Kasim 2017

ipsogen® PML-RARA
bcrl Kit El Kitab

V.

Versiyon 1

Kantitatif in vitro diagnostik

Rotor-Gene® Q, ABI PRISM®, Applied Biosystems® 7500 Real-Time
PCR System, LightCycler® ve SmartCycler® aletleriyle kullaniimak

uzere

672123
QIAGEN GmbH

u QIAGEN Strasse 1,
40724 Hilden
ALMANYA

R5 1108718TR

_ 00000
— Sample to Insight QIAGEN —




Icindekiler

KUIBNIM AMECT 1ttt s e e e s e e nneee s 4
OZEE VE ACIKIAME ...ttt ettt e ettt 4
ISIEMIN PrENSIDI ........ooviiiieieceeeeee ettt 6
SAGIANAN MALEIYAL.......eiiiiiiiii e 9
Kt IGEIIGI. .ttt et 9
Gereken ama Saglanmayan Materyal .............ooooiiiiiiiiii e 10
UYariar V& ONIBMIET............coveueieeeeeeee et e e 11
GENEI ONIBIMIET ......viiiiieii e 12
Reaktif Saklama Ve MUBMEIE ..........oiiiiiiiiiiii e 13
151 =T 0 o DT OO PSP P PP PP PP PP PPPP 14
Ornek RNA NZIFAMA .......c..cvouiiiieeieicieieeeeeee ettt enenis 14
Protokol: Onerilen standardize EAC revers transkripsiyon............cccccoeveeceeeeenennn. 14

Protokol: 72 tiip rotorlu Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM veya Rotor-Gene Q 5plex

HRM cihazlar Gzerinde gPCR .........ooooiii e 17
Protokol: ABI PRISM 7000, 7700'de gPCR ve 7900HT SDS, Applied Biosystems
7500 Real-Time PCR Sistem ve LightCycler 480 cihazi ............cccovvveveeeiiiiiiieeneenn. 21
Protokol: LightCycler 1.2 ve 2.0 aletlerinde qPCR ..........coooiiiiiiiiiiieiiieee e 26
Protokol: SmartCycler aletinde gPCR ...........oiiiiiiiiii e 30
Sonuclarin DegerlendirilmMeESi.............eii i 34
Veri @analizi PrenSibi.........veiiie e 34
S0 010 o] - T TP P PP PTPR 35
Sorun GIderme KIAVUZU.........coocviiiiieee et 39

2 ipsogen PML-RARA bcrl Kit Handbook 11/2017



[N L (=3 0] 11 (] SRR 41

ST LY=o 0 F=1 = T OSSP O TSP PPPPPRP 42
Performans OZEIKIEI ..........c.coviuiiieiciciiece ettt 43

Klinik olmayan GaliSmalar.............ooouiiiiiiiiiiiiie et 43

KIINIK @ragtirmalar ..........ooeeoic e 46
RETEIANSIAN ... e 51
SEMDOIET ... e 52
SIPANS BIlGISI ..ttt 53

ipsogen PML-RARA bcrl Kit Handbook 11/2017 3



Kullanim Amaci

ipsogen PML-RARA bcr1 Kitinin PML intron 6 igine kirllma noktasiyla M3 sitomorfolojisi ve
t(15;17)(922;921) translokasyonu tanisi konmus bir akut myeloid 16semi (AML) hastalar alt
grubunda kemik iligi veya periferal kan o&rneklerinde PML-RARA tip bcrl fiizyon
transkriptlerinin  kantifikasyonunda kullaniimasi amacglanmistir. Elde edilen sonuglarin
hastalik relapsini izlemek {izere minimal rezidiel hastallk (MRD) takibi ve tedavi

yapilmakta olan hastalarda tedavi etkinligini izlemek igin kullanilmasi amaglanmigtir.

Ozet ve Aciklama

PML-RARA fiizyon geni (FG) transkriptleri, t(15;17)(g22;921) translokasyonunun molekuler
sonucudur ve tim AML vakalarinin %10-15'ini olusturan M3 sitomorfolojili ayri bir AML alt
seti olan akut progranilositik 16semi (APL) vakalarinin buyik kismiyla (>%90) iligkilidir.
Dengelenmis resiprokal translokasyon t(15;17) promyelositik 16semi (PML) geninin retinoik
asit reseptori alfa (RARA) ile flizyonu ve sonugta PML-RARA flizyon proteini olusmasina
neden olur. Kimerik PML-RARA proteini bir transkripsiyonel repressordir. Ekspresyonu
niikleer reseptor protein kompleksine (NcoR) artmis afinite, histon deasetilaz (HDAC) ile
kromatin yapisi degisikligi ve transkripsiyon inhibisyonu yoluyla bozulmus myeloid
diferansiyasyonuyla iligkilidir. All-trans retinoik asit (ATRA) ile tedavi APL'de yiiksek o6lgude
etkindir ve NCoR/HDAC kompleksinin serbest kalmasini destekleyip bu sekilde normal
transkripsiyonu tekrar olusturarak bir diferansiyasyon yapici ajan gérevi yapar.

RARA kirilma noktalar daima intron 2'de olusur. PML bdlgesinde kirilma noktalarinin,
intron 6, ekson 6 ve intron 3 seklinde yerine bagli olarak ilgili PML-RARA transkripti alt
tipleri uzun (L veya bcr1), varyant (V veya bcr2) ve kisa (S veya bcr3), seklinde olusabilir
(Sekil 1). Bu transkript alt tipleri vakalarin sirasiyla %55, %5 ve %40'in1 temsil eder.
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Sekil 1. EAC gPCR primerleri ve prob setinin kapsadigi PML-RARA FG transkriptinin semasi.
Tip berl (L) icin: ENFO03-ENP942-ENR962. Tip bcr2 (V) icin: ENFO06—-ENP942-ENR962. Tip
ber3 (S) icin: ENFOO5-ENP942-ENR962.Primerler ve prob altindaki rakam normal gen
transkriptindeki niikleotid konumuna karsilik gelir. Relatif siklik PML-RARA varyantlari arasinda her

FG transkripti tipinin oraniyla ilgilidir.

APL'de antrasiklin tabanli kemoterapi ve ATRA ile kombine tedavi yiksek O0lgiide
basarilidir ve yeni tani konmus hastalarin %70'ine kadarinda uzun etkili remisyonlar ve
olas! kur saglar. Ancak, relaps ve dusuk sagkalim oranlari hastalarin %15-25'inde halen
gorulir. Geleneksel kalitatif revers transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile
benzersiz PML-RARA filizyon geninin saptanmasi hizli tani koyma ve tedavilere cevabi 6n
gbérme agisindan yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak bu teknigin sakincalari vardir ve

hassasiyeti nispeten duguktur.
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Gergek zamanh kantitatf PCR (qPCR) ile PML-RARA kopya numarasinin
kantifikasyonunun birka¢ avantaji vardir. Kinetik ézelliklerin de degerlendirilmesini mimkain
kilan ylksek 6lglide hassas ve tekrar Uretilebilir bir tekniktir. APL hastalarinda farkh tedavi
fazlarinda iyi belirlenmis bir standardize qPCR protokolinin (EAC Programi) prognostik
degerinin analizi bu yaklasimin MRD degerlendirmek igin glgli bir alternatif olduguna ve
PML-RARA normalize kopya numarasi temelinde relaps-risk katmanlandirmasi
yapilabileceg@ine isaret etmistir. Konsolidasyon sonrasi analizde pozitif gPCR testi daha
sonraki hematolojik relapsin gugli bir 6ngoricusudir. Bakim tedavisi sirasinda ve
tedavinin sonundan sonra pozitif bir qPCR testi daha yiksek relaps riski ve daha kisa
sagkalmla iligkilidi. PML-RARA normalize kopya numarasi (NCN) kantifikasyonu
temelinde relaps-risk katmanlandirma hastalari 3 gruba bodler: yiksek relaps riski olanlar,
orta riski olanlar ve duslk relaps riski olanlar (1). Transkriptin hassas bir sekilde
saptanmasi yoluyla PML-RARA izlenmesi APL'de genel tedavi stratejisinin entegre bir
pargasi olarak gorilir (ayrintilar igin bakiniz referans 2 ve 3) ve tedavi tipi ve siddeti takip

sirasinda farkli relaps riskleri tagiyan hastalarda bu sekilde ayarlanir.

MRD kantifikasyon yonteminin standardizasyonu ve dogrulamasi EAC tarafindan yuritilen
¢ok merkezli bir projede belirlenmis ve 2003 yilinda yayimlanmistir (4, 5). ipsogen PML-
RARA bcr1 Kiti bu teknigi temel alir.

Islemin Prensibi

gPCR teknigi, PCR amplifikasyon slirecinin eksponensiyal fazi sirasinda PCR Urinlerinin
dogru kantifikasyonunu mimkin kilar. Ek olarak gPCR verileri post-PCR isleme olmadan
PCR cycling sirasinda ve/veya sonrasinda floresans sinyallerin gergek zamanh
saptanmasiyla hizla elde edilebilir ve bdylece PCR Urini kontaminasyonu riski énemli
Olclide azalir. Su anda 3 ana tipte qPCR teknigi mevcuttur: SYBR® Yesil | Boya
kullanilarak gPCR analizi, hidroliz problari kullanilarak gPCR analizi ve hibridizasyon

problari kullanilarak gPCR analizi.
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Bu test gPCR cift boya oligonikleotid hidroliz prensibini kullanir. PCR sirasinda, ileri ve
revers primerler belirli bir sekansa hibridize olur. Ayni karisimda bir ¢ift boya oligonikleotid
bulunur. Bir 5' raportdér boya ve bir akis asadi 3' sondiriicii boyayla etiketlenmis bir
oligonikleotidden olusan bu prob PCR Urunu iginde bir hedef sekansa hibridize olur.
Hidroliz problariyla qPCR analizi Thermus aquaticus (Taq) DNA polimeraz 5'as3'
eksonukleaz aktivitesini kullanir. Prob saglam oldugunda raportdr boyanin séndirtcu
boyaya yakinhgi raportor floresansin temel olarak Forster tipi enerji transferiyle
baskilanmasiyla sonuglanir.

