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Epi proColon Hassas Polimeraz Zincir Reaksiyon (PCR) Kiti (M5-02-002)

Epi proColon Kontrol Kiti (M5-02-003)

Onemli!

Yalmizca giincel kullanim kilavuzunu kullanin.

Test prosediiriine baslamadan evvel, http://www.epiprocolon.com/en/e-support-
library/instructions-for-use.html adresinden en son siiriimii edindiginizden emin
olun.

Kullanimdan once, kullamm talimatlar1 dikkatlice okunmali ve giivenilir
sonuglar elde etmek icin kullamim talimatlarina uyulmahdir.
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1. isim ve Kullamim Amaci

Epi proColon 2.0 CE, insan plazma &rneklerinden elde edilen bisiilfit doniistiiriilen DNA igerisinde,
metillenmis Septin 9 DNA'nin gergek zamanlt PCR tespiti i¢in kullanilan nitel bir deneydir.
Metillenmis Septin 9'un varligi, kolorektal kanserin saptanmasi ile iliskili olup; bu tiir kanserin
saptanmasina yardimci olabilir.

Epi proColon 2.0 CE, Epi proColon Plazma Hizli Kiti (M5-02-001), Epi proColon Hassas Polimeraz
Zincir Reaksiyon Kiti (M5-02-002) ve Epi proColon Kontrol Kitinden (M5-02-003) olusmaktadir.

2. Ozet ve A¢iklama

Epi proColon 2.0 CE, 3,5 ml hasta plazmasindan izole edilmis DNA igerisinde Septin 9 geninin
metilasyonun nitel olarak saptanmasi i¢in kullanilan in vitro bir polimeraz zincir reaksiyonudur (PCR).
Kolorektal kanser (CRC) dokusunda, Septin 9 geni iizerindeki v2 bdlgesinde bulunan sitozin
kalintilarinda metillenme gozlemlenirken; normal kalin bagirsak mukozasinda metillenme olmaz. Bu
anormal metilasyon, kan akiginda bulunan DNA'nin 6zel amplifikasyonuyla saptanabilir. Septin 9
metilasyon biyobelirteci kullanilarak plazma igerisinde CRC DNA saptanmasi, CRC hastalar1 lizerinde
yapilan ¢ogul vaka kontrol ¢aligmalarinda ve kolonoskopi ile dogrulanmis negatif kontroller iizerinde
gosterilmistir'™. Kan bazli Epi proColon 2.0 CE, kolonoskopik taramayi reddeden hastalar i¢in, non-
invaziv CRC tarama seceneklerine karsi uygun bir alternatif sunmaktadir.

3. Prosediiriin prensipleri

Epi proColon 2.0 CE, iki adimdan olusur. Birinci adimda, plazmadan DNA ¢ikartilir ve Epi proColon
Plazma Hizli Kiti (M5-02-001) vasitasiyla saflagtirilmig DNA'nin bisiilfit doniisimii gerceklestirilir.
Ikinci adimda, giren DNA miktarinin yeterliligini degerlendirmek igin, hem hedef metillenmis Septin
9 DNA'y1, hem de dahili kontrol olan ACTB'yi (B-aktin) saptayan Epi proColon Hassas PCR Kiti
(M5-02-002) kullanilarak, ¢ift yonlii PCR igerisinde bisiilfit doniistiirilmiis DNA (bisDNA) analiz
edilir. Epi proColon Kontrol Kiti (M5-02-003) ile gergeklestirilen kontroller, her bir ¢alisma igin
pozitif ve negatif kontrol seklinde olmalidir.

Hasta plazmasi dahilinde bulunan DNA'nin ekstraksiyonu, serbest dolasan DNA'nin, plazmadan daha
sonra manyetik olarak ayrilan manyetik parcaciklara baglanmasina dayanir. Kalan safsizliklar, yikama
asamasinda manyetik parcaciklardan ayrigtirilir. Eliisyon asamasinda, manyetik parcaciklar eliisyon
tamponunda ¢oziilerek saflastirilmis DNA'dan ayrilir. Eluat iceren DNA, 6zellikle DNA igerisindeki
metillenmemis sitozin kalintilarii etkileyen kimyasal reaksiyona tabi olur. Bisiilfit uygulamasi, DNA
metilasyonunun analizi i¢in tercih edilen yontem olarak kullanilmaktadir. Doniistim, bisiilfit iyonunun,
sitozin niikleotidine niikleofilik katilmasi ve sonraki urasil siilfonat ortaya ¢ikarmak i¢in deaminasyon
reaksiyonuna baghdir; bu esnada, 5-metilsitozin (metillenmis sitozin) deaminasyon reaksiyonuna
girmez ve degismeden kalir.

Sonraki PCR reaksiyonunda kullanilan blokerler ve proplar, metillenmis ve metillenmemis sekanslari
ayirir. Epi proColon 2.0 CE, Septin 9 geninde bulunan v2 bdlgesi dahilindeki metillenmis CpG
boliimlerini igeren bisDNA sekanslarin1 ve ACTB geninin bir béliimiinde bulunan toplam bisDNA'y1
saptar. Cift deneyin Septin 9 boliimil, CpG diniikleotidlerinin bulunmadig1 bolgelerde konumlanmis
primerlerden olusur. Bolge dahilinde bulunan bistilfit doniisiimlii metillenmemis sekanslar i¢in 6zel bir
bloker, metillenmis sekanslarin giiclendirilmesi igin eklenir. PCR reaksiyonu® sirasinda ozellikle
giiclendirilmis metilenmis sekanslari tamimlamak igin, reaksiyonda, metillenmis Septin 9'a 06zel
floresan tespit probu kullanilir.



4. Temin Edilen Malzemeler

4.1. icindekiler

Tablo 1: Epi proColon Plazma Hizli Kiti i¢indekiler

Reaktif Kaplar Hacim Saklama Sicakhigi
Epi proColon Lizis Baglama Tamponu 1 sise 125 ml 15° Cila 30° C arast
Epi proColon Yikama A Konsantresi 1 sise 60 ml 15° Cila 30° C arast
Epi proColon Manyetik Boncuklar 1 sise 4ml 15° Cila 30° C arast
Epi proColon Yikama B Konsantresi 1 sise 7ml 15° Cila 30° C arast
Epi proColon Eliisyon Tamponu 1 tiip 6 ml 15° Cila 30° C arast
Epi proColon Bisiilfit Cozeltisi 4 tiip her biri 1,9 ml 15° Cila 30° C arast
Epi proColon Koruma Tamponu 1 tip 1ml 15° C ila 30° C aras1

Not: Epi proColon Koruma Tamponunun rengi, seffaf ve kahverengiye yakin bir renk arasinda degisiklik gosterebilir.

Tablo 2: Epi proColon Hassas Polimeraz Zincir Reaksiyon (PCR) Kiti i¢indekiler

Reaktif Kaplar Hacim Saklama Sicakhig
Epi proColon PCR Karigim 2 tiip her biri 810 pl -25° Cila -15° C aras1
Epi proColon Polimeraz 1 tlip 85 ul -25° Cila-15° C aras1

Tablo 3: Epi proColon Kontrol Kiti icindekiler

Reaktif Kaplar Hacim Saklama Sicakhgi
Epi proColon Negatif Kontrol 6 tiip her biri 3,65 ml -25° Cila-15° C arast
Epi proColon Pozitif Kontrol 6 tip her biri 3,65 ml -25° Cila-15° C aras1

4.2. Giivenlik Bilgileri

Kimyasallarla ¢alisirken, her zaman laboratuar 6nliigii ve tek kullanimlik eldiven kullanin. Kontamine
olmus yiizeyleri, suyla temizleyin. Daha fazla bilgi i¢in, internet sayfamizda
(http://www.epiprocolon.com/en/e-support-library/safety-data-sheets.html) bulunan malzeme
giivenligi veri sayfasina bakiniz.

