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Kullanim Amaci

therascreen PITX2 RGQ PCR Kit, pitliter homeobox 2 (pituitary homeobox 2, PITX2)
promotdri 2'de metilasyon orani ylizdesinin (percent methylation ratio, PMR) belirlenmesine
ybnelik in vitro metilasyon spesifik gercek zamanli bir PCR testidir. Testte, ylksek riskli
meme kanseri hastalarindan alinan FFPE dokudan elde edilen bislilfit donustirdlmis gDNA
kullanilmaktadir. PMR, yuksek riskli lenf nodu pozitif, dstrojen reseptori pozitif, HER2 negatif
meme kanseri hastalarinda endokrin tedavisinin eslik ettigi veya etmedigi adjuvan antrasiklin
bazli kemoterapiye yanitin tahmini konusunda klinisyenlere yardim eder.

Uriiniin molekdiler biyoloji teknikleri ve in vitro diagnostik prosediirler konusunda egitilmig

teknisyenler ve hekimler gibi yetkili kullanicilar tarafindan kullaniimasi amaglanmistir.

therascreen PITX2 RGQ PCR Kit, QIAGEN® Rotor-Gene Q MDx 5Plex HRM Platformu ile
birlikte kullanilir.

Ozet ve Agiklama

QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit, FFPE dokudan DNA saflagtirma amaciyla kullanilir.
Pitiiter homeobox 2 (PITX2), Wnt/B-katenin sinyal yolagi tarafindan indiklenen bir
transkripsiyon faktoradur. PITX2; hiicre proliferasyonu, migrasyon, timor progresyonu ve
kemoterapi duyarliliginda rol oynayan hedef genlerin ekspresyonunu artirmak icin g-katenin
ile etkilesime girerek ve bunu kullanarak, Wnt sinyalinin efektorl olarak gérev yapar (1-6).
PITX2'nin gen ekspresyonu aktivitesi, "epigenetik modifikasyon" tarafindan bu promotér
bdlgedeki metilasyon ile regule edilir. "Metil gruplar” olarak adlandirilan kiiglik molekuiller, bir
genin promotdr bolgesindeki DNA baz sitozine baglanir. Bu tam veya kismi olarak metile
edilmis gen, aktivitesinde down reglle edilir. Meme kanserinde, PITX2'nin endokrin veya
antrasiklin bazli kemoterapiye yanit icin hem prognostik hem de dngdéricu bir marker oldugu
rapor edilmistir. Cesitli klinik galismalarda, PITX2 geninin promotér bélgesindeki metilasyon
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ile progresyonsuz sagkalim, metastazsiz sagkalim, hastaliksiz sagkalim ve genel sagkalim
gibi klinik sonug élglimleri arasinda guglu bir istatistiksel korelasyon oldudu gésterilmigtir (7—
12).

therascreen PITX2 RGQ PCR Kit, gercek zamanh metilasyon spesifik PCR bazli (QMSP) bir
testtir. Ornek tiirli bisDNA, yani bisiilfit déniistiiriilmiis genomik DNA'dir (gDNA). ilk olarak
gDNA, yiksek riskli lenf nodu pozitif, dstrojen reseptoril pozitif, HER2 negatif meme kanseri
hastalarindan elde edilen, formalinle fikse edilmis ve parafine gémuilmis (formalin-fixed
paraffin-embedded, FFPE) dokudan saflastirilir. Metile edilmis ve edilmemis PITX2'yi ayirt
etmek icin bisdlfit maruziyetinden sonra, PITX2 gen promotdri 2'nin t¢ CpG motifinin
metilasyon orani yiizdesi (PMR) qMSP ile tayin edilir ve Gamma Plug-in ve PITX2 Test Profili
ozelliklerine sahip Rotor-Gene AssayManager® yazilimi tarafindan hesaplanir. Elde edilen
PMR, tedaviyi ylriten hekime hastanin antrasiklin bazli kemoterapiye yanit verip vermeyecegi
hakkinda bilgi saglar. Elde edilen PMR 12'ye esit veya daha diisiikse hastanin antrasiklin bazli
kemoterapiye yanit vermesi olasidir. Buna karsilik, elde edilen PMR 12'den yliksekse hastanin
antrasiklin bazli kemoterapiye yanit verme olasihgi daha dusik olacagindan, alternatif bir
tedavi dnerilebilir (bkz. "Klinik esik degeri validasyonu", sayfa 74).

Prosedur Prensibi

therascreen PITX2 RGQ PCR Kit, PITX2 promotdri 2'deki metilasyon orani yuzdesinin
(percent methylation ratio, PMR) belirlenmesi igcin gergek zamanli PCR (qPCR)
kullanmaktadir. therascreen PITX2 RGQ PCR Kitin 6rnek turt bisulfit dénistiriimis
gDNA'dir. Bu bisdlfit donisumd, EpiTect Fast DNA Bisulfite Kit (QIAGEN, kat. no. 59824
veya 59826) kullanilarak gergeklestirilir. Bu donidsim igin kullanilan gDNA, QlAamp DSP
DNA FFPE Tissue Kit (kat. no. 60404) kullanilarak ylksek riskli meme kanseri hastalarindan
alinan FFPE dokudan saflastirilir. Is akisi Sekil 1'de gosterilmistir.
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Deparafinizasyon e Ksilen/etanol, histolemon/etanol veya

1-2 kesit FFPE 6rnek deparafinizasyon cozeltisi
(5 pm)
DNA ekstraksiyonu e QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit
gDNA miktar tayini e Spektrofotometre

|

Bisdilfit dbn[]s_ij:nij ve bisDNA e EpiTect Fast DNA Bisulfite Kit
temizleme e Termal donguleyici

400 ng (min.: 200 ng;
maks.: 1000 ng)

|

therascreen PITX2 RGQ e Rotor-Gene Q MDx
PCR testi e Rotor-Gene AssayManager V2.1
Veri kontrolleri e Gamma Plug-in
PMR tayini o AP_therascreen_PITX2_FFPE_CE
4 ul bisDNA

Sekil 1. therascreen PITX2 RGQ PCR Kit is akisi.

gPCR kullanimi, amplifikasyon prosesinin eksponansiyel fazi sirasinda hedeflenen bisDNA
dizisinin dogru sekilde saptanmasini saglar. qPCR verileri PCR sonrasi igsleme olmadan,
PCR donglleme sirasinda floresan sinyallerin gergek zamanli saptanmasi yoluyla hizla elde
edilebilir.
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therascreen PITX2 RGQ PCR Kit, metilasyon spesifik olmayan primerlerle kombinasyon
halinde TagMan® problarinin gPCR oligontikleotid hidroliz prensibini kullanir (Sekil 2, sonraki
sayfa). Bu testte, tim bisllfit dondstiriimas hedef dizilerini amplifiye eden bir gift primer
kullanilir. Farkli boyalarla etiketlenmis iki TagMan probu kullanilarak, bu amplifikasyondan
iki farkli sinyal elde edilir. 5' raporcu boya (FAM™ veya HEX™) ve asagi yonli 3' boyasiz
baskilayici ile etiketlenmis oligontkleotidler igeren bu problar, PCR urlnu iginde hedeflenen
dizilere hibridize edilir. Bir prob, FAM ile boyanan metile edilmis dizilerden bisDNA dizilerine
spesifiktir. Digeri ise HEX ile boyanan metile ediimemis dizilerden bisDNA dizilerine
spesifiktir. TagMan qPCR analizi, Thermus aquaticus (Tag) DNA polimerazin 5'— 3'
eksonikleaz aktivitesini kullanir. Bu prob intakt durumda iken, haberci boyanin baskilayiciya
olan yakinligi, haberci boyanin birincil olarak Forster tipi enerji transferi tarafindan
baskilanmasina yol acar. PCR sirasinda ilgilenilen hedef mevcutsa hem ileri hem de geri
primerler spesifik olarak baglanir ve baglanmis proba yanasir. PCR esnasinda probun
uzamasini énlemek igin probun 3' ucu bloke edilir (Sekil 3, sayfa 10). Polimerizasyon fazi
sirasinda, DNA polimerazin 5'—>3' ekzonukleaz aktivitesi, baskilayici boyanin salinmasina
ve haberci floresan sinyalin verilmesine yol agan probu ayirir. Ardindan prob pargalari
hedeften ayrilir ve zincirin polimerizasyonu devam eder. Bu sure¢ her dénglde tekrarlanir
ve Urinidn eksponansiyel akimilasyonuna engel olmaz (Sekil 3, sayfa 10). Floresan
sinyaldeki artig, yalnizca hedef siralamanin primerleri ve probu tamamlayici nitelikte olmasi
ve bu sayede PCR esnasinda amplifiye edilmesi durumunda algilanir. Belirli bir
reaksiyondan gelen floresan isimanin, (therascreen PITX2 Test Paketi ile saglanan)
onceden belirlenen esik degerleriyle kesistigi PCR doéngtsu, Cr degeri olarak tanimlanir.

therascreen PITX2 RGQ PCR Kit testinin sonuglari, biri FAM ve digeri HEX i¢in olmak tzere
iki Ct degeridir. Her iki sinyal arasindaki ACt degerinden PMR hesaplanir (Sekil 2, sonraki
sayfa). PMR hesaplamasi asagidaki formile dayalidir (11):

100
PMR = 1 + DCFAM-C HEX

therascreen PITX2 RGQ PCR Kit El Kitabi  11/2017 8



Elde edilen PMR, tedaviyi ylriiten hekime hastanin antrasiklin bazli kemoterapiye yanit verip
vermeyecegi hakkinda bilgi saglar. Elde edilen PMR 12'ye esit veya daha dislkse hastanin
antrasiklin bazli kemoterapiye yanit vermesi olasidir. Buna karsilik, elde edilen PMR 12'den
yuksekse hastanin antrasiklin bazli kemoterapiye yanit verme olasiligi daha disuk

olacagindan, alternatif bir tedavi dnerilebilir.

gDNA saflastirmadan veri analizine kadar tim gorevleri gergeklestirme siresi iki is

guninden kisadir.

gDNA metile edilmis dizileri gDNA metile edilmemig dizileri

CH3 CH3 CH3

N N N
—C=C=CC=——CC=CG=CE=———CC=C=CC— —C=C=CC——CC—=CC—=CC=——CC=C=CC—
—G—G—GG—GC\—GC\—GC\—GG—G—GG— —C=G=-GC—GC—CC—GC——GCG=G=GGC—

CH3 CH3 CH3
Bistilfit donlisim

Dongl 1
— ) | = ) m— CG == CG == CG e U == | e U e — ) = ) m— G = UG = UG = Ul == | == | e
— A — A A A s GC e GC e (G s 4 A s A A\ | s A\ e AC s A\ e

PCR amplifikasyonu

Dongu 2
e o o
CG_CG__CG\ G 16 16
— A—A—AA—— GC— GC — GC ——AA—A—AA- — A—A—AA——AC — AC —AC——AA—A—AA-

FAM Cy degeri

Metilasyon Orani Yuzdesinin (PMR) belirlenmesi

Sekil 2. therascreen PITX2 RGQ PCR Kit test prensibi.
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Sekil 3. TagMan gercek zamanlh PCR testi prensibi.

Primerler ve prob baglanmasi

Polimerizasyon
Iplikgik yer degistirmesi

Baskilayici boyanin salinmasina ve
haberci floresan sinyalin verilmesine
yol agar

‘ Polimerizasyon tamamlandi

Her déngudeki PCR Uruni ve floresan
sinyal akiimulasyonu tamamlanir

lleri ve ters primerler
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Saglanan Malzemeler

Kit icerigi

therascreen PITX2 RGQ PCR Kit

®)

- Instructions For Use (Handbook)
(Kullanma Talimati (El Kitabr))

Katalog no. 873211

Reaksiyon sayisi 8

Mor PITX2 RGQ PCR Master Mix 660 pl
(PITX2 RGQ PCR Master Karigim)

Mavi PITX2 RGQ PCR Primer Probe Mix 192 pl

Sari PITX2 RGQ PCR Reference 50 12 pl
(PITX2 RGQ PCR Referansi 50)

Turuncu PITX2 RGQ PCR Reference Low 12 pl
(PITX2 RGQ PCR Referansi Dustik)

Yesil PITX2 RGQ PCR Negative Control 12yl
(PITX2 RGQ PCR Negatif Kontrol)

Renksiz PITX2 RGQ PCR NTC 12 pl

1

Gerekli Olan Ancak Saglanmayan Malzemeler

Kimyasallar ile galigirken, her zaman uygun laboratuvar onligu, tek kullanimlik eldiven ve

koruyucu gozlik kullanin. Daha fazla bilgi i¢in, trlin saglayicisindan edinebileceginiz, uygun

glvenlik veri sayfalarina (safety data sheets, SDS'ler) bagvurun.

Cihazlarin Ureticinin dnerilerine goére kontrol ve kalibre edilmis oldugundan emin olun. Tim
kit reaktiflerinin son kullanma tarihinin gegmediginden ve dogru kosullarda nakledilip

saklandigindan emin olun.

11
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Reaktifler

e Etanol (molekuler derece %96-100)

Not: Denature alkol kullanmayin ¢linki bu metanol veya metiletilketon gibi diger
kimyasal maddeleri icerir.

Ekipman
® Termomikser, i1sitmali orbital inkiibator, 1sitma bloku veya 56°C ve 90°C dahilinde
inklibasyon saglayabilen su banyosu.

Not: Uygun tup boyutunu (6rnegin, 2 veya 1,5 ml'lik tip) se¢mek igin termomikserin tip
sekli gerekliliklerini dikkate alin

® PCR igin ayrilmis ayarlanabilir pipetler* (1-10 pl; 10-100 pl; 100-1000 ul)

En az iki set pipet énerilir: biri PCR reaksiyon karigimlarinin hazirlanmasi ve

dagitilmasi, digeri ise PCR sablonu ylkleme dahil bisDNA ve kontrollerin kullanimi igin.

® Nukleaz icermeyen, aerosole direngli, hidrofobik filtreli steril PCR pipet uglari (¢apraz

kontaminasyonu énlemek igin aerosol bariyerli pipet uglari énerilir).

e 1.5 ml or 2 ml microcentrifuge tubes (1,5 ml veya 2 ml'lik mikrosantrifdj tupleri (1,5 ml'lik
tupler, Eppendorf, kat. no. 0030120.086 veya Sarstedt, kat. no. 72.690))

e 0,5ml, 1,5 mlve 2,0 ml'lik reaksiyon tipleri igin rotora sahip masadustu santrifij
(20.000 x g'ye ulagsma 6zelliginde)

® Vorteksleyici

e Spektrofotometre, 6rnegdin, NanoDrop® cihazi veya QlAxpert® (QlAamp eklentisi: total
nikleik asit 6lgiimu)*

® Tek kullanimlik eldiven

* Cihazlarin Ureticinin 6nerilerine gdre kontrol ve kalibre edilmis oldugundan emin olun.

T Bu saglayicilarin tam bir listesi degildir.
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is akisi kontrolii icin istege bagli reaktifler

® One vial containing one section (15 or 20 um) of KRAS G13D Reference Standard
(KRAS G13D Reference Standard (Horizon Discovery, kat. no. HD216) kesiti (15 veya
20 ym) igeren bir adet sige).

Manuel DNA saflastirma igin

® QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (kat. no. 60404)

e Deparaffinization Solution (Deparafinizasyon Cozeltisi (kat. no. 19093)) veya ksilen
veya histolemon (Carlo Erba, kat. no. 454911)

Onemli: Deparafinizasyon Cozeltisi, ksilen veya histolemon, QlAamp DSP DNA FFPE
Tissue Kit ile birlikte veriimez ve ayri olarak siparig edilmelidir.

Bisulfit D6ntsimu icin Ek Malzemeler

® EpiTect Fast DNA Bisulfite Kit (EpiTect Fast DNA Bisillfit Kit) (kat. no. 59824 veya
59826)

® 0,2 ml'lik reaksiyon tupleri veya 8 kuyulu seritler

® 0,2 ml'lik mikrosantrifij tipleri

e |sitmali kapakli termal dénguleyici (bisulfit reaksiyonu mineral yag ile kaplanmadigindan,

yalnizca isitmali kapakl termal donguleyiciler bu prosediire uygundur)

Rotor Gene Q MDx uzerinde PCR igin

® Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM (kat. no. 9002032) ve tedarik edilen aksesuarlar

® Rotor-Gene AssayManager yazilim surimu 2.1.x ( x = 0 veya uzeri)

® Rotor-Gene AssayManager v2.1 icin Gamma Plug-in siirim 1.0.x (x = 0 veya Uzeri)
e therascreen_PITX2_FFPE_CE Test Profili V1.0.x (x = 1 veya uzeri)

® | oading Block for 72 x 0.1 ml Tubes (72 x 0,1 ml'lik TUp i¢in Yikleme Bloku (kat. no.
9018901))
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e 72-Well Rotor (72 Kuyulu Rotor (kat. no. 9018903))

® Adaptor Locking Ring 72-Well Rotor (Adaptor Kilitteme Halkasi 72 Kuyulu Rotor (kat.
no. 9018904))

® Rotor Holder (Rotor Tutucusu (kat. no. 9018908))

® Strip Tubes and Caps, 0.1 ml, for the Rotor-Gene Q MDx (Rotor-Gene Q MDx i¢in
0,1 ml'lik Serit Tupleri ve Kapaklari (kat. no. 981103 veya 981106))

® Buz (veya sogutma bloku)

Uyarilar ve Onlemler

in vitro tani amagh kullanim igin
Guvenlik Bilgileri

Kimyasallar ile galigirken, her zaman uygun laboratuvar onliga, tek kullanimlik eldiven ve
koruyucu gozlik kullanin. Daha fazla bilgi icin litfen Grin saglayicisindan edinebileceginiz,
uygun guvenlik veri sayfalarina (SDS'ler) bagvurun. Bunlar, her bir QIAGEN® kiti ve kit
bilesenlerine ait SDS'yi bulabileceginiz, gdrintileyebileceginiz ve yazdirabileceginiz
www.qiagen.com/safety adresinde c¢evrimici olarak uygun ve kompakt PDF biciminde
mevcuttur.
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Deparafinizasyon Cozeltisi, ksilen-etanol, histolemon-etanol, QlAamp DSP DNA FFPE

Tissue Kit veya EpiTect Fast DNA Bisulfite Kit ile ilgili glvenlik bilgisi icin lutfen ilgili el

kitaplarina bakin. Cihazlar ile ilgili gtivenlik bilgisi igin ilgili cihaz kullanim kilavuzuna bakin.

