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1. Genel Bakis

1.1 ilke

AlloSeq Tx, nakil hastalari ve potansiyel dondrler arasindaki genetik uyumun belirlenmesine yardimci olmak lizere
tasarlanmis olan hedefli gen dizileme drinleri igin Grin ailesi adidir. AlloSeq Tx, tam genom kitapligi hazirlamak
amaciyla, ilgilenilen genleri zenginlestirmek tzere hibrit yakalama teknolojisinden yararlanir. Geleneksel uzun aralikli
PCR tekniklerine karsin hibrit yakalama teknolojisinin kullanilmasi, is akisi degisikliklerine gerek olmadan degisken
gen/dizi icerigine iliskin esneklik saglar ve is akisiyla ilgili avantajlar sunar.

AlloSeq Tx kitlerinde asagidakiler vardir:

e Tam genom kitlphaneleri hazirlamaya yonelik reaktifler,
e Dizi hedefleri yakalamayi tamamlayici, biyotinlenmis problar ve
e Yakalanan hedefleri dizileme igin zenginlestirmeye yonelik reaktifler.

Dizileme islemi, lllumina dizileme cihazinda yapilir (MiSeq, MiniSeq veya iSeq) ve elde edilen dizi verileri fastq
dosyalarina gikarilir, bunlar genotiplemeye yardimci olmak Gzere AlloSeq Assign® yazilimina aktarilir.

Bu Kullanma Talimatlari belgesinde, CareDx AlloSeq Tx Uriin ailesinin kullanimina iliskin prosedir agiklanmaktadir. Her
bir spesifik AlloSeq Tx driini tarafindan hedeflenen gen igerigi, asagida Hedeflenmis Gen lcerigi tablosunda
listelenmektedir.

Laboratuvar 6rnegiislemeye ve kayit tutmaya yardimci olmak igin, her bir prosesin Excel ¢calisma kitaplari da temin edilir.
Calisma kitaplari, reaktif hacmi hesaplamalarinda ve dizileme igin 6rnek sayfalarinin olusturulmasinda yardimci olur.
Destekleyici calisma kitaplari sunlardir:

IFU095-1_AlloSeq Tx Kiitiiphane Hazirlama Calisma Kitabi CE IVD
IFU095-2_AlloSeq Tx Hibrit Yakalama Calisma Kitabi CE IVD
IFU095-3_AlloSeq Tx Dizileme Calisma Kitabi CE IVD
IFU095-5_AlloSeq Tx Erken Havuzlama Calisma Kitabi CE IVD

Bu belgede iki is akisi secenegi 6zetlenmektedir. Asil is akisi ve Erken Havuzlama is akisi. Erken Havuzlama is akisinda,
sonraki tim adimlar igin tek bir tlp icine indekslendikten hemen sonra numuneler havuza alinir. Erken Havuzlama is
akisi, plaka bazl boyut secimini, saflastirmayi ve >12 6rnek/calisma isleme alinirken istege bagli konsantrasyon adimini
ortadan kaldirir. Bu is akisi, kullanicinin tek bir calisma vardiyasinda dizilemeye kadar érnekler almasina olanak tanir. Bu
is akisi, otomasyon kullanmayan ve Asil is akisina kiyasla manuel siiresi daha az olan, sarf malzemesi daha az kullanilan
ve pipetleme adimlari %46 daha az olan bir protokolii tercih eden laboratuvarlara ¢ok uygundur. IFU095-5_AlloSeq Tx
Early Pooling Calisma Kitabi CE IVD, Early Pooling ¢calisma kitabiyla birlikte kullaniimahdir.

Asilis akisinin plaka bazli bigimi, bu prosediirii otomatik hale getirmeyi tercih eden laboratuvarlara cok uygundur. Asil
is Akisiyla birlikte, IFU095-1_AlloSeq Tx Kiitiiphane Hazirlama Calisma Kitabi CE IVD, IFU095-2_AlloSeq Tx Hibrit
Yakalama Calisma Kitabi IVD ve IFU095-3_AlloSeq Tx Dizileme Calisma Kitabi CE IVD kullaniimalidir.

Kit, kurallarla diizenlenmis laboratuvarlarda egitimli personel tarafindan kullaniimak {zere tasarlanmistir. Uriinler
kullanilirken gerekli 6zen ve dikkat gosterilmelidir. Tum kullanicilarin, prosediire baslamadan 6nce bitiin Kullanma
Talimatlarini, 6zellikle Glivenlik bolimiini okumasini dneririz. AlloSeq Assign yaziliminin kullanimiyla ilgili proseddirler,
AlloSeq Assign Yazilimi Kullanma Talimatlarinda bulunabilir.
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1.2 Kullanim Amaci

AlloSeq Tx, nakil hastalari ve potansiyel donorler arasindaki genetik uyumun belirlenmesine yardimci olmak Uzere
tasarlanmis olan hedefli gen dizileme Urinleri igin Grin ailesi adidir; buna 17 lokusa kadar hedeflenen zenginlestirmeye
yonelik problar dahildir.

AlloSeq Tx 17 tipleme kitleri, organ veya kdk hiicre naklinin genetik eslesmesine yardimci olmak tzere, HLA-A, B, C, E, F,
G, H, DRB1/3/4/5, DQA1, DQB1, DPA1, DPB1, MICA ve MICB’nin DNA tiplemesine yonelik kalitatif testlerdir.

AlloSeq Tx 9 tipleme kitleri, organ veya kdk hiicre naklinin genetik eslesmesine yardimci olmak Uzere, HLA-A, B, C,
DRB1/3/4/5, DQB1 ve DPB1’in DNA tiplemesine ydnelik kalitatif testlerdir.

Uriin, lllumina MiSeq, MiniSeq ve iSeq dizileme cihazlarinin yaninda, AlloSeq Assign yorumlama yazilimiyla kullaniimak
Uzere tasarlanmistir.

Cihaz, nakil igin eslesen donérler ve alicilara yonelik doku (HLA) tiplemesi gergeklestirilen, kurallarla uygun sekilde
diizenlenmis laboratuvarlarda, uygun egitim almis, populasyonlarindaki HLA tipleri frekansina iliskin bilgilere sahip
personel tarafindan kullanilmak tzere tasarlanmistir.

AlloSeq Tx Urinleri yalnizca profesyonel kullanim igindir ve klinik kararlar alinirken yegane arag olarak kullanilmamalidir.
AlloSeq Tx kitleri, hastaligin tanisi icin kullanilmaz.

1.3 AlloSeq Tx Hedeflenmis Gen icerigi

Uriin Adi Uriin Kodu Hedeflenmis Genler Kit Boyutu Dizileme Kapasitesi
AlloSeq Tx 17 ASTX17.1(24)-IVD HLA-A, -B, -C, -E, -F, - | 24 kiltiiphane MiSeq Micro Flowcell’de €24 6rnek
AlloSeq Tx 17 ASTX17.1(24)-B-IVD G, -H, -DRB1/3/4/5, - | hazirlama MiSeq Nano Flowcell’de <6 6rnek
DQA1, -DQB1, -DPA1, | 4 zenginlestirme | iSeq’da <24 o6rnek
-DPB1, MICA ve MICB | (zenginlestirme | MiniSeq MidOutput Flowcell’de <24 6rnek
basina 6-24
arasinda ornek)
AlloSeq Tx 17 ASTX17.1(96)-A-IVD HLA-A, -B, -C, -E, -F, - | 96 kitiliphane MiSeq v2 Standard Flowcell’de <96 6rnek
AlloSeq Tx 17 ASTX17.1(96)-B-IVD G, -H, -DRB1/3/4/5, - | hazirlama MiSeq Micro Flowcell’de <24 6rnek
DQA1, -DQB1, -DPA1, | 8 zenginlestirme | MiSeq Nano Flowcell’de <6 drnek
-DPB1, MICA ve MICB | (zenginlestirme | iSeq’da <48 6rnek
basina 12-96 MiniSeq MidOutput Flowcell’de <24 6rnek
arasinda 6rnek)
AlloSeq Tx 9 ASTX9.1(96)-A-IVD HLA-A, -B, -C, - 96 kuttphane MiSeq Standard Flowcell’de <96 6rnek
DRB1/3/4/5, -DQB1 hazirlama MiSeq Micro Flowcell’de <24 6rnek
ve -DPB1 8 zenginlestirme | MiSeq Nano Flowcell’de <6 6rnek
(zenginlestirme | iSeq’da <48 drnek
basina 12-96 MiniSeq MidOutput Flowcell’de <24 6rnek
arasinda 6rnek)
AlloSeq Tx 9 ASTX9.1(96)-B-IVD

1.4 AlloSeq Tx Kit icerigi ve Saklama ile ilgili Gereklilikler

Asagidaki sicaklik spesifikasyonlarinda saklandiginda kit bilesenleri, dis kit kaplarinda belirtilen son kullanma tarihine
kadar kullanilabilir ve 12 adede kadar dondurma-¢dzdirme donglslini tolere edebilir. Kullanildiktan sonra
kitler/bilesenler hemen saklama kosullarina déndurilmelidir.

Bu zaman gergevesinin otesine uzatilmalari igin, hizlandirilmis stabilite calismalari hala devam etmektedir. Onay amach
gercek zamanl testler devam etmekle birlikte, bu kitlerin son kullanma tarihlerinden sonra KULLANILMAMALARI
onemle tavsiye edilir.
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Reaktif Kutusu 1/5, -15 ila -25°C’de saklayin

, Miktar Tdp | Mmiktar (96 Top
Reaktif (24 test) boyutu/tiirii test) boyutu/tiirii
(24 test) (96 test)
Tagmentation Beads 1 0,5 ml 1 1,5ml
Tagmentasyon Tamponu 1 0,5 ml 1 1,5ml
PCR Mix-1 Yok Yok 1 5ml
Reaktif Kutusu 2/5, 15 ila 30°C’de saklayin
} Tip ) Tip
Mikt: Mikt
Reaktif 2 4Iteas:) boyutu/tiirii © 6Ite2:) boyutu/tiirii
(24 test) (96 test)
Stop Buffer 1 1,5 ml 2 2ml
Tagmentasyon Yikama Tamponu 2 5ml 1 50 ml
Reaktif Kutusu 3/5, -15 ila -25°C’de saklayin
. Miktar Tup - Miktar Tup o
Reaktif (24 test) boyutu/tiirii (96 test) boyutu/tiirii
(24 test) (96 test)
AlloSeq Tx indeks Primerleri 1grup (10 FluidX tip 1 plaka 96 kuyucuklu
adet) plaka
Reaktif Kutusu 4/5, -15 ila -25°C’de saklayin
. Miktar UL o Miktar L) o
Reaktif (24 test) boyutu/tiirii (96 test) boyutu/tiirii
(24 test) (96 test)
Uriine Ozel AlloSeq Tx Problari 1 0,5ml 1 0,5 ml
PCR Karigimi 1 1,5ml Yok Yok
PCR Mix-2 Yok Yok 1 0,5 ml
PCR Primerler 1 0,5ml 1 0,5 ml
I 1 1,5 ml, Konik 1 1,5 ml,
Hibridizasyon Tamponu 1 Konik
4 1,5 ml, Sari 8 1,5 ml, Sari
Capture Wash Buffer Konik Konik
Capture Elution Buffer 1 1 0,5 ml 1 0,5ml
2N NaOH 1 0,5 ml 2 0,5ml
Reaktif Kutusu 5/5, 2-8°C’de saklayin
) Tiip ) Tip
Reaktif (ZM;':::»:) boyutu/tiirii (2,:':::) boyutu/tiirii
(24 test) (96 test)
Saflastirma Boncuklari 1 5ml Yok Yok
Purification Beads-1 Yok Yok 3 5ml
Purification Beads-2 Yok Yok 1 0,5 ml
Yeniden Siispansiyon Tamponu 2 1,5 ml 2 5ml
Yakalama Boncuklar 1 1,5 ml 1 5mi
Hibridizasyon Tamponu 2 1 0,5 ml 1 0,5 ml
Yakalama Eliisyon Tamponu 2 1 0,5 ml 1 0,5 ml
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1.5 Kisitlamalar ve kontrendikasyonlar

e  Bukitlerin, laboratuvarda uygulanmadan 6nce, genotipi diger molekiler bazli prosedirlerle belirlenmis érnekler
kullanilarak, kullanici tarafindan valide edilmesi 6nemle tavsiye edilir.

e kullanicinin, Grin etiketlerinde saglanan biitln talimatlara uymasi 6nemle tavsiye edilir. Agiklanan prosedirde
degisiklik yapilmasi 6nerilmez, desteklenmez ve degisiklikler tipleme hatalarina neden olabilir.

e Her kutliphane hazirlama galismasina pozitif kontrol (insan DNA’s1) ve negatif/sablon yok kontroli (DNA yerine
steril su kullanilarak) dahil edilmesi 6nerilir. Pozitif kontrol, miktari belirlenebilir bir kiitiphane olusturmalidir (Qubit
veya kapsam dizileme 6lglimleriyle olgiliir) ve elde edilen dizi, 6rnegin beklenen genotipine uygun olmaldir. Her
bir deney icin negatif sablon kontroliinde miktari belirlenebilir kiitiphane olmamalidir (Qubit ile 6lgilir veya
Assign’da Dusik Kapsam olarak raporlanir). Sablon yok kontroli igin, miktari belirlenebilir kiitiphane olusturulursa,
¢alisma tekrarlanmaldir.

AlloSeq Tx analizi, 500 bp ortalama insert boyutu olan DNA fragmanlarini diziler, yani 500 bp’den fazla aralikli
polimorfizmler evrelenemez ve bu, heterozigot belirsizliklere yol agabilir.

1.6 Ornek Gereklilikleri

Yuksek molekul agirlikli insan genomik DNA’si (Tris/EDTA tamponuna stispanse edilmis ve 0D260/280> 1,8), ACD ya da
EDTA antikoagile tam kan numunelerinden ekstrakte edilir. Heparin iceren tam kan numuneleri KULLANMAYIN. Bu
yontem, bukkal stirintii DNA’sinda da kullanilabilir.

Onemli: Bu belgede, bukkal siriintii DNA’sina yapilan tiim referanslar yalnizca Arastirma Kullanimi icindir. Bukkal
stiriintii DNA’s1, tani amagl kullanim igin bu yontemle valide edilmemistir.

1.7 Etkilesim Maddeleri
CareDx Pty Ltd, testi etkileyebilecek tim olasi etkilesim maddelerini belirlemistir. Asagidaki tabloya bakin.

inhibitor Potansiyel kaynak Risk Yorumlar
EDTA Tampon, kan alim Cok DNA'y1 <1mM EDTA olan TE veya Tris-HCI pH8 i¢inde yeniden
tupleri dislik | slspanse edin. Ticari Kan DNA hazirlama kitleri kullanin

ve/veya EDTA kan alim ttpleri kullanmaktan kaginin.

Alkoller Etanol, izopropanol, Distk DNA peletleri veya boncuklarinin havayla kurudugundan
izoamil alkol emin olun ve etanol damlaciklari igin gérsel inceleme yapin
(%1 etanol = 100ul PCR reaksiyon iginde 1,25 ul %80 etanol).
AlloSeq Tx protokoliinde, etanol tasinmasi nedeniyle
inhibisyonu distk bir risk, ancak diger faktorlere gore biraz
yuksek bir risk haline getiren, birden fazla %80 etanol yikama
adimi vardir.

Fazla tuzlar KCI, NaCl, CsCl, NaAc Cok DNA peletleri veya boncuklarinin %80 etanol ile iyice
disuk | yikanmasini saglayin. Baslangic genomik DNA icin OD
260/230 degerinin yaklasik 2 oldugundan emin olun

Kaotropik tuzlar Guanidinyum Cl; Cok DNA peletleri veya boncuklarinin %80 etanol ile iyice
MgCL2; ire disuk | yikanmasini saglayin. Baslangic genomik DNA igin OD
260/230 degerinin yaklasik 2 oldugundan emin olun

Fenol:kloroform Organik tasinma Cok Yaygin kullanilan ticari Trizol DNA ekstraksiyon

distk | prosediriiniin bir bileseni. DNA peletleri veya boncuklarinin
%80 etanol ile iyice yilkanmasini saglayin. Baslangic genomik
DNA i¢in OD 260/230 degerinin yaklasik 2 oldugundan emin
olun
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inhibitor Potansiyel kaynak Risk Yorumlar
Proteinler BSA, PEG, kan alblmini Cok Ticari Kan DNA hazirlama kitleri kullanin. Baslangi¢c genomik
disuk DNA i¢in OD 260/280 degerinin >1,8 oldugundan emin olun
Heme, Kan Cok Fazla hemoliz sergileyen kan o6rneklerini kullanmayin. Ticari
hemoglobin, disuk Kan DNA hazirlama kitleri kullanin. Baslangi¢c genomik DNA
immiinoglobulinler icin OD 260/280 degerinin >1,8 oldugundan emin olun
Deterjanlar/DDT Na deoksikolat, sarkosil, Cok DNA peletleri veya boncuklarinin %80 etanol ile iyice
SDS, NP40, Tween 20, disik | yikanmasini saglayin. Baslangic genomik DNA igin OD
Triton X-100, N-oktil 260/230 degerinin yaklasik 2 oldugundan emin olun
glukozit
Proteazlar Proteinaz K, 6rnek Cok Ticari Kan veya tikirik DNA hazirlama kitleri kullanin. Her
isleme disuk zaman eldiven giyin
Nikleazlar Ornek isleme, restriktif Cok Ticari Kan DNA hazirlama kitleri kullanin. Her zaman eldiven
enzimler, mikrokokal disuk giyin
nikleaz
Egzojen DNA/RNA Tasinma, Cok Ayrilmis 6n PCR alaninda genomik DNA hazirlayin
kontaminasyon duslk
Tastyicilar RNA, heparin, glikojen Cok Ticari Kan DNA hazirlama kitleri kullanin ve/veya heparin kan
duslk alim tapleri kullanmaktan kaginin.
Fazla metal PCR tamponundan Cok DNA peletleri veya boncuklarinin %80 etanol ile iyice
iyonlari Mg2+, Fe iyonlari disik | yikanmasini saglayin. Baslangic genomik DNA igin OD
260/230 degerinin yaklasik 2 oldugundan emin olun
Antiviral ilaglar (6r. | Kan Cok Ticari Kan DNA hazirlama kitleri kullanin. Baslangic genomik
asiklovir) dustk | DNAigin OD 260/280 degerinin >1,8 oldugundan emin olun
Eldiven pudrasi Pudrali eldivenler Cok Pudrasiz eldivenler kullanin
duslk
UV isimali PCR PCR tiplerinin UV Cok Plastik esyalara UV islemesi uygulamayin
tupleri islemesi duslk
Biyotin Streptavidinle Cok Protokol icinde, 6rnek toplama ve hibrit yakalama adimi
etkilesime giren disiik | arasinda ¢ok sayida saflastirma yikamasi vardir ve biyotin

farmasotik
maddelerden

molekdillerinin giderilmesini saglayacaklardir.

Hibrit yakalama analizi oldugunda, biyotin varligi (yukarida
Ozetlendigi gibi, olasi degildir), hatali bir sonuca yol agmaz.
Zenginlestirmeye dair daha disik etkinlige yol agabilir ve bu,
diistk zenginlestirme verimi olarak saptanir veya sonug
vermez.

1.8 Performans Ozellikleri

Analiz performansi, dahili CareDx kontrol 6rnekleri, Uluslararasi Histokompatibilite Calistaylari (IHW) HLA Referans
Standartlari ve Uluslararasi HLA DNA Degisimi, Kaliforniya Universitesi, Los Angeles’tan (UCLA) alinan érnekleri icerecek

sekilde, bilinen genotipleri olan DNA o&rnekleri paneli kullanilarak degerlendirilmistir.

Kitlphane hazirlama,

zenginlestirme ve dizileme performansi, tanimli kabul kriterlerine kiyasla degerlendirilmistir.
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1.9 Dogruluk

AlloSeq Tx Urlndyle birlikte AlloSeq Assign yazilimi, HLA tiplemesi igin ASHI standardina (Amerikan Histokompatibilite
ve immiinogenetik Birligi); EFI standardina (Avrupa immiinogenetik Federasyonu) uygun olacak sekilde tasarlanmistir.

Dogrulama ve validasyon c¢alismalarinda, alternatif bir yontemle tipleme yapilan 6rneklerle genotipleme uyumunu
degerlendirmek amaciyla AlloSeq Tx urtinlyle birlikte AlloSeq Assign kullaniimigtir. Dahili kontrol 6rneklerine, Dizi bazli
tipleme (SBT) kullanilarak tipleme uygulanmistir. IHW ve UCLA'nin uluslararasi kabul gérmis depolarindan alinan
ornekler, dogrulama ¢alismalari kapsaminda kullaniimistir ve SBT, SSP ve SSO’yu iceren gesitli yontemler kullanilarak
bunlara tipleme uygulanmistir. Bunlar, en gecerli HLA allellerini ve belirli seyrek allelleri belirten, karakterize edilmis
DNA ornekleridir.

Dogrulama ve Validasyon g¢alismalarindan elde edilen sonucun Ozeti:

oLcim PANEL PANEL BUYUKLUGU (n) SONUC
Genotipleme Uyumu Dahili 190 %100
Genotipleme Uyumu UCLA 24 %98,12
Genotipleme Uyumu IHW 48 %98,06
Genotipleme Uyumu Beta Test Bolgeleri 124 %99,54
Toplam/Genel Uyum %99,49

Dogrulama/validasyon ¢alismalarinda gézlenen tim uyumsuzluk érneklerinde, uyumsuzlugun, 6nceki tipleme yéntemi
veya teknolojisindeki kisitlamalardan ortaya ciktigina inanilmaktadir.

