,00
12VAL 40/40 %100,00 %91,19 %100,00
13ASP* 38/40 %95,00 %83,08 %99,39
WT Hepsi 28/28 %100,00 %87,66 %100,00

* FFPE hicre hatti ile temsil edilir
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Tablo 27. SD ve %CV olarak varyans bilesenleri — tekrarlanabilirlik

% ¢ z % < 8 <
2 3 @ g 2 I = 3 %
° w £ £ < & S g S 2 £
2 E = < 2 g s < i 2 -1
© c < X k O =
k- 5 & 8 5 3 2 & z s é e
Delta 2xLOD 12ALA 28 5,54 (0,0000, (0,1221, (0,0443, (0,0385, (0,0000, (0,1335, (0,1843,
cr %0,00) %2,20) %0,80) %0,70) %0,00) %2,41) %3,33)
12ARG 28 4,80 (0,0000, (0,1891, (0,0000, (0,0000, (0,0000, (0,3244, (0,3737,
%0,00) %3,94) %0,00)  %0,00)  %0,00) %6,76) %7,79)
12ASP 28 4,72 (0,0860, (0,1446, (0,0000, (0,1463, (0,1374, (0,1751, (0,2797,
%1,82) %3,06) %0,00)  %3,10)  %2,91) %3,71) %5,93)
12CYS 28 5,66 (0,0563, (0,0000, (0,0995, (0,0000, (0,0390, (0,2306, (0,2498,
%0,99) %0,00) %1,76) %0,00) %0,69) %4,08) %4,41)
12SER 28 5,36 (0,1429, (0,0274, (0,0000, (0,0647, (0,0000, (0,1753, (0,2129,
%2,67) %0,51) %0,00) %1,21) %0,00) %3,27) %3,97)
12VAL 28 4,26 (0,0000, (0,1016, (0,0593, (0,1128, (0,0000, (0,2095, (0,2457,
%0,00) %2,39) %1,39) %2,65) %0,00) %4,92) %5,77)
13ASP 28 5,23 (0,0000, (0,2892, (0,0157, (0,0000, (0,0000, (0,2171, (0,3575,
%0,00)  %553)  %0,30)  %0,00)  %000) %415  %6,83)
LOD 12ALA 40 6,36 (0,0000, (0,1584, (0,0000, (0,0000, (0,0000, (0,2346, (0,2819,
%0,00) %2,49) %0,00) %0,00) %0,00) %3,69) %4,43)
12ARG 40 5,45 (0,0036, (0,1639, (0,0000, (0,0000, (0,0797, (0,1674, (0,2397,
%0,07) %3,01) %0,00) %0,00) %1,46) %3,07) %4,40)
12ASP 40 4,73 (0,0000, (0,2485, (0,1087, (0,0000, (0,0816, (0,1041, (0,2837,
%0,00) %85,25) %2,30)  %0,00)  %1,72) %2,20) %6,00)
12CYS 40 6,62 (0,1688, (0,0000, (0,0000, (0,2056, (0,0000, (0,2909, (0,3652,
%2,55) %0,00) %0,00) %3,11) %0,00) %4,40) %5,52)
12SER 40 6,37 (0,1006, (0,3153, (0,0000, (0,0340, (0,0000, (0,2253, (0,3854,
%1,58) %4,95) %0,00) %0,53) %0,00) %3,54) %6,05)
12VAL 40 513 (0,2874, (0,0976, (0,0227, (0,0874, (0,0000, (0,1629, (0,2965,
%5,60) %1,90) %0,44) %1,71) %0,00) %3,18) %5,78)
13ASP 38 6,26 (0,3433,  (0,1227,  (0,0778,  (0,0000,  (0,0000,  (0,3459,  (0,4738,

%5,48) %1,96) %1,24) %0,00) %0,00) %5,52) %7,57)

* 8D, %CV

Tablonun devami bir sonraki sayfadadir
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Tablo bir dnceki sayfadan devam ediyor
Tablo 27. SD ve %CV olarak varyans bilesenleri — tekrarlanabilirlik (devami)

2 5 8 o g g s < g .
s é £ £ . % e ] S g £
5 ¢ = 2 5 2 s ! 5 8 2 £
2 = ] ; =
< S < G 5 5 z 4 ¥4 S 4 2
YesilCt 2xLOD  12ALA 28 32,09 (0,0000, (0,1314, (0,0000, (0,0675, (0,1073, (0,1158, (0,1957,
%0,00) %0,41) %0,00) %0,21) %0,33) %0,36) %0,61)
12ARG 28 31,50 (0,0000, (0,2598, (0,0000, (0,0000, (0,0000, (0,3324, (0,4189,
%0,00)  %0,82)  %0,00)  %0,00)  %0,00)  %1,06)  %1,33)
12ASP 28 31,30 (0,0000, (0,1891, (0,0000, (0,0920, (0,0000, (0,1800, (0,2667,
%0,00)  %060)  %0,00) %029  %000)  %0,58)  %0,85)
12CYS 28 32,07 (0,0000, (0,2523, (0,0000, (0,1606, (0,2011, (0,1512, (0,3388,
%0,00)  %0,79)  %0,00)  %0,50)  %0,63)  %0,47)  %1,06)
12SER 28 32,06 (0,0000, (0,2049, (0,0000, (0,1250, (0,1177, (0,1263, (0,2648,
%0,00)  %0,64)  %0,00)  %0,39)  %0,37)  %0,39)  %0,83)
12VAL 28 30,65 (0,0000, (0,1772, (0,0000, (0,1198, (0,10863, (0,1656, (0,2639,
%0,00)  %0,58)  %0,00)  %0,39)  %0,35)  %054)  %0,86)
13ASP 28 31,98 (0,0000, (0,3773, (0,0497, (0,0000, (0,0000, (0,1813, (0,4138,
%0,00)  %1,18)  %0,16)  %0,00)  %0,00)  %057)  %1,29)
LOD 12ALA 40 32,86 (0,0000, (0,2332, (0,0516, (0,0840, (0,1319, (0,1780, (0,3144,
%0,00) %0,71) %0,16) %0,26) %0,40) %0,54) %0,96)
12ARG 40 31,90 (0,0000, (0,2186, (0,0000, (0,0000, (0,2289, (0,1519, (0,3106,
%0,00) %0,69) %0,00) %0,00) %0,72) %0,48) %0,97)
12ASP 40 31,02 (0,0000, (0,1762, (0,1093, (0,1296, (0,2492, (0,1005, (0,2908,
%0.00)  %057) %035  %042)  %0,80)  %032)  %0,94)
12CYS 40 33,14 (0,1216, (0,0493, (0,0000, (0,3468, (0,0501, (0,3155, (0,4216,
%0,37)  %0,15)  %0,00)  %1,05)  %0,15)  %0,95)  %1,27)
12SER 40 33,08 (0,0832, (0,2591, (0,0000, (0,2424, (0,0000, (0,2258, (0,3864,
%25) %0,78) %0,00) %0,73) %0,00) %0,68) %1,17)
12VAL 40 31,62 (0,2858, (0,0951, (0,0000, (0,2244, (0,0344, (0,1763, (0,3432,
%0,90) %0,30) %0,00) %0,71) %0,11) %0,56) %1,09)
13ASP 38 33,09 (0,3237, (0,1009, (0,1409, (0,0000, (0,0000, (0,2785, 0,4133,
%0,98)  %0,31)  %043)  %0,00)  %0,00)  %0,84)

* 8D, %CV

Tablonun devami bir sonraki sayfadadir
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Tablo bir dnceki sayfadan devam ediyor
Tablo 27. SD ve %CV olarak varyans bilesenleri — tekrarlanabilirlik (devami)

Analiz degiskeni
Ornek seviyesi

Tahlil

Sari Cr 2xLOD  12ALA

12ARG

12ASP

12CYS

12SER

12VAL

13ASP

LOD 12ALA

12ARG

12ASP

12CYS

12SER

12VAL

13ASP

28

28

28

28

28

28

28

40

40

40

40

40

40

40

Gozlem sayisi

Ortalama

w
©«
[N
o

33,05

33,00

33,19

32,85

33,11

33,03

33,37

33,14

32,98

33,31

33,08

33,29

33,13

Gunler Arasi*

(0,0000,
%0,00)

(0,1397,
%0,42)

(0,0597,
%0,18)

(0,0646,
%0,19)

(0,0525,
%0,16)

(0,0000,
%0,00)

(0,0000,
%0,00)

(0,0000,
%0,00)

(0,0000,
%0,00)

(0,0000,
%0,00)

(0,0000,
%0,00)

(0,1254,
%0,38)

(0,3133,
%0,94)

(0,101,
%0,33)

N Calisma Arasi*

(0,0515,
%0,16)

(0,1321,
%0,40)

(0,2131,
%0,65)

(0,0971,
%0,29)

(0,0000,
%0,00)

(0,1026,
%0,31)

(0,1928,
%0,58)

(0,2010,
%0,60)

(0,2168,
%0,65)

(0,2599,
%0,79)

(0,2028,
%0,61)

(0,2847,
%0,86)

(0,0000,
%0,00)

(0,1326,
%0,40)

Rgq Arasi*

(0,0330,
%0,10)

(0,0000,
%0,00)

(0,0000,
%0,00)

(0,0233,
%0,07)

(0,0000,
%0,00)

(0,0000,
%0,00)

(0,1015,
%0,31)

(0,0000,
%0,00)

(0,0000,
%0,00)

(0,0000,
%0,00)

(0,0000,
%0,00)

(0,0000,
%0,00)

(0,0000,
%0,00)

(0,1666,
%0,50)

Kit lotlar Arasi*

(0,0000,
%0,00)

(0,2393,
%0,72)

(0,0000,
%0,00)

(0,0679,
%0,20)

(0,0337,
%0,10)

(01469,
%0,44)

(0,0000,
%0,00)

(0,0000,
%0,00)

(0,3061,
%0,92)

(0,0000,
%0,00)

(0,1209,
%0,36)

(0,0000,
%0,00)

(0,0000,
%0,00)

(0,0000,
%0,00)

Operatorler Arasi*

(0,0607,
%0,18)

(0,0000,
%0,00)

(0,1313,
%0,40)

(0,0863,
%0,26)

(0,0937,
%0,29)

(0,1469,
%0,44)

(0,0000,
%0,00)

(0,1942,
%0,58)

(0,1637,
%0,49)

(0,1735,
%0,53)

(0,0000,
%0,00)

(0,0000,
%0,00)

(0,0000,
%0,00)

(0,0000,
%0,00)

Reziduel*

(0,2117,
%0,64)

(0,3792,
%1,15)

(0,1954,
%0,59)

(0,1943,
%0,59)

(0,1320,
%0,40)

(0,2912,
%0,88)

(0,1450,
%0,44)

(0,2177,
%0,65)

(0,1748,
%0,53)

(0,2228,
%0,68)

(0,2132,
%0,64)

(0,1505,
%0,46)

(0,2621,
%0,79)

(0,1925,
%0,58)

Toplam

(0,2235,
%0,67)

(0,4559,
%1,38)

(0,3059,
%0,93)

(0,2378,
%0,72)

(0,1588,
%0,48)

(0,3458,
%1,04)

(0,2493,
%0,75)

(0,3257,
%0,98)

(0,3717,
%1,12)

(0,3618,
%1,10)

(0,3050,
%0,92)

(0,3263,
%0,99)

(0,3574,
%1,07)

(0,2804,
%0,85)

* 8D, %CV

Tablonun devami bir sonraki sayfadadir
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Tablo bir dnceki sayfadan devam ediyor
Tablo 27. SD ve %CV olarak varyans bilesenleri — tekrarlanabilirlik (devami)

5 - . 3 - 8
3 ¢ 2 % & 8 <
> < 3 g © ks < 2 E
5 3 € g < En o & S K] £
2 E = = = < g < 8 3 S <
© c < i K O =
< e} il 3 & 15 z & g S 4 Q
Sari Cr WT 12ALA 28 33,41 (0,1443, (0,1997, (0,0000, (0,0000, (0,0000, (0,2269, (0,3248,
%0,43) %0,60) %0,00) %0,00) %0,00) %0,68) %0,97)
12ARG 28 33,30 (0,0875, (0,0000, (0,0000, (0,4098, (0,0904, (0,2368, (0,3983,
%0,26)  %0,00)  %0,00)  %1.23)  %027)  %0,71)  %1,20)
12ASP 28 33,12 (0,1591, (0,1748, (0,0477, (0,0000, (0,0000, (0,2131, (0,3075,
%048  %053)  %0,14)  %0,00)  %0,00)  %0,64)  %0,93)
12CYS 28 33,42 (0,0000, (0,2009, (0,0000, (0,1444, (0,0000, (0,2121, (0,3077,
%0,00)  %0.60)  %0,00)  %043)  %000)  %0,63)  %0,92)
12SER 28 33,22 (0,2485, (0,0000, (0,0633, (0,0000, (0,0000, (0,1497, (0,2517,
%0,75)  %0,00)  %0,19)  %0,00)  %000) %045  %0,76)
12VAL 28 33,35 (0,0000, (0,2591, (0,0000, (0,1429, (0,0000, (0,2721, (0,3863,
%0,00)  %0,78)  %0,00)  %043)  %0,00) %082  %1,16)
13ASP 28 33,45 (0,0000, (0,1194, (0,0526, (0,0341, (0,0000, (0,1651, (0,2078,
%0,00)  %0,36)  %0,16)  %0,10)  %0,00)  %049)  %0,62)
* 8D, %CV

therascreen KRAS RGQ PCR Kit'in laboratuvarlar arasi kesinligi (yeniden uretilebilirlik)
degerlendirilmigtir. Ug farkli laboratuvar (test sahasi) kullaniimigtir. Bu g¢alisma igin,

tekrarlanabilirlik ¢alismasinda kullanilan test panelinin aynisi kullaniimistir. Her sahada,
laboratuvar kosullari RGQ cihazi, operatér, KRAS Kit lotu ve gliin basina ¢alisma sayisi
bakimindan farkhlik gostermis ve ardigik olmayan 22 giinde saha basina toplam 88 galisma

elde edilmisgtir.