PCR sirasinda, ilgilenilen hedef mevcutsa, prob spesifik olarak ileri ve revers primer
boélgeleri arasina yapisir. DNA polimerazin 5'&3' eksonukleaz aktivitesi ancak prob hedefe
hibridize olursa probu raportor ile séndiriici arasinda keser. Prob fragmanlari sonra
hedeften ayrilir ve iplikgigin polimerizasyonu devam eder. Probun 3' ucu PCR sirasinda
probun uzamasini énlemek Uzere bloke edilir (Sekil 2). Bu islem her doénglide olusur ve
arindn eksponensiyel birikimini olumsuz etkilemez.

Bu floresans sinyali artisi ancak hedef sekans probu tamamlayici ise ve bdylece PCR
sirasinda amplifiye oluyorsa saptanir. Bu gereklilikler nedeniyle nonspesifik amplifikasyon
saptanmaz. Bodylece, floreanstaki artis PCR sirasinda hedef amplifikasyonla dogrudan
orantihdir.
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Sekil 2. Reaksiyon prensibi. Total RNA revers transkripsiyona ugrar ve olusan cDNA PCR ile bir gift
spesifik primer ve spesifik internal ¢ift boya probu (FAM™-TAMRA™) kullanilarak amplifiye edilir.
Prob PCR'da her yapisma adiminda amplikona baglanir. Taq DNA polimeraz bagli primerden
amplikona uzandiginda probun 5' ucunu yerinden oynatir ve burasi Tag DNA polimerazin 5'a3'
eksonikleaz aktivitesi ile degrade olur. Kesme kalan prob amplikondan eriyip ayrilincaya kadar devam
eder. Bu islem florofor ve sondurictyl solisyona serbest birakir, bunlari uzaysal olarak ayirir ve
FAM'dan floresans artmasina ve TAMRA'dan floresans azalmasina neden olur.
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Saglanan Materyal

Kit icerigi
ipsogen PML-RARA bcrl Kit (24)
Katalog no. 672123
Reaksiyon sayisi 24
Component Name Amount
ABL Control Gene Standard Dilution (ABL Kontrol Geni Standart C1-ABL 50 pl
Diltisyon) (102 kopya/5 pl)
ABL Control Gene Standard Dilution (ABL Kontrol Geni Standart C2-ABL 50 pl
Diluisyon) (10* kopya/5 pl)
ABL Control Gene Standard Dilution (ABL Kontrol Geni Standart C3-ABL 50 ul

Diluisyon) (10° kopya/5 pl)
PML-RARA bcrl Fusion Gene Standard Dilution (PML-RARA F1-PML-RARA

berl Fiizyon Geni Standart Diluisyon) (10* kopya/5 pl) berl 20
PML-RARA bcrl Fusion Gene Standard Dilution (PML-RARA F2-PML-RARA 50 wl
bcrl Fluzyon Geni Standart Diluisyon) (10?2 kopya/5 pl) berl H

PML-RARA bcrl Fusion Gene Standard Dilution (PML-RARA F3-PML-RARA 50 ul
berl Fiizyon Geni Standart Diltisyon) (10° kopya/5 pl) berl H

PML-RARA bcrl Fusion Gene Standard Dilution (PML-RARA F4-PML-RARA 50 wl
berl Fluzyon Geni Standart Diluisyon) (10° kopya/5 pl) berl H

PML-RARA bcrl Fusion Gene Standard Dilution (PML-RARA F5-PML-RARA 50 wl
berl Fiizyon Geni Standart Diliisyon) (10° kopya/5 pl) berl H

Primers and Probe Mix ABL* (Primerler ve Prob Karigimi ABL) PPC-ABL 25x 90 pl
Primers and Probe Mix PML-RARA bcrl Fusion Gene' PPF-PML-RARA 110 pl
(Primerler ve Prob Karigimi PML-RARA bcrl Fiizyon Geni®) berl 25x

ipsogen PML-RARA ber1 Kit Handbook (ingilizce) 1

*

ABL kontrol geni igin spesifik revers ve ileri primerlerin ve ayrica spesifik bir FAM—TAMRA probunun karigimi.

PML-RARA bcr1 fiizyon geni icin spesifik revers ve ileri primerlerin ve ayrica spesifik bir FAM—=TAMRA probunun
karisimi.

-+

Not: Standart diliisyonlari ve primerler ile prob karigimlarini kullanimdan énce kisa bir stire
santrifije edin.
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Gereken ama Saglanmayan Materyal

Kimyasallarla galisirken daima uygun bir laboratuvar 6nligu, tek kullanimlik eldivenler ve
koruyucu gozlikler kullanin. Daha fazla bilgi icin, Uriin tedarikgisinden elde edilebilecek
uygun guvenlik veri sayfalarina (SDS'ler) bagvurun.

Aletlerin Ureticinin onerilerine gore kontrol edilip kalibre edildiginden emin olun.

Reaktifler

I Nukleaz icermeyen PCR sinifi su

I Revers transkripsiyon igin reaktifler: Onaylanmis reaktif Superscript® Il (veya
Superscript) Revers Transkriptazdir ve 5x birinci iplikgik tamponu, 100 mM DTT igerir
(Life Technologies, kat. no. 18064-022)

1 RNaz inhibitéri: Onaylanmig reaktif RNaseOUT™'dir (Life Technologies, kat. no.
10777-019)

I dNTPs Seti, PCR sinifi
1 Rastgele heksamer
1 MgClz

I Tampon ve Taq DNA polimeraz: Onaylanmis reaktifler TagMan® Universal PCR Master
Mix (Master Mix PCR 2x) (Life Technologies, kat. no. 4304437) ve LightCycler TagMan
Master (Master Mix PCR 5x) (Roche, kat. no. 04535286001) seklindedir.

Sarf Malzemesi

1 Hidrofobik filtreli niikleaz icermeyen aerosole direngli steril PCR pipet uglari
1 0,5 mlveya 0,2 ml RNaz- ve DNaz icermeyen PCR tupleri

I Buz
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Ekipman

I PCRigin ayriimis mikrolitre pipet* (1-10 pl; 10-100 pl; 100-1000 pl)

1 0,2 ml/0,5 ml reaksiyon tupleri icin rotorlu masausti santrifj* (maksimum 13.000 /
14.000 rpm ile)

I Gergek zamanli PCR cihazi:* Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM veya diger Rotor-Gene Q
cihazlari; LightCycler 1.2, 2.0 veya 480; ABI PRISM 7000, 7700 veya 7900HT SDS;
Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR Sistemi; veya SmartCycler; ve ilgili spesifik
materyal

1 Termal cycler* veya su banyosu* (revers transkripsiyon adimi)

Tamamlayici reaktifler

1 ipsogen PML-RARA bcrl Controls Kit (kat. no. 672091), yalnizca arastirma kullanimina
yonelik olup RNA ekstraksiyonu ve revers transkripsiyonun kalitatif dogrulanmasi icin
PML-RARA bcr1 flizyon geninin negatif, ylksek ve digslik pozitif ekspresyonuyla hiicre

hatlarindan olusur

Uyarilar ve Onlemler

in vitro diagnostik kullanim igin

Kimyasallarla ¢alisirken daima uygun bir laboratuvar 6nligu, tek kullanimlik eldivenler ve
koruyucu gozlikler kullanin. Daha fazla bilgi igin, Iitfen uygun givenlik veri sayfalarina
(SDS'ler) bagvurun. Bunlar c¢evrim ic¢i olarak PDF halinde www.giagen.com/safety
adresinde yer almaktadir ve kullanicilar burada her QIAGEN kiti ve kit bileseni igin SDS'yi
bulabilir, okuyabilir ve yazdirabilir.

Ornek ve tahlil atigini yerel givenlik diizenlemelerinize gére atin.

ipsogen PML-RARA bcrl Kit Handbook 11/2017 11



Genel 6nlemler

gPCR testleri gecerli diizenlemeler ve ilgili standartlarla uyumlu ve molekdler biyolojiye
6zel ekipman bakimi dahil iyi laboratuvar uygulamalari gerektirir.

Bu kitin in vitro diagnostik kullanim igin olmasi amaglanmistir. Bu kitte saglanan reaktifler ve
talimat optimum performans igin dogrulanmistir. Reaktiflerin daha fazla seyreltimesi veya
inkubasyon sureleri ve sicakliklarinin degistirilmesi hatali veya uyumsuz verilerle sonuglanabilir.
PPC ve PPF reaktifleri 1siga maruz kalirlarsa degisebilir. Tum reaktifler 6zellikle bu test icin
formiile edilmistir. Testin optimum performansi igin yerine bagka bir sey kullanilmamalidir.

gPCR kullanilarak transkript diizeylerinin belirlenmesi hem mRNA revers transkripsiyonu
hem de olugan cDNA'nin PCR ile amplifikasyonunu gerektirir. Bu nedenle tim test islemi
RNaz/DNaz icermeyen kosullarda yapiimaldir.

