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1. Urlin Bilgileri
1.1 igerik: LightMix® Kit VKORC1 C1173T

Kurutulmus premiks PCR reaktifleri

/\ Isiktan koruyarak 4°C ile 25°C arasinda saklayin
Kapak Eti Aciklama Reaksiyon /
tiket S .

renk icerik Tdp durumu
64 reaksiyon icin premiks ve kurutulmus
primerler ve problar iceren Parametreye
Ozgii Reaktifler (PSR).
< %82 Sentetik oligonikleotidler
= %18 Tampon

Standartlar (Kontrol DNA)
/\ Isiktan koruyarak 4°C ile 25°C arasinda saklayin

Kapak : Aciklama Reaksiyon
renk Etiket icerik TUp durumu Toplam
L HT

Toplam

64 reaksiyon

Kirmizi
sari pellet

Pozitif Kontrol C1173T 40 reaksiyon /
adet Sari Heterozigot VKORC1 mavi pellet 40 rxs
yaklasik 4E5 genom esdegeri kurutulmusg
1 Genotipleme Standardi Yabanil tip | 40 reaksiyon /
adet Sari WT C1173 mavi pellet 40 rxs
yaklasik 4E5 genom esdegeri kurutulmus
1 Genotipleme Standardi Mutant 40 reaksiyon /
adet Sari MT 1173T mavi pellet 40 rxs
yaklasik 4E5 genom esdegeri kurutulmus

1.2 Kullanim Amaci

Bu kit, periferik kandan elde edilen nukleik asit ekstraktindan elde edilen genomik
insan DNA'sinda, VKORC1 -1639 G>A (rs9923231) promotor varyanti ile %100
baglantili olan Vitamin K epoksit redUktaz kompleks alt birim 1 genindeki (VKORC1)
yaygin tek-baz 1173 C>T polimorfizminin tespitine olanak saglar.

Warfarin dozaji, Sitokrom 2C9 gen varyantlarina ve ikinci olarak VKORC1 gen
varyantlarina gore ayarlanabilir. Agsagidaki tablo [1]'den uyarlanmistir:

VKORC1 CYP 2C9
1173 *1/*1 *1/*2 *1/*3 *2[*2 *2/*3 *3/*3
CC 5-7 mg 5-7 mg 3-4 mg 3-4 mg 3-4 mg 0,5-2 mg
CT 5-7 mg 3-4 mg 3-4 mg 3-4 mg 0,5-2mg | 0,5-2 mg
1T 3-4 mg 3-4 mg 0,5-2mg | 0,5-2mg | 0,5-2mg | 0,5-2 mg

Gunlik Warfarin dozaji

Bu kit, CYP 2C9 gen testi ile birlikte kullaniimalidir ve tedavi kararinin tek dayanagi
olmasi amaglanmamistir. Doz araliklari farkli calismalardan elde edilmistir. Yas, irk,
vucut agirhgi, cinsiyet, es zamanli kullanilan ilaclar ve eslik eden hastaliklar gibi
diger faktorler hesaba katilmahdir. Warfarin aktivitesini etkileyebilecek daha nadir
mutasyonlari da g6z énunde bulundurun.

Not: Testin performansi yalnizca LightCycler® Cihazlari ile kullanildiginda garanti
edilebilir (detaylar icin bkz. 1.3.2).
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1.3 Ozellikler

LightMix® Kit VKORC1 C1173T, referans orneklerle gosterildigi gibi VKORC1
C1173T tek nukleotid polimorfizminin (SNP) tespitine olanak saglayan bir in-vitro
tani testidir.

1.3.1 Klinik Ornekler

Test, UV spektrofotometri ile belirlendigi tuzere (1 OD = 50 ug DNA/mI), klinik
ornekten ekstrakte edilmisg, 5 ila 100 ng/pl saflastiriimis genomik DNA iceren (toplam
10 ng - 200 ng) sulu ¢ozeltide 2 pl saflastirilmis genomik DNA gerektirir.

1.3.2 Cihazlar, Yazilim ve Verimlilik

Bir kit, 10 pl reaksiyon hacminde gergeklestirilen 64 reaksiyon icin reaktif icerir.
Her ¢alisma bir standart ve bir Kalip Igermeyen kontrol icermelidir.

Asagidaki tablo kitin bazi 6zelliklerini 6zetlemektedir:

LightCycler® Yazilim Calisma Maks. Ornek Kitin Kitin

Cihazlar | Yersiyon | Suresi galisma Maksimum -\~ Minimum
(veya Uistil) | (yaklasik) basina® verimliligi® | verimliligi®

LC 1.2 4100 60 dk 30 + 2 knt. 58 20

LC 15 4100 60 dk 30 + 2 knt. 58 20

LC 2.0 4.05 60 dk 30 + 2 knt. 58 20

LC480 (96 15 100 dakika | 94®) + 2 knt. 60 20

kuyucuk)

LC480 (384 15 100 dakika [3820) + 2 knt. 60 20

kuyucuk)

Z480 (agik kanal) 1.5 100 dakika | 94®) + 2 knt. 60 20

LC96 1.6 100 dakika | 940 + 2 knt. 60 20

LC PRO 1.X.X | 70 dakika 926) + 4 knt. 60 12

1 LightCycler® 1.2 veya 1.5 Cihazlarinda vyaziim versiyonu 3.5 ile testin calistirimasi
kargilastirilabilir  sonuglar verir. Programlama, veri analizi ve sonuglarin yorumlanmasi
icin talimatlar bu kilavuzda aciklanmamigtir. Mumkin oldugunda 4.10 veya daha ust bir surime
ylkseltin.  LightCycler® yazilim 3.5.3 otomatik genotipleme modilini icermez; esdeger
sonugclar her érnegi manuel olarak analiz etmesi gereken egitimli personel tarafindan elde edilebilir.

2 Her galisma toplam 2 kontrol reaksiyonu icin bir heterozigot kontrol ve bir Kalip igermeyen Kontrol (NTC)
icermelidir.

3 Kitin ilk galismasi genotipleme moduliini 6gretmek igin 4 kontrol igermelidir (LC96 harig). islenebilecek
maksimum &érnek sayisi buna gore azalir.
Yerel dizenlemelere bagli olarak, her ¢calismada 4 genotipleme kontrolunun timunun dahil edilmesi
gerekebilir, bu da analiz edilebilecek toplam hasta 6rnegi sayisini azaltir

4 Her ¢alismada tek bir klinik 6érnegin analiz edildigi duslnllerek hesaplanmistir.

5 Birden fazla kit kullaniimasini gerektirir.

6 Her galisma bir heterozigot kontrol (HT), her iki Genotipleme Standardi (WT ve MT) ve bir NTC

icermelidir.
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1.4 Saklama ve Stabilite
Reaktifler ve polimeraz karigimi icin farkh saklama kosullarina dikkat edin!

Reaktifler ve Kontroller

Kurutulmus reaktifleri (PSR ve Standartlar) isiktan koruyarak oda sicakliginda
veya buzdolabinda (4°C - 25°C arasi) saklayin.