Dogru mutasyon sonuglarinin orani Tablo 28'de belirtiimistir. Kantitatif kesinlik degerleri
Tablo 29'da sunulmustur. KRAS kitinin toplam yeniden Uretilebilirlik degeri, Tablo 29'un

Toplam (SD, %CV) sutununda gosterilmistir.

84
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Tablo 28. Tiim sahalar genelinde dogru mutasyon sonuglarinin orani

Gruplandirma degiskenleri Oran iki tarafli %95 giiven limiti
Ornek seviyesi  Tahlil Kesir Yiizde Alt Ust
2xLOD 12ALA 84/84 %100,00 %95,70 %100,00
12ARG* 84/84 %100,00 %95,70 %100,00
12ASP 84/84 %100,00 %95,70 %100,00
12CYS 84/84 %100,00 %95,70 %100,00
12SER* 84/84 %100,00 %95,70 %100,00
12VAL 84/84 %100,00 %95,70 %100,00
13ASP* 84/84 %100,00 %95,70 %100,00
LOD 12ALA 118/120 %98,33 %94,11 %99,80
12ARG 120/120 %100,00 %96,97 %100,00
12ASP 120/120 %100,00 %96,97 %100,00
12CYS 119/120 %99,17 %95,44 %99,98
12SER* 120/120 %100,00 %96,97 %100,00
12VAL 120/120 %100,00 %96,97 %100,00
13ASP* 118/120 %98,33 %94,11 %99,80
WT Hepsi 82/84 %97,62 %91,66 %99,71

* FFPE hicre hatti ile temsil edilir

therascreen KRAS RGQ PCR Kit Kullanim Talimatlar (El Kitab1) 04/2022
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Tablo 29. SD ve %CV olarak varyans bilesenleri — yeniden iiretilebilirlik

=, . ko)
. k= 5 o
= s @ S S a
5 3 . N 8 g z 3 g
> 2 > 2 @ s 8 8 :
g 3 é ] s 8 ] 7 s 2 .
X 2 3 5 5 5 @ g k4 2 3 £
T g % ] £ 2 5 g 3 2 g 3 2
& oS © 15} S B o z & g ¢ -2 °
12ALA 84 548 (00000, (0,000, (01669,  (0,0000,  (0,0000, (01287, (01679,  (0,2640,
%0,00) %0,00) %305) %000  %0.00) %235  %307)  %A4.82)
[a}
(o]
= 12ARG 84 4,81 (0,0000, (0,0000, (0,172, (0,0000, (0,0000, (0,0000, (0,2729, (0,2967,
.« %0,00) %0,00) %2,43) %0,00) %0,00) %0,00) %5,67) %86,16)
o
1]
% 12ASP 84 4,57 (0,0000, (0,0943, (0,1457, (0,0000, (0,0600, (0,1718, (0,1565, (0,2854,
a %0,00) %2,06) %3,19) %0,00) %1,31) %3,76) %3,43) %6,25)
12cYs 84 561 (00000,  (0,0000, (02060, (00264,  (0,0698,  (0,0000, (01671, (02728,
%0,00) %0,00) %367)  %0A7)  %124)  %000)  %298)  %487)
12SER 84 5,34 (0,0000, (0,1362, (0,1669, (0,1527, (0,0000, (0,2020, (0,2382, (0,3902,
%0,00) %2,55) %3,13) %2,86) %0,00) %3,79) %4,46) %7,31)
12VAL 84 4,13 (0,0874, (0,0000, (0,1677, (0,0000, (0,0869, (0,0000, (0,2711, (0,3359,
%2,11) %0,00) %4,06) %0,00) %2,10) %0,00) %6,56) %8,12)
13ASP 84 522 (00000,  (0,0000, (02161, (02712, (0,0000, (01930, (02275, (04279,
%0,00) %0,00) %414) %520  %000)  %3.70)  %436)  %B,20)
12ALA 119 633  (0,0000,  (0,0410, (0,1207,  (0,0000, (0,0000, (0,0247,  (0,2640,  (0,2936,
%0,00)  %0,65) %1,91)  %0,00)  %0,00)  %0,39)  %4,17)  %4,64)
12ARG 120 542  (0,0000,  (0,0000, (01797,  (0,0000,  (0,0000,  (0,0000,  (0,1872,  (0,2590,
%0,00)  %0,00) %331)  %0,00)  %0,00)  %0,00) %345  %4,78)
12ASP 120 4,66 (01183,  (0,0646, (02121, (0,061, (0,0217, (00440,  (0,1455,  (0,2862,
%2,54)  %1,38) %4,55)  %0,56)  %0,46)  %0,94)  %3,12)  %6,14)
2 126Ys 120 654  (0,0000, (0,0132, 01775, (0,0000, (0,1621, (0,708,  (0,4202,  (0,4981,
= %0,00)  %0,20) %272)  %0,00)  %248)  %261)  %643)  %7.62)
12SER 120 628  (0,0000,  (0,0824, (02271,  (0,0775,  (0,0000, (0,2383,  (0,3164, (04570,
%0,00)  %1,31) %362)  %1,24)  %0,00)  %380)  %504)  %7,28)
12VAL 120 505  (0,0315,  (0,1648, (0,0955, (0,0703, (0,0320, (00795, (0,120,  (0,2965,
%0,62)  %3,26) %1,89)  %1,39)  %0.63)  %1,57)  %4,20)  %5,87)
13ASP 118 647  (0,0000,  (0,1673, (0,987, (02332,  (0,0000, (00843,  (0,3075, (0,488,
%0,00)  %2,71) %3,22)  %3,78)  %0,00)  %1,37)  %4,99)  %7,28)
** 8D, %CV

Tablonun devami bir sonraki sayfadadir
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Tablo bir dnceki sayfadan devam ediyor
Tablo 29. SD ve %CV olarak varyans bilesenleri — yeniden iiretilebilirlik (devami)

5 N %
. ‘s 5 ©
= E] o = 5 2
5 3 5 . 8 g E 3 g
. g g 7 s 5
g 3 @ o d 5 £ 2 c 5 5
N M £ £ s s 23 o <] ] S £
$t: 3 3 : s 5 : & 3 3
£ 5 = § 5 3 3 z @ g s & e
12ALA 84 32,13 (0,1578, (0,0000, (0,2509,  (0,0745,  (0,0000,  (0,1249, (0,1362,  (0,3390,
%0,49) %0,00) %0,78) %0,23) %0,00) %0,39) %0,42) %1,06)
[=]
% 12ARG 84 31,61 (0,0882, (0,0000, (0,2430,  (0,1339,  (0,0000,  (0,0000, (0,2604,  (0,3828,
- D %0,28) %0,00) %0,77) %0,42) %0,00) %0,00) %0,82) %1,21)
o
® 12ASP 84 31,24 (0,1655, (0,0391, (0,2178,  (0,0600,  (0,0000,  (0,2052, (0,1426,  (0,3542,
> %0,53) %0,13) %0,70)  %0,19)  %0,00)  %0,66) %0,46)  %1,13)
12CYs 84 32,15 (0,0000, (0,0000, (0,2836,  (0,0852,  (0,0940, (0,1658, (0,1318,  (0,3636,
%0,00) %0,00) %0,88)  %0,26)  %0,29)  %0,52) %0,41)  %1,13)
12SER 84 32,14 (0,1457, (0,0000, (0,2659,  (0,1807,  (0,0000,  (0,2715, (0,1783,  (0,4554,
%0,45) %0,00) %0,83)  %0,56)  %0,00)  %0,84) %0,55)  %71,42)
12VAL 84 30,69 (0,0646, (0,0480, (0,2124,  (0,0000,  (0,1031,  (0,0000, (0,2000,  (0,3143,
%0,21) %0,16) %0,69) %0,00) %0,34) %0,00) %0,65) %1,02)
13ASP 84 32,12 0,211, (0,0000, (0,3218,  (0,2966,  (0,0000,  (0,1743, (0,1980,  (0,5184,
%0,66) %0,00) %1,00) %0,92) %0,00) %0,54) %0,62) %1,61)
12ALA 119 32,93 (0,0000, (0,1524, (0,1821,  (0,1048,  (0,0757,  (0,1007, (0,2526,  (0,3721,
%0,00) %0,46) %0,55) %0,32) %0,23) %0,31) %0,77) %1,13)
12ARG 120 31,98 (0,0000, (0,0743, (0,1936,  (0,1262,  (0,0000, (0,1332, (0,1619,  (0,3096,
%0,00) %0,23) %0,61) %0,39) %0,00) %0,42) %0,51) %0,97)
12ASP 120 31,06 (0,1880, (0,1184, (0,1681,  (0,1033,  (0,1171,  (0,1481, (0,1333,  (0,3511,
%0,61) %0,38) %0,54) %0,33) %0,38) %0,48) %0,43) %1,13)
8 12CYS 120 33,19 (0,0000, (0,0000, (0,2513, (0,0776, (0,2128,  (0,1427, (0,2712, (0,4401,
- %0,00) %0,00) %0,76) %0,23) %0,64) %0,43) %0,82) %1,33)
12SER 120 33,13 (0,2194, (0,0000, (0,2433,  (0,1263,  (0,1470,  (0,1973, (0,2052,  (0,4437,
%0,66) %0,00) %0,73)  %0,38)  %0,44)  %0,60) %0,62)  %1,34)
12VAL 120 31,65 (0,0000, (0,1254, (0,1645,  (0,1307,  (0,1271,  (0,0976, (0,1792,  (0,3159,
%0,00) %0,40) %0,52)  %0,41)  %0,40)  %0,31) %0,57)  %1,00)
13ASP 118 33,08 (0,0000, (0,1789, (0,1661,  (0,3569,  (0,0649, (0,1565, (0,2588,  (0,4894,
%0,00) %0,54) %0,50) %1,08) %0,20) %0,47) %0,78) %1,48)
**SD, %CV

Tablonun devami bir sonraki sayfadadir
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Tablo bir dnceki sayfadan devam ediyor
Tablo 29. SD ve %CV olarak varyans bilesenleri — yeniden iiretilebilirlik (devami)

% . B
& £ s £
o 3 ) S @
= £ 3 = a g
51 @ 5 . ) © s > e
s < Y 2 ? © 3 g o
> S @ g 8 © 2 © 8
g 3 i © © 5 £ z c 5 s
s 8 E E 5 : ) g 5 < g £
s & = 2 0T g 5 s - 3 3 2 3
z 6 # ] 5 & 5 z 4 g S 14 °
12ALA 84 33,25 (0,0706, (0,0399, (0,1314, (0,1303, (0,0000, (0,124,  (0,1913, (0,2883,
%0,21) %0,12) %0,40) %0,39) %0,00) %0,34) %0,58) %0,87)
=]
g 12ARG 84 33,07 (0,0000, (0,1406, (0,1353, (0,0000, (0,2024,  (0,1262,  (0,2831, (0,4016,
D %0,00) %0,43) %0,41) %0,00) %0,61) %0,38) %0,86) %1,21)
S
5 12ASP 84 32,98 (0,0000, (0,0480, (0,1706, (0,0000, (0,0000, (0,0797,  (0,1795, (0,2616,
* %0,00)  %0,15) %0,52)  %0,00)  %0,00)  %0,24)  %0,54)  %0,79)
12CYS 84 33,20 (0,0000, (0,0976, (0,1781, (0,0000, (0,0000, (0,1454,  (0,1723, (0,2939,
%0,00)  %0,29) %0,54)  %0,00)  %0,00)  %0,44)  %0,52)  %0,89)
12SER 84 3291 (00000, (0,101, (00549, (0,0669, (0,0677, (0,186, (02274,  (0,2916,
%0,00)  %0,33) %0,17)  %0,20)  %021)  %0,36)  %0,69)  %0,89)
12VAL 84 33,17 (0,0688, (0,0000, (0,1896, (0,0937, (0,1140,  (0,1311,  (0,2605, (0,3768,
%0,21) %0,00) %0,57) %0,28) %0,34) %0,40) %0,79) %1,14)
13ASP 84 3310  (0,0000,  (0,0482, (0,2035,  (0,0000, (00466, (0,460, (0,1688,  (0,3019,
%0,00) %0,15) %0,61) %0,00) %0,14) %0,44) %0,51) %0,91)
12ALA 119 33,33 (0,0000, (0,0000, (0,2108, (0,0820, (0,0000, (0,1443, (0,2253, (0,3411,
%0,00) %0,00) %0,63) %0,25) %0,00) %0,43) %0,68) %1,02)
12ARG 120 33,15 (0,1092, (0,0537, (0,1605, (0,0507, (0,2157,  (0,1276,  (0,2180, (0,3749,
%0,33) %0,16) %0,48) %0,15) %0,65) %0,39) %0,66) %1,13)
12ASP 120 32,96 (0,0000, (0,0832, (0,2022, (0,0864, (0,0000, (0,117,  (0,2223, (0,3343,
%0,00) %0,25) %0,61) %0,26) %0,00) %0,34) %0,67) %1,01)
§ 12cYs 120 33,26  (0,0000, (00000, (02232, (0,1691, (0,0789, (0,000,  (0,2097,  (0,3516,
= %0,00) %0,00) %0,67) %0,51) %0,24) %0,00) %0,63) %1,06)
12SER 120 33,01 (0,1573, (0,0716, (0,2134, (0,0951, (0,0000, (0,0784,  (0,1689, (0,3263,
%0,48)  %0,22) %0,65)  %0,29)  %0,00)  %0,24)  %0,51)  %0,99)
12VAL 120 33,25 (0,1519, (0,1960, (0,1272, (0,0000, (0,1298,  (0,0553,  (0,2162, (0,3487,
%0,46)  %0,59) %0,38)  %0,00)  %0,39)  %0,17)  %0,65)  %1,05)
13ASP 118 33,16 (0,0000, (0,0000, (0,1768, (0,0998, (0,0000, (0,0000, (0,1973, (0,2802,
%0,00) %0,00) %0,53) %0,30) %0,00) %0,00) %0,59) %0,84)
** 8D, %CV

Tablonun devami bir sonraki sayfadadir
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Tablo bir dnceki sayfadan devam ediyor
Tablo 29. SD ve %CV olarak varyans bilesenleri — yeniden iiretilebilirlik (devami)

=) . 2

. = = 8

o . © _

3 B 5 © ] 8 2 3 ©

s 2 ES 2 @ © g g .

