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Kullanim Amaci

therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit, formalinle fikse edilmis, parafine gémilmis (formalin-
fixed paraffin-embedded, FFPE) insan beyin dokusundan ekstrakte edilen DNA i¢inde, IDH1
geninin 7 mutasyonunun, IDH2 geninin ise 5 mutasyonunun kalitatif olarak saptanmasina ve
3 majoér mutasyonun dogrudan tanimlanmasina yonelik PCR teknolojisine dayanan bir in
vitro tani amagli testtir.

therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit'in, gliomalarin siniflandirimasinda yardimci olarak

kullaniimasi amaglanmigtir.

therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit El Kitabi  07/2020 5



Ozet ve Aciklama

IDH1 ve IDH2 izositrat dehidrogenaz (isocitrate dehydrogenase, IDH) genlerindeki
mutasyonlar, yetiskin Diinya Saghk Orgiitii (World Health Organization, WHO) derece Il ve
Il gliomalarda ve WHO derece IV sekonder glioblastomalarda (glioblastomas, GBM) siklikla
gorulur. Diagnostik degerine ek olarak, IDH1/2 mutasyonlarinin varligi glioma hastalarinda
olumlu prognoz ile iligkilendirilmigtir (1-13).

therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit, 12 spesifik IDH1/2 mutasyonunun saptanmasina yonelik
bir tahlildir: IDH1 genine ait kodon 132 icinde 6, IDH2 genine ait homolog kodon 172 icinde
5 ve IDH1 genine ait kodon 100 i¢cinde 1 adet (Tablo 1). Kit ayrica, major IDH1 R132H, IDH1
R132C ve IDH2 R172K degisimlerine yol acan major IDH1 ve IDH2 mutasyonlarini da

dogrudan tanimlar.
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Tablo 1. therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit kullanilarak saptanan IDH1 ve IDH2 mutasyonlar

Gen Mutasyon Baz degisimi COSMIC ID*
Arg132His (R132H) 395G>A COSM28746
Arg132Cys (R132C) 394C>T COSM28747
Arg132Ser (R132S) 394C>A COSM28748
IDH1 Arg132Gly (R132G) 394C>G COSM28749
Arg132Leu (R132L) 395G>T COSM28750
Arg132Val (R132V) 394 395CG>GT COSM28751
Arg100GIn (R100Q) 299G>A COSM88208
Argl72Lys (R172K) 515G>A COSM33733
Arg172Met (R172M) 515G>T COSM33732
R Arg172Trp (R172W) 514A>T COSM34039
Arg172Ser (R172S) 516G>T COSM34090
Arg172Gly (R172G) 514A>G COSM33731

* COSMIC ID'ler Kanserdeki Somatik Mutasyonlar Katalogundan (Catalog of Somatic Mutations in Cancer,
www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic) alinmistir.
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Prosed(ir Prensibi

therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit, 12 mutasyonun saptanmasina ydnelik 9 ayr

amplifikasyon reaksiyonu gergeklestirme amagli reaktifler saglar (Tablo 1):

® [DH1 genine ait 132 ve 100 kodonlarinin ve IDH2 genine ait kodon 172'nin 3 total
amplifikasyon reaksiyonu

® |DH1 genine ait 132 ve 100 kodonlarinin ve IDH2 genine ait kodon 172'nin 3 mutasyon

amplifikasyon reaksiyonu

e [DH1 R132H, IDH1 R132C ve IDH2 R172K mutasyonlarinin 3 adet mutasyona 6zgl
amplifikasyon reaksiyonu

Total reaksiyon karisimlari

Total Primerler ve Prob Karisimlari (PPM-Total), hem mutasyona ugramis hem de dogal

fenotip hedef sekanslarini amplifiye etmeye ydnelik primerler ve problar kullanir (Sekil 1).

Mutasyon saptama reaksiyon karigimlari

Mutasyon saptama primerleri ve prob karisimlari, hem mutasyona ugramis hem de dogal
fenotip hedef sekanslari amplifiye etmeye yonelik primerler ve problar ile elongasyonu
engelleme amagl bir fosfat grubunun eklenmesiyle bloke olan (PCR kenetleme), dogal

fenotip hedef sekansina 6zgu olan 3' oligontkleotidi bir araya getirir.

PCR sablonu dogal fenotip sekansi icerdiginde 3' fosfat oligoniikleotid, daha ylksek afinite
nedeniyle PCR primer baglanmasindan daha baskin olur. DNA polimerazi tarafindan uzama
gorilmez veya az miktarda uzama gorulir ve amplifikasyon yoktur veya diisik amplifikasyon

go6zlemlenir.

Mutasyona ugramis bir sekans bulundugunda PCR primer baglanmasi, 3'-oligoniikleotid
baglanmasindan daha baskin olur ve amplifikasyon devam eder (Sekil 1).
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Mutasyon tanimlama reaksiyon karisimlari

Allele 6zgl amplifikasyon, DNA polimerazinin, PCR primerinin 3' ucundaki eslesme ve
uyusmazhk durumlari arasinda ayrim yapma yetisini kullanan ARMS (Amplifikasyon

Refrakter Mutasyon Sistemi) tarafindan gergeklestirilir.

PCR primeri tam olarak eslestiginde, amplifikasyon tam verimlilikle ilerler. 3' baz eslesmesi

olmadidinda, yalnizca dusuk seviyeli arka plan amplifikasyonu gercgeklesir (Sekil 1).

PPM-Total IDH — —y» | Amplifikasyon

WT (Dogal Fenotip) & f
veya mutasyona ugramis DNA 4

Amplifikasyon
yok veya disik
amplifikasyon

PPM-IDH Mut
(3' Oligo-P ile)

ra N
.~ Amplifikasyon

[rp—— o .
_ => yok veya dusik
WT DNA G F amplifikasyon

PPM-IDH1 Mut |  mmmem. >
IDH1 R132H DNA &

R132H

«

- - -

G F
IDH1 mutasyona ugramis
Y DNA's1 R132H dis! ’
' <———, leri veya ters primer G———F Cift boyali prob

p Fosfat oligonukleotid (Oligo-P)

bS . - -

Sekil 1. therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit'teki primerler ve prob karisimlari ile elde edilen sonuglar.
IDH1 R132H'yi saptadigi ortaya konan prensip, IDH1 R132C ve IDH2 R172K icin de gegerlidir.
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Saglanan Materyaller

Kit icerigi

therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit
Katalog numarasi

Reaksiyon sayisi

(20)
873011
20

Primers and Probe Mix for the detection of
total IDH1/R132

(Total IDH1/R132'nin saptanmasina
yonelik Primerler ve Prob Karigimi)

(Dogal Fenotip ve Mutasyona Ugramis)

Primers and Probe Mix for the detection of
Total IDH2/R172

(Total IDH2/R172'nin saptanmasina
yonelik Primerler ve Prob Karigimi)

(Dogal Fenotip ve Mutasyona Ugramis)

Primers and Probe mix for the detection of
Total IDH1/R100

(Total IDH1/R100'Un saptanmasina
yonelik Primerler ve Prob Karigimi)

(Dogal Fenotip ve Mutasyona Ugramis)

Primers and Probe Mix (including Oligo-P)
for the detection of Mutated IDH1/R132
(Mutasyona ugramis IDH1/R132'nin
saptanmasina yonelik Primerler ve

Prob Karigimi (Oligo-P dabhil))

Primers and Probe Mix (including Oligo-P)
for the detection of Mutated IDH2/R172
(Mutasyona ugramis IDH2/R172'nin
saptanmasina yonelik Primerler ve

Prob Karigimi (Oligo-P dabhil))

Primers and Probe mix (including Oligo-P)
for the detection of Mutated IDH1/R100
(Mutasyona ugramis IDH1/R100'Un
saptanmasina yonelik Primerler ve

Prob karigimi (Oligo-P dahil))

Primers and Probe Mix for the
identification of IDH1 Mut R132H
(IDH1 Mut R132H'nin tanimlanmasina
y6nelik Primerler ve Prob Karigimi)

PPM-Total IDH1/R132 25x 40 pl

PPM-Total IDH2/R172 25x 40 ul

PPM-Total IDH1/R100 25x 40 ul

PPM-IDH1/R132 Mut 25x 40 pl

PPM-IDH2/R172 Mut 25x 40 ul

PPM-IDH1/R100 Mut 25x 40 pl

PPM-IDH1 Mut R132H 25x 40 pl

Tablonun devami bir sonraki sayfadadir

10
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Kit icerigi (devami)

therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit (20)
Katalog numarasi 873011
Reaksiyon sayisi 20
Primers and Probe Mix for the identification of PPM-IDH1 Mut R132C 25x 40 pl
IDH1 Mut R132C

(IDH1 Mut R132C'nin tanimlanmasina y&nelik

Primerler ve Prob Karigimi)

Primers and Probe Mix for the identification of PPM-IDH2 Mut R172K 25x 40 pl
IDH2 Mut R172K

(IDH2 Mut R172K'nin tanimlanmasina yénelik

Primerler ve Prob Karigimi)

IDH1/IDH2 Wild Type Genomic DNA IDH1/IDH2 WT Kontrol 270 pl
(IDH1/IDH2 Yabani Tip Genomik DNA)

IDH1/IDH2 Mutated Positive Control IDH1/IDH2 Pozitif Kontrol 270 ul
(IDH1/IDH2 Mutasyonlu Pozitif Kontrol)

Mix of Tag DNA Polymerase, dNTPs, MgCI2, qPCR Master Karigsim 2x 5 x 900 pl
and buffer for gPCR (Tag DNA Polimeraz,

dNTP'ler, MgCI2 ve gPCR tamponu karisimi)

Nuclease-Free Water (Niikleaz igermeyen Su) Niikleaz Igermeyen Su 5x 525 pl
therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit El Kitabi (ingilizce) 1
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Gerekli Olan Ancak Saglanmayan Materyaller

Kimyasallar ile galigirken, her zaman uygun laboratuvar 6nligu, tek kullanimlik eldiven ve
koruyucu gozlik kullanin. Daha fazla bilgi igin, Uriin tedarikgisinden elde edilebilecek uygun
glvenlik veri sayfalarina (Safety Data Sheets, SDS'ler) bagvurun.

