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1 Kullanim amaci

1 Kullanim amaci

Plasma-SeqSensei™ Breast Cancer IVD Kit, kanser hastalarinin kan
plazmasindan izole edilen insan dolagimindaki hlcresiz DNA'da (cfDNA)
bulunan AKT1, ERBB2, ESR1, KRAS, PIK3CA ve TP53 hedef genlerindeki
mutasyonlarin saptanmasi ve tanimlanmasina yonelik kantitatif bir next-
generation sequencing (NGS), yani yeni nesil dizileme testi olup minimal
rezidiel hastaligin saptanmasi, niks takibi ve hastalarda (neo-)adjuvan
yanit izleme amagclariyla kullanilir.

Plasma-SeqSensei™ Breast Cancer IVD Kit, kullanim amacina
ulasilabilmesi i¢in yalnizca Plasma-SeqSensei™ IVD Software ile birlikte
kullanilmal ve uygulama, egitimli personel tarafindan profesyonel bir
laboratuvar ortaminda yapilmalidir. Edinilen bilgi, tibbi kararlarin
alinmasinda asla tek belirleyici olmamalidir.

Not: Plasma-SeqSensei™ Breast Cancer IVD Kit driiniiniin taramada,
kanser teshisinde veya teshis yardimcisi olarak  kullaniimasi
amaglanmamistir.

3/58

ZR150547.R3 | Kullanim Talimatlar



2 Girig

2 Giris

Meme kanseri en sik teshis edilen kanser turd olup kansere bagl kadin
Olumlerinin dunya gapindaki en buyuk nedenidir (1). Son yillarda kuratif
cerrahi, (neo-)adjuvan tedavi ve hedefe yonelik tedavilere iligkin kapsamli
arasgtirmalar yapilmig, bu sayede sagkalim orani artmigtir (2).

Apoptoz, nekroz veya metabolik sekresyon geciren timor hdcreleri,
DNA'larinin kiigiik bir kismini kan dolagimina salar. cfDNA'nin timdre 6zgu
fraksiyonu, dolasimdaki timér DNA's1 (ctDNA) olarak adlandiriimakta olup
primer timor ve hatta metastazlara iliskin genetik bilgiler icerir. Cok sayida
arastirma calismasi ve deney; tedavi segimi, prognoz ve izlemeyi de
kapsayan farkli kanser tedavisi asamalarinda ctDNA profillemenin klinik
uygulamasini ortaya koymustur (3).

ctDNA tespitine yonelik NGS tabanl gesitli teknolojiler mevcuttur. Ancak
dizileme ve PCR yanliligi/hatalari nedeniyle bunlarin gogu nadir varyantlarin
tespiti icin uygun degildir. Plasma-SeqSensei™, dizileme is akiginda
benzersiz molekiler tanimlayicilar (UID) kullanan NGS tabanli yeni bir
teknolojidir. Plasma-SeqSensei™ teknolojisi ultra yiksek hassasiyete sahip
oldugundan hatalari énemli dlgtide azaltir (4).
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3 Test prensibi

3 Test prensibi

Plasma-SeqSensei™ Breast Cancer IVD Kit, kan plazmasindan izole edilen
ctDNA'daki gen mutasyonlarini tespit eder. Yontemin hassasiyetini artirmak
Uzere DNA pargalari, ilk amplifikasyon adimi esnasinda UID'ler kullanilarak
etiketlenir. Boylece atanan her bir UID'nin gesitli kopyalarindan olugan UID
aileleri olugmasi saglanir. ikinci amplifikasyon adimi esnasinda bir UID
ailesinin her bir Uyesine, hazne ve plakaya 6zgu ilave bir barkod atanir (4).
Gegerlilik saglama amaciyla her calismada harici pozitif ve negatif
kontrollere ilaveten dahili miktar tayini girdi kontroll de (Quantispike) eklenir.

is akisl, Plasma-SeqSensei™ VD software ile otomatik veri analizi ve rapor
olusturmayi kapsar. Yazilim, cfDNA girdisini nicel hale getirerek igindeki tim
PCR pargalarinin en az % 90'inin 6zdes mutasyonlari kapsadigi UID aileleri
olan slUpermutantlari tanimlar. Bu konsept sayesinde gercek mutantlar,
yalnizca ¢ok az sayida UID aile Uyesinde bulunan PCR ve dizileme
artefaktlarindan ayirt edilmis olur. Plasma-SeqSensei™ teknolojisine iligkin
temel islem, Sekil 1 Gzerinde gorilebilir.

/ Dolasimdaki Plazma DNA \
\-—' \

s = =

uiD 1 uiD 2 uiD 3

Benzersiz Tanimlayici (UID) atamasi

e e — - —

Evrensel primerlerle PCR amplifikasyonu ve
yeni nesil dizileme

UID ailesi 1 UID ailesi 2 UID ailesi 3

U

s

e e — —
Gergek mutant Yabanitip Rastgele hatalar
iceren yabani tip

Sekil 1: Plasma-SeqSensei™ teknolojisine iligkin prensip
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3 Test prensibi
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] I PCR 6ncesi alan

Sekil 2: Plasma-SeqSensei™ yoéntemine iligkin is akisina genel bakis
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4 Kapsam dahilindeki bolgeler

4 Kapsam dahilindeki bolgeler

Tablo 1: Plasma-SeqSensei™ Breast Cancer IVD Kit kapsamindaki
bolgeler

Kodlama Kodlama Amino

Transkript* dizisi dizisi asit ‘::i‘ti’;‘;nu
baglangici sonu basglangici
AKT1 ENST00000554581.1 47 69 17 23
ERBB2 ENST00000269571.5 907 947 303 315
ERBB2 ENST00000269571.5 2.258 2.307 754 769
ERBB2 ENST00000269571.5 2.308 2.360 770 786
ESR1 ENST00000440973.1 1.108 1.143 370 381
ESR1 ENST00000440973.1 1.378 1.420 460 473
ESR1 ENST00000440973.1 1.583 1.614 529 538
KRAS ENST00000256078.4 8 43 4 14
PIK3CA | ENST00000263967.3 254 278 86 92
PIK3CA | ENST00000263967.3 329 352 111 117
PIK3CA | ENST00000263967.3 353 367 119 122
PIK3CA | ENST00000263967.3 1.033 1.058 345 352
PIK3CA | ENST00000263967.3 1.085 1.115 363 371
PIK3CA | ENST00000263967.3 1.252 1.264 418 421
PIK3CA | ENST00000263967.3 1.348 1.387 450 462
PIK3CA | ENST00000263967.3 1.611 1.659 538 553
PIK3CA | ENST00000263967.3 2.138 2.184 714 728
PIK3CA | ENST00000263967.3 3.118 3.169 1.040 1.056
TP53 ENST00000269305.4 144 232 49 77
TP53 ENST00000269305.4 293 375 99 125
TP53 ENST00000269305.4 376 423 126 141
TP53 ENST00000269305.4 451 537 151 179
TP53 ENST00000269305.4 574 659 192 219
TP53 ENST00000269305.4 695 782 233 260
TP53 ENST00000269305.4 783 856 262 285
TP53 ENST00000269305.4 888 919 297 306
TP53 ENST00000269305.4 920 993 308 331
TP53 ENST00000269305.4 994 1.080 332 360

* Dizi kaynagi: Topluluk veri tabani
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5 Varyant sonucu yorumlama

5 Varyant sonucu yorumlama

Test, plazma kaynakli ctDNA'daki somatik mutasyonlarin tespiti igin
tasarlanmistir. Sipariste bulunan doktorun galismasinda tamamlayici islev
gOrebileceginden bu testin sonuglari, nitelikli bir saglik uzmani tarafindan
klinik bulgular, timdr patolojisi ve diger laboratuvar verileri baglaminda
yorumlanmalidir.

Mutasyon sikliklari:

Mutasyon sikliklari hem MAF (mutant alel fraksiyonu) hem de mutlak MM
(mutant molekil) sayisi olarak raporlanir. MAF, toplam cfDNA'ya gore
mutant ctDNA oranidir. MAF, mutasyon varligi veya yoklugunu
dogrulamakta kullanilabilir. Bununla birlikte bir numunedeki toplam cfDNA'ya
gOre ctDNA orani; timdriin anatomik konumu, timér hicresi dongusd,
vaskularite, tedavi, kan numunesi alma prosedurleri, numune isleme ve
hastanin timoér durumuyla ilgili olmayan klinik 6zellikleri gibi cesitli
faktorlerden etkilenebileceginden MAF, genel timdr yukdnu yansitmayabilir
(5). Belirli bir varyant igin tespit edilen mutlak MM sayisi, bir numunede
saptanan toplam molekul sayisini temsil eder ve hastaya 6zgl tumor
biyolojisi 6zellikleri hakkinda dogrudan bilgi saglayabilir (5)(6).

Bildirilen varyantlar:

Karakterize, olasi veya 6ngorulen islevsel etkiye sahip varyantlar bildirilir.
Bunlar, COSMIC gibi kamuya acik veri tabanlarina (7) ve/veya hakemli
bilimsel literatlre dayalidir (6)(8)(9). Ayrica % 40 ila % 60 arasinda gozlenen
bir MAF tarafindan isaret edilip germ hatti kaynakl oldugundan stiphelenilen
varyantlar ile % 90'dan fazla gézlenen MAF, rapor icinde ayri bir tabloda
gosterilir.
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6 Sinirlamalar

6 Sinirlamalar

Supheli germ hatti mutasyonlari, gézlemlenen MAF dederlerine dayali olarak
somatik mutasyon bildirimine dahil edilmez. Eslesen saglikh hicrelerin
analizi olmaksizin bu mutasyonlarin germ hatti kdkenli olup olmadigi test
tarafindan kesin olarak belirlenemiyor olsa da bunlar ayri bir tabloda
listelenmis ve potansiyel germ hatti mutasyonlari olarak isaretlenmistir.

Ayrica belirli genler icin bildirilen mutasyonlar, hastalarin kiglik bir alt
kimesinde klonal hematopoezin bir sonucu olabileceginden bu konu,
eslesen kan hucrelerinin analizi yoluyla karara baglanmalidir.

ctDNA'nin saptanabilirligi; timor yiki, tdmor biyolojisi, numune toplama
kosullari, numune heterojenligi ve klinik 6zellikler gibi cesitli faktorlere
baghdir. Ozellikle hedef molekil sayilari esik degerler civarinda olan
numunelerde testin, dizi baglamina dayali olarak dusuk ancak tespit edilebilir
varyasyonlar gosterdigi goriimustdr.

Bu test, nukleotid degisimlerini saptar ve sonug¢ olarak ortaya ¢ikan amino
asit degisimleri raporda belirtilir. Amino asit kodlayan nuikleotid Ggldlerinin
(amplikon sinirlar) yalnizca kismen kapsanmasi durumunda rapordaki
amino asit agiklamasi, testin kapsamadidi bazlarin referans diziye karsilik
geldigi varsayimina dayanilarak yapilir.