2 3 3 © s g g 7 s 2 L

° @ £ £ 5 > & s § S 3 £
: ¢ = s g £ 8 g S 8 S 3

© c =4 . E = x
g 5 & 8 5 3 3 z & g S & e
12ALA 84 3344 (01257,  (0,0961, (0,1845,  (0,0000,  (0,0000,  (0,0000, (0,2083,  (0,3104,
%0,38) %0,29) %0,55)  %0,00)  %0,00)  %0,00)  %0,62) %0,93)
= 12ARG 84 3337 (0,191,  (0,0000, (0,1869,  (0,1321,  (0,2529,  (0,1205, (0,2132,  (0,4217,
= %0,36) %0,00) %0,56)  %0,40)  %0,76)  %0,36)  %0,64) %1,26)
12ASP 84 3316  (0,0574,  (0,0738, (0,2162,  (0,0563,  (0,0000,  (0,0000, (0,844,  (0,2997,
%0,17) %0,22) %0,65)  %0,17)  %0,00)  %0,00)  %0,56) %0,90)
120YS 84 3342  (0,0000,  (0,0000, (0,1964,  (0,0720,  (0,1311,  (0,0262, (0,258,  (0,3287,
%0,00) %0,00) %0,59)  %0,22)  %0,39)  %0,08)  %0,68) %0,98)
12SER 84 3320  (0,0812,  (0,1331, (0,734,  (0,0329,  (0,0000,  (0,2009, (0,1923,  (0,3535,
%0,24) %0,40) %0,52)  %0,10)  %0,00)  %0,61)  %0,58) %1,06)
12VAL 84 33,41 (0,0000,  (0,0695, (0,2046,  (0,0000, (0,1708,  (0,1437,  (0,2339,  (0,3799,
%0,00) %0,21) %0,61)  %0,00)  %0,51)  %0,43)  %0,70) %1,14)
13ASP 84 3346  (0,0000, (0,0613, (0,1802,  (0,0744,  (0,0073,  (0,0969, (0,1790,  (0,2816,
%0,00) %0,18) %0,54)  %0,22)  %0,02)  %0,29)  %0,53) %0,84)

Ornek kullanim degiskenligi

Bu arastirmanin amaci, 6zellikle DNA numunesi almada 6érnek kullanim degiskenliginin
therascreen KRAS RGQ PCR Kit'in performansi lzerine olan etkisini degerlendirmektir. Bu
arastirma, 3 sahada islenen ayni klinik FFPE kesitlerinin ve FFPE hiicre hatti kesitlerinin
therascreen KRAS RGQ PCR Kit ile incelenmesi sonucunda ortaya ¢ikacak 6rnek kullanim
degdiskenligi verilerini analiz ederek, tekrarlanabilirlik ve yeniden uretilebilirlik arastirmasini

destekler.
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CRC

10 adet FFPE CRC 6rneginin her birinden (3 yabani tip ve mutasyon basina 1) sirali otuz
adet 5 ym kesit alinmigtir. Kesitler, 3 test sahasindan 1'ine rastgele olarak dagitilmistir, bu
sekilde her saha her bir FFPE 6rneginden 10 kesit almistir (toplamda 100 kesit). Test edilen
300 DNA ekstraksiyonundan 298 ornek gegerli ¢cikmistir. 3 test sahasi arasindaki KRAS

mutasyon sonuglari baglaminda %99,33 uyumluluk elde edilmigtir.

Ortalama DCT degerlerinin, mutant ve yabani tip érnekler icin saha bazinda karsilastiriimasi
sonucunda, sonuglarla gok yakin uyum ortaya koyulmustur. Sonuglar, therascreen KRAS
RGQ PCR Kit ile baglantili olarak, DNA numunesi alma proseduru ile drneklerin islenmesi

arasindaki uyumlulugu géstermektedir.

NSCLC

Bu arastirmada 13 adet klinik NSCLC 6rnegi (3 x 12ASP, 3 x 12CYS, 4 x 12VAL ve 3 yabani
tip) ve 4 adet FFPE hicre hatti érnegi (12ALA, 12ARG, 12SER ve 13ASP) kullaniimistir.
Ornekler farkl alma yéntemlerini temsil etmistir: cerrahi kazima, FNA ve CNB. Klinik NSCLC
dokusunun bulunmadidi durumlarda nadir mutasyonlari temsil etmek igin hiicre hatlari
kullaniimigtir.

Daha sonra, 20 adet FFPE kesitinden olusan bu 3 parti, 3 sahaya rastgele olarak
dagitilmistir. Bu 3 sahanin her birinde, 20 adet FFPE kesitinden (10 ¢ift) olusan bir partiden,
mutasyon ve yabani tip olmasina gére DNA numuneleri alinmistir.

3 ayri test sahasindaki érnekler therascreen KRAS RGQ PCR Kit ile test edildiginde, 7 adet
mutasyon ve bir yabani tip 6rnek dogru mutasyon sonucuyla saptanmigtir. 7 adet mutasyon
ve bir yabani tip 6rnek icin alinan genel sonuglar %100 oraninda tutarl olup, therascreen
KRAS RGQ PCR Kit kullanilarak DNA numunesi aliminda ve mutasyon tespitinde sahalar
arasi tutarlilik bulunduguna isaret etmistir.
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Onceki calismada bu mutasyonlari temsil eden hiicre hatti drnekleri kullanildigindan, 12ALA,
12ARG, 12SER ve 13ASP mutasyonlarini temsil eden klinik FFPE NSCLC o6rnekleri
kullanilarak ek bir Ornek Isleme galismasi gergeklestiriimistir. Bu ek calismada, énceki
calismayla ayni galisma tasarimi izlenmistir. Ug ayri test sahasi genelinde ekstrakte edilen
12ALA, 12ARG ve 13ASP mutant 6rnekleri igin tim 6rnek hazirliklari, KRAS Kit ile test
edildiginde dogru bir mutasyon sonucu vermistir. Bu érnekler igin genel dodru sonug orani
%100 olmustur. 12SER mutasyonu icin érnek hazirliklari, Gg ayri test sahasi genelinde 28/30
siklikta dogru mutasyon sonucu vermistir (dogru sonug ylzdesi %93,33'e esittir). Sonuglar,
therascreen KRAS RGQ PCR Kit ile test yapmak igin kullanilan DNA ekstraksiyon proseduiri

ile 6rnek isleme is akiginin tutarlihdini géstermektedir.

Ornek alma ydntemlerinin esdegerligi (yalnizca NSCLC)

Bu arastirmanin amaci, NSCLC &rnekleri igin therascreen KRAS RGQ PCR Kit kullanilarak
alinan mutasyon sonuglarinin, érnek alma yontemi tarafindan etkilenip etkilenmedigini

deg@erlendirmektir. Arastirmada 3 adet 6rnek alma yontemi incelenmistir: kazima, FNA ve CNB.

Bu arastirma igin, cerrahi kazima ile alinmig 6rnekten "hastayla eglestirilen" CNB ve FNA
ornekleri alinarak, her 3 ydontemle de ayni timorin elde edilebilmesi saglanmak istenmistir.
Her bir 6rnek, therascreen KRAS RGQ PCR Kit ile ekstrakte edilmis ve test edilmistir.

Her bir 6rnek, KRAS Kontrol tahliliyle ekstrakte edilmis ve test edilmistir. Gegerli sonug veren
her bir 6rnek (169 kazima, 169 CNB ve 164 FNA 6rnegi) 8 adet KRAS tahliliyle test edilmisgtir.

Birincil analiz, numune alma tipleri genelinde tespit edilen spesifik mutasyona dayali
olmustur. Genel uyumluluk orani, pozitif uyumluluk orani ve negatif uyumluluk orani
olgumleri, her ikili karsilastirma igin kesin iki tarafli %95 guven limiti ile birlikte hesaplanmistir.
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Tablo 30. Ornek Alma Yéntemleri Arasindaki Uyumluluk

Karsilagtirma Uyumluluk Sikhiklar Yiizde (%) ki tarafl iki tarafli
gliven %95 giiven
araliginin araliginin
alt limiti st limiti

Referans Genel Uyumluluk 97.76

olarak CNB Orani 148/156 94,87 90.15 ’

ile CNB/ FNA

gosz Uyumluluk 29/35 82,86 66,35 93,44
rani

Negatif Uyumluluk 119121 98,35 94,16 99,80

Orani

Referans Genel Uyumluluk 7

olarak CNB Orani 153/161 S 9044 oo

ile CNB / RES

Pozitif Uyumluluk 31/37 83,78 67,99 93,81
Orani
Negatif Uyumluluk 122/124 98,39 94,30 99,80
Orani

Referans Genel Uyumluluk 97.76

olarak FNAile  Orani 148/156 94.87 90.15 ,

FNA/CNB

Pozitif Uyumluluk 29/32 90,63 74,98 98,02
Orani
Negatif Uyumluluk 119/124 95,97 90,84 98,68
Orani

Referans Genel Uyumluluk 99.30

olarak FNAile  Orani 1521156 9744 S ,

FNA / RES

Fo’osz Uyumluluk 30/32 93,75 79,19 99,23
rani

gegatif Uyumluluk 122/124 98,39 94,30 99,80
rani

Tablonun devami bir sonraki sayfadadir
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Tablo bir dnceki sayfadan devam ediyor
Tablo 30. Ornek Alma Yéntemleri Arasindaki Uyumluluk (devami)

Karsilagstirma Uyumluluk Sikliklar Yizde (%) iki tarafh iki tarafh
gliven %95 giiven
araliginin araliginin
alt limiti ust limiti

Referans Genel Uyumluluk

olarak RES ile Orani 153/161 95,03 90,44 97.83

RES /CNB B

Pozitif Uyumluluk 31/34 9118 76.32 98,14
Orani
Negatif Uyumluluk 4251127 96,06 91,05 98,71
Orani

Referans Genel Uyumluluk 99 30

olarak RES ile Orani s AR sear ’

RES / FNA B

pozitifUyumiulukc 30132 93,75 79,19 99,23
rani
Negatif Uyumluluk 4251124 98,30 94,30 99,80

Orani

Ayrica, farkli 6rnek alma yontemleri arasinda Crve ACt degerlerini karsilastirmak igin
Passing-Bablok ve Deming regresyon analizi gerceklestirilmistir. Regresyon analizi, RES,
CNB ve FNA 6rnek tipleri arasinda, Cr veya ACt bakimindan sabit veya orantili bir fark
bulunduguna dair higbir kanit bulunmadigini ortaya koymustur. Ayrica, nekrotik doku ve
timor dokusu yuzdesinin ilgili ACt deg@erleri Uzerindeki etkisini arastirmak i¢in bir dogrusal
regresyon analizi gergeklestiriimistir. Nekrotik ve ylizde timor / ACr igin regresyon cizgisinin
egimi, nekrotik doku veya timoér dokusunun artan yizde degerleriyle, ACt deg@erlerinde
anlaml bir farklilik bulunduguna dair higbir kanit bulunmadigini belirtmektedir.
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Klinik Performans

therascreen KRAS RGQ PCR Kit, spesifik olarak KRAS geninin 12 ve 13 kodonlarindaki 7
KRAS mutasyonunu tespit etmek icin tasarlanmistir. Spesifik olarak bu kodonlardaki yabani
tip sekansini tespit etmek Uzere tasarlanmamistir. Testin sonuglari, "[mutasyon adi]
Detected" ([mutasyon adi] Tespit Edildi) ve "No Mutation Detected" (Higbir Mutasyon Tespit
Edilmedi) olarak raporlanir. Asagida sunulan klinik ¢alismalarda, KRAS mutasyonu pozitif
sonuglar, timor dokusu therascreen KRAS RGQ PCR Kit tarafindan tespit edilen 7
mutasyondan (G12A, G12D, G12R, G12C, G12S, G12V, G13D) biri veya daha fazlasi
bakimindan pozitif olan hastalara aittir. KRAS mutasyonu negatif (yabani tip) sonucu, timor
dokusu therascreen KRAS RGQ PCR Kit tarafindan tespit edilen 7 mutasyon bakimindan
negatif olan hastalari ifade eder (6rnek aslinda, KRAS geninde, therascreen KRAS RGQ
PCR Kit tarafindan tanimlanmayan mutasyonlar barindiriyor olabilir).