Onemli: Bu prosedirde kullanilan cihazlarin Ureticinin dnerilerine gére kontrol ve kalibre

edilmis oldugundan emin olun.

Reaktifler (manuel DNA ekstraksiyonu)

® DNA ekstraksiyon kiti: QlAamp® DNA FFPE Tissue Kit (kat. no. 56404)

RNase A (17,500 U) (kat. no. 19101)

® Xylene veya Histolemon™ (Carlo Erba, kat. no. 454911, www.carloerbareagents.com)

Etanol (%96 ila 100)

1x TE tamponu, pH 8,0

Reaktifler (otomatik DNA ekstraksiyonu)

DNA ekstraksiyon kiti: QIAsymphony® DSP DNA Mini Kit (kat. no. 937236)

Buffer ATL (kat. no. 19076 veya 939016)

® RNase A (kat. no. 19101)

® Xylene veya Histolemon (Carlo Erba, kat. no. 454911, www.carloerbareagents.com)
e Etanol (%96 ila 100)

e 1x TE tamponu, pH 8,0

Sarf Malzemeleri

® Nester
® Nukleaz icermeyen aerosole direngli steril hidrofobik filtreli PCR pipeti uclari

e 2,0mlveya 1,5 ml niikleaz icermeyen tip
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® Rotor-Gene i¢in Strip Tubes and Caps, 0.1 ml (kat. no. 981103 veya 981106)

® Buz

Otomatik DNA ekstraksiyonu icin ilave sarf malzemeleri

Sample Prep Cartridges, 8-well (kat. no. 997002)
® 8-Rod Covers (kat. no. 997004)

e Filter-Tips, 200 pl, Qsym SP (kat. no. 990332) ve Filter-Tips, 1500 ul, Qsym SP (kat. no.
997024)

® Elution Microtubes CL (kat. no. 19588)

e Micro tubes 2.0 ml Type H (Sarstedt®, kat. no. 72.693, www.sarstedt.com)

Ekipman

Ksilen/Histolemon ve etanol i¢in lam askisi ve 2 adet uyumlu lam banyosu
® PCRicin 6zel mikrolitre pipetler* (1-10 pl; 10-100 pl; 100-1000 pl)

e 0,5 ml/1,5 ml reaksiyon tipleri ve mikroplakalar igin rotorlu masaustu santrifij
(13.000-14.000 rpm hiza ulasabilen)

e Masaustu tlp kanistirici

® Real-time PCR cihazi: Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM ve ilgili spesifik materyal
® Rotor-Gene Q MDx yazihm strimi 2.1.0 veya Uzeri

e Biyofotometre

® Termomikser, i1sitmali orbital inkiibator, isitma blogu veya 56°C ve 90°C dahilinde
inkibasyon saglayabilen su banyosu
Otomatik saflastirma icin ilave ekipman

® QIAsymphony SP cihazi

® QIAsymphony SP yazilim slirimu 4.0 veya Uzeri
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Uyarilar ve Onlemler

in vitro tani amach kullanim igindir

Guvenlik Bilgileri

Kimyasallar ile ¢caligirken, her zaman uygun laboratuvar 6nligu, tek kullanimlik eldiven ve
koruyucu goézlik kullanin. Daha fazla bilgi igin lutfen uygun givenlik veri sayfalarina (Safety
Data Sheets, SDS'ler) basvurun. Bunlar c¢evrimici olarak PDF halinde
www.giagen.com/safety adresinde yer almaktadir ve burada her QIAGEN kiti ve kit bileseni
icin SDS'yi bulabilir, okuyabilir ve yazdirabilirsiniz.

Kullanilan saflastirma kiti icin glivenlik bilgisi agisindan ilgili kit el kitabina bakin. Cihazlar ile

ilgili givenlik bilgisi icin ilgili cihaz kullanim kilavuzuna bakin.

Genel 6nlemler

® Test, tamponlu formalinle fikse edilmis, parafine gomulmis (formalin-fixed

paraffin-embedded, FFPE) cerrahi kazima doku numuneleriyle kullanim igindir.

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

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

e therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit i¢in kullanilan reaktifler, en uygun bicimde
seyreltilmistir. Performans kaybi yasanabilecegi igin reaktifleri daha fazla seyreltmeyin.
25 pl'den daha az reaksiyon hacmi (reaksiyon karigsimi ve 6rnek) ile islem yapmayin.

e therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit ile tedarik edilmis tlim reaktifler, yalnizca ayni kit ile tedarik
edilen diger reaktiflerle birlikte kullanima yoneliktir. Performansi etkileyebilecedi igin
therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit'ler arasinda higbir reaktifi birbiri yerine kullanmayin.
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e llave uyarilar, dnlemler ve prosediirler icin Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazi kullanim

kilavuzuna basvurun.
e Inkiibasyonun ve sicakliklarin degistirimesi hatali veya uyumsuz verilere neden olabilir.
® Suresi dolmus veya yanlis saklanmis bilesenleri kullanmayin.
® Primerler ve prob karigimlari 1siga maruz kalirsa degisiklige ugrayabilir.

e Karisimlarin pozitif kontrol reaktifi icinde bulunan sentetik maddelerle kontamine

olmasini énlemek igin ¢ok dikkatli olun.

® Sablon DNA'nin bozulmasina yol agabilecek DNase kontaminasyonunu engellemek igin

son derece dikkatli olun.

® Reaksiyon karisimlarini kurmak ve sablonlari eklemek icin birbirinden ayri pipetler

kullanin.

® Reaksiyon karigimlarini, sablonlarin eklenmesi igin kullanilan alandan baska bir alanda

karistirin ve dagitin.
® Calisma bitinceye kadar Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazini agmayin.
® Calisma bittikten sonra Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM tlplerini agmayin.

® Dogru 6rnek testi yapabilmek icin yanlis érnek girisi, yikleme hatasi ve pipetleme hatasi

gibi durumlara kars! dikkatli olunmalidir.
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Reaktifi Saklama ve Kullanma

Sevkiyat kosullari

therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit kuru buz Uzerinde sevk edilir. Teslimat esnasinda
therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit'in herhangi bir bileseninin donmus olmadigini, dis
ambalajin nakliye esnasinda ac¢ilmis oldugunu veya paket icinde ambalaj notu, el kitabi veya
reaktiflerin bulunmadigini fark ederseniz lutfen QIAGEN Teknik Servisleriyle veya yerel

distribltorlerden biriyle iletisime gegin (bkz. www.giagen.com).
Saklama

therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit, teslim alinmasindan hemen sonra -30 ila -15°C sabit

sicaklikta bir dondurucuda saklanmali ve isiktan korunmalidir.

Stabilite

therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit, belirtilen saklama kosullarinda saklandigi zaman
belirtilen son kullanma tarihine kadar stabil kalir.

Bir kez agildiginda, reaktifler -30°C ila -15°C sicaklikta orijinal ambalaiji iginde saklanirsa ambalaj
Uzerindeki son kullanma tarihine kadar kullanilabilir. Tekrarlanan ¢6zdirme ve dondurma

islemlerinden kaginiimahdir. En fazla 5 dondurma-¢6zdiirme déngulsund asmayin.
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Numune Kullanimi ve Saklama

therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit, beyin kanseri hastasi olan gondillilerden alinan cerrahi
kazimalardan elde edilen formalinle fikse edilmis parafine gémulmus (formalin-fixed paraffin-
embedded, FFPE) timoér dokusundan ekstrakte edilen DNA 6rnekleri ile kullanima y6neliktir.

TUm doku dérneklerine tehlikeli olabilecegdi diistiniilerek muamele yapiimalidir.

® Doku numunesi, %4-10 oraninda nétr tamponlu formalinde (neutral buffered formalin,
NBF) fikse edilmelidir.

e Parafin blogundan 10 um'lik seri kesitler kesilmeli ve cam lamlar izerine yerlestirilmelidir.

e Egitimli bir gorevli (6rn. bir patolog), Hematoksilin ve Eozin (H&E) ile boyanmisg bitisik bir
kesiti, timor igerigi ve alan bakimindan degerlendirmelidir. DNA ekstraksiyonu igin seri
kesitler kullanin.