Genel 6nlemler

gPCR testlerinin kullanimi izlenebilirlik, molekdler biyolojiye 6zel ekipmanlarin bakimi ve

yururlikteki yonetmeliklere ve ilgili standartlara uyumluluk dahil olmak tzere iyi laboratuvar

uygulamalari gerektirir.

Bu kit in vitro tani amagl kullanim igindir. Bu kit iginde sadlanan reaktifler ve talimatlar en iyi

performans igin test edilmistir.

Tum kimyasallar ve biyolojik materyaller potansiyel olarak tehlikeli maddedir.
Numuneler ve érnekler potansiyel olarak bulasicidir ve bunlara biyotehlikeli madde
olarak davraniimahdir.

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

therascreen PITX2 RGQ PCR Kitte kullanilan reaktifler, en uygun bigimde
seyreltilmigtir. Performans kaybi yasanabilecegi icin, reaktifleri daha fazla seyreltmeyin.

20 pl'den daha az veya daha fazla reaksiyon hacmi (reaksiyon karigimi ve érnek) ile
islem yapmayin.

QIAGEN'deki kalite kontrol proseddrleri ayri her kit partisi icin islevsel kit piyasaya
suriim testi barindirir. Bu nedenle, farkl partiler ait reaktifleri karistirmayin, ¢iinki bu

performansi etkileyebilir.

therascreen PITX2 tam is akisi, 6rneklerin farkl tlplere aktariimasini gerektirir;

dolayisiyla her adimda érneklerin izlenebilirliginin korundugundan emin olun.

PITX2 test profilinin ve gerekli Rotor-Gene AssayManager v2.1 Gamma eklentisinin
kurulu oldugundan emin olun.

15
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Ek uyarilar, énlemler ve prosediirler igin bkz. Rotor-Gene Q MDx User Manual (Rotor-

Gene Q MDx Kullanim Kilavuzu) ve Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application

User Manual (Rotor-Gene AssayManager v2.1 Cekirdek Uygulama Kullanim Kilavuzu).

inkiibasyon siirelerinin ve sicakliklarin degistiriimesi hatali veya uyumsuz verilere
neden olabilir.

Tam therascreen PITX2 RGQ PCR bilesenlerini ve 6rnekleri buzdolabinda, buz

Uzerinde, sogutma blokunda veya oda sicakhginda gerekli stire boyunca ¢ézdirin.

Not: Oda sicakliginda ¢ézdirme durumunda, 6zellikle sicakliga duyarli dNTP'ler iceren

PITX2 RGQ PCR Master Mix (MMx) basta olmak tizere malzemelerin buzunun ¢6zilip

¢ozilmedigini dizenli olarak kontrol edin.

Not: PITX2 RGQ PCR PPM boya nikleotidleri igerdiginden i1siktan korunmahdir.

Not: Tekrarlanan ¢ézdiirme ve dondurmadan kaginiimali ve maksimum dért dondurma-

¢6zdirme dongusu agilmamalidir.

Tum reaksiyonlari (reaksiyon karigimi arti 6rnek) buz lizerinde veya bir sogutma

blokunda hazirlayin.

Siresi dolmus ve yanlis saklanmis bilesenleri kullanmayin.
Reaksiyon karigimlari igiga maruz kalirsa degisiklige ugrayabilir.
Reaktifleri yutmayin.

Reaksiyon karigsimini kurmak ve sablonlari eklemek icin birbirinden ayri pipetler

kullanin.
islem bitmeden Rotor-Gene Q MDx cihazini agmayin.

islem bittikten sonra Rotor-Gene Q MDx tiiplerini agmayin. Tipleri, yerel glivenlik
prosedurlerinize uygun olarak imha edin.

Dogru 6rnek testi yapabilmek icin yanlis drnek girisi, yikleme hatasi ve pipetleme
hatasi gibi durumlara karsi dikkatli olunmalidir.

Dogru tanimlama yapabilmek amaciyla érneklerin sistematik bir sekilde

kullanildigindan emin olun.
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Bu

Reaksiyon karisiminin, PITX2 RGQ PCR Referansi 50 ve PITX2 RGQ PCR Referansi
Dusuk Kontrol reaktiflerinde bulunan malzemelerle kontaminasyonunu énlemek igin

son derece dikkatli olun.

Yanlis pozitif sinyale neden olabilecek DNA veya PCR uriinii aktarma

kontaminasyonunu dnlemek icin son derece dikkatli olun.

DNA sablonunun bozulmasina yol agabilecek DNaz kontaminasyonunu énlemek igin

son derece dikkatli olun.

nedenle asagidakileri 6neririz:

Testi yaparken niikleaz icermeyen laboratuvar geregleri (6rn. pipetler, pipet uglari,
reaksiyon sigeleri) kullanin ve tek kullanimlik eldiven takin.

Ornekler ve reaktiflerin gapraz kontaminasyonunu énlemek (izere tim pipetleme

adimlari igin yeni aerosole direngli pipet uglari kullanin.

PCR reaksiyon karigimini hi¢chir DNA matrisinin (DNA, plazmid veya PCR Urinu) igeri
sokulmadigi ayrilmig bir alanda 6zel malzemeler (pipetler, uglar, vb.) kullanarak
hazirlayin. Ayni alanda PITX2 RGQ PCR NTC'yi ilgili tipe ekleyin (Sekil 4, sayfa 37);
ancak ¢apraz kontaminasyonu degerlendirmek amaciyla diger tim kontroller ve
ornekler yiklendikten sonra bu tlipl kapatin. Ayri bir odada ve spesifik malzemelerle
(pipetler, uglar, vb.) test edilecek drnekleri, PITX2 RGQ PCR Referansi 50, PITX2 RGQ
PCR Referansi Disuk ve PITX2 RGQ PCR Negatif Kontrol 6gelerini ekleyin.

Reaktif Saklama ve Kullanma

Sevkiyat kosullari

therascreen PITX2 RGQ PCR Kit kuru buz Uzerinde sevk edilir. Teslimat esnasinda
therascreen PITX2 RGQ PCR Kitin herhangi bir bileseninin donmus olmadigini, dis

ambalajin nakliye esnasinda aciimig oldugunu veya paket icinde ambalaj notu veya

17

therascreen PITX2 RGQ PCR Kit El Kitabi  11/2017



reaktiflerin bulunmadigini fark ederseniz, litfen QIAGEN Teknik Servisleriyle veya yerel
dagitimcilarla irtibata gegin (www.giagen.com adresini ziyaret edin).

Saklama kosullari

therascreen PITX2 RGQ PCR Kit teslim alinmasindan hemen sonra -30°C ile -15°C

arasinda sabit sicaklikta bir dondurucuda saklanmali ve 1siktan korunmalidir.

Deparafinizasyon Cozeltisi, ksilen-etanol, histolemon-etanol, QlAamp DSP DNA FFPE
Tissue Kit veya EpiTect Fast DNA Bisulfite Kit ile ilgili saklama ve kullanim bilgileri igin ilgili
kit el kitaplarina bakin.

Stabilite

therascreen PITX2 RGQ PCR Kit, belirtilen saklama kosullarinda saklandigi zaman belirtilen
son kullanma tarihine kadar stabil kalir.

Agcildiktan sonra, reaktifler -30 ila -15°C sicaklikta orijinal ambalaji icinde ambalaj tzerindeki
son kullanma tarihine kadar saklanabilir. Tekrarlanan ¢ézdiirme ve dondurmadan kaginiimali
ve maksimum dort dondurma-¢ézdirme déngusu asilmamalidir.

Deparafinizasyon Cozeltisi, ksilen-etanol, histolemon-etanol, QlAamp DSP DNA FFPE
Tissue Kit veya EpiTect Fast DNA Bisulfite Kit ile ilgili stabilite bilgileri igin ilgili kit el
kitaplarina bakin.

Tum bilegenlerin kutusunda ve etiketlerinin Ustlinde yazili olan son kullanma tarihlerine ve
saklama kosullarina dikkat edilmelidir. Siresi dolmus ve yanhs saklanmis bilesenleri

kullanmayin.
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Numune Kullanimi ve Saklanmasi

therascreen PITX2 RGQ PCR Kit, bisDNA érnekleri ile birlikte kullanim igindir. Saflastiriimig

ve bislilfit donlgstirilmis DNA, ylksek riskli lenf nodu pozitif, dstrojen reseptori pozitif,

HER2 negatif meme kanseri hastalarinin primer lezyonlarindan alinan FFPE timor

dokusundan elde edilir. Doku Orneklerini cerrahiyle g¢ikarma isleminden sonra mimkin

oldugunca hizl sekilde ve laboratuvar protokoliine gére formalin iginde fikse edin (%10 nétr

tamponlu formalin genellikle kabul edilir).

Doku 6rnegi, cerrahiyle ¢ikarma veya gekirdek biyopsisi sonrasinda mimkiin
oldugunca hizli sekilde %4-10 formalin i¢inde fikse edilmelidir.

ideal olarak, 14-24 saatlik fiksasyon siiresi kullanin (daha uzun fiksasyon siireleri daha
siddetli DNA fragmantasyonuna yol acarak, qPCR/qMSP testlerinde yetersiz
performansa neden olur).

Gdmme isleminden dnce drnekleri iyice kurutun (kalinti formalin, proteinaz K sindirimini
inhibe edehbilir).

Parafin blokundan 5 ym kalinhginda kesitler kesilmelidir.

<100 mm? timor alanina sahip kesitlerde, total timor alanini en az 100 mm?'ye
cikarmak icin iki kesit ¢calisiimasi dnerilir.

Tdmoér numunelerini, bloklarini, kesitlerini ve saflastirmaya hazir 6rneklerini kontrolli bir
sekilde ve yerel prosedirlere uygun olarak etiketleyin, kullanin ve saklayin.

FFPE bloklarini ve kesitlerini oda sicakliginda nakledin ve saklayin. Kesitler hizia DNA
saflastirma icin kullanilabilir.

QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit kullanilarak saflastirilan DNA, 24 saate kadar kisa
sureli saklama i¢in 2-8°C'de veya uzun sireli saklama gerekliyse -30 ila -15°C'de
saklanabilir.

EpiTect Fast DNA Bisulfite Kit kullanilan bisdilfit dontstirdlmis DNA, dénlisim veya
kalitesinde azalma olmaksizin en az 9 ay sureyle -30 ila -15°C'de saklanabilir. Uzun
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sireli saklama konusunda ek arastirmalar devam etmektedir. Daha fazla bilgi igin
QIAGEN ile irtibata gegin.

e s akisi kontrolii KRAS G13D Referans Standardi kesiti (Horizon Discovery, kat. no.
HD216) uretim tarihinden itibaren 36 ay sureyle oda sicakhginda saklanabilir.

therascreen PITX2 RGQ PCR Kit El Kitabr  11/2017
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Prosedur

Genomik DNA saflastirma ve hazirlama

therascreen PITX2 RGQ PCR Kit; FFPE kesit deparafinizasyonu icin QIAGEN
Deparafinizasyon Cozeltisi (kat. no. 19093), gDNA saflastirma icin QlAamp DSP DNA FFPE
Tissue Kit (kat. no. 60404) ve gDNA bisiilfit dénlisimu icin EpiTect Fast DNA Bisulfite Kit
(kat. no. 59824 veya 59826) ile kombinasyon halinde valide edilmistir.

FFPE kesit deparafinizasyonu Deparafinizasyon Cozeltisi, ksilen-etanol veya histolemon-
etanol kullanilarak gergeklestirilebilir (bu U¢ deparafinizasyon yénteminin esdegerligi Griin

gelistirme sirasinda kanitlanmistir).

Deparafinizasyon Cozeltisi (kat. no. 19093) kullanilirsa su prosedirle baslayin: "QIAGEN
Deparafinizasyon Cozeltisi ile FFPE kesit deparafinizasyonu”, sayfa 22.

Ksilen-etanol veya histolemon-etanol kullanilirsa dogrudan su prosedire gidin: "QlAamp
DSP DNA FFPE Tissue Kit ile manuel gDNA saflastirma", sayfa 24.

istege baglh: Saflastirma veya bisiilfit déniisiminin dodru sekilde yapilip yapilmadigini
degerlendirmek igin bir is akisi kontroli kullanilabilir. therascreen PITX2 RGQ PCR Kit is
akigi icin valide edilen is akisi kontroli, KRAS G13D Referans Standardi kesitidir (Horizon
Discovery, kat. no. HD216).

gDNA saflastirma reaktiflerinin son kullanma tarihinin gegmediginden ve dogru kosullarda
nakledilip saklandigindan emin olun. Siresi dolmus ve yanlis saklanmis bilesenleri

kullanmayin.
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Baslangi¢ materyali

DNA saflastirma igin baglangic materyali, FFPE dokudan taze kesilmis kesitler olmalidir; bu
kesitler gerekirse bir gece boyunca oda sicakliinda saklanabilir. 5 pm kalinhkta ve 100
mm? (izerinde toplam ylizey alanina sahip en fazla iki kesit, gDNA saflastirma igin baglangig
materyali olarak kullaniimalidir.

QIAGEN Deparafinizasyon Cozeltisi ile FFPE kesit deparafinizasyonu

ONEMLI: Deparafinizasyon ksilen-etanol veya histolemon-etanol ile gergeklestiriliyorsa su
bolime gegcin: "QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit ile manuel gDNA saflastirma", sayfa 24.

Baslamadan 6nce dnemli noktalar

® Tum santrifigasyon adimlarini oda sicakhginda (15-25°C) gergeklestirin.
e TUm tamponlari oda sicakliinda dengeye getirin; Deparafinizasyon Cdézeltisini 20-25°C'de
dengeye getirin.

® Deparafinizasyon Cozeltisi, QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit ile birlikte verilmez ve
ayri olarak siparis edilmelidir.

Baslamadan 6nce yapilacaklar

® Adim 4 ve 8'de kullanmak icin bir termomikseri veya i1sitmali orbital inkubat6rt 56°C'ye
onceden isitin. Termomikser veya i1sitmali orbital inkiibatér mevcut degilse bunun
yerine 1sitma bloku veya su banyosu kullanilabilir.

® AL Tamponu veya ATL Tamponu ¢okelti igeriyorsa 70°C'ye Isitarak ve hafifce

calkalayarak ¢ozun.

® AW1 Tamponu ve AW2 Tamponunun QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit Handbook
(QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit El Kitabi) icindeki talimatlara gore

hazirlandigindan emin olun.
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Prosedur (iki kesite kadar)

1.

N oo o &

10.
11.

12.

Bistiri kullanarak fazlalik parafini 6rnek blokundan kaziyin. 5 ym kalinhdinda kesitler

halinde kesin.

Not: Ornek yiizeyi havaya maruz kalirsa ilk 2-3 kesiti atin.

Kesitleri hemen 1,5 ml veya 2 ml'lik mikrosantrifijj tiplerine (birlikte verilmez) yerlestirin.
160 pl Deparafinizasyon Cozeltisi ekleyin ve 10 saniye kuvvetlice vorteksleyin.

Ornegi tiipiin altinda toplamak icin kisa siire santrifiijleyin.

56°C'de 3 dakika inklibe edin, ardindan oda sicakliginda (15-25°C) sogumaya birakin.
180 pl ATL Tamponu ekleyin ve vorteksleyerek karistirin.

11.000 x g (10.000 rpm) hizinda 1 dakika santrifiijleyin. Iki faz gériiniir (mavi ve berrak).

Pipeti Ustteki faz icinden ilerleterek, alttaki berrak faza 20 pl proteinaz K ekleyin.
Yukari asadi pipetleme yaparak yavasca karistirin.

56°C + 3°C'de 21 saat (veya 6rnek tamamen ¢dzunene kadar) inkibe edin.
90°C £ 5°C'de 1 saat + 5 dakika inkibe edin.

90°C'de ATL Tamponu i¢inde inkiibasyon, nikleik asitlerin formaldehit
modifikasyonunu kismen tersine cevirir. Daha uzun inkiibasyon sireleri veya daha
yuksek inkilibasyon sicakliklari, daha fazla pargalanmig DNA'ya yol acabilir.

Not: Yalnizca bir adet 1sitma bloku kullaniliyorsa adim 8'de 56°C'lik inkiibasyondan
sonra, Isitma bloku adim 9 i¢in 90°C'ye ulasana kadar 6rnegi oda sicakliginda (15-25°C)

birakin.

Kapagin igindeki damlalar gidermek icin 1,5 ml'lik tlpu kisa sure santrifijleyin.
Alttaki berrak fazi yeni bir 2 ml'lik mikrosantrifljj tiplne (birlikte verilmez) aktarin.
Not: Mavi fazi aktarmayin.

"QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit ile manuel gDNA saflastirma”, sayfa 24 icindeki

adim 14 ile devam edin.
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QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit ile manuel gDNA saflastirma

QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (kat. no. 60404) ile manuel gDNA saflastirma, QlAamp
DSP DNA FFPE Tissue Kit El Kitabi'na gore gergeklestirilir.