1.10 Ozgiillik

AlloSeq Tx analizleri baglaminda 6zgilliik, hedef lokuslar disindaki lokuslara eslenen dizi okumasi yiizdesini (analizin
yakaladigi DNA fragmanlarini belirtir) aciklar. Genomik DNA ve oligoniikleotit dizi reaktifleri arasindaki bir hibridizasyon
bigimine dayanan, PCR veya hibrit yakalama analizleri olmalarina bakilmaksizin bitiin HLA tipleme analizlerinde,
Ozgullik “eksikligi” unsuru olacaktir. Bu, insan genomundaki pek ¢ok genin, coklu gen ailelerinin parcasi olmasinin bir
sonucudur. HLA genleri farkl degildir. HLA-A, -B ve -C, HLA sinif 1 gen ailesinin pargasidir. Ancak iyi bilinen genlere ek
olarak, HLA psoddogenleri ile gen fragmanlari ve hibrit yakalama analizlerinin yapisinda olan 6zgillik ozellikleriyle
yakalanmasi muhtemel agiklanmamis olasi islevsel genler vardir. Bu genlerin tam sayisi bilinmemektedir ancak farkli
kisilerden genomlar arasinda degisiklik gbstermektedir.

AlloSeq Tx icin 6zgullik, “hedef disi okumalar” ile yakalanir. AlloSeq Tx analizinin hedefi, asagidakilerin gecerli oldugu
bir 6zgilliik seviyesine ulagsmaktir;

1. Spesifik olmayan okumalarin, dogru genotipleme yapilmasi igin ¢ok az sayida olan hedef okumalara yol ACMADIGI,
2. Spesifik olmayan okumalarin, hedef lokuslarin konsensiis dizisine katki YAPMADIGI,
3. Yuksek 6zgillugiin, hassasiyeti riske attigi ve bazi allel bélgelerinin yakalanmadigi.

AlloSeq Assign, spesifik olmayan / veya hedef disi okumalari belirleyebilir ve bunlari, yakalanan toplam okuma sayisina
goreli olarak sunabilir. Bu veriler, analiz performansi igin kalite kontrol 6lgimi olarak kullanilir. Cok yiiksek veya ¢ok
duslik 6zgullik, hatali hibridizasyon sicakliklarini, stirelerini, reaktifte ve probda kalite sorunlarini isaret edebilir.

Dogrulama verilerinde, %12’ye kadar dusik 6zgllligun, analiz Gzerinde etkisi olmadigl ortaya konmustur, bununla
birlikte tipik 6zguillik degerleri %64 ile 92 arasinda yer almaktadir. Tam 6zgiillik muhtemel degildir ve potansiyel kalite
sorunlarinin géstergesi olacaktir. Prob tasarim stratejisinde, eksik allel potansiyelinin muhtemel olmamasi saglanmakla
birlikte, 6zgullik - 6zgllliik paradigmasinin dogru olmasi muhtemeldir. Yani; bir miktar distk 6zgullik derecesi, tam
hassasiyet saglayacaktir ve yeni allelleri de icerecek sekilde alleller basaril bicimde dizilenecektir.
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1.11 Yeniden Uretilebilirlik ve Tekrar edilebilirlik

AlloSeq Tx drindyle birlikte, AlloSeq Assign yaziliminin, lotlar arasi dogrulama galismasinda ve laboratuvarlar,
kullanicilar ve cihazlar arasinda esdeger sonuglar verdigi kanitlanmistir; bu durum, dort harici merkezdeki dogrulamada
ve validasyonda kanitlanmistir. AlloSeq Tx Urlndnin, tekrarh galismalarda ayni érnek icin esdeger sonuglar verdigi
dogrulanmistir.

1.12 Tespit Sinir

Yiksek molekil agirlikli insan genomik DNA’sinin dnerilen miktari 100-1000 ng’dir. Dahili testlerde, DNA girisi 50 ng
kadar distik 6rneklerin de kullanilabilecegi ortaya konmustur. Yetersiz kalitedeki veya kesilmis DNA’dan da dogru
genotipler elde edilmistir.

1.13 Varsayimlar

e Cihazlarin dizgin kalibre edilmis olmasi, bakimlarinin dizgin yapilmasi ve gereken sekilde bir bakim planinin
izlenmesi.

e Standart Calisma Proseddrlerinin (SCP’ler) yirirlikte olmasi ve denetlenmesi.

e Kit, egitimli ve yetkili laboratuvar personeli tarafindan kullanilr.

e Reaktifler, belirtilen son kullanma tarihlerinden 6nce kullanilir.

e Farkli kit serilerinden reaktifler birlikte KULLANILMAZ. Kullanilmalari halinde kitin performansi etkilenebilir

e Yalnizca, temin edilmeyip gerekli olduklari bu belge icinde belirtilmis reaktifler kullanilir.

e DNA numunelerinin ¢capraz kontaminasyonunu veya érneklerin birbirleriyle karismasini dnlemek igin dikkatli olunur.

e Dokilme yagsanmamasi igin, kullanimin bitiin agamalarinda dikkatli olunur.

e Bu belgeyle birlikte, lretici tarafindan temin edilen ¢calisma kitaplari kullanilir

1.14 Guvenlik

Bu prosedirli uygularken, genel laboratuvar glivenligi uygulamalarini ve temiz oda kontaminasyon onleme
uygulamalarini izleyin. CareDx Pty Ltd risk yonetimi prosesiyle, tim riskler azaltilarak kabul edilir bir sinira getirilmistir.
Tehlikeli kullanim senaryolarinin 6niine gegilmesi icin, temin edilen ¢alisma kitaplariyla birlikte Kullanma Talimatlari
izlenmelidir. Bu kit igerisinde tehlikeli maddeler vardir. Lutfen Guvenlik Bilgi Formlarina bakin ve kullanim ve elden
cikarmayla ilgili gerekli tim 6nlemleri alin.

KiT BILESENi SEMBOL/RESIMLI YAZI | GUVENLIK UYARISI
TAGMENTASYON Uyari kelimesi:
TAMPONU Tehlike
N,N-Dimetilformamid

icerir Tehlike ifadeleri

H319 — Ciddi goz tahrisine neden olur

H332 — Yutulmasi halinde zararlidir

H350 — Kansere neden olabilir

H360 — Fertiliteye veya dogmamis bebege zarar verebilir

Onlem ifadeleri — AB (§28, 1272/2008)

P201 - Kullanmadan 6nce 6zel talimatlar alin

P202 — Tum glivenlik 6nlemlerini okuyup anlayana kadar kullanmayin
P261 — Toz/duman/gaz/bugu/buhar/sprey maddelerini solumayin

P270 — Bu Grlnd kullanirken bir sey yemeyin, igmeyin ya da titiin mamuli
kullanmayin

P280 — Koruyucu eldivenler/koruyucu giysiler/g6éz korumasi/ytz korumasi
giyin/takin

P264 — Kullandiktan sonra ylziiniz, ellerinizi ve agiktaki cildinizi iyice
yikayin
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KiT BILESENI SEMBOL/RESIMLI YAZI | GUVENLIK UYARISI

P272 — Kontamine olmus is giysilerinin ¢alisma alani disina gikarilmasina izin
verilmemelidir

P308 + P313 — Maruz KALIRSANIZ veya endise DUYUYORSANIZ: Tibbi
yardim/destek alin

P304 + P340 — SOLUNARAK VUCUDA ALINIRSA: Kisiyi temiz havaya gikarin ve
rahat nefes alabilecegi bir pozisyonda hareketsiz halde tutun

P313 — Tibbi yardim/destek alin

P305 + P351 + P338 — GOZLERE KACARSA: Birka¢ dakika boyunca dikkatli bir
sekilde suyla yikayin. Varsa ve kolay ¢ikariliyorsa, kontakt lensleri ¢ikarin.
Yikamaya devam edin

P337 + P313 — Goz tahrisi devam ederse: Tibbi yardim/destek alin

P405 — Kilitli sekilde saklayin

P501 — igerigi/kabi, onayl bir atik bertarafi tesisine gétiiriin

PCR KARISIMI Uyari kelimesi
Karisim Tehlike
Tetrametilamonyum

klorur icerir Tehlike ifadeleri

H302 — Yutulmasi halinde zararhdir
H371 — Organlarda hasara neden olabilir
H412 — Su yasami igin zararli olup etkileri uzun sirelidir

Onlem ifadeleri — AB (§28, 1272/2008)

P260 — Toz/duman/gaz/bugu/buhar/sprey maddelerini solumayin

P270 — Bu UGrlnd kullanirken bir sey yemeyin, igmeyin ya da titiin mamuli
kullanmayin

P280 — Koruyucu eldivenler/koruyucu giysiler/g6z korumasi/ytiz korumasi
giyin/takin

P264 — Kullandiktan sonra yliziinizi, ellerinizi ve agiktaki cildinizi iyice
yikayin

P272 — Kontamine olmus is giysilerinin ¢alisma alani disina gikarilmasina izin
verilmemelidir

P273 — Cevreye salinmamasini saglayin

P308 + P313 — Maruz KALIRSANIZ veya endise DUYUYORSANIZ: Tibbi
yardim/destek alin

P301 + P312 — YUTARSANIZ: lyi hissetmiyorsaniz ZEHIR DANISMA MERKEZI’ni
veya bir doktoru arayin

P330 — Agzinizi galkalayin

P405 - Kilitli sekilde saklayin

P501 — icerigi/kabi, onayl bir atik bertarafi tesisine gétiiriin

2N NaOH Uyari kelimesi
Sodyum hidroksit igerir Tehlike

\E: \i!lf Tehlike ifadeleri

H314 - Ciddi cilt yaniklarina ve g6z hasarina neden olur
H318 - Ciddi gbz hasarina neden olur

Onlem ifadeleri — AB (§28, 1272/2008)

P260 — toz/duman/gaz/bugu/buhar/sprey maddelerini solumayin

P264 — Kullandiktan sonra ylziiniz, ellerinizi ve agiktaki cildinizi iyice
yikayin

P280 — Koruyucu eldivenler/koruyucu giysiler/g6z korumasi/ytiz korumasi
giyin/takin

P301 + P330 + P331 — YUTULMASI HALINDE: agzi calkalayin. Zorla
kusturmaya CALISMAYIN

P303 + P361 + P353 — CiLT UZERINE GELDIGINDE (ya da saclar): Tiim
kontamine olmus giysileri hemen ¢ikarin. Cildi suyla yikayin/dus alin

P363 — Yeniden kullanmadan 6nce, kontamine olmus giysileri yikayin
P310 — Hemen ZEHIR DANISMA MERKEZINI veya doktoru arayin

P304 + P340 — SOLUNARAK VUCUDA ALINIRSA: Kisiyi temiz havaya cikarin ve
rahat nefes alabilecegi bir pozisyonda hareketsiz halde tutun
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KiT BILESENi

SEMBOL/RESIMLI YAZI

GUVENLIK UYARISI

P305 + P351 + P338 — GOZLERE KACARSA: Birkag dakika boyunca dikkatli bir
sekilde suyla yikayin. Varsa ve kolay cikariliyorsa, kontakt lensleri ¢ikarin.
Yikamaya devam edin

P405 — Kilitli sekilde saklayin

P501 — igerigi/kabi, gegerli olan yerel, bélgesel, ulusal ve uluslararasi
diizenlemelere uygun sekilde elden gikarin

CAPTURE BEADS

Formamid igerir

Uyari kelimesi
Tehlike

Tehlike ifadeleri

H351 — Kansere neden olma stiphesi

H360 — Fertiliteye veya dogmamis bebege zarar verebilir

H373 — Uzun siireli veya tekrarl maruziyet oldugunda organlarda hasara
neden olabilir

Onlem ifadeleri — AB (§28, 1272/2008)

P201 — Kullanmadan 6nce 6zel talimatlar alin

P202 — Tiim glvenlik 6nlemlerini okuyup anlayana kadar kullanmayin
P260 — toz/duman/gaz/bugu/buhar/sprey maddelerini solumayin

P270 — Bu Grlnd kullanirken bir sey yemeyin, igmeyin ya da titiin mamuli
kullanmayin

P280 — Koruyucu eldivenler/koruyucu giysiler/g6z korumasi/ytiz korumasi
giyin/takin

P264 — Kullandiktan sonra yliziintz, ellerinizi ve agiktaki cildinizi iyice
yikayin

P272 — Kontamine olmus is giysilerinin ¢alisma alani disina gikarilmasina izin
verilmemelidir

P308 + P313 — Maruz KALIRSANIZ veya endise DUYUYORSANIZ: Tibbi
yardim/destek alin

P405 — Kilitli sekilde saklayin

P501 — icerigi/kabi, onayl bir atik bertarafi tesisine gétiiriin

HYBRIDISATION
BUFFER 1
Formamid igerir

Uyari kelimesi
Tehlike

Tehlike ifadeleri
H351 — Kansere neden olma stiphesi
H360 — Fertiliteye veya dogmamis bebege zarar verebilir

Onlem ifadeleri — AB (§28, 1272/2008)

P201 — Kullanmadan 6nce 6zel talimatlar alin

P202 — Tiim glvenlik 6nlemlerini okuyup anlayana kadar kullanmayin
P261 — Toz/duman/gaz/bugu/buhar/sprey maddelerini solumayin

P270 — Bu Urund kullanirken bir sey yemeyin, igmeyin ya da titliin mamuli
kullanmayin

P280 — Koruyucu eldivenler/koruyucu giysiler/g6z korumasi/ytiz korumasi
giyin/takin

P264 — Kullandiktan sonra yliziinizd, ellerinizi ve agiktaki cildinizi iyice
yikayin

P272 — Kontamine olmus is giysilerinin galisma alani digina gikarilmasina izin
verilmemelidir

P308 + P313 — Maruz KALIRSANIZ veya endise DUYUYORSANIZ: Tibbi
yardim/destek alin

P405 — Kilitli sekilde saklayin

P501 - igerigi/kabi, onayli bir atik bertarafi tesisine gétiiriin
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KiT BILESENI SEMBOL/RESIMLI YAZI | GUVENLIK UYARISI

STOP BUFFER Uyari kelimesi
Sodyum Dodesil Sulfat Uyari
icerir

Tehlike ifadeleri
H319 - Ciddi gbz tahrisine neden olur

Onlem ifadeleri — AB (§28, 1272/2008)

P264 — Kullandiktan sonra yiiziiniizd, ellerinizi ve agiktaki cildinizi iyice
yikayin

P280 — Koruyucu eldivenler/koruyucu giysiler/g6z korumasi/yiliz korumasi
giyin/takin

P305 + P351 + P338 — GOZLERE KACARSA: Birkag dakika boyunca dikkatli bir
sekilde suyla yikayin. Varsa ve kolay ¢ikariliyorsa, kontakt lensleri gikarin
Yikamaya devam edin

P337 + P313 — Gz tahrisi devam ederse: Tibbi yardim/destek alin

NOT: ‘Purification Beads’ bileseni, EC 1272/2008 (CLP/GHS), EC Yénetmelikleri 1999/45EC ile 67/548/EEC ya da US-
OSHA (HCS 29 CFR 1910.1200) ve UN GHS uyarinca tehlikeli bir konsantrasyon olarak kabul edilmeyen Sodyum Azit
(<%0,1) igerir.

AlloSeq Tx kitinde yer alan tim tehlikeli maddelerle ilgili daha ayrintili bilgi almak igin litfen http://www.caredx.com
adresindeki TEC478_AlloSeq Tx Guvenlik Bilgi Formuna bakin.
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2. Kutiphane Hazirlama (Early Pooling Is Akisi)
2.0 Protokole Giris

e Belirtilen parametreleri kullanarak, asagidaki AlloSeq Tx protokollini gosterilen sirayla izleyin.

e Devam etmeden 6nce kit bilesenlerini onaylayin ve gerekli sarf malzemeleri ile ekipmanlara sahip oldugunuzdan emin
olun.

e Kullanim kolayhgi saglamak adina, Kitliphane Hazirlama protokol adimlari IFU095-5_AlloSeq Tx Erken
Havuzlama Calisma Kitabi CE IVD iginde de ayrintili olarak verilmektedir. Bolim 2’deki calisma kitabi referanslari,
bu ¢alisma kitabiyla iliskilidir.

2.1 Ornek Hazirlama

1.  Galisma kitabina bir deney kimligi, agiklama, kullanici ve tarih girin.

2. Calisma kitabindaki acilir mendden, deney icin kullanilacak AlloSeq prob grubunu segin.

3. Calisma kitabindaki agilir mentden, kullanilacak dizileme cihazi tlirini segin. Dizileme tipi secildiginde, dizileme
yonergeleri ¢alisma kitabinda gosterilecektir.

4. istenen yapilandirmaya gore, calisma kitabindaki plaka diizeninin sari renkli béliimiine, test edilecek érneklerin
kimligini girin.

NOT: Yalnizca alfasayisal karakterler girilebilir. Yinelenen 6rnek kimlikleri, kullanicidan diizeltme istemek lizere kirmizi
renkli olarak isaretlenir. Bir calismada yalnizca benzersiz numune kimlikleri olmasi, dizileme yazihminda bir
zorunluluktur. Bir 6rnek icermesi amaglanmayan kuyucuklar igin bilgi girmeyin.

5. Plaka Duizeni altinda turuncu renkli agilir listeden istediginiz indeks grubunu segin.

6.  Gerekirse ve tlplu indeks bigimi kullaniliyorsa, i7 indeks dizeni degistirilebilir, gerekli situn igin agilir
seceneklerden, kullanilacak olan alternatif i7 indeksini segin. Yinelenen i7 indeksleri segilirse, kullanicidan
diuzeltme istemek lzere hiicreler kirmizi renkli olarak isaretlenir.

7.  Gerekirse ve tlpll indeks bigimi kullaniliyorsa, i5 indeks dizeni degistirilebilir, gerekli satir i¢in agilir
seceneklerden, kullanilacak olan alternatif i5 indeksini secin. Yinelenen i5 indeksleri secilirse, kullanicidan
dizeltme istemek Gzere hicreler kirmizi renkli olarak isaretlenir.

8.  Yukaridaki islemlerin hepsi tamamlandiktan sonra, 1.2 SampleSheet sekmesine tiklayin ve inceleyin. Bilgi
gereken yerleri isaretlemek tizere kirmizi renkli metin kullanilir. Kirmizi renkli metin yoksa, SampleSheet sekmesi
CSV (Virgille ayrilan) (*.csv) olarak kaydedilebilir. Dosyayi 'SampleSheet.csv’ olarak kaydedin. csv biciminde
kaydetme yapildiginda yalnizca aktif sekme kaydedilir. Kaydedilen SampleSheet.csv dosyasini excel’de agin ve
[Data] tablosunda bos satir varsa silin, yani 22 ila 117 arasindaki, 6rnek bilgileri icermeyen herhangi bir satiri
silin. Bunu yaptiktan sonra dosyayi kaydedin. Ardindan 6rnek sayfasi, bir lllumina dizileme cihazinda dizileme igin
ice aktarilmaya hazir olur.

2.2 Katlphane Hazirlama

1.  Gerekli reaktifleri (asagidaki tabloda belirtilen hacim) alin ve tabloya uygun sekilde hazirlayin:

Reaktif Saklama Ornek Gerekli Hazirhk
Kosullari Basina
Hacim (ul)
-15°Cila -25°C . .
Tagmentasyon Tamponu 10 Oda sicakligina getirin.
KUTU 1
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Reaktif Saklama Ornek Gerekli Hazirlik
Kosullar Basina
Hacim (ul)
15°Cila 30°C
Kullanici
Steril Su 30 Hazirhk gerekli degildir.
tarafindan
temin edilir
-15°Cila -25°C En az 30 dk. boyunca oda
Tagmentasyon Boncuklari 10 . .
KUTU 1 sicakhgina getirin.
15°Cila 30°C o
Durdurma Tamponu 10 Hazirhk gerekli degildir.
KUTU 2
15°Cila 30°C o
Tagmentasyon Yikama Tamponu 300 Hazirhk gerekli degildir.
KUTU 2
. Cozdirin ve buz tzerinde
-15°Cila -25°C
tutun.
. I . KUTU 4 (veya . .
PCR Mix (veya 96l kit igin PCR Mix-1) PCR Mix-1 ici 20 Sonraki adimlar igin
ix-1i¢in
¢ kullandiktan sonra saklamaya
Kutu 1) e
geri goturun.
indeksler:
ASTX17.1(24)-IVD: H503, H505, H506, H517,
H705, H706, H707, H710, H711, H714
ASTX17.1(24)-B-IVD: H502, H507, H508, H521,
H701, H702, H703, H704, H712, H715
ASTX17.1(96)-A-IVD/ASTX9.1(96)-A-IVD: H503, ) e L
-15°Cila-25°C Cozdirin ve buz tzerinde
H505, H506, H517, H502, H507, H508, H521, 10 toplam
KUTU 3 tutun.

H705, H706, H707, H710, H711, H714, H701,
H702, H703, H704, H712, H715
ASTX17.1(96)-B-IVD/ASTX9.1(96)-B-1VD: H510,
H511, H513, H522, H515, H516, H518, H520,
H716, H718, H719, H720, H721, H722, H723,
H724, H726, H727, H728, H729

2.
3.

Kullanmadan 6nce tiim reaktifleri vorteksleyin ve puls spin uygulayin.
Gerekli olan 96 Kuyucuklu Yari Cevrili Plakayi, Microseal B’yi ve 1,5 ml mikrosantrifij tiplerini alin.

NOT: indeksleme PCR’sine kadar giivenli durma noktasi yoktur. islem yaklasik 1:50 saat siirer (50 dk. PCR termal

d

4.

ongu dahil).

Sample_Prep sayfasindaki plaka diizenine uygun sekilde alikotlayin.

Tagmentasyon Boncuklari kullanarak hazirlayin.

0. Plaka galkalayici kullanarak 1 dakika boyunca 1800 dev./dk. degerinde karistirin.

1. Plakayi gorsel olarak inceleyin:

Plakayl Microseal B filmle sizdirmaz sekilde kapatin.