Epi proColon Lizis Baglama Tamponu ve Epi proColon Yikama A Konsantresi,

TRITON X-100 ve Guanidinyum tiyosiyanat igerir.

Tehlike aciklamalari: H302: Yutulmasi halinde zararlidir. H312: Ciltle temas etmesi

halinde zararlidir. H318: Ciddi g6z hasarina neden olur. H332: Solunmasi halinde

zararlidir. H412: Kalici etkileriyle su yasamina kars1 zararlidir. EUH032: Asitlerle temasi,

¢ok toksik gazlar ortaya cikarir. TEHLIKE

Onlem aciklamalari: P261: Aerosolleri solumaktan kaginim. P273: Cevreye
salnmasindan kaginin. P301 + P312: YUTULMASI HALINDE: Iyi hissetmiyorsaniz; bir
ZEHIR MERKEZI’ni veya doktoru arayimiz. P302 + P352: CILTLE TEMAS ETMESI
HALINDE: Bol sabun ve su ile yikayiniz. P305 + P351 + P338: GOZLERLE TEMAS
ETMESI HALINDE: Birkag dakika boyunca, bol suyla dikkatlice durulaym. Kontak
lensleriniz varsa ve ¢ikarmasi kolaysa, ¢ikarin. Durulamaya devam edin.
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Epi proColon Bisiilfit Cozeltisi, Amonyum bisiifitin sulu ¢o6zeltisini
(Amonyum hidrojen siilfit)icerir

Tehlike aciklamalari: H319: Ciddi goz iritasyonuna yol acar. EUHO031: UYARI
Asitlerle temasi halinde, zehirli gaz salinir.

Onlem aciklamalari: P264: Kullandiktan sonra ellerinizi iyice yikayin. P271:
Sadece disarida veya iyi havalandirilmis mekanlarda kullanin. P280: Koruyucu
eldiven/koruyucu giysi kullanin. P305+351+338: GOZLERLE TEMAS
ETMESI HALINDE: Birka¢ dakika boyunca, bol suyla dikkatlice durulayin.
Kontak lensleriniz varsa ve ¢ikarmasi kolaysa, ¢ikarin. Durulamaya devam
edin. P312: Iyi hissetmiyorsaniz; bir ZEHIR MERKEZI’ni veya doktoru
arayiniz.

Epi proColon Koruma Tamponu, 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik

asit ve Tetrahidro furfuril alkol igerir. %

Tehlike agiklamalari: H302: Yutulmas: halinde zararlidir. H315: Ciltte tahrige yol )
acar. H319: Ciddi go6z iritasyonuna yol agar. H360Df: Dogmamis bebege zarar TEHLIKE
verebilir. Fertiliteye zarar verme riski. H335: Solunum iritasyonuna yol agabilir.

Onlem aciklamalari: P101: Tibbi 6neri gerekmesi halinde, iiriin kabim veya etiketini
ulagilabilir bir yerde bulundurunuz. P102: Cocuklarin ulasamayacaklar1 yerlerde
saklayiniz. P201: Kullanmadan &nce 6zel talimatlar1 edinin. P271: Sadece agik alanda
veya iyi havalandirilmis bir yerde kullanin. P280: Koruyucu eldiven/koruyucu
giysi/gdz korumasi/yiiz korumasi kullanmn. P305 + P351 + P338: GOZLERLE TEMAS
ETMESI HALINDE: Birka¢ dakika boyunca, bol suyla dikkatlice durulaym. Kontak
lensleriniz varsa ve ¢gikarmasi kolaysa, ¢ikarin. Durulamaya devam edin. P308+P313:
Maruz kalinirsa veya temas edilirse: Tibbi yardim/bakim alin. P405: Kilitli yerde
saklaymn.

Epi proColon Yikama B Konsantresi, Epi proColon Eliisyon Tamponu, Epi proColon Manyetik
Boncuklar, Epi proColon PCR Karisim, Epi proColon Polimeraz, Epi proColon Pozitif Kontrol ve Epi
proColon Negatif Kontrol zararli degildir.

5. Depolama ve Saglamhk

Epi proColon Plazma Hizli Kiti (M5-02-001), Epi proColon Hassas Polimeraz Zincir Reaksiyon Kiti
(M5-02-002) ve Epi proColon Kontrol Kiti (M5-02-003) ile birlikte verilen reaktifler, talimatlara
uygun sekilde kullanilmasi ve saklanmasi durumunda, son kullanma tarihine kadar dayanir. Son
kullanma tarihi gegmis triinleri kullanmayn. Farkli kitlerden reaktifleri karistirmayin.

5.1. Epi proColon Plazma Hizh Kiti (M5-02-001)

Epi proColon Plazma Hizli Kiti iginde tiim reaktifleri, 15 ila 30°C arasinda
saklayiniz.

30 °C
Epi proColon Bisiilfit Cozeltisi, oksijenle temasa karsi hassastir. Sadece
1 5 @ C acilmamis Epi proColon Bisiilfit Cozelti tiiplerini kullanin. Kullanilmig tiipleri
1skartaya ¢ikartin!

Seyretilmis Epi proColon Yikama A Tamponu ve seyretilmis Epi proColon
Yikama B Tamponunu, 6 haftaya kadar 15 ve 30°C arasinda saklayn.

[k kullamim sonrasinda, tiim reaktifleri, 6 haftaya kadar 15 ve 30°C arasinda
saklayin.


http://www.chemindustry.com/chemicals/028623377.html

5.2. Epi proColon Hassas Polimeraz Zincir Reaksiyon (PCR) Kiti (M5-02-002)
-15 °C Epi proColon PCR Karisim ve Epi proColon Polimeraz', -25 ve -15°C
arasinda saklayin.
-25 o C Her bir Epi proColon PCR Karigim tiipti, tek bir sefer eritilebilir ve yeniden
dondurulabilir. Ilk kullanim sonrasinda, tiim reaktifleri, 6 haftaya kadar -25 ve
-15°C arasinda saklayin.

5.3. Epi proColon Kontrol Kiti (M5-02-003)
-15 °C Epi proColon Kontrol Kiti'ni, -25 ve -15°C arasinda saklayin.
-25°C
6. Gerekli olan, fakat temin edilemeyen malzemeler
6.1. Genel Laboratuar Ekipmanlari
Epi proColon 2.0 CE testini ger¢eklestirmek i¢in, asagida belirtilen genel laboratuar ekipmanlar1 gereklidir. Tiim

laboratuar ekipmanlari, iireticinin tavsiyeleri uyarinca kurulmali, ayarlanmali, ¢alistirilmali ve bakin
yapilmalidir.