Erbitux (setuksimab) ile kullanimi destekleyen klinik ¢alisma

therascreen KRAS RGQ PCR Kit'in, Erbitux (setuksimab) ile tedaviye uygun hastalarin
secilmesini saglayan bir tani araci olarak klinik yararlihdini desteklemek tzere veri Uretmek
icin bir klinik performans ¢alismasi gerceklestirilmistir. Erbitux'un (setuksimab) guvenligi ve
etkinligi CA225025 calismasinda ortaya konmustur. CA225025, EGFR eksprese eden,
onceden tedavi edilmis, nukseden metastatik CRC (mCRC) gorilen 572 hasta ile
gerceklestirilen cok merkezli, acik etiketli ve randomize bir klinik calismadir. Hastalar ya
Erbitux'e (setuksimab) ek olarak en iyi destekleyici bakim (Best Supportive Care, BSC) ya
da tek basina BSC uygulanacak sekilde randomize edilmistir (1:1). Erbitux (setuksimab),
400 mg/m? baslangic dozuyla ve ardindan, hastalik ilerlemesine veya kabul edilemez

toksisite durumuna kadar haftada 250 mg/m? dozuyla uygulanmistir.

Randomize edilen 572 hastanin, medyan yasi 63'tir, %64'0 erkektir, %89'u beyazdir ve
%77'sinin baslangic ECOG performans durumu 0-1 arasindadir. Demografik 6zellikler ve

baslangi¢ karakteristikleri, ¢calisma kollari arasinda benzerlik géstermistir. Tim hastalar,
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irinotekan igeren bir rejim ve oksaliplatin igeren bir rejim dahil olmak lzere 6nceden tedavi

almis ve bu tedavide ilerleme gostermis olmalidir.

572 hastanin 453'Unde (%79) KRAS mutasyon durumu elde edilmistir: therascreen KRAS
RGQ PCR Kit ile degerlendirildiginde, 245 hasta (%54) KRAS mutasyonu negatif timdrlere
ve 208 hasta (%46) KRAS mutasyonu pozitif timorlere sahiptir.

Calismanin ana sonug Olgiiti toplam sagkalim (overall survival, OS) olmustur. KRAS
mutasyonu negatif (yabani tip) populasyon icin medyan sagkalim suresi (%95 Cl), Erbitux
(setuksimab)+BSC grubunda 8,6 (7,0, 10,3) ay ve BSC grubunda 5,0 (4,3, 5,7) ay olmustur.
Erbitux (setuksimab)+BSC / BSC OS tehlike orani 0,63 olmustur. %95 glven arahgi
(Confidence interval, Cl) (0,47, 0,84) olmustur.

KRAS mutasyonu pozitif popllasyon igin medyan sagkalim siresi, Erbitux
(setuksimab)+BSC grubunda 4,8 (3,9, 5,6) ay ve BSC grubunda 4,6 (3,6, 4,9) ay olmustur.
Tehlike orani, %95 CI (0,67, 1,24) ile 0,91 olmustur. Sonuglar Tablo 31 ve Sekil 23'te
sunulmustur.

Tablo 31. Onceden tedavi edilmis EGFR eksprese eden metastatik kolorektal kanserde toplam
sagkalim (timi randomize ve KRAS durumu)

Yabani tip
KRAS mutasyonu KRAS mutasyonu
Tiimii randomize negatif pozitif
Erbitux+tBSC BSC Erbitux+BSC BSC Erbitux+BSC BSC
N=287 N=285 N=117 N=128 N=108 N=100
ge‘)’ya" 6,1 4,6 8,6 5,0 48 4,6
(,,/:’95 cl) (5,4,6,7) (4,2,49) (7,0,10,3) (4,3,57) (3,9,5,6) (3,6,4,9)
Tenlike o177 0,63 0,91
95cy (064,092 (0,47, 0,84) (0,67, 1,24)
p degeri* 00,0046 - -

Katmanli log-sira testine dayal.
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Sekil 23. KRAS mutasyonu negatif (yabani tip) metastatik kolorektal kanser goriilen hastalarda
toplam sagkalim igin Kaplan-Meier egrisi.

6. ve 12. aylarda Kaplan-Meier tahminlerine dayali toplam sagkalim oranlari, KRAS yabani
tip alt grubu igin, Erbitux (setuksimab)+BSC grubunda, BSC grubuna gore daha yiiksek
olmustur. Bu avantaj, KRAS mutant alt grubunda gézlemlenmemistir.

Vectibix (panitumumab) ile kullanimi destekleyen klinik calisma

therascreen KRAS RGQ PCR Kit'in, Vectibix (panitumumab) ile tedaviye uygun hastalarin
belirlenmesine yardimci olan bir tani araci olarak klinik yararliligini desteklemek tzere veri
uretmek icin bir klinik performans c¢alismasi gergeklestiriimistir. Calismanin amaci,
therascreen KRAS RGQ PCR Kit ile belirlendigi sekilde KRAS mutasyon durumunun,
Vectibix (panitumumab) tedavisinden fayda gérecek mCRC hastalarinin segiminde kullanilip
kullanilamayacagini  degerlendirmektir. 20050203 klinik calismasi, ©énceden tedavi
edilmemis, nikseden mCRC goérilen hastalarda, tek bagsina FOLFOX kullanimina kiyasla,
oksaliplatin, 5-florotrasil (5-FU) ve I6kovorin (FOLFOX) ile birlikte panitumumab kullaniminin
etkinligini degerlendirme amagli, gcok merkezli, prospektif, acik etiketli, randomize bir faz 3
calismasidir.

96 therascreen KRAS RGQ PCR Kit Kullanim Talimatlar (El Kitab1) 04/2022



20050203 calismasinda yer alan hastalardan alinan kiimelenmis tumor 6rnekleri, iki alt
grubu tanimlamak adina therascreen KRAS RGQ PCR Kit ile test edilmistir: KRAS geninde
ekson 2'nin 12 ve 13 kodonlarinda 7 KRAS mutasyonundan en az birinin tespit edilmesine
veya higbirinin tespit edilmemesine goére, KRAS mutasyonu pozitif (mutant KRAS) ve KRAS
mutasyonu negatif (yabani tip KRAS). Retrospektif analizlerde, 20050203 c¢alismasindan
elde edilen etkinlik verileri KRAS alt grubuna gére siniflandiriimistir. KRAS analizinin birincil
amaci, tek basina FOLFOX kullanimina kiyasla, Vectibix'e (panitumumab) ek olarak
FOLFOX kullanimi durumunda PFS'deki genel iyilesmenin, KRAS mutant timérleri bulunan
gonullilere kiyasla KRAS yabani tip timorleri gorilen gonullulerde énemli dlgclide daha

yuksek olup olmadidini dederlendirmektir.

Onceden belirtilen birincil etkinlik sonlanim noktasi, kér bagimsiz bir merkezi gériintiileme
incelemesi ile degerlendirildigi sekilde yabani tip KRAS mCRC gérilen hasta grubunda
(n = 656) ilerlemesiz sagkalim (Progression-Free Survival, PFS) olmustur. Diger temel
etkinlik sonlanim noktalari arasinda OS ve ORR yer almaktadir. Yabani tip KRAS mCRC

g6rulen hastalarda etkinlik sonuglari Tablo 32 ve Sekil 24'te sunulmustur.

Tablo 32. Yabani tip KRAS mCRC goériilen hastalarda etkinlik sonuglari

PFS

Yabani tip Tehlike

KRAS Medyan (ay) orani ORR

popiilasyonu (%95 ClI) (%95 CI) p degeri (%95 CI)
Panitumumab _ 9,6 0,80 %54
ati FOLFOX o2 92,111)  (066,097) 02 (%48, %509)
Tek bagina N=331 8,0 %47
FOLFOX (7,5, 9,3) (%41, %52)
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%100, | .
Tedavi Grubu

Panitumumab Arti FOLFOX (n=325)
— — — Tek basina FOLFOX (n=331)

%90,

%80,

%70,

%60,

%50 1

Olaysiz Oran

%40 1

%30 1

%20 1

%10 1

%0 1

Risk altindaki goniilliiler
Panitumumab Arti FOLFOX 325 254 156 73 22
Tek basina FOLFOX 331 242 127 41 16 2

N
oo

Sekil 24. Yabani tip KRAS mCRC goriilen hastalarda Kaplan-Meier ilerlemesiz sagkalim (progression-free
survival, PFS) grafigi.

KRAS mutant timorleri bulunan hastalarda, Vectibix (panitumumab) artt FOLFOX alan 221
hastada medyan PFS 7,3 ay (%95 ClI: 6,3, 8,0) olmustur. Medyan PFS, tek basina FOLFOX
alan 219 hastada 8,8 ay (%95 Cl: 7,7, 9,4) olmustur (HR = 1,29, %95 CI: 1,04, 1,62). Vectibix
(panitumumab) arti FOLFOX alan hastalarda medyan OS 15,5 ay (%95 Cl: 13,1, 17,6)
olmustur. Medyan OS, tek basina FOLFOX alan hastalarda 19,3 ay (%95 CI: 16,5, 21,8)
olmustur (HR = 1,24, %95 CI: 0,98, 1,57).

Yabani tip KRAS mCRC goérilen hastalarin %82'sindeki olaylara dayali olarak giincellenmis
bilgilerle birlikte arastirma amagcl bir OS analizinde, tek basina FOLFOX kullanimina kiyasla
Vectibix (panitumumab) arti FOLFOX kullaniminin tedavi etkisi tahmin edilmistir. Yabani tip
KRAS mCRC gorilen hastalarda, Vectibix (panitumumab) artt FOLFOX alan 325 hastada
medyan OS 23,8 ay (%95 CI: 20,0, 27,7) olmustur. Bu deger, tek bagsina FOLFOX alan 331
hastada 19,4 ay (%95 Cl: 17,4, 22,6) olmustur (HR = 0,83, %95 CI: 0,70, 0,98). Sonuglar
Sekil 25'te gosterilmektedir.
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%100 .
° Tedavi Grubu

Panitumumab Arti FOLFOX (n=325)
— — — Tek basina FOLFOX (n=331)
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T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
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Ay
Risk altindaki goniilliiler
Panitumumab Artt FOLFOX 325 310 266 227205 172 151 132 111 94 78 63 54 42 25 17 6 0

0
Tek bagina FOLFOX 331 304 267 226191 157 129 111 96 77 61 45 40 32 17 10 3 1 0

Sekil 25. Yabani tip KRAS mCRC goriilen hastalarda Kaplan-Meier toplam sagkalim (Overall Survival, OS)
grafigi.
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LUMYKRAS® (sotorasib) kullanimini destekleyen klinik calisma

therascreen KRAS RGQ PCR Kit'in, LUMYKRAS (sotorasib) ile tedaviye uygun KRAS G12C
pozitif NSCLC hastalarinin belirlenmesine yardimci olan bir tani araci olarak klinik
gegerliligini gostermek igin bir klinik performans galismasi gergeklestiriimistir. Calismanin
amacl, therascreen KRAS RGQ PCR Kit ile belirlendigi sekilde G12C mutasyon durumunun,
LUMYKRAS (sotorasib) tedavisinden fayda gérecek ileri NSCLC hastalarinin seg¢iminde
kullanilip kullanilamayacagini degerlendirmektir. 20170543 klinik ¢calismasi, KRAS G12C
mutasyonunu barindiran ileri solid timorleri bulunan yetigkin gondillilerde LUMYKRAS
(sotorasib) tedavisinin etkinligi ve gtivenligini degerlendirmek Uzere tasarlanan, acik etiketli,
cok merkezli bir faz 1/2 galismasidir.

Bu calismanin NSCLC faz 2 kisminin birincil analizinden elde edilen veriler, therascreen KRAS
RGQ PCR Kit'in bir tani araci olarak klinik gecerliligini desteklemek tizere kullaniimigtir.

Calismaya katihm, yerel laboratuvar sonucuyla degerlendirildigi ve therascreen KRAS RGQ
PCR Kit kullanilarak merkezi testlerle dogrulandigi sekilde, KRAS G12C mutasyonlu NSCLC
gorilen goéndlltlerle sinirlandiriimigtir. Bu galismanin NSCLC faz 2 kisminin birincil sonlanim
noktasi, Solid Tumorlerde Yanit Degerlendirme Kriterleri (Response Evaluation Criteria in
Solid Tumors, RECIST) versiyon 1.1, KRAS G12C mutasyonlu ileri timorler gorilen
gonullilerde monoterapi olarak LUMYKRAS (sotorasib) kriterleri ile degerlendirildigi sekilde,
timor objektif yanit oraninin (Objective Response Rate, ORR) degerlendiriimesi olmustur.

NSCLC gorilen toplam 126 gonilliden 124 gondilli, tam analiz grubuna dahil edilmigstir. Kér
bagimsiz merkezi incelemeye (Blinded Independent Centralized Review, BICR) gore =1
oOlgulebilir lezyonu bulunmadigi igin iki génalli hari¢ tutulmustur.

KRAS G12C mutasyonlu NSCLC gorilen gonlldler igin, bilgisayarli tomografi veya
manyetik rezonans goriintileme ile 6lgllen ve BICR laboratuvari tarafindan RECIST 1.1
uyarinca degerlendirilen birincil ORR sonlanim noktasi (tam yanit + kismi yanit), %37,1
olmustur (124 goénilliden 46's1; %95 Cl: %28,6-46,2); t¢ (3) gonillide (%2,4) tam yanit ve
43 gondulltide (%34,7) kismi yanit* elde edilmistir.

* 1 Aralik 2020 verilerine dayali olarak.
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Sorun Giderme Kilavuzu

Bu sorun giderme kilavuzu ortaya cikabilecek sorunlarin ¢éziimiinde yardimci olabilir.
Teknik yardim ve daha fazla bilgi icin Iitfen www.giagen.com/Support adresindeki Teknik

Destek Merkezimize gidin (iletisim bilgileri igin www.qiagen.com adresini ziyaret edin).