Asagidakileri 6nlemek igin ¢ok dikkatli olun:

1 Sablon mRNA ve olusan cDNA'nin degradasyonuna yol agabilecek RNaz/DNaz
kontaminasyonu

1 Yalanci pozitif sinyalle sonuglanan mRNA veya PCR bulasma kontaminasyonu

Bu nedenle sunlari 6neririz:

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

I Ornekler ve reaktiflerin capraz kontaminasyonunu énlemek (izere tiim pipetleme
adimlari i¢in taze aerosole direngli pipet uglari kullanin.

I On PCR ana karigimini belirlenmis materyalle (pipetler, uglar, vs.) DNA matrikslerinin
(cDNA, DNA, plasmid) giremeyecegi belirlenmis bir bélgede hazirlayin. Sablonu belirli
materyalle (pipetler, uglar, vs.) ayri bir bélgede (tercihen ayri bir odada) ekleyin.

1 Standart dilisyonlar (C1-3 ve F1-5) ayri bir odada kullanin.
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Reaktif Saklama ve Muamele

Kitler kuru buzda gonderilir ve alindiginda —30°C ila —15°C'de saklanmalidir.

1 Primerler ve prob karigimlarinin (PPC ve PPF tipleri) i1sida maruz kalmasini minimuma
indirin.

1 Ac¢madan 6nce tipleri yavasca karistirin ve santrifiije edin.

1 Tum kit bilesenlerini orijinal kaplarda saklayin.

Bu saklama kosullari hem agilmis hem agilmamis bilesenler icin gegerlidir. Etiketlerde
belirtilenlerden farkh kosullar altinda saklanan bilesenler uygun performans géstermeyebilir

ve test sonuglarini olumsuz etkileyebilir.

Her reaktif icin son kullanma tarihleri ayri bilesen etiketlerinde belirtilmistir. Dogru saklama

kosullari altinda uriin performansini etikette yazili son kullanma tarihine kadar korur.

Bu Urundn stabil olmamasini belirtecek bariz bir isaret yoktur. Ancak, bilinmeyen drneklerle

ayni anda pozitif ve negatif kontroller ¢aligiimalidir.
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Islem
Ornek RNA hazirlama

Hasta 6rneklerinden (kan veya kemik iligi) RNA hazirlama onaylanmis bir islemle yapilmis
olmalidir. Testin kalitesi buylk o&l¢iide giris RNA kalitesine bagimlidir. Bu nedenle
saflastinimig RNA'y1 agaroz* jel elektroforezi ile vasiflandirmanizi veya analiz 6ncesinde

Agilent® Bioanalyzer® kullanmanizi 6neririz.
Protokol: Onerilen standardize EAC revers transkripsiyon

Baslamadan 6nce yapilacaklar

1 Her biriigin 10 mM dNTP hazirlayin. Alikotlar halinde —20°C de saklayin.
I Rastgele heksamer hazirlama, 100 uM. Alikotlar halinde —20°C de saklayin.
I MgClz, 50 mM hazirlama. Alikotlar halinde —20°C de saklayin.

islem

1. Tum gerekli bilesenleri ¢oziin ve buz lizerine koyun.

2. 1 ug RNA'y1 (1-4 pl) 70°C'de 10 dakika inkiibe edin ve hemen buz (izerinde 5 dakika

sogutun.

3. Kisa slre santrifiije edin (siviyi tipin altinda toplamak amaciyla yaklagik 10 saniye,
10.000 rpm). Sonra buz tzerinde tutun.

4. Asagidaki RT karigimini islenen 6rnek sayisina gore hazirlayin (Tablo 1).

* Kimyasallarla ¢aligirken daima uygun bir laboratuvar 6nligu, tek kullanimlik eldivenler ve koruyucu gézliikler
kullanin.
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Tablo 1. RT karigsimi hazirlama

Ornek basina Son
Bilesen hacim (ul) konsantrasyon
Birinci Iplikgik Tamponu (Superscript |l 40 1x
Revers Transkriptaz ile saglanir), 5x '
MgClz (50 mM) 2,0 5 mM
dNTP (her birinden 10 mM, 6nceden
hazirlanacak ve alikotlar halinde —20°C'de 2,0 1mM
saklanacak)
DTT (100 mM, Superscript || Revers
Transkriptaz ile saglanir) Y 0l
RNaz inhibitort (40 U/pl) 0,5 1u/ul
RNaz inhibitor (40 U/pul) 0,5 1 U/l
Rastgele heksamer (100 uM) 5,0 25 uM
Superscript Il veya Superscript Revers
Transkriptaz (200 U/ul) o s
Isitilmig RNA 6rnegdi (adim 5'te eklenecek) 1,0-4,0 50 ng/ul
Nikleaz icermeyen PCR sinifi su (adim 0.0-3.0 _
5'te eklenecek) T
Son hacim 20,0 -

5. Her PCR tiipiine RT karisimindan 16 pl pipetleyin. Sonra 1—4 pl (1 ug) RNA (adim 3'ten)
ekleyin ve hacmi niikleaz icermeyen PCR sinifi suyla 20 pl'ye ayarlayin (bakiniz Tablo 2).

Tablo 2. Revers transkripsiyon reaksiyonunun hazirlanmasi

Bilesen Hacim (ul)
RT karigimi 16
Isitilmis 6rnek RNA (1 pg) 1-4
Nikleaz icermeyen PCR sinifi su 0-3
Son hacim 20

ipsogen PML-RARA bcrl Kit Handbook 11/2017



6. lyice kanistirin ve kisa siire santrifilje edin (siviyi tiipiin altinda toplamak amaciyla
yaklasik 10 saniye, 10.000 rpm).

7. 10 dakika boyunca 20°C'de inklibe edin.

8. Termal cycler tizerinde 45 dakika 42°C'de inkiibe edin sonra hemen 99°C'de 3 dakika
inklibe edin.

9. Buz uzerinde (reaksiyonu durdurmak igin) 5 dakika inkiibe edin.

10. Kisa sure santrifije edin (siviy! tipln altinda toplamak amaciyla yaklasik 10 saniye,
10.000 rpm). Sonra buz tzerinde tutun.

11. Son cDNA'yi son hacim 50 pl olacak sekilde 30 pl niikleaz igermeyen PCR sinifi suyla
seyreltin.

12. PCR'I gPCR aletinize gére asagidaki protokollerle yapin.
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Protokol: 72 tlp rotorlu Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM veya
Rotor-Gene Q 5plex HRM cihazlari Gzerinde gPCR

Bu aleti kullanarak Tablo 3'te gdsterildigi gibi tim lgctmleri ikili olarak yapmanizi éneririz.

Tablo 3. 72 tup rotorlu Rotor-Gene Q aletlerinde reaksiyon sayisi

Ornekler Reaksiyonlar

ABL primerleri ve prob karigsimiyla (PPC-ABL)
n cDNA ornekleri n x 2 reaksiyon

ABL standardi ilgr;(r(igls(tsggiﬂés diliisyon, her biri ikili
Su kontrol 2 reaksiyon

PML-RARA bcr1 primerler ve prob karigimi ile (PPF-PML-RARA bcrl)
n cDNA ornekleri n x 2 reaksiyon

2 x 5 reaksiyon (5 dilisyon, her biri ikili

PML-RARA standardi olarak test edilir)

Su kontrol 2 reaksiyon

72 tup rotorlu Rotor-Gene® Q aletlerinde 6rnek isleme

Standartlarin ve primerler ve prob karigimlarinin kullanimini optimize etmek tzere ayni

deneyde en az 8 cDNA 6rnegi test edilmesini Oneririz.

ipsogen PML-RARA bcrl Kit Handbook 11/2017
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Sekil 3. ipsogen PML-RARA bcr1l Kitiyle her deney i¢in 6nerilen rotor kurulumu. F1-5: PML-
RARA bcr1 standartlari; C1-3: ABL standartlari; S: cDNA drnegi; H,O: su kontrol.

Not: Daima test edilecek bir 6érnegi rotorda pozisyon 1'e koydugunuzdan emin olun. Aksi
halde kalibrasyon adimi sirasinda alet kalibrasyon yapmaz ve hatali floresans verileri
alinir.

Tum diger pozisyonlari bos tlplerle doldurun.
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72 tup rotorlu Rotor-Gene Q aletlerinde qPCR

Not: Tim adimlari buz tzerinde yapin.

islem

1. Tum gerekli bilesenleri ¢oziin ve buz tizerine koyun.
2. Asagidaki qPCR karigimini islenen drnek sayisina gore hazirlayin.
Tum konsantrasyonlar son reaksiyon hacmi icindir.

Tablo 4 25 pl son reaksiyon hacmi elde etmek Uzere hazirlanmis olarak bir reaktif
karigimi hazirlanmasi i¢in pipetleme semasini tanimlar. Reaksiyon sayisina gore ayni
primerler ve prob karisimi kullanilarak bir 6n karisim hazirlanabilir (PPC-ABL veya
PPF-PML-RARA bcr1). Pipetleme hatasini dengelemek i¢in ekstra hacimler dahil
edilmistir.

Tablo 4. gPCR karigsimi hazirlama

PML-RARA
1 ABL:24+1 berl:28+1
reaksiyon reaksiyon reaksiyon Son
Bilesen (uh) (uh) (uh) konsantrasyon
TagqMan Universal
PCR Master Mix, 2x 12,5 8125 362,5 Ix
Primerler ve prob
karisimi, 25x 1 25 29 =
Nukleaz icermeyen
PCR sinifi su 6.5 162,5 188,5 h
Ornek (adim 4'te 5 Her birinden  Her birinden _
eklenecek) 5 5
Toplam hacim o5 Her birinden  Her birinden _
25 25
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3. Tup basina 20 yl gPCR ana karisimi verin.