Kurutulmus reaktifleri dondurmayin. Son kullanma tarihi kit etiketi Gzerinde basihidir.
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2. llave Cihazlar ve Reaktifler

2.1 LightCycler® Cihazlari

LightCycler® 2.0 Cihazi

LightCycler® 2.0 Cihaz

LightCycler® Yazihm Versiyonu 4.05 veya
LightCycle® Yazilim Versiyonu 4.10 veya Usti
LightCycler® Kapilerleri (20 pl)

Veya

LightCycler® 480 Cihazlari

LightCycler® 480 Cihazi (model I)

LightCycler® 480 Il Cihazi

cobas z 480 Analiz6ru

LightCycler® Yazilm Versiyonu 1.5 veya usti
LightCycler® 480 96'li Beyaz Multiwell Plaka veya
LightCycler® 480 384'lii Beyaz Multiwell Plaka

Veya

LightCycler® 96 Cihazi

LightCycler® 96 Cihazi

LightCycler® Yazilim Versiyonu 1.0 veya Usti
LightCycler® 480 96'li Beyaz Multiwell Plaka
LightCycler® 8'li tip seritleri (beyaz)

Veya

LightCycler® 1.x Cihazlar
LightCycler® 1.2 ve 1.5 Cihazlar
LightCycler®Yazilim Versiyonu 4.10
LightCycler® Kapilerleri (20 pl)

Veya

LightCycler® PRO Cihazlar

LightCycler® PRO Cihazi

LightCycler® Yazilm Versiyonu 1.X.X
LightCycler® 480 96'll Beyaz Multiwell Plaka veya
LightCycler® 480 384'lii Beyaz Multiwell Plaka
istege Bagi:

2.2 Cihazlar

LC Karousel Santriftij 2.0 (230 Volt)
Kapatma Aleti

2.3 Ornek Hazirlama

Manuel Ornek Hazirlama:

High Pure PCR Template Preparation Kit
Nikleaz icermeyen PCR sinifi su

Etanol p.a.

izopropanol p.a.

Otomatik Ornek Hazirlama:
MagNA Pure Cihazi
MagNA Pure LC DNA Isolation Kit |

MagNA Pure 2.0 Cihazi
MagNA Pure LC DNA Isolation Kit |

MagNA Pure Compact Cihazi
MagNA Pure Compact Nucleic Acid Isolation Kit |

MagNA Pure 96 Cihazi
MagNA Pure 96 DNA and Viral NA Small Volume Kit

MagNA Pure 24 Cihazi
MagNA Pure 24 Total NA Isolation Kit

2.4 Reaktifler

LightCycler FastStart DNA Master HybProbe

Roche Diagnostics
Uretimi Sonlandiriimig
Uretimi Sonlandirimis
Kat.-No: 04 898 915 001
Uretimi Sonlandirimis

Roche Diagnostics
Uretimi Sonlandiriimig
Kat.-No. 05 015 278 001
Kat.-No. 05 200 881 001
Kat.-No. 04 994 884 001
Kat.-No. 04 729 692 001
Kat.-No. 04 729 749 001

Roche Diagnostics
Kat.-No. 05 815 916 001
Cihaz ile Birlikte Verilir
Kat.-No. 04 729 692 001
Kat.-No. 06 612 601 001

Roche Diagnostics
Uretimi Sonlandirimis
Kat.-No. 04 779 584 001
Kat.-No. 11 909 339 001

Roche Diagnostics
Kat.-No. 09 541 713 001
Cihaz ile Birlikte Verilir
Kat.-No. 04 729 692 001
Kat.-No. 04 729 749 001

Kat.-No. 03 709 582 001
Kat.-No. 03 357 317 001

Roche Diagnostics
Kat.-No. 11 796 828 001
herhangi bir tedarikci
herhangi bir tedarikgi
herhangi bir tedarikgi

Roche Diagnostics
Uretimi Sonlandiriimig
Kat.-No. 03 003 990 001

Uretimi Sonlandirilmis
Kat.-No. 03 003 990 001

Uretimi Sonlandirilmis
Kat.-No. 03 730 964 001

Kat.-No. 06 541 089 001
Kat.-No. 06 543 588 001

Kat.-No. 07 290 519 001
Kat.-No. 07 658 036 001

Roche Diagnostics
Kat.-No. 12 239 272 001
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3. Arka Plan Bilgileri

3.1 Tibbi Arka Plan

Warfarin, bir kumarin ilaci olup, tromboz ve tromboembolizmi dnlemek icin kullanilir.
llag, VKORC1 protein aktivitesinin doza bagli inhibisyonuna neden olur.

Warfarine bireysel yanit, VKORC1 miktarina ve ilacin katabolizma hizina baghdir.
VKORC1 Aktivitesi

Vitamin K epoksit rediktaz kompleks alt birim 1 (VKORC1, OMIM: 608547),
hepatositlerin endoplazmik retikulumunda bulunan bir membran proteinidir. Enzim,
Vitamin K geri donusumunde hiz sinirlayici basamag katalize eder.

Warfarin, Vitamin K kullanilabilirligini azaltarak pihtilagsma faktorleri Il, VII, IX ve X ile
antikoagulan proteinler C ve S'de azalmaya neden olur ve boylece koagtlasyon
surecini yavaslatir veya hatta inhibe eder.

Yaygin VKORC1 promotor varyanti -1639 G>A'nin daha dusuk protein ekspresyonu
ile iligkili oldugu dusunulmektedir. Bu varyant, 1173 C>T (rs9934438,
NG _011564.1:9.6399C>T) dahil olmak Uzere en az dort
diger varyant ile tam baglantilidir [2].

Sonuc olarak, VKORC1 1173 TT genotipine sahip hastalar, 1173 CC ve CT
tasiyicilarina gore daha dusuk Warfarin dozlarina ihtiyag duyarlar [3].

Etnik Grup Varyasyonlari

VKORC1'in alel frekansi etnik gruplar arasinda degisiklik gosterir. Asya kokenli
populasyonlarda 1173 T maijor alel iken, Kafkaslarda yaklasik %40 ve Afrika kokenli
Amerikalilarda sadece %14'tur.

Warfarin Katabolizmasi

Warfarin, sitokrom P450 CYP2C9 tarafindan metabolize edilir Ozellikle daha biiyiik
klinik etki, daha disuk Warfarin dozajlari kullaniimasini gerektiren CYP2C9 yavas
metabolize edici varyantlarinin varligina baghdir.

iki yaygin yavas metabolize edici CYP2C9 aleli *2 ve *3, LightMix® Kit CYP 2C9
(Roche SAP: 05945712001) kullanilarak tanimlanabilir.

Antikoagulasyon Tedavi Algoritmasi

US-FDA ve IWPC, antikoagulasyon tedavisine rehberlik etmek icin VKORC1 ve bu
ki CYP 2C9 wvaryantini  kullanir  (IWPC  algoritmasi  igin  bkz:
www.warfarindosing.orq).

Genetik Varyantlar ve Warfarin Duyarlihgi

Warfarin duyarliligini etkileyen bagka gen varyantlari da bilinmektedir ancak Kafkas
kokenli bireyler igin rutin olarak test edilmez: VKORC1 yanlig anlamli mutasyonlari,
Vitamin-K dongusiinde rolt olan CYP 24F2, EPHX1 ve GGX, VKOR kompleksinde
bir kofaktdr olan CALU ve ozellikle CYP 2C9 alelleri *6 ve *8 yavas metabolize
ediciler.
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3.2 Metodoloji ve Test Prensibi

PCR metodolojisi kullanilarak, VKORC1 geninin 176 baz cifti uzunlugundaki bir
fragmenti spesifik primerler ile amplifiye edilir. Fragment, SimpleProbe® reaktifi ile
dahili olarak isaretlenmis mutasyona 6zgu tespit probu ile tespit edilir.

SimpleProbe® problari yalnizca tamamlayici DNA'ya baglandiklarinda floresan
Ozellik gOsterirler.

Prob, amplifiye edilmis fragmentin mutasyon bdlgesini kapsayan bir kismina
baglanir. Prob tarafindan kapsanan herhangi bir uyumsuzluk hibridi destabilize eder.
Erime egrisi analizi sirasinda sicaklik yavasga artirilir. Prob belirli bir erime
sicakliginda ayrilir ve bu da floresanin azalmasina neden olur.

Bu Urinde prob, mutant 1173T varyantinin dizisi ile eslesir ve Yabanil tip C1173
genotipinin varhgi azalmig bir Tm ile sonuglanir.

Genotip sonuglarinin okunmasi, saglanan standartlarla
kargilagtirilan erime sicakliklarina dayanir. Cihaz yazilimi izin veriyorsa, genotip
sonuglarinin okunmasi otomatik genotipleme ile gerceklestirilebilir (cihaza bagli:
'Erime Egrisi Genotipleme' yazilim modula).