Yorumlar ve oneriler

Gegersiz sonuglar

a) Bir veya daha fazla bilesenin Reaktiflerin saklama kosullarini ve son kullanma tarihlerini (bkz. etiket)
saklama kosullari, Numune Alma, kontrol edin ve gerekirse yeni bir kit kullanin.
Analize Hazirlama ve Saklama
bashginda (sayfa 16) verilen

talimatlara uygun degildir.

b) therascreen KRAS RGQ PCR Kit'in Reaktiflerin saklama kosullarini ve son kullanma tarihini (bkz. kit etiketi)
slresi dolmustur. kontrol edin ve gerekirse yeni bir therascreen KRAS RGQ PCR Kit

kullanin.
NTC ornekleri FAM kanalinda pozitif sonug veriyor.

PCR hazirhgr esnasinda PCR'l replikatlar halinde yeni reaktiflerle tekrarlayin.

kontaminasyon gergeklesmistir. Mimkiinse PCR tiiplerini test edilecek 6rnegdin eklenmesinden hemen

sonra kapatin.

Calisma alani ve cihazlarin diizenli araliklarla dekontamine edildiginden

emin olun.
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therascreen KRAS Assay Package tarafindan olusturulan isaretler

Tablo 33'da therascreen KRAS Assay Package tarafindan olusturulabilecek olasi isaretler,

anlamlari ve yapiimasi gereken eylemler verilmistir. Isaretler hem NSCLC hem de CRC ile

ilgilidir.

Tablo 33. Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Package isaretlerinin anlamlari ve 6nerilen eylemler

isaret

Anlami

Eylem

PC_CTRL_ASSAY_FAIL

PC_MUTATION_INVALID_DATA

NTC_INT_CTRL_FAIL

NTC_INT_CTRL_EARLY_CT

NTC_INVALID_CT

NTC_INVALID_DATA

SAMPLE_CTRL_INVALID_DATA

PCR calismasi gegersiz —
Kontrol reaksiyonunda FAM C+
pozitif kontrol igin aralik diginda

PCR ¢alismasi gecersiz — Pozitif
kontrol (mutasyon reaksiyon
karigimi) igindeki floresans verileri
yorumlanamiyor

PCR ¢alismasi gecgersiz —
Dahili kontrol, negatif kontrol igin
araligin Ustinde

PCR galismasi gecgersiz —
Dahili kontrol, negatif kontrol igin
araligin altinda

PCR calismasi gegersiz —
FAM (limitten kiglk), negatif kontrol
icin gegersiz

PCR ¢alismasi gecersiz — Negatif
kontrol igindeki floresans verileri
yorumlanamiyor

Ornek gegersiz — Ornek kontrolii
icindeki floresans verileri
yorumlanamiyor

Tim PCR calismasini tekrarlayin.

TUum PCR calismasini tekrarlayin.

Tum PCR calismasini tekrarlayin.

Tum PCR calismasini tekrarlayin.

Tim PCR galismasini tekrarlayin.

TUum PCR calismasini tekrarlayin.

ligili 6rnegi/érnekleri tekrar islemek
icin yeni PCR kurun.

Tablonun devami bir sonraki sayfadadir
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Tablo bir dnceki sayfadan devam ediyor
Tablo 33. Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Package isaretlerinin anlamlari ve 6nerilen eylemler

isaret

Anlami

Eylem

SAMPLE_CTRL_HIGH_CONC

SAMPLE_CTRL_FAIL

Ornek Gegersiz —
Ornek kontroltindeki FAM Cr ¢ok
diisiik

Ornek gegersiz —
Ornek kontrol reaksiyonundaki
FAM Cr cok yliksek

Cr degerini artirmak igin érnegi
seyreltin. Bu dillisyon islemi, kit
icinde verilen suyla 1:1 oraninda
seyreltme yapmanin Ct degderini
1,0 kadar ylkseltecegi
varsayimina gore hesaplanmalidir.
Ornek seyreltildiginde, 6rnegi
tekrar islemek igin yeni PCR kurun.

Ornegi tekrar islemek igin yeni
PCR calismasi kurun. Tekrarlanan
PCR calismasinda da gegersiz
sonug alinirsa, yeni bir FFPE
kesitinden 6rnek alin (24 kesit).
Yeni alinan kesiti incelemek igin
yeni PCR kurun. Gegersizse, bu
ikinci kesit igin ayni islemi
tekrarlayin. Ornek bu g¢alismadan
sonra da gegerli sonug vermiyorsa,
ornege belirsiz mutasyon durumu
atanir ve daha fazla test yapilmaz.
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NSCLC'ye 6zgu isaretler

Tablo 34'te NSCLC ornekleri igin Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Package
tarafindan olusturulabilecek olasi isaretler, isaretlerin anlamlari ve gergeklestiriimesi

gereken eylemler verilmistir.

Tablo 34. NSCLC ornekleri icin Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Package isaretlerinin anlamlar ve

onerilen eylemler

isaret

Anlami

Eylem

SAMPLE_INT_CTRL_FAIL

SAMPLE_INT_CTRL_EARLY_CT

Dahili kontrol (HEX) igin Ct gok
ylksek (veya Cr yok), FAM kanali
mutasyon negatif

Mutasyon tiipi gegersiz — Ct HEX
ornek (dahili kontrol) igin gok dislik

Ornegi tekrar islemek igin yeni PCR
calismasi kurun. Tekrarlanan PCR
calismasinda da gegersiz sonug
alinirsa, yeni bir FFPE kesitinden
ornek alin. Yeni alinan kesiti
incelemek icin yeni PCR kurun.
Gegersizse, bu ikinci kesit icin ayni
islemi tekrarlayin. Ornek bu
calismadan sonra da gegerli sonug
vermiyorsa, érnege belirsiz
mutasyon durumu atanir ve daha
fazla test yapilmaz.

Ornegi tekrar islemek igin yeni PCR
calismasi kurun. Tekrarlanan PCR
calismasinda da gegersiz sonug
alinirsa, yeni bir FFPE kesitinden
ornek alin. Yeni alinan kesiti
incelemek icin yeni PCR kurun.
Gegersizse, bu ikinci kesit igin ayni
islemi tekrarlayin. Ornek bu
galismadan sonra da gegerli sonug
vermiyorsa, 6rnege belirsiz
mutasyon durumu atanir ve daha
fazla test yapilmaz.

Tablonun devami bir sonraki sayfadadir
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Tablo bir dnceki sayfadan devam ediyor

Tablo 34. NSCLC ornekleri icin Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Package isaretlerinin anlamlarn ve

onerilen eylemler

isaret

Anlami

Eylem

SAMPLE_INVALID_
DATA

MUTATION_EARLY_CT

SAMPLE_POSITIVE_
AND_INVALID

Mutasyon tlipt gecgersiz — Dahili
kontrol igindeki floresans verileri
yorumlanamiyor

Mutasyon tiipii gegersiz — Ct FAM
ornek igin gok disuk.

Bir 6rnek igin bir veya daha fazla
mutasyon gegcerli ve pozitif, ayni
zamanda ayni 6rnek igin bir veya
daha fazla mutasyon gecersiz
(uyaridir, hata degildir)

Ornegi tekrar islemek igin yeni
PCR cgalismasi kurun. Tekrarlanan
PCR calismasinda da gegersiz
sonug alinirsa, yeni bir FFPE
kesitinden érnek alin. Yeni alinan
kesiti incelemek igin yeni PCR
kurun. Gegersizse, bu ikinci kesit
igin ayni iglemi tekrarlayin. Ornek
bu galismadan sonra da gecerli
sonug vermiyorsa, 6rnede belirsiz
mutasyon durumu atanir ve daha
fazla test yapilmaz.

Ornegi tekrar islemek igin yeni
PCR calismasi kurun. Tekrarlanan
PCR calismasinda da gegersiz
sonug alinirsa, yeni bir FFPE
kesitinden 6rnek alin. Yeni alinan
kesiti incelemek icin yeni PCR
kurun. Gegersizse, bu ikinci kesit
igin ayni islemi tekrarlayin. Ornek
bu ¢alismadan sonra da gegerli
sonug vermiyorsa, 6rnede belirsiz
mutasyon durumu atanir ve daha
fazla test yapilmaz.

Ornegi tekrar islemek igin yeni
PCR cgalismasi kurun. Tekrarlanan
PCR ¢alismasinda da gegersiz
sonug alinirsa, yeni bir FFPE
kesitinden 6rnek alin. Yeni alinan
kesiti incelemek icin yeni PCR
kurun. Gegersizse, bu ikinci kesit
icin ayni islemi tekrarlayin. Ornek
bu calismadan sonra da gegerli
sonug vermiyorsa, érnege belirsiz
mutasyon durumu atanir ve daha
fazla test yapilmaz.
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CRC'ye 6zgu isaretler

Asagidaki tabloda CRC 6&rnekleri icin Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Package
tarafindan olusturulabilecek olasi isaretler, isaretlerin anlamlari ve gergeklestiriimesi

gereken eylemler verilmistir.

Tablo 35. CRC ornekleri icin Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Package isaretlerinin anlamlan ve

onerilen eylemler

isaret

Anlami

Eylem

SAMPLE_INT_CTRL_FAIL

SAMPLE_INT_CTRL_EARLY_CT

Dahili kontrol (HEX) igin Ct ¢cok
ylksek (veya Cr yok), FAM kanali
mutasyon negatif

Mutasyon tupi gegersiz — Ct HEX
ornek (dahili kontrol) igin cok
disik

Ornek gegerli durumda ise —
Eylem yok.

Ornek gegersiz durumda ise,
ornegi yeniden iglemek icin yeni
PCR kurun. Tekrarlanan PCR
calismasinda da gegersiz sonug
alinirsa, yeni bir FFPE kesitinden
ornek alin. Yeni alinan kesiti
incelemek icin yeni PCR kurun.
Gegersizse, bu ikinci kesit igin ayni
islemi tekrarlayin. Ornek bu
calismadan sonra da gegerli sonug
vermiyorsa, érnege belirsiz
mutasyon durumu atanir ve daha
fazla test yapilmaz.

Ornek gegerli durumda ise —
Eylem yok.

Ornek gegersiz durumda ise,
ornegi yeniden islemek icin yeni
PCR kurun. Tekrarlanan PCR
calismasinda da gegersiz sonug
alinirsa, yeni bir FFPE kesitinden
ornek alin. Yeni alinan kesiti
incelemek icin yeni PCR kurun.
Gegersizse, bu ikinci kesit igin ayni
islemi tekrarlayin. Ornek bu
calismadan sonra da gegerli sonug
vermiyorsa, 6rnege belirsiz
mutasyon durumu atanir ve daha
fazla test yapilmaz.

Tablonun devami bir sonraki sayfadadir
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Tablo bir dnceki sayfadan devam ediyor

Tablo 35. CRC ornekleri icin Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Package isaretlerinin anlamlan ve

onerilen eylemler (devami)

isaret

Anlami

Eylem

SAMPLE_INVALID_
DATA

MUTATION_EARLY_CT

SAMPLE_POSITIVE_
AND_INVALID

Mutasyon tlipi gegersiz — Dahili
kontrol igindeki floresans verileri
yorumlanamiyor

Mutasyon tiipi gecgersiz — Ct FAM
ornek igin cok dlsuk.

Bir 6rnek igin bir veya daha fazla
mutasyon gegcerli ve pozitif, ayni
zamanda ayni 6rnek igin bir veya
daha fazla mutasyon gegersiz
(uyaridir, hata degildir)

Ornek gegerli durumda ise — Eylem
yok.

Ornek gegersiz durumda ise,
ornegdi yeniden islemek icin yeni
PCR kurun. Tekrarlanan PCR
galismasinda da gegersiz sonug
alinirsa, yeni bir FFPE kesitinden
ornek alin. Yeni alinan kesiti
incelemek igin yeni PCR kurun.
Gegersizse, bu ikinci kesit igin ayni
islemi tekrarlayin. Ornek bu
¢alismadan sonra da gegerli sonug
vermiyorsa, érnege belirsiz
mutasyon durumu atanir ve daha
fazla test yapilmaz.

Ornek gegerli durumda ise — Eylem
yok.

Ornek gegersiz durumda ise,
ornegdi yeniden islemek icin yeni
PCR kurun. Tekrarlanan PCR
calismasinda da gecersiz sonug
alinirsa, yeni bir FFPE kesitinden
ornek alin. Yeni alinan kesiti
incelemek icin yeni PCR kurun.
Gegersizse, bu ikinci kesit igin ayni
islemi tekrarlayin. Ornek bu
calismadan sonra da gegerli sonug
vermiyorsa, 6rnege belirsiz
mutasyon durumu atanir ve daha
fazla test yapilmaz.

Yok.
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Kalite Kontrol

QIAGEN ISO sertifikali Kalite Yonetim Sistemi uyarinca, therascreen KRAS RGQ PCR Kit'in

her bir lotu tutarli Griin kalitesi saglamak igin énceden belirlenmig 6zelliklere gore test edilir.

108 therascreen KRAS RGQ PCR Kit Kullanim Talimatlar (El Kitab1) 04/2022



Referanslar

Alintilanan referanslar

1.

Hilger, R.A., et al. (2002) The Ras-Raf-MEK-ERK pathway in the treatment of cancer.
Onkologie 25, 511.

Bachireddy, P., et al. (2005) Getting at MYC through RAS. Clin. Cancer Res. 11, 4278.