Yukaridaki ana karisimi, vorteksleyerek karistirin ve ardindan puls spin uygulayin.

Her bir DNA &6rnegi igin, 10-100 ng/ul 6rnegin 10 pl’lik kismini bir PCR plakasinin ilgili kuyucugu igine, 1.0

Ornek basina 40 ul Tagmentasyon Ana Karisimini; 10 pul Tagmentasyon Tamponu, 20 pl Steril Su ve 10 pl

40 pl Tagmentasyon Ana Karisimini, bir DNA 6rnegi olan her bir kuyucugun icine pipetleyin.

Kuyucugun dibindeki tim reaktifleri toplamak icin, plakayi 10 saniye boyunca 100 x g degerinde santrifjleyin.

a) Boncuklar kuyucuk iginde esit dagitiimamissa, adim 10’daki ¢calkalama islemini tekrarlayin.
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b) Materyal kuyucugun dibinde degilse veya Microseal B film (zerine sigradiysa, puls spin uygulayin ve adim
10’daki galkalama islemini tekrarlayin.

12. Plakayi termal déngu cihazi igine koyun ve 105°C’ye isitilmis kapagi ve 50 pl reaksiyon hacmini kullanarak
Tagmentasyon programini yurutin:

Sicaklik Sire
55°C 5 dakika
10°C 2 dakika
13. Program sona erdiginde, plakayi termal déngu cihazindan hemen gikarin ve 2 dakika boyunca oda sicakliginda

birakin.

14. Microseal B filmi ¢ikarin.

15. Her reaksiyon kuyucuguna 10 ul Stop Buffer ekleyin.

16. Plakayl Microseal B filmle sizdirmaz sekilde yeniden kapatin.

17. Plaka galkalayici kullanarak 1 dakika boyunca 1800 dev./dk. degerinde karistirin.

18. Plakayi oda sicakliginda ilaveten 5 dakika inkiibe edin.

19. inkiibasyon esnasinda PCR Karisimini ve indeksleri ¢dzdiirmek tizere dondurucudan ¢ikarin ve ardindan
buz/soguk rak tizerine koyun.

20. Plakayi gorsel olarak inceleyin, materyal kuyucugun dibinde degilse ya da Microseal B filmin lzerine sigradiysa,
plakaya puls spin uygulayin.

21. Asagida aciklandigi gibi, Tagmentasyon Yikama Tamponu ile lg kez yikayin.
a) Microseal Byi ¢ikarin ve plakaylr Magnetic Stand-96 lizerine 30 dakika koyup, boncuklarin kuyucuklar iginde
miknatisin yanina toplanmasina izin verin,
b) Bir pipet kullanarak, tist fazi aspire edin ve atin, boncuklari kuyucuk iginde miknatis boyunca birakin,
c) Her bir kuyucuga 100 pl Tagmentasyon Yikama Tamponunu yavasca ekleyin,
d) Plakayi yeni Microseal B filmle sizdirmaz sekilde yeniden kapatin, filmin diizgtin ilistirildiginden emin olun,
e) Plaka galkalayici kullanarak oda sicakliginda 2 dakika boyunca 1800 dev./dk. degerinde karistirin,
f) DIKKAT: Ornekler sizdirmazlk elemani tizerine sicradiysa, sizdirmazlik elemanini ¢cikarmadan énce 100 x g’de
10 sn santrifijleyin,
g) a) ile f) arasi adimlari toplam 3 yikama igin iki kere daha tekrarlayin.

NOT: Uciincii yikamanin (st fazini atmadan énce, PCR ana karisimini asagida aciklandigi gibi hazirlayin.

22. 40 pL PCR ana karisimini, 20 pl Steril Su ve 20 ul PCR Karisimi kullanarak hazirlayin. (veya 96’li test kiti
kullaniyorsaniz PCR Mix-1).

NOT: PCR Karisimi, protokolde sonraki adimlar igin kullanilir. Bu flakonu atmayin.

23. Microseal B'yi cikarin ve plakayl Magnetic Stand-96 lzerine 30 dakika koyup, boncuklarin kuyucuklar icinde
miknatisin yanina toplanmasina izin verin.

24. 100 pl'ye ayarlanmis bir pipet kullanarak, Gst fazi Tagmentasyon Yikamasindan aspire edin ve atin.

25. Plakayi manyetik standdan ¢ikarin.

26. Her bir kuyucugua 40 ul PCR ana karisimi ekleyin.

27. Plakayi Microseal B filmle sizdirmaz sekilde kapatin.

28. Plaka calkalayici kullanarak oda sicakliginda 2 dakika boyunca 1800 dev./dk. degerinde karistirin.

29. Tiam boncuklarin PCR ana karisimi igcinde siispanse edilmesini saglamak icin, plakayi 100 x g’da 10 saniye
santrifljleyin.

indeks tiipleri icin (T),
30. (T) Tim hacmin, tipln dibinde olmasini saglamak igin, indeks tliplerini vorteksleyin ve puls spin uygulayin.
31. (T) Ornek plakasindan Microseal B filmi cikarin.
32.(T) 1.0 Sample_Prep sayfasindaki plaka diizenine gore, her bir kuyucuga 5 ul i7 indeks ekleyin.
33.(T) 1.0 Sample_Prep sayfasindaki plaka diizenine gore, her bir kuyucuga 5 ul i5 indeks ekleyin.
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Adim 34’e devam edin.

indeks plakasi icin (P),

34,
35.
36.

37.

30. (P) Plaka galkalayici kullanarak, indeks plakasini 1 dakika boyunca 1800 dev./dk. degerinde karistirin.

31. (P) Tam hacmin, kuyucugun dibinde olmasini saglamak icin, indeks plakasini 10 saniye boyunca 100 x g
degerinde santrifijleyin.

32. (P) Ornek plakasindan Microseal B filmi gikarin.

33. (P) Plakanin dogru yoniinii ve dogru indeks grubunu onaylayin. Sizdirmazlik elemanini soymayin. indeks
plakasinin sizdirmazlik elemanini bir ugla delin. Yeni bir ugla, 1.0 Sample_Prep sayfasindaki plaka diizenine gore,
her bir 6rnek kuyusuna indeks plakasindaki birlestirilmis indekslerin 10 ul'lik kismini aktarin.

Adim 34’e devam edin.

yeni Microseal B filmle sizdirmaz sekilde kapatin.

Plaka calkalayici kullanarak oda sicakliginda 1 dakika boyunca 1800 dev./dk. degerinde karistirin.

Kuyucugun dibindeki tim reaktifleri toplamak icin, plakayi 10 saniye boyunca 100 x g degerinde santrifijleyin.
Gorsel olarak inceleyerek, boncuklarin ¢ozelti icinde hala esit sekilde dagitildigindan emin olun. Boncuklar esit
sekilde dagitilmamigsa, adim 35’teki calkalama iglemini tekrarlayin.

Plakayi termal déngi cihazi icine koyun ve 105°C’ye isitilmis kapagi ve 50 pl reaksiyon hacmini kullanarak
indeksleme PCR programini yiiritiin:

# Adim Sicakhk Siire Dongl Sayisi

1 Bosluk 1
doldurma 72°C 3 dakika

2 ilk denatiirasyon 98°C 3 dakika 1

3 Denatilirasyon 98°C 20 saniye

4 Baglanma 60°C 30 saniye 9

5 Uzatma 72°C 3 dakika

6 Son uzatma 72°C 3 dakika 1

7 Son bekletme 10°C Bekletme 1

NOT: Guvenli durma noktasi. Kitiphaneler -15°C ila -25°C’de 1 haftaya kadar saklanabilir.
NOT: Boyut segimine ve saflastirmaya hemen gegiliyorsa, kullanim 6ncesinde Saflastirma Boncuklarinin oda sicakligina

getirildiginden emin olun.

2.3 Boyut Secimi ve Saflastirma

1. Optimum verim ve boyut secimi icin, 6rnek, boncuk ve st faz hacmi, calisma boyutuna gére degistirilir. Asagidaki
tabloda, ¢alisma basina belirtilen 6rnek araligi icin test edilen hacimler 6zetlenmektedir.
. . . . 6-24 25-48 49 - 96

Hesaplamalar icin Reaktif Hacimleri Ornek/Havuz Ornek/Havuz Ornek/Havuz
Havuzlanacak érnek sayisi (araliklar icin maks. 24 48 96
listelenir)
Ornek basina havuzlanacak kiitiiphane hacmi (ul) 10 5 2.5
Ornek basina seyreltilen boncuk hacmi (pl) 50 25 12.5
Ornek basina st faz aktarim hacmi (pl) 55 27.5 13.75
Ornek basina diizenli boncuk hacmi, adim 8 (pl) 4.4 2.2 1.1

2.  Gerekli reaktifleri (asagidaki tabloda belirtilen hacim) alin ve tabloya uygun sekilde hazirlayin:

Sayfa 16 / 53 in-vitro Tani Amach Kullanim icin




Reaktif Ll Ornel'( Basina Gerekli Hazirhk
Kosullari Hacim (pl)
Purification Bead . .-
ur’| e |on. .?é * o1 oo En az 30 dk. boyunca oda sicakligina getirin.
(96'h test kit icin 2’Cilag’c 24.7 Sonraki adimlar igin kullandiktan sonra saklamaya geri
Purification Beads — KUTU 5 : ¢ aneis vae
gotirin.
1)
15°Cila 30°C
. Kullanici .. R,
Steril Su tarafindan Degisken Hazirlik gerekli degildir.
temin edilir
15°Cila 30°C
%100 Etanol Kullanici 1920 Asagida aciklandigi gibi %80 etanol hazirlayin
° tarafindan 236 ¢ EIgibr7e yin.
temin edilir
Yeniden Siispansiyon 2’Cilag’c Degisken Sonraki adimlar ??:I:ﬁfak:j:zfaie:grl::'; saklamaya geri
Tamponu KUTU 5 &l ¢ gétiiriin vae

3.  IFU095-5_AlloSeq Tx Erken Havuzlama Calisma Kitabi CE IVD ile hesaplanan hacimler kullanarak, Saflagtirma
Boncuklari ve Steril Su ile seyreltilmis Saflastirma Boncuklari hazirlayin. Kullanilmadan énce, Saflastirma
Boncuklarinin iyice vortekslenmesini saglayin.

4. 1920 ul %100 Etanol 480 pl Steril Su kullanarak, 2 yikama igin yeterli olacak sekilde, havuz basina 2400 pl taze
%80 Etanol hazirlayin.

NOT: Deney basina havuz sayisi, ¢alisma kitabinda adim 3’te sari hiicre icinde 1 degerine dnceden ayarlanir. Bu,
gerekirse manuel olarak gegersiz kilinabilir. Bu hiicrede degisiklik yapildiginda, bu protokoliin/galisma kitabinin sonraki
adimlari icin havuz sayisi glincellenir. Bu deneyde, havuz basina ayni sayida ornekle, 1’den fazla havuzlama
gerceklestirilirse, Saflagtirma Boncuklarinin hacmi uygun sekilde artirilmalidir (yani, iki havuz igin iki katina ¢ikariimalidir)
ver asagidaki talimatlar her havuz icin bittiniyle uygulanmalidir.

Farkl sayida 6rnekle birden fazla havuz gerekiyorsa, ¢alisma kitabindaki bu sekme kopyalanmali ve sari renkli hiicreler
guincellenerek 6rnek sayisi yansitilmalidir, boylelikle, gerekli olan/aktarilan reaktif hacimleri dogru sekilde ayarlanir.
Sekmeyi yinelemek icin, sekmelerin herhangi birine sag tiklayin ve 'Tasi ya da Kopyala’ 6gesini secin, listeden '3.0
SS_Purification' 6gesini secin, 'Kopya Olustur' kutusunu isaretleyin ve 'Tamam’ 6gesine tiklayin.

5. Kullanmadan dnce tiim reaktifleri vorteksleyin ve puls spin uygulayin.
6. 1,5 mltipler alin (istege bagh: Tercih edilirse 2 ml tiipler kullanilabilir, asagida adim 20a’da etanol yikama 1200
pl iken 1500 pl’ye artirihir).

NOT: islem yaklasik 1 saat siirer.

7. Seyreltilmis Purification Beads’in uygun hacmini (yukaridaki hesaplamalar tablosuna veya calisma kitabina bakin)
1,5 ml tup igine alikotlayin.

8. indeksleme PCR’sinden Tagmentation Beads’i ve (st fazi pipetle karistirin veya indeksleme PCR plakasini 1800
dev./dk.’da 1 dakika ¢alkalayin ve ardindan her bir 6rnekten uygun hacmi (yukaridaki hesaplamalar tablosuna
veya calisma kitabina bakin) seyreltilmis Purification Beads iceren tlpe ekleyin.

9. Her bir tlpd, gorsel incelemede 6rnek homojen goriinene kadar 10 saniye boyunca yiiksek hizda vorteksleyin.

10. 5 saniye boyunca oda sicakliginda inkiibe edin. Bu inkiibasyon esnasinda, boncuklara en biyik fragmanlar
baglanir.

11. Tipe hizlica puls spin uygulayin.

12. Tupi 2,5 dakika boyunca miknatis iizerine koyun, boncuklarin miknatisin yaninda toplanmasina izin verin. Ust faz
bulanik kalirsa, temizlenene kadar miknatis Gzerinde kalir.
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13.
14.

15.
16.

17.
18.

19.
20.

21.
22.
23.

24.
25.
26.
27.

28

Ust fazdan uygun hacmi (yukaridaki hesaplamalar tablosuna veya calisma kitabina bakin) yeni bir tiipe aktarin.
Purification Beads'in (seyreltilmemis) uygun hacmini (yukaridaki hesaplamalar tablosuna veya ¢alisma kitabina
bakin) Uzt fazi igeren tiipe ekleyin.

Her tlipi yuksek hizda 10 saniye boyunca vorteksleyin.

5 saniye boyunca oda sicakliginda inkiibe edin. Bu inkiibasyon esnasinda, hedeflenen boyuttaki fragmanlar
boncuklara baglanir.

Tlpe hizlica puls spin uygulayin.

Tiipli 2,5 dakika boyunca miknatis {izerine koyun, boncuklarin miknatisin yaninda toplanmasina izin verin. Ust faz
bulanik kalirsa, temizlenene kadar miknatis Gzerinde kalir.

Bir pipet kullanarak, st fazi aspire edin ve atin, boncuklari tlp icinde miknatis boyunca birakin.

Tlpl miknatis Uzerinde birakarak, %80 etanol ile iki kez yikayin:
a) Her tiipe 1200 pl %80 etanol ekleyin,

b) 30 saniye boyunca oda sicakliginda inkiibe edin,

c) Pipet kullanarak, tiim Ust fazi aspire edin ve atin,

d) a) ile c) arasi adimlari toplam 2 yikama igin tekrarlayin.

Kalan st fazin hepsini P20 pipetle giderin.

Kalan etanoliin buharlasmasini saglamak igin, tiipi oda sicakhginda 5 dakika boyunca havayla kurutun.
Tlpl miknatistan gikarin ve hedef fragmanlari ayristirmak icin her tiipe 37 ul Resuspension Buffer Tamponu
ekleyin.

Her tlipi yuksek hizda 10 saniye boyunca vorteksleyin.

5 saniye boyunca oda sicakliginda inkiibe edin.

Tlpe hizlica puls spin uygulayin.

Tlpi 30 saniye boyunca miknatis tGizerine koyun, boncuklarin tlip icinde miknatisin yanina toplanmasina izin
verin.

. 35 pl Ust fazi, saklamak lizere yeni bir 1,5 ml tiipe aktarin. Bu havuz, Hibridizasyona kadar devam edebilir.

NOT: Guvenli durma noktasi. Kitliphaneler -15°C ila -25°C’de 1 aya kadar saklanabilir.

2.4 Qubit Miktar Belirleme (istege Bagh)

1.
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Gerekli reaktifleri (asagidaki tabloda belirtilen hacim) alin ve tabloya uygun sekilde hazirlayin:

Saklama Havuz Bagina
Kosullari Hacim (ul)
-25°Cila 30°C
. Kullanici e
Qubit BR tamponu tarafindan temin 199 Hazirhk gerekli degildir.
edilir
-25°Cila 30°C
. Kullanici R,
Qubit BR boya tarafindan temin 1 Hazirlik gerekli degildir.
edilir
2°Cila 8°C

Kull . iy
BR Standart 1 uttanic . 10 Oda sicakligina getirin.
tarafindan temin
edilir
2°Cila 8°C
BR Standart 2 Kullanici . 10 Oda sicakligina getirin.
tarafindan temin

edilir

Reaktif Gerekli Hazirhk
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Gerekli Qubit tlplerini ve gerekli hacme gore 1,5 mlya da 5 ml tlpd, calisma ¢ozeltisinin hazirlanmasi icin alin.
Standartlar igin iki ve her 6rnek icin bir analiz tipu hazirlayin.

Miktari belirlenecek havuz/standart basina 1 pl Qubit boya ve 199 pl Qubit buffer kullanarak, 200 pl Qubit
calisma ¢ozeltisini hazirlayin.

Calisma ¢ozeltisini 2-3 saniye vorteksleyin ve ardindan puls spin uygulayin.

Calisma ¢ozeltisinin 190 pl'lik kismini her bir Standart tipunin igine alikotlayin.

Calisma ¢ozeltisinin 198 pl'lik kismini havuz tlplerinin her birinin igine alikotlayin.

Standart ¢ozeltisinin 10 pl'lik kismini ilgili her bir Standart tipunun igine alikotlayin.

Her bir havuzun 2 pl'lik kismini ilgili tiipln icine alikotlayin.

Bitun tlpleri 2-3 saniye vorteksleyin ve ardindan puls spin uygulayin.

Tlpleri oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edin.

Tlpleri Qubit Florometre icine koyun ve okumalar yapin (daha fazla bilgi almak icin Qubit Greticisinin
protokoliine bakin).

Havuz basina ortalamayi hesaplamak igin, Qubit okumalarini ¢alisma kitabindaki tabloya kaydedin.

NOT: Beklenen kitiiphane verimi yaklasik 30-100 ng/ul’dir ancak DNA kalitesi ile girdisine gore farklilik gosterebilir.

10 ng/ul veya Usti verimin, makul zenginlestirme sonuglari verecegi beklenir.

2.5 TapeStation Gorsellestirme (istege Bagl)

NOT: Kullanici validasyonunun ardindan, Fragment Analyzer (Fragman Analizori), Biyoanalizor gibi, alternatif fragman

gorsellestirme sistemleri kullanilabilir.

1.
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Gerekli reaktifleri (asagidaki tabloda belirtilen hacim) alin ve tabloya uygun sekilde hazirlayin:

Reaktif Saklama Kosullari 0rne|.< Basina Gerekli Hazirhk
Hacim (pl)

2°Cila 8°C

D1000 Merdiven Kullanicr tarafindan 1 Oda sicakligina getirin.
temin edilir
2°Cila 8°C

D1000 Ornek Tamponu Kullanici tarafindan 3 Oda sicakligina getirin.
temin edilir

Gerekli D1000 ScreenTape, TapeStation optik tlip striplerini ve kapaklari alin.

Her bir 6rnegin 1 pl’lik kismini yeni bir tipe aktarin.

Bir referans tip icine 1 ul D1000 Ladder ekleyin.

Her bir 6rnek tlipline ve referans tipe 3 pl D1000 6rnek tamponu ekleyin.

Butlin tlipleri kapaklarla sizdirmaz sekilde kapatin.

1 dakika boyunca 2000 dev./dk.’da IKA vorteks kullanarak bitln tiipleri iyice vorteksleyin.

Butlin drneklerin tiiplerin dibinde olmasini saglamak igin, kisa siireli olarak santriftjleyin.

Ornek tiiplerinin kapagini cikarin ve tiipleri 2200 TapeStation cihazi igine yiikleyin.

2200 TapeStation Controller Yaziliminda gerekli tiipleri secin ve 6rnekleri calistirin (daha fazla bilgi almak igin
TapeStation kullanim kilavuzuna bakin).

Calisma tamamlandiginda, sonuglari goriintiilemek icin TapeStation Analysis Yazilimini baslatin (daha fazla bilgi
almak i¢in TapeStation kullanim kilavuzuna bakin).

Sonuglari ¢alisma kitabina kaydedin.
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Sekil 2.5.1: Kiitliphaneler igin TapeStation izinin temsili resmi.

3. Hibrit Yakalama (Early Pooling Is Akisi)

3.0 Protokole Giris

o Belirtilen parametreleri kullanarak, asagidaki AlloSeq Tx protokollini gosterilen sirayla izleyin.

e Devam etmeden dnce kit bilesenlerini onaylayin ve gerekli sarf malzemeleri ile ekipmanlara sahip oldugunuzdan emin

olun.

e Kullanim kolayhgr saglamak agisindan, Hibrit Yakalama protokol adimlari IFU095-5_AlloSeq Tx Erken Havuzlama
Calisma Kitabi CE IVD iginde de ayrintili olarak verilmektedir. Bolim 3’deki ¢alisma kitabi referanslari, bu galisma

kitabiyla iliskilidir.

3.1 Prob Hibridizasyonu

1.  Gerekli reaktifleri (asagidaki tabloda belirtilen hacim) alin ve tabloya uygun sekilde hazirlayin:

Havuz Bagina Hacim

Reaktif Saklama Kosullari () Gerekli Hazirhk
. -15°Cila -25°C . .
AlloSeq Tx Prob Paneli KUTU 4 10 Oda sicakligina getirin.
15 dakika boyunca 58°C’de Hybex icine koyun.
Hibridizasyon -15°Cila -25°C 50 Vorteksleyin ve gorsel olarak inceleyin, ¢okelti
Tamponu 1 KUTU 4 kalirsa ilaveten 15 dakika boyunca 58°C’de
inkiibe edin.
Hibridizasyon 2°Cila 8°C . .
Tamponu 2 KUTU 5 10 Oda sicakligina getirin.