Plasma-SeqSensei™ Breast Cancer IVD Kit, su somatik mutasyon ttrlerini
tespit etmek Uzere test edilmistir: tek nikleotid varyasyonlari (SNV'ler),
insersiyonlar (27 nikleotide kadar), delesyonlar (48 nukleotide kadar) ve
delesyon/insersiyon varyantlari (17 nikleotide kadar).
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7 Reaktifler, sarf malzemeleri ve techizat

7 Reaktifler, sarf malzemeleri ve tecghizat

Plasma-SeqSensei™ Breast Cancer IVD Kit, iki i¢ kutu ve bir paket icerir.
Kutulardan biri PCR o6ncesi laboratuvarda, diger kutu ise Plasma-
SeqgSensei™ Index Primer Plate'i iceren paketle birlikte PCR sonrasi
laboratuvarda saklanmalidir. Reaktif kontaminasyonu riskinin en aza
indiriimesi igin Kit kutusunun varir varmaz iki laboratuvar arasinda
dagitiimasi 6nemle tavsiye edilir. PCR 6ncesi kutunun, amplifiye edilmis
DNA islenmeyen bir laboratuvarda kullaniimasi amacglanmistir. PCR sonrasi
kutu ve paketin, PCR reaksiyon flakonlari/plakalarinin agilp islendigi bir
laboratuvarda kullanilmasi amaglanmigtir.

EI Plasma-SeqSensei™ Breast Cancer IVD Plasma-SeqSensei™ Extension IVD
Kit (ZR150544) Kit (ZR150548)

PlasmaSeqsencei
Extension IVD kit

PCR sonrasi

paket

PCR oncesi PCR sonrasi PCR sonrasi
icin i¢ kutu icin i¢ kutu paket

Sekil 3: Plasma-SeqSensei™ Breast Cancer IVD Kit kutulari ve paketi (A) ile
Plasma-SeqSensei™ Extension IVD Kit kutu ve paketi (B), ilgili saklama
yerleriyle birlikte (PCR 6ncesi ve sonrasi alanlar) gosterilmistir.
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7 Reaktifler, sarf malzemeleri ve techizat

7.1 Saglanan materyal

Saglanan materyal tahlil icin elzemdir ve bagka Urinlerle degistirilemez.

=<t Plasma-SeqSensei™ Breast Cancer IVD Kit, kullaniimadiginda
a0 -15 °C ile -30 °C arasinda bir sicaklikta saklanmalidir.

kullanma tarihlerine kadar (su harig), hangisi 6nce geliyorsa, stabil

g Acllmalarinin ardindan reaktifler, 30 gin boyunca veya son
kalir.

Tablo 2: Plasma-SeqSensei™ Breast Cancer IVD Kit (ZR150544) ile
birlikte verilen materyal

Dondurma-

Adr* Kat No Tiiple sziilme Saklama
(kapak rengi) ' r : s sicakliklan
onguleri

Breast Cancer Mpx | 7pg51013 | 4 2 -15°Cila-30 °C
A (mavi)
Breast Cancer Mpx | 7rg51014 4 2 -15°C ila -30 °C
B (sari)
Breast Cancer

PCR Positive Control ZR855006 4 2 -15°Cila-30 °C

oncesi | (kirmizi)

kutu No Template Control ZR854002 4 9 -15°C ila -30 °C
(seffaf)
Quantispike (yesil) ZR856001 4 2 -15°C ila -30 °C
PCR Master Mix v2, | 7pg50001 | 4 4 A15°Cila-30 °C
2x (siyah)

PCR )

sonrasi | INdex Primer Plate | 5pesy004 1 Yok -15°C ila-30 °C
IND34"

paket

pcr |PCRMasterMixv2, | ;pggq001 2 4 -15°C ila -30 °C
2x (siyah)

sonras! Su, niikleazsiz

kutu Y ZR224006 1 Yok -15°Cila-30 °C
(seffaf/beyaz)

* Adlar, kit lotuna bagli olarak adin 6niine PSS eklenmesiyle farklilik gosterebilir.

' Plakalari 1siga maruz kalmaya karsi koruyun. ilk
kullanimdan sonra Index Primer Plate'i, 2 °C ile 8 °C arasinda
bir sicaklikta saklayin.

N
N~
//-{\ 2°C

2 Index Primer Plate IND34 hem is akiginda hem de Plasma-SeqSensei™
IVD Software'inde Plate A (Plaka A) olarak adlandirilir.

8°C

Ayni dizileme calistirmasinda 16'dan fazla numunenin analiz edilmesi
durumunda bir Plasma-SeqSensei™ Extension IVD Kit siparis edilmelidir.
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7 Reaktifler, sarf malzemeleri ve techizat

Tablo 3: Plasma-SeqSensei™ Extension IVD Kit (ZR150548) ile birlikte
verilen materyal

Tiple Dondurma- Saklama
Kutu Adi (kapak rengi) Kat No. P ¢oziilme
r AR sicakliklan
donguleri
PCR )
sonrasy | MAeXPIMerPlate | 7res005 | 1 Yok A15°Cila-30 °C
paket 35

* Adlar, kit lotuna baglh olarak adin 6niine PSS eklenmesiyle farklilik gosterebilir.

' Plakalari 1siga maruz kalmaya karsi koruyun. Ilk

>/\+/§ *¢ kullanimdan sonra Index Primer Plate'i, 2 °C ile 8 °C
e arasinda bir sicaklikta saklayin.

2 Index Primer Plate IND35 hem is akisinda hem de Plasma-SeqSensei™
IVD Software'inde Plate B (Plaka B) olarak adlandirilir.

Tablo 4: Saglanan materyalin bilegimi

Adi Bilesim
Primerler

Breast Cancer Mpx A Tris EDTA Buffer
Primerler

Breast Cancer Mpx B Tris EDTA Buffer

Cift sarmalli sentetik DNA yabani tip/mutant
Breast Cancer Positive Control Tris EDTA Buffer

Tastyici RNA
No Template Control Tris EDTA Buffer

Cift sarmalli sentetik DNA
Quantispike Tris EDTA Buffer

Tastyici RNA

indeks primerleri (hazneye 6zgi)
Bromofenol mavisi

Hot-Start Polymerase

Index Primer Plate

PCR Master Mix v2, 2x PCR Buffer
dNTP'ler
Su, niikleazsiz Nikleaz icermeyen su, molekiler biyoloji sinifi

Kitin tim sivi ve kuru bilesenleri yalnizca tek kullanimliktir. Her bir
Index Primer Plate haznesi yalnizca tek kullanimliktir.

Reaktif iceren tlpler, belirtilen is akisi adimlari igin sivi ekstrakte etmek lizere
Tablo 2 wuyarinca ¢6zdurlulip dondurulabildiklerinden ¢ok kullanimhk
reaktiflerdir.
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7 Reaktifler, sarf malzemeleri ve techizat

7.2 Saglanmayan materyaller

Tablo 5, Tablo 6 ve Tablo 7 icinde Uretici/satici ve siparis numarasi
ayrintilarinin verildigi GrGnler tahlil icin zorunlu olup benzer kalite ve/veya
Ozelliklere sahip Urunlerle degistirilmemelidir.

Tablo 5: Plasma-SeqSensei™ Breast Cancer IVD Kit'le birlikte
verilmeyen materyal

Materyal Uriin

Reaktifler ve kitler

Etanol (EtOH) = % 99,8, p.a.

Ribonukleaz ve deoksiribonikleaz icermeyen distile su

* Agencourt® AMPure® XP, Beckman Coulter, #A63881

* Buffer EB (Ellsyon Buffer't), QIAGEN, #19086

* QIAquick® PCR Purification Kit, QIAGEN, #28104 veya #28106

* Buffer PB, QIAGEN, #19066

* DNA 1000 Kit, Agilent, #5067-1504
m  Mikroakiskan gipler
m  Reaktifler

* Qubit™ 1X dsDNA HS Assay Kit, Thermo Fisher, #Q33230 (100 rxn)
veya #Q33231 (500 rxn)

Sodyum hidroksit (NaOH), 1 M

Trizma® hidroklorir sollisyonu pH 7,0, 1 M

* NextSeq™ 500/550 Mid Output Kit v2.5 (150 dong), lllumina,
#20024904

Kit parcalari:

Mid Output Reagent kartus (150 dongu), #15057940
= Mid Output Flow Cell kartus, #20022409

m  Buffer kartusu, #15057941

m  Hybridization Buffer (HT1), #15058251

* NextSeq™ 500/550 High Output Kit v2.5 (150 déngu), lllumina,
#20024907

Kit parcalari:

High Output Reagent kartus (150 dongu), #15057931
High Output Flow Cell kartug, #20022408

Buffer kartusu, #15057941

Hybridization Buffer (HT1), #15058251

* Zorunlu bilesenler; karsilastinlabilir kalite ve/veya Ozelliklere sahip
urtnlerle degistiriimemelidir.
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7 Reaktifler, sarf malzemeleri ve techizat

7.3 Sarf malzemeleri

Tablo 6: Plasma-SeqSensei™ Breast Cancer IVD Kit icin gerekli sarf
malzemeleri

Laboratuvar techizati Uriin

Pipet uglari/serolojik pipetler 2,10, 20, 200, 1.000 yl aerosole dayanikli, filtreli steril pipet
uclan

Reaksiyon tlpleri 15, 5, 2, 1,5 ml'lik tipler
* LoBind® DNA tiipleri 1,5 ml, Eppendorf, #0030108051
* Qubit™ Tahlil Tupleri, Thermo Fisher, #Q32856

Tup seritleri ve kapaklari (1,3 ml)

96 hazneli plakalar * PCR Plaka, 96 hazneli, segmente, yarim etekli, Thermo
Scientific, #AB0900 veya #AB2400 (PCR icin gerekli)

96 hazneli Multiply® PCR plaka, yan eteksiz, Sarstedt
(opsiyonel, yalnizca dilisyonlar igin)

96 hazneli plakalar igin Aliiminyum folyo
sizdirmazlik folyosu

Seffaf yapiskan film

Glvenlik teghizati Koruyucu ceketler, kolluklar, gdzliikler, tek kullanimlik
galoslar, eldivenler
Muhtelif Tek kullanimlik reaktif rezervuarlari (25 ml)

* QlAvac vakum manifoldlari igin 3 ml’lik uzatma tupleri,
QIAGEN, #19587

* QlAvac vakum manifoldlari igin VacConnectors (500)
vakum konnektorleri, QIAGEN, #19407

* Zorunlu bilesenler; karsilastirilabilir kalite ve/veya 6zelliklere sahip
urtnlerle degistiriimemelidir.

7.4 Techizat

Tablo 7: Plasma-SeqSensei™ Breast Cancer IVD Kit i¢cin gerekli
techizat

Laboratuvar teghizati  Uriin

Elektronik aletler 1,5/2 ml'lik tiipler igin santrifiij, 20.000 x g kapasite, sabit agili rotor

15/50 ml’lik tipler icin santrifuj, 7.197 x g kapasite, sabit acili rotor

96 hazneli plakalar igin santriftj, 1.000 x g kapasite, sabit agili rotor

Minisantriflj, kapasite < 2.000 x g
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Laboratuvar techizati  Uriin

Tuapler ve 96 hazneli plakalar icin eklentilere sahip vorteksleyici

Agilent DNA Cipleri igin eklentiye sahip vorteksleyici, 2.400 rpm
kapasite

Dondurucu, -15 °C ila -30 °C

Buzdolabi, 2 °Cila 8 °C
DNA is istasyonu/PCR kabini

Ceker ocak (kesinlikle onerilir)

Sinif Il Biyolojik Glivenlik Kabinleri (kesinlikle dnerilir)
QIAGEN Connecting System

QlAvac 24 Plus System

Vakum pompasi (230 V, 50 Hz)

Veriti Dx 96-well Thermal Cycler veya esdegeri®

Agilent 2100 Bioanalyzer System
Chip Priming Station, Agilent, #5065-4401
lllumina NextSeq™ 500/550

2100 Expert Software, Agilent Technologies
Pipetler 1.000 pl, 200 wl, 20 pl, 10 wl, 2 pl pipet

200 pl, 20 pl goklu 8 veya 12 kanalli pipet

5ila 100 ml'lik pipet tabancasi
Raklar 50 ml, 15 ml, 5 ml, 1,5/2 ml'lik tip raki

Tap zincir raki

96 hazneli rak

96S Super Magnet Plate, Alpaqua® SKU: A001322

DynaMag™-2 Magnet, Thermo Fisher, #12321D

Dondurucu saklama kutulari

Muhtelif Film aplikatérii

Kronometre

" Esdegerligin kullanici tarafindan belirlenmesi gerekmekte olup diger termal
donguleyici cihazlarin kullanimi, kullanicinin kendi sorumlulugundadir.
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8 Saklama ve kullanim

8.1 Nakliye kosullari

Uriin kuru buz tizerinde gonderilecektir. Urlin varir varmaz kutuda hala kuru
buz bulunup bulunmadidini ve reaktiflerin donmus halde olup olmadigini
kontrol edin.