Han, S.-W. et al. (2006) Optimization of patient selection for gefitinib in non-small cell
lung cancer by combined analysis of epidermal growth factor receptor mutation, K-ras
mutation, and AKT phosphorylation. Clin. Cancer Res. 12, 2538.

Pao, W. et al. (2005) KRAS mutations and primary resistance of lung adenocarcinomas
to gefitinib or erlotinib. PloS Medicine 2, 57.

Newton, C.R. et al. (1989) Analysis of any point mutation in DNA. The amplification
refractory mutation system (ARMS). Nucleic Acids Res. 17, 2503.

Whitcombe, D. et al. (1999) Detection of PCR products using self-probing amplicons
and fluorescence. Nature Biotech. 17, 804.

Catalog of Somatic Mutations in Cancer: www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic.

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (2004). Protocols for Determination
of Limits of Detection and Limits of Quantitation: Approved Guideline. CLSI Document
EP17-A. Wayne, PA: Clinical and Laboratory Standards Institute (formerly NCCLS).

Faydali referanslar

Amado, R.G. (2008) Wild-type KRAS is required for panitumumab efficacy in patients
with metastatic colorectal cancer. J. Clin. Oncol. 26, 1626.

Benvenuti, S. et al. (2007) Oncogenic activation of the RAS/RAF signaling pathway
impairs the response of metastatic colorectal cancers to anti-epidermal growth factor
receptor antibody therapies. Cancer Res. 67, 2643.

Bokemeyer, C. et al., (2008) K-RAS status and efficacy of first-line treatment of patients
with metastatic colorectal cancer (MCRC) with FOLFOX with or without cetuximab: The
OPUS experience. J. Clin. Oncol. 26 (May 20 suppl; abstr 4000).

therascreen KRAS RGQ PCR Kit Kullanim Talimatlar (El Kitab1) 04/2022 109


http://www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic

Chaft, J.E. et al. (2013) Phase Il trial of neoadjuvant bevacizumab plus chemotherapy
and adjuvant bevacizumab in patients with resectable nonsquamous non-small-cell lung
cancers. J. Thorac. Oncol. 8, 1084.

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (2008). User Protocol for Evaluation
of Qualitative Test Performance: Approved Guideline, 2nd ed. CLSI Document EP12-A2.
Wayne, PA: Clinical and Laboratory Standards Institute (formerly NCCLS).

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (2004). Evaluation of Precision
Performance of Quantitative Measurement Methods: Approved Guideline, 2nd ed. CLSI
Document EP05-A2. Wayne, PA: Clinical and Laboratory Standards Institute (formerly
NCCLS).

De Roock, W. et al. (2007) KRAS mutations preclude tumor shrinkage of colorectal
cancers treated with cetuximab. J. Clin. Oncol. 25, 4132.

De Roock, W. et al. (2008) KRAS wild-type state predicts survival and is associated to
early radiological response in metastatic colorectal cancer treated with cetuximab. Ann.
Oncol. 19, 508.

Di Fiore, F. et al. (2007) Clinical relevance of KRAS mutation detection in metastatic

colorectal cancer treated by cetuximab plus chemotherapy. Br. J. Cancer 96, 1166.

Dingemans, A.M. et al. (2013) A phase |l study of sorafenib in patients with platinum-
pretreated, advanced (Stage llIb or IV) non-small cell lung cancer with a KRAS mutation.
Clin. Cancer Res. 3, 743.

Finocchiaro, G. et al. (2007) EGFR, HER2, and Kras as predictive factors for cetuximab

sensitivity in colorectal cancer. J. Clin. Oncol. 25, 4021.

Janne, P.A. et al. (2013) Selumetinib plus docetaxel for KRAS-mutant advanced non-
small-cell lung cancer: a randomised, multicentre, placebo-controlled, phase 2 study.
Lancet Oncol. 1, 38.

Karapetis C. et al. (2008) KRAS mutation status is a predictive biomarker for cetuximab
benefit in the treatment of advanced colorectal cancer. Results from NCIC CTG CO.17:
A phase Il trial of cetuximab versus best supportive care. 10th World Congress on
Gastrointestinal Cancer: Abstract 0-037. Presented June 27, 2008.

therascreen KRAS RGQ PCR Kit Kullanim Talimatlar (El Kitab1) 04/2022



e Khambata-Ford, S. et al. (2007) Expression of Epiregulin and Amphiregulin and K-ras
mutation status predict disease control in metastatic colorectal cancer patients treated
with cetuximab. J. Clin. Oncol. 25, 3230.

o Liévre A. et al. (2008) KRAS mutations as an independent prognostic factor in patients

with advanced colorectal cancer treated with cetuximab. J. Clin. Oncol. 26, 374.

e Lievre, A. et al. (2006) KRAS mutation status is predictive of response to cetuximab

therapy in colorectal cancer. Cancer Res. 66, 3992.

® Reckamp, K.L. et al. (2014) A phase 2 trial of dacomitinib (PF-00299804), an oral,
irreversible pan-HER (human epidermal growth factor receptor) inhibitor, in patients with
advanced non-small cell lung cancer after failure of prior chemotherapy and erlotinib.
Cancer. 120, 1145.

® Tejpar, S. et al. (2008) Relationship of efficacy with K-RAS status (wild type versus
mutant) in patients with irinotecan-refractory metastatic colorectal cancer (mCRC),
treated with irinotecan (g2w) and escalating doses of cetuximab (q1w): The EVEREST
experience (preliminary data). J. Clin. Oncol. 26, (May 20 suppl; abstr 4001).

® Thelwell, N. et al. (2000) Mode of action and application of Scorpion primers to mutation

detection. Nucleic Acids Res. 28, 3752.

e Van Cutsem, E. et al. (2008) K-RAS status and efficacy in the first-line treatment of
patients with metastatic colorectal cancer (MCRC) treated with FOLFIRI with or without
cetuximab: The CRYSTAL experience. J Clin Oncol. 26, (May 20 suppl; abstr 2).

therascreen KRAS RGQ PCR Kit Kullanim Talimatlar (El Kitab1) 04/2022 111



Semboller

Asagidaki semboller ambalaj ve etiket Uzerinde gorulebilir:

C € Avrupa toplulugu icin isaret
W <N> reaksiyon icin yeterli reaktif icerir
<N>
2 Son kullanma tarihi
IVD in vitro tani amacli tibbi cihaz

Katalog numarasi

Lot numarasi

Materyal numarasi

icerik

Numara

R harfi El Kitabi revizyonunu, n harfi ise revizyon numarasini temsil

g fa)
EERCRERE

eder

1

-
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Sicaklik sinirlamasi

‘ Uretici
[:[I] Kullanma talimatlarina bakin

Dikkat

lletisim Bilgileri

Teknik destek ve daha fazla bilgi icin lltfen www.giagen.com/Support adresindeki Teknik
Destek Merkezi'ne bakin, 00800-22-44-6000 numarasini arayin ya da QIAGEN Teknik
Servis Boélumlerinden birine veya yerel dagitimcilara bagvurun (arka kapaga bakin veya

www.giagen.com adresini ziyaret edin).
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Ek 1: therascreen KRAS RGQ PCR Kit Manuel
Protokolu

Bu bdélim, therascreen KRAS RQG PCR Kit'i agtk modda RGQ yazilim strimi 2.3 ile

kullanma talimatlarini igerir (KRAS Assay Package'l kullanmadan).

Genel bilgiler

® Gereken malzemeler igin, bkz. Gerekli Olan Ancak Saglanmayan Materyaller.

e Ornek hazirlama ve érnek diizeni ile ilgili tiim talimatlar igin bkz. Protokol: DNA érneginin

degerlendirilmesi ve Protokol: KRAS mutasyonlarinin tespiti.

Protokol: Sicaklik profili olusturma

Baslamadan 6nce, KRAS analizi igin bir sicaklik profili olusturun. Dongl parametreleri,

Ornek Degerlendirme ve Mutasyon Degerlendirme igin aynidir.

Prosedur

Dongu parametreleri Tablo 36'te gosterilmistir.

Tablo 36. Dongii parametreleri

Dongii Sicaklik Siire Veri edinimi
1 95°C 15 dakika Yok
95°C 30 saniye Yok
40 60°C 60 saniye Green ve Yellow

1. Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazina bagli olan dizUstl bilgisayarin masaustindeki
Rotor-Gene Q Series Software 2.3 yazilmi simgesine ¢ift tiklayin. Gérintilenen New
Run (Yeni Calisma) penceresinde Advanced (Gelismig) sekmesini segin.
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2. Yeni sablon olusturmak icin Empty Run (Bos Calisma) secimini yapin, ardindan New
Run Wizard'a (Yeni Calisma Sihirbazi) girmek icin New (Yeni) segenegine tiklayin.

3. Rotor tipi olarak 72-Well Rotor (72 Kuyulu Rotor) segimini yapin. Kiliteme halkasinin
takildigini dogrulayin ve Locking Ring Attached (Kilitteme Halkasi Takili) kutusunu
isaretleyin. Next (ileri) diigmesine tiklayin (Sekil 26).

New Run Wizard &|

Welcome to the Advanced Run Wizard!

Rator Type

Skip Wizard |

Sekil 26. New Run Wizard (Yeni Caligma Sihirbaz) iletisim kutusu. 1 = Rotor tipi, 2 = Locking Ring Attached
(Kilitteme Halkasi Takili) kutusu, 3 = Next (lleri).
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4. Operatdrun adini girin. Herhangi bir not ekleyin ve reaksiyon hacmini 25 olarak girin.
Sample Layout (Ornek Diizeni) alaninin 1, 2, 3... degerini icerdiginden emin olun. Next
(ileri) digmesine tiklayin (Sekil 27).

New Run Wizard g|
Thig screen digplays miscellaneous options for the run. Complete the fislds, lhlis box lclisplays .
clicking Mext when pou are ready to move to the next page. theepwoi;a?dé?srltﬁsellg
. on an item, hover
1— Dosson MAME wour mouse over the
N _ item for help. You
otes : can also click on a
combo box to display
help about itz
available zettings.
3 —ia {Tatal 25 -
Wolume [pL]:
Sample Layout : I1 2, 3. - .;_ 4
SkipWizard | << Back Hest >

Sekil 27. Operator adi ve reaksiyon hacimlerini girme. 1 = Operator (Operat¢r) diyalog alani, 2 = Notes (Notlar)
diyalog alani, 3 = Reaction Volume (Reaksiyon Hacmi) alani, 4 = Sample Layout (Ornek Diizeni), 5 = Next (ileri).

5. New Run Wizard (Yeni Calisma Sihirbazi) penceresindeki Edit Profile (Profili Diizenle)
digmesine tiklayin (Sekil 28) ve sicaklik profilini asagidaki adimda yer alan bilgilere
g6re programlayin.
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New Run Wizard @

Temperature Profile : Click. this button to
edit the profile
shown in the box
abowve.

Edit Prafile ...

Charinel Setup ;

Mame | Source | Detector | Gain | Create New. .. |
Green 470nm S10nm I3 Edit
Yellow  530nm  558nm 5
Orange  585nm E10nm =3 Edit Gait...
Fed B28nm  BBOnm 5
Crimzon - B80nm F10hp 7 Remove
HRM 4B0nm  510nm 7 Reset Defauls
Gain Optirisatior...

Skipwizard | << Back Nest>> |

Sekil 28. Profilin diizenlenmesi.

6. Insert after (Sonra ekle) digmesine tiklayin ve New Hold at Temperature (Yeni

Sicaklikta Tutma) segimini yapin (Sekil 29).

M Edit Profile X
.8 H @
Mew Cpen  Save As Help

The run will take approximately 0 second(z) ta complete. The graph below represents the run to be performed :

Click on a cycle below to madify it :

e Cyeling

Few Melk

010 AT | eMperature

Copy of Current Step

Sekil 29. Baslangig inkiibasyon adimi ekleme. 1 = Insert after (Sonra ekle), 2 = New Hold at Temperature (Yeni
Sicaklikta Tutma).
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. Hold Temperature (Tutma Sicakligi) alanindaki degeri 95°C, Hold Time (Tutma

Siresi) alanindaki degeri ise 15 mins 0 secs (15 dak. O sn.) olarak ayarlayin. Insert
After (Sonra Ekle) digmesine tiklayin, ardindan New Cycling (Yeni Dongl) segimini
yapin (Sekil 30).

1 Edit Profile X
.8 H @
Mew Open  Save As Help

The run will take approximately 16 minutes] to complete. The graph below represents the run to be performed :

Click on a cycle below to madify it :

ALY Ml New Cycling
Tew Melt

Inzert before. .
Mew Hold at Temperature
Remove Mew HRM Step
ol@Temperature: g5 o Copy of Current Step

Haold Time : 15 |mine 0 |secs

Sekil 30. 95°C'de baslangi¢ inkiibasyon adimi. 1 = Hold Temperature (Tutma Sicaklidi) ve Hold Time (Tutma
Siresi), 2 = Insert after (Sonra ekle), 3 = New Cycling (Yeni Déngl).
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8. Déngii tekrarlari sayisini 40 olarak ayarlayin. llk adimi segin ve 95°C for 30 secs
(30 sn. sureyle 95°C) olarak ayarlayin (Sekil 31).

1 Edit Profile 3
zZ . & H @
ew Open  Save As Help

The run will take approximately 98 minute(z) to complete. The graph below represents the run to be performed

Click on a cycle below to madify it :

Hold Inzert after...
Inzert before...
1 Remove

Thiz cycle repeats [ 40 Qtime[z).