2. Kullanmadan 6nce tiim reaktifleri vorteksleyin ve puls spin uygulayin.
3. Gerekli PCR tuplerini/striplerini ve kapaklari alin.
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NOT: Yakalama protokoliinden sonrasina kadar giivenli durma noktasi yoktur. Ornek havuzlari, hibridizasyon termal

dongli reaksiyonunun 62°C’de bekletme adimindan, boncuk yakalama ve isitmali yikama adimlarina dogrudan devam
etmelidir.

NOT: islemin ayarlanmasi yaklasik 20 dakika siirer ve termal déngii cihazi icinde en az 1,5 saat, en fazla 18 saat gegirilir
(gece boyunca ya da 18 saate kadar birakilan reaksiyonlar, reaksiyonun son bekletme isleminde 62°C sicaklikta
bekletilmelidir).

4. Her bir hibridizasyon reaksiyonu icin, asagidaki reaktifleri, listelenen sirada, bir PCR tlpu/stribi icinde birlestirin.

Reaktif Havuz Bagina Hacim (pl)
Ornek Kitiiphaneleri

30
Havuzu
AlloSeq Tx Prob Paneli 10
Hibridizasyon Tamponu 1 50
Hibridizasyon Tamponu 2 10
Toplam 100

5. 70 pl’'ye ayarlanmis bir pipetle, her bir hibridizasyon reaksiyon kuyucugunu 10 kez pipetle karistirin, kapatin ve
ardindan puls spin uygulayin.

6. Cozelti bulanik kalirsa, 6-8 kez daha pipetle karistirin, kapatin ve ardindan puls spin uygulayin

7. Tupl/stribi termal dongi cihazi icine koyun ve 100°C’ye i1sitiimis kapagi ve 100 pl reaksiyon hacmini kullanarak
Hibridizasyon programini yritin:

# | Adim Sicakhk Siire DOngii Sayisi
1 | Denatiirasyon 98°C 5 dakika 1
2 | Rampa Asagl 98°C-62°C, 2°C/ddngii azaltarak | 1 dakika 1
3 | 2C/dongu azaltarak, ilave 18 dongii icin (toplam 19 déngii) adim 2’ye gidin.
4 | Hibridizasyon 62°C 60 dakika 1
5 | Son Bekletme 62°C Bekletin (adim 4 dahil,
62°C’de 18 saati asmayin)

8. Yakalama ile devam etmeye hazir olana kadar, tipi/stribi termal déngi cihazi icinde birakin. Yakalama

boncuklarinin oda sicakligina ulastigindan ve Yakalama Yikama Tamponu ile Hybex'in 58°C’ye isitildigindan emin
olun.

3.2 Yakalama

1.  Gerekli reaktifleri (asagidaki tabloda belirtilen hacim) alin ve tabloya uygun sekilde hazirlayin:
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Reaktif saklama Havu.z Basina Gerekli Hazirhk

Kosullari Hacim (pl)

2°Cila 8°C . ..
Yakalama Boncuklari KUTU 5 250 En az 30 dk. boyunca oda sicakhgina getirin.
Yakalama Yikama -15°Cila -25°C .. o
Tamponu KUTU 4 800 Kullanmadan 6nce 58°C’ye isitin.
Yakalama Eltsyon -15°Cila -25°C . .
Tamponu 1 KUTU 4 28.5 Oda sicakligina getirin.

15°C ila -25°C . Oc!a.smakllglna getirin.
2N NaOH KUTU 4 1.5 Sonraki adimlar igin kullandiktan sonra saklamaya
geri gotiirun.
Yakalama Eltisyon 2°Cila 8°C . .
Tamponu 2 KUTU 5 4 Oda sicakligina getirin.
2. Yakalanacak havuz basina asagidaki reaktiflerin eliisyon ana karisimini hazirlayin:

Reaktif Havuz Bagina Hacim (ul)
Yakalama Ellisyon

Tamponu 1 28.5

2N NaOH (taze) 1.5

NOT: NaOH ¢ozeltisi havadan CO.yi kolaylikla emerek, reaktifin pH degerini ve performansini degistirir.
Kullanilmadiginda 2N NaOH tiipiinin sizdirmaz sekilde kapatildigindan emin olun.

3.
4.

Kullanmadan 6nce tiim reaktifleri vorteksleyin ve puls spin uygulayin.
Gerekli olan 1,5 ml mikrosantrifuij tiiplerini, PCR tlplerini/striplerini ve kapaklari alin.

NOT: Bu islem yaklasik 1 saat strer.

Her bir hibridizasyon reaksiyonu icin, yeni bir 1,5 ml tiipe 250 ul Yakalama Boncugu ekleyin.

Her bir hibridizasyon reaksiyonunun 100 pl'lik kismini, Yakalama Boncuklari olan ilgili tiipe aktarin.
Tlpl ylksek hizda 10 saniye boyunca vorteksleyin. Santrifiijlemeyin veya puls spin uygulamayin.
Tlpl Hybex icinde 58°C’de 15 dakika inkiibe edin.

Tlpe hizlica puls spin uygulayin.

. Tapl 30 saniye boyunca miknatis tizerine hemen koyun, boncuklarin miknatisin yaninda toplanmasina izin verin.
. Bir pipet kullanarak, Ust fazi aspire edin ve atin, boncuklari tiip icinde miknatis boyunca birakin.

Asagida aciklandigi gibi, 1sitiimis Yakalama Yikama Tamponu ile Ug¢ kez yikayin.

NOT: Kullaniimadiginda Capture Wash Buffer’i 58°C sicakligi korumak icin Hybex icinde tutun. Yalnizca, adim 12b ve
14’de reaksiyona eklemeden hemen dnce Hybex’ten gikarin. Isitilmis yikama adimlarini uygularken, érnek
havuzunun/tamponunun oda sicakligindaki stresini en diisiik dizeye indirmek igin hizl galisin.

13.
14.
15.
16.

a) Tupl miknatistan gikarin.

b) 200 pl isitilmis Yakalama Yikama Tamponu (58°C) ekleyin,

c) Tupul yuksek hizda 10 saniye boyunca vorteksleyin. Santrifijlemeyin veya puls spin uygulamayin.

d) Tipl Hybex icinde 58°C’de 5 dakika inkiibe edin.

e) Puls spin uygulayin ve ardindan tlpu 30 saniye boyunca miknatis tizerine hemen koyun, boncuklarin
miknatisin yaninda toplanmasina izin verin.

f)  Bir pipet kullanarak, Ust fazi aspire edin ve atin, boncuklari tiip icinde miknatis boyunca birakin.

g) a)ilef)arasi adimlari toplam 3 yikama igin iki kere daha tekrarlayin.

Tipl miknatistan ¢ikarin.

200 plisitilmis Yakalama Yikama Tamponu (58°C) ekleyin.

Tupl yiksek hizda 10 saniye boyunca vorteksleyin. Santrifiijlemeyin veya puls spin uygulamayin.

Biitun igerigi (yikama g¢ozeltisi ve boncuklar) yeni 1,5 ml tipe aktarin.
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NOT: Bu aktarim adimi, asagi akis performansini etkileyebilecek PCR inhibitorlerinin giderilmesi icin kritik 6nemdedir.

17. Tupu Hybex icinde 58°C’de 5 dakika inkiibe edin.

18. Hemen puls spin uygulayin ve ardindan tlipl 30 saniye boyunca miknatis Gzerine koyun, boncuklarin miknatisin
yaninda toplanmasina izin verin.

19. Bir pipet kullanarak, st fazi aspire edin ve atin, boncuklari tiip icinde miknatis boyunca birakin.

20. Tipe hizlica puls spin uygulayin ve ardindan tiipi 30 saniye boyunca miknatis izerine hemen koyun, boncuklarin

miknatisin yaninda toplanmasina izin verin.

21. P20 pipet kullanarak, kalan st faz varsa aspire edin ve atin, boncuklari tiip icinde miknatis boyunca birakin.

22. Yukarida hazirlanan eliisyon ana karisimini vorteksleyin ve ardindan reaksiyon tiplini miknatistan ¢ikarin ve her
tipe 23 ul eliisyon ana karisimi ekleyin.

23. TlpUl yluksek hizda 10 saniye boyunca vorteksleyin.

24. 2 saniye boyunca oda sicakliginda inklbe edin.

25. Tipe hizlica puls spin uygulayin.

26. Tipl 30 saniye boyunca miknatis izerine koyun, boncuklarin miknatisin yaninda toplanmasina izin verin.

27. 21 pl Gst fazi, yeni bir PCR tuplne/stribine aktarin.

28. 4 pl Yakalama Ellisyon Tamponu 2 ekleyin.

29. 6-8 kez pipetle karistirin. Son hacim 25 ul’dir.

NOT: Guvenli durma noktasi. Kittiiphaneler -15°C ila -25°C’de 24 saate kadar saklanabilir.

3.3 Zenginlestirme Sonrasi PCR

1.  Gerekli reaktifleri (asagidaki tabloda belirtilen hacim) alin ve tabloya uygun sekilde hazirlayin:

Havuz
Reaktif Saklama Kosullari Basgina Gerekli Hazirhk
Hacim (pl)
. -15°Cila -25°C Buz Uzerinde ¢6zdirln. Ters gevirerek karistirin,
PCR Primerler KUTU 4 > ardindan kisa sureli santrifijleyin.
PCR Mix (veya 96’li -15°Cila-25°C 20 Oda sicakliginda ¢ozdiriin ve ardindan buz lzerine
kit icin PCR Mix-2) KUTU 4 koyun.

2. Kullanmadan 6nce tim reaktifleri vorteksleyin ve puls spin uygulayin.
3. Adim 3.2 Yakalama’dan yakalama kuttiphanelerini iceren, gerekli olan PCR tiplerini alin.

NOT: Bu islemde, ayar yaklasik 5 dakika stirer, termal dongii cihazinda 1:40 saat gegirilir.

© Ny~

zenginlestirme sonrasi PCR programini yiritin:

5 pl PCR Primerlerini, PCR tlplindeki yakalanan kitliphanelere ekleyin.
Tlpe 20 pl PCR Karisimi ekleyin.
10 kez pipetle karistirin.

Tlpe hizlica puls spin uygulayin.
Tapu/stribi termal dongl cihazi igine koyun ve 105°C’ye isitilmis kapagi ve 50 pl reaksiyon hacmini kullanarak

# Adim Sicakhk Siire DOngii Sayisi
1 Denatlrasyon 98°C 30 saniye 1

2 Denatiirasyon 98°C 1 dakika

3 Baglanma 60°C 30 saniye 17

4 Uzatma 72°C 3 dakika

5 Son uzatma 72°C 5 dakika 1

6 Son bekletme 10°C Bekletme 1
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NOT: Guvenli durma noktasi. Kitiiphaneler -15°C ila -25°C’de 1 haftaya kadar saklanabilir.
NOT: Saflagtirmaya hemen geciliyorsa, kullanim éncesinde Saflastirma Boncuklarinin oda sicakhgina getirildiginden
emin olun.
3.4 Zenginlestirme Sonrasi PCR Saflastirma
1.  Gerekli reaktifleri (asagidaki tabloda belirtilen hacim) alin ve tabloya uygun sekilde hazirlayin:
Saklama Havuz
Reaktif Basina Gerekli Hazirhk
Kosullar .
Hacim (pl)
Saflagtirma Boncuklari 2°Cila 8°C
(96’ kit icin Purification Beads- 27 En az 30 dk. boyunca oda sicakligina getirin.
2) KUTU 5
15°Cila 30°C
Steril Su tzljrual;lanncllzln 80 Hazirhk gerekli degildir.
temin edilir
15°Cila 30°C
%100 Etanol Kullanici 320 Asagida aciklandigi gibi %80 etanol hazirlayin.
tarafindan
temin edilir
2°C ila 8°C Oda sicakligina getirin.
Yeniden Suspansiyon Tamponu KUTU 5 32 Sonraki adimlar igin kt.JII?nflllftan sonra saklamaya
geri gotirin.
2. 480 ul %100 Etanol ve 120 pl Steril Su (fazla hacim dahildir) kullanarak yeni %80 etanol (havuz basina 2 yikama)
hazirlayin.
3. Kullanmadan 6nce tiim reaktifleri vorteksleyin ve puls spin uygulayin.
4.  Gerekli 1,5 ml mikrosantrifdj tipand alin.
NOT: islem yaklasik 30 dakika siirer.
5. Her bir saflastirma reaksiyonu igin, yeni bir 1,5 ml tlipe, iyice vortekslenmis Saflastirma Boncuklarinin 27 pl'lik
kismini ekleyin.
6. Her bir zenginlestirme sonrasi PCR reaksiyonunun 45 pl'lik kismini, Purification Beads olan ilgili tiipe aktarin.
7. Her tipi yuksek hizda 10 saniye boyunca vorteksleyin.
8. Tipe hizlica puls spin uygulayin.
9. 5 saniye boyunca oda sicakliginda inklbe edin.
10. Tipu 30 saniye boyunca miknatis tGzerine koyun, boncuklarin miknatisin yaninda toplanmasina izin verin.
11. Bir pipet kullanarak, (st fazi aspire edin ve atin, boncuklari tiip icinde miknatis boyunca birakin.
12. TupU miknatis Gzerinde birakarak, %80 etanol ile iki kez yikayin:
a) Her tlpe 200 pl %80 etanol ekleyin,
b) 30 saniye boyunca oda sicakliginda inkiibe edin,
c) Pipet kullanarak, tim Ust fazi aspire edin ve atin,
d) a)ilec)arasi adimlari toplam 2 yikama igin tekrarlayin.
13. Kalan Gst fazin hepsini P20 pipetle giderin.
14. Kalan etanoliin buharlagsmasini saglamak icin, tlipli oda sicakliginda 5 dakika boyunca havayla kurutun.
15. Tupu miknatistan ¢ikarin ve hedef fragmanlari ayristirmak icin her tlipe 32 ul Yeniden Siispansiyon Tamponu
ekleyin.
16. Her tlipl yiksek hizda 10 saniye boyunca vorteksleyin.
17. 5 saniye boyunca oda sicakliginda inklibe edin.
18. Tulpe hizlica puls spin uygulayin.
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19. Tipu 30 saniye boyunca miknatis tzerine koyun, boncuklarin tlip icinde miknatisin yanina toplanmasina izin
verin.
20. 30 pl st fazi, saklamak Gzere yeni bir 1,5 ml tipe aktarin.

NOT: Guvenli durma noktasi. Kitiiphaneler -15°C ila -25°C’'de 1 aya kadar saklanabilir.

3.5 Qubit Miktar Belirleme

1.  Gerekli reaktifleri (asagidaki tabloda belirtilen hacim) alin ve tabloya uygun sekilde hazirlayin:

Saklama Havuz Bagina
Kosullari Hacim (ul)
-25°Cila 30°C
. Kullanici e
Qubit BR tamponu tarafindan temin 199 Hazirlik gerekli degildir.
edilir
-25°Cila 30°C
. Kullanici e
Qubit BR boya tarafindan temin 1 Hazirlik gerekli degildir.
edilir
2°Cila 8°C

Kull
BR Standart 1 uitanicl . 10 Oda sicakligina getirin.
tarafindan temin
edilir
2°Cila 8°C
Kullanici . .
BR Standart 2 tarafindan temin 10 Oda sicakligina getirin.

edilir

Reaktif Gerekli Hazirhik

2. Gerekli Qubit tiiplerini ve gerekli hacme gore 1,5 ml ya da 5 ml tlpQ, ¢alisma ¢ozeltisinin hazirlanmasi igin alin.

3. Standartlar icin iki ve her 6rnek igin bir analiz tlipu hazirlayin.

4.  Miktari belirlenecek havuz/standart basina 1 pl Qubit boya ve 199 ul Qubit buffer kullanarak, 200 pl Qubit
¢alisma ¢ozeltisini hazirlayin.

5 Calisma ¢ozeltisini 2-3 saniye vorteksleyin ve ardindan puls spin uygulayin.

6 Calisma ¢ozeltisinin 190 pl'lik kismini her bir Standart tipunin igine alikotlayin.

7. Galisma g¢ozeltisinin 198 pl'lik kismini Havuz tlplerinin her birinin igine alikotlayin.

8 Standart ¢ozeltisinin 10 pl'lik kismini ilgili her bir Standart tipunun icine alikotlayin.

9 Her bir havuzun 2 ul'lik kismintilgili tiptn icine alikotlayin.

10. Batln tapleri 2-3 saniye vorteksleyin ve ardindan puls spin uygulayin.

11. Tipleri oda sicakhginda 2 dakika inkiibe edin.

12. Tupleri Qubit Florometre igine koyun ve okumalar yapin (daha fazla bilgi almak i¢in Qubit Ureticisinin
protokoliine bakin).

13. Ortalama konsantrasyonu hesaplamak icin, Qubit okumalarini galisma kitabindaki tabloya kaydedin.

3.6 TapeStation Gorsellestirme (istege Bagh)

NOT: Kullanici validasyonunun ardindan, Fragment Analyzer (Fragman Analizorii), Biyoanalizor gibi, alternatif fragman
gorsellestirme sistemleri kullanilabilir.
1.  Gerekli reaktifleri (asagidaki tabloda belirtilen hacim) alin ve tabloya uygun sekilde hazirlayin:
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Reaktif Saklama Kosullari Havuz B?;I;;a Hacim Gerekli Hazirhk
2°Cila 8°C
D1000 Merdiven Kullanici tarafindan 1 Oda sicakligina getirin.
temin edilir
. 2°Cila 8°C
D1000 Ornek Kullanici tarafindan 3 Oda sicakligina getirin.
Tamponu . .
temin edilir

Gerekli D1000 ScreenTape, TapeStation optik tlp striplerini ve kapaklari alin.

Her bir havuzun 1 pl’lik kismini yeni bir tipe aktarin.

Bir referans tip icine 1 ul D1000 Ladder ekleyin.

Her bir 6rnek havuzuna ve referans tipe 3 pl D1000 sample buffer ekleyin.

Biitun tlpleri kapaklarla sizdirmaz sekilde kapatin.

1 dakika boyunca 2000 dev./dk.’da IKA plaka vorteksleyici kullanarak batin tiipleri iyice vorteksleyin.

Butlin drneklerin tiiplerin dibinde olmasini saglamak igin, kisa siireli olarak santriftjleyin.

Ornek tiiplerinin kapagini cikarin ve tiipleri 2200 TapeStation cihazi igine yiikleyin.

2200 TapeStation Controller Yaziliminda gerekli tipleri segin ve 6rnekleri calistirin (daha fazla bilgi almak igin
TapeStation kullanim kilavuzuna bakin).

Calisma tamamlandiginda, sonuglari goriintlilemek icin TapeStation Analysis Yazilimini baslatin (daha fazla bilgi
almak igin TapeStation kullanim kilavuzuna bakin).

12. Sonuglari galisma kitabindaki tabloya kaydedin.
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Sekil 3.6.1: Son zenginlestirilmis kiitiphane havuzu i¢in TapeStation izinin temsili resmi.

4. Kuttphane Hazirlama (Asil is akist)
4.0 Protokole Giris

e Belirtilen parametreleri kullanarak, asagidaki AlloSeq Tx protokollinii gésterilen sirayla izleyin.

e Devam etmeden dnce kit bilesenlerini onaylayin ve gerekli sarf malzemeleri ile ekipmanlara sahip oldugunuzdan emin

olun.

e Kullanim kolayligi saglamak agisindan, Kutliphane Hazirlama protokol adimlari IFU095-1_AlloSeq Tx Kiitiiphane

Hazirlama Calisma Kitabi CE IVD iginde de ayrintili olarak verilmektedir. Bolim 4’deki ¢alisma kitabi referanslari, bu

calisma kitabiyla iliskilidir.
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4.1 Ornek Hazirlama

Calisma kitabina bir deney kimligi, agiklama, kullanici ve tarih girin.
Calisma kitabindaki acilir meniiden, deney igin kullanilacak AlloSeq prob grubunu segin.
Calisma kitabindaki agilir mentden, kullanilacak dizileme cihazi tirind segin.

il S .

istenen yapilandirmaya gore, calisma kitabindaki plaka diizeninin sari renkli béliimiine, test edilecek érneklerin
kimligini girin.

NOT: Yalnizca alfasayisal karakterler girilebilir. Yinelenen 6rnek kimlikleri, kullanicidan diizeltme istemek lizere kirmizi

renkli olarak isaretlenir. Bir calismada yalnizca benzersiz numune kimlikleri olmasi, dizileme yaziliminda bir
zorunluluktur. Bir 6rnek icermesi amaglanmayan kuyucuklar igin bilgi girmeyin.

5.  Calisma kitabinda, Plaka Diizeni altinda turuncu renkli acilir listeden istediginiz indeks grubunu segin.

6.  Gerekirse ve tlpll indeks bigimi kullaniliyorsa, i7 indeks diizeni degistirilebilir, gerekli sttun igin agihr
seceneklerden, kullanilacak olan alternatif i7 indeksini secin. Yinelenen i7 indeksleri secilirse, kullanicidan
dizeltme istemek Gzere hiicreler kirmizi renkli olarak isaretlenir.

7.  Gerekirse ve tlplu indeks bicimi kullaniliyorsa, i5 indeks dizeni degistirilebilir, gerekli satir igin agilir
seceneklerden, kullanilacak olan alternatif i5 indeksini segin. Yinelenen i5 indeksleri segilirse, kullanicidan
dizeltme istemek Gzere hiicreler kirmizi renkli olarak isaretlenir.