8.2 Genel kullanim onlemleri

— =% Laboratuvarlardaki sicaklik ve nemin sirasiyla 15 °C ile
@ 25°C ve % 20 ile % 85 arasinda kalmasini saglayin
a (yogusma/buharlasma riskini azaltin).

15°C

Laboratuvar alanlarinda bir sey yemeyin, icmeyin ve sigara kullanmayin.
Techizat bakimini Uretici talimatlarina gére gergeklestirin.

Tdm reaktif, numune ve ilgili malzemeleri bulundugunuz yerde gecerli olan
devlet yonetmeliklerine uygun olarak dekontamine ve bertaraf edin. Dogru
ve tekrarlanabilir sonuclar icin yabanci DNA ve o6zellikle daha once
calistirilan plakalardan kalan PCR Urinleriyle kontaminasyondan kaginmak
elzemdir. Onceki deneylerden kalan amplifiye  Griinler, DNA
kontaminasyonunun en yaygin kaynagini olusturur.

Saglanan reaktifler, tim haznelerinde Bromofenol mavisi (mavi renk) igceren
Plasma-SeqSensei™ Index Primer Plate diginda goérsel olarak berrak ve
renksiz gorunlr. Test performansini etkileyebilecek herhangi bir materyal
gOrunimu degisikligi veya yanlis saklamadan kaynaklanan bozulma stphesi
varsa teknik destege bagvurun (P bolim 710 Teknik destek, sayfa 48/58).

8.3 Uyarilar ve dnlemler

Bu Urun higbir tehlikeli materyal icermez.

/\ Materyal Guvenlik Bilgi Formlari (MSDS) https://sysmex-
! inostics.com/products/kit-specs/ adresinde mevcuttur.

Plasma-SeqSensei™ Breast Cancer IVD Kit'le ilgili meydana gelebilecek her
tarlh ciddi vaka, derhal Ureticiye ve kullanicinin ve/veya hastanin yerlesik
oldugu Uye Devletin yetkili makamina bildirilmelidir.
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8.3.1 Ozel tedbirler
ilk yardim tedbirleri

m  Genel tavsiye: Etkilerin devam etmesi durumunda doktora danisin.
Kontamine giysi ve ayakkabilari derhal c¢ikarin ve yeniden
kullanmadan dénce iyice yikayin.

m  Solunmasi halinde: Etkilenen kisiyi s6z konusu alandan
uzaklastirin. Temiz hava saglandigindan emin olun.

m Ciltle temasi halinde: Etkilenen bolgeyi sabun ve bol miktarda
suyla yikayin.

m Gozle temasi halinde: Kontakt lensleri ¢ikarin. Goz kapaklarini en
az 10 ila 15 dakika tamamen acik tutarak akan su altinda goézu iyice
yikayin. Etkilenmemis gézu koruyun.

m  Yutulmasi halinde: Derhal doktor ¢agirin. Kusturmaya caligmayin.
Bilinci yerinde olmayan birine agiz yoluyla asla bir sey vermeyin.

8.3.2 Kullanim ve saklama

Genel korunma ve hijyen onlemleri

Laboratuvarda bir sey yemeyin, igmeyin, sigara kullanmayin ve ayrilmadan
once iyi bir el yikama teknigi uyguladiginizdan emin olun. Buhar solumayin.
Gaozler ve ciltle temastan kaginin. Kirli veya islak giysileri derhal gikarin.

Gulvenli kullanim 6nlemleri

Uriin kullanim riskleri, uygun koruyucu énlemler ve énleyici faaliyetlerle en
aza indirilmelidir. Calisma sureci, tehlikeli maddelerin agiga ¢ikmasina veya
ciltle temasina mUmkin oldugunca imkan veriimeyecek gsekilde
tasarlanmalidir.

Yangin ve patlamaya karsi koruma tavsiyeleri

Ozel tedbir alinmasi gerekmez.

Uyumsuzluklar da dahil olmak tGzere givenli depolama kosullari

-/, Kabi kuru ve iyi havalandirilmis bir yerde sikica kapatiimis sekilde
tutun. Acilmis kaplar dikkatlice tekrar kapatiimali ve sizintiyi
Onlemek Uzere dik tutulmalidir.

17 /58

ZR150547.R3 | Kullanim Talimatlar



8 Saklama ve kullanim

8.3.3

8.3.4

Reaktiflere iligkin kullanim 6nlemleri

Reaktiflerin uygun sekilde kullanim ve bertarafini saglayip reaktif
kontaminasyonunu 6nlemek Uzere asagida listelenen o6nlemleri
uygulayin:

Suresi dolmus veya yanlis saklanmis reaktifleri kullanmayin.
Reaktifleri, saglanan talimatlara gére hazirlayin.

Reaktifler yalnizca ayni kitte bulunan diger reaktiflerle birlikte
kullaniimalidir.

Farkli kitler veya lotlardan alinan reaktifler asla bir havuzda
toplanmamali veya birbiriyle degistiriimemelidir.

Reaktiflerin surelerinin dolmadigindan veya onerilen dondurma-
¢bzdirme dongusu sayisindan fazla kullaniimadigindan emin olmak
Uzere agllma tarihini kaydedin ve her kullanimdan sonra tapleri
isaretleyin.

Sik sik eldiven degistirerek reaktif kontaminasyonunu onleyin.
Reaktif ve numune kullanimlari arasinda daima eldiven degistirin.
Kullanilmamis reaktifleri ve atiklari tlke, federal, eyalet ve yerel
cevre dizenlemelerine gore bertaraf edin.

Givenlik ve kontaminasyon 6nlemleri

DNA kontaminasyonundan arindirilmis laboratuvar ortamini
korumak ve tim personelin givenligini saglamak Uzere asagida
listelenen 6nlemleri uygulayin:

PCR 6ncesi ve PCR sonrasi igin kullanilan ¢alisma alanlarini ayirin
ve "temiz" (amplifikasyon déncesi) alanlardan "kirli" (amplifikasyon
sonrasi) alanlara dogru tek yonlU bir is akisina uyun.

Her calisma alaninda ilgili techizatin (pipetler dahil), malzemelerin,
reaktiflerin, biyolojik olarak tehlikeli atiklar i¢in kaplarin ve
laboratuvar kilavuzlarinin  bulundugundan emin olun. Bu
malzemeleri asla PCR 6ncesi ve sonrasi ¢alisma alanlari arasinda
degistirmeyin. Belirli bir alana ait olanlari tanimlamak tGzere techizat,
malzemeler ve reaktiflere renk kodlamasi veya etiketleme yapilmasi
Onerilir.

Prosedur boyunca uygun kisisel koruyucu techizat kullanin.
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o PCR dncesi ve PCR sonrasi alanlarda galisirken her zaman
bir laboratuvar 6nligu (tercihen tek kullanimlik) giyip tek
kullanimlik pudrasiz eldivenler takin.

o Kontaminasyonu 6nlemek Gzere hem numune ve reaktif
kullanimlari arasinda hem de eldivenlerin dig kisminin ciltle
temasindan sonra eldivenleri sik sik degistirin.

o En azindan plazma hazirlama, DNA ekstraksiyonu ve
QIAquick® ile PCR irlni purifikasyonu esnasinda koruyucu
g6zIuk kullanin.

o PCR oéncesi ve sonrasi laboratuvarlar arasinda tek
kullanimhk galos takin veya ayakkabilarinizi degistirin ve
tek kullanimlik kol koruma kiliflari takin (PCR &ncesi
laboratuvarda zorunlu olup PCR sonrasi laboratuvarda ise
dzellikle UID PCR piirifikasyonu ve indeks PCR igin énerilir).

PCR o6ncesi ve PCR sonrasi laboratuvar alanlarindan c¢ikarken
kisisel koruyucu techizati ¢gikarip atin.

Tdm numuneleri potansiyel olarak enfeksiyoz materyal olarak ele
alin. DoOkulme oldugu takdirde etkilenen alanin  6nce
deterjan/dezenfektan ve suyla, ardindan ise deiyonize su
kullanilarak hazirlanan ~% 0,5 sodyum hipoklorit (gamasir suyu)
solisyonuyla temizlenmesi dnerilir.

Not: Ev tipi ticari sivi gamasir suyu (6rnegin Clorox marka) tipik
olarak % 5,25 konsantrasyonlu sodyum hipoklorit icerir. Ev tipi
camasir suyunun 1:10 oraninda dilliisyonu ile % 0,5 sodyum
hipoklorit iceren soliisyon elde edilir.

Pipetleme adimlari igin ilgili PCR kabinlerini kullanin.

Kullanimdan sonra PCR kabinlerini, dnce kuaterner amonyum
bilesikli dezenfektanla (RHEOSEPT-WD plus veya esdegeri gibi),
ardindan ise nukleik asit ve nukleazlarin giderilmesi igin tasarlanmig
bir Uriinle (Roti® Nucleic Acid-Free veya esdegeri gibi) temizleyin.
Kullanimdan sonra PCR c¢alisma alanlarini nikleik asit ve
niikleazlarin giderilmesi igin tasarlanmis bir Uriinle (Roti® Nucleic
Acid-Free veya esdegeri gibi) temizleyin.

Guvenlik kabini, PCR calisma alanlari ve laboratuvar malzemelerini
(pipetler, tip raklari ve dider tecghizat) kullanimdan sonra ultraviyole
(UV) 1sikla dekontamine edin. UV radyasyonunun etkili olmasini
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saglamak icin UV ampullerindeki kalinti birikimini dizenli olarak
giderin.

m  Yalnizca aerosole dayanikli, filtreli steril pipet uglari (lot sertifikall,
ribontikleaz, deoksiriboniikleaz ve pirojen icermeyen) kullanin.

m  Yalnizca PCR sinifi reaktif ve tlip kullanin.

m  Ayni anda yalnizca bir adet numune tipunu veya reaktif tipunu acik
tutun.

m  Cok kullanimlik reaktif sollisyonlarinin kontaminasyona ugramasini
Onlemek icin calisma alikuotlarini talimatlara gdére hazirlayin ve
dogrudan pipetlemekten kaginin.
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Plasma-SeqSensei™ Breast Cancer IVD Kit, ctDNA'y! tespit etmek Uzere
plazmadan miktar tayini yapilmis cfDNA'y1 kullanir. Kitiiphane hazirlama is
akigini (Sekil 4) bu IFU'da aciklandigi gibi baslatmadan 6nce numune
hazirlama is akisinin Sysmex Inostics Numune Hazirlama Kilavuzu'nda
aciklandigi sekilde tamamlandigindan emin olun.

Ayrica Plasma-SeqSensei™ VD Software IFU'sunun ilk bélimant olusturan
calistrma planlamasi da tamamlanmis olmalidir. DNA igeriginin
yuksekliginden dolayr numunelerin dilie edilmesi gerekiyorsa bu IFU'da
bulunan » bolum 9.1 UID PCR (Multipleks PCR), sayfa 22/58'e bakin.