Gerekli Ekipmanlar Onerilen Ekipmanlar

15 ml tiipler ve 2 ml tiipler i¢in tiip rafi VWR International, katalog no. 211-0200, veya dengi

Rotator VWR International, katalog no. 445-2102; Carl Roth CmbH + Co.
KG, katalog no Y549.1 veya dengi

Vorteks VWR International, katalog no. 444-1 372, veya dengi

2 ml tiipler igin 1siticili karigtirict ThermoMixer® C, Eppendorf, katalog no. 5382 000.015, 2 ml

kuru 1sitma blogu, Eppendorf, katalog no. 5362 000.035,
veya dengi (Isiticili karigtiricinin sicaklik hassasiyeti: 23 - 80°C'de

+2°C)
10 - 100 ul, 100 - 1000 ul boyutunda Eppendorf Reference®, ayarlanabilir hacimli pipet, Eppendorf,
ayarlanabilen hacimlerde pipetler katalog no. 4910 000.042 ve 4910 000.069, veya dengi
Ayarlanabilir aralikta, tekrarlanabilir sekilde Eppendorf Multipette® M4, Eppendorf, katalog no. 4982 000.012,
hacim dagitabilen tekrar pipeti veya HandyStep® elektronik, Marka, katalog no. 705000/705001,
veya dengi
1,5-2,0 ml tiipler i¢in rotorlu tezgah iistii Santrifiij 5418, Eppendorf, katalog no. 5418 000.01 7 rotorlu 5490
santrifiij 15.002, Eppendorf, katalog no. 5490 015.002 veya dengi
Cok kanalli pipet Eppendorf Research® plus 8-Kanalli, 10 — 100 ul ~ Eppendorf,

katalog no. 31 22 000.035, veya dengi
PCR plakalari i¢in uyumlu plaka santrifiij Santrifiij 5804 R, Eppendorf, katalog no. 5804 0.013 7 rotorlu A-
2-DWP, Eppendorf, katalog no. 5804 740.009 veya dengi

100 ml dereceli silindir veya 50 ml serolojik Carl Roth, katalog no. C1 77,2, veya dengi, veya Fisher Scientific,
pipet katalog no. 11889181, veya dengi

6.2. Genel Laboratuar Sarf Malzemeleri ve Reaktifler

Sarf Malzemeleri ve Reaktifler Onerilen Sarf Malzemeleri ve Reaktifler

Mutlak etanol (molekiiler biyoloji igin, Merck KGaA, katalog no. 1.08543.0250, veya dengi

>%99.5)

Alt1 konik, 15 ml polipropilen santrifiij Sarstedt, katalog no. 62.554.502, veya dengi

tiipleri, PP/steril

Alt1 yuvarlak ve kapakli sizdirmazlik Sarstedt SafeSeal, katalog no. 72.695.400 veya Eppendorf Safe-
mekanizmali PP kapakli 2,0 ml mikrotiipler ~ Lock™, katalog no. 0030 120.094, veya dengi

Aerosol engelli pipet uglari ep Dualfilter T.I.P.S.®, Eppendorf:

m 2 - 100 pl, katalog no. 0030 077.547, veya dengi
m 50 - 1000 pl, katalog no. 0030 077.571, veya dengi




Sarf Malzemeleri ve Reaktifler Onerilen Sarf Malzemeleri ve Reaktifler

0,5 ml, 1 ml, 10 ml, 25 ml hacimleri igin Combitips advanced®, Eppendorf:
tekrarlayan pipet uglari m 0.5 ml, katalog no. 0030 089.421, veya dengi
m 1 ml, katalog no. 0030 089.430, veya dengi
m 10 ml, katalog no. 0030 089.464, veya dengi
m 25 ml, katalog no. 0030 089.472, veya dengi
Steril olmayan dokiim paketli, 15 cm boyunda VWR Referans Cizgili Steril olmayan Tek Kullanimlik Aktarma
(yaklasik 6 ing), sap ¢capt Smm, hacmi yaklasik 5 Pipetleri, katalog no. 612-4520 veya dengi
ml olan tek kullanimlik aktarma pipetleri

Steril olmayan dokiim paketli, 22.5 cm boyunda ~ Tek kullanimlik aktarma pipeti, dereceli, Carl Roth, katalog no. EA61.1
(yaklasik 9 ing), sap ¢apt 5 mm, hacmi yaklagik 5 veya dengi
m olan tek kullanimlik aktarma pipetleri

DNA saklama i¢in 96 mikroplaka MicroAmp® Fast 96-Hazneli Reaksiyon Mikroplaka, 0,1 ml , Applied
Biosystems (Life Technologies Co.), katalog no. 4346906, veya dengi

DNA saklama plakast i¢in yapiskan film veya VWR Thermalseal PCR Yapistirici Film, katalog no. 391-1254 veya
folyo Eppendorf Saklama Folyosu (kendinden yapiskanli), katalog no. 0030
127.889, veya dengi
Mikroplaka ve yapiskan film arasinda sizdirmazlik MicroAmp® Yapiskan Film Uygulayici, Applied Biosystems, katalog
uygulayici no.
4333183
Kullanilmig PCR plakalarini bertaraf etmek i¢in ~ Carl Roth, katalog no. P279.2, veya dengi
10x15 cm yeniden kapanabilir plastik torbalar

Cryovial, 5 ml, dikilebilir VWR, katalog no. 479-1218, veya benzeri

Kan alma tiipleri m BD Vacutainer® K,EDTA 10 ml Kan Alma Tiipleri (Becton
Dickinson, katalog no. 367525) veya
m S-Monovette® 9 ml K3E (Sarstedt katalog no. 02.1066.001) veya
m S-Monovette® 8.5 ml CPDA (Sarstedt katalog no. 01.1610.001)

6.3. Gerekli olan Ozel Ekipmanlar ve Sarf Malzemeleri

Epi proColon 2.0 CE testini gerceklestirmek igin, asagida belirtilen 6zel laboratuar ekipmanlar1 ve sarf malzemeleri gerekli
olup, yerlerine baska ekipmanlar kullanilamaz.

Applied Biosystems 7500 Fast veya 7500 Fast Dx PCR cihazlariyla Epi proColon 2.0 CE testi uygularken:

» Applied Biosystems 7500 Fast Dx Windows XP i¢in Sekans Saptama Yazilimi v1.4 21 CFR Part 11 Modiilli
veya Windows 7 i¢in Sekans Saptama Yazilimi v1.4.1 21 CFR Part 11 Modiilllii Gergek Zamanli PCR Cihazi (Life
Technologies Co., katalog no. 4406984 veya 4406985) veya

Applied Biosystems 7500 Fast Dx Windows XP i¢in Sekans Saptama Yazilimi v1.4 21 CFR Part 11 Modiilli (Life
Technologies Co., katalog no. 4351106 veya 4351107) veya Windows 7 igin Sekans Saptama Yazilimi v1.4.1 21 CFR Part
11 Modiilllii Gergek Zamanli PCR Cihazi (Life Technologies Co., katalog no. 4377355)

e MicroAmp® Fast Barkodlu Optik 96-Hazneli Reaksiyon Mikroplaka, 0,1 ml (Applied Biosystems (Life
Technologies Co.), 20 plaka, katalog no. 4346906; 200 plaka, katalog no. 4366932)

MicroAmp® 96- & 384-Hazneli Mikroplakalar i¢in Optik Yapiskan Film (Applied Biosystems (Life Technologies
Co.), 25 levha, katalog no. 4360954 veya 100 levha, katalog no. 4311971)

Roche LightCycler 480 cihazlar: I Epi proColon 2.0 CE testi uygularken:

* 96-hazneli mikroplaka i¢in 1sitic1 bloklu (Roche, katalog no. 05015278001) ve 1.5.x Yazilim siiriimlii LightCycler
480 Cihaz | veya

96-hazneli mikroplaka i¢in 1sitict bloklu (Roche, katalog no. 5015278001) ve 1.5.x Yazilim siiriimlii LightCycler
480 Cihaz Il

+ Sizdirmazlik folyolu (Roche, katalog n10.04729692001) LightCycler 480 Coklu Hazneli Mikroplaka 96
(beyaz plaka)
* LightCycler 480 Sizdirmazlik Folyosu (Roche, katalog no. 04729757001)



Tiim Gergek Zamanli PCR cihaz ayarlariyla uyumlu ve gerekli olan ek ekipmanlar:
» Manyetik Ayristirict: DynaMag™-15 miknatis (Invitrogen, katalog no. 123.01 D)
* Manyetik Ayristirict: DynaMag™-2 miknatis (Invitrogen, katalog no. 123.21 D)

6.4. Kurulum Gereksinimleri

Applied Biosystems 7500 Fast Dx PCR Cihazi, Applied Biosystems 7500 Fast PCR Cihazi veya Roche
LightCycler 480 Cihazi I veya II'nin kurulumu, kalibrasyonu, performans dogrulamasi ve bakimi, ireticinin
talimatlarina uygun olarak gerceklestirilmelidir.