8.  Yukaridaki islemlerin hepsi tamamlandiktan sonra, 1.2 SampleSheet sekmesine tiklayin ve inceleyin. Bilgi

gereken yerleri isaretlemek tizere kirmizi renkli metin kullanilir. Kirmizi renkli metin yoksa, SampleSheet sekmesi

CSV (Virgille ayrilan) (*.csv) olarak kaydedilebilir. Dosyayi 'SampleSheet.csv’ olarak kaydedin. csv bigciminde
kaydetme yapildiginda yalnizca aktif sekme kaydedilir. Kaydedilen SampleSheet.csv dosyasini excel’de agin ve
[Data] tablosunda bos satir varsa silin, yani 22 ila 117 arasindaki, 6rnek bilgileri icermeyen herhangi bir satiri

silin. Bunu yaptiktan sonra dosyayi kaydedin. Ardindan 6rnek sayfasi, bir lllumina dizileme cihazinda dizileme igin

ice aktarilmaya hazir olur.

4.2 Katiphane Hazirlama

1. Gerekli reaktifleri (asagidaki tabloda belirtilen hacim) alin ve tabloya uygun sekilde hazirlayin:

Reaktif Saklama Kosullari | Ornek Basina | Gerekli Hazirlik
Hacim (pl)
-15°Cila -25°C . .
Tagmentasyon Tamponu 10 Oda sicakligina getirin.
KUTU 1
15°Cila 30°C
) Kullanici S e
Steril Su . 30 Hazirlik gerekli degildir.
tarafindan temin
edilir
-15°Cila -25°C En az 30 dk. boyunca oda
Tagmentasyon Boncuklari 10 . L
KUTU 1 sicakligina getirin.
15°Cila 30°C
Durdurma Tamponu 10 Hazirlik gerekli degildir.
KUTU 2
15°Cila 30°C C e
Tagmentasyon Yikama Tamponu KUTU 2 300 Hazirlik gerekli degildir.
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Reaktif Saklama Kosullari | Ornek Basina | Gerekli Hazirhk
Hacim (pl)
Cozdirin ve buz Uzerinde
-15°Cila -25°C tutun.
PCR Mix (veya 96l kit igin PCR Mix-1) BOX 4 (veya 96'li 20 Sonraki adimlar igin
kit icin BOX 1) kullandiktan sonra saklamaya
geri gotiirun.
indeksler:
ASTX17.1(24)-1VD: H503, H505, H506, H517,
H705, H706, H707, H710, H711, H714
ASTX17.1(24)-B-IVD: H502, H507, H508, H521,
H701, H702, H703, H704, H712, H715
ASTX17.1(96)-A-IVD/ASTX9.1(96)-A-IVD: H503, , R o
-15°Cila -25°C Cozdirin ve buz Uzerinde
H505, H506, H517, H502, H507, H508, H521, 10 toplam
H705, H706, H707, H710, H711, H714, H701, KUTU3 tutun.
H702, H703, H704, H712, H715
ASTX17.1(96)-B-IVD/ASTX9.1(96)-B-IVD: H510,
H511, H513, H522, H515, H516, H518, H520,
H716, H718, H719, H720, H721, H722, H723,
H724, H726, H727, H728, H729

2. Kullanmadan dnce tum reaktifleri vorteksleyin ve puls spin uygulayin.
3. Gerekli olan 96 Kuyucuklu Yari Cevrili Plakayi, Microseal B’yi ve 1,5 ml mikrosantrifdj tiiplerini alin.

NOT: indeksleme PCR’sine kadar giivenli durma noktasi yoktur. islem yaklasik 1:50 saat siirer (50 dk. PCR termal

dongu dabhil).

4.  Her bir DNA 6rnegi icin, 10-100 ng/ul 6rnegin 10 ul’lik kismini bir PCR plakasinin ilgili kuyucugu igine, 1.0
Sample_Prep sayfasindaki plaka diizenine uygun sekilde alikotlayin.
5.  Ornek basina 40 pl Tagmentasyon Ana Karisimini; 10 pl Tagmentasyon Tamponu, 20 pl Steril Su ve 10 pl
Tagmentasyon Boncuklari kullanarak hazirlayin.

Yukaridaki ana karisimi, vorteksleyerek karistirin ve ardindan puls spin uygulayin.

40 pul Tagmentasyon Ana Karisimini, bir DNA 6rnegi olan her bir kuyucugun icine pipetleyin.

6
7
8.  Plakayi Microseal B filmle sizdirmaz sekilde kapatin.
9

. Kuyucugun dibindeki tim reaktifleri toplamak icin, plakayi 10 saniye boyunca 100 x g degerinde santrifijleyin.
10. Plaka galkalayici kullanarak 1 dakika boyunca 1600 dev./dk. degerinde karistirin.

11. Plakayi gorsel olarak inceleyin:

a) Boncuklar kuyucuk iginde esit dagitiimamigsa, adim 10’daki ¢alkalama islemini tekrarlayin.

b) Materyal kuyucugun dibinde degilse veya Microseal B film (lzerine sigradiysa, puls spin uygulayin ve adim

10’daki calkalama islemini tekrarlayin.

12. Plakayi termal déngii cihazi igine koyun ve 105°C’ye isitilmis kapagi ve 50 ul reaksiyon hacmini kullanarak

Tagmentasyon programini yurutin:

Sicakhik Siire
55°C 5 dakika
10°C 2 dakika

13. Program sona erdiginde, plakayi termal déngi cihazindan hemen ¢ikarin ve 2 dakika boyunca oda sicakliginda

birakin.
14. Microseal B filmi ¢ikarin.

15. Her reaksiyon kuyucuguna 10 ul Stop Buffer ekleyin.

16. Plakayi Microseal B filmle sizdirmaz sekilde yeniden kapatin.
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17.
18.
19.
20.

21.

Plaka calkalayici kullanarak 1 dakika boyunca 1600 dev./dk. degerinde karistirin.

Plakayi oda sicakliginda ilaveten 5 dakika inklibe edin.

inkiibasyon esnasinda PCR Karigimini ve indeksleri ¢dzdiirmek tizere dondurucudan cikarin ve ardindan
buz/soguk rak tzerine koyun.

Plakayi gorsel olarak inceleyin, materyal kuyucugun dibinde degilse ya da Microseal B filmin lzerine sigradiysa,
plakaya puls spin uygulayin.

Asagida agiklandig gibi, Tagmentasyon Yikama Tamponu ile Ug kez yikayin.

a) Microseal B'yi gikarin ve plakayl Magnetic Stand-96 lizerine 1 dakika koyup, boncuklarin kuyucuklar iginde
miknatis boyunca toplanmasina izin verin,

b) Bir pipet kullanarak, Gst fazi aspire edin ve atin, boncuklari kuyucuk icinde miknatis boyunca birakin,

c) Her bir kuyucuga 100 pl Tagmentasyon Yikama Tamponunu yavasca ekleyin,

d) Plakayi yeni Microseal B filmle sizdirmaz sekilde yeniden kapatin, filmin dizgiin ilistirildiginden emin olun,
e) Plaka galkalayici kullanarak oda sicakliginda 2 dakika boyunca 1800 dev./dk. degerinde karistirin,

f) DIKKAT: Ornekler sizdirmazlk elemani tizerine sicradiysa, sizdirmazlk elemanini ¢cikarmadan énce 100 x g’de
10 saniye santrifijleyin,

g) a) ile f) arasi adimlari toplam 3 yikama igin iki kere daha tekrarlayin.

NOT: Uciincii yikamanin {st fazini atmadan énce, PCR ana karisimini asagida aciklandigi gibi hazirlayin.

22.

40 pL PCR ana karisimini, 20 pl Steril Su ve 20 ul PCR Mix (veya 96’h test kiti kullaniyorsaniz PCR Mix-1) kullanarak
hazirlayin.

NOT: PCR Karisimi, protokolde sonraki adimlar i¢in kullanilir. Bu flakonu atmayin.

23.

24,
25.
26.
27.
28.
29.

Microseal B'yi ¢ikarin ve plakayl Magnetic Stand-96 lzerine 1 dakika koyup, boncuklarin kuyucuklar icinde
miknatis boyunca toplanmasina izin verin.

100 pl'ye ayarlanmis bir pipet kullanarak, (st fazi Tagmentasyon Yikamasindan aspire edin ve atin.

Plakayr manyetik standdan gikarin.

Her bir kuyucugua 40 ul PCR ana karisimi ekleyin.

Plakayl Microseal B filmle sizdirmaz sekilde kapatin.

Plaka galkalayici kullanarak oda sicakliginda 2 dakika boyunca 1800 dev./dk. degerinde karistirin.

Tdm boncuklarin PCR ana karisimi iginde stispanse edilmesini saglamak igin, plakayi 100 x g’da 10 saniye
santrifljleyin.

indeks tiipleri igin (T),

30. (T) Tum hacmin, tipln dibinde olmasini saglamak icin, indeks tlplerini vorteksleyin ve puls spin uygulayin.
31. (T) Ornek plakasindan Microseal B filmi gikarin.

32.(T) 1.0 Sample_Prep sayfasindaki plaka diizenine goére, her bir kuyucuga 5 ul i7 indeks ekleyin.

33.(T) 1.0 Sample_Prep sayfasindaki plaka diizenine gore, her bir kuyucuga 5 pul i5 indeks ekleyin.

Adim 34’e devam edin.

indeks plakasi icin (P),

30. (P) Plaka galkalayici kullanarak, indeks plakasini 1 dakika boyunca 1800 dev./dk. degerinde karistirin.

31. (P) Tum hacmin, kuyucugun dibinde olmasini saglamak icin, indeks plakasini 10 saniye boyunca 100 x g
degerinde santrifijleyin.

32. (P) Ornek plakasindan Microseal B filmi cikarin.

33. (P) Plakanin dogru yoniinii ve dogru indeks grubunu onaylayin. Sizdirmazlik elemanini soymayin. indeks
plakasinin sizdirmazlik elemanini bir ugla delin. Yeni bir ugla, 1.0 Sample_Prep sayfasindaki plaka diizenine gore,
her bir 6rnek kuyusuna indeks plakasindaki birlestirilmis indekslerin 10 ul'lik kismini aktarin.

Adim 34’e devam edin.
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34. vyeni Microseal B filmle sizdirmaz sekilde kapatin.

35. Plaka galkalayici kullanarak oda sicakliginda 1 dakika boyunca 1800 dev./dk. degerinde karistirin.

36. Kuyucugun dibindeki tim reaktifleri toplamak icin, plakayi 10 saniye boyunca 100 x g degerinde santrifijleyin.

Gorsel olarak inceleyerek, boncuklarin ¢ozelti icinde hala esit sekilde dagitildigindan emin olun. Boncuklar esit

sekilde dagitiimamissa, adim 35’teki calkalama islemini tekrarlayin.

37. Plakayi termal dongi cihazi icine koyun ve 105°C’ye isitilmis kapagi ve 50 ul reaksiyon hacmini kullanarak

indeksleme PCR programini yiiriitiin:

# Adim Sicakhk Siire Do6ngl Sayisi

1 Bosluk 1
doldurma 72°C 3 dakika

2 ilk denatiirasyon 98°C 3 dakika 1

3 Denatilirasyon 98°C 20 saniye

4 Baglanma 60°C 30 saniye 9

5 Uzatma 72°C 3 dakika

6 Son uzatma 72°C 3 dakika 1

7 Son bekletme 10°C Bekletme 1

NOT: Guvenli durma noktasi. Kitiphaneler -15°C ila -25°C’de 1 haftaya kadar saklanabilir.
NOT: Boyut segimine ve saflagtirmaya hemen gegiliyorsa, kullanim 6ncesinde Saflastirma Boncuklarinin oda sicakligina

getirildiginden emin olun.

4.3 Boyut Secimi ve Saflastirma

1.  Gerekli reaktifleri (asagidaki tabloda belirtilen hacim) alin ve tabloya uygun sekilde hazirlayin:

Saklama Azl
Reaktif Basina Gerekli Hazirhk
Kosullar .
Hacim (pl)
Purification Beads (96’li test o oo En az 30 dk. boyunca oda sicakligina getirin.
I 2°Cila 8°C . .

kiti icin Purification Beads — KUTU 5 110.8 Sonraki adimlar igin kullandiktan sonra saklamaya
1) geri gotiirun.

15°Cila 30°C
Steril Su Kullanici 215 Hazirhk gerekli degildir.

tarafindan

temin edilir

15°Cila 30°C
%100 Etanol Kullanici 320 Asagida aciklandigi gibi %80 etanol hazirlayin.

tarafindan

temin edilir

. . . ol oo Oda sicakligina getirin.
Yeniden Stspansiyon 2°Cilagc 17 Sonraki adimlar icin kullandiktan sonra saklamaya
Tamponu KUTU 5 e
geri gotirin.

2. Seyreltilmis Saflastirma Boncuklarini, 6rnek basina 90 ul Saflastirma Boncuklari ve 135 ul Steril Su kullanarak

hazirlayin. Kullanilmadan 6nce, Saflastirma Boncuklarinin iyice vortekslenmesini saglayin.
3. 480 pl %100 Etanol 120 i Steril Su kullanarak, 2 yikama igin yeterli olacak sekilde 6rnek basina 600 ul yeni %80

Etanol hazirlayin (fazla hacim dahildir).

4.  Kullanmadan 6nce tim reaktifleri vorteksleyin ve puls spin uygulayin.

5.  Gerekli MIDI plakasini, Microseal B’yi ve PCR plakalarini alin.

NOT: islem yaklasik 1 saat siirer.
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6. Seyreltilmis Saflastirma Boncuklarinin 225 pl'lik kismini bir MIDI plakasinin ilgili kuyucuklari igine, alikotlayin (1.0
Sample_Prep sayfasindaki plaka diizenine uygun sekilde).

7. indeksleme PCR’sinden Tagmentation Beads’i ve (st fazi pipetle karistirin veya indeksleme PCR plakasini 1800
dev./dk.’da 1 dakika ¢alkalayin ve ardindan her bir karisimin 45 ul’lik kismini, seyreltilmis Purification Beads
iceren ilgili MIDI plakasi kuyucuguna ekleyin.

8. MIDI plakasini Microseal B filmle sizdirmaz sekilde kapatin.

9. Plaka calkalayici kullanarak 2 dakika boyunca 1800 dev./dk. degerinde karistirin.

10. Plakayi oda sicakhginda 5 dakika inklibe edin. Bu inkiibasyon esnasinda, boncuklara en biiyuk fragmanlar
baglanir.

11. Plakayi 1 dakika boyunca 280 x g’da santrifljleyin.

12. Microseal B'yi gikarin ve plakayl Magnetic Stand-96 lzerine 5 dakika koyup, boncuklarin kuyucuklar iginde
miknatis boyunca toplanmasina izin verin.

13. 260 pl iist fazi yeni MIDI plakasina veya ayni plakadaki temiz kuyucuklara aktarin.

14. lyice vortekslenmis Purification Beads'in (seyreltilmemis) 20,8 pl lik kismini her bir 6rnege ekleyin. Microseal B
filmle sizdirmaz sekilde kapatin.

15. Plaka calkalayici kullanarak 1 dakika boyunca 1800 dev./dk. degerinde karistirin.

16. Plakayi oda sicakhginda 5 dakika inklibe edin. Bu inkiibasyon esnasinda, hedeflenen boyuttaki fragmanlar
boncuklara baglanir.

17. Microseal B'yi ¢ikarin ve plakayi Magnetic Stand-96 uzerine 5 dakika koyup, boncuklarin kuyucuklar iginde
miknatis boyunca toplanmasina izin verin.

18. Bir pipet kullanarak, Ust fazi aspire edin ve atin, boncuklari kuyucuk iginde miknatis boyunca birakin,

19. Plakayi miknatis Gzerinde birakarak, %80 etanol ile iki kez yikayin:

a) Her 6rnege 200 pl %80 etanol ekleyin,

b) 30 saniye boyunca oda sicakliginda inklbe edin,

c) Pipet kullanarak, tlim Ust fazi aspire edin ve atin,

d) a) ile c) arasi adimlari toplam 2 yikama icin tekrarlayin.

20. Kalan st fazin hepsini P20 pipetle giderin.

21. Kalan etanoliin buharlasmasini saglamak icin, plakayi oda sicakliginda 5 dakika boyunca havayla kurutun.

22. Hedef fragmanlari elde etmek igin, her kuyucuga 17 pl Yeniden Siispansiyon Tamponu ekleyin.

23. Microseal B filmle sizdirmaz sekilde kapatin.

24. Plaka calkalayici kullanarak 2 dakika boyunca 1800 dev./dk. degerinde karistirin.

25. Plakayi oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edin.

26. Plakayi 30 saniye boyunca 280 x g degerinde santrifujleyin.

27. Microseal B'yi gikarin ve plakayl Magnetic Stand-96 lizerine 5 dakika koyup, boncuklarin kuyucuklar iginde
miknatis boyunca toplanmasina izin verin.

28. 15 pl st fazi, saklamak Gzere yeni bir PCR plakasina aktarin.

NOT: Guvenli durma noktasi. Kitiphaneler -15°C ila -25°C’de 1 aya kadar saklanabilir.

4.4 Qubit Miktar Belirleme (istege Bagli)

1.  Gerekli reaktifleri (asagidaki tabloda belirtilen hacim) alin ve tabloya uygun sekilde hazirlayin:
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Reaktif Saklama Kosullari Ornek Bagina Hacim (pl) Gerekli Hazirhk

-25°Cila 30°C

Qubit BR tamponu Kullanici tarafindan 199 Hazirlik gerekli degildir.

temin edilir

-25°Cila 30°C

Qubit BR boya Kullanici tarafindan 1 Hazirhk gerekli degildir.

temin edilir

2°Cila 8°C

BR Standart 1 Kullanici tarafindan 10 Oda sicakligina getirin.

temin edilir

2°Cila 8°C

BR Standart 2 Kullanici tarafindan 10 Oda sicakligina getirin.

temin edilir

sow

13.

Gerekli Qubit tiplerini ve gerekli hacme gore 1,5 ml ya da 5 ml tlpd, ¢calisma ¢ozeltisinin hazirlanmasi igin alin.
Standartlar igin iki ve her bir 6rnek igin bir analiz tliplini ayarlayin.

Miktari belirlenecek 6rnek/standart basina 1 pl Qubit boya ve 199 ul Qubit tampon kullanarak, 200 ul Qubit
¢alisma ¢ozeltisini hazirlayin.

Calisma ¢ozeltisini 2-3 saniye vorteksleyin ve ardindan puls spin uygulayin.

Calisma ¢ozeltisinin 190 pl'lik kismini her bir Standart tipunin igine alikotlayin.

Calisma g6zeltisinin 198 pl'lik kismini her bir Ornek tiipliniin icine alikotlayin.

Standart ¢ozeltisinin 10 pl'lik kismini ilgili her bir Standart tlplnin igine alikotlayin.

Her bir 6rnegin 2 pl'lik kismini ilgili tipin icine alikotlayin.

Biitlin tpleri 2-3 saniye vorteksleyin ve ardindan puls spin uygulayin.

Tipleri oda sicakliginda 2 dakika inkibe edin.

Tupleri Qubit Florometre igine koyun ve okumalar yapin (daha fazla bilgi almak igin Qubit protokoliine bakin).
Ornek basina ortalamayi hesaplamak icin, Qubit okumalarini calisma kitabindaki tabloya kaydedin.

NOT: Beklenen kitiiphane verimi yaklasik 30 ng/ul’dir ancak DNA kalitesi ile girdisine gore farklilik gosterebilir. 10

ng/ul veya Usti verimin, makul zenginlestirme sonuglari verecegi beklenir.

4.5 TapeStation Gorsellestirme (istege Bagh)

NOT: Kullanici validasyonunun ardindan, Fragment Analyzer (Fragman Analizori), Biyoanalizér gibi, alternatif fragman

gorsellestirme sistemleri kullanilabilir.

1. Gerekli reaktifleri (asagidaki tabloda belirtilen hacim) alin ve tabloya uygun sekilde hazirlayin:

Reaktif Saklama Kosullari | Ornek Basina Hacim (pl) Gerekli Hazirhk
2°Cila 8°C

D1000 Merdiven Kullanici tarafindan 1 Oda sicakligina getirin.
temin edilir
2°Cila 8°C

D1000 Ornek Tamponu Kullanici tarafindan 3 Oda sicakligina getirin.
temin edilir

2. Gerekli olan D1000 ScreenTape, 96 kuyucuklu Ornek Plakasini (ince duvarli) veya Folyodaki sizdirmazlik elemanini

Noukw

alin.

Her 6rnegin 1 pl’'lik kismini, 96 kuyucuklu yeni bir PCR plakasina aktarin.

Bir referans kuyucuk icine 1 ul D1000 Ladder ekleyin.

Her bir 6rnek kuyucuguna ve referans kuyucuga 3 pl D1000 6rnek tamponu ekleyin.
Plakayi folyo sizdirmazlik elemaniyla kapatin.

IKA plaka vorteksleyici kullanarak 2000 dev./dk. degerinde 1 dakika boyunca vorteksleyin.
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10.

11.

12.

Biitlin 6rneklerin kuyucuklarin dibinde olmasini saglamak icin, kisa sireli olarak santrifijleyin.

Ornek plakasini 2200 TapeStation cihazi icine yiikleyin.

2200 TapeStation Controller Yaziliminda gerekli kuyucuklari segin ve 6rnekleri galistirin (daha fazla bilgi almak
icin TapeStation kullanim kilavuzuna bakin).

Calisma tamamlandiginda, sonuglari gériintiilemek icin TapeStation Analysis Yazimini baslatin (daha fazla bilgi
almak icin TapeStation kullanim kilavuzuna bakin).

Sonuglari ¢calisma kitabina kaydedin.

Y

\Pf

5000 4

4000 4

3000

2000 4

Sample Inten sity [Normalized FU]

1000 4

Size
g [bp)

1500

1000

o

Sekil 4.5.1: Kiitiphaneler igin TapeStation izinin temsili resmi.