Sekil 4, tek tek is akisi adimlarinin yani sira tim Plasma-SeqSensei™ iglemi
icin hangi IFU veya Kilavuzlarin takip edilecegini de iceren islemi aciklar.

Numune
Hazirlama

Numune
Hazirlama
Kilavuzu

Sekil 4: is akisi adimlari ile gerekli belgeleri iceren Plasma-SeqSensei™ islemi.

Her bir Plasma-SeqSensei™ Breast Cancer IVD Kit, tek bir plaka
;;16 Uzerinde en fazla 16 numuneyi analiz etmek UGzere tasarlanmigtir.
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Ayni dizileme calistirmasinda 16'dan fazla numune ¢alistirilacaksa ikinci bir
Plasma-SeqSensei™ Breast Cancer IVD Kit'in yani sira bir Plasma-
SeqSensei™ Extension IVD Kit'in de edinilmesi gerekir.

ikinci plakadaki numuneler (17 ile 32 arasi numuneler) igin orijinal Plasma-
SeqSensei™ Breast Cancer VD Kit'te bulunan Index Primer Plate IND34
(Plate A) yerine Plasma-SeqSensei™ Extension IVD Kit'te bulunan Index
Primer Plate IND35 (Plate B) kullaniimaldir.

Uyari: Ayni Plasma-SeqSensei™ Index Primer Plate (6rnedin
A IND34) ayni calistirmada iki kez kullanildiginda sonuglar analiz
edilemez.

iki plaka kullanilacaksa diger plakaya gecmeden énce is akisinin her adimi
icin her seferinde yalnizca bir plaka hazirlayin. Her plaka bir Pozitif Kontrol
(PC) ve bir No Template Control (NTC) icerir.

Not: Daima miimklin olan en kliglik dizileme kitini kullanin. NextSeq™ High
Output kit v2.5 yalnizca 5 veya daha fazla numuneyle kullanilabilir.

9.1 UID PCR (Multipleks PCR)

Multipleks UID PCR'de benzersiz molekiler barkod dizileri eklenirken tim
hedef bdlgeler birlikte amplifiye edilir. UID'ler dnemli dlgude arka plan
azalmasina yol acarak Plasma-SeqSensei™ teknolojisinin ultra yiksek
hassasiyete sahip olmasini saglar.

Plasma-SeqSensei™ Breast Cancer IVD Kiti kullanilarak DNA girdisi 4,3 ile
86 ng/116 pl arasinda olan numuneler analiz edilebilir. Daha yiuksek DNA
icerigine sahip numunelerin diliie edilmesi gerekir. 4,3 ng/116 pl'den az olan
numuneler dogrulanmamistir ve gegersiz sonuglar verir.

Not: Qubit numune 6lgiimi, numune yliikini belilemek amaciyla girdi olarak
kullanilacak DNA'nin sadece kaba bir tahminini verir. Numunelerin nihai ve
muhtemelen farkli olacak miktar tayini, dahili miktar tayin edici (Quantispike)
kullanilarak kiitiiphane dizileme esnasinda gerceklegtirilir.

Tavsiye: En iyi sonuglarin elde edilebilmesi icin 86 ng/116 ul veya alti
numuneler igin bile miimkiin oldugunda numune basina 43 ng/116 ul DNA
girdisi kullaniimasini éneririz.
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Gerekli kitler ve reaktifler:

- Breast Cancer Mpx A (mavi kapakl), Sysmex Inostics, #ZR851013

- Breast Cancer Mpx B (sari kapakli), Sysmex Inostics, #ZR851014

- Breast Cancer Positive Control (kirmizi kapakli), Sysmex Inostics,
#ZR855006

- No Template Control (seffaf kapakli), Sysmex Inostics, #ZR854002

- Quantispike (yesil kapakli), Sysmex Inostics, #ZR856001

- PCR Master Mix v2, 2x (siyah kapakli), Sysmex Inostics, #2R850001

Asagidaki adimlar PCR 6ncesi laboratuvardaki numune hazirlama alaninda
gerceklestirilir.

Hazirlama:

m  Tum donmus reaktifler, DNA numuneleri ve kontroller:
o Cobzdirme
o 5sn. vorteks
o 2 sn. santrifQj
m  Numunelerin toplam DNA igerigini kontrol edin.
Toplam DNA igeriginin ¢ok ylksek olmasi durumunda (6rnegin
> 86 ng/116 pl) numuneyi asagidaki hesaplamaya gore dille edin.
m Dilisyon gerektiren tim numuneler igin 1,5 ml LoBind® tupleri
etiketleyin.
m  Numune tlpd seritlerini plaka dizenine goére anlasilir sekilde
etiketleyin.

DNA dilGsyonu:

DNA konsantrasyonu, maksimum girdi olan 86 ng/116 pul'yi agiyorsa veya Ust
sinira yakinsa asagidaki hesaplamalara gore 43 ng/116 pl'ye diliie edilmis
bir numune kullanarak yeni bir tip hazirlamanizi éneririz:

ng/116 ul cinsinden 6l¢iilen konsantrasyon

Dili ktori =
ilisyon faktoru 23 1g/116
Gerekli eluat hacmi [ul] = ———> "
erekitetuat hacmt [ut] = diliisyon faktori
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toplam 135 ul eluat hacmiyle (ayrintilar igin bkz. numune hazirlama kilavuzu » béliim
4.2 Dolasimdaki DNA'nin plazmadan pdurifikasyonu)

AVE buf fer hacmi [pl] = 135 pl — gerekli eluat hacmi

Diliie edilmis numune [135 pl]
= gerekli eluat hacmi + AVE buffer hacmi

Not: Numunenin dillisyonunda kullanilan AVE buffer, QIAamp® Circulating
Nucleic Acid Kit'in (QIAGEN) bir pargasidir (ayrintilar igin bkz. numune
hazirlama kilavuzu » bolim 4.2 Dolagimdaki DNA'nin plazmadan
purifikasyonu).

Dillie edilmis numuneler icin yeniden miktar tayini

Dilie edilmis numunelerde Qubit™ kullanarak numune hazirlama
kilavuzundaki » bolim 4.3 Numune miktar tayini (Qubit™) uyarinca
dilisyonlarin miktar tayinini yeniden gergeklestirin.

UID PCR kurulumu:

Not: izole edilmis plazma numune DNA'si, hazne basina 5 replika olarak
Multipleks PCR igslemine tabi tutulur. Pozitif ve Negatif Kontrol, tekli replikalar
halinde analiz edilir (kolon 1 ve 12).

Not: Numuneler, Sekil 5 lizerinde goésterildigi gibi ¢ok kanalli bir pipet
kullanilarak UID PCR plakasina kolon kolon eklenir (kontaminasyonu
onlemek igin). Numune tipl seritleri, UID PCR plakasina paralel olarak
yerlegtirilmelidir.

Not: is akigi esnasinda numuneleri karistirmayin.

Not: 16'dan fazla numune isleniyorsa her seferinde yalnizca tek bir plaka igin
UID PCR kurulumu gergeklestirin.
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Tup seritler UID-PCR plakasi
3 [OC00000),
: llssssssie’s
- A XXX
S
{S0000000| 99009999

O = PC'lerigin ayrilmis hazneler O= NTC'ler i¢in ayrilmis hazneler

Sekil 5: Tip seritlerinden UID PCR plakasina pipetleme yaparken kullanilan
pipetleme semasi

1. Plaka basina UID PCR Calisma Karigsimi hazirlama islemini Tablo 8
Uzerinde gosterildigi gibi gergeklestirin: "UID PCR Working Mix" (UID
PCR Calisma Karigimi). Tek kanalli bir pipet kullanmak suretiyle 10
kez yukari ve asagi dogru pipetleyerek karistirin. PC ve NTC igin
gereken UID PCR Calisma Karigimi hacmi, hesaplamalarda dikkate
alinir (bkz. Tablo 8).
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Tablo 8: Plaka basina UID PCR Calisma Karigimi pipetleme semasi

Numune sayisi

(1 numune = 5 replika),
% 15 fazlalikla

PCR Master Mix v2, 2x [ul] | 400 567 734 900 1.067 | 1.234 | 1.401 | 1.567
Breast Cancer Mpx A [pl] 39 55 71 87 103 119 135 151
Breast Cancer Mpx B [pl] 39 55 71 87 103 119 135 151
Quantispike [ul] 3,0 43 56 6.8 8,1 9,4 10,6 11,9
Nihai hacim (toplam) 481,0 681,3 881,6 |1.080,8 | 1.281,1 | 1.481,4 | 1.681,6 | 1.880,9

Numune sayisi

(1 numune = 5 replika),
% 15 fazlalikla

PCR Master Mix v2, 2x [ul] | 1.734 1.901 2.068 2.234 2.401 2.568 2.735
Breast Cancer Mpx A [pl] 167 183 199 215 231 247 263
Breast Cancer Mpx B [pl] 167 183 199 215 231 247 263
Quantispike [ul] 13,2 14,4 15,7 17,0 18,2 19,5 20,7
Nihai hacim (toplam) 2.081,2 | 2.281,4 | 2.481,7 | 2.681,0 | 2.881,2 | 3.081,5 | 3.281,7

Not: Bir PC ve bir NTC hacmi dahil edilmistir.

2.

Plaka duzenine gore kolon 1 ve 12'deki haznelere 34,8 ul UID PCR
Calisma Karisimi ekleyin.

Plaka diizenine gore kolon 1'deki hazneye 23,2 ul Pozitif Kontrol
ekleyin ve 10 kez yukari asagi pipetleyerek PC'yi karistirin.

Plaka duzenine goére kolon 12'deki hazneye 23,2 ul Negatif Kontrol
ekleyin ve 10 kez yukari asagi pipetleyerek NTC'yi karisgtirin.

Bir tip seridindeki her numune i¢in 187,5 pyl UID PCR Calisma
Karigimi alikotlayin.

Tap seridinin ilgili tdptine 125 pl numune ekleyin ve 10 kez yukari
asag! pipetleyerek karistirin.

200 pl ¢ok kanalli pipeti kullanarak 58 pl Numune + Calisma
Karigimini plaka dizenine goére 5 hazne igine alikotlayin.

Plakay! yapiskan PCR filmiyle kaplayip 5 saniye boyunca 1.000 x
g'de dondarin.
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8.

Plakayr PCR donguleyiciye yerlestirin. Donglleyiciyi baslatin,
oturum agin ve 15 dakika i¢cinde "UID BC_v1" (Tablo 9) dénguleme
programini baglatin.

Tablo 9: UID BC_v1'in Tt profili
PCR donguleyici: Veriti

Hacim ayari: 50 pl

Isitict kapak Kapak sicakhgi 96 °C

# T [°C] Siire [dk:sn] Dongii sayisi
1 98 02:00 Yok 1

2 98 00:20 Yok 13

3 63 01:30 Yok 13

4 72 00:10 2 13

5 72 02:10 Yok 1

6 4 0 Yok 1

16'dan fazla numune isleniyorsa ikinci bir UID PCR plakasi
kullanmak suretiyle 1 adimindan baslayarak UID PCR prosedirini
tekrarlayin.

10. UID PCR plakasini PCR sonrasi laboratuvarda 2 °C ile 8 °C

9.2

arasinda 14 gune kadar, -15 °C ile -30 °C arasinda 2 aya kadar
saklayin veya dogrudan UID PCR purifikasyonuna gegin (» bolim
UID PCR piirifikasyonu, sayfa 27/58).

UID PCR piirifikasyonu

Agencourt AMPure® XP Kit, bir sonraki indeks PCR'de enterferansa neden
olabilecek fazla primerleri gidermekte kullanilir.