Otomatik genotipleme sonuglari, sapan egriler ve ara erime noktasi sicakliklari igin
manuel olarak gézden gecirilmelidir. Otomatik tipleme tutarl genotip sonugclari rapor
edemediginde, genotip bolum 7'de agiklanan kriterlere gore erime sicakliklarindan
cikariimahdir.

3. 3 Performans Ozellikleri

Analitik Ozgulluk

Hedef gene 6zgullik ve mevcut testte mutasyon boélgesinin tespiti icin kullanilan
PCR amplifikasyonunun  uygunlugu, olusturulan amplikonun dogrudan
sekanslanmasi ile gosterilmigtir.

Analitik Duyarlihk
Cesitli heterozigot insan genomik DNA'larinin seri dilisyonlarinin tespiti, mevcut
kitin tespit limitinin 250 kopya (1,5 ng) oldugunu ortaya koymustur.

Tanisal Ozgiilliik ve Duyarlihk

Kafkas kokenli bireylerden alinan toplam 31 farkli genomik DNA 6rnegdi yayinlanmig
testlerle karsilagtirilmigtir [4]; ayrica 12 ornek sekanslama ile de analiz edilmistir.
Calisma, kit ile elde edilen sonuglari LGC Genomics GmbH, Berlin tarafindan
gergeklestirilen ABI 3730xI DNA sekanslama verileri ile karsilagtirmistir.

Calisma sonugclari: Her iki analitik ydntem icin sonuglar %100 uyumlu bulunmustur.

Ozellikle, 5 6rnek (%16,1) homozigot CC, 13 drnek (%41,9) heterozigot CT ve 13
ornek (%41,9) homozigot 1173 TT olarak belirlenmistir.
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4. Onlemler ve Uyarilar
Kullanim Gereklilikleri

Bu Urln bir in-vitro tani cihazidir ve bu nedenle yalnizca kalifiye personel tarafindan
kullaniimahdir.

Genel laboratuvar malzemelerinin kullanimi igin genel dnlemler gereklidir.

Laboratuvar is akisi standart uygulamalara uygun olmalidir. Kontaminasyon riski
nedeniyle, PCR hazirigi ve PCR amplifikasyonu fiziksel olarak ayri alanlarda
gergeklestiriimelidir.

Farkl lotlardan reaktifleri karistirmayin.

Reaktifleri son kullanma tarihinden sonra kullanmayin.
Kitle birlikte verilen kilavuz versiyonunu kullanin (kit etiketine bakin).

Laboratuvar Proseddrleri

insan kaynakli tim materyaller ve ilgili atiklar potansiyel olarak enfeksiytz kabul
edilmelidir. Tium ¢alisma yuzeylerini iyice temizleyin ve yerel makamlar tarafindan
onaylanan dezenfektanlarla islem yapin.

Laboratuvar ¢galisma alaninda yemek yemeyin, icecek icmeyin veya sigara igmeyin.
Agdizla pipetleme yapmayin.

Ornekleri ve set bilesenlerini kullanirken tek kullanimiik koruyucu eldiven, laboratuvar
onlugu ve uygun goz korumasi kullanin.

Alikotlari pipetlerken reaktiflerin mikrobiyal veya nukleaz kontaminasyonundan
kacinin. Tek kullanimlik steril uglarin kullanimi zorunludur.

Ornekleri ve set bilesenlerini kullandiktan sonra ellerinizi iyice yikayin.

Ornek Hazirlama
Uygun kullanim ve imha igin  kullanilan  Grunin  prospektusunde
yer alan guvenlik talimatlarina bakin (bkz. bolum 2.3).

Amplifikasyon ve Tespit
Bu urtinu kullanmadan 6nce, litfen LightCycler® Kullanim Kilavuzunu okuyun.

Dogru ornek tanimlamasi icin her pozisyonu tanimlayacak bir ornek dosyasi
kaydedin.

LightCycler® Cihaz ayarlarini kontrol edin ve Cihaziniza 6zglii "PCR protokol("
bolimuinde belirtilenlerle eslestiginden emin olun.

Kapiler yuzeye veya plaka kapagina eldivensiz dokunmayin.
Lutfen LightCycler® Cihazinin tim galisma ve glivenlik talimatiarina bakin.

Atik Malzemelerin Yonetimi
Kullanilmayan reaktifleri ve atik materyalleri mevcut yasalara gére imha edin.
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5. Programlama

5.1 Renk Kompanzasyonu

Bu kitin kullanimi icin Renk Kompanzasyonu gerekmez; verilerin 'Renk
Kompanzasyonu' etkinlestiriimis olarak okunmasi sonuglarin  okunmasini
degistirmeyecektir.

5.2 Kapiler Tabanli LightCycler® Cihazlari

Detaylar icin LightCycler® Kullanim Kilavuzuna bakin.

Programlama:
Protokol doért program adimindan olusur (Tablo 1):
1. Ornegin denatiirasyonu ve enzimin aktivasyonu
2. Hedef DNA'nin PCR-amplifikasyon déngisu
3. PCR amplifiye DNA dizisinin Erime ile Tanimlanmasi
4. Cihazin sogutulmasi

Adim: 1 2 3 4
Parametre
Analiz Modu| Yok Kantitasyon modu Erime Egrileri modu Yok
Donguler 1 45 1 1
Hedef °C 95 95 60 72 95 43 75 40
SB:_E'E,';? 00:10:00 | 00:00:05 | 00:00:10 | 00:00:15 | 00:00:20 | 00:00:20 | 00:00:00 | 00:00:30
Sicaklik
Artis Hizi 20 20 20 20 20 20 0,2 20
°Cls
'jgdefs'c' 0 0 0 0 0 0 0 0
Adim
Boyutu 0 0 0 0 0 0 0 0
°C
Adim
Gecikmesi 0 0 0 0 0 0 0 0
Dongi
Sayisi
Olgiim
Modu Yok Yok Tek Yok Yok Yok Kont. Yok
Tablo 1: Kapiler tabanli Cihazlarin programlanmasi
Not:

Programlama sirasinda varsayilan yazilim degerlerini koruyun: kanal = 530, maks. 6érnek = 32, arama
sicakhgi = 30°C ve kapiler boyutu = 20 ul. Kapiler boyutu degerini 100 pl'ye degistirmeyin.

Programi ve varsayilan deg@erleri "RUN Template" (Sablonu Calistir) olarak kaydedin, bu sekilde her
calismayi baslatmak icin ytklenebilir.

Calismayi baslatmadan hemen o6nce, eksik kapilerler nedeniyle cihazin durmasini 6énlemek igin maks.
ornek sayisini (varsayilan = 32) galismada yer alan érnek ve kontrol sayisina gére degistirin.

Yazilim versiyonu 3.5.3'0 kullanan LightCycler 1.x Cihazlari icin Sicaklik Artis Hizi yerine 'Sicaklik Gegis
Orani' bolumind okuyun.
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5.3 LightCycler® 480 Cihazlari

Detaylar icin LightCycler® Kullanim Kilavuzuna bakin.

Tespit Formati: SimpleProbe®
Not: Bu kit, HFE kit kilavuzunda agiklanan Tespit Formati ve Programlama talimatlarina uygun

olarak LightMix® Kit HFE H63D S65C C282Y CE
(TIB kat. No.: 40 0340 32 Roche SAP No.: 05945798001) ile kombinasyon halinde
calistirilabilir.