® Yalnizca 2%40 timor igerigine sahip kesitler test icin uygundur.

e 50 mm? altinda doku alanina sahip kesitlerde, toplam doku alanini en az 50 mm?
(QlAsymphony SP Uzerinde otomatik ekstraksiyon icin 100 mm?) degerine ¢ikarmak igin
yeterli sayida kesitin iglenmesini dneririz.

® TUmor numunelerini, bloklari, lamlari ve ekstraksiyona hazir drnekleri kontrolll bir sekilde
ve yerel prosedurlere uygun olarak etiketleyin, kullanin ve saklayin.

e FFPE bloklarini ve lamlari oda sicakliginda saklayin. Lamlar, therascreen IDH1/2 RGQ
PCR Kit ile kullaniimak Uzere DNA ekstraksiyonundan dnce en fazla 4 hafta boyunca
ortam sicakliginda saklanabilir.

® Ekstraksiyondan sonra genomik DNA, 2—8°C'de 1 haftaya kadar veya -25 ila -15°C'de 8

haftaya kadar saklanabilir.
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Prosedur

DNA ekstraksiyonu ve hazirlanmasi

Genomik DNA'nin, FFPE beyin kanseri numunelerinden hazirlanan 6&rneklerden
saflastinimasi icin QlAamp DNA FFPE Tissue Kit (kat. no. 56404) veya QlAsymphony DSP
DNA Mini Kit (kat. no. 937236) kullanin.

Not: therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit yalnizca, QlAamp DNA FFPE Tissue Kit veya
QlAsymphony DSP DNA Mini Kit ile kullanim i¢in dogrulanmistir. Baska bir DNA

ekstraksiyon Urunl kullanmayin.

QlAamp DNA FFPE Tissue Kit'in Kullanimi

DIKKAT QlAamp protokoline uygulanmasi gereken asagidaki

modifikasyonlari litfen dikkatlice okuyun.

Orneklerin, deparafinizasyon ve DNA ekstraksiyonu &ncesinde hazirlanmasi igin
QIAamp DNA FFPE Tissue El Kitabi (QlAamp DNA FFPE Tissue Handbook) belgesinde
"Baslangi¢c materyali" bashgdina ve bu el kitabinda sayfa 17, basligina bakin.

QlAamp DNA FFPE Tissue Kit yalnizca manuel kullanim igindir.

QIAamp DNA FFPE Tissue El Kitabi icinde agiklanan RNase adimi gerceklestiriimelidir.
QIAGEN Deparaffinization Solution kullanmayin. Deparafinizasyon igin yalnizca
“QlAamp DNA FFPE Tissue Kit kullanilirken lam deparafinizasyon prosedird”, alt icinde
aciklanan ksilen/etanol yéntemini kullanin. Ksilen yerine Histolemon (ksilen ikamesi)
kullanilabilir.

Proteinaz K sindirimi 1 saat sureyle gergeklestiriimelidir.

Ornekler, QlAamp DNA FFPE Tissue Kit icindeki 30 ul eliisyon tamponu (Buffer ATE)

icinde iki kez ellisyona tabi tutulmalidir.

18
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QlAamp DNA FFPE Tissue Kit kullanilirken lam deparafinizasyon proseddiri

1. Lamlari belirli bir lam askisina yerlestirin.

2. Lam askisini, 2 dakika boyunca ksilen veya Histolemon igeren bir lam banyosunda tutun.

2 veya 3 kez ileri geri hareket ettirerek karistirin.

3. Askiyl, 2 dakika boyunca, etanol (%96-100) iceren ikinci bir lam banyosunda tutun.
2 veya 3 kez ileri geri hareket ettirerek karigtirin.

4. Lamlar 15-37°C'de kurutun. Bu islem birkag¢ dakika alir.

5. Her bir 6rnek icin 1,5 ml'lik mikrosantrifiij tipleri etiketleyin ve her bir tiipe, 180 pl Buffer
ATL (QIAamp DNA FFPE Tissue Kit'te bulunur) ekleyin.

6. Lamlarda bulunan doku kesitlerinin tzerine birkag damla Buffer ATL damlatin (doku
ylizeyini kaplamaya yetecek kadar).

7. Doku alanini steril bir nesterle kaziyin ve kazinan dokuyu, uygun etiketli mikrosantrifij
tupune ekleyin.

8. Her bir tiipe 20 ul proteinaz K (QlAamp DNA FFPE Tissue Kit'te bulunur) ekleyin ve

vorteksleyerek karistirin.

9. 1 saat boyunca 56°C'de inkiibe edin.

QlAamp DNA FFPE Tissue Kit protokolindeki 90°C'de inkibasyon adimi (Haziran 2012
tarihli QlAamp DNA FFPE Tissue El Kitabi, sayfa 13'te yer alan adim 12) ile devam edin.
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QlAsymphony DSP DNA Mini Kit'in Kullanimi

DIKKAT QIAsymphony SP Protokol Sayfasina uygulanmasi gereken
asagidaki modifikasyonlari litfen dikkatlice okuyun:
Tissue_LC_200_V7_DSP.

Orneklerin deparafinizasyondan ve DNA ekstraksiyonundan énce hazirlanmasina iligkin

olarak sayfa 17, "Numune Kullanimi ve Saklama" bashgdina bakin.
QIlAsymphony SP Protokol Sayfasinda agiklanan RNase adimi gergeklestiriimelidir.

QIAGEN Deparaffinization Solution kullanmayin. Deparafinizasyon igin yalnizca
QlAsymphony DSP DNA Mini Kit kullanilirken lam deparafinizasyon prosediiri alt icinde
agiklanan ksilen/etanol yontemini kullanin. Ksilen yerine Histolemon (ksilen ikamesi)
kullanilabilir.

Proteinaz K sindirimi 1 saat sureyle gergeklestiriimelidir.

Dokunmatik ekranda 50 pl eliisyon hacmi segilmelidir.

QlAsymphony DSP DNA Mini Kit kullanilirken lam deparafinizasyon proseduru

Deparafinizasyon islemini, QlAsymphony SP Protokol Sayfasinda bulunan protokolden farkl

olan asagidaki adimlar dogrultusunda gergeklestirin: Tissue_LC_200_V7_DSP.

1. Lamlari belirli bir lam askisina yerlestirin.

2. Lam askisini, 2 dakika boyunca ksilen veya Histolemon i¢eren bir lam banyosunda tutun.
2 veya 3 kez ileri geri hareket ettirerek karistirin.

3. Askiyl, 2 dakika boyunca, etanol (%96-100) iceren ikinci bir lam banyosunda tutun.
2 veya 3 kez ileri geri hareket ettirerek karistirin.

4. Lamlar 15-37°C'de kurutun. Bu islem birkag dakika alir.

5. Her bir 6rnek i¢in 1,5 ml'lik mikrosantriftj tupleri etiketleyin ve her bir tipe, 220 pl
Buffer ATL ekleyin.
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6. Lamlarda bulunan doku kesitlerinin Gzerine birka¢ damla Buffer ATL damlatin (doku

ylzeyini kaplamaya yetecek kadar).

7. Doku alanini steril bir nesterle kaziyin ve kazinan dokuyu, uygun etiketli mikrosantrifuj
tuplne ekleyin.

8. Her bir tipe 20 pl proteinaz K (QlAamp DNA FFPE Tissue Kit'te bulunur) ekleyin ve

vorteksleyerek karistirin.

QIAsymphony SP Protokol Sayfasi: Tissue_LC_200_V7_DSP protokolindeki 56°C'de
inkibasyon adimi (Nisan 2012 tarihli "Ksilen kullanilarak deparafinizasyon" protokoliinde

bulunan adim 12) ile devam edin. 1 saat boyunca 56°C'de inklibe edin.

Genomik DNA

Ekstraksiyondan sonra genomik DNA'y1, 1 haftaya kadar 2-8°C'de veya -25 ila -15°C'de
8 haftaya kadar saklayin.

DNA miktari, 6rnegin 260 nm'deki optik yogunlugu (Optical Density, OD) Oolgllerek
belirlenmelidir.

DNA'y1, pH degeri 8,0 olan 1x TE tamponunda, konsantrasyonu 5 ng/ul oluncaya kadar

seyreltin.

PCR reaksiyonu 25 ng saflastinimis genomik DNA igeren drnekler igin optimize edilmistir.
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Protokol: IDH1/2 mutasyonlarinin saptanmasi

Baslamadan 6nce dnemli noktalar

e therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit'in optimum sekilde kullaniimasi igin 6rnekler 4'lu
gruplar halinde gruplandiriimalidir. Daha kuguk gruplar, therascreen IDH1/2 RGQ PCR
Kit ile daha az 6rnegin test edilebilecegi anlamina gelir.

® Tum orneklerin, Tablo 2'de gosterildigi sekilde PCR c¢alismasi basina bir kez ve Tablo 3

ve Sekil 2'de gosterilen ylkleme blogu ve rotor kurulumu ile test edilmesini 6neririz.