Gerekli kitler ve reaktifler:

27 /58

Agencourt AMPure® XP, Beckman Coulter, #A63881
Buffer EB (Eltsyon Buffer't), QIAGEN, #19086

Etanol (EtOH) = % 99,8, p.a.

Riboniikleaz ve deoksiriboniikleaz icermeyen distile su
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Asagidaki adimlar PCR sonrasi laboratuvarda gergeklestirilir.

Hazirlama:

m Plaka 2 °C ile 8 °C arasinda bir sicaklikta saklanmissa "Remove
Condensate_v1" (Tablo 10) PCR programini ¢alistirin.

Tablo 10: Remove Condensate_v1'in Tt profili

PCR dongiileyici: Veriti
Hacim ayari: 50 pl
Isitici kapak Kapak sicakligi 105 °C

T [°C] Siire [dk:sn] Dongii sayisi

1 4 02:00 Yok 1

m Filmi ¢ikarmadan o6nce plakayr 5 saniye boyunca 1.000 x g'de
santrifijleyin.

= Sivi atiklar i¢in bir ¢op kutusu bulundurun.

= Yeni bir % 70 EtOH hazirlayin (Tablo 11). Tipu 10 kez ters yiz
ederek gevirin.

Tavsiye: Pdrifikasyon prosediiriiniin 3 adimindaki inklibasyon
esnasinda % 70 EtOH hazirlayin.

Tablo 11: % 70 EtOH hazirlama

Yarim plaka ‘ Tam plaka

(8 numune) (16 numune)
EtOH (= % 99,8, p.a.) 9,1ml 17,5 ml
Distile su 3,9ml 7,5ml
Toplam 13 ml 25 ml

m  Boncuklart 15 °C ila 25 °C'ye (~30 dakika) dengeleyin ve siseyi
calisma ylzeyinde yatay olarak yuvarlayarak yeniden slspanse
edin. Yavasca yuvarlayip her 180 derece dontisten sonra duraklayin
ve sivi akana kadar bekleyin. Boncuklar homojen bir sekilde yeniden
suspanse olana ve higbir ¢izgi gérinmeyecek hale gelene kadar
tekrarlayin. Arada bir siseyi ters ylz edin. Boncuk sisesini
vortekslemeyin.

28 /58
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AMPure® boncuk soliisyonunu (Tablo 12) 1 ml'lik pipet kullanarak bir
rezervuara ekleyin.

Tablo 12: Gerekli AMPure® boncuk hacmi

Yarim plaka (8 numune)

4,4 mi

Tam plaka (16 numune)

8,3ml

iki UID PCR plakasi kullanilacaksa UID PCR Piirifikasyon is akisini
her seferinde yalnizca bir plaka igin gergeklestirin.

Purifikasyon proseduru:

1.

Rezervuar

Asagidaki adimlar igin ¢gok kanall bir pipet kullanin. UID PCR ve UID
eluat plakalar birbirine paralel olarak yerlestiriimeli ve pipetleme
islemi kolon bazinda gergeklestiriimelidir (sira bazinda degil Sekil 6).

Not: Tim adimlari soldan saga dogru pipetleyerek gergeklestirin.

UID PCR plakasi

=)

UID PCR plakasi

UID eluat plakasi

e R
1 o o N o
MR | 188888288 [/1=aseres
00000000 00000000 || LX)
00000000 00000000 ||| LLLXLICLI)
00000000 Q0000000 ||| QUL
(MO | 188888888 T 5
00000000 00000000 ||} LX)
00000000 00000000 ||| LX)
00000000 00000000 ||} LX)
mOSteens- | 8RERES M

PCller (kolon 1)

+ numuneler (kolonlar 2-6) I

| PCler (kolon 1)

+ numuneler (kolonlar 2-6) I

Sekil 6: Rezervuardan UID PCR Plakasina (sol) veya UID PCR plakasindan (sag)
bir UID eluat plakasina pipetleme yaparken kullanilan pipetleme semasi.

29 /58

UID PCR plakasinin her bir haznesine 81 ul AMPure® boncuk
ekleyin ve 10 kez yukari asagdi yavasca pipetleyerek karigtirin.

Not: Her aspirasyondan 6nce AMPure® boncuklarini rezervuarda 3

kez yeniden siispanse edin.
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Not: Boncuklarin kurumadigindan kesinlikle emin olun.

3. UID PCR plakasini 15 °C ile 25 °C arasinda 10 dakika boyunca
inklbe edin.

4. UID PCR plakasini miknatis plakasina (Alpaqua) yerlestirin ve 5
dakika inklibe edin.

5. Tum boncuklarin miknatis Gzerinde oldugundan emin olun. 134 pl
pipetleyerek stpernatanti dikkatlice ¢ikarin.

Not: Ayrilmis manyetik boncuk halkasini bozmayin. Pipet ucunu
haznenin dibine dogru kenarlara degdirmeden hareket ettirin.

6. % 70 EtOH'yi bir rezervuara aktarin (Tablo 13).

Tablo 13: Gerekli % 70 EtOH hacmi

Yarim plaka (8 numune) Tam plaka (16 numune)

13 ml 25 ml

7. Her bir hazneye yeniden suspanse etmeksizin 100 pl % 70 EtOH
ekleyin. 30 saniye boyunca inkiibe edin.

8. Plakaylr miknatis Uzerinde tutun. 110 pl EtOH'yi dikkatlice ¢ikarip
atin.

9. Her bir hazneye yeniden sispanse etmeksizin 100 pl % 70 EtOH
ekleyin. 30 saniye boyunca inkiibe edin.

10. Plakayi miknatis Gzerinde tutun. 100 uyl EtOH'yi dikkatlice c¢ikarip
atin.

11. Kalinti EtOH'yi 20 ul'lik gok kanall bir pipet kullanarak ¢ikarin.

12. UID PCR plakasini miknatistan ¢ikarin ve 2 dakika boyunca
kurumaya birakin.

13. Bir rezervuara gereken hacimde Buffer EB ekleyin (Tablo 14).

Tablo 14: Gerekli Buffer EB hacmi

Yarim plaka (8 numune) Tam plaka (16 numune)

7 ml 13 ml

30/58
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14. DNA'yI elle etmek Uzere her bir hazneye 120 ul Buffer EB ekleyip
en az 10 kez yukari asagi dogru dikkatlice karigtirin.

15. Tum boncuklarin solusyon i¢inde bulundugunu gérsel olarak kontrol
edin.

16. UID PCR plakasini 15 °C ile 25 °C arasinda 2 dakika boyunca
inklbe edin.

17. UID PCR plakasini miknatis Gzerine yerlestirip 1 dakika boyunca
inkiibe edin.

18. Her hazneden 110 pl eluati dikkatlice yeni bir UID eluat plakasina
aktarip UID PCR plakasini atin.

19. Dogrudan indeks PCR islemiyle devam edin veya UID eluat
plakasini kapatin. Plakayi 2 °C ila 8 °C sicaklikta 7 gline kadar, -15
°C ila -30 °C sicaklikta ise 2 aya kadar saklayin.

20. 16'dan fazla numune isleniyorsa ikinci UID PCR plakasini kullanmak
suretiyle 2 adimindan baslayarak UID PCR purifikasyon
prosedurinu tekrarlayin.

9.3 indeks PCR

indeks PCR, indeksleme etiketleri (hazne barkodlari) ve lllumina dizileme
adaptorleri eklenirken purifiye edilmis UID PCR drunlerini amplifiye etmek
icin gerceklestirilir.

Her bir Plasma-SeqSensei™ Breast Cancer IVD Kit, en fazla 16 numune igin
kullanilabilecek bir Index Primer Plate IND34 (Plate A) igerir. Bir dizileme
calistirmasinda 16'dan fazla numune analiz ediliyorsa Plasma-SeqSensei™
Extension IVD Kit'te bulunan ikinci Index Primer Plate IND35 (Plate B)
kullaniimahdir.

Not: Ayni dizileme calistirmasinda ayni Index Primer Plate'i iki kez
kullanmayin. Daima iki farkli Index Primer Plate (IND34 + IND35 / Plate A +
Plate B) kullanin.

Plasma-SeqSensei™ Index Primer Plate hazneleri tek kullanimliktir.

31/58
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Kuru Index Primer Plate konumlari, Plasma-SeqSensei™ VD Software'in
Calistirma planlama aracindaki plaka duzeninin yani sira nihai PCR
plakasindakilerle de eslesmelidir (Sekil 7). Hangi haznelerin halihazirda
kullanilmis oldugunu lttfen not edin. Sonraki ¢alistirmayi planlarken kalan
indeks konumlarini/haznelerini kullanin ve bilgileri yazihma aktarin.

Plate A 1 2 3 4 g 6 7 8 g 10 11 12

Iy

A [BBE Sample1 Sample2 NTC
B Sample3 Sampled
c SampleS Samples
D Sample7 Sample8

Sekil 7: indeks PCR igin plaka diizeni 6rnegi

Gerekli kitler ve reaktifler:

- Index Primer Plate IND34 (Plate A), Sysmex Inostics, #R852004

- opsiyonel: Index Primer Plate IND35 (Plate B), Sysmex Inostics,
#ZR852005

- PCR Master Mix v2, 2x (siyah kapakli), Sysmex Inostics, #ZR850001

- Su, niikleazsiz (seffaf/beyaz kapakli), Sysmex Inostics, #ZR224006

- Buffer EB (Elisyon Buffer'), QIAGEN, #19086

Asagidaki adimlar PCR sonrasi laboratuvarda gerceklestirilir.

Hazirlama:

= TUm reaktifleri saglayin:
o (CoOzdurme
o 5sn. vorteks
o 2 sn. santrif(j
m  Gerekli tim plastikleri (indeks PCR Calisma Karisimi tipi, tek
kullanimlik rezervuar, DIL plakasi, indeks PCR plakasi) etiketleyin.
m  Gereken Buffer EB'yi (Tablo 15) bir rezervuara yerlestirip kullanana
kadar kapagini kapatin.

32/58
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Tablo 15: Gerekli Buffer EB hacmi

Yarim plaka (8 numune) Tam plaka (16 numune)

5,5ml 10 ml

m Plaka 2 °C ile 8 °C arasinda bir sicaklikta saklanmissa "Remove
Condensate_v1" (Kondansat v1’i Cikar) PCR programini galigtirin.

m UID eluat plakasi saklanmigsa 5 saniye boyunca 1.000 x g'de
dondarin.

m iki UID eluat plakasi isleniyorsa indeks PCR is akisini her seferinde
yalnizca tek bir plaka igin gergeklestirin.

Dilisyon (DIL) plakasi hazirlama:

Not: DIL plakasi hazirliginin tiim adimlarinda ¢ok kanalli bir pipet kullanin.

Not: Plaka saklanmigsa UID eluat plakasindaki her bir hazneyi 5 kez yukari
asadi pipetleyerek karigtirin.

1. UID eluat plakasini miknatis Gzerine yerlestirip 1 dakika boyunca
inkibe edin.

2. DIL plakasina plaka dizenine goére hazne basina 99 ul Buffer EB
ekleyin.

3. UID eluat plakasindan DIL plakasina hazne basina 5 ul aktarin ve
pipet ucunu 3 kez yukari asagi pipetleyerek durulayin.

4. Yukari asagi 10 kez 70 pl pipetleyerek iyice karigtirin.

UID eluat plakasini kapatin. Kalinti hacmine sahip plakayi 2 °C ila 8
°C sicaklikta 7 gine kadar, -15 °C ila -30 °C sicaklikta ise 2 aya
kadar saklayin.