4. Karsilik gelen tlpe revers transkripsiyonda elde edilen (bakiniz “Protokol: Onerilen
standardize EAC revers transkripsiyon”, sayfa 14) RT triiniinden (cDNA, 100 ng RNA
esdegeri) 5 pl ekleyin (toplam hacim 25 pl).

5. Yavasca, yukari ve asagi pipetleyerek karistirin.

6. Tapleri Uretici 6nerilerine goére termal cycler'a koyun.

7. Rotor-Gene Q aletini Tablo 5'te belirtildigi sekilde termal cycling programiyla

programlayin.

Tablo 5. Sicaklik profili

Analiz modu Kantifikasyon

Tutma Sicaklik: 50 derece
Sire: 2 dk

Tutma 2 Sicaklik: 95 derece
Sire: 10 dk

Cycling 50 kez

15 sn icin 95 derece

1 dk i¢in 60 derece ve Yesil kanalinda FAM floresans
alinmasi: Tek

8. Termal cycling programini Tablo 5'te belirtildigi sekilde baglatin.

9. Rotor-Gene Q aletleri icin analizde “Slope Correct” (Egim Diizelt) segin. Esigi 0,03
olarak ayarlamanizi éneriyoruz.
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Protokol: ABI PRISM 7000, 7700'de gPCR ve 7900HT SDS, Applied
Biosystems 7500 Real-Time PCR Sistem ve LightCycler 480 cihazi

96 kuyulu plakali qPCR aletini kullanarak Tablo 6'da gosterildigi gibi tim o6lgumleri ikili

olarak yapmanizi oneririz.

Tablo 6. 96 kuyulu plakali qPCR ekipmaninda reaksiyon sayisi

Ornekler Reaksiyonlar

ABL primerleri ve prob karigsimiyla (PPC-ABL)
n cDNA ornekleri n x 2 reaksiyon

ABL standard glzrilﬁgls(tsggilri]rs diliisyon, her biri ikili
Su kontrol 2 reaksiyon

PML-RARA bcrl primerler ve prob kanigimi ile (PPF-PML-RARA bcrl)
n cDNA ornekleri n x 2 reaksiyon

2 x 5 reaksiyon (5 dilusyon, her biri ikili

PML-RARA bcr1 standardi olarak test edilir)

Su kontrol 2 reaksiyon

ABI PRISM 7000, 7700'de 6rnek isleme ve 7900 SDS, Applied Biosystems 7500
Real-Time PCR Sistemi ve LightCycler 480 cihazi

Standartlarin ve primerler ve prob karigimlarinin kullanimini optimize etmek tzere ayni
deneyde en az 8 cDNA drnegi test edilmesini dneririz. Sekil 4'teki plaka semasi bdyle bir

deneyin 6rnegini vermektedir.
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Sekil 4. Bir deney icin 6nerilen plaka kurulumu. S: cDNA 6rnegi; F1-5: PML-RARA bcrl
standartlari; C1-3: ABL standartlari; H,O: su kontrol.

ABI PRISM 7000, 7700'e qPCR ve 7900 SDS, Applied Biosystems 7500 Real-

Time PCR Sistemi ve LightCycler 480 cihazi

Not: Tim adimlar buz Gzerinde yapin.
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islem

1. Tum gerekli bilesenleri ¢6ziin ve buz tizerine koyun.

2. Asagidaki qPCR karigimini islenen 6rnek sayisina gore hazirlayin.
Tdm konsantrasyonlar son reaksiyon hacmi icindir.

Tablo 7 25 pl son reaksiyon hacmi elde etmek uzere hazirlanmig olarak bir reaktif

karisimi hazirlanmasi igin pipetleme semasini tanimlar. Reaksiyon sayisina gore ayni

primerler ve prob karigimi kullanilarak bir 6n karigim hazirlanabilir (PPC-ABL veya

PPF-PML-RARA bcr1). Pipetieme hatasini dengelemek igin ekstra hacimler dahil

edilmistir.

Tablo 7. gPCR karigimi hazirlama

PML-RARA
1 ABL: 24 +1  bcrl: 28 +1
reaksiyon reaksiyon reaksiyon Son
Bilesen (uh) (uh) (uh) konsantrasyon
TaqMan Universal
PCR Master Mix, 2x 12,5 3125 362,5 Ix
Primerler ve prob 1 o5 29 1x
karisimi, 25x
Nukleaz icermeyen
PCR sinifi su 6.5 162,5 188,5 h
Ornek (adim 4'te 5 Her birinden  Her birinden _
eklenecek) 5 5
Toplam hacim o5 Her birinden  Her birinden _
25 25

Kuyucuk basina 20 ul gPCR ana karisimi verin.

Karsilik gelen kuyucug@a revers transkripsiyonda elde edilen (bakiniz “Protokol:

Onerilen standardize EAC revers transkripsiyon”, sayfa 14) RT driiniinden (cDNA, 100

ng RNA esdegeri) 5 ul ekleyin (toplam hacim 25 pl).
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Yavasca, yukari ve asagi pipetleyerek karistirin.

Plakayi kapatin ve kisa sure santrifuje edin (300 x g, yaklasik 10 saniye).

Plakay: Uretici 6nerilerine gore termal cycler'a koyun. Termal cycler'| Tablo 8'de ABI
PRISM 7000, 7700 ve 7900HT SDS ve Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR

Sistemi veya Tablo 9'da LightCycler 480 aleti icinde belirtildigi sekilde termal cycling
programiyla programlayin.

Table 8. ABI PRISM 7000, 7700 ve 7900HT SDS ve Applied Biosystems 7500 Real-
Time PCR Sistemi igin sicaklik profili

Analiz modu Standart Egri — Mutlak Kantifikasyon
Tutma Sicaklik: 50°C
Sdire: 2 dakika
Tutma 2 Sicaklik: 95°C
Sdire: 10 dakika
Cycling 50 kez

15 saniye igin 95°C

FAM floresansi almayla 1 dakika i¢in 60°C; sénduricu:
TAMRA

24
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Tablo 9. LightCycler 480 cihazi icin Sicaklik profili

Analiz modu Mutlak Kantifikasyon (“Abs Quant”)

Format saptama Detection formats (Saptama formatlari) penceresinde
“Simple Probe” (Basit Prob) secin

Tutma Sicakhk: 50°C
Sire: 2 dakika

Tutma 2 Sicaklik: 95°C
Siire: 10 dakika

Cycling 50 kez
15 saniye i¢in 95°C
LC versiyon 01 i¢in 483-533 nm, LC versiyon 02 igin

465-510 nm'ye karsilik gelen FAM floresansi almayla 1
dakikada 60°C

8. ABI PRISM 7000, 7700 ve 7900HT SDS ve Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR
Sistemi igin adim 8a'yi izleyin. LightCycler 480 aleti icin adim 8b'yi izleyin.
8a. ABI PRISM 7000, 7700 ve 7900HT SDS ve Applied Biosystems 7500 Real-Time
PCR Sistemi: Analiz adiminda EAC protokoliinde tanimlandidi gibi 0,1 olarak
ayarlanmis bir esik ve déngu 3 ile 15 arasinda ayarlanmis bir baglangic
Oneriyoruz. Cycling programini Tablo 8'de belirtildigi sekilde baglatin.

8h. LightCycler 480: Zemin 2,0 ve esik 2,0 olarak bir Uyum noktasi analiz modu
Oneriyoruz. Termal cycling programini Tablo 9'te belirtildigi sekilde baglatin.
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Protokol: LightCycler 1.2 ve 2.0 aletlerinde gPCR

Kapiller aletler kullanarak Tablo 10'da goésterildigi gibi 6rnekleri ikili ve kontrolleri bir kez

Olcmeyi 6neriyoruz.

Tablo 10. LightCycler 1.2 ve 2.0 aletlerinde reaksiyon sayisi

Ornekler Reaksiyonlar

ABL primerleri ve prob karigsimiyla (PPC-ABL)
n cDNA ornekleri n x 2 reaksiyon

1 x 3 reaksiyon (3 standart diliisyon, her
biri bir kez test edilir)

ABL standardi
Su kontrol 1 reaksiyon

PML-RARA bcr1 primerler ve prob karigimi ile (PPF-PML-RARA bcrl)
n cDNA ornekleri n x 2 reaksiyon

1 x 5 reaksiyon (5 standart diliisyon, her

PML-RARA ber1 standardi biri bir kez test edilir)

Su kontrol 1 reaksiyon

LightCycler 1.2 ve 2.0 aletleri 6rnek isleme

Standartlarin ve primerler ve prob karigsimlarinin kullanimini optimize etmek Gzere ayni
deneyde en az 5 cDNA 06rnegi test edilmesini oneririz. Sekil 5'daki kapiller semasi bir

deneyin 6rnegini vermektedir.
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Sekil 5. ipsogen PML-RARA bcr1 Kitiyle her deney igin énerilen rotor kurulumu. F1-5: PML-
RARA bcr1 standartlari; C1-3: ABL standartlari; S: analiz edilecek bilinmeyen DNA 6rnegi; H,O: su
kontrol.

LightCycler 1.2 ve 2.0 aletlerinde gPCR

Not: Belirli teknolojik gereklilikler nedeniyle LightCycler deneylerinin belirli reaktifler
kullanilarak yapilmasi gerekir. LightCycler TagMan Master kullaniimasi ve Master Mix 5x
hazirlamak igin Ureticinin talimatinin izlenmesini dneriyoruz.

Not: Tim adimlar buz izerinde yapin.
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islem

1.
2.