Tablo 2. 72 tiplik rotora sahip Rotor-Gene Q MDx cihazlarinda reaksiyon sayisi

Ornekler Reaksiyonlar
n DNA 6rnegi n x 1 reaksiyon
2 DNA kontrolii 2 reaksiyon: Pozitif ve WT kontroller, her biri PCR

galismasi basina bir kez test edilir

Su kontroli 1 reaksiyon
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* PC: Pozitif kontrol.

T WTC: Dogal fenotip kontrol.
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Sekil 2. therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit ile deney i¢in dnerilen rotor kurulumu.

Onemli: Her zaman test edilecek érnegi rotorun 1. konumuna yerlestirin. Aksi takdirde cihaz
kalibrasyonu gergeklestirmez ve yanlis floresans verileri elde edilir.
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Prosedir

1. Tum gerekli bilesenleri ¢ozdlrin ve buza yerlestirin.

2. Asagidaki PCR karigimlarini islenen 6rnek sayisina goére hazirlayin.

Not: Tum konsantrasyonlar nihai reaksiyon hacmi igindir.

Tablo 4, 25 pl nihai reaksiyon hacmi elde etmek lizere hesaplanmig bir reaktif karisimi
hazirlamaya ydnelik pipetleme planini agiklamaktadir. Her bir PPM igin, reaksiyon
sayisina gore bir 6n karisim hazirlanabilir. Pipetleme hatalarini telafi etmek igin ekstra
hacimler dahil edilmistir.

Tablo 4. PCR karigimlarinin hazirlanmasi

On karigim:

Bilesen 1 reaksiyon (ul) 7 + 1 reaksiyon (ul) Son konsantrasyon
gPCR Master Karisim, 2x 12,5 100 1x

PPM,* 25x 1 8 1x

Niikleaz igermeyen Su 6,5 52 -

e i

EEEEEn ¢ :

Toplam hacim 25 Her biri 25 -

* Kit ile birlikte verilen PPM'lerin her biri ile bir adet olmak tzere 9 6n karisim hazirlayin.
T Pozitif kontrol, negatif kontrol veya su kontroli.

3. Rotor-Gene tupu basgina 20 pl 6n karigim ¢ozeltisi daditin (Tablo 3).

4. Kantifiye edilecek materyalden (25 ng érnek genomik DNA veya kontrol) 5 pl miktarini
karsilik gelen tlipe ekleyin (toplam hacim 25 pl; Tablo 3).

5. Yukari asagi pipetleme yaparak yavasca karistirin.

6. Tdupleri, cihazla birlikte verilen adaptore yerlestirin (Sekil 2).
Not: Kullanilmayan konumlar bos tuplerle doldurulmalidir.

7. Dolu adaptorii Rotor-Gene Q MDx cihazina yiikleyin.

8. Rotor-Gene Q MDx cihazini Tablo 5'te belirtildigi sekilde termal cycling (dongi)
programiyla programlayin.
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10.

11.
12.

Tablo 5. Sicaklik profili

Hold (Tutma) Sicaklik: 95°C

Cycling (D6ngu) 40 kez

Sure: 10 dk

15 saniye boyunca 95°C
60 saniye boyunca 60°C, Yesil kanalinda FAM™ floresans alimi ile: Single (Tek)

Auto-Gain Optimisation Setup (Otomatik Optimizasyon Saglama Kurulumu) iletisim

kutusunu agmak igin New Run Wizard (Yeni Calisma Sihirbazi) iletisim kutusundaki Gain

Optimisation (Optimizasyon Saglama) 6gesine tiklayin. Yesil kanal icin araligi, Min

Reading (Minimum Deger) igin 2FI, Max Reading (Maksimum Deger) igin ise 10FI

arahigindan belirleyin.

Perform Optimisation Before 1st Acquisition (Optimizasyonu ilk Taramadan Once

Gergeklestir) onay kutusunun igaretleyin ve Auto-Gain Optimisation Setup (Otomatik

Optimizasyon Saglama Kurulumu) iletisim kutusunu kapatin.

Isil cycling programini baslatin.

Isil cycling sona erdiginde asagidakileri gerceklestirin.

12a.

12b.

12c.

12d.

12e.

12f.

12g.
12h.

Options > Crop Start Cycles (Segenekler > Uriin Baslangig Déngiileri) 63elerini segin.
Varsa artefaktlari ortadan kaldirmak igin verileri 10 dongustinden 6nce kaldirin.
Raporda "left threshold = 10.00" (sol esik = 10,00) olarak belirtilen Analysis > Cycling
A. Green from 10 (Analiz > Déngl A. 10'dan itibaren Yesil) 6gelerini segin.
Normalizasyon yéntemi olarak Dynamic Tube (Dinamik Tip) 6desini segin ve
guriltt egimini dizeltmek igin Slope Correct (Egim Dizeltme) 6gesini segin.
Outlier Removal (Aykiri Deger Cikarma) segenegini 0% (%0) olarak ayarlayin
(NTC esigine karsilik gelen).

Reaction Efficiency Threshold (Reaksiyon Etkinligi Esigi) secenegini devre disi
olarak ayarlayin.

Esigi 0.03 (0,03) degerinde tanimlayin.

Grafigi dogrusal 6lgede ayarlayin.

Digital Filter: (Dijital Filtre:) Light (Isik) 6gesini segin.

26
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Sonuclarin Yorumlanmasi

Su kontrolleri

Su kontrolleri (sablonsuz kontroller), tim primerler ve prob karisimlari igin sifir Ct degerleri
vermelidir.

Bir su kontrollyle pozitif bir Cr degeri elde edilmisse bu durum gapraz kontaminasyonla

sonuglanir. Bir ¢éziim bulmak i¢in sayfa 36, "Sorun giderme kilavuzu" bashgina bakin.

Kontrollerin Cr degerlerini kullanarak kalite kontrolu

IDH1/2 dogal fenotip kontroli (WTC) ve mutasyona ugramis IDH1/2 pozitif kontroll

(Mut-PC), deneyin validasyonunu saglar.

o Ct degeri yoksa kontrol, ilgili saptama tahlili icin mutasyon-negatif olarak siniflandirilir.
® Ct degerleri saptanirsa her kontrol icin ACt degerini agagdidaki gibi hesaplayin

ACT 1pH1/R132 Mut = CT 1DH1/R132 Mut — CT Total IDH1/R132
ACrt ipH2/R172 Mut = CT 1IDH2/R172 Mut — CT Total IDH2/R172
ACT 1pH1/R100 Mut = CT 1DH1/R100 Mut — CT Total IDH1/R100
ACrt 1pH1 Mut R132H = CT IDH1 Mut R132H — CT Total IDH1/R132
ACT 1bH1 Mut R132C = CT IDH1 Mut R132C — CT Total IDHL/R132
ACrT 1bH2 Mut R172K = CT 1DH2 Mut R172K — CT Total IDH2/R172
ACrt degerleri, Tablo 6'da listelenen ilgili ACt kesme degerlerinden dusik veya bu degerlere

esitse kontroller mutasyon pozitif olarak siniflandirilir. ACt deg@eri esik degerinden yilksekse
kontrol, degerlendirilen mutasyon tahlili icin mutasyon-negatif olarak siniflandirilir.
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Tablo 6. Her mutasyon tahlili igin esik degerler

Mutasyon tahlili Esik deger (ACq)
IDH1/R132 Mut 5,34
IDH2/R172 Mut 6,42
IDH1/R100 Mut 4,65
IDH1 Mut R132H 6,87
IDH1 Mut R132C 7,14
IDH2 Mut R172K 8,49

® |DH1/2 dogal fenotip kontrol, her bir mutasyon tahlili igcin mutasyon negatif olarak
saptanmalidir (Tablo 7).

® Mutasyona ugramis IDH1/2 pozitif kontrol, her bir mutasyon tahlili igin mutasyon pozitif

olarak saptanmalidir (Tablo 7).

Bir kosulun veya her iki kosulun da kargilanmamasi halinde deney tamamen reddedilir.
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Tablo 7. Kontroller iizerinde ¢aligma dogrulamasi 6rnegi

IDH1/IDH2 Pozitif

Deger Su (NTC) IDH1/IDH2 WT Kontrol Kontrol
C1 Total IDHI/R132 Saptanmadi 25,45 23,95
CT IDH1/R132 Mut Saptanmadi 34,32 25,76
ACT 1DH1/R132 Mut Saptanmadi 8,87 1,81
Cr1 Total IDH2IR172 Saptanmadi 25,42 24,93
Cr ipH2/R172 Mut Saptanmadi 34,36 26,36
ACT IDH2/R172 Mut Saptanmadi 8,94 1,43
C1 Total IDH1/R100 Saptanmadi 26,30 24,69
Cr IDHL/R100 Mut Saptanmadi 33,04 26,39
ACT IDH1/R100 Mut Saptanmadi 6,74 1,70
C1 IbH1 Mut R132H Saptanmadi 35,20 26,48
ACT IDH1 Mut R132H Saptanmadi 9,75 2,53
Cr IpH1 Mut R132C Saptanmadi 37,16 27,07
ACT IDH1 Mut R132C Saptanmadi 11,71 3,12
Cr IDH2 Mut R172K Saptanmadi Saptanmadi 27,97
ACT IpH2 Mut R172K Saptanmadi Uygulanamaz 3,04
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Ornek girdisi dogrulamasi
Yorumlamadan 6nce bir 6érnek girdisi dogrulanmalidir.