Reaksiyon Hacmi: 10 pl

Programlama:
Protokol doért program adimindan olusur (Tablo 2):
1. Ornegin denatiirasyonu ve enzimin aktivasyonu
2. Hedef DNA'nin PCR-amplifikasyon déngusu
3. PCR amplifiye DNA dizisinin Erime ile Tanimlanmasi
4. Cihazin sogutulmasi

Adim: 1 2 3 4
Parametre
Analiz Modu Yok Kantitasyon modu Erime Egrileri modu Yok
Dongu Sayisi 1 45 1 1
Hedef °C 95 95 60 72 95 43 75 40
Olgum Yok Yok Tek Yok Yok Yok Kont. Yok
Modu
SBSE'ET;? 00:10:00 |00:00:05|00:00:10|00:00:15 | 00:00:30 | 00:02:00 | 00:00:00| 00:00:30
Sicaklik Artis Hizi
C°/'s 96 4,4 4,4 2,2 4,4 4,4 1,5 | 0,29 1,5
Sicaklik Artis Hizi
Co/ s 384 4.6 4.6 2,4 4.6 4.6 2,0 0,29 2,0
Olgtimler ) i i ) ) ) 5 )
°C basina
I;ledef Sic. 0 0 0 0 i i i )

C

;Ac(:jlm Boyutu 0 0 0 0 ) ) ) )
A(_i_lm __Gecikmesi 0 0 0 0 ) ) ) )
DOngu Sayisi
Tablo 2:
Not:

Programi ve varsayilan degerleri "RUN Template" (Sablonu Calistir) olarak kaydedin, bu sekilde
her ¢alismayi baslatmak i¢in yuklenebilir.

Varsayilan deger 5 yerine derece basina 2 6l¢iim programladidinizdan emin olun; daha fazla 6lgim erime
egrisinin egimini azaltir, deney suresini artirir ve kitin arizalanmasina neden olur.
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5.4 LightCycler® 96 Cihazlari

Detaylar icin LightCycler® Kullanim Kilavuzuna bakin.

Olgum:

Tespit Formati: 470/514 FAM

Genel

Kantitasyon Erime Faktort | Entegrasyon Siresi Hacimler (ul)
Faktori (S)
10,00 1,20 Dinamik 10

Programlama
Protokol dort program adimindan olusur (Tablo 3):

1. Ornegin denatlirasyonu ve enzimin aktivasyonu

2. Hedef DNA'nin PCR-amplifikasyon déngisu

3. PCR amplifiye DNA dizisinin Erime ile Tanimlanmasi

4. Cihazin sogutulmasi

Adim: 1 2 3 4

Parametre
Dongu Sayisi 1 45 1 1
Sicaklik Artis Hizi | 4 4 44 | 22 | 44 | 44 15 | 0,20 1,5
[°C/ s]
Siire [s] 600 5 10 15 30 120 1 30
Hedef [°C] 95 95 60 72 95 43 75 40
Modu Standart | Standart | Standart
Olgam Yok Yok Tek Yok Yok Yok Kont. Yok
Modu
Okumalar /°C 5

Tablo 3: LightCycler® 96 Cihazlarinin Programlanmasi

Not:

Programi ve varsayilan degerleri her ¢alismayi baslatmak igin yiklenebilecek '‘Deney dosyasi' olarak

kaydedin.
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5.5 LightCycle PRO Cihazlan

1.X.X yazilim versiyonunu kullanin. Detaylar igin LightCycler® PRO Sistem
Kullanici Yardimina bakin.

LightMix® Kit VKORC1 icin uyumlu LightCycler® Analiz Paketi (LCAP) dosyasini
indirmek icin navifyportal.roche.com adresini ziyaret edin. Lutfen LCAP'In en son
versiyonunu kontrol edin.

Kite 6zgu calisma profili LCAP'In bir parcasidir ve yukarida gosterilen calisma
kosullarina esdegerdir.

LightCycler® Analiz Paketi: 1012 VKORC1 96
Tespit Formati: FAM (494/523)

LCAP dosyasini SFTP veya USB cihazinin test klasortiine kaydedin.
indirilen LCAP'I LightCycler® PRO Cihazina aktarin, yiikleyin ve etkinlestirin.
Plakalar sekmesinde bir plaka duzeni olusturun veya ige aktarin.

6. Deneysel Protokol

Cozeltileri hazirlamadan once Cihazi programlayin (bkz. 5. Programlama ve detaylar
icin LightCycler® Kullanim Kilavuzunu okuyun).

Testin tanimlanan performansi yalnizca Roche Diagnostics LightCycler® sistemleri ile
kullanildiginda garanti edilebilir.

6.1 Ornek Hazirlama

Genomik DNA hazirlamak igin insan periferik kani (EDTA, sitrat) kullanin. Bu
antikoagulan PCR'yi engelleyebileceginden heparin kullanimi kesinlikle énerilmez.
llgili protokollerde agiklandigi gibi High Pure PCR Sablon Hazirlama Kiti veya
kullanilan MagNA Pure Cihazina uygun ekstraksiyon kitini kullanan MagNA Pure
Cihazlarini kullanarak niikleik asit saflastirmasi gerceklestirin (bkz. 2. llave Cihazlar
ve Reaktifler).

Gosterilen testlerde (7.5. Sonuglarin Okunmasi) DNA, Ureticinin talimatlarina uygun
olarak High Pure PCR Template Preparation Kit kullanilarak 200 uyl kandan manuel
olarak ekstrakte edilmistir; saflastiriimis DNA'nin kolondan son elusyonu igin 100 pl
elusyon tamponu kullaniimistir.
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6.2 Reaktiflerin Hazirlanmasi

6.2.1 Parametreye Ozgii Reaktiflerin (PSR) Hazirlanmasi

Her PSR tlpu 64 reaksiyon icin yeterlidir.

Premiks PSR tUpund 10.000 RPM'de 1 dakika santrifiij edin.
Pelletin tipln dibinde oldugunu kontrol edin.

PSR tipine 66 pl PCR sinifl Su ekleyin.

Oda sicakhginda 20 saniye inkube edin.

10 saniye vorteksleyin.

Damlalari toplamak icin tipleri santriflij edin.

» 10 pl'lik PCR reaksiyonu i¢in 1 pyl PSR kullanin.

(DU'I-&O\)I\)I—‘V

6.2.2 Pozitif Kontroliin Hazirlanmasi

HT Pozitif Kontrol tipu 40 reaksiyon icin yeterlidir.
HT 10.000 RPM'de 1 dakika santrifiij edin.

Mavi pelletin tipun dibinde oldugunu kontrol edin.
80 pl PCR sinifi Su ekleyerek pelleti ¢ozun.

Oda sicakliginda 20 saniye inklbe edin.

10 saniye vorteksleyin.

Damlalari toplamak icin tUpleri santriflij edin.

@O‘I-hOONHV

» 10 pl'lik PCR reaksiyonu icin 2 pl Pozitif Kontrol kullanin.

» Her ¢alismada Pozitif Kontrol kullaniimahdir.

Lutfen dikkat edin: Tuplerin agilmasi ¢alisma alaninin kontaminasyonuna neden olabilir
(aerosol).

6.2.3 Genotipleme Standartlarinin Hazirlanmasi

LightCycler® yazilim 4.05 ve Ustl (kapiler tabanlh cihazlar) ve yazilim 1.5 ve Usti
(LightCycler®480 cihazlari) ve yazilim 1.X.X (LightCycler® PRO), bilinmeyen klinik 6rneklerin
otomatik genotiplemesini gergeklestirmek icin referans standartlarla kalibre edilebilir.

> Kullaniimiyorsa, Genotipleme Standartlarini  kuru tutun; kit
tukendiginde veya son kullanma tarihine ulastiginda reaktifleri atin.
1 WT ve MT Genotipleme Standardi tiplerini 10.000 RPM'de 1

dakika santrifij edin.

2 Mavi pelletin tupun dibinde oldugunu kontrol edin.
3 80 pl PCR sinifi Su ekleyerek pelleti ¢cozun.

4 Oda sicakliginda 20 saniye inklbe edin.
5

6

10 saniye vorteksleyin.
Damlalari toplamak igin tupleri santrifij edin.

» 10 pl'lik PCR reaksiyonu igin 2 ul WT ve MT Genotipleme Standardi kullanin.

» Genotipleme modullinu kalibre etmek icin kitin ilk galismasinda her iki Genotipleme
Standardi da kullaniimalidir. LightCycler® PRO igin her calismada her iki Genotipleme
Standardi kullaniimahidir.