Not: Applied Biosystems 7500 Fast Dx PCR cihaz1 ve Applied Biosystems 7500 Fast PCR Cihazi igin,
iireticinin bakim prosediirleri dahilinde tanimlanan sekilde aylik arka plan kalibrasyonu yapilmasi zorunludur.
Applied Biosystems 7500 Fast Dx ve 7500 Fast PCT Cihazlar1 icin, FAM™, JOE™, TAMRA™ saf boyalarinin
kalibrasyonu dahil olmak {izere, iireticinin talimatlari uyarinca alt1 aylik bakimlar yapilmalidir.

7. Uyarilar ve Onlemler

7.1. Laboratuar Onlemleri
DNA ekstraksiyonu, bisiilfit doniisiimii ve saflastirma islemi esnasinda ve sonrasinda numuneler arasinda ¢apraz
kontaminasyon riskini asgariye indirmek i¢in, iyi laboratuar uygulamalarina uymak 6nemlidir.

Ekstraksiyon islemi esnasinda, niikleazlarin numunelere karismasini engelleyin. Hasta numunelerinin c¢apraz
kontaminasyonunu engellemek i¢in tek kullanimlik pipet ve pipet ucu kullanilmasint 6neriyoruz. Bu islem
yalnizca profesyonel laboratuar kullanimi i¢indir ve DNA ekstraksiyon yontemleri ve gercek zamanli PCR
denemelerini bilmeyi gerektirir.

Daha o6nce gergeklestirilmis olan PCR'da olusan amplikonlardan 6tiirli olabilecek kontaminasyonu engellemek
icin, PCR 0Oncesi faaliyetlerin (6r. plazma DNA ekstraksiyonu ve piirifikasyon, PCR diizenegi) ve PCR sonrasi
faaliyetlerin (6r. gergek zamanli PCR) kesin olarak ayrilmasini tavsiye ederiz. Buna ek olarak, kullanilmigs PCR
plakalar1, hicbir PCR iiriiniiniin serbest kalmasim engelleyecek sekilde bertaraf edilmesini tavsiye ederiz. Or.
kullanilan PCR plakalari, PCR cihazindan ¢ikartildiktan hemen sonra tekrar kapanabilir plastik bir torba igerisine
koyulmalidir; torba kapatilmali ve 6zel ¢op kutusu igerisinde bertaraf edilmelidir. Kullanilmig bir PCR plakasini,
hi¢bir zaman PCR cihaz1 disinda saklamayin. Kullanilmig PCR plakasini hi¢bir zaman agmayin.

7.2. Mikrobiyolojik ve infeksiy6z Durum

Uriin, insanlarda veya hayvanlarda hastaliga neden olan infeksiydz madde veya ajanlar icermez.

Bu deney kullanilarak analiz edilen insan kan ve plazma Ornekleri, Mikrobiyolojik ve Biyomedikal
Laboratuarlarinda Biyogiivenlik ve isyerinde biyolojik ajanlara maruz kalmaya iliskin risklerden ¢alisanlari
korumak i¢in Yonetmelik 2000/54/EC dahilinde belirtilen giivenli laboratuar islemleri veya diger gegerli
biyogiivenlik uygulamalar1 kullanilarak, potansiyel infeksiydz olarak kullanilmalidir.

8. Numune Toplama ve Muamelesi

8.1. Kan Alma ve Kan Orneginin Saklanmasi

Kan alma ve kan 6rneginin saklanmasi, asagida belirtilen durum(lar) dahilinde gergeklestirilebilir:

» Kan almak i¢in, BD Vacutainer® K,EDTA 10 ml tiip veya S-Monovette® 9 ml K3E kullanin. Kan alimimni
gergeklestirmek igin, iireticinin tavsiyelerini uygulayin. Kan, derhal islenmelidir. Plazma hazirlanmadan 6nce

kan, en fazla 24 saate kadar, 2 ila 8°C arasinda saklanabilir. Kan 6rneklerini dondurmayiniz.
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* Alternatif olarak, kan alimi i¢in S-Monovette® 8.5 ml CPDA tiipleri kullanilabilir. Kan alimin1 ger¢eklestirmek
icin, reticinin tavsiyelerini uygulaymn. Kan, derhal islenmelidir. Kan, S-Monovette® 8,5 ml CPDA tiipii
icerisinde en fazla 48 saat boyunca, 15 ila 25°C saklanabilir. Kan 6rneklerini dondurmayiniz.

8.2. Plazma Ornegi Hazirlama ve Plazma Orneginin Saklanmasi

e  Hiicre tabakasinin bozulmasini engellemek i¢in, santrifiij igerisindeki fren islevini devre dist birakin.

e Kan alma tiipii igerisindeki kani, 12 dakika boyunca 1350 £+ 150 rcf devir hizinda santrifiijleyin.
Dakikadaki devir hizini (rpm), ref'ye ¢cevirmek igin, santrifiij kullanim kilavuzuna bakin.

e Kan alma tiipiini, santrifiijden ¢ikartin.

e Kan alma tiipii igerisindeki plazmay1, konik altli 15 ml polipropilen santrifiij tiipliniin igerisine aktarmak
i¢in; yeni bir 15 cm tek kullanimlik aktarma pipeti kullanin.

e  Santrifiij tlipii igerisindeki plazmayi, 12 dakika boyunca 1350 + 150 rcf devir hizinda santrifiijleyin.

e 3,5 ml plazmayi, cryovial veya santrifiij tiipii icerisine aktarmak i¢in, yeni bir ekstra uzun (22,5cm) tek
kullanimlik aktarma pipeti veya serolojik pipet kullanin.

e  Plazma 6rnekleri, 4 haftaya kadar -15 ve -25°C arasinda saklanabilir.

e Vacutainer® K,EDTA 10 ml tiip kullanilirken plazma &rnegi, 18 saate kadar 2 ila 8°C arasinda
saklanabilir.

Not: ilk santrifiijleme sonrasinda, kan toplama tiipii igerisindeki kirmizi kan hiicreleri iizerinde katman haline
gelmis veya ikinci santrifiijleme sonrasinda konik santrifiijiin dibine ¢oken beyaz kan hiicrelerinin dagilmamasi
veya aktarilmamasi i¢in 6zen gosterin.

9. Test Prosediirii
Asagida belirtilen reaktiflerin tekrar hazirlanmasi i¢in yinelenen pipet kullanimi tavsiye edilir:

m Epi proColon Lizis Baglama Tamponu

m Epi proColon Manyetik Boncuk Askisi

m DNA Baglayict Adim 9.2.3 igin etanol

m Epi proColon Yikama A Tamponu

m Epi proColon Yikama B Tamponu

m Epi proColon Eliisyon Tamponu

m Epi proColon Bisiilfit Cozeltisi

m Epi proColon Koruma Tamponu ve PCR Ana Karisim

Buna ek olarak, salimimli platform yerine donme dolap benzeri rotator kullanilmasini ve referans pipetlerle,
¢ikartilmis ve bilstilfitle muamele edilmis DNA'nin pipetlenmesini siddetli tavsiye ederiz.

9.1. Calisma Soliisyonlarimin Hazirlanmasi

9.1.1 Epi proColon Yikama A Tamponunun Hazirlanmasi
e Derecelendirilmis steril silindir veya serolojik pipet kullanarak, Epi proColon Yikama A Konsantresine,
60,0 ml Mutlak Etanol (molekiiler biyoloji i¢in, >%99,5) ekleyin.
e Kapagi kapatin, kdpiik olusumundan kagiarak, siseyi bes defa ters ¢evirmek suretiyle iyice karistirm.
Sise lizerine, seyreltme tarihini yazin ve "Etanol eklenmistir" kutucugunu isaretleyin.
e  Seyretilmis Epi proColon Yikama A Tamponu, 6 haftaya kadar 15 ve 30°C arasinda saklayn.