Bir 6rnek icin her bir PPM-Total (Ct Total IDH1/R132, CT Total IDH2/R172 V€ CT Total IDH1/R100) il€ €lde
edilen Cr degeri, 32,00'dan digslk olmahdir. 232,00 olan Cr Totar degerleri DNA'nin dusuk
kalitede olmasindan kaynaklidir. Ornek tekrar test ediimelidir. DNA miktari halen yetersizse
mumkinse daha fazla timdér dokusu alin (bkz. "Sorun giderme kilavuzu”, sayfa 36).

Ornek sonuglari

IDH1/2 mutasyon saptamasi

Her bir 6rnek icin, her saptama mutasyon tahlilinden (PPM-IDH1/R132 Mut,
PPM-IDH2/R172 Mut, PPM-IDH1/R100 Mut) elde edilen ACt degerlerini asagidaki sekilde

hesaplayin.

ACt ipH1/R132 Mut = CT 1IDHL/R132 Mut — CT Total IDHL/R132
ACT ipH2/R172 Mut = C1 IDH2/R172 Mut — CT Total IDH2/R172
ACt 1pH1/R100 Mut = CT 1DH1/R100 Mut — CT Total IDHL/R100

Bir mutasyon saptama tahlilinde Ct de@eri yoksa 6rnek, degerlendirilen mutasyon igin

mutasyon-negatif olarak siniflandiriimalidir.

ACt degeri, Tablo 8'de listelenen ilgili mutasyon saptama tahlilinin ACt kesme degerinden
dislk veya bu degere esitse 6rnekler mutasyon pozitif olarak siniflandirilir.
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Tablo 8. Her mutasyon saptama tahlili icin esik degerler

Mutasyon tahlili Esik deger (ACr)
IDH1/R132 Mut 5,34
IDH2/R172 Mut 6,42
IDH1/R100 Mut 4,65

IDH1/2 mutasyon tanimlamasi

Her bir érnek igin, her tanimlama mutasyon tahlilinden (PPM-IDH1 Mut R132H, PPM-IDH1 Mut
R132C, PPM-IDH2 Mut R172K) elde edilen ACt degerlerini agagidaki sekilde hesaplayin.

ACT 1pH1 Mut R132H = C IDH1 Mut R132H — CT Total IDH1/R132
ACT 1pH1 Mut R132¢ = CT 1DH1 Mut R132C — CT Total IDHL/R132
ACT 1bH2 Mut R172Kk = CT 1DH2 Mut R172K — CT Total IDH2/R172

Bir mutasyon tanimlama tahlilinde Ct degeri yoksa 06rnek, mutasyon-negatif olarak

siniflandiriimalidir.

ACt degeri, Tablo 9'da listelenen ilgili mutasyon tanimlama tahlilinin ACt kesme degerinden
dislik veya bu degere esitse érnek mutasyonu tanimlanir. Tablo 10 ve Tablo 11'de ACt
yorumlama drnekleri gosterilmektedir.

Tablo 9. Her mutasyon tanimlama tahlili igin esik degerler

Mutasyon tahlili Esik deger (ACr)
IDH1 Mut R132H 6,87
IDH1 Mut R132C 7,14
IDH2 Mut R172K 8,49
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Tablo 10. IDH1/2 mutasyon saptama 6rnegi

Deger Ornek 1 Ornek 2
Cr Total IDHI/R132 26,39 26,32
Cr ipHUR132 Mut 33,86 28,29
ACT IDHUR132 Mut 7,47 1,97

C1 Total IDH2/R172 26,79 25,79
Cr 1pH2/R172 Mut 35,13 35,21
ACT IDH2/R172 Mut 8,34 9,42

C1 Total IDHL/R100 27,20 27,37
Cr IDHL/R100 Mut 33,83 33,76
ACT IDHU/R100 Mut 6,63 6,39

Mutasyon saptama

Mutasyon saptanmadi

R132 mutasyonu saptandi
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Tablo 11. IDH1/2 mutasyon tanimlama 6rnegi

Deger Ornek 1 Ornek 2

C1 Total IDHI/R132 26,39 26,32

Cr IDHL Mut R132H 33,82 28,27

ACT IpH1 Mut R132H 7,43 1,95

C7 Total IDH1/R132 26,39 26,32

Cr IpH1 Mut R132C 37,94 Saptanmadi
ACT IDH1 Mut R132C 11,55 Uygulanamaz
Cr1 Total IDH2IR172 26,79 25,79

Crt IDH2 Mut R172K Saptanmadi Saptanmadi

ACT IDH2 Mut R172K

Mutasyon tanimlamasi

Uygulanamaz

Mutasyon saptanmadi

Uygulanamaz

R132H igin mutasyon saptandi
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IDH1/2 mutasyonlarinin yorumlanmasi

IDH1/2 mutasyon tipini, bir IDH1/2 mutasyonu ydnunden pozitif olan érneklere atamak icin

kullanilan prosedur Tablo 12'de gosterilmektedir. Tablo 13'te bir yorumlama o&rnegi

gosterilmektedir.

Tablo 12. Yorumlama kilavuzu

Mutasyon tanimlamasi

IDH1 Mut R132H  IDH1 Mut R132C  IDH2 Mut R172K  Mutasyon
saptandi saptandi saptandi saptanmadi
R132 R132H R132C - R132 mutasyonu
mutasyonu mutasyonu mutasyonu ancak R132H veya
saptandi saptandi saptandi R132C degil
g R172 - - R172K R172 mutasyonu
I mutasyonu mutasyonu ancak R172K degil
S saptand saptandi
2]
s R100 - - - R100
& mutasyonu
& saptand
=
Mutasyon Disik R132H Disik R132C Disik R172K Mutasyon
saptanmadi mutasyon igerigi mutasyon igerigi mutasyon saptanmadi

saptandi (%1 ile
%2 arasinda)*

saptandi (%1 ile
%4 arasinda)*

icerigi saptandi
(yaklasik %1)*

* Bu durumlar nadiren gorilebilir ve tim 6rnekler ile teknik kabul kriterleri, 6zellikle timdor hiicresi igerigi
bakimindan kontrol edilmelidir. TGm kriterlerin karsilanmasi durumunda 6rnek tekrar test edilmelidir.
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Tablo 13. IDH1/2 mutasyon raporlama ve yorumlama ornegi

Ornek 1 Ornek 2
Mutasyon saptama Mutasyon saptanmadi R132 mutasyonu saptandi
Mutasyon tanimlamasi Mutasyon saptanmadi R132H igin mutasyon saptandi

Higbir mutasyon saptanmadi

Sonuglar yorumlama
¢lany veya tanimlanmadi

R132H mutasyona ugradi

Not: Ornekte, ACt esik dederlerinin altinda veya bu degere esit olan 2 veya daha fazla ACt
degeri bulunuyorsa mutant durumu, esik deger ile elde edilen ACt de@eri arasindaki farki en
yuksek olan mutasyona atanir. Tablo 14'teki 6rnede bakin.

Tablo 14. Birden fazla pozitif sonu¢ durumunda yorumlama 6rnegi

Ornek 3 Ornek 4
ACT 1pH1/R132 Mut 1,24 5,24
ACr esik ipH1/R132 Mut 5,34 5,34
(ACt esik — ACT) ipHUR132 Mut 4,10 0,10
ACT IDH2/R172 Mut 5,32 5,95
ACt esik ipH2/R172 Mut 6,42 6,42
(ACt esik — AC) ipH2/R172 Mut 1,10 0,47
Sonuglari yorumlama R132 mutasyona ugradi R172 mutasyona ugradi
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Sorun giderme kilavuzu

Bu sorun giderme kilavuzu ortaya ¢ikabilecek sorunlarin ¢éziimiinde yardimci olabilir. Daha

fazla bilgi igcin www.qgiagen.com adresini ziyaret edin.

Yorum ve dneriler

DNA ekstraksiyonu sirasinda tikali kolon

Tam olmayan lizis

Ekstraksiyon eliiatinda yetersiz DNA

Yetersiz FFPE doku alani

IDH1/2 WT kontrolii saptanmadi

a) Pipetleme hatalari veya
kullaniimayan reaktifler;

tup veya kuyu donmis

b)  Kit bilesenlerinin uygun

olmayan sekilde saklanmasi

c) therascreen IDH1/2 RGQ PCR

Kit'in son kullanma siiresi gegmistir

Santrifiijleme islemini tekrarlayin.

Kalan lizat yeni bir kolona aktarilabilir.

Ekstraksiyon calismasini daha az FFPE dokusuyla tekrarlayin.

Ekstraksiyon galismasini daha fazla FFPE doku kesitiyle tekrarlayin.

Pipetleme semasini ve reaksiyon kurulumunu kontrol edin.

PCR galismasini tekrarlayin.

therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit, -30°C ila -15°C sicaklikta
saklayin; primerleri ve prob karigimlarini 1sida maruz birakmayin.

Bkz. “Reaktifi Saklama ve Kullanma”, sayfa 16.