Lutfen dikkat edin: Tuplerin agilmasi ¢alisma alaninin kontaminasyonuna neden olabilir

(aerosol).
6.3 Reaksiyon Karisiminin Hazirlanmasi

6.3.1 64 LightCycler® Reaksiyon Karisiminin Hazirlanmasi

Co6ziunmus veya aktive edilmis reaktiflerin degisen hacimlerde saklanmasini 6nlemek icin 64
reaksiyon hazirlamanizi éneririz (6.2). CozUnmus bilesenlerin saklanmasi ve stabilitesi i¢in
bélim 6.4'e bakin. Daha az érnek igin reaksiyon karigiminin hazirlanmasi igin litfen 6.3.2 "Tek
reaksiyon icin reaksiyon karigimi" adimina gidin.
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Reaksiyon karigimini PSR tluiptinde hazirlayin (sogutulmus):

Bilegsenler (.54
reaksiyonlar

Halihazirda igeren PSR tupune (kirmizi kapak) 66,0 pl

Ekleyin:

H.0, PCR sinifi (renksiz kapak) 343,2 ul

MgCl, ¢ozeltisi 25 mM (mavi kapak) 52,8 ul

LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe (kirmizi kapak), bkz. 66,0 pl

6.2.1 ’

A PSR tlpundn "uzun boyunlu kapagini"

FastStart'tan gelen kirmizi kapak ile degistirin
Toplam Hacim 528,0 ul

Tablo 4: 64 reaksiyon karisimi hazirlamak igin bilesen hacimleri

6.3.2 Tek LightCycler® Reaksiyon Karisiminin Hazirlanmasi

Reaksiyon karisimini, her hacmi (Tablo 6) analiz edilecek biyolojik 6rnek sayisi arti U¢ reaksiyon
(NTC, Pozitif Kontrol, bir fazla) ve (istege bagh) iki Genotipleme Standardi ile carparak
hazirlayin. LightCycler® PRO igin her galismada her iki Genotipleme Standardi, Pozitif Kontrol

ve NTC zorunludur.
Reaksiyon karigsimini sogutulmus bir tlipte hazirlayin:

. Tek

Bilegsenler X
reaksiyon
H,0, PCR sinifi (renksiz kapak) 52 ul
MgCl, ¢ozeltisi 25 mM (mavi kapak) 0,8 pl
PSR (kirmizi kapak), bkz. 6.2.2 1,0 ul
LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe (kirmizi kapak), bkz. 1,04l

6.2.1 ’
Reaksiyon karigimi hacmi 8,0 ul

Tablo 5: Tek reaksiyon karigsimi hazirlamak igin bilesen hacimleri
Reaksiyon karigsimini yavas¢a pipetleyerek karisgtirin.
Deneysel basarisizliklarin yuksek bir yuzdesi
homojen olmayan reaksiyon karigsimindan kaynaklanir!
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6.3.3 Kapiler / Kuyucuk Yikleme Prosediru

Her ¢calisma, genomik DNA veya VKORC1 PCR urunu ile kontaminasyon olmadigini gostermek igin bir
NTC ve galismaya 6zgu erime sicakliklarini tanimlamak icin Pozitif Kontrol icermelidir. Dizenleyici
kurumlar veya yerel laboratuvar kurallari iki Genotipleme Standardinin da dahil edilmesini gerektirebilir.

> Calismay! kurarken kontrolleri dahil etmeyi unutmayin.

1 Yavasca karigtirin, spin edin ve reaksiyon karisimi tlplnde hava
kabarcig! olmadigini kontrol edin.

2 Her kapiler/kuyucuga 8 pl reaksiyon karisimi dagitin.
Zorunlu:

NTC olarak 2 pl PCR sinifi H,O ekleyin

2 pl HT Pozitif Kontrolekleyin.

LightCycler® PRO icin her iki Genotipleme Standardi (WT, MT)
3 kullaniimalidir.

Istege Bagl:

2 ul WT Genotipleme Standardi ekleyin.

2 yul MT Genotipleme Standardi ekleyin.

Kalan kapilerlere/kuyucuklara 2 ul Ornek ekleyin.
Kapileri/plakayi kapatin ve santrifij edin.

Hava kabarcigi olmadigini kontrol edin.

Rotoru/plakayi LightCycler® Cihazina yerlestirin.
Yalnizca kapiler tabanli kullanicilar: drnek sayisini girin.
Calismay! baslatin.

istendiginde deneyin adini girin.

10 Ornek verilerini 6rnekler penceresinde kaydedin.

OO IN|O| O |~

* Ornek ylkleme ve Genotipleme Standartlari kalibrasyonu igin bélim 6.5'e bakin.

6.4 Cozunmus Bilesenlerin Saklanmasi ve Stabilitesi

Reaksiyon Karigimi

Parametreye Ozgl Reaktifler (PSR), LightCycler® FastStart DNA Master
HybProbe ve MgClz iceren tam reaksiyon karisimi buzdolabinda (2°C — 8°C)
30 gune kadar saklanabilir.

Uzun sureli 1s1ga maruz birakmaktan kaginin.

Parametreye Ozgu Reaktifler (PSR)
Co6zunmus PSR buzdolabinda (2°C — 8°C) saklandiginda 30 gune kadar stabildir.
Uzun sureli 1s1ga maruz birakmaktan kaginin.

Pozitif Kontrol

Cozunmus Pozitif Kontrol buzdolabinda (2°C - 8°C) saklandiginda 30 gune kadar
stabildir.

Genotip Standartlan

Cozunmus Genotipleme Standartlari buzdolabinda (2°C — 8°C) saklandiginda 30
gune kadar stabildir.
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6.5 Kontrollerin ve Genotipleme Standartlarinin Yuklenmesi

Pozisyon 1 ve 2 olarak tanimlanan ornekler her ¢alismada doldurulmalidir; 6rnek 3
ve 4 yalnizca kitinilk calismasinda Genotipleme Standartlarinin 6gretilmesi icin
gereklidir. LightCycler® PRO icin her calismada her iki Genotipleme Standardi
kullaniimahdir.
Genotip sonuglari erime sicakliklarina dayanir.
LightCycler® 2.0 ve LightCycler® 480 yaziliminda bulunan otomatik
genotipleme modiiliiniin kullanimi istege baglidir, ancak LightCycler®
PRO icin zorunludur.

Detaylar icin LightCycler® Kullanim Kilavuzuna bakin.

6.5.1 Kapiler Tabanlh Cihazlar

“Samples data - Capillary View” (Ornekler verisi - Kapiler Goériinimii) béliimiinde,
Ornek Adini ikinci situnda agiklandigi gibi girin. "Analysis Type — Genotyping"
(Analiz Tipi — Genotipleme) segenegini segin. Kanal 530'u segin ve digerlerinin
timunun segimini kaldirin. Acgilir meniiden "Sample Type" (Ornek Tir() secenegini

secin ve "Genotip"
aciklamasini kopyalayin:
Ornek Hedef Ornek .
Poz Ad Kanal Ad Tipi Genotip
1 NTC 530 Hedef 1 $ablon lgermeyen
Kontrol /
2 HT 530 Hedef 1 Erime Standardi VKORC1 C1173T Heterozygous
3 WT 530 Hedef 1 Erime Standardi VKORC1 C1173 Yabanil Tip
4 MT 530 Hedef 1 Erime Standardi VKORC1 1173T Mutant

6.5.2 LightCycler® 480 Araglari

"Sample Editor" (Ornek Diizenleyici) penceresinde, "Step1: Select Workflow" (Adim
1: Is Akisi Seg) boliminde, "Melt Gen" (Erime Geno) segenegini segin. Filtre
kombinasyonu 465-510. Pozitif Kontrol ve Genotipleme Standartlarinin
aciklamasini asagidaki gibi girin:

Poz Ornek Erime Geno Erime Geno
Ad Ornek Tiri Genotip
1 NTC Sablon igermeyen Kontrol /
5 HT Erime VKORC1 C1173T
Standardi Heterozigot
3 WT Erime VKORC1 C1173
Standardi Yabanil Tip
4 MT Erime VKORC1 1173T
Standardi Mutant

IFU_40-0302-64_TR_V241024 Sayfa 17/ 27 LightMix® VKORC1



6.5.3 LightCycler® 96 Araclari

"Sample Editor" (Ornek Diizenleyici) penceresinde, asadida agiklandigi gibi, Pozitif
Kontrol ve istege bagli olarak Genotipleme Standartlarinin agiklamasini girin:

Tablo Gorunimi

Renk Pozisyon Ornek Adi Ornek Turi Boya
Al NTC Bilinmeyen FAM
A2 HT Bilinmeyen FAM
A3 WT Bilinmeyen FAM
A4 MT Bilinmeyen FAM

6.5.4 LightCycler® PRO Cihazlari

Plaka duzeninde uyumlu LCAP secilmelidir. Erime Standartlari ve NTC ilgili kuyucuk
pozisyonuna atanmalidir.