Plasma-SeqSensei™ Index Primer Plate'i hazirlama:

6. Index Primer Plate'i 5 saniye boyunca 1.000 x g'de dondurin.

7. Aliminyum folyoyu 200 pl'lik uglarla delerek hazne icin gerekli
miktarda Index Primer Plate hazirlayin.

Not: Dogru Index Primer Plate'in (IND34 veya IND35 / A veya B)
dogru yerde kullanildigindan emin olun.
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indeks PCR'yi hazirlama:

8. indeks PCR Calisma Karigimini Tablo 16 uyarinca hazirlayin.
Karisimi 5 saniye boyunca vorteksleyip 2 saniye boyunca déndurun.

Tablo 16: Plaka basina indeks PCR Galisma Karisimi pipetleme semasi

Numune sayisi,

% 10 fazlalkla 2 3 4 5 6 7 8 9

PCR Master Mix v2, 2x [ul] 165 | 234 | 303 | 371 | 440 | 509 | 578 | 646
Su, niikleazsiz [ul] 99 | 140 | 181 | 223 | 264 | 305 | 347 | 388
Nihai hacim (toplam) 264 | 374 | 484 | 594 | 704 | 814 | 925 |1.034
NO/:T(;‘;‘:;:I'E{(';' 10 1 12 13 14 15 16
PCR Master Mix v2, 2x [ul] 715 | 784 | 853 | 921 | 990 | 1.059 | 1.128
Su, niikleazsiz [ul] 429 | 470 | 512 | 553 | 594 | 635 | 677
Nihai hacim (toplam) 1.144 | 1.254 | 1.365 | 1.474 | 1.584 | 1.694 | 1.805

Not: Bir PC ve bir NTC hacmi dahil edilmistir.

9. Index Primer Plate'e hazne basina 20 pl indeks PCR Calisma
Karigimi ekleyin.

Tavsiye: Calisma Karisimini plakaya transfer etmek lizere ¢ok
kanalli pipetlerle tiip seritlerine aktarin. Her seferinde yeni pipet
uglari kullandiginizdan emin olun.

10. DIL plakasindan Index Primer Plate'e 5 pl sablon ekleyip reaktifler
yeniden suspanse olana dek 10 kez yukari asagi pipetleyerek iyice
karistirin. GCok kanalli bir pipet kullanin. Kullanimin ardindan DIL
plakasini atin.

Not: Numunelerin karismasini énlemek igin DIL plakasi ile Plasma-
SeqSensei™ Index Primer Plate'in dogru yerlestirildigini goérsel
olarak onaylayin.

Not: Yeniden slispansiyonun ardindan hazne diplerinde mavi
noktalar olup olmadigini kontrol edin. Mavi nokta, reaktiflerin yetersiz
sekilde yeniden slispanse edildigini gdésterir. Mavi noktalar hala
gorindyorsa bunlar gériinmeyene ve sivi maviye dénene kadar
10 kez yukari asagi pipetleyerek yeniden siispansiyonu tekrarlayin.
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

35/58

Index Primer Plate'i yapiskan PCR filmiyle kaplayip 5 saniye
boyunca 1.000 x g'de donduirin.

Index Primer Plate'in yalnizca bir kisminin kullaniimasi durumunda,
Index Primer Plate'in tim hacmini yeni bir PCR plakasina aktarin.

Not: Numunelerin karigsmasini énlemek igin Plasma-SeqSensei™
Index Primer Plate ve yeni PCR plakasinin dogru yerlestirildigini
onaylayin.

Tavsiye: 1x 200 ul ¢ok kanalli pipet yerine 2x 20 ul ¢ok kanalli pipet
kullanin.

Yeni PCR plakasini yapiskan PCR filmiyle kaplayip 5 saniye
boyunca 1.000 x g'de donduirln.

Index Primer Plate'in kullaniimis haznelerini kapatin (yalnizca Index
Primer Plate atilmayacaksa gegerlidir) ve karanlikta 2 °C ila 8 °C
sicaklikta saklayin.

PCR'yi "IDX BC_v1" (Tablo 17) programiyla 15 dakika icinde
baslatin.

Tablo 17: IDX BC_v1'in Tt profili
PCR donglleyici: Veriti

Hacim ayari: 25 pl

Isitici kapak Kapak sicakhgr: 96 °C

# Siire [dk:sn] Dongii sayisi
1 98 00:30 Yok 1

2 98 00:10 Yok 20

3 65 00:10 Yok 20

4 72 00:10 2 20

5 72 05:00 Yok 1

6 4 0 Yok 1

16'dan fazla numune isleniyorsa ikinci UID eluat plakasini kullanmak
suretiyle 1 adimindan baslayarak indeks PCR prosedirinii
tekrarlayin.

PCR sonrasinda indeks PCR plakalarini 1.000 x g'de 5 saniye
boyunca déndirin. Plakalari 2 °C ila 8 °C sicaklikta 7 giine kadar,
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-15 °C ila -30 °C sicaklikta ise 2 aya kadar saklayin veya dogrudan
indeks PCR piirifikasyonuna gegin.

9.4 indeks PCR piirifikasyonu

Onemli: Bu adim, bir plakanin tiim numune ve kontrol haznelerini tek
bir kiitiiphanede birlestirir. iki plaka hazirlanmigsa (IND34 ve IND35 / Plate
A ve Plate B) iki dizileme kiitiiphanesi elde etmek igin yalnizca tek bir
plakadaki numune ve kontrolleri birlestirin. Ayrica pdrifikasyon islemi,
sonraki dizilemeleri aksatabilecek dNTP'leri, primerleri, primer dimerlerini ve
tuzlari ortadan kaldirir.

Gerekli kitler ve reaktifler:

- Agencourt AMPure® XP, Beckman Coulter, A63881

- QIAquick® PCR Purification Kit, QIAGEN, #28104 veya #28106
- Buffer PB, QIAGEN, #19066

- Etanol (EtOH) = % 99,8, p.a.

- Riboniikleaz ve deoksiriboniikleaz icermeyen distile su

Asagidaki adimlar PCR sonrasi laboratuvarda gerceklestirilir.

Hazirlama:

m Plaka 2 °C ile 8 °C arasinda bir sicaklikta saklanmissa "Remove
Condensate_v1" (Kondansat v1’i Cikar) PCR programini ¢aligtirin.

m  Gerekli tim plastikleri (EtOH diliisyon tipu, PB dilisyon tupu/tipleri,
spin kolonu/kolonlari, QIAquick® eluat tipU/tiipleri, indeks eluat
tapl/tupleri) etiketleyin

m  Sivi atiklar igin bir ¢op kutusu hazirlayin.

m Tablo 18 uyarinca yeni bir % 70 EtOH hazirlayin. 10 kez ters yuz
ederek gevirin.

Tablo 18: % 70 EtOH hazirlama

Reaktif Hacim

EtOH = % 99,8, p.a. [ml] 2,8
Distile su [ml] 1,2
Gereken hacim [ml] 4,0

36/58
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Filmi ¢cikarmadan énce indeks PCR plakasini 5 saniye boyunca
1.000 x g'de dondarin.

Bir plakadaki tiim haznelerde (hnumuneler ve kontroller) bulunan
tim siviyr 20 ul pipet kullanarak ve 2 x 15 pl pipetleyerek uygun bir
kaba toplayin.

Not: Cok kanalli bir pipet kullaniyorsaniz kolon basina tiim hazneleri
6nce yeni bir PCR plaka seridinin bir sirasinda havuzlayin. Ardindan
her haznenin igerigini tek kanalli pipetle uygun bir kaba aktarin.

iki indeks PCR plakasi kullanilacaksa indeks PCR Piirifikasyonunu
her seferinde yalnizca bir plaka igin gergeklestirin.

Not: Bu protokolde asagidaki adimlar igin tek kanalli bir pipet
kullanin.

QIAquick® ile 1. purifikasyon:

1.

37/58

QIAquick® PCR Purification Kit'le purifikasyon igin Uretici el
kitabinda bulunan "Vakum Manifoldu ile QIAquick PCR
Pirifikasyonu" protokoliine bakin. isleme iligkin farklliklar agagida
aciklanmigtir.

ilk olarak ilgili tipe hesaplanan hacimde (bkz. Tablo 19) Buffer PB
ekleyip 3 saniye boyunca vorteksleyin ve 2 saniye boyunca 500 x
g'de doéndurin.

Tablo 19: Gerekli Buffer PB hacmini hesaplama

Reaktif Hazne basina __ xhazne
Numune hacmi [pl] 25
Buffer PB [pl] 125
Toplam hacim [pl] 150

Asagidaki PCR pdrifikasyon adimlarini QIAGEN el kitabinda
aciklanan talimatlara gére gergeklestirin.

Not: Kolonun maksimum yiikleme hacmi 800 ul'dir. Havuzlanmis
numune hacimleri 800 ul'den bliyiikse bir uzatma tiipi kullanin veya
tekrar yiikleme yapin.
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Not: Her adimda kolona dogru hacim uygulandigini ve sivinin
tamaminin filtreden gectigini gbrsel olarak dogrulayin.

Not: Kolonlarin titkanmasi durumunda QIAGEN el kitabindaki sorun
giderme kilavuzuna bakin.

4. DNA eltsyonu igin 1,5 ml'lik temiz bir LoBind® tiptine bir QIAquick®
kolonu yerlestirin.

5. QIAquick® membraninin ortasina 50 pl Buffer EB ekleyin ve son
santriflij adimindan énce 15 °C ila 25 °C sicaklikta 1 dakika boyunca
inkibe edin.

Not: iki kez eliie etmeyin.

AMPure® boncuklariyla 2. pirifikasyon:

6. 45 pl eluati yeni bir LoBind® tiipiine aktarin. Onceki tiipi atin.

7. A) Orijinal AMPure® sisesini kullanirken boncuklarin 15 °C ila 25
°C'ye (~30 dakika) dengelenmesini bekleyin ve siseyi calisma
yluzeyinde yatay olarak yuvarlayarak yeniden slUspanse edin.
Yavasca yuvarlayip 180 derece donlsten sonra duraklayin ve sivi
akana kadar bekleyin. Boncuklar homojen bir sekilde yeniden
suspanse olana kadar tekrarlayin. Boncuk sisesini vortekslemeyin.

B) AMPure® boncuk alikotlarini kullanirken 15 °C ila 25 °C'ye
dengelenmelerini bekleyin ve boncuklari en az 10 kez ters yiz
ederek karistirin. TUum boncuklarin tamamen yeniden suspanse
oldugundan emin olun.

8. Eluata 40 ul AMPure® boncuk ekleyip 10 saniye boyunca
vorteksleyin ve 3 saniye boyunca donduirun.

9. 15°Cila 25 °C'de 5 dakika boyunca inkiibe edin.

10. Tupl acip DynaMag-2'ye yerlestirin ve 15 °C ila 25 °C'de 2 dakika
boyunca inkibe edin.

Asagidaki adimlar (11 ila 15) tipler manyetik raktayken gerceklestirilir:

11. 100 pl'ye ayarlanmig 200 pl'lik bir pipet kullanarak stpernatanti
cikarip atin.

38/58
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12.

13.
14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.
21.

22.

39/58

Not: Tipli ~1 cm havaya kaldirin ve tiim boncuklarin
sabitlendiginden emin olmak icin tabani tamamen miknatisa dogru
bastirin.

500 pl % 70 EtOH ekleyip 15 °C ila 25 °C'de 30 saniye boyunca
inkibe edin.

Supernatanti ¢ikarip atin.