En fazla 5 dondurma-g¢dzdirme déngusini agsmayin.

Reaktiflerin saklama kosullarini ve son kullanma tarihini (bkz. kit
etiketi) kontrol edin ve gerekirse yeni bir therascreen IDH1/2 RGQ

PCR Kit kullanin.
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IDH1/2 pozitif kontrolii saptanmadi

a)  Pipetleme hatalari veya Pipetleme semasini ve reaksiyon kurulumunu kontrol edin.
kullaniimayan reaktifler;
PCR galismasini tekrarlayin.
tip veya kuyu donmus
b)  Kit bilesenlerinin uygun therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit, -30°C ila -15°C sicaklikta

olmayan sekilde saklanmasi saklayin; primerleri ve prob karigimlarini i1siga maruz birakmayin.

Bkz. “Reaktifi Saklama ve Kullanma”, sayfa 16.
En fazla 5 dondurma-g¢ézdirme déngisiini agsmayin.

c) therascreen IDH1/2 RGQ PCR Reaktiflerin saklama kosullarini ve son kullanma tarihini (bkz. kit
Kit'in son kullanma stiresi gegmistir  etiketi) kontrol edin ve gerekirse yeni bir therascreen IDH1/2 RGQ

PCR Kit kullanin.

Sinyal yok, kontroller dahil

a)  Rotor-Gene Q MDx cihazinin Her zaman test edilecek 6rnegi rotorun 1. konumuna yerlestirin.
1. konumunda reaksiyon Aksi takdirde cihaz kalibrasyonu gergeklestirmez ve yanlis
tipd yok floresans verileri elde edilir.

b)  Pipetleme hatalari veya Pipetleme semasini ve reaksiyon kurulumunu kontrol edin.

kullaniimayan reaktifler;
PCR galismasini tekrarlayin.
tip veya kuyu donmus
c)  Kitbilesenlerinin uygun therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit, -30°C ila -15°C sicaklikta

olmayan sekilde saklanmasi saklayin; primerleri ve prob karigimlarini i1siga maruz birakmayin.

Bkz. “Reaktifi Saklama ve Kullanma”, sayfa 16.
En fazla 5 dondurma-¢ézdiirme déngusiini asmayin.

d) therascreen IDH1/2 RGQ PCR Reaktiflerin saklama kosullarini ve son kullanma tarihini (bkz. kit
Kitin son kullanma stiresi gegmistir  etiketi) kontrol edin ve gerekirse yeni bir therascreen IDH1/2 RGQ

PCR Kit kullanin.
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e)  Segcilen saptama kanali yanlis

f) Veri edinme programi yok

Floresans yogunlugu degisiyor

Pipetleme hatalar veya

kullaniimayan reaktifler;

tip veya kuyu dénmis
Floresans yogunlugu ¢ok diisiik

a) Kit bilesenlerinin uygun

olmayan sekilde saklanmasi

b) therascreen IDH1/2 RGQ PCR

Kit'in son kullanma slresi gegmistir

c¢)  Hedef DNA'nin miktari gok dustk

Saptama kanalini Cycling Green veya 530 nm/640 nm olarak

ayarlayin.
Déngl programini kontrol edin. Bkz. Tablo 5, sayfa 26.

PCR programinin her birlestirme segmentinin sonunda Single

(Tek) edinim modunu secin.

Pipetleme semasini ve reaksiyon kurulumunu kontrol edin.

PCR calismasini tekrarlayin.

therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit, -30°C ila -15°C sicaklikta
saklayin; primerleri ve prob karigimlarini 1sida maruz birakmayin.

Bkz. “Reaktifi Saklama ve Kullanma”, sayfa 16.
En fazla 5 dondurma-¢ézdiirme déngusiini asmayin.

Reaktiflerin saklama kosullarini ve son kullanma tarihini (bkz. kit
etiketi) kontrol edin ve gerekirse yeni bir therascreen IDH1/2 RGQ

PCR Kit kullanin.

Basglatmadan énce her zaman DNA konsantrasyonunu kontrol edin.

Bkz. “DNA ekstraksiyonu ve hazirlanmas!”, sayfa 18.
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Negatif kontrol (H20) pozitif sonug veriyor

Capraz kontaminasyon, reaktif Tim kritik reaktifleri degistirin veya yeni bir therascreen IDH1/2
kontaminasyonu, cihaz hatasi, RGQ PCR Kit kullanin.
kuyu veya kapiller inversiyon ya

Tasinma kontaminasyonunu 6nlemek icin her zaman érnekleri, kit
da prob bozulmasi

bilesenlerini ve sarf malzemelerini yaygin olarak kabul edilen

uygulamalar gergevesinde kullanin.
Primerler ve prob karigimlarini isiktan korunmus olarak tutun.
Floresans egrilerinde yanlis pozitif agisindan kontrol yapin.

Reaksiyon kurulumunu kontrol edin. Bkz. “Protokol: IDH1/2

mutasyonlarinin saptanmasi”, sayfa 22.

Kalite Kontrol

QIAGEN ISO sertifikali Kalite Yonetim Sistemi uyarinca, therascreen IDH1/2 RGQ PCR
Kit'in her bir lotu tutarh Grtn kalitesi saglamak icin 6nceden belirlenmis 6zelliklere gore test

edilir. Analiz sertifikalari talep tizerine www.giagen.com/support/ adresinden alinabilir.
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Sinirlamalar

Kit, profesyonel kullanim i¢in Uretilmigstir.

Uriin yalnizca 6zel egitim almis, molekiiler biyoloji teknikleri konusunda 6grenim gérmiis ve

bu teknolojiyle ilgili bilgi sahibi olan personel tarafindan kullaniimahdir.

Bu el kitabinda verilen talimat izlenerek, onaylanmis aletlerle kombinasyon halinde

kullaniimaldir (bakiniz "Gerekli Olan Ancak Saglanmayan Materyaller”, sayfa 12).

Tum bilesenlerin kutusunda ve etiketlerinin Ustinde yazili olan son kullanma tarihlerine

dikkat edilmelidir. Son kullanma tarihleri ge¢gmis bilesenleri kullanmayin.

therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit yalnizca, tamponlu formalinle fikse edilmis parafine

gOémuillt beyin dokusu igin dogrulanmigtir.

therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit yalnizca, QlAamp DNA FFPE Tissue Kit veya
QIlAsymphony DSP DNA Mini Kit ile kullanim igin dogrulanmistir.

Sadece Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM (PCR icin) ve QlAsymphony SP (6rnek hazirlama

icin) dogrulanmistir.

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

yukdmluligina ortadan kaldirir

Laboratuvarlarinda kullanilan ve QIAGEN performans calismalarinin kapsaminda olmayan

herhangi bir proseddr i¢in sistem performansini dogrulamak kullanicinin sorumlulugundadir.
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Test, IDH1 genine ait 132 ve 100 kodonlarinda 7 mutasyon ve IDH2 genine ait kodon 172'de
5 mutasyon saptamak Uzere tasarlanmigtir. "Mutasyon saptanmadi” olarak bildirilen sonuglara
sahip érnekler, tahlilin saptamadigi IDH1 veya IDH2 mutasyonlarini barindirabilir.

Mutasyonlarin saptanmasi, 6rnegin butinligiine, timor icerigine ve numune iginde bulunan

cogaltilabilir DNA'ya baghdir.

Uriin ile elde edilmis herhangi bir tani amach sonucun diger klinik veya laboratuvar bulgulari

ile birlikte yorumlanmasi gerekir.
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Performans Ozellikleri

Kor siniri (LOB)

Kér sinin (Limit of Blank, LOB), negatif 6rnekler ile (FFPE normal beyin, 8 &rnek,
64 olguim/lot, 2 lot) belirlenmistir (CLSI/NCCLS EP17-A kilavuzu; 14 dogrultusunda).

LOB sonuglari Tablo 15'te sunulmaktadir.

Tablo 15. Kor siniri (LOB)

Tahlil LOB Nihai LOB

Dogrulama lotu 1: 6,57
R132 Mut N 6,32
Dogrulama lotu 2: 6,32

Dogrulama lotu 1: 7,91
R132H Mut N 7,91
Dogrulama lotu 2: 8,22

Dogrulama lotu 1: 8,04
R132C Mut N 8,04
Dogrulama lotu 2: 8,20

Dogrulama lotu 1: 7,74
Dogrulama lotu 2: 7,59

R172 Mut 7,59

Dogrulama lotu 1: 9,93
R172K Mut ° 9,93
Dogrulama lotu 2: 10,58

Dogrulama lotu 1: 6,52
R100 Mut N 5,17
Dogrulama lotu 2: 5,19

Tespit sinir (LOD)

Tespit siniri (Limit of Detection, LOD veya analitik duyarlihk), CLSI/NCCLS EP17-A
kilavuzunda (14) tanimlanan "precision profile approach" (kesinlik profili yaklasimi) baz
alinarak belirlenmistir. Mutasyon bagina bes adet disuk pozitif érnek (glioma dogal fenotip
DNA's! igine eklenen plazmid DNA'si) kullaniimistir (mutasyon tipi ve mutasyon yizdesi
basina 30 ila 110 6lguim).