Poz Ornek Numarasi Ornek Rolii Genotip
1 1012_VKORC1 NTC Sablon igermeyen Kontrol /
2 VKORC1 HT Erime Standardi VKORC1 C1173T Heterozygous
3 VKORC1 WT Erime Standardi VKORC1 C1173 Yabanil Tip
4 VKORC1 MT Erime Standardi VKORC1 1173T Mutant

7. Veri Analizi ve Yorumlama:;

7.1 Sinirlar ve Girigimler

evcut test VKORC1 C1173T DNA'sina 6zguddr.
Bu test icin bilinen girigsimler yoktur.

7.2 Kalibrasyon

Kalibrasyon 6.2.4, 6.3.3, 6.5, 7.3.2 ve 7.3.3'te aciklanan prosedire gore
gerceklestiriimelidir.

7.3 Kalite Kontrolu - Kabul Kriterleri

Gavenilir bir genotipleme analizi gergeklestirmek icin, her caligmada Kalip
Ilcermeyen Kontrol NTC ve HT Pozitif Kontroliin dahil edilmesi esastir. LightCycler®
PRO icin NTC ve HT Pozitif Kontrole ek olarak her ¢aligmada her iki Genotipleme

Standardi WT ve MT'nin dahil edilmesi esastir.

Not: Test, problarin iyi baglanmayacagi 60°C'lik bir baglanma sicakhdinda gergeklestirilir ve
'kantitasyon'da dusuk veya hi¢ sinyal vermez. Bu nedenle, kabul kriterleri yalnizca asagida
aclklanan erime egrisi paternlerinin tanimina dayanmaktadir.

7.3.1 Sablon igermeyen Kontrol

NTC (Zorunlu - position 1).
NTC'nin erime egrisi analizi negatif sonug vermelidir: teste 6zgu erime pikleri (bkz.
7.3.2) tespit edilmemelidir.

NTC'nin bir veya daha fazla spesifik pik gostermesi durumunda (yazilimin arka plan
gurdltisini pencere boyutuna buyldterek erime piklerinin varligini énermesini
onlemek icin sinyali 6rnek sonuglariyla karsilastirin), bir kontaminasyon veya
pipetleme hatasi olusmustur; oturum gecerli deqildir ve prosedir tekrarlanmalidir.
Sorun devam ederse, suyu ve/veya reaktifleri degistirin ve tekrarlayin.
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Spesifik olmayan bir sicaklikta pik tespit edilmesi durumunda (bkz. paragraf 7.3.5
ve 7.7), yazilim bunu yanliglikla pozitif olarak tanimlayabilir, bu durumda otomatik
genotipleme imkansizdir.

Bu durumda - otomatik genotiplemeyi etkinlestirmek icin - NTC ornegini "No
Template Control" (Sablon Igermeyen Kontrol) seceneginden "Unknown"
(Bilinmeyen) secenegine degistirin (bkz. paragraf 6.5); alternatif olarak, sonuglar
erime sicakliklarindan okunmalidir (bkz. paragraf 7.7). LightCycler® PRO Cihazlari
icin gegerli deqildir.

7.3.2 Pozitif Kontrol DNA
Erime egrisi analizi her zaman gostermelidir:

HT Pozitif Kontrol (Zorunlu - pozisyon 2).

Erime egrisi analizi kanal 530'da her zaman iki erime piki gostermelidir.
HT Heterozigot Klinik érnekleri taklit eder.

Beklenen erime sicakligi igin bkz. 7.7 Sonuglarin Yorumlanmasi.

7.3.3 Genotipleme Standartlari DNA

WT Genotipleme Standardi (istege bagli - pozisyon 3).

Erime egrisi analizi kanal 530'da her zaman tek bir erime piki gbstermelidir.
WT, homozigot Yabanil Tip Kklinik 6érnekleri taklit eder.

MT Genotipleme Standardi (Iistege bagli - pozisyon 4).

Erime egrisi analizi kanal 530'da her zaman tek bir erime piki gbstermelidir.
MT, homozigot Mutant Klinik 6érnekleri taklit eder.

Beklenen erime sicakhgi igin bkz. 7.7 Sonuglarin Yorumlanmasi.

7.3.4 Ornekler
Mevcut testin sonucu her zaman bir veya iki erime piki gostermelidir.

/N Ornek basina ikiden fazla pik beklenmez.

Erime piki profilleri, bu bolumde aciklanan kabul kriterlerine ve
7.7 Sonuglarin Yorumlanmasi bolumunde agiklanan beklenen erime sicakligi ve
izin verilen varyasyona uygun olmalidir.

Bir calismay! tekrarlamadan Once yaygin hatalari goz onunde
bulundurun; o6zellikle amplifikasyon profilini, kullanilan dogru master-mix
ve MQgCl> konsantrasyonunu kontrol edin ve reaktiflerin yetersiz
saklanmasinin da cihazin arizalanmasina neden olabilecegini
unutmayin.

7.3.5 Anormal Erime Egrileri

Beklenmeyen erime egrisi, yanlis 6rnek hazirlamadan, Urundeki bir kusurdan veya
prob baglanma boélgesindeki bir varyanttan kaynaklanabilir. TUm prosedur
tekrarlanmalidir (6rnek hazirlama, amplifikasyon ve tespit). Anormal erime egrisi
devam ederse, dizinin tanimlanmasi i¢in bagka bir yontem kullaniimahdir. Diziyi
dogrulamak veya bilinmeyen mutasyonlari tanimlamak igin PCR fragmentini DNA
sekanslama i¢in gonderin.
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Urdn iyilestirme ve piyasa sonrasi gozetim amaciyla
lGtfen sapan erime 6rneklerini TIB Molbiol GmbH, Berlin laboratuvarlarina gdénderin.
Gondermeden Once service@tib-molbiol.de ile iletisime gecin. Bilinen varyantlarin
ornekleri paragraf 7.8'de gosterilmistir. Nadir Varyantlar.

7.4 Harici Genotipleme Standartlarinin Kaydedilmesi

A (4.0"n altindaki LC1.x yazilim versiyonlari, LightCycler®96 ve LightCycler® PRO Cihazlari igin
gecerli degildir).

Genotipleme analizinden sonra, 6rnek 1 ila 4 kabul kriterlerine uyuyorsa (bkz.

paragraf 7.3), Genotipleme Standartlarini asagidaki gibi kaydedin ve tum sonraki

calismalarda Harici Standart kullanin.

7.4.1 Kapiler Tabanh Cihazlar

Erime Egrisi analizi - Genotipleme penceresinde "Standard (Int)" menusunu agin ve
"Save standards as External" (Standartlari Harici olarak kaydet) secenegini secin.

7.4.2 LightCycler® 480 Araglari

Erime Egrisi Genotipleme analiz penceresinde "Standards (In-run)" (Standartlar
(Calisma ici)) menusunu agin ve "Save as ext." (Harici olarak kaydet) secenegini
segin.

7.4.3 LightCycler® PRO Araglari
Genotipleme Standartlari her ¢alismada kullaniimahdir.
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7.5 Sonuglarin Okunmasi

Veri analizini LightCycler®

gergeklestirin.