9.1.2 Epi proColon Yikama B Tamponunun Hazirlamsi
e Derecelendirilmis steril silindir veya serolojik pipet kullanarak, Epi proColon Yikama B Konsantresine,
40,0 ml Mutlak Etanol (molekiiler biyoloji i¢in, >%99,5) ekleyin.
e Kapag kapatin, siseyi bes defa ters cevirmek suretiyle iyice karigtirin. Sise ilizerine, seyreltme tarihini
yazin ve "Etanol eklenmistir" kutucugunu isaretleyin.
e  Seyretilmis Epi proColon Yikama B Tamponu, 6 haftaya kadar 15 ve 30°C arasinda saklayin.



9.2. Hasta Plazmasindan DNA Ekstraksiyonu ve Bisiilfit Doniisiim

Epi proColon 2.0 CE igerisinde kontroller dahil olmak tizere, 32 numuneye kadar yeterli olacak reaktif bulunur.
Her bagimsiz test denemesine, bir Epi proColon Pozitif Kontrol ve bir Epi proColon Negatif Kontrol dahil
edilmelidir. Azami olarak 4 bagimsiz test denemesi gerceklestirebilecek, 4 tek kullanimlik Epi proColon Bisiilfit
Cozeltisi mevcuttur (6r. her biri 8 numune iceren 4 test).

Not: Kapaktan damlalari temizlemek ve/veya kalan siviyr toplamak igin, bu talimatin birka¢ adiminda,
mikrotiiplerin kisa siireli santrifiijlenmesi gerekebilir ('Tiiplerin doniisiinii, kisa siireligine yavaslatin' seklinde
ifade edilmistir). Tezgah istii santrifiij kullanilarak, 10-20 saniye boyunca, 1.000 + 150 rcf devir hizinda
santrifiij yapilmasi tavsiye edilir. Belirli adimlarda, manyetik boncuklarin sikismasini engellemek igin, daha
yiiksek devirde santriflij yapilmasindan kag¢inin.

Not: Stvinin homojen olarak karigmasini saglamak icin, bu talimatin belirli adimlarinda tiiplerin ve kaplarin
karistirilmasi gereklidir. 5 ila 10 saniye orta hiza ayarlanmis bir girdaplayici kullanilmasi tavsiye edilir.

9.2.1 Plazma ve Epi proColon Pozitif ve Negatif Kontroliiniin Eritilmesi
*  Bir Epi proColon Pozitif Kontrol ve bir Epi proColon Negatif Kontroliinii, yaklasik 30 dakika boyunca,

15 ila 30 °C arasinda bir sicaklikta eritin.

*  Dondurulmus plazma numunesinin kullanilmasi durumunda, numuneyi, 30 dakika boyunca, 15 ila 30°C
arasinda bir sicaklikta eritin.

e Lizis, eritmeden sonra 60 dakika igerisinde baglatin.

9.2.2 Lizis

Not: Kullanmadan 6nce, Epi proColon Lizis Baglama Tamponu hafifce ¢alkalaym ve gorsel olarak, ¢okeltileri
kontrol edin. Cokeltinin mevcut olmasi durumunda, Epi proColon Lizis Baglama Tamponunu, 60 dakika
boyunca 37°C'de su banyosu igerisinde 1sitin ve ¢okeltiler, tamamen ¢oziilene kadar nazikce calkalayin. Epi
proColon Lizis Baglama Tamponunu kullanmadan 6nce, oda sicakligina getirin.

»  Etiketli 15 ml santrifiij tiipline, asagida belirtilenleri ekleyin:
o 3,5 ml plazma 6rnegi veya Epi proColon Pozitif Kontrol veya pi proColon Negatif Kontrol
o 3,5ml Epi proColon Lizis Baglama Tamponu

»  Tipin kapagini kapatin ve 5-10 saniye girdaplayarak karistirin

»  Tiipii, tezgah tizerinde 15 ila 30°C arasi sicaklikta 10 = 1 dakika boyunca inkiibe edin.

9.2.3 DNA Baglanmasi

Not: Uygun test performansi igin, Epi proColon Manyetik Boncuklarin homojen siispansiyonu gereklidir.
Belirtilen boncuk miktarindaki sapmalar, yanlis sonuglar elde edilmesine neden olabilir. Dogru manyetik boncuk
konsantrasyonunu saglamak i¢in, sise, pipetlemeden hemen oOnce iyice karigtirilmalidir. Sise dibinde goriiniir
¢okelti olmamalidir. Pipetleme islemleri arasinda homojen siispansiyon saglamak i¢in karistirm.

* 15 ml santrifiij tiipline, asagidakileri belirtilen sirayla ekleyin:
o 90 pl Epi proColon Manyetik Boncuklar (yeni siispansiyon yapilmis)
o 2,5ml Mutlak Etanol (molekiiler biyoloji i¢in, >%99,5)
*  Tipin kapagini kapatin ve 5-6 kez dondiirmek suretiyle karistirin
* 15 ml tiipi, rotator igerisine yerlestirin.
e Ortalama hizda (yaklagik 10 - 20 rpm hizinda), 45 + 5 dakika boyunca tiipii dondiiriin; rotator agisini 35
- 45 dereceye ayarlayn.

9.2.4 DNA Yikama

Not: Yikama islemine baslamadan evvel, eliisyon ve bisiilfit doniisiim adimlarinda kullanilmak iizere isiticili
karigtiriciyl, 80°C'ye ayarlayin.

« 15 ml tiiptd, 5-10 dakika boyunca, DynaMag™-15 manyetik rafi icerisine yerlestirin.



Not: Bu asama sonrasinda tamamlanmamis boncuk yakalama gozlemlenmesi durumunda; tiipti, 10 dakikaya
kadar 56°C'de inkiibe edin (6r. su banyosu) ve tiipii, 5-10 dakika siiresince DynaMag™-15 manyetik rafi
icerisine geri yerlestirin.

*  Manyetik boncuklarini almamaya dikkat ederek, {ist tabakay1 s1yirin
o 1,5 ml Epi proColon Yikama A Tamponu ekleyin

e 5-10 saniye siiresince girdaplamak suretiyle, manyetik boncuklari yeniden tamamen siispansiyon
halinde tutun.

*  Manyetik boncuk siispansiyonunu, ekstra uzun (22,5cm) tek kullanimlik bir aktarma pipeti kullanarak
etiketlenmis 2,0 ml mikrotiip icerisine aktarin.

* Kalan manyetik boncuklar1 toplamak igin, tek kullanimlik aktarma pipetini yeniden 15 ml tiipe
yerlestirin ve 2,0 ml mikrotiip igerisine aktarin.

*  Mikrotiipii, 2-6 dakika siiresince, DynaMag™-2 manyetik raf icerisine yerlestirin.

e 15 cm boyunda tek kullanimlik aktarma pipeti kullanarak, mikrotiip halen DynaMag™-2 manyetik raf
icerisindeyken, manyetik boncuklari almamaya dikkat etmek suretiyle olabildigince ¢ok miktarda
tamponu temizleyin.

»  Tiplerin doniigiinii, kisa siireligine yavaslatin.

* 2,0 ml'lik mikrotiipii, 2-6 dakika siiresince, DynaMag™-2 manyetik raf i¢erisine yerlestirin.

* 10 - 100 pl boyunda referans pipeti kullanarak, mikrotiip halen manyetik raf igerisindeyken,
olabildigince ¢ok miktarda tamponu temizleyin.