5. Hibrit Yakalama (Asil is akisi)

5.0 Protokole Giris

o Belirtilen parametreleri kullanarak, asagidaki AlloSeq Tx protokollini gosterilen sirayla izleyin.

e Devam etmeden 6nce kit bilesenlerini onaylayin ve gerekli sarf malzemeleri ile ekipmanlara sahip oldugunuzdan emin

olun.

e Kullanim kolayligi saglamak agisindan, Hibrit Yakalama protokol adimlari IFU095-2_AlloSeq Tx Hibrit Yakalama
Calisma Kitabi CE IVD iginde de ayrintili olarak verilmektedir. Bolim 5’deki ¢alisma kitabi referanslari, bu calisma
kitabiyla iliskilidir.

5.1 Ornek Havuzlama

1.

Calisma kitabinda ilgili sari renkli alana bir deney kimligi girin.

Calisma kitabinda ilgili sari renkli alana, islenecek havuz sayisini girin.

IFU095-1_AlloSeq Tx Kiitiiphane Hazirlama Calisma Kitabi CE IVD iginde 1.1 Dogrusal Goriinim sekmesinden ilgili
ornek bilgilerini kopyalayin ve “Degerler ve Numara Bigimi” 6zel yapistirma secenegini kullanarak /IFU095-
2_AlloSeq Tx Hibrit Yakalama Calisma Kitabi CE IVD igindeki Kiitiphane Havuz Listesi icine yapistirin.

12 adet veya daha az 6rnek havuzlaniyorsa, zenginlestirilecek her kiitiiphanenin 2,5 pl'lik kismini bir PCR
tlplne/stribine ekleyin ve asagidaki tabloya gore, uygun hacimde Resuspension Buffer ekleyerek toplam 30 pl
elde edin.

12 adetten fazla 6rnek havuzlaniyorsa, zenginlestirilecek her bir kiitiiphanenin 2,5 pl’lik kismini 1,5 ml
mikrosantrifiij tiptine ekleyin ve konsantrasyon adimina gegin (IFU095-2_AlloSeq Tx Hibrit Yakalama Calisma
Kitabi CE IVD, 1.1).

Birden fazla havuz isleme aliniyorsa, bu sekmeyi kopyalayin ve her havuzu benzersiz sekilde tanimlayarak
yukaridaki adim 1-5’i tekrar edin.
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NOT: Bukkal hiicre DNA hazirliklarindan olanlar da dahil olmak lizere daha dislk verimli kiitliphaneler, daha yliksek
kituphane girdi hacmi (30 pl birlesik toplam kutiiphane girdi hacmini asmayacak sekilde) kullaniimasindan fayda
gorebilir.  MiUmkin oldugunda, distuk verimli (bukkal) kutiphanelerin, ylksek verimli (genomik) bukkal
kiitiphanelerden ayri bir zenginlestirme havuzunda islenmesi onerilir. Spesifik tavsiyeleri almak igin, yerel teknik
temsilcinizle irtibat kurun.

5.2 Kiitiiphane Havuzu Konsantrasyonu (istege Bagl)

1.  Gerekli reaktifleri (asagidaki tabloda belirtilen hacim) alin ve tabloya uygun sekilde hazirlayin:

Saklama Havuz
Reaktif Basina Gerekli Hazirhk
Kosullar .
Hacim (pl)
Purification Beads (96'li test kiti 2°Cila 8°C En az 30 fjk' boyun.ca] oda sicakhigina getirin.
. e 58,5-108 Sonraki adimlar icin kullandiktan sonra
icin Purification Beads-1) KUTU 5 .
saklamaya geri gotiirin.
15°Cila 30°C
Kull
Steril Su yianici 480 Hazirlik gerekli degildir.
tarafindan
temin edilir
15°Cila 30°C
%100 Etanol Kullanici 1.920 Asagida aciklandigi gibi %80 etanol hazirlayin
° tarafindan ' 336 ¢ g1 8ol % yin.
temin edilir
. . ) 2°Cila 8°C Oda sicakligina getirin. Sonraki adimlar igin
Yeniden Stispansiyon Tamponu KUTU 5 32 kullandiktan sonra saklamaya geri goétiiriin.

2. 1920 pl %100 Etanol ve 480 pl Steril Su (fazla hacim dahildir) kullanarak yeni %80 etanol (6rnek basina 2 yikama)
hazirlayin.

3. Kullanmadan 6nce tum reaktifleri vorteksleyin ve puls spin uygulayin.

4.  Gerekli 1,5 ml mikrosantrifij tipand ahn.

NOT: islem yaklasik 30 dakika siirer.

5. 1.0 Ornek Havuzlama calisma kitabindaki talimatlara uygun sekilde, érnek kiitiiphanelerini 1,5 ml tiip icinde
birlestirin.

6. lyice vortekslenmis Purification Beads'in uygun hacmini (1,8x birlestirilmis drnek hacmi veya ¢alisma kitabindaki
hesaplamalara bakin) birlestirilmis kiitiphaneleri igeren 1,5 ml tiipe ekleyin.

7. Hertlpl yiksek hizda 10 saniye boyunca 3 kez vorteksleyin.

8.  Tupe hizlica puls spin uygulayin.

9. 5 saniye boyunca oda sicakliginda inkibe edin.

10. Tupu 1 dakika boyunca (96 6rnekli kiitiiphaneler icin 2,5 dakikaya kadar) miknatis tizerine koyun, boncuklarin
miknatisin yaninda toplanmasina izin verin. Ust faz bulanik kalirsa, temizlenene kadar miknatis tizerinde kalir.

11. Bir pipet kullanarak, Ust fazi aspire edin ve atin, boncuklari tiip icinde miknatis boyunca birakin.

12. TupU miknatis Gzerinde birakarak, %80 etanol ile iki kez yikayin:
a) Her tlpe 800 pl %80 etanol ekleyin,
b) 30 saniye boyunca oda sicakliginda inkiibe edin,
c) Pipet kullanarak, tiim Ust fazi aspire edin ve atin,
d) a)ilec) arasi adimlari toplam 2 yikama icin tekrarlayin.

13. Kalan Ust fazin hepsini P20 pipetle giderin.

14. Kalan etanoliin buharlasmasini saglamak icin, tlipl oda sicakhginda 5 dakika boyunca havayla kurutun.

15. Kditlphaneleri ayristirmak icin, ttipe 32 ul Yeniden Stispansiyon Tamponu ekleyin.

16. Her tlipl yuksek hizda 10 saniye boyunca 3 kez vorteksleyin.
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17. 5 saniye boyunca oda sicakliginda inkibe edin.
18. Tipe hizlica puls spin uygulayin.
19. Tupleri 1 dakika boyunca miknatis izerine koyun, boncuklarin tiipler icinde miknatisin yaninda toplanmasina izin

verin.

20. 30 pl st fazi, hibridizasyon icin yeni bir PCR plakasina aktarin.

NOT: Guvenli durma noktasi. Kitiiphaneler -15°C ila -25°C’de 1 haftaya kadar saklanabilir.

5.3 Prob Hibridizasyonu

1.  Gerekli reaktifleri (asagidaki tabloda belirtilen hacim) alin ve tabloya uygun sekilde hazirlayin:

Saklama Havuz
Reaktif Basina Gerekli Hazirlik
Kosullar .
Hacim (pl)
AlloSeq Tx -15°Cila -25°C . .
Prob Paneli KUTU 4 10 Oda sicakligina getirin.
Hibridizasyon | -15°C ila -25°C 15 daklk'a boyu.nca ?O C.de Hyng icine koyun. \(orteksleym veogczrsel
50 olarak inceleyin, ¢okelti kalirsa ilaveten 15 dakika boyunca 50°C’'de
Tamponu 1 KUTU 4 S .
inkibe edin.
Hibridizasyon 2°Cila 8°C . .
Tamponu 2 KUTU 5 10 Oda sicakligina getirin.

2. Kullanmadan 6énce tum reaktifleri vorteksleyin ve puls spin uygulayin.

3. Gerekli PCR tuplerini/striplerini ve kapaklari alin.

NOT: Yakalama protokoliinden sonrasina kadar giivenli durma noktasi yoktur. Ornek havuzlari, hibridizasyon termal
dongi reaksiyonunun 62°C’de bekletme adimindan, boncuk yakalama ve isitmali yikama adimlarina dogrudan devam

etmelidir.

NOT: islemin ayarlanmasi yaklasik 20 dakika siirer ve termal déngii cihazi icinde en az 2 saat, en fazla 18 saat gegirilir
(gece boyunca ya da 18 saate kadar birakilan reaksiyonlar, reaksiyonun son bekletme isleminde 62°C sicaklikta

bekletilmelidir).

4.  Her bir hibridizasyon reaksiyonu icin, asagidaki reaktifleri, listelenen sirada, bir PCR tiip(/stribi icinde birlestirin.

Reaktif Havuz Bagina Hacim (pl)
Ornek Kitiiphaneleri Havuzu 30
AlloSeq Tx Prob Paneli 10
Hibridizasyon Tamponu 1 50
Hibridizasyon Tamponu 2 10
Toplam 100

5. 70 ul'ye ayarlanmis bir pipetle, her bir hibridizasyon reaksiyon kuyucugunu 10 kez pipetle karistirin, sizdirmaz

sekilde kapatin ve ardindan puls spin uygulayin.
6. Cozelti bulanik kalirsa, 6-8 kez daha pipetle karigtirin.
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7.  Tlpl/stribi termal déngli cihazi icine koyun ve 100°C’ye isitilmis kapagi ve 100 ul reaksiyon hacmini kullanarak
Hibridizasyon programini ylritin:

saati asmayin)

# | Adim Sicakhk Siire Do6ngl Sayisi
1 | Denatlrasyon | 98°C 5 dakika 1

2 | Rampa Asagl | 98°C-62°C, 2°C/ddngii azaltarak 1 dakika 1

3 | 2C/dongl azaltarak, ilave 18 déngu icin (toplam 19 déngl) adim 2’ye gidin.

4 | Hibridizasyon | 62°C 90 dakika 1

5 Son Bekletme | 62°C Bekletin (adim 4 dahil, 62°C’'de 18

8. Yakalama ile devam etmeye hazir olana kadar, tipu/stribi termal déngii cihazi icinde birakin. Yakalama
boncuklarinin oda sicakligina ulastigindan ve Yakalama Yikama Tamponu ile Hybex’in 58°C’ye isitildigindan emin

olun.

5.4 Yakalama

9.  Gerekli reaktifleri (asagidaki tabloda belirtilen hacim) alin ve tabloya uygun sekilde hazirlayin:

Saklama Havuz
Reaktif Basina Gerekli Hazirhk

Kosullari .

Hacim (pl)

2°Cila 8°C . ..
Yakalama Boncuklari KUTU 5 250 En az 30 dk. boyunca oda sicakligina getirin.
Yakalama Yikama -15°Cila -25°C .. o
Tamponu KUTU 4 800 Kullanmadan 6nce 58°C’ye isitin.
Yakalama Ellisyon -15°Cila-25°C . .
Tamponu 1 KUTU 4 28.5 Oda sicakligina getirin.

15°C ila -25°C . Od.a.5|cakllg|na getirin.
2N NaOH KUTU 4 1.5 Sonraki adimlar igin kullandiktan sonra saklamaya
geri gotiirin.

Yakalama Ellisyon 2°Cila 8°C . .
Tamponu 2 KUTU 5 4 Oda sicakligina getirin.

1. Yakalanacak havuz basina asagidaki reaktiflerin eliisyon ana karisimini hazirlayin:

Reaktif Havuz Bagina Hacim (ul)
Yakalama Ellisyon

Tamponu 1 28.5

2N NaOH (taze) 1.5

NOT: NaOH ¢ozeltisi havadan CO.'yi kolaylikla emerek, reaktifin pH degerini ve performansini degistirir.
Kullanilmadiginda 2N NaOH tilipliniin sizdirmaz sekilde kapatildigindan emin olun.

2. Kullanmadan 6nce tiim reaktifleri vorteksleyin ve puls spin uygulayin.
3. Gerekliolan 1,5 ml mikrosantrifiij tiplerini, PCR tuplerini/striplerini ve kapaklari alin.

NOT: Bu islem yaklasik 1 saat surer.

L N,k

Sayfa 36 /53

Her bir hibridizasyon reaksiyonu igin, yeni bir 1,5 ml tiipe 250 pul Yakalama Boncugu ekleyin.
Her bir hibridizasyon reaksiyonunun 100 pl'lik kismini, Yakalama Boncuklari olan ilgili tiipe aktarin.
Tlpl yliksek hizda 10 saniye boyunca 3 kez vorteksleyin. Santrifiijlemeyin veya puls spin uygulamayin.
Tlpl Hybex icinde 58°C’de 15 dakika inkilibe edin.
Tlpe hizlica puls spin uygulayin.

Tlpi 1 dakika boyunca miknatis Gizerine hemen koyun, boncuklarin miknatisin yaninda toplanmasina izin verin.

in-vitro Tani

Amach Kullanim icin




10. Bir pipet kullanarak, Ust fazi aspire edin ve atin, boncuklari tiip icinde miknatis boyunca birakin.
11. Asagida agiklandigi gibi, 1sitilmis Yakalama Yikama Tamponu ile (g kez yikayin.

NOT: Kullaniimadiginda Yakalama Yikama Tamponunu 58°C sicakligl korumak i¢in Hybex iginde tutun. Yalnizca, adim
12b ve 14’de reaksiyona eklemeden hemen dnce ¢ikarin. Isitiimig yikama adimlarini uygularken, érnek
havuzunun/tamponunun oda sicakhgindaki stiresini en distk diizeye indirmek icin hizli galisin.

a)
b)
c)
d)
e)

f)
g)

Tlpl miknatistan ¢ikarin.

200 plisitilmis Yakalama Yikama Tamponu (58°C) ekleyin,
Tlpu yiksek hizda 10 saniye boyunca 3 kez vorteksleyin. Santrifiijlemeyin veya puls spin uygulamayin.

Tlpl Hybex icinde 58°C’de 5 dakika inkiibe edin.

Puls spin uygulayin ve ardindan tlipu 1 dakika boyunca 1,5 ml miknatis Gizerine hemen koyun, boncuklarin
miknatisin yaninda toplanmasina izin verin.
Bir pipet kullanarak, st fazi aspire edin ve atin, boncuklari tlp icinde miknatis boyunca birakin.
a) ile f) arasi adimlari toplam 3 yikama igin iki kere daha tekrarlayin.

12. Tupu miknatistan gikarin.

13. 200 plisitilmis Yakalama Yikama Tamponu (58°C) ekleyin.

14. Tupu ylksek hizda 10 saniye boyunca 3 kez vorteksleyin. Santrifijlemeyin veya puls spin uygulamayin.
15. ButUn igerigi (ylkama ¢ozeltisi ve boncuklar) yeni 1,5 ml tiipe aktarin.

NOT: Bu aktarim adimi, asagi akis performansini etkileyebilecek PCR inhibitérlerinin giderilmesi icin kritik Gnemdedir.

16. TupU Hybex icinde 58°C’de 5 dakika inkiibe edin.

17. Hemen puls spin uygulayin ve ardindan tiipi 1 dakika boyunca miknatis tzerine koyun, boncuklarin miknatisin
yaninda toplanmasina izin verin.

18. Bir pipet kullanarak, Gst fazi aspire edin ve atin, boncuklari tiip icinde miknatis boyunca birakin.

19. Tupe hizlica puls spin uygulayin ve ardindan tipi 1 dakika boyunca miknatis tizerine hemen koyun, boncuklarin
miknatisin yaninda toplanmasina izin verin.

20. P20 pipet kullanarak, kalan st faz varsa aspire edin ve atin, boncuklari tlp icinde miknatis boyunca birakin.

21. Yukarida hazirlanan eliisyon ana karisimini vorteksleyin ve ardindan reaksiyon tliplini miknatistan gikarin ve her

tipe 23 ul eliisyon ana karisimi ekleyin.
22. Tapu yiksek hizda 10 saniye boyunca 3 kez vorteksleyin.

23. 2 saniye boyunca oda sicakliginda inkiibe edin.
24. Tipe hizlica puls spin uygulayin.
25. Tuapa 1 dakika boyunca miknatis tGzerine koyun, boncuklarin miknatisin yaninda toplanmasina izin verin.
26. 21 pl Gst fazi, yeni bir PCR tlipline/stribine aktarin.
27. 4 ulYakalama Eliisyon Tamponu 2 ekleyin.

28. 6-8 kez pipetle karistirin. Son hacim 25 pl’dir.

NOT: Guvenli durma noktasi. Kittiphaneler -15°C ila -25°C’de 24 saate kadar saklanabilir.

5.5 Zenginlestirme Sonrasi PCR

1. Gerekli reaktifleri (asagidaki tabloda belirtilen hacim) alin ve tabloya uygun sekilde hazirlayin:

Saklama Havuz
Reaktif Basina Gerekli Hazirhk
Kosullari .
Hacim (pl)
. -15°Cila -25°C Buz lizerinde ¢6zdiriin. Ters gevirerek karistirin,
PCR Primerler KUTU 4 > ardindan kisa sureli santrifijleyin.
PCR Mix (veya 96l kit -15°Cila -25°C 20 Oda sicakliginda ¢ozdirlin ve ardindan buz lizerine

icin PCR Mix-2) KUTU 4

koyun.

2. Kullanmadan 6nce tiim reaktifleri vorteksleyin ve puls spin uygulayin.
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3. Adim 5.4 Yakalama’dan yakalama kittiphanelerini iceren, gerekli olan PCR tiplerini alin.

NOT: Bu islemde, ayar yaklasik 5 dakika strer, termal dongii cihazinda 1:40 saat gegirilir.

4. 5l PCR Primerlerini, PCR tupundeki yakalanan kittiphanelere ekleyin.
5.  Tdpe 20 pl PCR Karisimi ekleyin.
6. 10 kez pipetle karistirin.
7.  Tape hizlica puls spin uygulayin.
8.  Tupu/stribi termal déngu cihazi igine koyun ve 105°C’ye isitilmis kapagi ve 50 pl reaksiyon hacmini kullanarak
zenginlestirme sonrasi PCR programini yiritin:
# Adim Sicaklhk Siire Dongii Sayisi
1 Denatlirasyon 98°C 30 saniye 1
2 Denatlirasyon 98°C 1 dakika
3 Baglanma 60°C 30 saniye 17
4 Uzatma 72°C 3 dakika
5 Son uzatma 72°C 5 dakika 1
6 Son bekletme 10°C Bekletme 1

NOT: Givenli durma noktasi. Kitliphaneler -15°Cila -25°C’de 1 haftaya kadar saklanabilir.
NOT: Saflagtirmaya hemen gegiliyorsa, kullanim éncesinde Saflastirma Boncuklarinin oda sicakhigina getirildiginden
emin olun.

5.6 Zenginlestirme Sonrasi PCR Saflastirma

1. Gerekli reaktifleri (asagidaki tabloda belirtilen hacim) alin ve tabloya uygun sekilde hazirlayin:

Saklama Havuz
Reaktif Basina Gerekli Hazirhk
Kosullar .
Hacim (pl)
Saflastirma Boncuklari 2°Cila 8°C
(96’ kit icin Purification Beads- 27 En az 30 dk. boyunca oda sicakligina getirin.
2) KUTU 5
15°Cila 30°C
Kull
Steril Su dihamict 80 Hazirlik gerekli degildir.
tarafindan
temin edilir
15°Cila 30°C
%100 Etanol Kullanici 320 Asagida aciklandigi gibi %80 etanol hazirlayin
tarafindan '
temin edilir
. . . 2°Cila 8°C Oda sicakligina getirin. Sonraki adimlar igin
Yeniden Siispansiyon Tamponu KUTU 5 32 kullandiktan sonra saklamaya geri gotiirin.

2. 480 ul %100 Etanol ve 120 pl Steril Su (fazla hacim dahildir) kullanarak yeni %80 etanol (6rnek basina 2 yikama)
hazirlayin.

3. Kullanmadan 6nce tum reaktifleri vorteksleyin ve puls spin uygulayin.

4.  Gerekli 1,5 ml mikrosantrifiij ttpina alin.

NOT: islem yaklasik 30 dakika siirer.

5. Her bir saflastirma reaksiyonu igin, yeni bir 1,5 ml tlipe, iyice vortekslenmis Saflastirma Boncuklarinin 27 pl'lik
kismini ekleyin.

6. Her bir zenginlestirme sonrasi PCR reaksiyonunun 45 pl'lik kismini, Purification Beads olan ilgili tiipe aktarin.

7. Her tipi yuksek hizda 10 saniye boyunca 3 kez vorteksleyin.

8. Tiipe hizlica puls spin uygulayin.
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9. 5 saniye boyunca oda sicakhginda inkiibe edin.

10. 1 dakika boyunca veya tiim boncuklar miknatista toplanana kadar, tlipt miknatis Gizerine koyun.

11. Bir pipet kullanarak, (st fazi aspire edin ve atin, boncuklari tiip icinde miknatis boyunca birakin.

12. Tupu miknatis Gzerinde birakarak, %80 etanol ile iki kez yikayin:
a) Her tlpe 200 pl %80 etanol ekleyin,
b) 30 saniye boyunca oda sicakliginda inkiibe edin,
c) Pipet kullanarak, tiim Ust fazi aspire edin ve atin,
d) a)ilec)arasi adimlari toplam 2 yikama igin tekrarlayin.

13. Kalan Gst fazin hepsini P20 pipetle giderin.

14. Kalan etanoliin buharlagsmasini saglamak icin, tlipli oda sicakliginda 5 dakika boyunca havayla kurutun.

15. Tupu miknatistan gikarin ve hedef fragmanlari ayristirmak igin her tlipe 32 pl Yeniden Stispansiyon Tamponu
ekleyin.

16. Her tlipl ylksek hizda 10 saniye boyunca 3 kez vorteksleyin.

17. 5 saniye boyunca oda sicakliginda inkiibe edin.

18. Tupe hizlica puls spin uygulayin.

19. Tupleri 1 dakika boyunca miknatis Gizerine koyun, boncuklarin tiip icinde miknatisin yaninda toplanmasina izin
verin.