LOD sonuglari Tablo 16'da sunulmaktadir.
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Tablo 16. Tespit siniri (LOD)

Tahlil Mutasyonlar LOD Tahlil esik degeri Duyarlilik (%)
R132H Mut R132H 6,87 6,87 0,78
R132C Mut R132C 7,14 7,14 1,19
R172K Mut R172K 8,49 8,49 0,61
R132H 5,50 2,32
R132C 5,34 4,35
R132L 5,42 2,30
R132 Mut 5,34
R132G 5,61 2,23
R132S 5,42 2,75
R132V 5,56 2,24
R172K 6,42 1,06
R172G 6,58 3,00
R172 Mut R172M 6,66 6,42 3,31
R172S 6,42 14,93
R172W 6,68 2,36
R100 Mut R100Q 4,65 4,65 3,45

ACt degeri LOD'nin altinda veya bu degere esitse bir mutasyon saptanir.
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DNA girdisinin etkisi

DNA, 4 farkli glioma timér 6rneginden ekstrakte edilmistir: 2'si dogal fenotip IDH1/2 ile ve
2'si IDH1 R132H (395G>A) mutasyonuna sahip olan.

DNA girdisinin kalitatif sonuglar Gzerindeki etkisini degerlendirmek igin ¢ farkli DNA miktari
(protokol icin dnerilen de dahil) test edilmistir. Sonuclar, DNA girdisinin kalitatif sonuclar
Uzerinde higbir etkisinin olmadigini géstermistir. Bununla birlikte, énerilen girdinin altinda
DNA girdilerinde (<25 ng DNA) daha fazla teknik hata (Ct Totat QC hatalari) gézlemlenmistir.
Sonug olarak, testi calistirmak icin 5 pl hacimde 25 ng DNA girdisi 6nerilmektedir.

Tekrarlanabilirlik ve yeniden uretilebilirlik

Kesinlik galismasi, 40 defa iki tekrarli olarak (n = 80 6lglim) test edilen 4 farkli 6rnek (dogal
fenotipi (Wild-Type, WT) temsil eden glioma dogal fenotip DNA icine eklenen plazmid DNA,

mutant ve esik 6rnegi) lGzerinde gercgeklestiriimistir.

Standart sapmalar (Standard Deviations, SD) ve varyasyon katsayilar (Coefficients of
Variation, CV) Tablo 17'de sunulmaktadir.
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Tablo 17. Kesinlik sonuglari

. Ortalama CVrotal Dogru sonug
Tahlil Ornek ACT SDg* SDrun’ SDroa*  (%)* orani
WT 11,58 1,08 0,00 1,11 10 %100 (78/78)
%5 5,19 0,26 0,23 0,46 9 %2100 (76/76)
R132C Mut
%10 4,37 0,27 0,14 0,48 11 %100 (78/78)
%30 2,62 0,20 0,21 0,46 18 %100 (78/78)
WT 10,87 1,48 0,00 1,48 14 %100 (78/78)
%5 4,46 0,27 0,05 0,31 7 %100 (78/78)
R132H Mut
%10 3,57 0,28 0,14 0,31 9 %2100 (76/76)
%30 1,86 0,21 0,20 0,30 16 %100 (72/72)
WT 12,20 0,31 0,17 0,39 3 %100 (66/66)
%5 6,19 0,50 0,00 0,63 10 %2100 (76/76)
R172K Mut
%10 5,23 0,32 0,20 0,48 9 %100 (76/76)
%30 3,68 0,18 0,11 0,36 10 %2100 (76/76)

* R: Tekrarlanabilirlik.
T Run: Caligmalar arasi yeniden Uretilebilirlik.
* Total: Toplam kesinlik (cihazlar arasi, operatérler arasi ve lotlar arasi dahil).

Tablonun devami bir sonraki sayfadadir
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Tablo 17. Kesinlik sonuglarn (devami)

) Ortalama CVrotal Dogru sonug
Tahlil Ornek ACt SDr* SDrun’ SDrota®  (%)* orani
WT 7,21 0,41 0,27 0,52 7 %100 (70/70)
%5 3,68 0,27 0,16 0,33 9 %100 (76/76)
R100 Mut
%10 2,93 0,24 0,15 0,32 11 %100 (76/76)
%30 1,56 0,25 0,07 0,26 17 %2100 (76/76)
WT 8,01 0,76 0,00 0,78 10 %100 (152/152)
R132H %5 4,29 0,30 0,15 0,48 11
%99 (151/152)
R132C %5 4,44 0,30 0,00 0,56 13
R132 Mut R132H %10 3,49 0,27 0,22 0,46 13
%99 (151/152)
R132C %10 3,69 0,27 0,23 0,53 14
R132H %30 1,87 0,21 0,02 0,33 18
%100 (152/152)
R132C %30 2,00 0,26 0,28 0,59 29
WT 9,47 0,91 0,87 1,45 15 %100 (66/66)
%5 4,45 0,35 0,12 0,56 13 %100 (76/76)
R172 Mut
%10 3,55 0,29 0,02 0,53 15 %100 (76/76)
%30 2,05 0,18 0,15 0,47 23 %2100 (76/76)

* R: Tekrarlanabilirlik.

T Run: Galismalar arasi yeniden Uretilebilirlik.

* Total: Toplam kesinlik (cihazlar arasi, operatérler arasi ve lotlar arasi dahil).
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Yontem karsilastirmasi

IDH1/R132H'nin saptanmasi i¢in immiinhistokimya (IHC) ile karsilastirma.

therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit ile IHC tarafindan (Anti-human IDH1R132H antikor klonu
H09, DIANOVA) deg@erlendirilen mutasyon durumlari arasindaki uyumu ortaya koymak adina
bir galisma yurGtilmustar.

Toplam 103 klinik glioma 6rnegi segilmistir. En eski blok 10 yilliktir.

Tim ornekler, hem therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kitin hem de IHC'nin kalite
kontrollerinden ge¢mistir.

Sonuglar, %100 pozitif uyumluluk orani (positive percentage agreement, PPA), %98 negatif
uyumluluk orani (negative percent agreement, NPA) ve %99 genel uyum (overall agreement,
OA) sergilemistir (Tablo 18).
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Tablo 18. therascreen RGQ PCR Kit ile IHC arasindaki uyumun analizi

Uyum élguti Siklik (%) %95 Giiven arahgi
PPA 45/45 (%100) [92;100]
NPA 57/58 (%98) [91;100]
OA 102/103 (%99) [96;100]

iki yonlii sekanslama ile kargilastirma

therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit ile iki yonli sekanslama ile degderlendirilen mutasyon

durumlari arasindaki uyumu ortaya koymak adina bir calisma yuratalmastar.
Glioma hastalarindan toplam 103 klinik timor 6rnegi secilmistir. En eski blok 10 yilliktir.

103 Ornegin timdi, therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit igin kalite kontrollerinden gegmis ve
101 6rnek, iki yonli sekanslama igin sonug vermistir.

Sonuglar, %100 pozitif uyumluluk orani (positive percentage agreement, PPA), %92 negatif
uyumluluk orani (negative percent agreement, NPA) ve %96 genel uyum (overall agreement,
OA) sergilemistir (Tablo 19 ve 20).
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Tablo 19. therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit / iki yonli sekanslama

Sanger iki yonlii sekanslamasi
R132* R132C R132H R172" WT
*

o R132 6 0 0 0 0
O
x
o R132C 0 2 0 0 0
T=
ox
- R132H 0 0 42 0 3
o O
oa
2 R172t 0 0 0 0 1
9]
k=

WT 0 0 0 0 47

* R132, 6érnegin bir R132 mutasyonu icin mutasyona ugramis oldugu ancak mutasyonun R132H veya R132C
olmadigi anlamina gelir.

T R172, érnegin bir R172 mutasyonu igin mutasyona ugramis oldugu ancak mutasyonun R172K olmadi§i anlamina
gelir.

Tablo 20. iki yonlii sekanslama ile uyum analizi

Uyum él¢ita Siklik (%) %95 Giiven arahgi
PPA 50/50 (%100) [93;100]
NPA 47/51 (%92) [81;97]
OA 97/101 (%96) [90;98]
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Semboller

Asagidaki tablo etiketlerde veya bu belgede gérilebilecek sembolleri tanimlamaktadir.