Baslamadan énce dnemli noktalar

® Tum santrifigasyon adimlarini oda sicakhginda (15-25°C) gergeklestirin

Baslamadan énce yapilacaklar

® Tum tamponlari oda sicakliginda dengeye getirin.

® Adim 12'de kullanmak igin bir termomikseri veya 1sitmali orbital inkiibatéri 56°C'ye

ayarlayin.

e Termomikser veya isitmali orbital inkiibatdr mevcut degilse bunun yerine i1sitma bloku

veya su banyosu kullanilabilir.

® AL Tamponu veya ATL Tamponu ¢okelti igeriyorsa 70°C'ye Isitarak ve hafifce
calkalayarak ¢ozin.

® AW1 Tamponu ve AW?2 Tamponunun Q/Aamp DSP DNA FFPE Tissue Kit El Kitabi
icindeki talimatlara gére hazirlandigindan emin olun.

Prosedur

Not: QIAGEN Deparafinizasyon ¢ozeltisi kullaniliyorsa adim 1 - 14, "QIAGEN Deparafinizasyon
Cozeltisi ile FFPE kesit deparafinizasyonu", sayfa 22 iginde agiklanan proseduirle degistiriimelidir.

1. Bisturi kullanarak fazlalik parafini 6rnek blokundan kaziyin.

2. En az 100 mm? timor ylizeyine ulagsmak icin 5 um kalinliginda 1-2 kesit kesin (bkz.
"Baslangi¢ materyali”, sayfa 22).

Ornek ylzeyi havaya maruz kalirsa ilk 2-3 kesiti atin.

3. Kesitleri hemen 1,5 ml veya 2 ml'lik mikrosantrifiij tlplerine (birlikte verilmez) yerlestirin.
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10.

11.

12.
13.

14.

15.

Ornege 1 ml ksilen veya histolemon ekleyin. Kapagi kapatin ve =210 saniye kuvvetlice
vorteksleyin.

Oda sicakliginda 2 dakika + 30 saniye tam hizda santrifiijleyin.
Ust fazi pipetleme yoluyla ¢ikarin. Pelleti gikarmayin.

Pellete 1 ml etanol (%96-100) ekleyin ve vorteksleyerek karigtirin.
Etanol, kalinti ksileni 6rnekten ekstre eder.

Oda sicakliginda 2 dakika + 30 saniye tam hizda santrifjleyin.
Ust fazi pipetleme yoluyla ¢ikarin. Pelleti gikarmayin.

ince bir pipet ucu kullanarak kalinti etanolii dikkatle gikarin.

TipU agin ve 15-40°C'de inkiibe edin. 10 dakika + 1 dakika veya tiim kalinti etanol
buharlasana kadar inkiibe edin.

Pelleti 180 pl ATL Tamponu icinde yeniden suspansiyon haline getirin. 20 pl proteinaz

K ekleyin ve vorteksleyerek karistirin.
56°C + 3°C'de 21 saat (veya 6rnek tamamen ¢dziinene kadar) inkiibe edin.
90°C = 5°C'de 1 saat + 5 dakika inkube edin.

90°C'de ATL Tamponu i¢inde inkiibasyon, nikleik asitlerin formaldehit
modifikasyonunu kismen tersine gevirir. Daha uzun inkiibasyon sureleri veya daha
yuksek inkibasyon sicakliklari, daha fazla pargcalanmig DNA'ya yol agabilir. Yalnizca
bir adet i1sitma bloku kullanihyorsa 56°C'lik inklibasyondan sonra, 1sitma bloku 90°C'ye
ulasana kadar 6rnegdi oda sicakhiginda birakin.

Kapagin igindeki damlalari gidermek igin tlipl kisa sire santrifjleyin.

Not: Deparafinizasyon Cozeltisi kullaniliyorsa adim 15 ile devam edin.

Ornege 200 ul AL Tamponu ekleyin ve vorteksleyerek iyice karistirin. Daha sonra

200 ml etanol (%96-100) ekleyin ve tekrar vorteksleyerek iyice karistirin.

Homojen bir ¢ézelti elde etmek icin érnegin, AL Tamponunun ve etanoliin vorteksleme
veya pipetleme yoluyla hemen ve iyice karistiriimasi énemlidir. Birden fazla drnek
islenirken zamandan tasarruf etmek igcin AL Tamponu ve etanol bir adimda énceden
karistirlarak birlikte eklenebilir. AL Tamponu ve etanoliin eklenmesi sirasinda beyaz

renkli bir cokelti olusabilir. Bu ¢cokelti QlAamp prosediriine engel olmaz.
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16.
17.

18.

19.

20.

21.

22.

Kapagin igindeki damlalari gidermek icin tlipl kisa sire santrifiijleyin.

Tlm lizati dikkatle ve kenari islatmadan QlAamp MinElute® kolonuna (2 ml'lik toplama
tlpl icinde) aktarin, kapagi kapatin ve yaklasik 6000 x g hizinda =1 dakika
santrifijleyin. QlIAamp MinElute kolonunu temiz bir 2 ml'lik toplama tiiptne (birlikte

verilir) yerlestirin ve akimi igeren toplama tlipind atin.

Lizat santrifigasyondan sonra membrandan tamamen gegmemisse QlAamp MinElute
kolonu bos kalana kadar daha yuksek hizda tekrar santriftjleyin.

QlAamp MinElute kolonunu dikkatle agin ve kenari islatmadan 500 pl AW1 Tamponu

ekleyin. Kapagi kapatin ve yaklasik 6000 x g hizinda 21 dakika santrifujleyin. QlAamp
MinElute kolonunu temiz bir 2 ml'lik toplama tiiptine (birlikte verilir) yerlestirin ve akan

kismi iceren toplama tipunu atin.

QlAamp MinElute kolonunu dikkatle agin ve kenari islatmadan 500 pl AW?2 Tamponu

ekleyin. Kapagdi kapatin ve yaklagik 6000 x g hizinda 21 dakika santrifijleyin. QlAamp
MinElute kolonunu temiz bir 2 ml'lik toplama tiiptine (birlikte verilir) yerlestirin ve akan

kismi iceren toplama tipuinua atin.

QlAamp MinElute kolonu ile akan kisim arasinda temastan kacginiimalidir. Bazi santrifuj
rotorlari yavaslama sirasinda titresim yaratarak, etanol iceren akan kismin QlAamp
MinElute kolonuna temas etmesine neden olabilir. QIAamp MinElute kolonunu ve
toplama tupunu rotordan ¢ikarirken, akan kismin QlAamp MinElute kolonuna temas
etmemesi icin dikkatli olun.

Membrani tamamen kurutmak igin tam hizda (yaklasik 20.000 x g) =3 dakika
santrifijleyin.

ElGata etanol taginmasi gergeklestiriien gPCR reaksiyonlarini inhibe edebileceginden,
bu adim gereklidir.

QlAamp MinElute kolonunu temiz bir 1,5 ml'lik mikrosantriftj tiptne (birlikte verilir)
yerlestirin ve akan kismi igeren toplama tiipinu atin. QIAamp MinElute kolonunun
kapagini dikkatlice agin ve membranin ortasina 50 pl ATE Tamponu uygulayin.

Kapag! kapatin ve oda sicakliginda (15-25°C) 5 dakika inklibe edin. Tam hizda
(yaklasik 20.000 x g) =21 dakika santriftjleyin.
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DNA miktar tayini

gDNA saflastirma kitlerinde ellisyon igin kullanilan ATE Tamponu koruyucu sodyum azit
icerir. Sodyum azit 260 nm'de absorbe eder; bu nedenle spektrofotometreyi kalibre etmek

icin ATE Tamponu ile bir bos 6lgiim gerceklestiriimelidir.

DNA konsantrasyonu, QIAGEN QlAxpert, 6rnegin (QlAamp eklentisi: total nikleik asit
6lcimu) veya NanoDrop cihazi* kullanilan cihaz prosedirinin ardindan 260 nm'de
absorbans 6l¢ulerek belirlenir. 260 nm'deki absorbans okumalarinin dogru olmast igin 0,1 ile
1,0 arasinda olmasi gerekir. 260 nm'de 1 birimlik absorbans, 50 ug DNA/ml degerine karsilik
gelir (A260 = 1 = 50 pg/ml). Saflastinimis toplam DNA miktari (ng) = DNA konsantrasyonu
(ng/pl) x 6rnegin hacmi (pl).

Not: QlAamp eklentisi kullaniliyorsa dahili bir ATE-bos spektrumu OD degerlerinden
otomatik olarak gikarilir; dolayisiyla bu yapilandirmada ek bos ATE 6rnegi gerekmez.

ideal olarak, minimum gDNA konsantrasyonu 10 ng/pl'dir’; ancak 5 ng/ul'ye kadar diisiik
dizeydeki drnekler, "Low input" (Dusuk girdi) gecersiz sonug riskiyle islenebilir.

EpiTect Fast DNA Bisulfite Kit kullanilan gDNA bisulfit donasimu

Bu protokol, 40 pl'ye kadar hacimde 200, 400 veya 1000 ng'ye kadar (ODzs0 Nnm 8lgumii
kullanilarak olgilir) DNA'nin bisdlfit donisimuni saglar. Her bislilfit donlisimi reaksiyonu
icin Onerilen DNA girdisi 400 ng'dir. Ancak, disik DNA verimi durumunda 200 ng kadar
distk DNA girdileri kullanilabilir ve gPCR analizinde "Low input" (Dlsik girdi) isareti (bkz.

* Bu liste, OD260 nm Slgiimiine yénelik olasi spektrofotometrelerin tam bir listesi degildir.

T Déniisiim igin maksimum gDNA hacmi 40 ul oldugundan, bisiilfit déntisiimii igin 400 ng gDNA girdisi (6nerilen
girdi) elde etmek igin 10 ng/ul.
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"isaretler", sayfa 58) nedeniyle tekrar test durumunda 1000 ng veya bu miktara mimkiin
oldugunca yakin miktarlar kullaniimahdir.

Not: gDNA girdisi, OD 260 o6l¢cimiuyle (6rnegin total nikleik asit dlgimu icin QlAamp
eklentisiyle QlAxpert veya NanoDrop kullanilarak) gDNA miktar tayinine atifta bulunur.

Baslangi¢ materyali

® Genomik DNA, dnceki kisitlama sindirim adimi olmadan bisiilfit islemi i¢in kullaniimalidir.

Baslamadan 6nce 6nemli noktalar

e Bisllfit donisimi reaktiflerinin son kullanma tarihinin gegmediginden ve dogru
kosullarda nakledilip saklandigindan emin olun. Siresi dolmus ve yanlis saklanmis
bilesenleri kullanmayin.

® DNA Koruma Tamponu, DNA-Bislilfit Cozeltisi karisimina eklendikten sonra yesilden
mavi renge donerek, yeterli karigtirma ve bisilfit dénisimu reaksiyonu igin dogru pH'

gOstermelidir; yanlis pH, donlstirtlimis DNA'nin kolonda fiksasyonunu etkileyebilir.
® Tum santrifigasyon adimlarini oda sicakhginda (15-25°C) gergeklestirin.
e Bisulfit Cozeltisi en az 6 ay oda sicakliginda (15-25°C) saklanabilir.

e Belirli saklama sirelerinden sonra BD Tamponu-etanol karisiminda beyaz gokeltiler
olugabilir. Bu ¢dkeltiler BD Tamponunun performansini etkilemez. Ancak, ¢okeltileri

MinElute DNA doénel kolonuna aktarmaktan kaginin.

Baslamadan 6nce yapilacaklar

e Kit reaktiflerini EpiTect Fast Bisulfite Conversion El Kitabi"Reaktiflerin hazirlanmasi”
boélimiinde agiklanan sekilde hazirlayin.

e Ornekleri ve tamponlari oda sicakliginda dengeye getirin.

e Istege bagh: Bisilfit Cozeltisini c6zdiirmek igin termomikser, isitma bloku veya isitmali
orbital inkiibatéri 60°C'ye ayarlayin.
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MinElute DNA donel kolonunun kullaniimasi

Nukleik asit amplifikasyonu teknolojilerinin hassasiyeti nedeniyle, MinElute DNA donel

kolonlari kullanilirken érnek hazirliklar arasinda gapraz kontaminasyondan kaginmak igin

su 6nlemler gereklidir:

Ornegdi veya ¢dzeltiyi kolon kenarini islatmadan dikkatlice MinElute DNA dénel kolonuna
pipetleyin. MinElute DNA dénel kolon membranina pipet ucuyla dokunmaktan kaginin.

Sivi transferleri arasinda daima pipet uglarini degistirin. Aerosol bariyerli pipet uglarinin

kullaniimasi énerilir.
Her defasinda bir MinElute DNA doénel kolonu agin ve aerosol olusturmaktan kaginin.

Tdm islem boyunca eldiven kullanin. Eldivenler ile 6rnegin temasi durumunda

eldivenleri hemen degistirin.

Santrifijasyon

MinElute DNA doénel kolonlar ¢ogu standart 1,5-2 ml'lik mikrosantrifiij tiiplerine uyar.
Kuru santrifiigasyon adimi igin 2 ml'lik toplama tlipu seti birlikte verilir.

Tim santrifigasyon adimlari oda sicakhdinda (15-25°C) gergeklestiriimelidir.
MinElute DNA dénel kolonlari bir mikrosantrifijde isleyin.
MinElute DNA doénel kolonlari mikrosantrifilje yerlestirmeden énce mutlaka kapatin.

Birden fazla 6rnegin verimli sekilde paralel igslenmesi icin bir rafin santrifigasyondan
sonra MinElute DNA doénel kolonlarin aktarilabilecegi toplama tlpleriyle doldurulmasini

Oneririz. Toplama tlpleri birkag kez kullanilabilir.
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Prosedir
1. Bisllfit-doniigiim reaksiyonlarinda kullanilacak DNA'nin buzunu ¢dzdirin. Bisulfit
Cozeltisinin tamamen ¢dzindidginden emin olun.

Not: Gerekirse Bisllfit Cozeltisini 60°C'ye kadar i1sitin ve tim gokeltiler tekrar géziinene

kadar vorteksleyin.
Not: Coziinmis Bisiilfit Cozeltisini buz lizerine koymayin.

2. Bistlfit reaksiyonlarini 200 pl PCR tuplerde (birlikte veriimez) sonraki sayfadaki Tablo 1

uyarinca hazirlayin. Her bir bileseni listelenen sirada ekleyin.
Not: DNA ile RNaz icermeyen suyun birlesik hacmi toplamda 40 pl olmahdir.

Not: ligili gDNA girdisi icin uygun hacmi belirlemek amaciyla asagidaki formdili

kullanin:

Bistilfit dontgimd icin -~ _ ilgili girdi (ng)
gerekli gDNA hacmi (W) ~ Ortalama gDNA konsantrasyonu (ng/pl)

Not: therascreen PITX2 RGQ PCR Kit kullanilirken, FFPE 6rneklerden saflastirilan
gDNA konsantrasyonu genellikle diistik oldugundan, 1000 ng girdiyle bile EpiTect Fast
Bisulfite Conversion El Kitabi "Low concentration" (Dlslk konsantrasyon) protokolu

mutlaka kullaniimahidir.

Not: Ornekleri bozunmadan korumak icin DNA Koruma Tamponu eklendikten sonra

bistilfit karisimi hemen 5 saniye vortekslenmelidir.
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Tablo 1. Bisulfit reaksiyonu bilesenleri

Bilesen Reaksiyon basina hacim (pl)
DNA Degisken* (maksimum 40 pl)
RNaz icermeyen su Degisken*

Bisulfit Cozeltisi 85

DNA Koruma Tamponu 15

Toplam hacim 140

* DNA ile RNaz icermeyen suyun birlesik hacmi toplamda 40 pl olmalidir.

3. PCR tuplerini kapatin ve bisulfit reaksiyonlarini hemen iyice karigtirin. Tupleri oda
sicakliginda (15-25°C) saklayin.

Not: DNA Koruma Tamponu, DNA-Bisiilfit Cozeltisi karigimina eklendikten sonra
yesilden mavi renge donerek, yeterli karistirma ve bisilfit donlisiimu reaksiyonu igin
dogru pH'l veya MinElute DNA dénel kolonuna DNA baglanmasini géstermelidir.

4. Bir termal donguleyici kullanarak bisulfit DNA dénutsimini gerceklestirin. Termal
dongiileyiciyi sonraki sayfadaki Tablo 2 uyarinca programlayin.
Tam dongu yaklasik 30 dakika strmelidir.

Not: Reaksiyon hacmini (140 pl) girmenize izin vermeyen bir termal dénguleyici
kullaniyorsaniz cihazi mevcut en buyik hacim ayarina ayarlayin.
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Tablo 2. Bisiilfit doniisiimii termal dongiileyici kosullar

Adim Sire Sicaklik
Denaturasyon 5 dk 95°C
inkiibasyon 10 dk 60°C
Denatiirasyon 5dk 95°C
inkiibasyon 10 dk 60°C
Tutma Belirsiz* 20°C

*

Donusturilmis DNA, performans kaybi olmadan termal dénguleyicide bir gece boyunca birakilabilir.

5. Bisllfit reaksiyonlarini igeren PCR tiplerini termal dongiileyiciye yerlestirin. Termal

déngileme inkibasyonunu baglatin.

ONEMLI: Bisiilfit reaksiyonu mineral yag ile kaplanmadigindan, yalnizca isitmali
kapakli termal dénguleyiciler bu prosedire uygundur. Sikica kapanan PCR tiplerinin
kullanilmasi 6nemlidir.

Not: Dénustlrilmus DNA, performans kaybi olmadan termal dénguleyicide bir gece

boyunca birakilabilir.