Tum gerekli bilesenleri ¢6ziin ve buz tzerine koyun.
Asagidaki qPCR karigimini islenen érnek sayisina gore hazirlayin.
Tdm konsantrasyonlar son reaksiyon hacmi icindir.

Tablo 11 20 pl son reaksiyon hacmi elde etmek Gzere hazirlanmig olarak bir reaktif
karigimi hazirlanmasi igin pipetleme semasini tanimlar. Reaksiyon sayisina gore ayni
primerler ve prob karigimi kullanilarak bir 6n karisim hazirlanabilir (PPC-ABL veya PPF-
PML-RARA bcr1). Pipetleme hatasini dengelemek icin ekstra hacimler dahil edilmistir.

Tablo 11. gPCR karnigimi hazirlama

PML-RARA
1 ABL:14+1  berl:16+1
reaksiyon reaksiyon reaksiyon Son
Bilesen (1)) () (ul) konsantrasyon
LightCycler
Ta_lqMan quter 4.0 60 68.0 1x
Mix, 5x yeni
hazirlanir
Primerler ve prob 08 12 13,6 1x
karisimi, 25x
Nikleaz
icermeyen PCR 10,2 153 173,4 -
sinifi su
Ornek (adim 4'te 50 Her birinden  Her birinden _
eklenecek) ’ 5 5,0
Toplam hacim 20.0 Her birinden  Her birinden _
' 20 20,0
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3. Kapiller bagina 15 pyl gPCR ana karisimi verin.

4. Karsilik gelen tiipe revers transkripsiyonda elde edilen (bakiniz “Protokol: Onerilen
standardize EAC revers transkripsiyon”, sayfa 14) RT triininden (cDNA, 100 ng RNA
esdegeri) 5 pl ekleyin (toplam hacim 20 pl).

5. Yavascga, yukari ve asagi pipetleyerek karistirin.

6. Kapillerleri aparat ile saglanan adaptorlere yerlestirin ve kisa sire santrifiije edin (700 x g,
yaklasik 10 saniye).

7. Kapillerleri Ureticinin 6nerilerine gore termal cycler'a yikleyin.

8. LightCycler 1.2 veya 2.0 aletini Tablo 12'de belirtildigi sekilde termal cycling
programiyla programlayin.

Tablo 12. Sicaklik profili

Analiz modu Kantifikasyon
Tutma Sicaklik: 95°C
Sdire: 10 dakika
Rampa: 20
Cycling 50 kez

10 saniye icin 95°C; rampa: 20
1 dakika i¢in 60°C; rampa: 20; FAM floresansi almayla:
Tek

Tutma 2 1 dakika i¢in 45°C; rampa: 20

9. LightCycler 1.2 igin adim 9a'yi izleyin. LightCycler 2.0 i¢in adim 9b'yi izleyin.

9a. LightCycler 1.2: F1/F2 ve “2™ derivative analysis” (2 derivatif analizi) modu
Onerilir. Termal cycling programini Tablo 12'de belirtildigi sekilde baslatin.

9b. LightCycler 2.0: Tekrar Uretilebilir sonuglar elde etmek izere LightCycler 2.0
Yazilim versiyon 4.0 lizerinde Otomatik (F”’maks) analizi kullanmanizi éneririz.
Termal cycling programini Tablo 12'de belirtildigi sekilde baslatin.
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Protokol: SmartCycler aletinde gPCR

Bu aleti kullanarak Tablo 13'de gosterildigi gibi ornekleri ikili ve kontrolleri bir kez 6lgmeyi

Oneriyoruz.

Tablo 13. SmartCycler aleti ig¢in reaksiyon sayisi

Ornekler Reaksiyonlar

ABL primerleri ve prob karigsimiyla (PPC-ABL)
n cDNA ornekleri n x 2 reaksiyon

1 x 3 reaksiyon (3 standart diliisyon, her
biri bir kez test edilir)

ABL standardi
Su kontrol 1 reaksiyon

PML-RARA bcr1 primerler ve prob karigimi ile (PPF-PML-RARA bcrl)
n cDNA ornekleri n x 2 reaksiyon

1 x 5 reaksiyon (5 standart diliisyon, her

PML-RARA ber1 standardi biri bir kez test edilir)

Su kontrol 1 reaksiyon

SmartCycler aletinde 6rnek isleme

Standartlarin ve primerler ve prob karigsimlarinin kullanimini optimize etmek Gzere ayni
deneyde en az 5 cDNA 6rnegi test edilmesini 6neririz. Sekil 6'daki iki bloklu sema bir 6rnek

vermektedir.
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@00@@ Birinci bloktaki tiim tahliller PPC-
eeooee.. ABL ile yapilir

° @@oe@oo Bu ikinci bloktaki tim tahliller
eeee 0066 PPF-PML-RARA bcr1 ile yapilir

Sekil 6. Bir deney icin 6nerilen plaka kurulumu. S: cDNA 6rnegi; F1-5: PML-RARA bcrl
standartlar; C1-3: ABL standartlari; H,O: su kontrol.

SmartCycler aletinde gPCR

Not: Tum adimlari buz tizerinde yapin.

islem

1. Tum gerekli bilesenleri ¢oziin ve buz lizerine koyun.

2. Asagidaki gPCR karigimini iglenen érnek sayisina gore hazirlayin.
Tum konsantrasyonlar son reaksiyon hacmi igindir.

Tablo 14 25 pl son reaksiyon hacmi elde etmek Uizere hazirlanmis olarak bir reaktif
karisimi hazirlanmasi igin pipetleme semasini tanimlar. Reaksiyon sayisina gére ayni
primerler ve prob karigimi kullanilarak bir 6n karisim hazirlanabilir (PPC-ABL veya
PPF-PML-RARA bcr1). Pipetleme hatasini dengelemek igin ekstra hacimler dahil
edilmistir.
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Tablo 14. qPCR karigimi hazirlama

PML-RARA
1 ABL:14+1  berl:16+1
reaksiyon reaksiyon reaksiyon Son
Bilesen (u) () (uh) konsantrasyon
TaqMan Universal
PCR Master Mix, 12,5 187,5 2125 1x
2x
Primerler ve prob
karisimi, 25x 1 15 1y =
Nukleaz
icermeyen PCR 6,5 97,5 110,5 -
sinifi su
Ornek (adim 4'te 5 Her birinden  Her birinden _
eklenecek) 5 5
Toplam hacim o5 Her birinden  Her birinden _
25 25

Kuyucuk basina 20 ul gPCR ana karisimi verin.

Karsilik gelen tiipe revers transkripsiyonda elde edilen (bakiniz “Protokol: Onerilen

standardize EAC revers transkripsiyon”, sayfa 14) RT triiniinden (cDNA, 100 ng RNA

esdegeri) 5 pl ekleyin (toplam hacim 25 pl).

Yavasca, yukari ve asagi pipetleyerek karistirin.

Ornekleri Ureticinin 6nerilerine goére termal cycler'a yikleyin.

SmartCycler aletini Tablo 15'te belirtildigi sekilde termal cycling programiyla

programlayin.
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Tablo 15. Sicaklik profili

Tutma Sicaklik: 50°C
Siire: 2 dakika
Tutma 2 Sicaklik: 95°C

Sire: 10 dakika
Cycling 50 kez
15 saniye i¢in 95°C
1 dakika icin 60°C alinmasiyla: Tek

8. Esigi 30 olarak ayarlamanizi 6neriyoruz. Termal cycling programini Tablo 15'te
belirtildigi sekilde baslatin.
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Sonuglarin Degerlendirilmesi

Veri analizi prensibi

TagMan teknolojisi kullanilarak, esik Uzerinde bir sinyal saptamak i¢in gerekli PCR
déngusl sayisina esik dongusu (Cr) denir ve reaksiyon baginda bulunan hedef miktariyla

dogrudan orantilidir.

Bilinen sayida molekiille standartlar kullanarak standart bir egri olusturulabilir ve test 6rneginde
bulunan kesin hedef miktari belirlenebilir. ipsogen standart egrileri plasmid tabanlidir; dogru
standart egrileri saglamak Uzere ABL kontrol geni (CG) igin 3 plasmid standart dillisyonu ve
fuzyon geni (PML-RARA bcr1) igin 5 standart diliisyon Oneririz. Sekil 7 ve 8 ipsogen PML-

RARA bcr1 Kitiyle elde edilen TagMan amplifikasyon egrilerine drnek gosterir.

Ameiitication Curves -
B Bl 10Q° P e
0 ABL O s
m ABL10°
1 i J,"l
/

Sekil 7. ABL standartlarinin saptanmasi (C1, C2, C3). 103, 10* ve 10° kopya/5 pl.
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PML-RARA berl 10!
PML-RARA ber1 107
PML-RARA berl 10°
PML-RARA berl 107 e
PML-RARA berl 104

EERON

Fluorascensa [403-533)

e J.-'I s .

Sekil 8. PML-RARA bcrl standart sapmalarin saptanmasi (F1-F5). 10%, 102, 10°, 10° ve 10°
kopya/5 pl.

Sonuglar

Standart egri ve kalite kriterleri

Ham veriler analiz igin bir Excel® dosyasina yapistirilabilir.