9.2.5 Eliisyon

*  Mikrotiipii, manyetik olmayan digli ¢ark igerisine aktarin.

*  Epi proColon Eliisyon Tamponu, 5-10 saniye boyunca dondiiriin.

*  Her mikrotiipe, 100 pl Epi proColon Eliisyon Tamponu ekleyin.

*  Mikrotiipii kapatin.

*  5-10 saniye siiresince girdaplamak suretiyle, manyetik boncuklart yeniden siispansiyon halinde tutun.

*  Mikrotiipii, 1,000 + 100 rpm devir hizina ayarlanmis 1siticili karistirict igerisine yerlestirin ve 80°C'de
10 +1 dakika boyunca inkiibe edin.

»  Tiplerin doniigiinii, kisa stireligine yavaslatin.

*  Mikrotiipii, 2-6 dakika siiresince, DynaMag™-2 manyetik raf igerisine yerlestirin.

*  Mikrotiip halen manyetik raf i¢erisindeyken tiim eluati (~100 ul DNA ¢ozeltisi), yeni 2,0 ml mirotiip
igerisine aktarin.

*  Manyetik boncuklarin bulundugu 2 ml mikrotiipti 1skartaya ¢ikartin.

9.2.6 Cikartilmis DNA'nin saklanmasi

Not: Ekstrakte edilmis DNA'nin hemen kullanilmamasi durumunda; malzemeyi, 2 ila 8°C arasi sicaklikta 24
saat boyunca saklayin. Ekstrakte edilmis DNA'y1 dondurmayin.

9.2.7 Bisiilfit Doniisiimii

Not: Epi proColon Bisiilfit Cozeltisi, oksijenle temasa karsi hassastir. Sadece a¢ilmamis Epi proColon Bisiilfit
Cozelti tiiplerini kullanin. Kalan ¢6zeltiyi saklamayin, bertaraf edin.

* Asagida belirtilen reaktifleri, igerisinde eluat bulunan 2,0 ml (~100 ul DNA ¢ozeltisi) mikrotiiplerin
icerisine ekleyin:
o 150 pl Epi proColon Bisiilfit Cozeltisi
25 ul Epi proColon Koruma Tamponu

Not: Epi proColon Koruma Tamponunun rengi, seffaf ve kahverengiye yakin bir renk arasinda degisiklik
gosterebilir.

*  Mikrotiip kapagimi kapatin ve 5-10 saniye boyunca girdaplamak suretiyle, bisiilfit reaksiyonunu
karistirin.
e Tiplerin doniisiind, kisa siireligine yavaslatin.



Mikrotiipii, 1siticilt karistirict igerisine yerlestirin ve 80°C'de 45 +£5 dakika boyunca karistirmadan
inkiibe edin.

45 £ 5 dakika sonra, hemen mikrotiipii 1siticilt karistiricidan ¢ikartin.

Isiticili karistiricinin 1sisin1 23°C'ye ayarlayin veya daha sonra kullanilmak iizere, ikinci bir 1siticil
karistiriciyr 23°C'ye ayarlayin.

9.2.8 Baglanma Adimi

Not: Uygun performansi i¢in, Epi proColon Manyetik Boncuk siispansiyon igerisindeki boncuklarin homojen
siispansiyonu gereklidir. Belirtilen boncuk miktarindaki sapmalar, yanlis sonuglar elde edilmesine neden olabilir.
Dogru manyetik boncuk konsantrasyonunu saglamak igin, sise, pipetlemeden hemen 6nce iyice karistiriimalidir.
Sise dibinde goriinlir ¢okelti olmamalidir. Pipetleme islemleri arasinda homojen siispansiyon saglamak icin
karigtirin.

Bisiilfit reaksiyonu olan 2,0 ml mikrotiipiin doniisiinii, kisa siireligine yavaslatin.
Asagidaki bilesenleri, mikrotiipe ekleyin:
o 1000 ul Epi proColon Yikama A Tamponu
o 20 pl Epi proColon Manyetik Boncuklar (yeni siispansiyon yapilmis)
5-10 saniye siiresince girdaplamak suretiyle karistirin.
Isiticili karistirici, 23°C'ye ulasana kadar bekleyin.
Mikrotiipii, 1000 + 100 rpm devir hizina ayarlanmis 1siticili karigtirict igerisine yerlestirin ve 45 + 5
dakika boyunca inkiibe edin.
Mikrotiipiin doniisiini, kisa siireligine yavaslatin.
Mikrotiipii, 2-6 dakika siiresince, DynaMag™-2 manyetik disli raf tizerine yerlestirin.
15 c¢cm boyunda yeni bir tek kullanimlik aktarma pipeti kullanarak, mikrotiip halen DynaMag™-2
manyetik raf i¢erisindeyken, manyetik boncuklari almamaya dikkat etmek suretiyle olabildigince ¢ok
miktarda siviy1 temizleyin.

9.2.9 Birinci Yikama

Ornegi, yikama ve girdaplamak igin, manyetikten ¢ikartin:
o 800 pl Epi proColon Yikama A Tamponu ekleyin.
5-10 saniye siiresince girdaplayarak, yeniden siispanse edin.
Mikrotiipiin doniisiinii, kisa siireligine yavaslatin.
Mikrotiipii, 2-6 dakika siiresince, DynaMag™-2 manyetik raf lizerine yerlestirin.
15 cm boyunda yeni bir tek kullanimlik aktarma pipeti kullanarak, mikrotiip halen DynaMag™-2
manyetik raf i¢erisindeyken, manyetik boncuklari almamaya dikkat etmek suretiyle olabildigince ¢ok
miktarda siviy1 temizleyin.

9.2.10 ikinci Yikama

Ornegi, ytkama ve girdaplamak igin, manyetikten ¢ikartin:
o 800 pl Epi proColon Yikama B Tamponu ekleyin.
5-10 saniye siiresince girdaplayarak, yeniden siispanse edin.
Mikrotiipiin doniigiind, kisa siireligine yavaslatin.
Mikrotiipii, 2-6 dakika siiresince, DynaMag™-2 manyetik raf lizerine yerlestirin.
15 cm boyunda yeni bir tek kullanimhik aktarma pipeti kullanarak, mikrotiip halen manyetik raf
icerisindeyken, manyetik boncuklar1 almamaya dikkat etmek suretiyle olabildigince ¢ok miktarda siviy1
temizleyin.

9.2.11 Ugiincii Yikama

Ornegi, yikama ve girdaplamak icin, manyetik raftan ¢ikartin:
o 400 pl Epi proColon Yikama B Tamponu ekleyin.

5-10 saniye siiresince girdaplayarak, yeniden siispanse edin.

Mikrotiipiin doniistini, kisa siireligine yavaslatin.



Mikrotiipii, 2-6 dakika siiresince, DynaMag™-2 manyetik raf lizerine yerlestirin.

15 cm boyunda yeni bir tek kullanimlik aktarma pipeti kullanarak, mikrotiip halen manyetik raf
icerisindeyken, manyetik boncuklar1 almamaya dikkat etmek suretiyle olabildigince ¢ok miktarda siviy1
temizleyin.

Mikrotiipiin doniistini, kisa siireligine yavaslatin.

Mikrotiipii, 2-6 dakika siiresince, DynaMag™-2 manyetik raf {izerine yerlestirin.

10 - 100 pl boyunda referans pipeti kullanarak, mikrotiip halen manyetik raf i¢erisindeyken, manyetik
boncuklar1 almamaya dikkat etmek suretiyle kalan siviy1 temizleyin.

9.2.12 Kurutma
Not: Asir1 kurutma, bisDNA geri kazanimini azaltabilecegi i¢in, kurutma zamanini veya 1sisini yiikseltmeyin.