500 pl % 70 EtOH ekleyip 15 °C ila 25 °C'de 30 saniye boyunca
inkiibe edin. inkiibasyon esnasinda etkin karisimi saglamak iizere
tlpU dikey eksen etrafinda 180 derece dondurin. En erken 5 saniye
sonra yavasga geri ¢evirin.

Slpernatantin tamamini ¢ikarip atin. Kalinti EtOH'yi 20 pl'lik bir pipet
kullanarak ¢ikarin.

Tapu DynaMag-2'den ¢ikarin ve kapag! acik olarak 15 °C ila 25
°C'de 2 dakika boyunca kurumaya birakin.

15 pl Buffer EB ekleyin ve 10 saniye boyunca vorteksleyerek boncuk
karisimini tamamen yeniden sispanse edin. 3 saniye dondurtp 15
°C ila 25 °C'de 1 dakika boyunca inkiibe edin.

Tlapu acip DynaMag-2'ye yerlestirin ve 15 °C ila 25 °C'de 1 dakika
boyunca inkibe edin.

Slpernatantin  tamamini "Index eluate" (indeks eluati) tiipiine
aktarmak igin 20 pl'ye ayarlanmis 20 pl'lik bir pipet kullanin.

Not: Tipli ~1 cm havaya kaldirin ve tiim boncuklarin
sabitlendiginden emin olmak i¢in tabani tamamen miknatisa dogru
bastirin.

QIAquick® eluatiyla etiketlenmis tipt atin.

"Index eluati" tipund 2 °C ila 8 °C sicaklikta 7 guine kadar, -15 °C ila
-30 °C sicaklikta 2 aya kadar saklayin veya dogrudan Bioanalyzer
miktar tayinine gegin.

16'dan fazla numune isleniyorsa ikinci indeks PCR plakasini
kullanmak suretiyle 2 adimindan baglayarak indeks PCR
purifikasyon prosedirinu tekrarlayin.
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9.5 Kituphane KK (Bioanalyzer)

Kutuphane KK, her kutiphanenin yan Uriin ve ortalama boyut belirleme
kontrolU i¢in bir Bioanalyzer kullanilarak gergeklestirilir. Miktar tayinleri, her
kutiphane igin Ug replikali olarak gergeklestiriimelidir.

Plasma-SeqSensei™ Breast Cancer IVD Kit, Agilent'in Bioanalyzer DNA
1000 Kit'i kullanilarak gelistirilmistir.

Gerekli kitler ve reaktifler:

- DNA 1000 Kit, Agilent, #5067-1504
- Buffer EB (Ellsyon Buffer'), QIAGEN, #19086
- Riboniikleaz ve deoksiriboniikleaz icermeyen distile su

Asagidaki adimlar PCR sonrasi laboratuvarda gergeklestirilir.

Bioanalyzer'i Hazirlama:

Reaktiflerin 15 °C ila 25 °C'de karanlikta 30 dakika boyunca dengelenmesini
bekleyin.

Adimlarin tamami i¢in Agilent Bioanalyzer el kitabina bakin.
Not: Numune 6lgtimii (¢ teknik replika halinde gerceklestirilmelidir.

Bioanalyzer dilisyonunu (BA_DIL) hazirlama:
1. BA_DIL igin gereken hacimleri hesaplayin:

Toplam DNA girdisi

Dili ktori =
ilisyon faktori 3

her bir pozitif kontrol (PC) i¢in ng/116 ul + 4,3 ng olarak analiz edilmis tiim
numunelerin toplam DNA girdisiyle.

(Qubit™ kullanilarak 6lgiiliir, bkz. numune hazirlama kilavuzu » bélim 4.3 Numune
miktar tayini (Qubit™))

Not: Diliisyon faktérii <1 ise Indeks eluatinizi diliie etmeyip KK
6leiimi, miktar tayini ve 2 nM diliisyon i¢in dogrudan kullanin.
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Buffer EB [ul] = (3 * diliisyon faktori) — 3 pl
BA_DIL [ul] = 3 ul indeks eluatt + X pl Buf fer EB

indeks eluatini hesaplamaya gére yeni bir tiipte dillie edin. Kisa bir
sure vorteksleyin ve 3 saniye boyunca dondirin. Kalan indeks
eluatini 2 °C ila 8 °C sicaklikta 7 gline kadar, -15 °C ila -30 °C
sicaklkta ise 2 aya kadar saklayin.

Not: En az 10 ul toplam BA_DIL hacmi mevcut bulundugundan emin
olun.

Veri analizi:

3.
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Merdiven grafigi profilinin asagida bulunan Sekil 8 sekline benzer
go6rinduguni ve duz bir taban gizgisi ile en diistgu 15 bp, en ylksegi
ise 1.500 bp olan (bunlar okunan her numunede bulunacak
belirteclerdir) 13 pik icerdigini dogrulayin (bkz. Sekil 8).

[FU1

»

o
3004
250
2004 &
150 & @Q'}"‘
&
100 ‘ I
50 i
e I | ‘ |
S I 1AV A il i A

15 50 100 150 200 300 400 500 700 850 1500 [bp]

Sekil 8: Merdiven elektroferogrami (Bioanalyzer)

Hazne 1'e ait elektroferograma c¢ift tiklayip Peak Table (Pik Tablosu)
sekmesini segin (bkz. Sekil 9).
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Sekil 9: Bioanalyzer ilizerindeki numune elektroferogramlari. (A)
Herhangi bir yan iiriin icermeyen optimal elektroferogram, (B) yan
tirtinler iceren numune elektroferogrami (6rnegi primer dimer ve gDNA
(HMW iiriinii)).

Elektroferograma sag tiklayarak [Manual
Entegrasyon) dgesini segin.

Integration] (Manuel

Sifir ¢gizgisi boyunca (Sekil 9B'de gdsterilmistir) numune Urlnu,
primer dimer (yan Uriin) ve yiuksek molekuler agirlikli (HMW) Grin
olmak (zere tiim gorsel pikleri tanimlamak igin mavi cizgileri
kullanin.

Not: Mavi gizgilerin uglarini kirmizi ¢izgiden ayirmak igin "Ctrl"
tusunu kullanin. Bir ¢izgi seciliyse suna sag tiklayarak onu kaldirin:
[Remove Peak] (Piki Kaldir). [Add Peak] (Pik Ekle) 6gesine sad
tiklayarak herhangi bir konuma ilave mavi gizgiler ekleyin.
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10.

(X .
[Peak Description] (Pik Tanimi) égesini kullanarak ( = ) her pik
icin ilgili molariteyi géstermek Uzere [Mol Peak Molarity] (Mol Pik
Molaritesi) 6gesini segin.

Dosyay! kaydedin.

Her bir replikanin kalan hazneleri icin 4 ile 8 arasindaki adimlari
tekrarlayin.

Ugli 8lgime dayali olarak tiim Uriinlerin molarite toplaminin
ortalamasini, standart sapmasini ve varyasyon katsayisini (CV)
hesaplayin.

Kabul ve ret kriterleri:

43 /58

DNA kalite kontrolii: Uriin, primer dimer ve HMW toplami
< 2,0 nmol/l ise DNA konsantrasyonu dizileme i¢in ¢ok disuktir.

Sinyal/Gurllti orani (SNR) kabul kriteri: = % 90

spesifik triniin molaritesi

SNR [%] =
(%] spesifik trin, yan trin ve HMW trini toplamt *

100

Hassasiyet kontroli kabul kriteri: Tum Urlnlerin  molarite
toplaminin CV'si < % 10

v Kat (%] standart sapma .
aryasyon =
yasy atsayist 170 ortalama

Not: Standart sapmayi numune bazinda degerlendirin.

Not: Sinyal/Giiriiltii orani spesifik olmayan bir pik nedeniyle
basarisiz oluyorsa bu deger hesaplamalardan ¢ikarilabilir.

Not: Ug replikanin CV'si > % 10 ise diger iki deger kabul kriterleri
dahilinde oldugu slirece en dislik deder numune
hesaplamalarindan gikarilabilir.

Not: Bir veya daha fazla kriter basarisiz olursa yeni bir BA_DIL
hazirlayip Bioanalyzer galigtirmasini tekrarlayin.
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9.6

Illumina NextSeq™ 500/550'de dizileme

Numunelerin dizilenmesi lllumina NextSeq™ 500 veya 550 kullanilarak
lllumina tarafindan saglanan kullanim talimatlarinda acgiklandigi sekilde
gerceklestirilir.

Gerekli kitler ve reaktifler:

NextSeq™ 500/550 Mid Output Kit v2.5 (150 Doéngii), lllumina,
#20024904

< 377 ng toplam DNA girdisi (Numune hazirlama kilavuzu » bolim
4.3 Numune miktar tayini (Qubit™) icinde bulunan Qubit™ &l¢gimine
gore) VEYA

NextSeq™ 500/550 High Output Kit v2.5 (150 Doéngu), Illlumina,
#20024907

< 1.304 ng toplam DNA girdisi (Numune hazirlama kilavuzu » bolim
4.3 Numune miktar tayini (Qubit™) icinde bulunan Qubit™ &lgimine
gore)

Sodyum hidroksit (NaOH), 1M

Trizma® hidrokloriir soliisyonu pH 7,0, 1 M

Buffer EB (Elisyon Buffer't), QIAGEN, #19086

Riboniikleaz ve deoksiriboniikleaz icermeyen distile su

Asagidaki adimlar PCR sonrasi laboratuvarda gergeklestirilir.

Dizileme icin numune hazirlama (2 nM baslangic kitiphane
konsantrasyonu):

Her 2 nM kutiphane icin gereken toplam hacmi hesaplayin:

3 ul BA_DIL » Konsantrasyongitiphane €insi nM
2nM

Toplam Hacim [ul] =
Gerekli Buffer EB hacmini hesaplayin:
Hacimg,fe, gp [Wl] = Toplam hacim — 3 ul BA_DIL

Asagidaki hesaplamaya goére her kUtiphane icin 2 nM kitiphane
dilisyonu hazirlayin:
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2 nM Kutiphane Diliisyon = 3 ul BA_DIL + Hacimgyffer gp

Not: < 3 ul pipetlemeyin.
Not: 2 nM diliisyon hacmi < 10 pl ise toplam hacmi ayarlayin.

Opsiyonel: Plasma-SeqSensei™ Extension IVD Kit kullanilarak iki
plaka islendiyse iki ayri 2 nM kutiphane dilisyonunu asagidaki
denklemlere gdére 10 pl'lik nihai Kutiphane Havuzu Karisiminda
havuzlayin:

DNA girdisitoplum = Z DNA girdisiplakaA + Z DNA girdisiplakaB

10 ul
Haci = DNA girdisi
actMyiakan = Har Girdisizamam * gurdistyiakaa
. 10l o
Hacimygqp = * DNA girdisipiaiap

DNA girdisizopiam

Not: Yalnizca mevcut pipetlerin kabul edilen araliklarindaki hacimleri
pipetleyin. Daha diiglik hacimlerin pipetlenmesi gerekiyorsa bunun
yerine nihai Kiitiiphane Havuzu Karisiminin toplam hacmini artirin.

Yeni hazirlanmig 0,2 M NaOH ile (havuzlanmig) kitliphane
denatlrasyonu gercgeklestirin (bkz. Tablo 20). 5 saniye boyunca
vorteksleyip 3 saniye boyunca santrifijleyin.

Tablo 20: Kutiiphane denatiirasyonu ve dilisyonu igin gereken
hacimler.

Kiitiiphane 0,2 M NaOH 0,2 M Tris-HCI HT1 buffer
10 i 10 pl 10 pl 970 pl

(Havuzlanmig) katiphaneyi 15 °C ila 25 °C'de 5 dakika boyunca
inkibe edin.