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

| Timed Step | HE
95°C for 30 secs
9550
3
Mot Acquinng
[ Long Range
™ Touchdown

720 for 20 secs

B0RC for 20 secs

Sekil 31. 95°C'de dongii adimi. 1 = Cycle repeats (Dongu tekrarlari) kutusu, 2 = Adim bir: sicaklik ayari, 3 =
Adim bir: slire ayari.
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9. Ikinci adimi vurgulayin ve 60°C for 60 secs (60 sn. siireyle 60°C) olarak ayarlayin. Bu

adimda veri edinme etkinlestirmek igcin Not Acquiring (Alinmiyor) Ogesini segin

(Sekil 32).

1 Edit Profile 3]
@, 8 | =]
Tew Open  Save As Help

The run will take approximately 125 minute(z) to complete. The graph below reprezents the mn to be performed :

Click on a cycle below to modify it :

Hold Ingert after...
Inzert before. .

Remaove
This cycle repeats 40 | timels].
Click on ane of the steps below to modify it, or press + or - to add and remove steps for this cycle.

95°C for 30 secs J j

T2 for 20 zecs /
BO°C for B0 secs /

Timed Step

GORC
2 —— B0 seconds

Mot Acquiing

[~ Touchdown

Sekil 32. 60°C'de dongii adimi. 1 = Adim iki: sicaklik ve sure ayari, 2 = Not Acquiring (Alinmiyor).
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10. Available Channels (Kullanilabilir Kanallar) listesinde Green ve Yellow'u secin,
ardindan bunlari Acquiring Channels (Alan Kanallar) listesine tagimak igin > 6gesine
tiklayin. OK (Tamam) 6gesine tiklayin ($ekil 33).

Same az Previous : |[New Acquisition) j

Acquizition Confiquration ;
Anallable Chatinels Acquinng Channels :

M arne |
Crimzan
HRM
Orange
Red

Ta acquire from a channel, select it from the list in the left and click *. To stop acquinng from a
channel, select it in the nght-hand list and click <. To remove all acquisitions, chick <<

Don't Acquire Help |

Dye Chart »»

Dye Channel Selection Chart

470nm (5100w | FAMY, SYBR Green 14, Fluorescein, EvaGreen®, Alexa Fluor 4884

el 530nm | 5595nm JOEY WICY HEX, TET-, Cal Fluor Gold 5404 akima t'ellow--
Orange | 585nm [ 610nm R4, CAL Fluor Red 6104, Cy3 54, Texas Red ', Alexa Fluor GE8-
E2Bnm | BEOkmm Cy5, Quasar 6704, Alexa Fluor 5334
E80nm | 710hp Quazarf05+, Alexa Fluor BB0
460nm | 510nm 5YTO 9. EvalGreen™

Sekil 33. 60°C dongii adimindaki tarama.
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11. Ugiinct adimi vurgulayin ve silmek igin — 6gesine tiklayin. OK (Tamam) 6gesine tiklayin

(Sekil 34).
7 Edit Profile 3]
@, 8 | @
ew Open  Save As Help

The run will take approzimately 135 minute(z] 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
This cycle repeats 40 | time(s].

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

7L

20 seconds

95°C for 30 zecs

Acquiring to Cycling B

on Green
B0°C for B0 secs

[ Long Range
[~ Touchdown

Sekil 34. Uzama adiminin kaldiriimasi.
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12. Bir sonraki pencerede, Gain Optimization (Kazanim Optimizasyonu) sec¢enegine
tiklayin (Sekil 35).

New Run Wizard f‘$_<|

Temperature Profile : Thiz box displays
help on elements in
the wizard. For help

on an item, hower
wour mouze over the
itern For help. ou
zan alzo click on a
combo box to display

help about itz
avallable settings.

Edit Praofile ...

Channel Setup :

M ame | Source | Detector | G ain | Create Mew... |
Green 4700 510nm & Edit
Tellow B30nm  BB5hm ]
Orange  58%nm B10mm 5 Edit Gair..
Red E2Bnm  BROnm A
Cimson  B80nm  710hp 7 Remove
HRM 4E0nm 510nm 7 Freset Defauls
1—
| Giain Optimisation. |
Skip'wizard | << Back Hest>> |

Sekil 35. Gain Optimization (Kazanim Optimizasyonu).
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13. Optimize Acquiring (Taramayi Optimize Et) 6desine tiklayin. Her bir kanal icin kanal
ayarlari gortntulenir. Bu varsayilan degerleri kabul etmek igin OK (Tamam) 6desine
tiklayin. (Sekil 36).

Auto-Gain Optimisation Setup El

- Optimizatian :

Auto-Gain Optimization will read the fluoresence on the inserted sample at
% different gain lewels until it finds one at which the fluorescence levels are

acceptable. The range of fluorescence you are looking for depends on the
chemigtry you are performing,

Set temperature ta |5 jdeglees.
Optirnize &1 I DEtimise Acauirina: 1

Auto-Gain Optimisation Channel Settings

[ Perfo
Channel Settings :
 Channel
I_ Channel . Green Tube Pozitian : I'I j e
_ = = ——
Nams Target Sample Range E = Flupta |10 = Fl E it |
Acceptable Gain Range: |10 j ta I'ID j EMOVE |
move Al |
2 : 0k I Cancel I Help |
Start tanual . Cloge Help

Sekil 36. Yesil kanal igin otomatik kazanim optimizasyonu.
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14. Perform Optimization before 1st Acquisition (Optimizasyonu Ilk Taramadan Once

Gergeklestir) kutusunu isaretleyin, ardindan sihirbaza dénmek igin Close (Kapat)
6gesine tiklayin (Sekil 37).

Auto-Gain Optimisation Setup

Optimization :

T Auto-Gain Optimization will read the fluorezence on the inzerted sample at

e different gain lewelz until it findz one at which the fluorezcence levels are
acceptable. The range of fluorezcence you are looking for depends on the
chemizstry you are performing.

Set temperature ta :II deqress.

Optimize All | Optimize Acquiing |

fﬁéF’erfolm Optimigation Befare 1zt Acquisitior

I Perform Optimization At 50 Degrees At Beginning OF Run

Channel Settings :

| -l e |

MHame | Tube Pozition | Min Reading | Max Reading | Min Gain | b ax G ain Edit... |

Green 1 5F 10F -0 10 Q

Tellow 1 5FI 10F a0 10 Bemove
Remave &l

2
< I >
i PR e [T

Sekil 37. Yesil ve sari kanallarin segimi.

15. Next (Sonraki) 6gesine tiklayin. Ardindan sablonu uygun bir konuma kaydetmek igin
Save (Kaydet) 6gesine tiklayin.
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Protokol: Ornek degerlendirme (manuel)

Bu protokol, érneklerdeki toplam gogaltilabilir DNA'y1 degerlendirmek igin kullanilir ve KRAS

mutasyon analizinden énce gerceklestiriimelidir.

Ornekleri, Protokol: DNA 6rneginin degerlendiriimesi bélimiinde aciklandigi sekilde

hazirlayin.

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazindaki PCR galismasini, Protokol: therascreen
KRAS PCR RGQ kurulumu kisminda agiklandigi sekilde diizenleyin.

Calisma tamamlandiktan sonra, verileri Ornek degerlendirme veri analizi kismindaki
talimatlara gére analiz edin.

Protokol: KRAS mutasyon tespiti (manuel)

Ornek, 6rnek degerlendirmesini gectikten sonra KRAS mutasyonlarinin tespiti igin test

edilebilir.

e Ornekleri, Protokol: DNA &rneginin degerlendirimesi bélimiinde agiklandigi sekilde
hazirlayin.

® Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazindaki PCR galismasini, Protokol: therascreen
KRAS PCR RGQ kurulumu kisminda agiklandigi sekilde diizenleyin.

e Calisma tamamlandiktan sonra, verileri Ornek degerlendirme veri analizi kismindaki
talimatlara gére analiz edin.

126 therascreen KRAS RGQ PCR Kit Kullanim Talimatlar (El Kitab1) 04/2022



Protokol: therascreen KRAS PCR RGQ kurulumu

1. Rotor-Gene Q serisi yazilimi 2.3'U ve olusturulan uygun sicaklik profilini agin.

2. Sicaklik profilini Protokol: Sicaklik profili olusturma bélimiine uygun sekilde olusturun.
Dogru rotorun segildiginden emin olun ve Locking Ring Attached (Kilitteme Halkasi
Takil) kutusunu isaretleyin. Next (ileri) diigmesine tiklayin (Sekil 38).

New Run Wizard [‘5_<|

Welcome to the Advanced Bun Wizard!

Rator Type

Rotar-Disc 100

2- Iv Locking Ring Attached

Skip Wizard I Newt >3 : 3

|
Sekil 38. New Run Wizard (Yeni Caligma Sihirbaz) iletisim kutusu ve hos geldiniz ekrani. 1 = Rotor
tipi, 2 = Locking Ring Attached (Kilitteme Halkasi Takili) kutusu, 3 = Next (ileri).
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3. Operatorin adini girin. Notlar ekleyin, Reaction Volume (Reaksiyon Hacmi)
alaninin 25'e ayarlandigini ve Sample Layout (Ornek Diizeni) alan kutusunun 1, 2, 3...
degerlerini igerdigini teyit edin. Next (ileri) digmesine tiklayin (Sekil 39).

New Run Wizard E|
This zcreen displays miscellaneous options for the run. Complete the fields, ;hlis box ?iSDla-"JS .
clicking Mext when you are ready to move to the next page. elp on elemerts in
the wizard. For help 1
Beretan: NIAE e ——

pOUr Mouze over the
item for help. Y'ou
can alzo click on a
combo box to display
help about itz
available zettings.

Motes :

Volume [pL]: =1

Reaction I25 =1 2

Sample Layout : I'I, 2.4 ﬂ

Skip'izard | << Back 3

Sekil 39. New Run Wizard (Yeni Calisma Sihirbaz) iletisim kutusu. 1 = Operator (Operattr) ve Notes (Notlar)
alanlari, 2 = Reaction Volume (Reaksiyon Hacmi) ve Sample Layout (Ornek Diizeni) alanlari, 3 = Next (ileri).
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4. Bir sonraki pencerede tim degerleri olduklar gibi birakin. Sicaklik profili Protokol:
Sicakhk profili olusturma bdélimundeki talimatlara uygun olusturuldugundan
diizenlemeye gerek yoktur. Next (ileri) diigmesine tiklayin (Sekil 40).

New Run Wizard &|

Temperature Profile : Thiz box displays
help on elements in
the wizard. For help

on an iterm, hover
vour mouse aver the
itern for help. You
can also click on a
comba box to digplay

........................................... help about it

available settings
Edit Profile ...

Channel Setup

Name | Source | Detectar | Gain | Create Mew..

Green 470nm 51 0nm ] L

Yellow 530w 555nm

Orange  58%nm  610nm Edit Gain...

Red E28nm  BEOnm

Crimson  680nm  710hp Remove
Feset Defaults

R NS |

HFib4 4B0nm 510nm

Gain Optimisation. ..

Sk\lezard| <¢ Back I Mext > : 1

Sekil 40. New Run Wizard (Yeni Galisma Sihirbazi) iletisim kutusu ve sicaklik diizenleme ekrani. 1 = Next
(lleri).

therascreen KRAS RGQ PCR Kit Kullanim Talimatlar (El Kitab1) 04/2022 129



5. Ozeti inceleyin ve calisma dosyasini kaydederek calismayi baglatmak icin Start Run

(Calismayi Baslat) 6desine tiklayin (Sekil 41).

New Run Wizard §|
Sumrnary :
Setting Walue
Gireen Gain [}
“Yellow Gain 5
Auto-Gain Optimization Befaore First Acquisition
Fiaotar 7T2-well Rotor
Sample Layout 1.2.3. .
Reaction Yolume [in micraliters] 25

-1

Onece pou've confimed that your iun settings are corect, click Start Run to Save Template
begin the n. Click Save Template to save settings far future runs.

Skip Wizard | <{ Back ‘

Sekil 41. New Run Wizard (Yeni Calisma Sihirbazi) iletigsim kutusu. 1 = Start Run (Calismayi Baglat).

Not: Calisma basladiktan sonra, 6rnek adlarini o anda girebilirsiniz ya da c¢alisma
sirasinda veya calisma tamamlandiginda Finish (Bitir) 6gesine tiklayip Sample (Ornek)
6gesini secerek sonradan da girebilirsiniz.

Finish and Lock Samples (Bitir ve Ornekleri Kilitie) 6gesine tiklarsaniz artik érnek
adlarini dizenleyemezsiniz. Dogru 6rnek test ve analizini saglamak igin érnek adlarini
girerken Ozellikle dikkat etmeniz gerekir.
Not: Ornekleri adlandirirken, bos kuyularin Name (Ad) siitunu bos birakiimaldir.

6. Galisma tamamlandiktan sonra, verileri uygun sekilde, Ornek degerlendirme veri analizi

veya KRAS mutasyon tespiti analizi bélimlerine gére analiz edin.

7. Miktar belirleme raporlari gerekirse, Rotor-Gene Q c¢alisma dosyasindaki arag

cubugunda yer alan Reports (Raporlar) simgesine tiklayin.
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Ek 2: therascreen KRAS Assay Package'in
kurulumu

therascreen KRAS RGQ PCR Kit, 72 kuyulu rotora sahip Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM ile
birlikte kullaniimak Uzere tasarlanmistir. therascreen KRAS Assay Package, CD halinde
(kat. no. 9023675) ayrica satilir.

therascreen KRAS Assay Package, www.giagen.com web sitesindeki ilgili therascreen
KRAS RGQ PCR Kit iriinii web sayfasinda indirilmek igin bulunabilir. indirme bilgileri
Supplementary Protocols (Ek Protokoller) sekmesi altindaki Product Resources (Uriin
Kaynaklart) bélimiinde bulunabilir. Ayrica, Tahlil Paketleri bir CD'de de siparis edilebilir.