Mikrotiipiin kapagini agin.
Mikrotiipii, 1siticili karistirict igerisine yerlestirin.
Pelleti, 23°C'de 10 +1 dakika boyunca karistirmadan kurutun.

9.2.13 Eliisyon

Mikrotiipii, manyetik olmayan bir raf icerisine yerlestirin.
o 60 ul Epi proColon Eliisyon Tamponu ekleyin.
Mikrotiipiin kapagini kapatin.
5-10 saniye siiresince girdaplayarak, manyetik boncuklar1 yeniden siispanse edin.
Mikrotiipii, 1000 £ 100 rpm devir hizina ayarlanmus 1siticili karigtiricr igerisinde, 45 + 5 dakika boyunca
inkiibe edin.
Mikrotiipiin doniisiini, kisa siireligine yavaslatin.
Mikrotiipii, 2-6 dakika siiresince, DynaMag™-2 manyetik raf {izerine yerlestirin.
10 - 100 pl boyunda referans pipeti kullanarak, tim eluati (~ 60 pul DNA ¢ozeltisi), 96 hazneli
mikroplaka igerisine yerlestirin ve yapigkan film uygulayici kullanarak, plakay1 yapiskan filmle kapatin.
bisDNA saklama plakasini, Tablo 4 dahilinde tavsiye edilen plaka planina gore ayarlayin.

Tablo 4: Tavsiye edilen bisDNA Saklama Plakasi Plani

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A [pC  [s7
B [NC* [s8
c |[s1 S9
D |[s2 S10
E |[s3 S1
F [s4 S12
G |[s5 S13
H [S6 S14

#Epi proColon Pozitif Kontrol, $Epi proColon Negatif Kontrol

9.2.14. Bisiilfit Doniistiiriilmiis DNA'nin Saklanmasi
Ekstrakte edilmis bisiilfit doniistiiriilmiis DNA'nin (bisDNA) hemen kullanilmamasi durumunda;

malzemeyi, 2 ila 8°C aras1 sicaklikta 24 saat veya -25 ila -15°C arasi sicaklikta 72 saat boyunca saklayin.

9.3. PCR Ayari
Not: Her bir bisDNA (hasta numunesi, Epi proColon Pozitif Kontrol veya Epi proColon Negatif Kontrol), ii¢
tekrar halinde test edilmelidir.




Not: Kullanmadan &nce kapakta kalan damlalar1 temizlemek igin, tezgah iistii santrifiij kullanarak, 10-

20 saniye boyunca, 1.000 £ 150 rcf devir hizinda Epi proColon Polimerazi ¢alistirin.

9.3.1 PCR Ana Karisimu Hazirlama

* Hastalarin sayisina ve kontrol 6rnegi belirlemelerine bagli olarak, 1 veya 2 Epi proColon PCR Karisim
tiiplerini eritin (bkz. Tablo 5).

* Epi proColon PCR Karisim Tiipiinii/Tiiplerini, 5 ila 10 saniye boyunca girdaplayin, tiip/tiiplerin
doniistin kisa siireligine yavaslatin.

*  Uygun miktarlardaki Epi proColon PCR Karisim ve Epi proColon Polymerazi, Tablo 5 dahilinde
belirtilen sekilde, 2,0 ml mikrotiipler icerisine aktarin.

*  5-10 saniye siiresince girdaplayarak, PCR Ana Karigimini karistirin.

»  Kapakta kalan damlalar1 temizlemek ig¢in, tiiplerin donisiinii kisa siireligine yavaslatin.

Not: PCR Ana Karisimi hemen kullanin. Saklamayin. Kullandiktan sonra, kullanilmamis Epi proColon PCR

Karisim ve Epi proColon Polimeraz'i, yeniden dondurun.

Not: Tek bir PCR igin, 16 ul Epi proColon PCR Karisim ve 0,8 ul Epi proColon Polymeraz gereklidir.

Belirtilen miktarlara, pipetleme boslugu dahildir. Ana Karisimi hazirlamak igin, ek bir reaksiyon hazirlamaya
gerek yoktur.

Tablo 5: Pipetleme bosluguyla PCR Ana Karigimi Hazirlama

Bilesen 8 Belirleme i¢in 16 Belirleme icin 24 Belirleme icin 32 Belirleme i¢in

Miktar (24 PCR)  Miktar (48 PCR) Miktar (72 PCR) Miktar (96 PCR)

Epi proColon PCR 384 ul 768 ul 1152 pl 1536 pul
Karigim

Epi proColon 19,2 ul 38,4 ul 57,6 ul 76,8 ul
Polimeraz

Tablo 6: Tavsiye Edilen PCR Plaka Plani

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A PC" [pC" [PC" |[s7 S7 S7
B NC* |[NC* |[NC* |[s8 S8 S8
cC s1 s1 S1 S9 S9 S9
D S2 S2 S2 S10 [s10  [s10
E S3 S3 S3 s11 [s11 [s11

F sS4 S4 S4 s12  [s12 |[s12

G S5 S5 S5 S13  [s13  [s13

H S6 S6 S6 S14 [s14  [s14

#Epi proColon Pozitif Kontrol, $Epi proColon Negatif Kontrol

Not: PCR'in, Applied Biosystems 7500 Fast veya 7500 Fast Dx PCR Cihazlartyla gergeklestirilecek

olmasi durumunda; 10. ve 13. boliimlerdeki talimatlara uyun.

PCR'in, Roche LightCycler 480 Cihaz I'le gergeklestirilecek olmasi durumunda; 11. ve 13.

boliimlerdeki talimatlara uyun.

PCR'in, Roche LightCycler 480 Cihaz II'yle ger¢eklestirilecek olmasi durumunda; 12. ve 13.

boliimlerdeki talimatlara uyun.




10. Applied Biosystems 7500 Fast ve 7500 Fast Dx PCR Cihazlariyla Analiz

10.1. Yazilim GereKlilikleri

Bu iiriin, 21 CFR Boéliim 11 Modiillii SDS v1.4 yazilimi kullanilarak onaylanmustir.

10.2. PCR Plaka Hazirlama (Applied Biosystems 7500 Fast / Fast Dx)

PCR plakasini ayarlayin. Tablo 6 dahilinde belirtilen plaka plani tavsiye edilmektedir.

15 pl PCR Ana Karigimini, MicroAmp® Fast Optik 96 Hazneli Reaksiyon Plakasinda bulunan secilmis
haznelere aktarin.

Gerekli goriilmesi halinde, 9.2.13. boliimde olusturulan bisDNA saklama plakasini, plaka santrifiijii
kullanarak 1000 + 100 rcf devir hizinda 1 dakika boyunca hafifce santrifiijleyin.

PCR plakasimin ilgili haznelerine, 15 pl bisDNA ¢ozeltisi ekleyin.

Plakay1, MicroAmp® Optik Yapistirict Film kullanarak kapatin.

Plaka doniisiinii, plaka santrifiijii kullanarak 1000 £ 100 rcf devir hizinda 1 dakika boyunca yavaslatin.

Not: Doldurulmus PCR plakasi, 2 ila 8 °C arasinda 4 saate kadar buzdolabinda saklanabilir.

10.3. Plaka Yiikleme (Applied Biosystems 7500 Fast / Fast Dx)

Not: PCR Ana Karisim igerisinde ROX veya diger referans boyalart bulunmamaktadir. Bu nedenle,

pasif referans ayari, "yok" olarak ayarlanmalidir.

Not: Tanimlanmis ¢evrim ve analiz ayarlariyla bulunan sablon dosyanin (*..sdt) kaydedilmesi tavsiye edilir.