Denatire (havuzlanmig) kitiiphaneye 10 ul 0,2 M Tris-HCI, pH 7,0
ekleyin (bkz. Tablo 20). 5 saniye boyunca vorteksleyip 3 saniye
boyunca déndurin.
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8. Onceden sogutulmus HT1 bufferindan 970 pl ekleme yaparak
denature (havuzlanmig) kutiphaneyi 20 pM'ye diltie edin (lllumina
Sequencing kitiyle birlikte verilir, bkz. Tablo 20). 5 saniye boyunca
vorteksleyip 3 saniye boyunca dondurun.

9. Denatire (havuzlanmis) 20 pM kitiphaneyi HT1 buffer'iyla yeni bir
tipte, secilen dizileme kitine ve dizileme cihazina bagli olarak
optimum nihai yikleme konsantrasyonuna kadar diliie edin (bkz.
Tablo 21). 5 saniye boyunca vorteksleyip 3 saniye boyunca
dondurdn.

Onemli: Her dizileme cihazi farkli bir optimum nihai yiikleme
konsantrasyonuna sahip olabildiginden bunun kullanici tarafindan
belirlenmesi gerekir. Tablo 21 lizerinde belirtildigi sekilde Snerilen
nihai ylikleme konsantrasyonumuzu kullanarak baslayin. Yiikleme
konsantrasyonunu kime yogunlugu dlsikse artirin, ¢alistirmalar
asir kimelenmigse azalftin.

Tablo 21: Dizileme igin 6nerilen nihai yilkleme konsantrasyonu

icin gereken hacimler
Mid Output Kit = High Output Kit

Onerilen nihai konsantrasyon 1,0 pM 1,1 pM
Kiitiiphane girdisi 65 pl 71l
HT1 buffer 1.235 pl 1.229 pl

10. Dizileme bdlgesinde ayri bir demultipleksleme islem hatt
uygulanmigsa dizileme calistirmasini NextSeq Control kullanarak
baslatin (6rnedin lllumina'dan bcl2fastq). Aksi takdirde dizileme
calistirmasini  baslatmak igin NextSeq cihazinin Local Run
Manager'ini kullanin.

11. Dizileme calistirmasinin  baslangicini  lllumina protokoliine
(NextSeq™ 550 Sistem Kilavuzu, belge #15069765v06) gore Tablo
22 icinde bulunan asagidaki Run Parameter Settings'i (Calistirma
Parametresi Ayarlari) kullanarak gergeklestirin:
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Tablo 22: Dizileme parametreleri

Okuma 1 indeks 1 indeks 2*

Okuma uzunlugu 148 10 10

* Indeks 2 okuma uzunlugu yalnizca ayni dizileme calistirmasinda iki plaka
kullanildiginda dahil edilecektir.

12. Local Run Manager'i kullanirken "Advanced Module Settings"e
(Gelismis Modul Ayarlar) Tablo 23 Uzerinde gosterilen asagidaki
adaptor ayarlarini (numune sayfasindan kopyalanabilir) ekleyin:

Tablo 23: Local Run Manager igin adaptor ayarlari

Adaptor AGATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCA

Onemli: Kiime yoguniugu, 220 K/mm? dederini asmamalidir. Kiime
yogunlugu > 220 K/mm? oldugunda dizileme galistirmasini azaltiimig
yiikleme konsantrasyonuyla tekrarlayin. Onerilen kiime yogunlugu araligi
150-220 K/mm?'dir.

Sonraki adimlar

Dizileme veri analizine devam etmek igin Plasma-SeqSensei™ IVD Software
IFU'suna (Data Analysis (Veri Analizi) modulu) bakin.
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10 Teknik destek

Plasma-SeqSensei™ Breast Cancer VD Kit'in is akisi esnasinda herhangi
bir sorun meydana gelirse lutfen yardim icin Sysmex yerel desteginizle
iletisime gegin.

Not: Numune Hazirlama Kilavuzu'nun yani sira Plasma-
DE] SeqSensei™ |IVD assay ve Plasma-SeqSensei™ IVD Software igin

Kullanim Talimatlari farkh dillerde gevrimigi olarak https://sysmex-

inostics.com/products/kit-specs/ adresinde mevcuttur.
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11 Performans ozellikleri

11 Performans ozellikleri

11.1 Analitik duyarhhk
Tespit Limiti (LoD) degerlendirmesi, CLSI EP17-A2 kilavuzunda belirtilen
spesifikasyonlara gore gergeklestiriimistir.

Analiz; insersiyonlari, delesyonlari, substitisyonlari ve delesyon-
insersiyonlari icermigtir.

LoD'den tiiretilen sonlanim, 6 mutant molekil (MM) olmustur.

% cinsinden isabet

Analit (MM) orant (n=192) LoD95
20 100
10 100
5 99,0 3,81 MM
2,5 87,0 (C195 3,25 MM — 4,65 MM)
1,25 62,5
0,625 41,7

11.2 Analitik spesifiklik

Tasarim, olasi gapraz reaktiviteye karsi BLAST analizi kullanilarak bilgisayar
modellemesiyle kontrol edilmis ve son derece spesifik oldugu teyit edilmistir.
Hedef disi dizilere insan genomunun yani sira Escherichia coli, Bacillus
subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Aspergillus niger, Sitomegaloviris,
Epstein-Barr Virlsu, HIV ve Hepatit-C Virlisu gibi kan yoluyla bulasan tipik
mikroorganizmalarin/virislerin kamuya acik DNA dizileri de dahil edilmigtir.

11.3 Kesinlik/tekrarlanabilirlik

Kesinlik  degerlendirmesi, CLSI EP05-A3 kilavuzunda belirtilen
spesifikasyonlara gore gergeklestiriimistir.
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Kalitatif kesinlik > % 99'dur.

Kantitatif tekrarlanabilirlik < % 10 (CV maks.), ara kesinlik ise 2 20 MM'de <
% 15'dir.

Tekrarlanabilirlik

Hedef MM (% cinsinden CV maks.) Ara kesinlik
500 2,54 13,84
100 5,99 13,10
50 7,76 14,15
20 5,65 14,02

11.4 Olgiim arah@i/dogrusallik

DNA girdisinde dogrusal araligin tespiti, CLS/ EP06-A kilavuzunda belirtilen
spesifikasyonlara gore gergeklestiriimistir.

Plasma-SeqSensei™ is akisi, tahlil DNA'si girdi araligi (numune basina 4,3
ila 86 ng) icinde dogrusallik géstermektedir.

11.5 Enterferans maddeleri

Enterferans maddelerinin tespiti CLS/ EPQ07-A2 kilavuzunda belirtilen
spesifikasyonlara gore gerceklestiriimistir.

Plasma-SeqSensei™ is akisinin, yaygin enterferans maddelerine karsi
dayanikh oldugu teyit edilmistir. Hemoglobin (< 2 g/l), bilirubin (< 200 mg/l),
trigliserit (< 15 g/l), melanin (< 0,2 pg/l) ve etanol (< 86,8 mmol/l) varliginin
test gecerliligi ve sonuglari Uzerinde etkisi yoktur.

11.6 Kilinik performans ve karakteristik 6zellikler

Plasma-SeqSensei™ Breast Cancer IVD kitinin klinik performansi, tim
hedef genler icin 76 pozitif ve 78 negatif numune test edilerek belirlenmistir.
Duyarhlik % 97 (% 95 Cl: % 90,3 - % 99,3), spesifiklik ise % 95'dir (% 95 CI:
% 87,5 - % 98).
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Referans yontemi:
BC_P2 test

pozitif negatif

Plasma- pozitif
SeqgSensei™
Breast Cancer

IVD Kit toplam

negatif

Genel uyum yiizdesi % 96,1'tlr.

11.7 Sinirlamalar

izin verilen DNA girdisi araligi sinirindaki numunelerin performans verileri
belirtilen dederlerden sapabilir ve disik konsantrasyonlu numunelerde daha
dusuk duyarhihk ve tekrarlanabilirlik, yiksek konsantrasyonlu numunelerde
ise daha dusuk LoD degerleri gorulebilir.
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12 Sozlik ve terimler dizgesi

Terim Tanim

bp Baz cifti

BA_DIL Bioanalyzer dilisyonu

BLAST Temel yerel hizalama arama araci
cfDNA Hucresiz DNA

Cl Gliven arahgi

CLSI Klinik ve laboratuvar standartlar enstitlisu
COSMIC Kanserde somatik mutasyonlar katalogu
ctDNA Dolagimdaki tim&r DNA'sI

Ccv Varyasyon katsayisi

dbSNP Tek niikleotid polimorfizm veri tabani
dNTP Deoksiribontikleotid trifosfat

DNA Desoksiribontikleik asit

EB Ellisyon buffer'

EDTA Etilen diamin tetra asetik asit

EtOH Etanol

gDNA Genomik DNA

HIV insan immiin yetmezlik viriisi

HMW Yuksek molekiler agirlik

IDX indeks

IFU Kullanim talimatlar

LoD Tespit limiti

MAF Mutant alel fraksiyonu

MM Mutant molekuller

Mpx Multipleks primer karigimi
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Terim Tanim

NaOH Sodyum hidroksit
NGS Yeni Nesil Dizileme
NTC No template control
PC Pozitif kontrol
PCR Polimeraz zincir reaksiyonu
QC Kalite kontrolii
RNA Ribonukleik asit
SNV Tek niikleotid varyanti
uib Benzersiz tanimlayici
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14 Telif haklari ve ticari markalar

14 Telif haklar ve ticari markalar

Bu kilavuzdaki igerigin tamaminin veya bir kisminin, Sysmex Corporation,
Japonya'nin 6nceden vyazili izni olmadan yetkisiz olarak c¢ogaltiimasi
yasaktir.

Plasma-SeqSensei™; Sysmex Corporation, Japonya'nin ticari markasidir.

Diger tim ticari markalar, isimler ve Urunler, 6zellikle bu sekilde isaretlenmis
olmasalar bile ilgili sahiplerinin ticari markalari veya tescilli ticari markalaridir.
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15 Revizyon gegmisi

15 Revizyon gegcmisi

Belge Degisiklik agiklamasi
surumu
R3 Aralik 2023 | Bioanalyzer kullanimi esnasinda SNR ve 9.5
CV hakkindaki notlarin giincellenmesi
R2 Kasim 2023 |Germ hatti mutasyonlarina ilisin tespit 6
limitlerinin glincellenmesi
Amino asit kodlayan nikleotid UGgldlerinin 6
eksik kapsanmasinin raporlanmasina iliskin
bilgiler
Laboratuvar st sicakhk sinirinin 8.2
dustrilmesi ve oda sicakliginin belirtimi 9

(15 °C ila 25 °C)

IFU'lar, MSDS igin indirme baglantisinin 8.3ve 10
glncellenmesi

High Output kiri baginda minimum numune 9

sayisinin eklenmesi

Qubit™ ile numune diliisyon 6nerisinin ve 9.1

miktar tayininin gincbellenmesi

AMPure  manyetik  boncuk  kullanimi 9.2

hakkinda bilgi 9.2 adimi 15
9.4 admi 7

Standart sapma ile ilgili notun eklenmesi 9.5 adimi 10

Numune denatlirasyonu, dilisyon ve| 9.6 adimlar
dizileme baglatma hakkinda genigletiimis 5-12
bilgilerin eklenmesi

Performans karakterizasyonu hakkinda bilgi 11.1
eklenmesi 11.6
11.7
Revizyon ge¢misi tablosunun eklenmesi 15
Kugik dizeltmeler, imla, mizanpaj ve diizen
degisiklikleri
R1 Haziran 2022 | Yok
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