Her gen icin (ABL ve PML-RARA), plasmid standart diliisyonlarindan elde edilen ham Cr
degerleri log kopya numarasina goére plotlanir (C1, C2 ve C3 i¢in 3, 4 ve 5; F1, F2, F3, F4
ve F5igin 1, 2, 3, 5 ve 6). Sekil 9 5 standart dilisyonda hesaplanmis teorik egri 6rnegi
gOsterir.
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y = -3.3x+ 43.3
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Sekil 9. 5 standart dilisyondan hesaplanmig teorik egri. Her gen icin (ABL and PML-RARA) bir
lineer regresyon egrisi (y = ax + b) hesaplanir ve burada a ¢gizginin egimi ve b y-kesisimidir ve burasi
gizginin y eksenini gegctigi noktada y koordinatidir. Belirlemenin katsayisi (R?) ve denklem grafikte
yazdirilir.

Standartlar on kat dilisyon oldugundan egrinin teorik egimi -3,3'dir. —3,0 ile 3,9 arasinda
bir e§im R? >0,95 oldugu strece kabul edilebilir (6). Ancak hassas sonuglar igin R? >0,98
istenir (7).

Normalize kopya numarasi (NCN)

ABL standart egri denklemi bilinmeyen 6rnekler icin ham Cr verilerini (PPC-ABL ile elde

edilen) ABL kopya numaralarina (ABLcn) donustirmek tizere kullaniimalidir.

PML-RARA standart egri denklemi bilinmeyen o&rnekler igin ham Cr verilerini
(PPF-PML-RARA ile elde edilen) PML-RARA kopya numaralarina (PML-RARAcN)

donulstirmek Gzere kullaniimalidir.
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Bu CN degerlerinin orani normalize kopya numarasini (NCN) verir:

PML-RARAcN
NCN =
ABLcn

MRD degeri

Minimal rezidlel hastalik (MRD) degeri takip (FGcn/CGen)rup ve diagnostik 6rnekler

(FGen/CGen)px FG igin CG normalize ekspresyonunun oranidir.

(FGen/CGen)rup
(FGen/CGen)ox

MRD degeri (MRDv) =

Hassasiyet

Hassasiyet (SENSv) tanida relatif FG ekspresyonu (FGen/CGen)ox ve takip 6rneginde CG
ekspresyonuna (CGcn,Fup) gore hesaplanir.

CGcen,px

CGecn,rup X FGen,px

Hassasiyet (SENSv) =

ABL degerlerinde kalite kontrol

Koti RNA kalitesi veya qPCR adimlari sirasinda problemler diigiik ABLcn'ye neden olur.
ABLcn <1318 olan 6rneklerden sonuglar atmanizi  6neriyoruz (referans 5, EAC

calismasinda hasta érneklerinden %95 GA icin alt deger).
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Replikatlar arasinda tekrar Uretilebilirlik

Replikatlar arasinda Cr degerleri degiskenligi kopya sayisi degderlerinde 4 kat degisiklige
karsilik gelecek sekilde <2 olmalidir.

Replikatlar arasinda Cr degerleri degisikligi replikatlarin ortalama Cr degeri <36 (6) ise
genelde <1,5'ir.

Not: Her kullanici laboratuvarda kendi tekrar uretilebilirligini dlgmelidir.

Su kontrol

Negatif kontroller sifir CN vermelidir.

Pozitif su kontrol ¢gapraz kontaminasyon nedeniyle olusur. Bir ¢6zim bulmak igin asagida

“Sorun Giderme kilavuzu” kismina bakiniz.
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Sorun Giderme kilavuzu

Bu sorun giderme kilavuzu olusabilecek herhangi bir problemi ¢ézmekte
faydali olabilir. Daha fazla bilgi i¢in klinik koordinatériinlize bagvurun veya

Wwwaag en.com adresini *ipsogen PML-RARA bcr1 Controls Kit, kat. no. 672091, yalnizca

Arastirma Kullanimi igindir. Diagnostik islemlerde kullanim i¢in degildir. Bir hastaligin teshisi, 6nlenmesi veya
tedavisine yonelik bilgi saglama konusunda herhangi bir iddia veya beyan bulunmamaktadir.

ziyaret edin.

Aciklama ve oneriler

Tum 6rneklerde PML-RARA bcrl ve kontrol geninde (ABL) negatif sonu¢g —
standart iyi

a) Koti RNA kalitesi Baslamadan 6nce daima RNA kalitesi ve
konsantrasyonunu kontrol edin.

Paralel olarak bir hiicre hatti RNA pozitif kontrol
galistirin (ipsogen PML-RARA bcrl Controls Kit, kat.
no. 672091)*).
b) Revers transkripsiyon Baslamadan 6nce daima RNA kalitesi ve
adiminin basarisizhgi konsantrasyonunu kontrol edin.

Paralel olarak bir hiicre hatti RNA pozitif kontrol
galistirin (ipsogen PML-RARA bcrl Controls Kit, kat.
no. 672091)*).

Kontrol geninde (ABL) negatif sonu¢ — standart iyi
a) Koti RNA kalitesi Baslamadan 6nce daima RNA kalitesi ve
konsantrasyonunu kontrol edin.

Paralel olarak bir hiicre hatti RNA pozitif kontrol
calistirin (ipsogen PML-RARA bcrl Controls Kit, kat.
no. 672091)%).

b) Revers transkripsiyon Baslamadan 6nce daima RNA kalitesi ve
adiminin basarisizhgi konsantrasyonunu kontrol edin.
Paralel olarak bir hiicre hatti RNA pozitif kontrol
calistirin (ipsogen PML-RARA bcrl Controls Kit, kat.
no. 672091)*).

Standart sinyal negatif
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Aciklama ve oneriler

a) Pipetleme hatasi Pipetleme semasi ve reaksiyonun kurulumunu kontrol
edin.
PCR caligmasini tekrarlayin.
b) Kit bilesenlerinin uygun ipsogen PML-RARA bcrl Kitini =15 ila
olmayan saklanmasi —30°C'de saklayin ve primerler ve prob karigimlarini

(PPC ve PPF) isiktan koruyun. Bakiniz “Reaktif
Saklama ve Muamele”, sayfa 13.

Tekrarlanan dondurma ve ¢ézmelerden kaginin.
Reaktifleri saklama igin alikotlayin.
Negatif kontroller pozitiftir
Capraz kontaminasyon Tum kritik reaksiyonlari degistirin.
Deneyi tim reaktiflerin yeni alikotlariyla tekrarlayin.

Ornekler, kit bilesenleri ve sarf malzemesini bulagsma
kontaminasyonunu 6nlemek igin daima yaygin olarak
kabul edilen uygulamalara goére kullanin.

Standart kontrollerde bile sinyal yok

a) Pipetleme hatasi veya Pipetleme semasi ve reaksiyonun kurulumunu kontrol
atlanmis reaktifler edin.
PCR caligmasini tekrarlayin.
b) Yetersiz saflastirma RNA hazirlanmasini tekrarlayin.

nedeniyle 6rnek materyalinin
inhibe edici etkileri

c) LightCycler: Yanlis saptama Kanal Ayarini F1/F2 veya 530 nm/640 nm olarak

kanali secilmis ayarlayin.
d) LightCycler: Veri alma Dongul programlarini kontrol edin.
programlanmamis PCR programinda her birlestirme segmentinin

sonunda “single” (tek) cekim modunu secin.
Orneklerde sinyal yok veya diisiik ama standart kontrolleri iyi

a) Kotu RNA kalitesi veya Baslamadan 6nce daima RNA kalitesi ve
disuk konsantrasyon konsantrasyonunu kontrol edin.

Paralel olarak bir hiicre hatti RNA pozitif kontrol
calistirin (ipsogen PML-RARA bcrl Controls Kit, kat.
no. 672091)*).
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Aciklama ve oneriler

b) Revers transkripsiyon
adiminin basarisizhgi

Floresans siddeti fazla diiglik

a) Kit bilesenlerinin uygun
olmayan saklanmasi

b) Cok dusik baglangig hedef
RNA miktari

Baslamadan 6nce daima RNA kalitesi ve
konsantrasyonunu kontrol edin.

Paralel olarak bir hiicre hatti RNA pozitif kontrol

calistirin (ipsogen PML-RARA bcrl Controls Kit, kat.

no. 672091)*).

ipsogen PML-RARA bcrl Kitini =15 ila

—30°C'de saklayin ve primerler ve prob karigimlarini
(PPC ve PPF) isiktan koruyun. Bakiniz “Reaktif
Saklama ve Muamele”, sayfa 13.

Tekrarlanan dondurma ve gézmelerden kaginin.
Reaktifleri saklama igin alikotlayin.
Ornek RNA miktarini arttirin.

Not: Segilen RNA hazirlama yontemine bagli olarak
inhibe edici etkiler olusabilir.

LightCycler: Floresans siddeti degiskenlik gosterir

a) Pipetleme hatasi

b) Kapillerlerde yetersiz
santrifigasyon

c) Kapiller ucunun dis yizeyi
kirlidir

LightCycler: Standart egri hatasi
Pipetleme hatasi

*ipsogen PML-RARA bcr1 Controls Kit, kat. no. 672091, yalnizca Arastirma Kullanimi igindir. Diagnostik islemlerde

“Pipetting error” (pipetleme hatasi) denilen durumun
yarattigi degiskenlik verileri F1/F2 veya 530 nm/640
nm modunda analiz ederek azaltabilir.

Hazirlanan PCR karigimi halen kapillerin st kisminda

olabilir veya kapiller ucunda bir hava kabarcigi
sikismis olabilir.

Kapillerleri daima cihazin spesifik galistirma el
kitabinda tanimlanan sekilde reaksiyon karigimiyla
yuklenmis olarak santrifiije edin.

Kapillerleri kullanirken daima eldiven takin.