Kullanim Kilavuzlarinda aciklandigi sekilde

LightCycler® 2.0 ve LightCycler® 480 yaziliminda bulunan genotipleme
modultnun kullanimi istege baglidir; otomatik genotip modulu

A basarisizli§i durumunda (skor <0,6 veya res<0,4), manuel erime egrisi
tanimlamasina (Tm ¢agdrisi) gegin ve sonuglari bolim
7.7'deki tablo ile karsilastirin. Sonug¢larin Yorumlanmasi.

7.5.1 Erime Analizi: Kapiler Tabanh Cihazlar

Erime Pikleri

0,15 WT

-(d/dT) Floresans (530)

00sy 06°C

MT

62°C

Kanal 530

NTC Sablon icermeyen Kontrol

(aglk mavi cizgi—pozisyon 1) teste 0zgu erime
pikleri tespit edilmemelidir.

HT Pozitif Kontrol (mavi ¢izgi) 56°C ve 62°C'de
erime pikleri gosterir.

MT Genotipleme Standardi (kirmizi ¢izgi) 62°C'de
erime piki gosterir.

WT Genotipleme Standardi (yesil ¢izgi) 56°C'de
erime piki gosterir.

45 50 55 60
Sicaklik (°C)

65 70

75

Sekil 1: Kapiler Cihazlar

7.5.2 Erime Analizi: LightCycler® 480 Cihazlari

Erime Pikleri

56°C

| 62°C

45 50 55 60
Sicaklik (°C)

65 70

75

Kanal 465-510

NTC Sablon icermeyen Kontrol

(aglk mavi cizgi—pozisyon 1) teste 0zgu erime
pikleri tespit edilmemelidir.

HT Pozitif Kontrol ve heterozigot drnekler (mavi
cizgiler) 56°C ve 62°C'de iki erime piki gosterir.

MT Genotipleme Standardi ve mutant 6rnekler
(kirmizi gizgiler) 62°C'de erime piki gosterir.

WT Genotipleme Standardi ve Yabanil Tip érnekler
(yesil gizgiler) 56°C'de erime piki gOsterir.

Sekil 2: LightCycler® 480 Cihazlar.
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7.5.3 Erime Analizi: LightCycler® 96 Cihazlar
Analiz Ekle: Tm Cagrisi
Verileri goruntdle: Erime piki
Pikleri se¢mek icin kullanin: Alan igaretleyici araci

0,008 Kanal FAM

NTC Sablon igermeyen Kontrol

(aglk mavi cizgi—pozisyon 1) teste 0zgu erime
pikleri tespit edilmemelidir.

HT Pozitif Kontrol ve heterozigot drnekler (mavi
cizgiler) 55°C ve 61°C'de iki erime piki gOsterir.

MT Genotipleme Standardi ve mutant ornekler
(kirmizi gizgiler) 61°C'de erime piki gosterir.

WT Genotipleme Standardi ve Yabanil Tip
ornekler (yesil cizgiler) 55°C'de erime piki gosterir.

0,007
*

0,006

0,005

-dF/dT

0,004

0,003

0,002

0,001

44,00 48,00 52,00 56,00 60,00 64,00 68,00 72,00

Sicaklik

Sekil 3: LightCycler® 96 Araglari

7.5.4 Erime Analizi: LightCycler® PRO Cihazlar

Veri analizini LightCycler® PRO Sistem Kullanici Yardiminda aciklandi§i sekilde
gergeklestirin.

Hedef Sonuglar sekmesinde sonuglari gozden gegirin ve onaylayin. Bilinmeyen
orneklerin sonuglarini onaylamadan once erime standartlarinin (HT, WT, MT) ve
NTC'nin sonuglarini onaylamak gereklidir. Sonuglarin Gzerine yazilabilir, Uzerine
yazilan sonuglar isaretlenecektir. Sonuglarin Uzerine yazilabilir, Uzerine yazilan
sonuglar isaretlenecektir. Ornek Sonuclari sekmesinde onaylanan sonuglar
yayinlanabilir.

7.6. Beklenen Erime Sicaklhigi

homozigot heterozigot homozigot

Genotip VKORC1 VKORC1 VKORC1
C1173 C1173T 1173T
Erime piklerinin sayisi 1 2 1
Piklerin erime 55 _ 57 °C 55 -56 °C ve 61 — 63 °C
sicakhgi 61 —-62 °C
Pikler arasi sicaklik °
farki o 6°C "_
CYP2C9 *1/*2 veya *2/*3 ile
Fenotip Asemptomatik birlikte artmig Artmis
. . Kumarin Duyarlihigi
Kumarin Duyarliligi

Tablo 6: LightCycler® 480 Cihazlarinda gergeklestirilen tipik analiz sonuglari
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7.7. Sonuclarin Yorumlanmasi

Otomatik genotip modullu basarisizligi durumunda, manuel erime egrisi tanimlamasina (Tm
cagrisi) gecgin ve sonuglari karsilastirin

VKORC C1173T : . Metabolizatorler
Erime pikifikien VKORC1 Genotipleri Fenotip
C1173 1173T
Erime Pikleri
8 Vé?ll:\;gl Normal Warfarin Dozaji
LN CYP2C9 veya diger gen
yabanil tip mutasyonlari olmadik¢a
Sicaklik (°C)
55 - 57 -
Erime Pikleri
Yalnizca
= VKORCL belirli CYP2CO alelleri ile
N C1173T birlikte
hafif artmig
Sicaklik (°C) Kumarin Duyarliligi
55 - 57 61- 63
Erime Pikleri
o
[0 VKORC1 Artmis
N 1173T Kumarin Duyarliligi
(CYP2C9'ailave)
Sicaklik (°C)
- 61 - 63
ATm 6 OC Tablo 7: Tipik analiz sonuglan
A Erime sicakliklarinin degigimine izin verildi:

+0,5 °C ayni genotipteki ornekler arasinda
+1,5 °C genotipleme standardi ve biyolojik érnekler arasinda

+1,5 °C heterozigot genotipler icin erime pikleri arasindaki AT

+1,5 °C calismalar arasinda ayni genotipe sahip erime pikleri arasinda

15,0 °C yukaridaki ¢izimde rapor edilen sicakliklar ile yerel cihazlar arasinda. Bu
varyasyon cihaza baghdir: her zaman calismaya dahil edilen Pozitif
Kontrol ile elde edilen sicakliga bakin

Sonuclarinizi bilinen alel frekansi ile karsilastirin.
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Kafkaslarda T aleli icin alel frekansi = 0,3558'dir, bu nedenle yaklasik %13 T ve %41

C homozigot sonug bekleyin.
Varyasyonlar durumunda talimatlara bakin: 7.3.5 Anormal Erime Egrileri

7.8 Nadir Varyantlar

Bu cihazda kullanilan diziler diger bilinen gen varyantlari ile etkilesime girmez; yeni
varyantlar genellikle WT veya MT'den farkh bir Tm piki olusturacaktir. Testin dogru
genotipi ayirt etme yetenegini gostermek i¢in, GeneBank'ta rapor edilen tum
varyantlari taklit etmek icin sentetik hedefler kullanilir (Kasim-2023). Sentetik
hedeflerle elde edilen mutlak Tm degerleri biyolojik 6rneklerden elde edilenlerden
farkl olabilir, ancak goreceli ATm sabit kalmalidir.

Bu kit, b6lim 1.2 Kullanim Amaci‘nda belirtilenlerin digindaki varyantlari
tanimlamak igin tasarlanmamistir. Anormal erime pikleri gosteren dizilerin
tanimlanmasi igin baska bir yontem kullaniimaldir (bkz. 7.3.5 ve 7.7).

Erime Pikleri Kanal 530.
o MT Standardi rs9934438 (kirmizi gizgi)
B 1 h 3 64°C 64°C'de erime piki gosterir.
ol WT IV /) MT WT Standardi (yesil ¢izgi) 59°C'de erime piki
271 59°C gosterir.