Bistilfit dondstirtlmis DNA'nin temizlenmesi

6. Bisulfit ddonisimi tamamlandiginda, bisdlfit reaksiyonlarini iceren PCR tiplerini kisa
sure santrifiijleyin ve ardindan tamamlanan bisiilfit reaksiyonlarini temiz 1,5 ml'lik

mikrosantrifij tuplerine aktarin.

Cozelti icindeki ¢okeltilerin aktariimasi, reaksiyon performansini veya verimini
etkilemez.
7. Her bir érnege 310 yl BL Tamponu ekleyin. Cozeltiyi vorteksleyerek karistirin ve

ardindan kisa slre santrifiijleyin.

8. Her bir érnege 250 pl etanol (%96-100) ekleyin. Cozeltileri 15 saniye puls vorteksleme

yoluyla karistirin ve kapagin icindeki damlalari gidermek icin kisa siire santrifijleyin.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.
16.

17.

18.

Gerekli sayida MinElute DNA donel kolonu ve toplama tlipiini uygun bir rafa yerlestirin.
Adim 8'deki her bir tlpten alinan tim kangimi ilgili MinElute DNA dénel kolonuna aktarin.

Donel kolonlari 1 dakika maksimum hizda santrifiijleyin. Akan kismi atin ve donel
kolonlar toplama tiiplerine geri koyun.

Her bir donel kolona 500 pl BW Tamponu (yikama tamponu) ekleyin ve 1 dakika
maksimum hizda santrifiijleyin. Akan kismi atin ve donel kolonlari toplama tiiplerine
geri koyun.

Her bir donel kolona 500 pl BD Tamponu (desilfonasyon tamponu) ekleyin ve oda
sicakliginda (15-25°C) 15 dakika inkiibe edin.

BD Tamponunda ¢okeltiler varsa bunlari dénel kolonlara aktarmaktan kaginin.

ONEMLI: Havadaki karbondioksit kaynakli asitienmeyi énlemek igin BD Tamponunu
iceren sise kullanimdan sonra hemen kapatiimalidir.

Not: inkiibasyondan énce dénel kolonlarin kapaklarinin kapatiimasi énemlidir.

Donel kolonlari 1 dakika maksimum hizda santrifijleyin. Akan kismi atin ve donel
kolonlari toplama tiplerine geri koyun.

Her bir donel kolona 500 pl BW Tamponu ekleyin ve 1 dakika maksimum hizda
santrifijleyin. Akan kismi atin ve donel kolonlari toplama tiiplerine geri koyun.

Adim 14'G bir kez tekrarlayin.

Her bir donel kolona 250 pl etanol (%96-100) ekleyin ve 1 dakika maksimum hizda
santrifijleyin.

Donel kolonlari yeni 2 ml'lik toplama tuplerine (birlikte verilir) yerlestirin ve kalinti sivilari
uzaklastirmak icin donel kolonlari maksimum hizda 1 dakika santrifujleyin.

Kapaklari agik donel kolonlari temiz bir 1,5 ml'lik mikrosantriflj tiiptine (birlikte verilmez)

yerlestirin ve kolonlari bir isitma blokunda 60°C'de 5 dakika inkibe edin. Bu adim,

kalan sivilarin buharlagsmasini saglar.

33

therascreen PITX2 RGQ PCR Kit El Kitabi  11/2017



19. 15 yl EB Tamponunu (ellisyon tamponu) dogrudan her bir donel kolon membraninin
ortasina ekleyin ve kapaklari yavasca kapatin.

Not: Eliat hacmi gPCR adimina gegmek igin fazla kiglk olacagindan, 15 pl'den az
tampon ile elisyon gergeklestirmeyin.

20. Donel kolonlari oda sicakliginda 1 dakika inklbe edin.

21. DNA eliisyonunu saglamak igin yaklasik 15.000 x g'de (12.000 rpm) 1 dakika
santrifijleyin.

Not: Saflastirimis DNA'nin 24 saate kadar 2-8°C'de saklanmasi 6nerilir. Saflastiriimig
DNA'nin 24 saatten daha uzun siire saklanmasi durumunda -30 ila -15°C'de
saklanmasi onerilir.
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Protokol: Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazi
tzerinde gPCR

therascreen PITX2 RGQ PCR Kit Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazi* tizerinde Rotor-Gene

AssayManager v2.1 ile sonuglarin otomatik yorumlanmasi kullanilarak ¢ahstinimalidir.

Protokole baslamadan 6nce Rotor-Gene Q MDx cihazi ve Rotor-Gene AssayManager v2.1
yazilimi hakkinda bilgi sahibi olmak icin gerektigi kadar zaman ayirin. Ayrintilar igin cihaz,
Rotor-Gene AssayManager v2.1 ve Gamma Plug-in i¢in kullanim kilavuzlarina bakin.

Onemli not: Rotor-Gene AssayManager v2.1 yazilimi, Gamma Plug-in ve test profilini ilk
kez kullaniyorsaniz kurulum talimatlari icin bkz. "Rotor-Gene AssayManager v2.1 yaziliminin
kurulumu, Gamma Plug-in ve test profilinin ice aktarilmasi" bélimu, sayfa 50. Rotor-Gene
AssayManager v2.1 yazihmi, Gamma Plug-in ve test profili bilgisayarinizda zaten kurulu ve

ice aktarilmis ise asagidaki talimatlarla devam edin:

gPCR kurulumu

therascreen PITX2 RGQ PCR Kit, maksimum Ug¢ calismada sekiz 6rnegi test etmek igin
gerekli Urinleri igerir.

Baslamadan 6nce yapilacaklar

® Yikleme Bloku 72 x 0,1 ml'lik Tupleri derin dondurucuda 10 dakika veya buzdolabi

sicakliginda en az 1 saat sogutun.

® Tum therascreen PITX2 RGQ PCR Kit bilesenlerini ve érnekleri buzdolabinda, buz

lizerinde, sogutma blokunda veya oda sicakliginda gerekli siire boyunca ¢dzdirin.

* Varsa, Ocak 2010 veya daha sonra Uretilmig Rotor-Gene Q 5plex HRM cihazi. Uretim tarihi bilgisi, cihazin arkasindaki
seri numarasindan edinilebilir. Seri numarasi, "mm" ibaresinin basamak olarak uretim ayini, "yy" ibaresinin tretim
yilinin son iki basamagini ve "nnn" ibaresinin benzersiz cihaz tanimlayiciyr gésterdigi "mmyynnn" bigimindedir.
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Not: Oda sicakliginda ¢ézdirme durumunda, 6zellikle sicakliga duyarli dNTP'ler iceren
PITX2 RGQ PCR MMx basta olmak tizere malzemelerin buzunun ¢6zilmis olup

olmadigini diizenli olarak kontrol edin.
Not: PITX2 RGQ PCR PPM boya niikleotidleri igerdiginden giines i1sigindan
korunmalidir.

® Buzu ¢o6zilen Urunleri kullanimdan sonra -30 ila -15°C'ye geri koyana kadar buz

lizerine, sogutma blokuna veya buzdolabina yerlestirin.

Not: therascreen PITX2 RGQ PCR Kit bilesenleri ayni glinde birden fazla kez
kullaniliyorsa maksimum 6 saat boyunca 2-8°C'de saklanabilir ve isiktan korunabilir.

Not: therascreen PITX2 RGQ PCR Kit bilesenleri maksimum dért dondurma-¢dzdirme
déngusu igin kullanilabilir.

e PCR karigimi hazirlanacak tezgahin Gzerini, herhangi bir sablon veya niikleaz

kontaminasyonu riskini azaltmak i¢in temizleyin.

e Kullanmadan 6nce tupleri vorteksleyin (10-12 saniye) ve ardindan kisa siire
santrifijleyin. Buna istisna olarak, PITX2 RGQ PCR MMx Taq Polimeraz igcerdiginden
yukari-asagi pipetleme yapilarak karigtirilir.

Prosedur

1. PITX2 gPCR reaksiyon karisimini iglenecek drneklerin sayisina gére 1,5 ml veya
2 ml'lik tap (birlikte verilmez) icinde buz tGizerinde (veya sogutma bloku kullanarak)

hazirlayin.

PITX2 reaksiyon karisiminin hazirlanmasi icin Tablo 3 (sonraki sayfa) icinde gdsterilen
pipetleme semasi 4 pl bisDNA 6rnegi veya kontrol eklenmesinden sonra 20 pl nihai
reaksiyon hacmi elde edecek sekilde hesaplanmistir. Pipetleme hatalarini telafi etmek
icin ve kopya halinde test edilen dort 6rnek arti dort kontrol igin yeterli reaksiyon
karisimi hazirlanmasini saglamak igin ekstra hacim dahil edilmistir. Daha az 6rnek test
edilirse reaksiyon karisimi buna uygun olarak hazirlanabilir. Pipetleme hatalarini telafi
etmek igin ekstra hacim ayirmayi unutmayin (10 kuyuya kadar bir ekstra kuyu ve 20
kuyuya kadar iki ekstra kuyu).
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Tablo 3. therascreen PITX2 RGQ PCR reaksiyon karigiminin hazirlanmasi

12 kuyulu plaka icin 6rnek:
Bilesen 1 reaksiyon (pl) 12+2 ekstra reaksiyon (pl)*
PITX2 RGQ PCR Master Mix 10 140
PITX2 RGQ PCR Primer Probe Mix 6 84
gPCR reaksiyon karigiminin toplam hacmi (pl) 16 224
qPCR reaksiyon karigimi dagilimi Tip basina 16 pl
Ornek dagilimi Tiip bagina 4 ul
gPCR reaksiyonunun toplam hacmi 20 pl

* Pipetleme hatasini telafi etmek igin ekstra reaksiyon hacmi dahil edilir: 10 kuyuya kadar bir ekstra kuyu ve 20
kuyuya kadar iki ekstra kuyu.

2. PITX2 gPCR reaksiyon karigsimini vorteksleyin (10-12 saniye) ve kisa sure
santrifijleyin. gqPCR seritli tlipleri 5hceden sogutulmus Loading Block 72 lzerine
yerlestirin ve seritli tip bagina 16 pyl PITX2 gPCR reaksiyon karigimini Sekil 4 icinde

gOsterilen ylikleme bloku kurulumu érnegini izleyerek dagitin.

Not: 16 pl reaksiyon karigiminin ters pipetleme ile dagitiimasi énerilir.

REF50 9 |Sample 3|17 NA 25 NA 33 NA 41 NA 49 NA 57 NA 65 NA
10 | Sample 3 [ 18 NA 26 NA 34 NA 42 NA 50 NA 58 NA 66 NA
11 | Sample 4 [ 19 NA 27 NA 35 NA 43 NA 51 NA 59 NA 67 NA
12 | Sample 4| 20 NA 28 NA 36 NA 44 NA 52 NA 60 NA 68 NA
Sample 1[ 13 NA 21 NA 29 NA 37 NA 45 NA 53 NA 61 NA 69 NA
Sample 1| 14 NA 22 NA 30 NA 38 NA 46 NA 54 NA 62 NA 70 NA
15 NA 23 NA 31 NA 39 NA 47 NA 55 NA 63 NA 71 NA
16 NA 24 NA 32 NA 40 NA 48 NA 56 NA 64 NA 72 NA

(N[ |B|w N |—-

Sekil 4. Dort 6rnek test edilen therascreen PITX2 RGQ PCR Kit ile deney igin yukleme bloku kurulumu.
Sayilar, yiikleme bloku icinde konumlari gosterir ve nihai rotor pozisyonunu belirtir. Kontrollerin konumlari PITX2 test
profilinde ayarlanir ve degistirilemez. Kontroller belirtildigi gibi yerlestirimezse otomatik sonug analizi
gerceklestirilemez. REF50: PITX2 RGQ PCR Reference 50; REFlow: PITX2 RGQ PCR Reference Low; NC: PITX2
RGQ PCR Negative Control, NTC: PITX2 RGQ PCR NTC (NTC); Ornek 1 - 4: bisDNA érnekleri, NA: Bos kuyu.

3. bisDNA odrneklerini, PITX2 RGQ PCR Reference 50 (Ref50), PITX2 RGQ PCR
Reference Low (RefLow), PITX2 RGQ PCR Negative Control (NC) ve PITX2 RGQ
PCR NTC (NTC) urunlerini vorteksleyin (10-12 saniye) ve kisa sire santrifiijleyin.
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4. Toplam 20 pl hacim elde etmek icin Sekil 4 icindeki kuruluma gore karsilik gelen tiipe
4 pl érnek veya kontrol malzemesi ekleyin. Yukari asagi pipetleme yaparak 5 kez

yavasca karistirin.

Not: Herhangi bir belirsiz sablondan kontaminasyon kaynakli yanlis pozitif sonuglardan
kaginmak igin her tlipte uglari degistirmeye dikkat edin.

5. Tudm tipleri kapatin ve tlplerin dibinde hig kabarcik olmadigini kontrol edin.

6. Malzeme bozunumundan kaginmak igin tiim therascreen PITX2 RGQ PCR Kit

bilesenlerini ve 6rnekleri uygun saklama kosullarina geri getirin.

Rotor-Gene MDx'in hazirlanmasi

Hazirlamadan sonra mumkin oldugunca kisa surede g¢alismanin baslatiimasi énemle
tavsiye edilir; bununla birlikte, plaka hazirlandiysa ancak dogrudan baslatilamiyorsa (cihazin
kullanilamamasi nedeniyle), plakanin 24 saate kadar 2-8°C'de ve igiktan korunmus sekilde

saklanmasi mimkindir (bkz. "Kullanim zaman gergevesi”, sayfa 74).

7. 72 Kuyulu Rotoru Rotor-Gene Q MDx rotor tutucuya yerlestirin.

8. Rotoru, Sekil 5'te gosterildigi gibi pozisyon 1'den baglayarak atanan pozisyonlara gore,
onceden hazirlanmis seritli tiplerle doldurun.

9. Rotoru tamamen doldurmak igin bos pozisyonlari bog, kapali tlplerle tamamlayin.
Not: ilk tiipiin pozisyon 1'e yerlestirildiginden ve seritli tiiplerin Sekil 5'te gosterildigi
sekilde dogru yonelim ve pozisyonda (¢alisma gecerliligi ve drnek izlenebilirligi icin
o6nemlidir) yerlestirildiginden emin olun.

Not: Kazang optimizasyonunun (tiip pozisyonu 1'de gergeklestirilir) daima ayni
amplifikasyon ile yapilmasi igin dért kontrolli (REF50, REFlow, NC ve NTC) daima
pozisyon 1 ila 4'te tutun. Kontrollerin otomatik kontrol analizi igin dogru sirada
yuklendiginden emin olun (kontrollerin ters ¢evrilmesi, PITX2 test profili ile calismayi
gecersiz hale getirir).
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HOOOO00H
Qo Konum No.1

Sekil 5. therascreen PITX2 RGQ PCR Kit ile deney icin rotor kurulumu. REF50: PITX2 RGQ PCR Reference 50;
REFlow: PITX2 RGQ PCR Reference Low; NC: PITX2 RGQ PCR Negative Control, NTC: PITX2 RGQ PCR NTC
(NTC); S1 - S4: bisDNA ornekleri. Not: Kalan tim pozisyonlar bos tliplerle doldurulmalidir.

10. Kilitleme halkasini takin.
11.Rotoru ve kilitteme halkasini Rotor-Gene Q MDx cihazina yukleyin. Cihaz kapagini

kapatin.
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Calisma listesi olusturma ve gPCR calismasini baglatma

Not: Bu el kitabinda agiklandigi Uzere, 6rnekler hazirlanmadan 6nce veya cihaz lzerinde
deney kurulumu yapildiginda ¢alisma listesi olusturulabilir ve kaydedilebilir.

12. Rotor-Gene Q MDx cihazini agin.

y/i7g
13. Simgeye tiklayarak Rotor-Gene AssayManager yazilimini agin: 5 . Rotor-Gene
AssayManager penceresi acilir (Sekil 6).

Rotor-Gene AssayManager
e
QLAGEN

User ID

Password

Mode

Closed b

i) o)

Sekil 6. Rotor-Gene AssayManager oturum agma ekrani.

14. Kapali modda "Operator" (Operatdr) rolinde bir kullanici olarak oturum agin. "OK"
(Tamam) 6gesine tiklayin. Rotor-Gene AssayManager ekrani agilir (Sekil 7, sonraki
sayfa).

15. Galismayi baslatmadan énce RGQ'nun yazilim tarafindan dogru sekilde
algilandigindan emin olun.

16. "Setup" (Kurulum) sekmesini segin.

Not: Setup (Kurulum) ortami ve "Creating/Editing a Work List" (Bir Calisma Listesi
Olusturma/Duzenleme) ile ilgili genel iglevler Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core
Application User Manual (Rotor-Gene AssayManager v2.1 Temel Uygulama Kullanici
Kilavuzu) icinde anlatilir.

17."New work list" (Yeni galisma listesi) 6gesine tiklayin (Sekil 7).
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Sekil 7. RGAM yaziliminda bulunan farkh sekmelerin agiklamasi.

1 Setup (Kurulum) sekmesi. Bu sekme, galisma 5  Service (Servis) sekmesi. Yazilim tarafindan

listelerinin yonetilmesini veya uygulanmasini saglar. olusturulan her dosyanin denetim kaydi raporunu
goruntller.

2 Uygulanmis calisma listelerinin kontroll. Yalnizca 6  Configuration (Yapilandirma) sekmesi. Tim
yeni galisma listelerini gorintuler. "Uygulanmig yazilim parametrelerinin yapilandiriimasini saglar
calisma listesi" zaten gergeklestirilmistir.

3 Approval (Onay) sekmesi. Bu sekme dnceki 7  Rotor-Gene Q MDx (RGQ) simgeleri:
deneyleri bulmanizi saglar.

4 Archive (Arsiv) sekmesi. Zaten onaylanmis olan - Bagh degil ﬂ Bagh

eski deneyleri bulmanizi saglar.