“Pipetting error” (pipetleme hatasi) denilen durumun
yarattigi degiskenlik verileri F1/F2 veya 530 nm/640
nm modunda analiz ederek azaltabilir.

kullanim igin degildir. Bir hastaligin teghisi, dnlenmesi veya tedavisine yonelik bilgi saglama konusunda herhangi bir

iddia veya beyan bulunmamaktadir.
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Kalite Kontrol

Tdm kitin kalite kontroli bir LightCycler 480 aletiyle yapilmistir. Kit 1ISO 13485:2003
standardina goére Uretilmistir. Analiz sertifikalan istek lUzerine www.giagen.com/support/

adresinde bulunabilir.
Sinirlamalar

Kullanicilar bu cihazin kullaniimasindan 6nce bu teknoloji konusunda egitimli ve asina
olmalidir. Bu el kitabinda verilen talimat izlenerek, onaylanmis aletlerle kombinasyon

halinde kullaniimalidir (bakiniz “Gereken ama Saglanmayan Materyal”, sayfa 10).

Olusan herhangi bir diagnostik sonug diger klinik veya laboratuvar bulgulariyla birlikte
yorumlanmalidir. Laboratuvarlarinda QIAGEN performans c¢alismalarinin kapsaminda
olmadan kullanilan herhangi bir islem igin sistem performansini dogrulamak kullanicinin

sorumlulugundadir.

Tam bilesenlerin kutu ve etiketlerinde basili son kullanma tarihlerine dikkat edilmelidir. Son

kullanma tarihi gegmis bilesenleri kullanmayin.

Not: Bu kit “Europe Against Cancer” (EAC) calismalarina gore tasarlanmistir (4, 5). Bu el
kitabinda verilen talimat izlenerek, onaylanmis reaktifler ve aletlerle kombinasyon halinde
kullanilmalidir. Bu Urinin etiket digi herhangi bir kullanimi ve/veya bilesenlerin
modifikasyonu QIAGEN’in yukimlaligunu ortadan kaldirir.
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Performans Ozellikleri

Klinik olmayan calismalar

Materyaller ve yontemler

Performans degerlendirmesi “Gereken ama Saglanmayan Materyal”, sayfa 10 icinde liste
halinde verilen reaktiflerle kombinasyon halinde bir ABI PRISM 7700 SDS ile yapilmistir.
Esdegerlik calismalari asagidaki aletlerde kullanimini dogrulasmistir: ABI PRISM 7000 ve
7900HT SDS, LightCycler 1.2 ve 480, Rotor-Gene 3000, ve SmartCycler.

ipsogen PML-RARA bcrl Kitinin analitik performansini belirlemek (izere klinik olmayan
calismalar yapilmistir. Bu klinik olmayan laboratuvar calismalari sabit bir son MV4-11
hicre hatti total RNA miktarinda seyreltiimis olarak NB4 hiicre hattindan total RNA

Uzerinde yapilmistir.

Testin tekrarlanabilirligini belilemek tzere 200 ng sabit son toplam miktarda MV4-11 total
RNA'da seyreltilmis NB4 total RNA konsantrasyonu (5 ng, 500 pg, 50 pg, 5 pg ve 0,5 pg)
g¢alisma basina 5 replikat ve 4 farkli galisma olarak analiz edilmistir. MV4-11 RNA'da 5 pg
ve 0,5 pg NB4 RNA bulunan érnekler sonug vermek icgin fazla disiik olmustur (Sekil 10).
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Sekil 10. MV4-11 negatif total RNA'da NB4 total RNA i¢in 2,5 x 1072 (5 ng), 2,5 x 102 (0,5 ng) ve
2,5 x 107 (0,05 ng) diliisyonlarinin amplifikasyon plotlari.
Analitik veriler

Tablo 16—19 ortalama esik déngusi (Cr), standart sapma (SD), 6rnek sayisi (n), varyasyon
katsayisi (CV), ortalama kopya numarasi (CN) ve ortalama normalize kopya numarasi

(NCN) ile testler arasi analizleri gosterir.

Tablo 16. Testler arasi ve test i¢i analiz — hiicre hatlari PML-RARA ve ABL

Testler arasi analiz Testici analiz
Hiicre
hatti Dilisyon Ortalama Cr SD n CV (%) MinCV MaksCV
5ng 29,86 029 20 0,98 0,32 1,42

PML-
RARA 0,5 ng 33,70 0,48 20 1,42 0,56 2,16

0,05 ng 37,03 0,37 18 1,01 1,07 2,03
ABL — 24,06 0,22 100 0,92 0,15 2,31
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Tablo 17. Testler arasi analiz — plasmidler

Gen Plasmid Ortalama Cr SD n CV (%)
F1 (10* kopya) 35,95 0,29 8 0,79
F2 (102 kopya) 32,25 0,59 8 1,84

PML-RARA F3 (10° kopya) 28,71 0,55 8 1,90
F4 (10° kopya) 22,14 0,49 7 2,23
F5 (10° kopya) 18,64 0,72 8 3,84
C1 (10° kopya) 28,85 0,76 7 2,62

ABL C2 (10* kopya) 25,25 0,71 8 2,82
C3 (10° kopya) 21,74 0,81 8 3,74

Tablo 18. Testler arasi analiz — hiicre hatlari PML-RARA bcrl ve ABL (ortalama CN)

Hiicre hatti Dilusyon Ortalama CN SD n CV (%)
(5262/);018 ﬁg) 583,95 149,19 20 25,55
e (08 nl200mg) 44,98 1225 20 2723
(o,ozs’iglégzng) 4,91 155 19 31,52
ABL - 35.171,47 22.448,3 99 63,83
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Tablo 19. Testler arasi analiz — hiicre hatti PML-RARA bcrl (ortalama NCN)

Ortalama
Hiicre hatti Diliisyon NCN* SD n CV (%)

2,5x 1072

(5 ng/200 ng) 271,4 150,00 20 55,56
PML-RARA 2,5x 1072

berl (0,5 ng/200 ng) 15,35 8,12 20 52,87
2,5x10™

(0,05 ng/200 ng) 1,66 0,91 18 55,14

ABL - 35.171,47 22.448,3 99 63,83

- PML-RARA bcrlcn .
* Sadece bu galisma sonuglari icin NCN ABL x 10.000 olarak verilir.
CN

Klinik arastirmalar

Performans degerlendirmesi “Gereken ama Saglanmayan Materyal”, sayfa 10 iginde liste
halinde verilen reaktiflerle kombinasyon halinde bir ABI PRISM 7700 SDS ile yapilmistir.
Esdegerlik calismalari asagidaki aletlerde kullanimini dogrulagsmistir: ABI PRISM 7000 ve
7900HT SDS, LightCycler 1.2 ve 480, Rotor-Gene 3000, ve SmartCycler.

Europe Against Cancer (EAC) tarafindan bir toplu eylemde organize edilmis sekilde 10
Avrupa llkesinde 26 laboratuvarlik bir grup ipsogen tarafindan saglanan plasmidleri klinik
ortamda major I6semiyle iligkili fizyon genlerinin gPCR analizi i¢in standardize bir protokol
elde etmek lzere kullanmistir. PML-RARA bcr1 transkripti bu calismaya dahil edilen
fizyon genlerinden (FG) biridir. Burada bu dogrulama calismasinin bir 6zetini sunuyoruz;
tam sonuglar 2003 yilinda yayimlanmistir (4, 5).
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CG ve FG plasmid standartlari igin laboratuvarlar arasi tekrar dretilebilirlik

Toplam 11 laboratuvar CG ve FG plasmid standart dilisyonlarinin élgiminde degiskenligi
degerlendirmek Uzere bir laboratuvarlar arasi tekrar Uretilebilirik deneyi yapmigtir.
Dilisyonlar her tesiste ikili olarak yapilmigtir. Tablo 20 her dilisyon icin ortalama, standart
sapma ve CV (%) degerlerini gostermektedir.

Tablo 20. CG ve FG plasmid standartlan i¢in laboratuvarlar arasi tekrar uretilebilirlik

Gen Diliisyon Ortalama Cr SD CV (%)
C1 29,26 0,69 2,31

ABL kontrol geni Cc2 25,79 0,65 2,53
C3 22,40 0,61 2,70
F1 35,84 0,79 2,21
F2 32,47 0,49 1,50

PML-RARA bcrl flizyon geni F3 28,91 0,34 1,17
F4 21,82 0,30 1,40
F5 18,47 0,29 1,55

PML-RARA bcr1 FG transkripti icin ekspresyon degerleri

Tablo 21 ve 22 PML-RARA bcr1 FG transkripti ve ABL CG ekspresyon deg@erlerini NB4
hiicre hatti, tanida APL hastalari ve negatif kontrol hastalar i¢cin vermektedir.
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Tablo 21. PML-RARA bcr1 FG transkripti ve ABL CG ekspresyon degerleri — Cr

degerleri

Cr degerleri (%95 aralik)

NB4 hiicre hatti

APL hasta érnekleri
Kemik iligi (n = 14)
Periferal kan (n = 9)
Negatif hasta érnekleri
Kemik iligi (n = 26)
Periferal kan (n = 74)

PML-RARA bcri ABL
23,7
25,6 (23,1-27,5) 24,5 (21,7-28,5)
25,7 (23,7-29,4) 24,6 (22,0-27,4)

25,35 (24,68-26,02)
25,15 (24,83-25,48)

ABL CT degerleri normal ve I[6semik drnekler arasinda énemli fark gdstermedi ve ayrica
ornek tipleri (PB veya BM) veya APL tanisi konmus hastalardan I6semi 6rnekleri arasinda

onemli fark gostermedi.
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Tablo 22. PML-RARA bcrl FG transkripti ve ABL CG ekspresyon degerleri— CN ve
NCN degerleri

NCN degerleri
CN degerleri (%95 aralik) (%95 aralik)
CN berl/
PML-RARA bcrl ABL CN ABL
Hasta ornekleri
Kemik iligi 5129 1538,7 0,30
(n=14) (1480-25.704) (133,2-46.781,28) (0,09-1,82)
Periferal kan 3891 1400,76 0,36
(n=9) (475-14.454) (50,27-11.274) (0,11-0,78)
Negatif hasta drnekleri
Kemik iligi _ 19.201 _
(n = 26) (12.922-25.480)
Periferal kan _ 21.136 _
(n=74) (17.834-24.437)

Yalanci pozitif ve yalanci negatif oranlari
Yalani negatif ve yalanci pozitif oranlari asagidaki kontroller kullanilarak hesaplandi.