20. 30 pl Ust fazi, saklamak tzere yeni bir 1,5 ml tiipe aktarin.

NOT: Guvenli durma noktasi. Kitliphaneler -15°C ila -25°C’de 1 aya kadar saklanabilir.

5.7 Qubit Miktar Belirleme

1. Gerekli reaktifleri (asagidaki tabloda belirtilen hacim) alin ve tabloya uygun sekilde hazirlayin:

Saklama Havuz Bagina
Kosullari Hacim (pl)
-25°Cila 30°C
. Kullanici e
Qubit BR tamponu tarafindan temin 199 Hazirlik gerekli degildir.
edilir
-25°Cila 30°C
. Kullanici e
Qubit BR boya tarafindan temin 1 Hazirlik gerekli degildir.
edilir
2°Cila 8°C

Kull
BR Standart 1 yhanicl . 10 Oda sicakligina getirin.
tarafindan temin
edilir
2°Cila 8°C
BR Standart 2 Kullanici . 10 Oda sicakligina getirin.
tarafindan temin

edilir

Reaktif Gerekli Hazirlik

2. Gerekli Qubit tliplerini ve gerekli hacme gore 1,5 ml ya da 5 ml tlpQ, calisma ¢dzeltisinin hazirlanmasi igin alin.

3. Standartlar igin iki ve her 6rnek igin bir analiz tipu hazirlayin.

4 Miktari belirlenecek 6rnek/standart basina 1 pl Qubit boya ve 199 ul Qubit tampon kullanarak, 200 pl Qubit
calisma ¢ozeltisini hazirlayin.

5.  Calisma ¢ozeltisini 2-3 saniye vorteksleyin ve ardindan puls spin uygulayin.

6. Calisma ¢ozeltisinin 190 pl'lik kismini her bir Standart tliptnin icine alikotlayin.

7. Calisma ¢ozeltisinin 198 ul'lik kismini Havuz tiplerinin her birinin icine alikotlayin.

8.  Standart ¢ozeltisinin 10 ul'lik kismini ilgili her bir Standart tlplnin icine alikotlayin.

9.  Her bir havuzun 2 pl'lik kismini ilgili tipin icine alikotlayin.
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10.
11.
12.

13.

Biitlin tlpleri 2-3 saniye vorteksleyin ve ardindan puls spin uygulayin.

Tupleri oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edin.
Tapleri Qubit Florometre igcine koyun ve okumalar yapin (daha fazla bilgi almak igin Qubit dreticisinin

protokoliine bakin).

Ortalama konsantrasyonu hesaplamak igin, Qubit okumalarini ¢alisma kitabindaki tabloya kaydedin.

5.8 TapeStation Gorsellestirme (istege Bagl)

NOT: Kullanici validasyonunun ardindan, Fragment Analyzer (Fragman Analizori), Biyoanalizor gibi, alternatif fragman
gorsellestirme sistemleri kullanilabilir.

1. Gerekli reaktifleri (asagidaki tabloda belirtilen hacim) alin ve tabloya uygun sekilde hazirlayin:
. Havuz Basina .
Reaktif Saklama Kosullari . Gerekli Hazirhk
Hacim (pl)
2°Cila 8°C
D1000 Merdiven Kullanicr tarafindan 1 Oda sicakligina getirin.
temin edilir
2°Cila 8°C
D1000 Ornek Tamponu Kullanicr tarafindan 3 Oda sicakligina getirin.
temin edilir
2.  Gerekli D1000 ScreenTape, TapeStation optik tip striplerini ve kapaklari alin.
3. Her bir havuzun 1 pl’lik kismini yeni bir tiipe aktarin.
4.  Bir referans tlp icine 1 pl D1000 Ladder ekleyin.
5.  Her bir havuz tiipline ve referans tiipe 3 ul D1000 sample buffer ekleyin.
6.  Butun tupleri kapaklarla sizdirmaz sekilde kapatin.
7. 1 dakika boyunca 2000 dev./dk.’da IKA vorteks kullanarak bittin tipleri iyice vorteksleyin.
8.  Butiin 6rneklerin tiplerin dibinde olmasini saglamak igin, kisa streli olarak santrifujleyin.
9.  Ornek tiiplerinin kapagini ¢ikarin ve tiipleri 2200 TapeStation cihazi igine yiikleyin.
10. 2200 TapeStation Controller Yaziliminda gerekli tlpleri secin ve drnekleri ¢alistirin (daha fazla bilgi almak igin
TapeStation kullanim kilavuzuna bakin).
11. Calisma tamamlandiginda, sonugclari gorintilemek icin TapeStation Analysis Yazilimini baslatin (daha fazla bilgi
almak icin TapeStation kullanim kilavuzuna bakin).
12. Sonuglari galisma kitabindaki tabloya kaydedin.

Sayfa 40 /53

in-vitro Tani Amach Kullanim icin



5000 4

4000 4

3000 4

Sample Intensity [Normalized FU]

2000 4

1000 4 e

Size
[bp]

1500 ]

2 2 8

=

1000

w = 3
~ ) -

2 5
E =

Sekil 5.8.1: Son zenginlestirilmis kiitiphane havuzu i¢in TapeStation izinin temsili resmi.

6. Dizileme
6.0 Protokole Giris

AlloSeq Tx kituphaneleri, elde edilen dizileme verilerinin fastq dosyasi biciminde ¢ikarildigl, MiSeq, MiniSeq veya
iSeq’yu igeren Illumina dizileme cihazinda yapilan dizileme igin valide edilmistir. Zenginlestirilmis her bir havuza eklenen
drnek sayisi, bu Kullanim Kilavuzunda 1.3 AlloSeq Tx Hedeflenmis Gen icerigi bélimiinde listelendigi sekilde, gerekli
dizileme cihazi akis hiicresini belirler.

o Belirtilen parametreleri kullanarak, asagidaki AlloSeq Tx protokollinii gésterilen sirayla izleyin.

e Devam etmeden 6nce kit bilesenlerini onaylayin ve gerekli sarf malzemeleri ile ekipmanlara sahip oldugunuzdan emin
olun.

e Kullanim kolayhgi saglamak icin, Dizileme protokol adimlari IFU095-5_AlloSeq Tx Erken Havuzlama Calisma Kitabi CE
IVD (Erken Havuzlama Calisma Kitabi) ve IFU095-3_AlloSeq Tx Dizileme Calisma Kitabi CE IVD (Asil Calisma Kitabi)
icinde de ayrintili olarak verilmektedir. Bolim 6’daki calisma kitabi referanslari, bu ¢calisma kitaplariyla iliskilidir.

e Dizileme cihazlari, asagidaki talimatlarda belirtildigi gibi cihaz protokoliine uygun sekilde yiklenmelidir.

e Bir MiSeq cihazi kullaniliyorsa, optimum performans icin MiSeq kullanici kilavuzu talimatlarina uygun olarak sablon
cizgi beyazlatici (sodyum hipoklorit) yikamasi yapilmasi 6nerilir.

NOT: lllumina bicimlendirilmis dizileme 6rnek sayfasi ice aktarma .csv dosyasi, IFU095-5_ AlloSeq Tx Early Pooling
Calisma Kitabi CE IVD (GCalisma Kitabi “1.0 Sample_Prep”), “1.2 SampleSheet” (Early Pooling Calisma Kitabi) kisminda
veya IFU095-1_AlloSeq Tx Kiitiiphane Hazirlama Calisma Kitabi CE IVD (Calisma Kitabi “1.0 Sample_Prep”), “1.2
SampleSheet” (Asil is Akisi) kisminda aciklandigi gibi olusturulabilir ve kaydedilebilir.
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6.1 PhiX Hazirlama

1.  Gerekli reaktifleri alin ve tabloya uygun sekilde hazirlayin:

Reaktif Saklama Kosullari Gerekli Hazirlik
-15°Cila -25°C o e N
10 nM PhiX Kullanici tarafindan temin GOzdiirlin ve ardindan buz lizerinde
- tutun.
edilir
-15°Cila -25°C . .
2N NaOH KUTU 4 Oda sicakligina getirin.
15°Cila 30°C
Steril Su Kullanici tarafindan temin Hazirhk gerekli degildir.
edilir
Yeniden Stispansiyon 2°Cila 8°C . .
Tamponu KUTU 5 Oda sicakligina getirin.
HT1 “15°Cila -25°C . Cozdirin ve ardindan buz tizerinde
. Kullanici tarafindan temin
(Dizileme kartusuyla) edilir tutun.

2. 0,2 NaOH calisma ¢ozeltisini 45 pl Steril Su ve 5 pl 2N NaOH kullanarak hazirlayin.

NOT: NaOH ¢ozeltisi havadan CO.'yi kolaylikla emerek, reaktifin pH degerini ve performansini degistirir.
Kullanilmadiginda 2N NaOH tiipiinin sizdirmaz sekilde kapatildigindan emin olun.

3. Kullanmadan 6nce tiim reaktifleri vorteksleyin ve puls spin uygulayin.
4.  Gerekli 1,5 ml mikrosantrifij tipand ahn.

6.1.1 MiSeq ve MiniSeq Calismalari icin PhiX Seyreltme ve Denatlirasyon

Yeni tipe 3 ul Yeniden Stspansiyon Tamponu ekleyin.

TUpe 2 ul 10 nM PhiX ekleyin.

Tipe 5 pl 0.2N NaOH c¢alisma ¢ozeltisi (yukarida seyreltildigi sekilde) ekleyin.
Tipe vorteksleme ve puls spin uygulayin.

5 saniye boyunca oda sicakliginda inkiibe edin.

Denatire PhiX iceren tiipe 990 ul 6nceden sogutulmus HT1 ekleyin.

Ters gevirerek karistirin (VORTEKSLEMEYIN) ve ardindan tiipe puls spin uygulayin.

Noukwne

NOT: Bu, MiSeq ¢alismalarinda kullaniimaya hazir olan 1 ml 20 pM PhiX ile sonuglanir MiniSeq c¢alismalari igin, asagida
aciklandigi gibi 5 pM’ye ayarlanmis ek seyreltmeyi gergeklestirin. Denatiire pHiX, -15°C ila -25°C’de 1 aya kadar
saklanabilir.

6.1.2 MiniSeq Calismalari icin, PhiX’i ilaveten 5 pM’ye Seyreltin

1.  PhiXigin uygun seyreltmeyi hesaplamak lizere, istediginiz seyreltme hacmini ¢alisma kitabina girin.
2. Bir mikrosantrifiij tiptinde reaktif hacmini (calisma kitabina bakin) birlestirerek PhiX’i 5 pM’ye seyreltin.
3.  Ters gevirerek karistirin (VORTEKSLEMEYIN) ve ardindan tiipe puls spin uygulayin.

NOT: Denatiire pHiX, -15°C ila -25°C’de 1 aya kadar saklanabilir.

6.1.3 iSeq Calismalariicin, PhiX'i 20pM’ye Seyreltin (Denatlire Etmeden)

1.  PhiXigin uygun seyreltmeyi hesaplamak lzere, istediginiz seyreltme hacmini ¢alisma kitabina girin.
2. Bir mikrosantrifiij tiptinde reaktif hacmini (¢calisma kitabina bakin) birlestirerek PhiX’i 20 pM’ye seyreltin.
3.  Ters gevirerek karistirin (VORTEKSLEMEYIN) ve ardindan tiipe puls spin uygulayin.
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NOT: Denatlire pHiX, -15°Cila -25°C’de 1 aya kadar saklanabilir.

6.2 MiSeq icin Seyreltin ve Denatlire Edin

1.  Gerekli reaktifleri alin ve tabloya uygun sekilde hazirlayin:

Reaktif Saklama Kosullari Gerekli Hazirhk
AlloSeq Tx Zenginlestirilmis Ornek -15°Clla -25°C Cozdirin ve ardindan buz tizerinde
Kullanicinin
Havuzu . tutun.
hazirladig
-15°Cila -25°C . .
2N NaOH KUTU 4 Oda sicakligina getirin.
15°Cila 30°C
. Kullanici S e
Steril Su tarafindan temin Hazirhk gerekli degildir.
edilir
-15°Cila -25°C
Kull 6zdurl lzeri
HT1 (MiSeq kartusuyla) ullanici - Cozdirin ve ardindan buz lizerinde
tarafindan temin tutun.
edilir
. . . 2°Cila 8°C . .
Yeniden Sispansiyon Tamponu KUTU 5 Oda sicakligina getirin.
-15°Cila -25°C
o - Kullanici Cozdirin ve ardindan buz tzerinde
20 pM PhiX (6nceden seyreltilmis) tarafindan temin utun,
edilir

2. 0,2N NaOH cgalisma ¢o6zeltisini 45 pl Steril Su ve 5 pul 2N NaOH kullanarak hazirlayin.

NOT: NaOH c¢ozeltisi havadan CO.'yi kolaylikla emerek, reaktifin pH degerini ve performansini degistirir.
Kullanilmadiginda 2N NaOH tiipiiniin sizdirmaz sekilde kapatildigindan emin olun.

3. Kullanmadan 6nce tiim reaktifleri vorteksleyin ve puls spin uygulayin.

4.  Gerekli 1,5 ml mikrosantrifij tipand ahn.
Kutliphane igin uygun seyreltmeyi hesaplamak tizere, 4 nM’de, zenginlestirilmis 6rnek havuzu
konsantrasyonunu, fragman blyuklugiini (yaklasik 800 bp bekleyin) ve istenen toplam hacmi (6nerilen 30 pl)
¢alisma kitabina girin.

6 Bir mikrosantrifiij tuplinde reaktifleri birlestirerek 6rnek havuzunu 4 nM’ye seyreltin (¢calisma kitabina bakin).

7 Daha fazla kullanmadan énce, seyreltilmis 6rnek havuzuna vorteksleme ve puls spin uygulayin.

8.  Yeni bir tlipe 5 pl 4 nM zenginlestirilmis 6rnek havuzu ekleyin.

9. Tape 5 ul 0.2N NaOH calisma ¢ozeltisi (yukarida seyreltildigi sekilde) ekleyin.

10. Tlpe vorteksleme ve puls spin uygulayin.

11. 5 saniye boyunca oda sicakliginda inkiibe edin.

12. Denatlre zenginlestirilmis 6rnek havuzunu iceren tiipe 990 pl 6nceden sogutulmus HT1 ekleyin.

13. Ters gevirerek karistirin (VORTEKSLEMEYIN) ve ardindan tiipe puls spin uygulayin.

NOT: Bu, 1 ml 20 pM 6rnek havuzuyla sonuglanir. Havuzlar -15°C ila -25°C’de 1 aya kadar saklanabilir.

14. Kitlphane icin uygun seyreltmeyi hesaplamak amaciyla, dizileme igin birlestirilecek havuz sayisini, yikleme
konsantrasyonunu (6nerilen 12 pM), istediginiz % PhiX eklemesini (6nerilen en az %1) ve yikleme hacmini (en az
600 pl) calisma kitabina girin.

15. Bir mikrosantrifiij tipinde reaktifleri birlestirerek 6rnek havuzunu, yikleme konsantrasyonuna seyreltin (calisma
kitabina bakin).

16. Ters gevirerek karistirin (VORTEKSLEMEYIN) ve ardindan tiipe puls spin uygulayin.
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17. Dizileme igin MiSeq reaktif kartusuna yiklenmeye hazir olana kadar, kenara buz izerine koyun.
NOT: Havuzlar dizileme 6ncesinde -15°C ila -25°C’de 48 saate kadar saklanabilir.

18. Cihaz protokoliine uygun sekilde MiSeq’yu yiiklemeye gecin.

6.3 MiSeq icin Seyreltin ve Denatlire Edin

1.  Gerekli reaktifleri alin ve tabloya uygun sekilde hazirlayin:

Reaktif Saklama Kosullari Gerekli Hazirhk
AlloSeq Tx Zenginlestirilmis Ornek "15°Cila-25°C Cozdirin ve ardindan buz
Kullanicinin L
Havuzu . Gizerinde tutun.
hazirladig
-15°Cila -25°C . .
2N NaOH KUTU 4 Oda sicakligina getirin.
15°Cila 30°C
Steril Su Kullanici tarafindan Hazirhk gerekli degildir.
temin edilir
-15°Cila -25°
.. >'Clla-25C Cozdirln ve ardindan buz
HT1 (dizileme kartusuyla) Kullanici tarafindan -
. s Gizerinde tutun.
temin edilir
. . . 2°Cila 8°C . -
Yeniden Stispansiyon Tamponu KUTU 5 Oda sicakligina getirin.
15°Cila 30°C
200 mM Tris-HCl, pH 7,0 Kullanici tarafindan Hazirlik gerekli degildir.
temin edilir
-15°Cila -25°C .
5 pM PhiX (6nceden seyreltilmis) Kullanicr tarafindan Cozdu"run.ve ardindan buz
. - lizerinde tutun.
temin edilir

2. 0,1N NaOH calisma ¢ozeltisini 95 ul Steril Su ve 5 ul 2N NaOH kullanarak hazirlayin.

NOT: NaOH ¢ozeltisi havadan CO.'yi kolaylikla emerek, reaktifin pH degerini ve performansini degistirir.
Kullanilmadiginda 2N NaOH tipinin sizdirmaz sekilde kapatildigindan emin olun.

3. Kullanmadan 6énce tum reaktifleri vorteksleyin ve puls spin uygulayin.

4.  Gerekli 1,5 ml mikrosantrifuj tipand alin.
Kutliphane igin uygun seyreltmeyi hesaplamak tizere, 1 nM’de, zenginlestirilmis 6rnek havuzu
konsantrasyonunu, fragman blyuklagiini (yaklasik 800 bp bekleyin) ve istenen toplam hacmi (6nerilen 100 pl)
calisma kitabina girin.

6 Bir mikrosantrifiij tiptnde reaktifleri birlestirerek 6rnek havuzunu 1 nM’ye seyreltin (¢alisma kitabina bakin).

7 Daha fazla kullanmadan 6nce, seyreltilmis 6rnek havuzuna vorteksleme ve puls spin uygulayin.

8.  Yeni bir tlipe 5 ul 1 nM zenginlestirilmis 6rnek havuzu ekleyin.

9. Tape 5 ul 0.1N NaOH galisma ¢ozeltisi (yukarida seyreltildigi sekilde) ekleyin.

10. Tupe vorteksleme ve puls spin uygulayin.

11. 5 saniye boyunca oda sicakhginda inkiibe edin.

12. pH 7,0 degerinde 5 pl 200 mM Tris-HClyi ekleyin.

13. Tupe vorteksleme ve puls spin uygulayin.

14. Denatlre zenginlestirilmis 6rnek havuzunu iceren tiipe 985 ul 6nceden sogutulmus HT1 ekleyin.

15. Ters gevirerek karistirin (VORTEKSLEMEYIN) ve ardindan tiipe puls spin uygulayin.

NOT: Bu, 1 ml 5 pM 6rnek havuzuyla sonuglanir. Havuzlar -15°C ila -25°C’de 1 aya kadar saklanabilir.
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16.

17.

18.
19.

Kitliphane icin uygun seyreltmeyi hesaplamak amaciyla, dizileme icin birlestirilecek havuz sayisini, ylikleme
konsantrasyonunu (6nerilen 1,6 pM), istediginiz % PhiX eklemesini (6nerilen en az %1) ve yiikleme hacmini (en az
500 pl) galisma kitabina girin.

Bir mikrosantrifiij tiplinde reaktifleri birlestirerek 6rnek havuzunu, yiilkleme konsantrasyonuna seyreltin (¢alisma
kitabina bakin).

Ters cevirerek karistirin (VORTEKSLEMEYIN) ve ardindan tiipe puls spin uygulayin.

Dizileme igin MiniSeq reaktif kartusuna yliklenmeye hazir olana kadar, kenara buz lzerine koyun.

NOT: Havuzlar dizileme 6ncesinde -15°C ila -25°C’de 48 saate kadar saklanabilir.

20.

Cihaz protokolline uygun sekilde MiniSeq’yu yliklemeye gegin.

6.4 iSeq icin Seyreltin

1.  Gerekli reaktifleri alin ve tabloya uygun sekilde hazirlayin:
Reaktif Saklama Kosullari Gerekli Hazirhk
- -15°Cila -25°
AlloSeq Tx Zenginlestirilmis Ornek >'Cila-25°C Cozdirin ve ardindan buz
Kullanicinin .
Havuzu . Uzerinde tutun.
hazirladig
. . . 2°Cila 8°C . -
Yeniden Siispansiyon Tamponu KUTU 5 Oda sicakligina getirin.
o -15°Cila -25°C R,
20 pM PhiX (6nceden na Cozdirin ve ardindan buz
I Kullanici tarafindan R
seyreltilmis) . . Gizerinde tutun.
temin edilir

w

9.

10.

Kullanmadan 6nce tiim reaktifleri vorteksleyin ve puls spin uygulayin.

Gerekli 1,5 ml mikrosantrifiij tiptnd alin.

Kutliphane igin uygun seyreltmeyi hesaplamak tizere, 1 nM’de, zenginlestirilmis 6rnek havuzu
konsantrasyonunu, fragman blyuklagiini (yaklasik 800 bp bekleyin) ve istenen toplam hacmi (6nerilen 100 pl)
¢alisma kitabina girin.

Bir mikrosantrifj tiptnde reaktifleri birlestirerek 6rnek havuzunu 1 nM’ye seyreltin (¢alisma kitabina bakin).
Daha fazla kullanmadan 6nce, seyreltilmis 6rnek havuzuna vorteksleme ve puls spin uygulayin.

Kitliphane igin uygun seyreltmeyi hesaplamak amaciyla, dizileme icin birlestirilecek havuz sayisini, ylikleme
konsantrasyonunu (6nerilen 200 pM), istediginiz % PhiX eklemesini (6nerilen en az %1) ve ylikleme hacmini (en
az 100 pl) calisma kitabina girin.