18. Kullanilabilir test profilleri listesinden PITX2 test profilini secin (Sekil 8).
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Create work list | Select assay profiles and define assay details
Avaitsble asesy profies Selected sasay profiles

Assay profile name a Vers.. Req P Assay profile name Short name Version Raq. Pos. S sampies | New strip e
Kit informatice, Ipsogen_JAKD_blood_US 004 14

[erascreen_Piraa_FrPE_CE o014 |[

Samplen

Properties

Messages

Fres positions The curent wark kst does nol contain an sssay profie. Add sn asasy profle, (470014}

Pt o T st =
[ EEesCe. . L 0]
Sekil 8. Test profili ice aktarimi.

19. Segilen test profilini ok tuguna (test profili adinin sagindaki) tiklayarak secilen test
profilleri listesine aktarin. Test profili artik segilen test profilleri listesinde
goruntulenmelidir (Sekil 8).

20."Assays" (Testler) sekmesinde sari renkli alanlari doldurun: Plaka kurulumunuza gore

ornek sayisi (8'e kadar) (Sekil 9).

Not: Ornek sayisi, kuyu sayisina karsilik gelmez ve kontrolleri icermez. Ornekler kopya
halinde test edilir; bu nedenle, bir érnek iki kuyuya karsilik gelir. Ornegin, Sekil 4
(sayfa 37) icinde sunulan 12 kuyulu plaka igin girilecek drnek sayisi 4'tir.

therascreen PITX2 RGQ PCR Kit El Kitabr  11/2017 42



Create work list | Select assay profiles and define assay details

pE—— S —

— - P — T
| e ST i w0 e

\""""\

Properties

Messages

Free positions Enter the number of samples far axsay profile therascreen_PITX2_FFPE_CE. (470015)

50w cnly compstie Assay Proties

Pk woek bt

[—— ==

Sekil 9. Ornek sayisinin girilmesi.

21."Kit Information" (Kit Bilgileri) sekmesini secin. "Use kit bar code" (Kit barkodunu kullan)
6gesini segerek veya "Enter kit information manually" (Kit bilgilerini manuel olarak gir)
6gesini secip therascreen PITX2 RGQ PCR Kit kutusunun etiketinde bulunan kit
bilgilerini manuel olarak girerek kit bilgilerini girin:

Materyal numarasi

Son kullanma tarihi
Lot numarasi
22."Samples" (Ornekler) sekmesini secin. Ornek ayrintilarini iceren bir liste gésterilir.
Bu liste, beklenen rotor diizenini temsil eder.
23. Ornek tanimini, her érnek igin bir agiklama olarak tiim istege bagh drnek bilgileriyle
birlikte girin (Sekil 10).
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Teat FAM_Memryiomed_ 1 AT K
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Tt FAN_MePyiated_1 HTAn

i Al Metryimied 2

15— Tewt FAM Metyiated | AT
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i — Tt FAM_Mafryisted PIT% s i
0} FAN_Memyimed 3.
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n AL lbviniad 3 b

| Prisd wark bt Espod Save and sl Reasl
[y e ]

Sekil 10. Ornek ayari.

therascreen PITX2 RGQ PCR Kit El Kitabr  11/2017 44



24. "Properties" (Ozellikler) 6gesini secin ve bir calisma listesi adi girin (Sekil 11).

Cruate work list | Edit properties

Auaays Properies | Merssges
I | T weh i e sl ot
I W o4 | ekt
sangies i oms o o i (RO
!
25
Lot msesteet
i apies
External e €
| o] =

Sekil 11. Galisma listesi olusturma.

25."worklist is complete (can be applied)" (¢alisma listesi tamamlandi (uygulanabilir)) onay
kutusunu etkinlestirin.

26. Calisma listesini kaydedin.

istege bagh: Calisma listesini yazdirmak igin "Print work list" (Calisma listesini yazdir)
6gesine basin. Calisma listesinin yazdiriimasi galismanin hazirlamasi ve kurulumuna
yardimei olabilir. Ornek bilgileri calisma listenin bir parcasi olacaktir.

27.Calisma listesi yoneticisinden ilgili calisma listesini segin ve "Apply" (Uygula) 6desine
tiklayin. Alternatif olarak, ¢alisma listesi hala agiksa "Apply" 6gesine tiklayin.
Not: Calismay baslatmadan 6nce Rotor-Gene Q MDx'in yazilim tarafindan dogru

sekilde algilandigindan emin olun.

28. Deney adini girin.
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29."Cycler Selection" (Dénglileyici Segimi) iginden kullanilacak dongdileyiciyi segin.
Not: Bir Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM déngdleyici kullaniimalidir.

30. Kilitteme halkasinin dogru takildigini kontrol edin ve ekranda kilitteme halkasinin takih

oldugunu bunu onaylayin.

31."Start run" (Calismay! baslat) 6gesine tiklayin. gPCR c¢alismasi baslayacaktir.

Cikarin ve gPCR sonuglarini raporlayin

Approval (Onay) ortaminin genel islevleri Rotor-Gene AssayManager 2.1 Gamma Plug-in
User Manual (Rotor-Gene AssayManager v2.1 Gamma Eklentisi Kullanim Kilavuzu) iginde

anlatilmigtir.

Bir calisma tamamlandiktan ve dongiileyici ¢ikarildiktan sonra deney dabhili veritabaninda
saklanacaktir. Elde edilen verilerin analizi, test profiliyle tanimlanan kurallara ve parametre

degerlerine gore otomatik olarak gergeklestirilir.

Not: Bir galigmayi onaylamak i¢in "Approver" (Onaylayici) kullanici rolii gereklidir.

1. Calisma sona erdiginde, verileri analiz etmek ve diga aktarmak igin "Finish run"
(Calismayi sonlandir) 6gesine tiklayin.

Not: Bu adim tamamlanana kadar deney dahili veritabanina kaydedilmez.

2. "Finish run" 6gesine tikladiktan sonra parolayi girin ve "Release and go to approval”
(Cikar ve onaya git) 6gesine tiklayin (Sekil 12).
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Sekil 12. Galigmanin sonlandiriimasi.

"Approver" roliyle oturum agan kullanicilar igcin "Release and go to approval" (Cikar ve
onaya git) 6gesine tiklayin.
"Operator" rollyle oturum acan kullanicilar igin "Release" (Cikar) 6gesine tiklayin.

"Release and go to approval" (Cikar ve onaya git) 6gesine tiklanmigsa deney sonuglari
"Approval" ortaminda goruntulenir.
"Operator" rolindeki kullanici tarafindan "Release" (Cikar) 6desine tiklanmigsa

"Approver" roliinde bir kullanici oturum agmali ve "Approval" ortamini segmelidir.

Not: "Approval" sekmesinde, deneyler her sekme (deney, test, denetim, kayit, calisma
kontrol sonuglari) arasinda gegis yapilarak analiz edilebilir.

3. Her érnek igin amplifikasyon egrilerini kontrol edin, "flags" (isaretler) sitununun sag
tarafindaki ilk kutuyu isaretleyin (kutu yesile doner) (Sekil 13).
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File Folp

20170307_Tip-E_DOUD....
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¥ Results
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7 B W— Sspemis07 | Tem aid
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Create wppun package.

Sekil 13. Amplifikasyon Egrisi kontroli.

4. Bir .pdf raporu olusturmak ve LIMS dosyasini kaydetmek i¢in "Release/report data"
o6gesine (pencerenin sag altinda) tiklayin (bir kopyasi otomatik olarak suraya kaydedilir:
C:\Documents and settings\AllUsers\Documents\QIAGEN\RotorGeneAssayManager\
Export\Reports).

5. Pdf dosyasini kapatin ve Rotor-Gene AssayManager'a geri donlin. Her istendiginde
"OK" dgesine tiklayin.

6. .rex dosyasini disa aktarmak igin "Archive" (Arsiv) sekmesine gidin. "Start date"
(Baslangig tarihi) ve "End date" (Bitis tarihi) 6delerinin dogru oldugundan emin olun ve
"Apply filter" (Filtreyi uygula) 6desine tiklayin. Disa aktarilacak deneyi secin ve
ardindan "Show assays" (Testleri goruntile) 6desine tiklayin (Sekil 14).
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Sekil 14. Galisma verilerinin diga aktarimi.

7. .rex dosyasini diga aktarin (dosya suraya kaydedilir: C:\Documents and settings\
AllUsers\Documents \QIAGEN\RotorGeneAssayManager\Export\Experiments).

Not: Yazilim surada otomatik olarak bir LIMS dosyasi olusturur: C:\Documents and
settings\All Users\Documents\QIAGEN\RotorGeneAssayManagenExport\LIMS

8. Rotor-Gene Q MDx cihazini bosaltin ve serit tuplerini yerel glivenlik diizenlemelerine
uygun sekilde imha edin.

Not: QIAGEN Teknik Destek tarafindan sorun giderme ile destek i¢in ¢alismadan bir
destek paketi gereklidir. Destek paketleri "Approval" veya "Archive" ortamlarindan
olusturulabilir. Daha fazla bilgi igin bkz. Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core
Application User Manual (Gene AssayManager v2.1 Temel Uygulama Kullanim

Kilavuzu), "Creating a support package" (Destek paketi olusturma).

Destek paketine ek olarak olay tarihine gére +1 giin seklinde denetim gegmisi girmek
faydal olabilir. Denetim kaydi "Service" (Servis) ortaminda alinabilir. Daha fazla bilgi
icin bkz. Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application User Manual (Rotor-Gene

AssayManager v2.1 Temel Uygulama Kullanim Kilavuzu).
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Rotor-Gene AssayManager v2.1 yazihminin kurulumu, Gamma Plug-in ve test
profilinin ice aktarilmasi

Rotor-Gene Q MDx cihazina baglh bilgisayarda Rotor-Gene AssayManager v2.1 yazilimi yUkli
olmalidir. Yazilim, Rotor-Gene AssayManager v2.1 Urlin sayfasindaki "Product Resources"
(Uriin Kaynaklari) sekmesi altindaki "Operating Software" (isleim Yazilimi) bélimiinden
indirilebilir: www.giagen.com/Products/Rotor-GeneAssayManager_v2_1l.aspx.

Rotor-Gene AssayManager v2.1 temel yaziliminin kurulumu hakkinda ayrintilar igin bkz.
Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application User Manual (Rotor-Gene AssayManager
v2.1 Temel Uygulama Kullanim Kilavuzu). Bagli bilgisayarlar Gzerindeki ek yazilimlar
hakkinda ayrintilar igin lutfen bkz. Rotor-Gene AssayManager v2.1 Quick-Start Guide
(Rotor-Gene AssayManager v2.1 Hizli Baslangi¢ Kilavuzu).

Rotor-Gene AssayManager v2.1 ile therascreen PITX2 RGQ PCR Kitin kullaniminda
sonuglarin otomatik yorumlanmasi igin Rotor-Gene AssayManager v2.1'de en son Gamma
Plug-in  kurulu olmahdir. Eklentinin en son slrimine erismek icin Rotor-Gene
AssayManager v2.1 Urin sayfasinda "Product Resources" bdélimine bakin:
www.giagen.com/Products/Rotor-GeneAssay Manager_v2_1l.aspx.

therascreen PITX2 RGQ PCR Kit ayrica bir test profili gerektirir. Test profili, PITX2 testinde
dénglileme ve analiz yapmak icin gereken tum parametreleri icerir. Calisma icin bu
parametreler kilitlidir. PITX2 test profili (AP_therascreen_PITX2_FFPE_CE), therascreen
PITX2 RGQ PCR Kit drin sayfasinda: www.qgiagen.com/shop/detection-
solutions/personalized-healthcare/therascreen-pitx2-rgq-pcr-kit-ce/, "Protocol Files"
.iap
dosyasina karsilik gelir. Test profili, Rotor-Gene AssayManager v2.1 yazilimina

(Protokol Dosyalari) altindaki "Product Resources" sekmesinden indirilebilen bir

aktariimalidir.
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Gamma Plug-in kurulumu ve test profilinin Rotor-Gene AssayManager v2.1 yazilimina
aktarimi ile ilgili ayrintilar asagidaki gibidir.

1. www.giagen.com adresinden Gamma Plug-in 6gesini indirin.

2. Kurulum iglemine GammaPlugin.Installation.msi dosyasina gift tiklayarak baslayin ve
kurulum talimatlarini izleyin. Bu islemin ayrintilh agiklamasi i¢in AssayManager Core
Application User Manual (AssayManager Temel Uygulama Kullanim Kilavuzu) iginde
"installing plug-ins" (eklentilerin kurulumu) bélimune bakin.

3. Eklentinin basariyla kurulmasindan sonra, Rotor Gene AssayManager yazilimi igin yonetici
haklarina sahip bir kisinin gerekli Test Profilini asagidaki gibi ice aktarmasi gerekir:

4. Windows Explorer (Windows Gezgini) 6gesine gidin ve AP'yi asagidaki dosyaya
kaydedin: "C:\Documents and Settings\All Users\Documents\QIAGEN\
Rotor-GeneAssayManagenimport\AssayProfiles".

5. Simgeye tiklayarak Rotor-Gene AssayManager yazilimini 5 4 acin.

6. Kullanici kimliginiz ve parolanizla Rotor-Gene AssayManager'da oturum agin. "Closed
mode" (Kapali mod) secenegini degistirmeyin. "OK" 6desine tiklayin. Rotor-Gene
AssayManager ekrani acilir.

7. Yapilandirma ortamini segin (Sekil 15).

L. pesmant, | Lot Magmament. | Ry T

Sekil 15. Configuration (Yapilandirma) sekmesi.
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8. "Assay Profiles" (Test Profilleri) sekmesini segin.
9. "Import" (ige Aktar) 6gesine tiklayin.
10. ice aktarmak iizere iletisim kutusundan AP_therascreen_PITX2_FFPE_CE_V1.0.x.iap

(burada x = 1 veya Uzeri) Test Profilini segin ve "Open" (Ag) 6gesine tiklayin.

11. Test Profili basariyla ice aktarildiktan sonra "Setup" (Kurulum) ortaminda kullanilabilir.
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Sonuclarin Yorumlanmasi

Veri analizi

Her bir kontrol ve drnek icin therascreen PITX2 RGQ PCR Kit sonuglarinin analizi, bundan
sonra PITX2 Test Paketi olarak anilacak olan Gamma Plug-in v1.0 ve PITX2 test profili ile
Rotor-Gene AssayManager v2.1 tarafindan otomatik olarak gergeklestirilir.

PITX2 Test Paketi amplifikasyon egrilerini analiz eder; sekillerine ve parazit miktarlarina gore
uygun olmayan egrileri gegersiz sayabilir. Bdyle bir durum s6z konusu olursa, gegersiz
sayilan egri, bir bayrakla isaretlenir. Ayrica gecersiz kilmayan egri anormallikleri igin uyari
isaretleri de gériintiilenebilir (bkz. "Isaretler" bélimii, sayfa 58 icindeki isaret listesi ve
ayrintilar).

PITX2 Test Paketi ayrica test gegerliligini belirlemek icin ¢alisma kontrolleri olan PITX2 RGQ
PCR Reference 50 (REF50), PITX2 RGQ PCR Reference Low (REFlow), PITX2 RGQ PCR
Negative Control (NC) ve PITX2 RGQ PCR NTC (NTC) urtnlerini de analiz eder. Her kontrolin
gecerliligi, 6nceden belirlenmis 6zelliklerdeki Ct ve/veya PMR degerleriyle uyumluluga dayanir
(bkz. "Genel 6rnek sonuglar”, sayfa 56 ve "isaretler", sayfa 58).

Not: En az bir kontrol gecersizse tim test érnekleri icin elde edilen sonuglar gecgersiz sayilir

ve PMR sonuglari goriintilenmez.

PITX2 Test Paketi ayrica kopyalarin gegerliligini ve girdinin gecerliligini kontrol ederek
ornekleri analiz eder (bkz. "Genel drnek sonuclar”, sayfa 56 ve "isaretler”, sayfa 58). Son
olarak, her bir 6rnek kopyasi igin elde edilen iki PMR sonucu araciliiyla, érneklere sayi
icermeyen bir PMR degeri atanir. Her bir hasta 6rnegi igin elde edilen PMR, tedaviyi ylruten
hekime hastanin antrasiklin bazli kemoterapiye yanit verip vermeyecegi hakkinda bilgi
saglar. Elde edilen PMR 12'yve esit veya daha dislkse hastanin antrasiklin bazli

kemoterapiye yanit vermesi olasidir. Buna karsilik, elde edilen PMR 12'den yuksekse
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hastanin antrasiklin bazli kemoterapiye yanit verme olasiliyi daha disik olacadindan,
alternatif bir tedavi énerilebilir (Sekil 16).

Hasta 6rnegi PMR'si

Hastanin antrasiklin
Hasta 6rnedi PMR'si Hayir | tedavisine yanit verme
12'nin Uzerindedir > olasiligi yuksektir

l Evet

Hastanin antrasiklin
tedavisine yanit verme
olasiligi daha dusuktur

Sekil 16. therascreen PITX2 RGQ PCR Kit icin hasta 6rneklerinin PMR sonuglarinin yorumlanmasi.