1 Pozitif kontroller: NB4 hucreleri, PML-RARA bcr1 FG pozitifligi i¢in iyi bilinen bir hiicre
hatti; hasta érnekleri zaten PML-RARA bcr1 pozitifligi icin degerlendirilmis

1 Negatif kontroller: Negatif RNA drnekleri, PCR kontaminasyonunu kontrol etmek icin
insan RNA'sI yerine E. coli RNA'sindan yapilmis amplifikasyon olmamasi kontrolleri
(NAC) ve insan RNA'sI yerine su igeren sablon olmamasi kontrolleri (NTC)

FG'nin RNA drnekleri amplifikasyonu Uglu olarak ve CG igin ikili olarak galisildi.

Yalanci negatif 6rnek %50'den az pozitif kuyunun oldugu (0/2, 0/3 veya 1/3) pozitif RNA

ornegi olarak tanimlandi.
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Bir yalanci pozitif érnek en az %50 pozitif kuyuyla (1/2, 2/3 veya 3/3) bir negatif 6érnek

olarak tanimlandi.

Tablo 23 yalanci negatif ve yalanci pozitif drneklerin sayi ve ylzdesini gbstermektedir.

Tablo 23. Yalanci negatif ve yalanci pozitif 6rnekler

Yalanci negatiflik Yalanci pozitiflik
1078 10 FG negatif kontrol NAC/NTC
0% (0/29) 0% (0/28) 11% (5/45) 5% (5/100)
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Semboller

Asagidaki semboller paketler ve etiketlerde belirebilir:

<N> reaksiyon igin yeterli reaktif icerir

<N>
g Son Kullanma Tarihi
IVD in vitro diagnostik tibbi cihaz
REF Katalog numarasi
I.OT Lot numarasi
MAT Materyal numarasi (yani bilesen etiketi)
GTIN Kiresel Ticari Uriin Numarasi
X Sicaklik sinirlamasi

Uretici

::Iﬂ Kullanma talimatina bagvurun

Belge revizyon ge¢gmisi

R5, Kasim 2017 ipsogen PML-RARA bcrl Controls Kitin (kat. no.
672091) Yalnizca Arastirma Amagli olduguna
yonelik notlar eklenmistir; klicik yazim hatalari
duzeltilmigtir.
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Siparis Bilgisi

Uriin icindekiler Kat. no.
ipsogen PML-RARA bcrl Kit 24 reaksiyon i¢in: ABL Kontrol Geni 672123
(24) Standartlari, PML-RARA bcrl Fiizyon Geni

Standartlari, Primerler ve Prob Karisimi
ABL, Primerler ve Prob Karisimi PML-RARA
berl Fluzyon Geni

Rotor-Gene Q MDx — Klinik uygulamalarda IVD ile dogrulanmis gergek
zamanh PCR analizi igin

Rotor-Gene Q MDx 5plex 5 kanall (yesil, sari, turuncu, kirmizi, kizil) 9002032
HRM Platform ve HRM kanalli gergek zamanli PCR cycler

ve Yuksek CozunirlUkla Melt analizor(,

diziista bilgisayar, yazilim, aksesuarlar,

malzeme ve iscilik icin 1 yil garanti; kurulum

ve egitim dahil degildir
Rotor-Gene Q MDx 5plex 5 kanalli (yesil, sari, turuncu, kirmizi, kizil) 9002033
HRM System ve HRM kanalli gergek zamanl PCR cycler

ve Yuksek Cozunurliklu Melt analizor(,

dizustu bilgisayar, yazilim, aksesuarlar,

malzeme ve isgilik i¢in 1 yil garanti; kurulum

ve egitim
ipsogen PML-RARA bcrl Kontrol Kiti — PML-RARA bcrl flizyon
geninin revers transkripsiyonu ve RNA ekstraksiyonunun kalitatif

dogrulanmasi igin

ipsogen PML-RARA bcrl PML-RARA bcrl flzyon geninin negatif, 672091*
Controls Kit yuksek ve dusuk pozitif ekspresyonlu hticre
hatlari

*ipsogen PML-RARA bcr1 Controls Kit, kat. no. 672091, yalnizca Arastirma Kullanimi igindir. Diagnostik islemlerde
kullanim igin degildir. Bir hastaligin teghisi, dnlenmesi veya tedavisine yonelik bilgi saglama konusunda herhangi bir
iddia veya beyan bulunmamaktadir.

Guncel lisanslama bilgisi ve Urline spesifik red beyanlari igin ilgili QIAGEN Kkiti el kitabi
veya kullanici el kitabina bakiniz. QIAGEN kiti el kitaplari ve kullanici el kitaplan
www.giagen.com adresinde bulunabilir veya QIAGEN Teknik Servisi veya yerel

distribUtdriinlizden istenebilir.

ipsogen PML-RARA bcrl Kit Handbook 11/2017 53



Bu iriiniin in vitro diagnostik kullanim igin olmasi amaglanmistir. ipsogen iiriinleri 6nceden QIAGEN'in yazili onayi olmadan tekrar satilamaz, tekrar
satig icin modifiye edilemez veya ticari iiriinler tiretmek igin kullanilamaz.

Bu belgedeki bilgi haber verilmeden degistirilebilir. QIAGEN bu belgede gériilebilen herhangi bir hata igin sor almaz. Bu in yayin tarihinde
iz ve dogru g i . QIAGEN, higbir sekilde bu i g veya dolayh olarak kaynaklanan her tiirlii 6zel,
anizi veya goklu veya sonugsal kayiplardan sorumlu degildir.

ipsogen driinlerinin belirtilen spesifikasyonlar karsilayacagi garanti edilir. Uriinler garanti edildigi sekilde performans géstermezse QIAGEN'in tek
yiikiimliiliigii ve miigterinin tek ¢6ziimii iiriinlerin licretsiz degistiriimesiyle sinirhdir.

Ticari markalar: QIAGEN®, ipsogen®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group); ABI PRISM®, Applied Biosystems®, FAM™, RNaseOUT™, SuperScript®, SYBR®,

TAMRA™ (Life Technologies Corporation); Agilent®, Bioanalyzer® (Agilent Technologies, Inc); Excel® (Microsoft Corporation); LightCycler®, TagMan®
(Roche Group); SmartCycler® (Cepheid).

ipsogen PML-RARA ber1 Kiti igin Sinirh Lisans Sézlesmesi

Bu drlindin kullaniimasi Griiniin herhangi bir satin alani veya kullanicisinin su sartlari kabul ettigini belirtir:

1. Uriin yalnizca iiriinle ve bu el kitabinda verilen protokollere uygun olarak kullanilabilir ve yalnizca kitin iginde bulunan bilesenlerle kullanim igindir. QIAGEN,
bu kit ile birlikte verilen bilesenlerin el kitabinda ve www.qiagen.com adresinden ulasilabilen ek protokollerde belirtilenlerin disinda bu kitin icinde yer aimayan
herhangi bir bilesenle kullanimi veya birlestiriimesi icin kendi fikri milkiyet haklarinin herhangi biri altinda lisans hakki vermez. Bu ek protokollerden bazilari
QIAGEN kullanicilar tarafindan QIAGEN kullanicilari igin saglanmistir. Bu protokoller QIAGEN tarafindan kapsamli sekilde denenmemis veya optimize
edilmemistir. QIAGEN bu protokollerin tiglinci taraflarin haklarini ihlal etmeyecegini garanti etmez.

2. Acik olarak ifade edilmis lisanslar disinda, QIAGEN bu Kit ve/veya kullaniminin Gglinci taraflarin haklarini ihlal etmeyecegi konusunda herhangi bir garanti

vermez.
3. Bu Kit ve bilesenleri sadece tek kullanim igin lisanslidir ve tekrar kullanilamaz, tekrar islemden gegirilemez veya tekrar satilamaz.

4. QIAGEN spesifik olarak agik olarak belirtilen disinda ister agik ister zimni olsun her tiirlii baska lisansi reddeder.

5. Kitin satin alani ve kullanicisi yukarida yasaklanan islemlerden herhangi birine yol agabilecek veya bunlari kolaylastirabilecek herhangi bir adim atmamayi ve

bagkasinin da atmasina izin vermemeyi kabul eder. QIAGEN bu Sinirli Lisans Sézlesmesinin yasaklarini herhangi bir Mahkemede yiiriirlige sokabilir ve
Avukat Ucretleri diginda tiim arastirma ve mahkeme masraflarini bu Sinirli Lisans Sézlesmesini veya Kit ve/veya bilesenleriyle ilgili herhangi bir fikri mlkiyet
haklarini yirirlige sokmak igin yapilan bir davada geri alacaktir.

Giincellenmis lisans sartlari igin bakiniz www.giagen.com.

HB-1358-005 1108718 Nov-2017 © 2013-2017 QIAGEN, tiim haklari saklidir.
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