<N> reaksiyon i¢in yeterli reaktif icerir
<N>

Son kullanma tarihi

4

IVD in vitro tani amagli tibbi cihaz

Katalog numarasi

|.OT Lot numarasi

Materyal numarasi (yani bilesen etiketlemesi)

S
EEEE
n-

Bilesenler (6rn. Urtine dahil edilenlerin listesi)

(@)
(]
Z
=

icindekiler (igerik)

Sayi (6r. flakon, sise)

]
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Py

n

E=8 Bl

R harfi El Kitabi revizyonunu, n harfi ise revizyon

numarasini temsil eder

Kuresel Ticaret Pargca Numarasi

Sicaklik sinirlamasi

Uretici

Kullanma talimatlarina bakin

Dikkat
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Siparig Bilgileri

Uriin icerik Kat. no.
therascreen IDH1/2 RGQ 20 reaksiyon i¢in: 9 Primer ve Prob 873011
PCR Kit (20) Karigimi, WT Kontrol, Poz_itif Kontrol,

Master Karigim, Niikleaz Igermeyen Su
Rotor-Gene Q MDx ve aksesuarlar
Rotor-Gene Q MDx 5plex 5 kanall (yesil, sari, turuncu, kirmizi, 9002033
HRM System koyu kirmizi) ve HRM kanalli real-time

PCR donglleyici ve Yiksek Cozunurlakli

Melt analizérl, dizistl bilgisayar, yazilim,

aksesuarlar, malzeme ve iscilik icin 1 yil

garanti; kurulum ve egitim
Rotor-Gene Q MDx 5plex 5 kanalh (yesil, sari, turuncu, kirmizi, 9002032
HRM Platform kizil) real-time PCR doénglleyici, dizistl

bilgisayar, yazilim, aksesuarlar: parcalar

ve iscilik icin 1 yillik garanti dahildir,

kurulum ve egitim dahil degildir
Loading Block 72 x 0.1ml 72 x 0,1 ml tiplerde tek kanalli pipetle 9018901
Tubes manuel reaksiyon kurulumu igin

aliminyum blok
Strip Tubes and Caps, 1000 reaksiyon igin 4 tlip ve kapakh 981103
0.1ml (250) 250 strip
Strip Tubes and Caps, 10.000 reaksiyon igin 4 tiip ve kapakli 981106
0.1ml (2500) 10 x 250 strip
QIAamp DNA FFPE Tissue Kit - genomik DNA'nin parafine gomiuilii
dokulardan saflagtiriimasi igin
QlAamp DNA FFPE 50 DNA hazirhgr igin: 50 QlAamp 56404
Tissue Kit (50) MinElute® Column, Proteinaz K,

Tamponlar, Collection Tubes (2 ml)
QIAsymphony DSP DNA Mini Kit - DNA'nin 1-96 érnekten otomatik
olarak saflagtiriimasi igin
QIAsymphony DSP DNA 192 hazirlik igin, her biri 200 pl: 2 reaktif 937236

Mini Kit (192) kartusu ve enzim askilari ve aksesuarlari
icerir
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Uriin icerik Kat. no.
QIAsymphony SP ve aksesuarlari
QIAsymphony SP System  QIAsymphony 6rnek hazirlama moduli: 9001751
kurulum ve egitim, 1 yillik parga ve isgilik
garantisi icerir
QIAsymphony SP QIlAsymphony 6rnek hazirlama moduli: 9001297
parcalar ve iscilik icin 1 yillik garanti
dahildir
Sample Prep Cartridges, 8 kuyulu 6rnek hazirlama kartuslari, 997002
8-well (336) QIAsymphony SP ile kullanim igin
8-Rod Covers (144) QIAsymphony SP ile kullanim igin 8-Rod 997004
Cover'lar
Filter-Tips, 200 pl, Qsym Disposable Filter-Tips, askilanmis; 990332
SP (1024) (8 x 128). QlAcube ve QIAsymphony
SP/AS cihazlariyla kullanim igindir
Filter-Tips, 1500 pl, Qsym Disposable Filter-Tips, askilanmis; 997024
SP (1024) (8 x 128). QlAsymphony SP/AS
cihazlari ile kullanim igin
Elution Microtubes CL Steril olmayan polipropilen tipler (0,85 ml 19588
(24 x 96) maksimum kapasite, 0,7 ml'den az
saklama kapasitesi, 0,4 ml eliisyon
kapasitesi); 96'lik raflarda 2304 adet;
kapak seritleri dahil
Reaktifler
RNase A (17,500 U) 2,5 ml (100 mg/ml; 7000 birim/ml, 19101
soliisyon)
Buffer ATL (200 ml) 1000 hazirlama i¢in 200 ml Doku Lizis 19076

Gincel lisanslama bilgisi ve Uriine 6zgl ret beyanlari igin ilgili QIAGEN kiti el kitabi veya
kullanim kilavuzuna bakin. QIAGEN kiti el kitaplari ve kullanim kilavuzlari www.qgiagen.com

adresinde bulunabilir veya QIAGEN Teknik Servisleri veya yerel distribltérintuzden

istenebilir.

Tamponu
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Belge Revizyon Gegmisi

Tarih

Degisiklikler

R5, Temmuz 2020

Ct degeri saptamasina gore kontroller ve drneklerin siniflandiriimasiylailgili bilgileri
dahil etmek i¢in Sonuglarin Yorumlanmasi bolimi revize edildi

Cr IDH Mut R172K ve ACt ipHz mut ra72 iGin Tablo 7'deki IDH1/IDH2 WT Kontrol
situnu revize edildi

Cr ipH1 MutR132¢, ACT 1pHL Mut R132€, CT 1pH2 Mut R172k, V€ ACT 1pH2 Mut R172k iGinTablo 11'deki
Ornek 1 ve Ornek 2 situnlari revize edildi
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therascreen IDH1/2 RGQ PCR Kit igin Sinirh Lisans Sozlegmesi

Bu riintin kullanimi herhangi bir alicinin veya urtin kullanicisinin asagidaki kosullari kabul ettigi anlamina gelir:

1. Uriin yalnizca tiriinle 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.qgiagen.com adresinden ulasilabilen ek protokollerde belirtilenlerin diginda bu kitin icinde yer almayan
herhangi bir bilesenle kullanimi veya birlestirimesi igin kendi fikri miilkiyet haklarinin herhangi biri altinda lisans hakki vermez. Bu ek protokollerden bazilari
QIAGEN kullanicilan tarafindan QIAGEN kullanicilari igin saglanmistir. Bu protokoller QIAGEN tarafindan kapsamli sekilde test edilmemis veya optimize
edilmemistir. QIAGEN (guncii taraflarin haklarini ihlal etmedigini garanti etmez ve beyan etmez.

Acikga belirtilen lisanslar disinda, QIAGEN bu kit ve/veya kullanimlarinin tiglinci taraflarin haklarini ihlal etmeyecegini garanti etmez.

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

QIAGEN agikea ifade edilenlerin diginda agik veya zimni diger tiim lisanslari agikga reddeder.

o s wN

Kitin satin alicisi ve kullanicisi yukarida yasaklanan herhangi bir eyleme neden olabilecek veya bunlari kolaylastirabilecek herhangi bir adim atmamayi veya
baskasinin atmasina izin vermemeyi kabul eder. QIAGEN herhangi bir Mahkemede bu Sinirli Lisans Anlasmasi yasaklamalarini uygulayabilir ve bu sinirli lisans
anlagsmasinin veya kit ve/veya bilesenleriyle ilgili fikri milkiyet haklarinin herhangi birinin uygulanmasina yol agan tim durumlarda avukat Gcreti dahil tim
sorusturma ve mahkeme masraflarini geri alabilir.

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

Bu (riin in vitro tani amagh kullanim igindir. QIAGEN (riinleri tekrar satilamaz, yeniden satis igin degistirlemez veya QIAGEN'in yazili izni olmadan ticari Griinler
retmek Uzere kullanilamaz.

Bu belgedeki bilgiler dnceden bildiriimeksizin degistirilebilir. QIAGEN bu belgede gériilebilecek herhangi bir hata iin higbir sorumluluk kabul etmez. Bu belgenin yayin
tarihinde eksiksiz ve dogru olduguna inanilmaktadir. Higbir durumunda QIAGEN size karsi bu belgenin kullanimiyla ilgili veya bundan dogan rastlantisal, ézel, goklu
veya dolayl zarar igin olmaz.

QIAGEN drtinleri belirtilen 6zellikleri karsilamak tizere garanti edilmistir. QIAGEN'in yegane yiik(
sekilde uygulanamamasi durumda Uriinlerin Ucretsiz olarak degistirimesi ile sinirhdir.

1 ve misterinin yegane telafi hakki Grlnlerin garanti edildigi

Bu Uriini satin alan kullanici, insana yonelik in vitro tani amaciyla tanisal hizmetlerden yararlanabilir. Almdan kazanilan bu 6zel kullanim hakki disinda genel patent
veya higbir tiirde baska lisans burada veriimemektedir.

IDH1/2 mutasyonlari ve kullanimlari, Avrupa patent uygulamalari EP2326735 ve EP2546365, ABD patent uygulamalari US2011229479 ve US2012202207 ile yabanci
kargiliklari dahil patent haklariyla korunmaktadir.

Bu driiniin satin alinmasi IDH1/2 hedefli ilaglar igin klinik galismalarda kullaniimasi agisindan herhangi bir hak vermez. QIAGEN bu tir kullanimlar igin spesifik lisans
programlari gelistirir. Litfen hukuk béliimiimizle irtibat kurun: idhlicenses@qiagen.com.

Ticari markalar: QIAGEN®, QlAamp®, QIAsymphony® MinElute®, Rotor-Gene®, therascreen® (QIAGEN Group); FAM™ (Life Technologies Corporation); Histolemon™
(Carlo Erba); Sarstedt® (Sarstedt AG).

1119896 07-2020 HB-1566-005 © 2020 QIAGEN, tim haklari saklidir.
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