PITX2 Test Paketi tarafindan ayarlanan ve otomatik olarak analiz edilen test érneklerinin
sonuglari, "Approver" roliinde oturum acmis bir kullanici tarafindan onaylanmali ve serbest
birakilmalidir. Onaylanacak ornekler sonuglarinin belirlenmis satirin sonunda ¢ ek onay
digmesi bulunur. Bu dugmeler 6rnek sonuglarini etkilesimli olarak kabul veya reddetmek
icin kullanilir. Daha fazla bilgi igin litfen bkz. Rotor-Gene AssayManager v2.1 Gamma Plug-
in User Manual (Rotor-Gene AssayManager v2.1 Gamma Eklentisi Kullanim Kilavuzu).

is Akigi Kontrolii notu: Ornek HD216 (is akisi kontrolii) 30 ile 50 arasinda bir PMR degeri
vermelidir. Bu is akisi kontroll ile ilgili PMR elde edilirse gDNA saflastirma ve bisdlfit

doénlsimu adimi valide edilebilir.

Gecersiz sonuglar alinmasi durumunda bkz. "Sorun giderme kilavuzu”, sayfa 63.
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Tekrar Testleri

Gegersiz sonuglar alinmasi durumunda tekrar testleri gereklidir. Test gecgersizse, yani dort
kontrolden biri gecersizse tim test edilen 6rnekler dahil galismanin tamami tekrar test
edilmelidir. Test gegerliyse ancak bir veya birden fazla ©ornek gecersizse, hata turt
arastirildiktan sonra gegersiz érnekler tekrar test edilmelidir (bkz. "isaretler”, sayfa 58, Tablo 6

ve Tablo 7, sayfa 59-60). Tekrar test prosedurinin is akisi Sekil 17'de sunulmaktadir.

[

Calisma

gece

rliligi

|

Ornek

gece

rliligi

gDNA &rnegi

Bisdlfit donisim

.

therascreen PITX2
RGQ PCR Kit
calismasi

Gegerli galisma?

Evet

Gegerli 6rnek? —

¢ Evet

Ornek PMR'si
belirlenir

o

<

Hayir Tum test edilen

Hayir

ornekleri tekrar test
edin

—» | Gegersizlik isareti* | ——»
—> [ APMRyuksek |
> [ Birkopya gegersiz |
— Diisiik girdi | —

Sekil 17. therascreen PITX2 RGQ PCR Kit igin tekrar testi is akisi.
* Bkz. Tablo 6 ve Tablo 7, sayfa 59-60.

T Yetersiz gDNA bulunmasi durumunda 200 ng girdi kullanilabilir; ancak "low input" (diisiik girdi) isareti kaynakli

gecersiz sonug riski daha yuksektir.

Tekrar test
400 ng gDNA
gegersiz ornek”

400 veya 1000 ng
gDNA gecersiz
ornegi tekrar test
edin®

Tekrar test
1000 ng gDNA
gecersiz ornek
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Sonugclar ekrani

Hedefler ve birlestiriimis hedefler

therascreen PITX2 RGQ PCR Kitin her bir reaksiyonu igin sonuglar asagidaki hedef ve
birlestiriimis hedef adlar altinda géruntulenir:

® "FAM_Methylated_1": Tum kontroller ve test érneklerinde tekrar 1 icin yesil kanal

sonuglari.
® "FAM_Methylated_2": Test érneklerinde tekrar 2 i¢in yesil kanal sonuglari.

e "HEX Unmethylated_1": Tim kontroller ve test érneklerinde tekrar 1 i¢in sari kanal
sonuglari.

e "HEX Unmethylated_2": Test 6rneklerinde tekrar 2 igin sari kanal sonuglari.

e "PMR": Bu hedefler, birlestiriimis hedeflerdir; ilgili sonugta kontrollerin gecerliligi dikkate
alinir. Bu hedefler, gecerliyse tiim test érnekleri ve kontroller igin gosterilir.

® "Mean_PMR" (Ortalama PMR): Bu hedefler, birlestiriimis hedeflerdir; ilgili sonugta
kontrollerin gegerliligi dikkate alinir. Bu hedefler, gegerliyse tim test 6rnekleri igin
gosterilir.

Genel 6rnek sonugclari

Her kontrol ve érnek icin analizin sonucu, raporun "Overall Sample Result" (Genel Ornek
Sonucu) sttununda gorintdlenir (Tablo 4).
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Tablo 4. Genel 6rnek sonuglari ve eylemler

Genel 6rnek Ornek turi Tanim Eylem
sonucu
Gegerli REF50, REFlow, Kontrol veya test 6rnegi gecerli N/A
NC, NTC ve test
ornegi*
Gegersiz' REF50, REFlow, Kontrol gecersiz TUm galismayi
NC, NTC ve test tekrarlayin
ornegi
Gegersiz Test 6rnegi test 6rnegi gegersiz Gegersiz ornekleri

tekrarlamak igin yeni
calisma ayarlayin

Gegersiz, bir kopya Test 6rnegi Hedeflerden biri (FAM_Methylated_1, Gegersiz drnekleri
gecersiz FAM_Methylated_2, tekrarlamak igin yeni
HEX_Unmethylated_1 veya calisma ayarlayin

HEX_Unmethylated_2) gegersizse
ornek gecersiz olarak kabul edilir

Gegersiz, delta PMR  Test drnegdi ik kopya ile ikinci kopya arasindaki Gegersiz ornekleri

yiiksek* delta PMR degeri spesifik bir degerin® tekrarlamak igin yeni
Uzerindeyse 6rnek gecersiz olarak kabul  galisma ayarlayin
edilir

*

Test 6rnegi gegerli PMR sonucunun yorumlanmasi daha énce agiklanmistir (bkz. Sekil 16).

-+

Kontroller gecersiz ise gecersiz Cr degerleri ve PMR sonuglari bilgi icin kdseli parantez iginde goriintilenir.

Bir 6rnek yiiksek delta PMR ile gegersiz hale gelirse her iki kopyanin Cr degerleri ve PMR sonuglari ile ortalama
PMR bilgi igin goruntilenir. Bununla birlikte, gecerli bir sonug elde etmek igin 6rnek tekrar test edilmelidir.

Spesifik deger, her bir 6rnek icin elde edilen PMR degerine gore degisir (bkz. Tablo 5, sonraki sayfa).

+

w
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Tablo 5. Delta PMR kriterleri

Ortalama-PMR Delta PMR kopyalari
0-1 <1

1-5 <5

5-10 <7

10-15 <9

15-35 <13

35-65 <15

65-85 <18

85-100 <6

isaretler

isaretler elde edilen sonuglar, 6zellikle gecersiz sonuglar hakkinda ek bilgiler gériintiilemek
icindir. Problemli olmayan anormallikler gecersiz bir sonuca yol agmayan bir uyar isareti ile
isaretlenebilir. Gamma Plug-in'de bulunan evrensel isaretler igin ayrica bkz. Rotor-Gene
AssayManager v2.1 Gamma Plug-in User Manual (Rotor-Gene AssayManager v2.1 Gamma

Plug-in Kullanim Kilavuzu).

therascreen PITX2 RGQ PCR Kit testinin otomatik analizi, teste 6zgl isaretler (Tablo 6,
sonraki sayfa) ve genel isaretler (Tablo 7, sayfa 60) verebilir.
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Tablo 6. Teste 6zgii isaretler

Teste 6zgii isaret Ornek Tanim Eylem
tard
Kontroller igin teste 6zgi
igaretler
BELOW_ACCEPTED_RANGE REF50, PMR sonucu kabul edilen araligin altindadir Tum galismayi
(KABUL EDILMIS ARALIK REFlow (REF50 igin <36, REFlow igin <2). tekrarlayin
ALTINDA)
ABOVE_ACCEPTED_RANGE REF50, PMR sonucu kabul edilen araligin Gzerindedir  Tim galigsmayi
(KABUL EDILMIS ARALIK REFlow (REF50 igin >65, REFlow igin >13). tekrarlayin
USTUNDE)
NO_SIGNAL (SINYAL YOK) REF50 Hedef FAM_Methylated_1 ve/veya Tum galismayi
HEX_Unmethylated_1 icin Ct de@eri >32'dir tekrarlayin
NO_SIGNAL (SINYAL YOK) REFlow Hedef HEX_Unmethylated_1 icin Ct degeri Tim galismayi
>32'dir tekrarlayin
Test ornekleri icin teste 6zgii isaretler
PMR_ABOVE_OR_EQUAL_92* Test PMR sonucu, 6nceki metile edilmemis dizileri Yok
ornegi hedefleyen prob icin belirlenen Tespit
Sinirinin Uzerindedir. Bu isaret gegersiz
kilmaz; bir uyari isaretidir.
PMR_BELOW_OR_EQUAL_4* Test PMR sonucu, 6nceki metile edilmis dizileri Yok
ornegi hedefleyen prob icin belirlenen Tespit
Sinirinin altindadir. Bu isaret gegersiz kilmaz;
bir uyari isaretidir.
LOW_INPUT_RETEST_NEEDED Test Hedef FAM_Methylated_1 ve Bisuilfit
(DUSUK GIRDI, TEKRAR TESTI  6rnegi HEX_Unmethylated_1 veya donusimiinde
GEREKLI) FAM_Methylated_2 ve HEX_Unmethylated_2 gDNA girdisini
icin Cr degeri >32,5'tir artirin ve
calismayi
tekrarlayin

* PMR sonuglari sayl olmadan verildigi, buna karsilik yazihm PMR'yi sayilarla hesapladigindan; 4 ve 92 PMR
limitindeki deger igin Tespit Siniri isareti bulunabilir veya bulunmayabilir. Aslinda, >92 ile <4 PMR sonuglari igin
isaretler mevcuttur; dolayisiyla érnegin 4,1 veya 91,8 diizeyinde olup sirasiyla 4 ve 92'ye yuvarlanan PMR
sonuglari, Tespit Sinirinin sirasiyla altinda veya lzerinde olarak isaretlenmez.

Not: Yukarida gosterilen tim isaretler, Tespit Siniri ile ilgili olan ikisi haricinde gegersiz kilar. Kopyalar gegersiz ise
Cr degerleri bilgi icin koseli parantez iginde gérintulenir; ancak gegersiz PMR sonucu géruntulenmez. Ayrica her iki

kopyanin ortalama PMR'si goriintilenmez.
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Tablo 7. Genel isaretler
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Genel igaret Davranig Tanim Eylem
CONSECUTIVE_FAULT Gegersiz Bu hedefin hesaplanmasi icin kullanilan bir  Bir kontroldeki
(SONRAKI HATA) hedef gecersizdir. gecersizlikten
kaynaklaniyorsa 6rnegi
veya galismay
tekrarlayin.
ASSAY_INVALID (TEST Gegersiz Test gecersizdir ¢linkii en az bir kontrol Tlm calismayi
GECERSIZ) gecersizdir tekrarlayin.
ANALYSIS_FAILED Gegersiz Test gecersiz olarak belirlendi ¢iinkii analiz~ QIAGEN Teknik
cesitli nedenlerle basarisiz oldu. Servisleri ile baglanti
kurun
CURVE_SHAPE_ Gegersiz Ham veri amplifikasyon egrisi, bu test igin Bir kontrolde
ANOMALY (EGRI SEKLI tesis edilen davranistan farkli bir sekil gozleniyorsa drnegi
ANORMALLIGI) gostermektedir. Yanlis sonug alinmis veya veya ¢alismayi
sonuglarin yanlis yorumlanmis olmasi tekrarlayin.
olasiligr yiksektir.
FLAT_BUMP (DUZ Gegersiz Ham veri amplifikasyon egrisi bu test igin Bir kontrolde
CIKINTI) belirlenmis davranigtan sapacak sekilde g0zleniyorsa 6rnegi
diiz bir gikinti gibi bir sekil géstermektedir. veya galismayi
Yanlig sonug olasiligi veya sonuglarin tekrarlayin.
yanhs yorumlanma olasihigi yiksektir (6rn.
yanhs Cr degeri belirlenmesi).
INVALID_CALCULATION  Gegersiz Bu hedef igin hesaplama basarisiz. Bir kontrolde
(GEGERSIZ gozleniyorsa ornegi
HESAPLAMA) veya galismayi
tekrarlayin.
LOW_FLUORESCENCE_  Uyari En ylksek floresans degisimi olan 6rnek Yok
CHANGE (DUSUK tupuine kiyasla bu érnek tiipu igin ylizde
FLORESANS DEGISIMI) floresans degisimi, tanimlanmis bir sinirdan
daha duguktar.
LOW_REACTION_ Uyari Bu 6rnek icin reaksiyon etkinligi Yok
EFFICIENCY (DUSUK tanimlanmis bir sinira ulagsmamistir.
REAKSIYON ETKINLIGI)
MULTIPLE_THRESHOLD  Gegersiz Amplifikasyon egrisi esigi birden fazla kere Bir kontrolde
_ gecer. Belirsiz olmayan bir Ct gbzleniyorsa 6rnegi
CROSSING (COKLU saptanamamigtir. veya galismayi
ESIK GECISI) tekrarlayin.
NO_BASELINE Gegersiz Baslangic referans hatti bulunamadi. Bir kontrolde
Sonraki analizler gergeklestirilemez. gozleniyorsa ornegi
veya galismayi
tekrarlayin.
RUN_FAILED Gegersiz Doénglleyici veya donguleyici badlantisinda ~ Tum galismayi
bir sorun nedeniyle test gecersiz olarak tekrarlayin.
belirlendi.
RUN_STOPPED Gegersiz Calisma manuel olarak durduruldugu igin Tlm calismayi

test gecersiz olarak belirlendi.

tekrarlayin.
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SATURATION
(SATURASYON)

Gegersiz

SATURATION_IN_

PLATEAU (PLATODA
SATURASYON)

SPIKE (DIKEN)

Uyari

Uyari

SPIKE_CLOSE_TO_CT
(CT'YE YAKIN DIKEN)

Gegersiz

STEEP_BASELINE (DIK
BAZAL CizGI)

Gegersiz

STRONG_BASELINE_DIP
(GUGLU BAZAL DUSME)

Gegersiz

STRONG_NOISE
(GUGLU PARAZIT)

Gegersiz

STRONG_NOISE_IN_

GROWTH_PHASE
(BUYUME FAZINDA
GUGLU PARAZIT)

WAVY_BASE_

FLUORESCENCE
(DALGALI BAZAL
FLORESANS)

Gegersiz

Gegersiz

Ham veri floresansi, amplifikasyon egrisinin
infleksiyon noktasi 6ncesinde gucli
saturasyon gostermektedir.

Ham veri floresansi, amplifikasyon egrisinin
plato fazinda satiirasyon gostermektedir.

Amplifikasyon egrisinde ancak Ct'nin
belirlendidi alanin diginda ham veri
floresansinda ani bir artis saptandi.

Amplifikasyon egrisinde Ct degerinin
yakininda ani bir artis saptandi.

Amplifikasyon egrisinde ham veri floresansi
icin dik yukselen bir bazal ¢izgi
saptanmigtir.

Amplifikasyon egrisinde ham veri floresansi
icin bazal gizgide gucli bir disme
saptanmistir.

Amplifikasyon egrisinin biyime fazinda
glgll parazit saptanmisgtir.

Amplifikasyon egrisinin biylime
(eksponansiyel) fazinda gliclii parazit
saptanmistir.

Amplifikasyon egrisinde ham veri floresansi
icin dalgali bazal ¢izgi saptanmigtir.

Bir kontrolde
g6zleniyorsa 6rnegi
veya galismayi
tekrarlayin.

Yok

Yok

Bir kontrolde
gozleniyorsa 6rnegi
veya ¢alismayi
tekrarlayin.

Bir kontrolde
gozleniyorsa drnegi
veya galismay
tekrarlayin.

Bir kontrolde
gbzleniyorsa 6rnegi
veya ¢alismayi
tekrarlayin.

Bir kontrolde
g6zleniyorsa 6rnegi
veya galismayi
tekrarlayin.

Bir kontrolde
gozleniyorsa ornegi
veya galismayi
tekrarlayin.

Bir kontrolde
g6zleniyorsa 6rnegi
veya galismayi
tekrarlayin.

Not: Kopyalarin gegersiz isaret sundugu érneklerde Cr degerleri bilgi icin kdseli parantez iginde goriintllenir; ancak
gecersiz PMR sonucu goériintilenmez. Ayrica her iki kopyanin ortalama PMR'si goriintilenmez.
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Sorun giderme kilavuzu

Bu sorun giderme kilavuzu, therascreen PITX2 RGQ PCR Kit kullanarak PITX2 promotori
2 PMR tayininde ortaya c¢ikabilecek her tir sorunu ¢ézmeye yardimci olabilir. QIAGEN
Teknik Servisindeki bilim insanlari bu el kitabindaki bilgi ve protokollerle ya da érnek ve/veya
analiz teknoloijileriyle ilgili herhangi bir sorunuzu cevaplandirmaktan daima mutlu olacaktir

(irtibat bilgileri icin www.qiagen.com adresini ziyaret ediniz).

Deparafinizasyon Cozeltisi (kat. no. 19093), QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (kat. no.
60404) ve EpiTect Fast DNA Bisulfite Kit (kat. no. 59824 veya 59826) ile ilgili sorun giderme
bilgileri icin lutfen ilgili kit el kitaplarina bakin.

Rotor-Gene Q MDx cihazi ve Rotor-Gene AssayManager v2.1 yazilimi ile ilgili sorun giderme

bilgileri igin litfen ilgili kullanim kilavuzuna bakin.

Aciklama ve oneriler

gDNA'nin diigiik verimliligi

Saflastirlmis gDNA miktari, 200 ng girdi kullanilabilir; ancak "low input" (diistk girdi) isareti kaynakli
therascreen PITX2 RGQ gegersiz sonug riski daha yuksektir.