Pakette, therascreen KRAS CE QC Locked Template (therascreen KRAS CE QC Kilitli
Sablon) ve therascreen KRAS CE Locked Template (therascreen KRAS CE Kilitli Sablon)

yer almaktadir.

Not: therascreen KRAS Assay Package, yalnizca therascreen KRAS Assay Package
slirim 3.0.3'e (QIAGEN, kat. no. 9023675) sahip ilgili Rotor-Gene Q yazilim siirimi 2.3 ile
calisir. therascreen KRAS Assay Package kurulumuna devam etmeden 6nce, Rotor-Gene Q

yaziliminin dogru siriminu yiklediginizden emin olun.

Prosedir (indirme)
1. www.giagen.com web sitesindeki ilgili therascreen KRAS RGQ PCR Kit Griini web
sayfasinda bulunan therascreen KRAS RGQ Assay Package'l indirin.
2. Dosyaya ¢ift tiklayin ve dosyayi arsivin igine gikarin.

3. Kurulumu baslatmak icin therascreen_KRAS_Assay_Package_3.0.3.exe Uzerine gift
tiklayin.
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Prosediir (CD)

1. QIAGEN'den ayri olarak alinabilen, yikli Rotor-Gene Q Yazilimi (yukariya bakin) ile
uyumlu therascreen KRAS RGQ Assay Package CE CD'yi siparis edin.

Sirum 3.0.3. Kat. no. 9023675.
2. CD'yi, Rotor Gene Q MDx 5plex HRM cihazina bagh dizistu bilgisayara takin.

3. Kurulumu baglatmak icin therascreen_KRAS_Assay_Package_3.0.3.exe veya

therascreen_KRAS_Assay_Package_1.0.12.exe Uzerine cift tiklayin
Kurulum sihirbazi agilir.

4. ilerlemek icin Next (ileri) segenegine tiklayin (Sekil 42).
r —1
ﬂ Setup - Rotor-Gene () therascreen KRAS CE Assay Package = ﬂ

Welcome to the Rotor-Gene ()
therascreen KRAS CE Assay
Package Setup Wizard

This will instal RotorGene O therascreen KRAS CE Assay
Pacieage 3.0.3 on your computer.

& is recommendied that you ciose all ather appications before
cortinung

Chick N to contrue. or Cancel 1o &t Sebup

e 4

Sekil 42. Setup (Kurulum) iletisim kutusu. 1 = Next (ileri).
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5. License Agreement (Lisans Sodzlesmesi) iletisim kutusundan Lisans Sdzlegmesini
okuyun ve | accept the agreement (Sozlesmeyi kabul ediyorum) kutusunu isaretleyin.
ilerlemek icin Next (ileri) secenegine tiklayin (Sekil 43).

15 Setup - Rator-Gene () therascreen KRAS CE Assay Package

License Agreement
Plaase read the folewng important information before continuing.

Plaase read the folowing Licenss Agreement, You must acoep! the lems of ths
agreemant before contirung with the installation,

Licance Agreemant -

1. In the following “Cliagen™ reflers 1o Qiagen GmbH and s afilaied companies and
" Software” means the programs and data suppled on this physical medum g, CD-
M or crver the Inbamat with thess condlions. (¥ you am unsus of any aspect of
this agresment or have amy guéstions they should be emaled to

ruppon Sgagen com | The Softwane and any panying documaniation have
Besr developad sty o pivabe sapenss They sre delivensd and boensed s
“commercial computer software”™

2. Licence =

Iijmh" t } 'I

Tt rot Scept (e sgeemert

) 2

k. 4

Sekil 43. License Agreement (Lisans Sozlegmesi) iletigsim kutusu. 1 = | accept the agreement (S6zlesmeyi kabul
ediyorum) beyani, 2 = Next (ileri).

Sablon kurulumu otomatik olarak baglar.
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6.

7.

Son Kurulum penceresinde kurulum sihirbazindan ¢ikmak igin Finish (Bitir) 6§esine

tiklayin. (Sekil 44).
fg'! Setup - Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Pa ckag ;l;lil

Completing the Rotor-Gene Q
therascreen KRAS Assay Package
Setup Wizard

Setup has finished installing Rotor-Gene O therascreen KRAS
Assay Package on your computer. The application may be
launched by selecting the installed icons.

Click Finish to exit Setup.

Sekil 44. Sihirbazi tamamlama.

Bilgisayari yeniden baglatin. Hem therascreen KRAS QC Locked Template
(therascreen KRAS QC Kilitli Sablon) hem de therascreen KRAS Locked Template
(therascreen KRAS Kilitli Sablon) igin birer kisayol otomatik olarak olusturulur ve

masausttinde goéruntilenir.
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Siparig Bilgileri

Uriin icerik Kat. no.
therascreen KRAS RGQ PCR 24 reaksiyon icin: 1 Kontrol Tahlili, 874011
Kit (24) 7 Mutasyon Tahlili, Pozitif Kontrol,

Su, Taq DNA Polimeraz
therascreen KRAS Assay therascreen KRAS RGQ PCR Kit ve 9023675
Package CD (slriim 3.0.3) 72 kuyulu rotora sahip QIAGEN
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM ile
kullanim i¢in yazihm protokol paketi
Rotor-Gene Q ve aksesuarlari
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM 5 kanalli (yesil, sari, turuncu, kirmizi, 9002032
koyu kirmizi) ve HRM kanalli real-
time PCR dongiileyici ve Yiksek
CozunUrlGklG Melt analizori, dizisti
bilgisayar, yazilim, aksesuarlar,
malzeme ve iscilik icin 1 yil garanti;
kurulum ve egitim dahil degildir
Rotor-Gene Q MDx 5 kanalli (yesil, sari, turuncu, kirmizi, 9002033
koyu kirmizi) ve HRM kanalli real-
time PCR doénguleyici ve Yuksek
CozUnUrlGkIG Melt analizori, dizisti
bilgisayar, yazilim, aksesuarlar,
malzeme ve iscilik icin 1 yil garanti;
kurulum ve egitim
Loading Block 72 x 0.1 ml 72 x 0,1 ml tuplerde tek kanalli 9018901
Tubes pipetle manuel reaksiyon ayari igin
alliminyum blok
Strip Tubes and Caps, 0.1 ml 1000 reaksiyon igin 4 tlip ve kapakl 981103
(250) 250 strip
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Strip Tubes and Caps, 0.1 ml 10.000 reaksiyon igin 4 tlp ve kapakh 981106
(2500) 10 x 250 strip

QlAamp DNA FFPE Tissue Kit - genomik DNA'nin parafine gémiilii
dokulardan saflagtiriimasi igin

QlAamp DNA FFPE Tissue Kit 50 DNA islemi igin: QlAamp 56404
(50) MinElute® Sutunlari, Proteinaz K,
Tamponlar ve Collection Tubes (2 ml)

Gincel lisanslama bilgileri ve Urline 6zgu yasal uyarilar igin ilgili QIAGEN Kkiti el kitabi veya
kullanim kilavuzuna bakin. QIAGEN kit el kitaplari ve kullanim kilavuzlari www.qiagen.com

adresinde bulunabilir veya QIAGEN Teknik Servisi veya yerel distributériintizden istenebilir.
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Belge Revizyon Gegmisi

Tarih

Degisiklikler

R4, Ocak 2019

R5, Kasim 2019

R6, Kasim 2020

Yetkili Temsilci eklemesi (6n kapak)
Semboller bélimu giincellenmistir
$ablon giincellenmistir

Yasal uretici degisikligi (kapak sayfasi)
Kapak sayfasindan ve Semboller bélimiinden EC + REP semboli kaldiriimistir

Cihaz adinin cihaz etiketindeki adla uyum saglamak {izere Rotor-Gene Q MDx
yerine Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM olarak uyarlanmasi

KRAS mutasyonlarinin tespiti protokoll master karigimlarin hazirligina ek adim
dahil edilecek sekilde glincellenmistir

Tablo 10'da yer alan Siklik ve %95 Glven Araligi sttunlarindaki degerler
dizeltilmistir.

CRC genel uyumluluk orani %96,4 yerine %96,82 olarak giincellenmistir
Tablo 15'te yer alan LOD Cogs sutunundaki degerler diizeltilmistir

therascreen KRAS Assay Package slrimi 3.0.3 olarak diizeltildi

Bu belge, tahlil paketinin su adresten indirilebilmesi ile ilgili olarak tamamen
glncellendi: www.qiagen.com

Kitin dogru calismasini saglamak adina giincellenen NSCLC gostergesi
isaretlerine iliskin eylemlerle ilgili olarak belge geneline bir not eklendi

Bu belgedeki dogru reaktif karistirma ile ilgili prosedirlere bir not eklendi

Genel 6nlemler bolimi glincellendi

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazinin dogru yerlesimi hakkinda bir not eklendi
Kuru nester kullanimi hakkinda bir not eklendi

Protokol glincellendi: Baglamadan énce ilave énemli noktalar eklemek igin DNA
ornek degerlendirmesi

Baslamadan 6nce ilave 6nemli noktalar ve NSCLC &rnekleri igin cesitli isaretlerin
Invalid (Gegersiz) olarak yorumlanmasina iligkin bir not eklenerek Protokol:
KRAS mutasyonlarinin tespiti bélimu glncellendi

RGQ isaretlerini, bunlarin anlamlarini ve 6nerilen eylemleri gésteren tablolar
eklenerek, Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Package isaretleri bolimu
guncellendi

Sonuglarin Yorumlanmasi bélimiinde isaretlerle ilgili eylemlere iliskin
glincellemeler yapildi.

RGQ igaretlerini, bunlarin anlamlarini ve énerilen eylemleri gésteren tablolar
eklenerek Sorun Giderme Kilavuzu béliimi guincellendi

NSCLC 6rnekleri hakkinda bilgiler eklenerek Sinirlamalar bolimu glncellendi
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Tarih

Degisiklikler

Tablolardaki veriler giincellenerek Performans Ozellikleri béliimii revize edildi
DNA girisi ve dogrusallik bélumu gincellendi

Tekrarlanabilirlik ve yeniden Uretilebilirlik bélimu guncellendi

Ornek kullanim degiskenligi béliimii giincellendi

Klinik Performans bélimi eklendi

Ornek kontrol tahlili >32 Cr degeri igin dnerilen ¢éziim revize edilerek Ornek
degerlendirme veri analizi bélimu glincellendi

Semboller bélimuine Avrupa uyumlulugu igin isaret eklendi

Sonuglarin Yorumlanmasi (Manuel) bélimiinde isaretlerle ilgili eylemlere iliskin
glincellemeler yapildi.

Master karisim hazirlama adimlari eklenerek Protokol: KRAS mutasyonlarinin
tespiti bolimu glncellendi
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Bu sayfa 6zellikle bos birakilmistir
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therascreer” KRAS RGQ PCR Kit igin Sinirl Lisans Sbzlesmesi
Bu Uriintin kullanimi herhangi bir alicinin veya Urtin kullanicisinin asagidaki kosullari kabul ettigi anlamina gelir:

1. Uriin yalnizca (iriinle 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.qiagen.com adresinden ulasilabilen ek protokollerde belirtilenlerin disinda bu kitin
iginde yer almayan herhangi bir bilesenle kullanimi veya birlestirilmesi i¢in kendi fikri milkiyet haklarinin herhangi biri altinda lisans hakki vermez. Bu
ek protokollerden bazilari QIAGEN kullanicilari tarafindan QIAGEN kullanicilari igin saglanmistir. Bu protokoller QIAGEN tarafindan kapsamli sekilde
test edilmemis veya optimize edilmemistir. QIAGEN (gulnci taraflarin haklarini ihlal etmedigini garanti etmez ve beyan etmez.

2. Agikga belirtilen lisanslar diginda, QIAGEN bu kit ve/veya kullanimlarinin tigiincii taraflarin haklarini ihlal etmeyecegini garanti etmez.

3. Bu kit ve bilesenleri tek kullanim igin lisanslanmistir ve tekrar kullanilamaz, yenilenemez veya tekrar satilamaz.

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

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

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

Giincellenmis lisans sartlari igin bkz. www.giagen.com.

Ticari Markalar: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIAamp® MinElute®, Rotor-Gene®, Scorpions®, therascreen® (QIAGEN Group); ARMS® (AstraZeneca Ltd.);
LUMYKRAS®, FAM™, HEX™ (Thermo Fisher Scientific, Inc.).

Bu belgede gegen tescilli adlar, ticari markalar vb. agikga bu sekilde belirtiimemis olsa bile yasalarca korunmaktadir.

Digki érnekleriyle kullanmayin.

Idrar Grnekleriyle kullanmayin.

Kan érneginden alinan hiicre disi niikleik asitle kullanmayin.

Hiicresiz kemik iligi érnekleriyle kullanmayin.

Tiikiriik 6rnekleriyle kullanmayin.

BU URUNUN ALINMASI, BELIRLI ROCHE PATENTLERI KAPSAMINDA, SATIN ALAN TARAFA YALNIZCA INSAN IN VITRO TANILAMA HIZMETLERINDE

KULLANMASI IGIN BAZI HAKLAR TANIR. ALIMDAN KAZANILAN BU OZEL KULLANIM HAKKI DISINDA GENEL PATENT VEYA HIC BIR TURDE BASKA LISANS
BURADA VERILMEMEKTEDIR.

1127513 HB-1861-006 04-2022 © 2022 QIAGEN, tim haklari sakhidir.
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