NS
~

3) Varyant rs188009042 (mavi ¢izgi) 58 °C'de
erime piki gosterir

) Varyant rs529562393 (sari ¢izgi) 55 °C'de
erime piki gosterir

) Varyant rs183282739 (mor cizgi) 54 °C'de
erime piki gosterir.
Minér Alel Sayisi: Mevcut degil
Populasyon Sayisi: 1

=N
© P

=
(6]
e —

=
N

-(d/dT) Floresans (465-510)

o
©

| p(ﬁ_fs

o
)

58°C

o
w

s 50 55 55 55 0 75 Sekil 4: Sentetik hedefler kullanilarak nadir

Sicaklik (°C) varyantlarin erime drnek verileri.
# RS m HGVS MAF
WT 59 °C
MT | rs9934438 64 °C | NG_011564.1:9.6399C>T 32%33232555 -
1 | rs183282739 54 °C | NG_011564.1:9.6407T>G é%?i%%%%%)
2 | rs529562393 55°C | NG_011564.1:9.6388A>G 87?6%%?1%006
3 | rs188009042 58 °C | NG_011564.1:9.6393A>G 231:2%/%%%95%8)

MAF = Mindr Alel Sayisi (varyant frekansi); MD= mevcut degil

Deneysel olarak test edilen rs kodlu (dbSNP) varyantlar, insan Genom Varyasyon
Toplulugu (HGVS) nomenklatiri ve alel frekanslari (TOPMed verilerine dayal).
Sicakliklar (Tm) sentetik hedefler kullanilarak toplanmistir.

Bu Tm degerleri genotipin tahmini i¢in kullanilmamalidir. Bolum 7.5 ila 7.7'deki bilgileri
kullanin.
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8. Sorun Giderme

Cihaza
6zgl kodlar:

Kapiler tabanl cihazlar

Olasi Neden

LightCycler® 96, 480 ve PRO cihazlari

Ornek algilanmadi

Santrifuj yapiimis

Kapileri santrifiij edin

Tum PCR'lar negatif

Yanlis tespit kanall segimi

Analiz 6ncesi dogru kanall ayarlayin

Yanlis amplifikasyon protokolU

Cihaz programini kontrol edin

Cesitli ornekler
arasinda tutarsiz

Yanlis pipetleme

Her 6rnekte karisim miktarinin
homojenligini saglayin

Homojen olmayan reaksiyon karigimi

Reaksiyon kabina dagitmadan 6nce
reaksiyon karigimini temiz 200pl'lik ug ile

taban cizgisi 10 kez agag! yukar pipetleyin
: vy Multiwell plakanin diizgiin sekilde
Multiwell plaka kotu kapatiimis kapatildigindan emin olun
Taban cizgisi Kuyucukta kabarcik Calisma 6ncesi plakayi santriflij edin

"Testere disi benzeri'

Kapilerin karouseldeki konumu yanlis

Kapileri karousele sikica bastirin

Pozitif Kontrolde

Cihaz ayarlanirken hata

Pozitif Kontrolln pozisyon ayarlarini
kontrol edin

Yanhs PSR / MgCl, konsantrasyonu

Testi tekrarlayin

sinyal yok Pozitif Kontrol veya standart Yeni bir Pozitif Kontrol veya standart
bozunmasi alikotu kullanin
Cihaz ayarlanirken hata NTC'nin pozisyon ayarlarini kontrol edin
Ornekleri, NTC, Pozitif Kontrolleri ve
Dagitim hatasi standartlari dagitirken calisma sayfasina
uyun
o Ornekler arasinda her zaman uclari
Dagitim hatasi o
q_eg|§t|r|n
Dagitim hatasi Ernek test tUpu iceriginin dokulmesinden
NTC Sablon : aginin :
; PCR sinifi suyun kontaminasyonu Yeni bir PCR sinifi su alikotu kullanin
Igermeyen Kontrolde . . —
pozitif sinyal Reaksiyon karigiminin Reaksiyon karisimini hazirlamak igin

kontaminasyonu

yeni reaktif alikotlari kullanin

Amplifikasyon reaksiyonlari igin
ekstraksiyon/hazirlama alaninin
kontaminasyonu

Yuzeyleri ve cihazlari sulu deterjanlarla
temizleyin, laboratuvar onluklerini yikayin,
kullanimdaki test tlplerini ve uclari
degistirin

Amplifikasyon reaksiyonlari icin
ekstraksiyon/hazirlama alaninin
kontaminasyonu

Talimatlara gore reaksiyon karigimina
LightCycler® Uracil DNA Glycosylase
(Kat. N0.03 539 806 001) ekleyin

Orneklerde sinyal
yok

Dusuk DNA miktari

DNA konsantrasyonunu kontrol edin

Ornek inhibisyonu

Ornegi seyreltin ve PCR'I tekrarlayin
veya

ekstraksiyonu ve PCR'I tekrarlayin veya
Pozitif Kontrol ekleyin ve tekrarlayin

Beklenen sicaklik
araligi digsinda erime
egrisi

Pozitif Kontrol ile uyumlu TM pikleri
ile:
Yanlis reaktif konsantrasyonu

Sonuglari manuel olarak Pozitif Kontrole
gbre atayin

Pozitif Kontrol ile
uyumsuz TM pikleri ile:
Olasi ekstraksiyon inhibit6ri

DNA'y1 1:3 seyrelterek testi tekrarlayin

Pozitif Kontrol ile uyumsuz TM pikleri
ile:
Olasi farkli mutasyon

Testi sekanslama ile tekrarlayin ve
beklenmeyen varyanti
service@tib-molbiol.de adresine bildirin
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Aliciya Bildirim — Patentler ve Ticari Markalar

Bu ardndn satin alma fiyati, BioFire Defense'ten lisansl, ABD
patent haklari ve ABD disindaki karsilik gelen patent haklari kapsaminda sinirli, devredilemez bir
lisans igerir. Bu lisans, yalnizca bu miktardaki Grinin s6z konusu patentlerde agiklanan HybProbe
testleri ve ilgili suregler i¢in insan tani kullanimlarinin yani sira alicinin aragtirma ve gelistirme
faaliyetleri icin kullanilmasina izin verir.

Acikca belirtilen lisanslar disinda, TIB MOLBIOL bu kitin ve/veya kullaniminin/kullanimlarinin
ucuncu taraflarin haklarini ihlal etmedigine dair garanti vermez.

LightCycler®, MagNA Pure® ve High Pure®, Roche Diagnostics'in ticari markalaridir.

ABI 3730xl Genetic Analyzer ve Sequencing Analysis, Applera tarafindan tescilli Granlerdir.
LightMixx®, TIB MOLBIOL'un ticari markasidir. SimpleProbe®, hibridizasyon problari ve LightMix®
Kitleri Roche'tan lisanslh olarak Uretilmektedir.

Versiyon Ge¢gmisi

Kirmizi ile isaretlenen notlar laboratuvar prosedurlerinin degistirilmesini gerektiren
olaylari belirtir
Mavi ile isaretlenen notlar bilesimdeki iyilestirmeleri ve degisiklikleri belirtir

Versiyon Olay Tarih
V180404 7.8.2 MAF degerleri iceren tablo eklendi 04/04/2018
V190123 7.7 Sorumluluk reddi beyani eklendi; MAF degerleri giincellendi; EDMA diizeltildi 11/02/2019

LightCycler® PRO ve MagNa Pure24 eklendi. LightCycler® Nano ve FastStart
V241024 DNA Master HybProbe kaldirildi. Editoryal degisiklikler. 24/10/2024

V241024 Bicimlendirme ve dil surimi 26/05/2025

Cihaz gdzlemlerini, sapmalari ve sorunlari lot numarasi/numaralari ve kisa bir hata agiklamasi ile
birlikte yerel Roche temsilcinize bildirin.

Uretici:

TIB MOLBIOL Syntheselabor GmbH
Eresburgstrasse 22-23

12103 Berlin, Almanya
www.tib-molbiol.de

IFU_40-0302-64_TR_V241024 Sayfa 27 / 27 LightMix® VKORC1