PCR Kit is akisini

gerceklestirmek igin

onerilen 400 ng'nin

altindadir

REFlow ve/veya REF50 gegersizlikleri nedeniyle gecersiz test

a) Reaksiyon karigiminin bir Reaksiyon karigsiminin dogru sekilde hazirlandigindan emin olun (Tablo 3,
bileseni eklenmemistir sayfa 37). gPCR reaksiyon karigiminin tim bilesenlerinin eklendiginden
emin olun. PCR calismasini tekrarlayin.

b) Rotor-Gene Q MDx Cihaz bakim giinliklerini kontrol edin.

cihazinda hata Ornegin lens hizasinin bozulmasi daha yiiksek arkaplana yol agabilir. Lens
hizalanmasi bakim planinizin bir pargasi degilse daha fazla bilgi ve olasi
girisim igin litfen QIAGEN Teknik Servisiyle irtibat kurun.

c) Rotor-Gene Q MDx cihaz 72 Kuyulu Rotor yanlis kilittenmis olabilir. PCR ¢alismasini tekrarlayin.
aksesuarlarinda hata
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Aciklama ve oneriler

d)

e)

h)

i)

Reaksiyon karigimi
bozulmustur

Seritli tlp ve/veya 6rnek
kimliginin tersine cevrilmesi

Kontroller eksik veya yanlig
pozisyonda yiklenmig

Kontrol 6rneklerinin yetersiz

karistiriimasi

Yanlis pipetleme hacmi

Yetersiz tip kapatma

Kit dortten fazla kez dondurulmus/gézdurilmistir veya kit bilesenleri -30°C
ila -15°C'de saklanmamistir veya PPM veya reaksiyon karigimi igiktan
korunmamistir.

Reaktiflerin saklama kosullarini ve son kullanma tarihlerini (etikete bakin)
kontrol edin ve yeni bir kit kullanin. PCR ¢alismasini tekrarlayin.

Pipetleme semasini ve reaksiyon kurulumunu kontrol edin. PCR ¢alismasini
tekrarlayin.

Dogru kontroliin dodru pozisyonda yiklendiginden emin olun.

Yiklemeden dnce kontrollerin ¢ézdlrilmesi tamamlanmamis veya
kontrolleri reaksiyon karisimiyla karistirma (yukari-asagi pipetleme) islemi
dogru sekilde yapiimamistir. PCR galismasini tekrarlayin.

Pipetleme semasini ve reaksiyon kurulumunu kontrol edin. 4 pl hacminde
kontroliin ve 16 pl hacminde qPCR reaksiyon karigiminin eklenmis
oldugundan emin olun. Pipetlenmis tim hacimleri gorsel olarak kontrol edin.

Pipetleri kontrol edin ve gerekirse gPCR adimini tekrarlamadan 6nce
pipetleri yeniden kalibre edin.

Tup kapag etkili sekilde takiimamig ve gPCR c¢alismasi sirasinda
buharlagmaya neden olmustur.

Sablonsuz kontrol (NTC) veya negatif kontrol (NC) gecersizlikleri nedeniyle gecersiz test

a)

b)

<)

d)

e)

Capraz kontaminasyon
veya reaktiflerin
kontaminasyonu

Reaksiyon karigiminin bir
bileseni eklenmemistir

Seritli tlp ve/veya 6rnek
kimliginin tersine cevrilmesi

Reaksiyon karigimi veya
problar bozulmustur

Yanlhs amplifikasyon egrisi
(artefaktlar)

Kontaminasyonun taginmasini 6nlemek icin her zaman 6rnekleri, kit
bilesenlerini ve sarf malzemelerini 6nerilen uygulamalar gergevesinde kullanin.

Farkli reaktifler pipetlenirken veya farkli tipler yiiklenirken uglari
degistirdiginizden emin olun. gPCR reaksiyon karigimini 6zel malzemelerle
(pipet, ug, vb.) hazirlayin.

gPCR reaksiyon karigimini ve NTC reaksiyonunu higbir DNA matrisinin (DNA,
plazmid veya PCR urinleri) iceri sokulmadidi ayriimig bir alanda hazirlayin.

PCR calismasini tekrarlayin.

Reaksiyon karigsiminin dogru sekilde hazirlandigindan emin olun (Tablo 3,
sayfa 37). gPCR reaksiyon karigiminin tim bilesenlerinin eklendiginden
emin olun. PCR calismasini tekrarlayin.

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

Kit igerigini -30°C ile -15°C arasinda saklayin ve PPM tlipun{ 1siktan koruyun.

Reaktiflerin saklama kosullarini ve son kullanma tarihlerini (etikete bakin)
kontrol edin ve yeni bir kit kullanin. PCR galismasini tekrarlayin.

Sira disi egriler (6rnegin, diiz ¢izgi) icin karsilik gelen amplifikasyonu kontrol
edin. gPCR galismasini tekrarlayin.
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Aciklama ve oneriler

"Low input" isareti kaynakl gegersiz 6rnek

a)

b)

<)

d)

e)

9)

h)

FFPE blok kosullar Kullanin FFPE blokun nakliye/saklama kosullarini kontrol edin.

FFPE blok hazirlama Ornegin %4-10 formalin iginde fikse edildiginden emin olun. Yeterli hiicre
saglamak igin 100 mm? doku yiizeyine ulasmak amaciyla 5 ym kalinliginda
bir ila iki kesitin kesildiginden emin olun.

Pipetleme hacmi yanlis Pipetleme semasini ve reaksiyon kurulumunu kontrol edin. 4 pl hacminde
olabilir ornegin ve 16 pl hacminde qPCR reaksiyon karisiminin eklenmis
oldugundan emin olun. Pipetlenmis tim hacimleri gérsel olarak kontrol edin.

Pipetleri kontrol edin ve gerekirse qPCR adimini tekrarlamadan 6nce
pipetleri yeniden kalibre edin.

gDNA saflastirma veya Is akisi kontroliiniin beklenen sonuglari verip vermedigini kontrol edin.

bisulfit donisimi basarisiz  therascreen PITX2 RGQ PCR Kit is akisi protokoluniin yukarida belirtilen
sekilde izlendiginden emin olun. Kitlerin son kullanma tarihinin
gecmediginden ve reaktiflerin dogru sekilde hazirlandigindan (6rnegin,
etanol ekleyin, ¢cokeltileri MinElute DNA dénel kolonuna aktarmaktan
kaginin) emin olun. Tamponlarin kristallesmesini énlemek igin manipulasyon
sirasinda oda sicakliginin 15°C'nin altinda olmadigindan emin olun. Nakliye
ve saklama kosullarini kontrol edin.

Tum is akisini tekrarlayin.

Seritli tlp ve/veya 6rnek Pipetleme semasini veya bos bir tlipiin dogru pozisyonda olup olmadigini
kimliginin tersine gevriimesi  ve reaksiyon kurulumunu kontrol edin. PCR calismasini tekrarlayin.

Yetersiz gDNA 6rnegi Daha fazla materyal ile tekrarlayin. OD 260 nm y&ntemi kullanilarak élgilen
kalitesi 1000 ng'ye kadar DNA girdisi kullanilabilir.
Yetersiz tip kapatma Tup kapag: etkili sekilde takilmamis ve gPCR calismasi sirasinda

buharlasmaya neden olmustur.

Ornek yilklenmemistir Ornegin her iki kuyuya yiiklendiginden emin olun.

"Delta PMR high" (Delta PMR yliksek) nedeniyle gegersiz érnek

a) Reaksiyon karigimi Kit igerigini -30°C ila -15°C arasinda saklayin ve reaksiyon karigimlarini
bozunmustur istktan koruyun.
Reaktiflerin saklama kosullarini ve son kullanma tarihlerini (etikete bakin)
kontrol edin ve yeni bir kit kullanin. PCR calismasini tekrarlayin.
b) Pipetleme hacmi yanlig Pipetleme semasini ve reaksiyon kurulumunu kontrol edin. 4 pl hacminde
olabilir kontrollin/érnegin ve 16 pl hacminde qPCR reaksiyon karigiminin eklenmis
oldugundan emin olun. Pipetlenmis tim hacimleri goérsel olarak kontrol edin.
Pipetleri kontrol edin ve gerekirse gPCR adimini tekrarlamadan 6nce
pipetleri yeniden kalibre edin.
c) Seritli tip ve/veya 6rnek Pipetleme semasini ve reaksiyon kurulumunu kontrol edin. PCR calismasini
kimliginin tersine cevriimesi  tekrarlayin.
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Aciklama ve oneriler

d)

e)

9)

Amplifikasyon egrisi yanlis
olabilir

Daha degisken PMR
sonuglarina yol acan disuk
miktar nedeniyle geg sinyal

Kontrol 6rneklerinin yetersiz
karigtiriimasi

Yetersiz tip kapatma

Sira digi egriler igin karsilik gelen amplifikasyon grafigini kontrol edin.
Gegersiz Ornegi tekrarlayin.

Daha fazla materyal ile tekrarlayin. OD 260 nm yontemi kullanilarak dlcllen
1000 ng'ye kadar DNA girdisi kullanilabilir.

Yiklemeden dnce kontroliin ¢ozdirilmesi tamamlanmamis veya kontrolu
reaksiyon karigsimiyla karistirma (yukari-asagi pipetleme) islemi dogru
sekilde yapiimamistir. PCR calismasini tekrarlayin.

Tup kapag etkili sekilde takiimamig ve gPCR c¢alismasi sirasinda
buharlagmaya neden olmustur.

"one replicate invalid" (bir kopya gegersiz) nedeniyle gegersiz érnek

a)

b)

©)

d)

e)

f)

9)

Yeterli materyal yok
(sinira yakin)

Pipetleme hacmi yanlis
olabilir

Seritli tlp ve/veya 6rnek
kimliginin tersine cevrilmesi

Amplifikasyon egrisi yanlis
olabilir

Kontrol 6rneklerinin yetersiz
karigtiriimasi

Yetersiz tip kapatma

Iki 6rnek kuyusundan bir
kuyu ylUklenmemistir

Daha fazla materyal ile tekrarlayin. OD 260 nm y&ntemi kullanilarak élgilen
1000 ng'ye kadar DNA girdisi kullanilabilir.

Pipetleme semasini ve reaksiyon kurulumunu kontrol edin. 4 pl hacminde
kontroliin/6rnegin ve 16 pl hacminde gPCR reaksiyon karigiminin eklenmis
oldugundan emin olun. Pipetlenmis tim hacimleri gérsel olarak kontrol edin.

Pipetleri kontrol edin ve gerekirse qPCR adimini tekrarlamadan 6nce
pipetleri yeniden kalibre edin.

Pipetleme semasini ve reaksiyon kurulumunu kontrol edin. PCR ¢alismasini
tekrarlayin.

Sira disi egriler igin karsilik gelen amplifikasyon grafigini kontrol edin.
PCR cgalismasini tekrarlayin.

Yiklemeden 6nce kontroliin ¢ézdiurilmesi tamamlanmamis veya kontroli
reaksiyon karigsimiyla karistirma (yukari-asagi pipetleme) islemi dogru
sekilde yapiimamistir. PCR calismasini tekrarlayin.

Tup kapag: etkili sekilde takilmamis ve qPCR calismasi sirasinda
buharlasmaya neden olmustur.

Ornegin her iki kuyuya yiiklendiginden emin olun.

Kontroller ve/veya o6rneklerde (tiim tiiplerde) tutarsiz floresans sinyali nedeniyle calisma basarisizhgi

Rotor-Gene Q MDx cihaz
aksesuarlarinda hata

Cihaz bakim gunluklerini kontrol edin.
72 Kuyulu Rotor arizali olabilir.
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Kalite Kontrol

QIAGEN ISO sertifikali Kalite Yénetim Sistemi uyarinca, therascreen PITX2 RGQ PCR Kitin

her bir lotu tutarli Griin kalitesi saglamak igin dnceden belirlenmis 6zelliklere gore test edilir.

Tum kitin kalite kontrol islemi, Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazinda gergeklestiriimistir.
Bu kit 1ISO 13485 standardina goére Uretilmistir. Analiz sertifikalari talep Uzerine

www.giagen.com/support adresinde alinabilir.

Sinirlamalar

Kit, profesyonel kullanim igin Uretilmistir. Sistem performansi yalnizca formalinle fikse
edilmis ve parafine gdmulmus (FFPE) meme kanseri dokular kullanilarak belirlenmigtir.

therascreen PITX2 RGQ PCR Kit yalnizca yuksek riskli dstrojen reseptdri pozitif, HER2

negatif, lenf nodu pozitif meme kanseri hastalarindan alinan FFPE doku igin valide edilmistir.

Uriin yalnizca molekiiler biyoloji teknikleri ve in vitro diagnostik prosediirler konusunda
egitilmis teknisyenler ve hekimler gibi yetkili kullanicilar tarafindan kullanima yoneliktir.

Bu kit, bu el kitabinda verilen talimatlar izlenerek ve "Gerekli Olan Ancak Saglanmayan
Malzemeler”, sayfa 11 iginde listelenen onaylanmis cihazlarla kombinasyon halinde
kullaniimalidir.

therascreen PITX2 RGQ PCR Kitte tedarik edilmis tum reaktifler, yalnizca ayni kit ile tedarik

edilen reaktiflerle birlikte kullaniimak tzere geligtiriimistir.

Tdm bilesenlerin kutu etiketlerinin Ustiinde yazili olan son kullanma tarihlerine dikkat
edilmelidir. Son kullanma tarihleri ge¢mis bilesenleri kullanmayin.
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therascreen PITX2 RGQ PCR Kit yalnizca Deparafinizasyon Cozeltisi (kat. no. 19093) veya
ksilen-etanol veya histolemon-etanol, QlIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (kat. no. 60404)
ve EpiTect Fast DNA Bisulfite Kit (kat. no. 59824 veya 59826) ile birlikte kullanim igin valide
edilmistir.

Yalnizca Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM (PCR igin) valide edilmigtir.

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

yukdmlilaguni ortadan kaldirir.

Herhangi bir diagnostik sonug, diger klinik veya laboratuvar bulgulariyla birlikte

olusturulmahdir.

Laboratuvarlarinda kullanilan ve QIAGEN performans ¢alismalarinin kapsaminda olmayan

herhangi bir prosediir igin sistem performansini dogrulamak kullanicinin sorumlulugundadir.

therascreen PITX2 RGQ PCR Kit El Kitabi  11/2017 68



Performans Ozellikleri

Bu bolimdeki tim calismalarda biyolojik &rneklerin  kullanildigi durumlarda, gDNA
ekstraksiyonundan o6nceki deparafinizasyon adimi QIAGEN Deparafinizasyon Cozeltisi
kullanilarak gerceklestiriimistir. Bununla birlikte, Deparafinizasyon Codzeltisi ile ksilen veya

histolemon arasindaki esdegerligin kanitlandigini litfen dikkate alin.
Bos ornek siniri

Bos 6rnek sinin (limit of blank, LoB), CLSI/NCCLS EP17-A2 (14) iginde belirtildigi sekilde
PMR 0 ve PMR 100 érnekleriyle elde edilen sonuglarin alt ve st %95'lik persentiline kargilik
gelen veri noktasinda belirlenmistir. Test edilen Ornekler, dondstiriimemis gDNA arka
planinda hedef disi plazmidin (diger probun hedefi) farkli kopya sayilari (100, 200, 500 ve
750 kopya) ile olusturulan yapay 6rneklere karsilik gelir. LoB sonuglart, iki farkli kit pilot serisi
kullanildiginda her bir kit icin 6nceki metile edilmis dizileri hedefleyen problar i¢in 64 ve 63
Olguimi; 6nceki metile edilimemis dizileri hedefleyen problar iginse 64 ve 61 6lgimi temel

alir. LoB sonuglari Tablo 8'de 6zetlenmistir.

Tablo 8. Bos 6rnek siniri sonuglarinin 6zeti

PMR 0 6rnek PMR 100 &érnek
Olgiilen LoB, PMR Nihai LoB, PMR Olgiilen LoB, PMR Nihai LoB, PMR
Grup 1 0 99
Grup 2 0 0 98 98
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Tespit siniri

CLSI/NCCLS EP17-A2 (14) icinde agiklanan Engelleme yaklasimi izlendiginde, tespit siniri
(limit of detection, LoD), élgiimlerin %95'inin LoB'yi astigi PMR degeridir. LoD, iki farkli
therascreen PITX2 RGQ PCR Kit pilot serisi kullanilarak, her bir prob igin 200 ng minimum
gDNA girdisinde ve 400 ng 6nerilen gDNA girdisinde belirlenir. Test edilen her girdi (200 ng
ve 400 ng) ve her prob icin ti¢ 6rnek mevcuttur. Bu 6rnekler farkh toplam amplifiye edilebilir
kopya sayilarinda Uretilmigtir: 200 ng gDNA girdisi i¢in 50, 100 ve 150 kopya; 400 ng gDNA
girdisi igin 100, 200 ve 300 kopya. Dolayisiyla, LoD caligmasi icin toplamda 60 6rnek
Uretilmistir. Test edilen 6rnekler, dénusturilmemis gDNA arka planinda hedef ve hedef digi
plazmidlerin (her 6rnek i¢in bes farkli teorik PMR seviyesi sunar) karisimlarindan olusturulan
yapay orneklere karsilik gelir. Her girdide test edilen her bir prob igin, her érnegin her PMR
seviyesi icin therascreen PITX2 RGQ PCR Kit pilot serisi basina en az 20 6lgimden LoD
sonuglan elde edilir. Disuk PMR sonuglari igin LoD 4 ve ylksek PMR 6rnekleri icin 92'dir
(Tablo 9).