Bir mikrosantrifiij tipunde reaktifleri birlestirerek 6rnek havuzunu, yiikleme konsantrasyonuna seyreltin (calisma
kitabina bakin).

Ters gevirerek karistirin (VORTEKSLEMEYIN) ve ardindan tiipe puls spin uygulayin.

Dizileme icin iSeq reaktif kartusuna ylklenmeye hazir olana kadar, kenara buz tizerine koyun.

NOT: Havuzlar dizileme 6ncesinde -15°C ila -25°C’de 48 saate kadar saklanabilir.

11.

Seyreltilmis 6rnek havuzunun 20 W’lik kismini, cihaz protokoliine uygun sekilde iSeq kartusu icine ylkleyerek
devam edin.

Elde edilen Fastq dosyalari, AlloSeq Assign yazilimi kullanilarak analiz edilecektir. AlloSeq Assign yaziliminin kullanimiyla
ilgili proseddrler, IFU094_AlloSeq Assign Kullanim Kilavuzu CE IVD’de bulunabilir.
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8. Sorun Giderme Kilavuzu

SORUN

OLASI NEDENLER

Coziim

Kituphane hazirlamada verim
diisuk veya hic yok (Qubit
miktar tayiniyle saptanir)

Yetersiz kalitede ya da disik
konsantrasyon girdili DNA

Jel elektrofeziyle DNA kalitesini degerlendirin. Saglam
DNA yaklasik 3kb olup, jel tzerinde bulagma bulgusu
az olmah ya da hi¢ olmamaldir. DNA’y1 yeniden
ekstrakte edin ve mimkin oldugunda prosediri
tekrarlayin.

Hatali primer 6rnek tipi | Hepariniceren tam kan numuneleri kullanmayin. ACD

kullaniimigtir. veya EDTA korumali tam kandan DNA’yI yeniden
ekstrakte edin ve mimkin oldugunda prosediri
tekrarlayin.

Yakalama esnasinda | Protokole bakin. Ust fazi koruyan Saflastirma

kitiphaneler kaybolmustur | adimlarinin; ve Ust fazi atan adimlarin dogru

izlendiginden emin olun.

Etanol konsantrasyonunun dogru oldugundan emin
olun. Yalnizca su veya fazla su icerigi kullaniimasi
halinde DNA beklenenden dnce ayrisabilir.

Kituphaneler yakalama | Protokole bakin. Eliisyon tamponlarinin dogru sirada

boncuklarindan kullanildigindan emin olun.

ayristirilmamustir Yeniden  siUspansiyon ve ellisyondan Once
reaktiflerin/tamponlarin yeterli sekilde
giderildiginden emin olun.
Kurutma adimlari esnasinda DNA’nin veya boncuga
bagh DNA peletlerinin gereginden fazla
kurutulmasindan kaginin. DNA peletlerinin uzun sureli
kurutulmasi, yeniden suspansiyonu ve mditeakip
verimi engelleyebilir.

Kritik reaktifler | Protokole bakin. Reaktiflerin dogru sirada ve dogru

eklenmemistir (yani boncuk, | hacimde eklendiginden emin olun. Kalan reaktif

indeks primeri, PCR ana | hacimlerinin fazla olup olmadigini kontrol edin.

karisimi vb.) ya da dogru
sirada kullanilmamistir.

Gerekli oldugu goruliiyorsa proseduri tekrarlayin.

Hatali  inklibasyon
déngi kosullari

veya

Termal dongi cihazi kosullarini inceleyin:
Tagmentasyon programi
indeksleme PCR programi

Zenginlestirmede verim dugsik
veya hi¢ yok (Qubit miktar
belirlemeyle saptanir)

Yakalama esnasinda
kiitiphaneler kaybolmustur

Protokolii inceleyin ve korunan st fazi ve atilan Ust
fazi gerektiren adimlarin dogru izlendiginden emin
olun.

Seyreltilmis  Saflastirma  Boncuklarinin ~ dogru
konsantrasyonda oldugundan ve seyreltilmemis
Saflastirma Boncuklarinin (seyreltilmis boncuklardan
arta kalanlar degil), boyut segiminin ardindan
kullanildigindan emin olun.

Kituphaneler
boncuklarindan
ayristirilmamistir

yakalama

Elisyon tamponlarinin dogru sirada kullanildigindan
emin olun.

Yeniden  slispansiyon ve
reaktiflerin/tamponlarin
giderildiginden emin olun.
Kurutma adimlari esnasinda DNA’nin veya boncuga
bagh DNA peletlerinin gereginden fazla
kurutulmasindan kaginin. DNA peletlerinin uzun sireli
kurutulmasi, c¢ozeltinin yeniden siispanse edilme
becerisini ve miteakip verimi azaltabilir.

once
sekilde

eliisyondan
yeterli
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SORUN OLASI NEDENLER Coziim
Hatali  inkibasyon veya | Termal dongu cihazi kosullarini inceleyin:
doéngu kosullari Hibridizasyon programi
Zenginlestirme sonrasi PCR programi
Kutiphane hazirlama veya Ornegin Saflastirma | Protokolii tekrarlayin Protokoliin saflagtirma ve boyut

zenginlestirme sonrasinda
hatali boyutta fragmanlar
(fragman analiziyle saptanir)

Boncuklarina orani hatalidir.

se¢gme  adimlart  esnasinda  dogru  boncuk
konsantrasyonunun kullanildigindan emin olun.

Dizileme yapilamadi

Protokoliin izlendigini kontrol edin.
Kullanilan dizileme cihazi modeli igin ilgili kulanim
kilavuzuna bakin.

Yiksek zenginlestirme verimi
olmasina ragmen, Assign’da
hedeflenen lokuslar igin dusik
kapsam.

Yakalama ve isitilmis yikama
adimlari  esnasinda daha
disuk sicakhk nedeniyle
spesifik olmayan fragmanlar

Isitilmis yikama adimlari igin kullanilan Hybex'in
kalibre edildiginden ve korundugundan emin olun.

Havuz sicakhginin 6nemli dizeyde digsmemesini
saglamak icin, isitilmis yikama adimlari esnasinda hizl

yakalanmustir.

cahsin.

9. Destekleyici Bilgiler

Bu kilavuzda agiklanan protokolde, bu bélimdeki icerigi incelediginiz, gerekli tim sarf malzemelerini ve ekipmanlari

onayladiginiz ve aldiginiz varsayilir.

Lisans

AlloSeq Tx kitleri, CareDx Pty Ltd. tarafindan dagitiimak Gzere lllumina Inc. tarafindan Uretilen, Zenginlestirme reaktifleri

icin Nextera Flex icerir.

Gerekli Olan Ancak Temin Edilmeyen Sarf Malzemeleri ve Ekipmanlar

Asagida listelenen sarf malzemeleri ve ekipmanlar, analizin gergeklestirilmesi igin gereklidir ancak AlloSeq Tx Kitinde yer

almamaktadir.

Protokol, listelenen 6geler kullanilarak optimize edilmis ve valide edilmistir. Alternatif sarf malzemeleri ve ekipmanlar
kullanildiginda benzer performans elde edilecegi garanti edilmez.

Sarf Malzemesi

Tedarikgi/Katalog No.

PCR kalitesinde su

Sigma-Aldrich, W3500

Molekdler biyoloji igin mutlak etanol

Genel laboratuvar tedarikgisi

Qubit™ dsDNA BR Analiz Kiti

Thermo Fisher Scientific, Q32850 ya da Q32853

Qubit™ Analiz Tupleri

Thermo Fisher Scientific, Q32856

D1000 ScreenTape (istege bagl)

Agilent Technologies, 5067-5584

D1000 Reaktifler (istege bagli)

Agilent Technologies, 5067-5585

96 Kuyucuklu Ornek Plakalari (istege bagli)

Agilent Technologies, 5067-5150

96 Kuyucuklu Plaka Folyo Sizdirmazlik Elemani (istege
bagl)

Agilent Technologies, 5067-5154

Optik tup stripleri (8x Strip) (istege bagh)

Agilent Technologies, 401428

Optik tup strip kapaklari (8x Strip) (istege bagli)

Agilent Technologies, 401425

Asagidaki dizileme reaktif kitlerinden biri:
e  MiSeq V2 Standard (300 dongi)

e  MiSeq V2 Micro (300 dongti)

e  MiSeq V2 Nano (300 dongi)

e  MiniSeq Mid Cikti Kiti (300 dong)
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Sarf Malzemesi

Tedarikgi/Katalog No.

e iSeq 100 i1 Reaktif v2 (300 dongt)

e |llumina, 20031371

PhiX Control v3

Illumina, FC-110-3001

20 pl bariyer pipet uglari

Genel laboratuvar tedarikgisi

200 pl bariyer pipet uglari

Genel laboratuvar tedarikgisi

1000 pl bariyer pipet uglari

Genel laboratuvar tedarikgisi

1,5 ml mikrosantriftj tupleri

Genel laboratuvar tedarikgisi

5 ml tupler

Genel laboratuvar tedarikgisi

15 ml konik santrifdj tipleri

Genel laboratuvar tedarikgisi

25 ml reaktif hazneleri

Genel laboratuvar tedarikgisi

0,2 ml PCR 8 tiip stripler, kapakh

Genel laboratuvar tedarikgisi

96 kuyucuklu PCR Plakalari

Genel laboratuvar tedarikgisi

Microseal 'B' yapiskan sizdirmazlik elemanlari

Bio-Rad, MSB1001

Abgene™ 96 Kuyucuklu 0,8 ml Polipropilen Derin
Kuyucuklu Saklama Plakasi (MIDI plakasi, yalnizca Asil is
akisi)

Thermo Fisher, ABO859 ya da AB0765

Calisma sonrasi dizileme yikamasi icin sodyum hipoklorit
(NaOCl) (istege bagh)

Sigma, 239305

Ekipman Tedarikgi/Katalog No.

20 pl pipet Genel laboratuvar tedarikgisi
200 pl pipet Genel laboratuvar tedarikgisi
1000 pl pipet Genel laboratuvar tedarikgisi

20 pl gok kanalli pipetler

Genel laboratuvar tedarikgisi

200 pl ok kanalli pipetler

Genel laboratuvar tedarikgisi

Mikrosantrifij

Genel laboratuvar tedarikgisi

Mikroplaka santrifij

Genel laboratuvar tedarikgisi

Vorteksleyici

Genel laboratuvar tedarikgisi

Sizdirmazlik film rulosu

Genel laboratuvar tedarikgisi

indeks Fiksttir Plakasi

Illumina, FC-130-1005

Asagidaki manyetik raklardan biri:
e  DynaMag™-2 Miknatis
e  MagJET Ayirma Raki, 2 x 1,5 ml tip

Thermo Fisher, 12321D
Thermo Fisher, MRO1

Manyetik Stand-96

Thermo Fisher, AM10027

BioShake iQ veya
BioShake XP

BioShake iQ, 1808-0506
BioShake XP, 1808-0505

Agilent 2200 TapeStation Sistemi (istege bagh)

Agilent Technologies

Qubit Florometre

Thermo Fisher

Asagidaki 96 kuyucuklu termal dongii cihazlarindan biri:
e Veriti™ 96-Kuyucuklu Termal Déngii Cihazi
° Eppendorf Termal Dongl Cihazi

Thermo Fisher, 4375786
Eppendorf, 6325000560

Hybex Sistemi

SciGene, 1057-30-2

Hybex 1,5 ml tlp blogu. (32 x 1,5 ml tupler).

SciGene, 1057-34-0

Asagidaki dizileme cihazlarindan biri:

e lllumina MiSeq
e |llumina MiniSeq
e |lluminaiSeq

Illumina, SY-410-1003
Illumina, SY-420-1001
Illumina, 20021532
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10. Iletisim Bilgileri

Uretici:
CareDx Pty Ltd,
20 Collie Street, Fremantle, WA, Avustralya, 6160.
Tel: +61-8-9336-4212
E-posta: orders-aus@caredx.com
Web sitesi: http://www.caredx.com

Distribiitor:
Asya Pasifik (APAC)
CareDx Pty Ltd,
20 Collie Street, Fremantle, WA, Avustralya, 6160.
Tel: +61-8-9336-4212
E-posta: orders-aus@caredx.com
Web sitesi: http://www.caredx.com

Avrupa, Orta Dogu ve Afrika (EMEA)

CareDx AB,

Franzéngatan 5, SE-112 51 Stockholm, isveg.
Tel: +46-8-508 939 00

Faks: +46-8-717 88 18

E-posta: orders-se@caredx.com

Web sitesi: http://www.caredx.com/

Amerika Kitasi

CareDx Lab Solutions Inc.,

901 S. Bolmar St., Suite R, West Chester, PA 19382
Tel: 1-877-OLERUP1

Faks: 610-344-7989

E-posta: orders-us@caredx.com

Web sitesi: http://www.caredx.com

Teknik Destek ve Ciddi olaylarin raporlanmasi:
E-posta: techsupport-global@caredx.com

Cihazla ilgili olarak meydana gelen tiim ciddi olaylar, {reticiye ve kullanicinin ve/veya hastanin yerlesik oldugu Uye
Devletin yetkili makamina bildirilmelidir.

Daha fazla bilgi almak icin litfen CareDx web sitesine bakin (https://www.caredx.com/contact-us/).
ilgili Uriinler:

CE isaretli IVD’ler:
AlloSeq Assign
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Yontem gegmisi

Siirim | Tarih Degisiklik Onaylayan
1.0 19 Subat | AlloSeq Tx Kullanim Kilavuzu CE’nin ilk stirim. Yayinlayan E. Naughton 19 Subat 2020 L. Westwood
2020
11 28 Nisan AlloSeq Tx analizi, 700 bp ortalama boyutu olan DNA fragmanlarini diziler, yani 700 L. Westwood
2020 bp’den fazla aralikli polimorfizmler evrelenemez ve bu, heterozigot belirsizliklere yol
acabilir ifadesi, kisitlamalar bélimine eklendi. Yayinlayan E. Naughton 29 Nisan 2020
1.2 08 Mayis | Etkilesim maddeleri giincellendi. Yeniden yayinlayan E. Naughton 8 Mayis 2020 L. Westwood
2020
1.3 13 Mayis | Etkilesim maddeleri tablosuna Biyotin eklendi. Bolim 1.9’a kontrol 6rnegi detaylari L. Westwood
2020 eklendi. Yeniden yayinlayan E. Naughton 14 Mayis 2020
14 20 Mayis | 1.4 AlloSeq Tx Kit icerigi ve Saklama ile ilgili Gereklilikler bélimii, asagidaki diizeltmelerle | L. Westwood
2020 gincellendi: Tagmentation Wash Buffer icin 2x Tiip, Capture Wash Buffer igin 2x Tip.
Yeniden yayinlayan E. Naughton 20 Mayis 2020
1.5 05 Asagidaki degisiklikler yapildi: L. Westwood
Haziran - Bolim 2.2’deki reaktif tablosunda H714 dizeltildi,
2020 - 3.0 boliumiinde Hibrit Yakalama referansi dizeltildi,
- Sarf Malzemelerinde PhiX referansi eklendi
- Madde 3.1.5 ve 3.2.5 igin calisma kitaplarina referans eklendi.
Yeniden yayinlayan E. Naughton 5 Haziran 2020
1.6 20 Ekim NaOH kullanimina iliskin bir not eklendi. Yeniden Yayinlayan E. Naughton 20 Ekim 2020 H. Hogan
2020
2.0 26 Mart CR 2020-097 uyarinca bolim 8.0’de distriblitor Viyana iken Stockholm olarak S. Carnachan
2021 guncellendi. iSeq reaktifi v1, devam edilmeyen olarak giincellendi ve CR 2020-077
uyarinca boliim 7.0’da v2 ile degistirildi. Bolim 1.4’te 25 dondurma ¢6zdirme dénglsu
12 olarak dizeltildi. Yeniden yayinlayan S. Antony 9 Nisan 2021
3.0 6 Asagidaki glincellemeler yapilmistir: S. Carnachan
Mayis21 e Boliim 1: Destekleyici calisma kitaplari bolimi 9. bolime tasindi; IFU095-5 eklendi. Asil

ve Early Pooling is akisi karsilastirmasina iliskin agiklama eklendi. ASTX17.1(24)-B-IVD
hedeflenmis gen igerigi eklendi. Tx kit icerigi tablosunun bigcimi glincellendi. Bukkal
sdriintu referansi (RUO) eklendi. Tespit siniri dizeltilerek DNA konsantrasyonu degil,
DNA belirtildi. 2N NaOH igin H318 uyarisi ve Capture Beads igin H351 ile H373 tehlike
uyarilari, Hybridisation Buffer 1 icin H351 uyarisi eklendi; tabloya, Stop Buffer giivenlik
bilgileri eklendi.

e Bolim 2 — Kitiphane Hazirlama (Early Pooling is akisi) bolim eklendi

e Bolim 3 — Hibrit Yakalama (Erken Havuzlama is akisi) bolimu eklendi

e Boliim 4.1 — galisma kitabiyla uyum saglanmasi adina, drnek hazirlama agiklamasi
giincellendi

e B6lim 4.2 — tabloya Grup B indeksleri eklendi, zaman tahmini 2:45 saatten 1:50 saate
gincellendi, santriftij adimi 30 saniye 280 x g iken 10 saniye 100 x g olarak degistirildi,
adim 9, 21f, santrifiij adimi 1 dakika 280 x g iken 10 saniye 100 x g olarak degistirildi,
adim 29, santriftij adimi 10 saniye 280 x g iken 10 saniye 100 x g olarak degistirildi,
adim 36, ‘calkalamayi adim 35’teki gibi tekrarlayin” yorumu adim 36’da eklendi

e Boliim 4.4/5.7 — tim Qubit reaktif tablolarina Genis Aralik (BR) agiklamasi eklendi

e Boliim 5.3 - Hibridizasyon programi tablosuna, “Bekletin (adim 4 dahil, 62°C'de 18 saati
asmayin)” aciklama yorumu eklendi
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e Boliim 5.8 — tUp/kapaklara TapeStation plaka/sizdirmazlik elemani referanslari
dizeltildi

e Boliim 6.0 — tablo kaldirildi. Bu tablo Bélim 1.1'de yer alir

e Boliim 6.2 —istenen MiSeq toplam hacmi, calisma kitabiyla uyum saglanmasi igin 100
ul iken 30 ul olarak degistirildi

e Bollim 6.4 —iSeq Uzerine, 100 ul'lik seyreltilmis havuzun yalnizca 20 ul'lik kisminin
yuklendigini agiklamak tizere yorum

e Bolim 9 — MIDI plakasina “Yalnizca Asil is akisi” ifadesi eklendi, calisma sonrasi
dizileme yikamasi icin sodyum hipoklorit (NaOCl) eklendi

e Bolim 9 — lllumina siparis detaylariyla uyum saglanmasi igin, MiSeq reaktif adlari
degistirildi. AlloSeq Tx 8, icin MiSeq Reaktif Kiti v3 (600 dongi) eklendi, Qubit tip ve
TapeStation tup/kapak/plaka/folyo siparis bilgileri eklendi.

Genel: Kapak sayfasina ASTX17.1(24)-B-IVD eklendi. “Sonraki adimlar igin kullandiktan

sonra saklamaya geri gotiiriin” eklendi. Sonraki adimlar i¢cin muhafaza edilmesi gereken

reaktiflere yonelik tavsiyeler, kigik bicimlendirmeler, gramer, noktalama ve imla hatalari

belge iginde diizeltildi. Saha ekibinin geri bildirimi izlenerek, dlizgiin Saflagtirma Boncugu

gecen her yerde ‘iyice vorteksleyin’ seklinde ilave kilavuz eklendi. ‘hybex’ ifadesi gecen

her yer ‘Hybex’, ‘QuBit’ ifadesi gegen her yer ‘Qubit’ ve ‘puls spin’ ifadesi gecen her yer

‘puls spin’ olarak diizeltildi. Bolim 2.2 ve 4.2 Stop Buffer tablosu glincellendi ve

Hazirlama Gereklidir dizeltilerek ‘Hazirlik gerekli degildir’ yapildi. 1SO 15223-1-2021 ve

IVDR uyarinca “ice aktaran” ve semboli eklendi. Yeniden yayinlayan L.Langley 13 Ekim

2021

4.0

28
ocak22

Gramer dizeltildi. Kontrol miktar belirlemeye iliskin kisitlamalar ifadesi duzeltildi.
Performans 6zellikleri paket insertii ile eslesmesi igin duzeltildi. ZD-2445 ile ilgili
diizeltmeler yapildi. Ozet degerlendirme temelinde, B6liim 2.3 adim 8, 12, 18 ve Bliim
4.3 adim 7 Tagmentation Beads ve Purification Beads'i karistirmaya iliskin ayrintilarla
gincellendi. Kutu icerikleri giincellenen kit yapilandirmasini CR2020-096 (SCN 2021-08-
13) yansitacak sekilde giincellendi.

K. Hunter

5.0

31Mart22

Uriin kodlari, Hedeflenmis Gen igerigi ve Kit iceriklerine Tx 17 (96) Grup A ve B eklendi.
Ozellikle bélim 2.2 ve 4.2 olmak (izere, &nceden plakalanmis indeksin, kullanimina iliskin
talimat vermek amaciyla Kullanim Kilavuzuna ayrintilar eklendi. Yayinlayan E. Naughton
27 Nisan 2022

K. Hunter

6.0

13
Haziran22

Uriin kodlari, Hedeflenmis Gen igerigi ve kullanim amacina Tx 9 (96) Grup A ve B eklendi.
AlloSeq Tx logosundaki ™ kaldirildi. Etkilesim maddelerindeki OD degerleri dizeltildi.
Calisma kitabi ile Kullanim Kilavuzu arasindaki ifadeler uyumlastirildi. Bolim 5.2, madde
12; etanol hacmi 200 pl'den 800 pl'ye degistirildi. Bolim 10: Vijilans raporlama
gereksinimleri eklendi

K. Hunter
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