Tablo 9. Tespit siniri sonuglarinin 6zeti

Ornek Girdi (ng) Grup LOD degeri Alt sinir Ust sinir

Disiik PMR 6rnegi 200 Grup 1 3 3 5
200 Grup 2 8 3 4
400 Grup 1 3 2 6
400 Grup 2 4 3 6

Yiksek PMR 6rnegi 200 Grup 1 92 92 92
200 Grup 2 >92 N/A N/A
400 Grup 1 94 93 95
400 Grup 2 95 93 95

N/A: Uygulanamaz.

therascreen PITX2 RGQ PCR Kit El Kitabi  11/2017 70



DNA girdisi

Bes farkli gDNA girdisi (50, 100, 200, 400 ve 1000 ng) test edilmis ve her biri yedi farkli PMR
seviyesi sunmustur (0, 5, 10, 25, 40, 50 ve 75). Daha ylksek bir miktarin gercek hayat
kosullarinda elde edilmesi zor olacagindan, maksimum gDNA girdisi teknik nedenlerle
1000 ng'de tanimlanmistir. therascreen PITX2 RGQ PCR Kit i¢in kabul edilebilir gDNA girdisi
araligi, bir therascreen PITX2 RGQ PCR Kit pilot serisi ve bir Rotor-Gene Q MDx cihazi

kullanilan Deming regresyonu ile belirlenmistir.
Calismada asagidakiler gosterilmistir:

e therascreen PITX2 RGQ PCR Kit ile birlikte kullanilacak dnerilen gDNA girdisi 400 ng
gDNA'dIr

® Minimum kabul edilebilir gDNA girdisi 200 ng gDNA ve maksimum gDNA girdisi
1000 ng'dir.

® Minimum gDNA girdisi yalnizca 6nerilen girdiye ulagilamamasi durumunda test
edilmelidir; ¢linkt disik girdi nedeniyle gecgersiz bir sonug elde etme riski artar ve
tekrar testi olasiliginin yliikselmesine yol agar. Maksimum gDNA girdisinin, 400 ng
gDNA girdisi érnegin dusuk girdi isareti nedeniyle gegersiz bir PMR sonucu verdiginde
test edilmesi 6nerilir.

Dogrusallik

Dogrusallik ¢caligmasi, CLSI/NCCLS EP6-A (15) uyarinca gergeklestiriimistir. therascreen
PITX2 RGQ PCR Kitin dogrusallidi, bes farkli gDNA girdisinden (200, 400 ve 1000 ng dabhil)
hazirlanan farkli PMR seviyelerinde (0, 5, 10, 25, 40, 50 ve 75) yedi drnekte tayin edilmigstir.
Calisma, bir Rotor-Gene Q MDx cihazinda bir operatér tarafindan bir therascreen PITX2
RGQ PCR Kit pilot serisi kullanilarak gergeklestirilimistir. Calismada, kabul edilebilir gDNA
girdilerinde (200-1000 ng) PMR'nin 5 ile 50 arasinda oldugu o6rneklerle dogrusalligin

onaylandigi gosterilmistir.
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Tekrarlanabilirlik ve yeniden uretilebilirlik

therascreen PITX2 RGQ PCR Kitin tekrarlanabilirligi ve yeniden Uretilebilirligi, tek merkezli
bir hassasiyet ¢calismasinda ve ¢ok merkezli bir hassasiyet ¢alismasinda belirlenmistir; her
iki calisma da CLSI/NCCLS EP5-A3 (16) uyarinca yUriutiimuastar; bkz. Tablo 10 ve Tablo 11.
Hassasiyet ¢alismalari ¢ok dusuk, disuk ve yiksek PMR (sirasiyla 9, 16 ve 77) veren (¢
biyolojik 6rnek tzerine ylritiimuUgstir. Tek merkezli bir hassasiyet ¢alismasinda degiskenlik
kaynaklari, Gg farkli therascreen PITX2 RGQ PCR Kit pilot serisi ve i¢  Rotor-Gene Q MDx
cihazi kullanan Ug operator tarafindan 23 ardisik olmayan is giiniinde deg@erlendirilmistir. Her
calismada her bir 6rnek igin iki 6lgim elde edilmistir. Calismalar arasinda en az iki saat
olacak sekilde gunde iki ayni galisma yiritilmistir. Calisma suresi is guni boyunca
degiskenlik gostermis, ancak teste daha fazla rasgelelik katmak igin ¢calismalar arasinda en
az iki saatlik ayrim korunmustur. Tek bir operatérin tek bir ~ Rotor-Gene Q MDx cihazinda
tek bir therascreen PITX2 RGQ PCR Kit pilot serisi kullandigi t¢ farkli merkezde gok
merkezli hassasiyet calismasi yurutulmustdr. Her galismada her bir érnek icin bes 6lgiim
elde edilmistir. Her giin bir galisma, her merkezde sabah ile aksam arasinda degistirilerek

yuratdlmastar.

Tablo 10. Tek merkezli hassasiyet calismasi sonuglarinin 6zeti

Degiskenlik kaynagi (%)

Ornek Caligmalar Galistir Grup Alet Operator Gln Toplam
arasi

Cok diistik PMR 12,29 4,20 0,00 12,54 0,00 9,49 20,39

Disiik PMR 19,99 0,00 0,00 3,09 0,00 8,04 21,76

Yiksek PMR 3,90 0,00 0,00 0,00 0,00 1,64 4,23

Tablo 11. Gok merkezli hassasiyet ¢calismasi sonuglarinin 6zeti

Degigkenlik kaynagi (%)

Ornek Galigma igi Giin Merkez Toplam
Cok dusliik PMR 13,90 8,43 4,72 16,93
Dustik PMR 28,72 0,00 0,00 28,72
Yiksek PMR 4,25 0,00 1,77 4,61
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Olumsuz etkileyen maddeler

Olumsuz Etkileyen Maddeler Calismasi, CLSI/NCCLS EP7-A2 (17) uyarinca
gerceklestirilmistir. ilk olarak, érnek hazirlama is akisi boyunca kullanilan her bir maddenin
nihai konsantrasyonu (her adimda diliisyon etkisi dikkate alinarak) degerlendirilmistir. Her
bir maddenin nihai konsantrasyonunun therascreen PITX2 RGQ PCR Kit baslangic
materyali (bisDNA) ile iligkisi temel alinarak, tim potansiyel olumsuz etkileyen maddeler bir
therascreen PITX2 RGQ PCR Kit pilot serisi kullanilarak test edilmistir. Sonuglar,
therascreen PITX2 RGQ PCR Kit is akisi boyunca kullanilan maddelerden kaynaklanan
olumsuz bir etki ortaya koymamigtir (Tablo 12).

Tablo 12. Test edilen olumsuz etkileyen maddeler

Test edilen maddeler 30 pl'de test edilen nihai hacim
Deparafinizasyon Cozeltisi 1,4 x 1018

Histolemon 2,10 x 102

Etanol (%96 ila 100) 0,50

Bistlfit Cozeltisi 7,2 x 10

DNA Koruma Tamponu 2,26 x 1010

BL Tamponu 3,44 x 108

BW Tamponu 0,1102

BD Tamponu 0,002

Capraz kontaminasyon

Negatif ve pozitif 6rnekler arasindaki gapraz kontaminasyon, bir therascreen PITX2 RGQ
PCR Kit pilot serisi ve iki Rotor-Gene Q MDx cihazi kullanilarak degerlendirilmistir. bisDNA
ornegi varliginda veya yoklugunda negatif drnek olarak NTC ve/veya Negatif Kontrol
kullanilarak alti kosul test edilmistir; pozitif drnek olarak diigiik PMR elde edilmistir. Capraz
kontaminasyon %1,3 diizeyinde degerlendirilmigtir.
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Kullanim zaman g¢ercevesi

Plakanin hazirlanmasi ile gqPCR cgalismasinin baglatiimasi arasindaki maksimum zaman
cercevesi, bir therascreen PITX2 RGQ PCR Kit pilot serisi ve orta PMR veren hedef ve hedef
disi plazmidlerden (retilen bir yapay o6rnek kullanilarak belirlenmigtir. Maksimum kabul
edilebilir zaman gergevesi 24 saattir; ancak plaka hazirlandiktan sonra (yani test edilecek
tim ornekler yuklendikten sonra) therascreen PITX2 RGQ PCR Kit gPCR galismasinin
muimkin olan en kisa surede baglatiimasi énerilir.

Klinik esik degeri validasyonu

Yuksek riskli lenf nodu pozitif, 6strojen reseptdri pozitif, HER2 negatif 145 meme kanseri
hastasindan alinan FFPE doku ile therascreen PITX2 RGQ PCR Kit klinik esik degerini
valide etmek icin prospektif analiz gerceklestiriimistir. Calismaya dahil edilen numuneler,
asagidaki kriterleri karsilayan arsivienmis FFPE dokulardir:

e Histolojik olarak dogrulanmig invazif meme kanseri

® Primer tumor evresi pT1, pT2 ve pT3

e Histolojik olarak dogrulanmis lenf nodu tutulumu (=N1)
e Standart adjuvan antrasiklin bazli kemoterapi

® Doz yogun tedavi yok

e Hormon tedavisi disinda bagka primer sistemik kemoterapi yok (ek taksan yok)

Nihai kit formati ve el kitabi talimatlari kullanilarak, her érnek icin PMR ol¢UlmUstr.
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Hastaliksiz sagkalim (Disease-free survival, DFS) birincil sonlanim noktasidir ve primer
cerrahiden ilk belgelenen DFS olayina kadar gegen sire olarak tanimlanmistir. Primer
cerrahi tarihi, takip indeks tarihi olarak kabul edilmistir. DFS olaylari arasinda kanser niikst
(lokal hastalik niksiu veya uzak metastaz), yasami tehdit edici olarak degerlendirilen
sekonder maligniteler ve herhangi bir nedene bagli 6lim yer almistir. Kanser niiks(i olmadan
6len hastalar i¢in Fine ve Gray'e gbre yarisan risk analizi uygulanmistir (13).

10 yilda sansiirlenen DFS takip siiresi icin analiz yapilmistir. Insidans fonksiyonuna gére
sagkahm egrileri hesaplanmistir (13). PMR 12 ile PITX2 6nceden tanimlanmis esik degeri,
p<0,05 (iki yanh; alfa degder) anlamlilik dizeyi ile birincil sonlanim noktasi DFS igin iki grup
arasinda istatistiksel olarak anlaml farkhlik ortaya koymustur. Bu nedenle, therascreen
PITX2 RGQ PCR Kit testiyle degerlendirilen PITX2 promotérinin metilasyon durumu;
yiksek riskli lenf nodu pozitif, dstrojen reseptori pozitif, HER2 negatif meme kanseri
hastalarinda antrasiklin bazli kemoterapi igin dngérucu deger géstermistir.
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Semboller

Asagidaki semboller ambalaj ve etiket Uzerinde gorulebilir:
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lletisim Bilgileri

Teknik destek ve daha fazla bilgi i¢in litfen www.qgiagen.com/Support adresindeki Teknik
Destek Merkezi'ne bakin, 00800-22-44-6000 numarasini arayin ya da QIAGEN Teknik
Servis Bélumlerinden birine veya yerel dagiticilara bagvurun (arka kapaga bakin veya

www.giagen.com adresini ziyaret edin).
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Siparis Bilgileri

Uriin icindekiler Kat. no.
therascreen PITX2 RGQ PCR Kit: PITX2 promotdru 2'deki metilasyon
orani yiizdesinin (PMR) belirlenmesi igin
therascreen PITX2 RGQ PCR 8 reaksiyon igin: 873211
Kit (8) PITX2 RGQ PCR Master Karigim,
PITX2 RGQ PCR Primer Probe Mix,
PITX2 RGQ PCR Referansi 50, PITX2
RGQ PCR Referansi Dustk, PITX2
RGQ PCR Negatif Kontrol ve
PITX2 RGQ PCR NTC
Rotor-Gene Q MDx Platformu, yazilim ve aksesuarlari
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Gergek zamanli PCR doénglleyici ve 9002032
Platform 5 kanal (yesil, sari, turuncu, kirmizi,
kizil) arti HRM kanalli HRM analizdru,
dizustu bilgisayar, yazilm,
aksesuarlar, 1 yil parga ve iscilik
garantisi dahildir, kurulum ve egitim
dahil degildir
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Gergek zamanli PCR doénglleyici ve 9002033
System 5 kanal (yesil, sari, turuncu, kirmizi,
kizil) arti HRM kanalli HRM analizdru,
dizustu bilgisayar, yazilm,
aksesuarlar, 1 yil parga ve iscilik
garantisi, kurulum ve egitim dahildir
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Uriin icindekiler Kat. no.
Rotor-Gene AssayManager v2.1 Rotor-Gene Q ve Rotor-Gene Q MDx 9024203
cihazlariyla birlikte rutin testler igin
yazilim.
Yikleme Bloku 72 x 0,1 ml'lik 72 x 0,1 ml tiplerde tek kanall pipetle 9018901
Tupler manuel reaksiyon kurulumu igin
aliminyum blok
72 Kuyulu Rotor 0,1 ml'lik Serit Tupleri ve Kapaklarini 9018903
tutmak icin; Kilitteme Halkasi
72 Kuyulu Rotoru gerektirir
Kilitteme Halkasi 72 Kuyulu 72 Kuyulu Rotor igindeki Serit Tupleri 9018904
Rotoru ve Kapaklari, 0.1 ml'yi kilittemek icin
Rotor Holder Rotorlarin icine tupleri ve 9018908
Rotor-Discs®i monte etmek icin metal
bagimsiz duran tutucu
Serit Tlpleri ve Kapaklari, 1000 reaksiyon igin 4 tip ve kapakli 981103
0,1 ml (250) 250 seritler
Serit Tlpleri ve Kapaklari, 10.000 reaksiyon igin 4 tip ve kapakli 981106
0,1 ml (2500) 10 x 250 seritler
ilgili Giriinler
QlAamp DSP DNA FFPE 50 DNA iglemi icin: 50 QlAamp 60404
Tissue Kit (50) MinElute Kolonu, Proteinaz K,
Tamponlar, Toplama tipleri
Deparafinizasyon Cozeltisi 16 ml Deparafinizasyon Cozeltisi 19093

(16 ml)
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Uriin

icindekiler

Kat. no.

EpiTect Fast DNA Bisulfite Kit
(200)

EpiTect Fast DNA Bisulfite Kit
(50)

200 DNA dontstimu igin: Bisdilfit
¢ozeltisi, DNA Koruma Tamponu,
MinElute DNA Donel Kolonlari,
Tastyict RNA ve Tamponlar

50 DNA donlgsimd igin: Bistilfit
¢Ozeltisi, DNA Koruma Tamponu,
MinElute DNA Doénel Kolonlari,
Tastyict RNA ve Tamponlar

59826

59824

Glncel lisans bilgileri ve Urline 6zgu yasal uyarilar icin ilgili QIAGEN Kkiti el kitabina veya
kullanici kilavuzuna bakin. QIAGEN kit el kitaplari ve kullanim kilavuzlari www.qiagen.com
adresinde bulunabilir veya QIAGEN Teknik Servisi veya yerel distribitdrinizden istenebilir.
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Bu {rlin in vitro tani amagli kullamim igindir. QIAGEN driinleri tekrar satilamaz, yeniden satis igin degistirlemez veya QIAGEN'nin yazili izni olmadan ticari triinler
(retmek lizere kullanilamaz.

Bu belgedeki bilgiler 6nceden bildirilmeksizin degistirilebilir. QIAGEN bu belgede goériilebilecek herhangi bir hata icin higbir sorumluluk kabul etmez. Bu belgenin
yayin tarihinde eksiksiz ve dogru olduguna inaniimaktadir. Higbir durumunda QIAGEN size karsi bu belgenin kullanimiyla ilgili veya bundan dogan rastlantisal, ézel,
coklu veya dolayli zarar igin yikimli olmaz.

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

Ticari markalar: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIAamp®, QIAxpert®, EpiTect®, MinElute®, therascreen®, Rotor-Disc®, Rotor-Gene®, Rotor-Gene AssayManager®
(QIAGEN Group); FAM™ HEX™, NanoDrop® (Thermo Fisher Scientific Inc.); TagMan® (Roche Group).

therascreen PITX2 RGQ PCR Kit El Kitabi igin Sinirh Lisans Sozlesmesi
Bu UrGintn kullanimi, Grdin alicisinin veya kullanicisinin agagidaki kosullari kabul ettigi anlamina gelir:

1. Uriin yalnizca Griinle ve bu el kitabinda verilen protokollere uygun olarak kullanilabilir ve yalnizca panelin iginde bulunan bilesenlerle kullanim igindir. QIAGEN,
bu panel ile birlikte verilen bilesenlerin el kitabinda ve www.giagen.com adresinden ulasilabilen ek protokollerde belirtilenlerin disinda bu panelin iginde yer
almayan herhangi bir bilesenle kullanimi veya birlestirilmesi igin kendi fikri miilkiyet 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 (iglncii taraflarin haklarini ihlal etmedigini garanti etmez ve beyan etmez.

2. Aclikga belirtilen lisanslar diginda, QIAGEN bu panel ve/veya kullanimlarinin {giinci taraflarin haklarini ihlal etmeyecegini garanti etmez.

3. Bu panel ve bilesenleri bir kez kullanim igin lisanslidir ve tekrar kullanilamaz, yenilenemez ve tekrar satilamaz.

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

5. Panelin alicisi veya kullanicisi yukarida yasaklanan eylemlere neden olabilecek veya kolaylastirabilecek herhangi bir girisimde bulunmayacagini ve baska
birisine izin vermeyecegini kabul eder. QIAGEN herhangi bir Mahkemede bu Sinirli Lisans Anlasmasi yasaklamalarini uygulayabilir ve bu sinirli lisans anlagmasinin
veya panel ve/veya bilesenleriyle ilgili fikri milkiyet haklarinin herhangi birinin uygulanmasina yol agan tiim durumlarda avukat ticreti dahil tiim sorusturma ve
mahkeme masraflarini geri alabilir.

Gincellenmis lisans kosullari icin bkz. www.qiagen.com.

Kasim-17 HB-2370-001 © 2017 QIAGEN, tlim haklari saklidir.
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