Yazilimi ¢alistirin.
Belirlenmis deney sablon dosyasini yiikleyin veya yeni plaka belgesi olusturun.
"Create New Document"e basin.
Asagidaki plaka belgesini tanimlayimn:
o Deney: Standart Egri (Mutlak Miktar)
o Kap: 96 Hazneli Plaka
o Sablon: Bos Belge (veya ilgili Epi proColon 2.0 CE Sablon dosyasini se¢in)
o Calistirma Modu: Standart 7500.
"Next" butonuna basin.
"New Detector..." ibaresini se¢in.
Asagida belirtilen 6zellikleri kullanarak, yeni bir detektor olusturun:
o Ad: Septin9
o Tamm: Epi proColon 2.0 CE
o Haberci boya: FAM
o  Sondiiriicii boya: (yok)
o Renk: Kirmiz.
"Create Another" butonuna basin ve asagidaki 6zellikleri tanimlayin:
o Adu: ACTB
o Tamm: Epi proColon 2.0 CE
o Haberci boya: JOE
o Sondiiriicii boya: (yok)
o Renk: Yesil.
"ok" butonuna basin.
Her iki detektorii de secin ve plaka belgesine detektor eklemek igin "Add >>" butonuna basin.
"Passive Reference" olarak agilan meniide, "(none)" secenegini segin.



*  "Done" butonuna basin.
e "Setup" ve "Plate" sekmesine gidin.
e Plakanin 96 haznesinin tamamini segin.
*  Meniiye gidin ve "View" sekmesinden, "Well Inspector" agin.
e "Septin9" ve "ACTB" detektorlerini segin.
*  Pasif Referans ayarinin "(none)" oldugundan emin olun (bkz. Sekil 1).
*  "Close" butonuna basin.
e "Instrument" sekmesinden, Tablo 7 dahilinde belirtilen sekilde ¢evrim kosullarint ayarlayin.
*  Asagidaki ayarlari degistirin:
o Numune Hacmi: 30 pl,
o Calisma Modu: Standart 7500,
o Veri Toplama Asama 2, Adim 2.
e 3 asamadan olusan "Thermal Profile" olusturun.
+  Uc adimdan olusan "Asama 2" ve bir adimdan olusan "Asama 1" ve "Asama 3" olusturun.
* Tablo 7'ye gore, tekrarlamalari, hedef sicaklig1 ve bekleme siiresini girin.
*  Tablo 7'ye gore "Ramp Rate" degistirin.
*  "Asama 2, Adim 2 (55.5 @ 0:35)" i¢in "Veri Toplama"y1 ayarlaym.
*  Tablo 7'ye gore, Isiticili Cevrim Protokol ayarlarint onaylayin (bk. Sekil 2).
*  Calistirma plaka belgesini, uygun bir dosya adiyla kaydedin. Tekneyi agin.
*  PCR plakayi, ¢erceveye yerlestirin (Al konumu, ist sol késeye gelmelidir), plakanin gergeveye tam
oturdugundan emin olun. Tekneyi kapatin.

e "Start" butonuna basarak, ¢alistirin.

Tablo 7: Applied Biosystems 7500 Fast / Fast Dx i¢in Isiticili Cevrim Programi

Program Parametresi Denatiirasyon Cevrim Bekleme
Asama "Asama 1" "Asama 2" "Asama 3"
Tekrarlamalar 1 45 1
Adim 1 1 2 3 1
Hedef [°C] 94 62 55,5 93 40
Bekleme [mm:ss] 20:00 00:05 00:35 00:30 00:05
Otomatik Artma 0 0 0

Egim Oran1 (%): 40 80 80 40 80

Veri toplama Faz 2, Asama 2 (55.5 @ 0:35)
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10.4. Analiz Ayarlar1 (Applied Biosystems 7500 Fast / Fast Dx)

Not: PCR denemelerini, yalnizca yazilim siirtim SDS v1.4 veya yazilim siiriim SDS v1.4.1 ile analiz edin.

* Not: Tamamlanmamis denemeler veya hata mesaj1 alinan denemeler, analiz edilmelidir. Deneme
belgesinde, mutlaka 45 ¢evrim i¢in floresan verisi olmalidir. PCR ¢evrim programini tamamladiktan
sonra, "ok" butonuna basin.

»  "Results" sekmesini ve sonra "Amplification Plot" sekmesini segin.

*  Septin 9 detektorii icin, "Analysis Setting" asagidaki gibi olacak sekilde segin:

o Veri: "Delta Rn vs Cycle"

o Detektor: "Septin9"

o Cizgi Rengi: "Detektér Rengi”

o Manuel Dongii Esigi, Esik: "50000" ("5.0e+004" seklinde goriiliir)
o Manuel taban ¢izgisi, Baglangi¢ (¢evrim): 10"

o Manuel taban ¢izgisi, Bitis (¢cevrim): "22"

*  ACTB detektorii i¢in, "Analysis Setting" asagidaki gibi olacak sekilde segin:

o Veri: "Delta Rn vs Cycle"

o Detektor: "ACTB"

o Cizgi Rengi: "Detektdr Rengi”

o Manuel Dongii Esigi, Esik: "25000" ("2.5e+004" seklinde goriiliir)
o Kilavuz taban ¢izgisi, Baslangi¢ (¢evrim): "10"

o Kilavuz taban ¢izgisi, Bitis (¢gevrim): "22"
"Analyze" butonuna basin.
"Save" butonuna basin.

Septin 9 Dongii esigi degerleri ve ACTB Dongii esigi degerleri otomatik olarak hesaplanir.

e Analiz edilecek olan hazneleri segin.
*  Yikseltme egrileri, "Amplification Plot" sekmesinde gosterilir.
*  Dongii esigi degerleri, "Report" sekmesinde gosterilir.

Not: Her yiikseltme egrisi gozle goriilmelidir. Tutarsiz veriler nedeniyle esik degerini asan yiikseltme egrileri
(glirtiltii doruklart) veya diiz egri sekli, negatif olarak degerlendirilmelidir. Sekil 3'te 6rnekler sunulmustur.
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Sekil 3: Applied Biosystems 7500 Fast kullanilarak elde edilmis Septin 9 yiikseltme egrilerinin ekran

gorintiisii.

A: Gegerli pozitif egri 6rnekleri. B: Tutarsiz veri noktalari (1) veya diiz egri sekli (2) nedeniyle negatif

egri ornekleri.



10.5 Epi proColon Kontrolleriyle Calisma Gegerliligi (Applied Biosystems 7500 Fast / Fast Dx)

Kontrol basna HER UC (3) PCR tekrarlamasi icin Tablo 8 dahilinde gosterilen kriterlerin karsilanmasi
durumunda, Epi proColon Pozitif Kontrol ve Epi proColon Negatif Kontrol ile birlikte iglenen bir veya daha
fazla hastanin numune/numunelerinin ¢aligtiritlmasi gecerli sayilir.

Epi proColon Pozitif Kontrol veya Epi proColon Negatif Kontrol'den herhangi birinin veya her ikisinin birden
gegersiz sayilmasi durumunda; kontrollerle islenmis hasta numuneleri ig¢in veriler yorumlanamaz. Bu test
denemesi icerisine dahil olan tiim hasta numuneleri igin test tekrarlanmalidir.

Tablo 8: Applied Biosystems 7500 Fast ve 7500 Fast Dx ile analiz edilmis Epi proColon Kontrollerinin
Gegerlilik Sinirlamalari

Kontrol Sonucu Saptama Septin 9 Sonucu ACTB Sonucu
PCR1 Ct*<4l1,1 Ct*<29.,8
Gegerli Pozitif Kontrol PCR2 Ct*<41,1 Ct*<29,8
PCR3 Ct*<41,1 Ct* <29,8
PCR1 Ct* saglanamamigtir Ct* <372
Gegerli Negatif kontrol PCR2 ("Undetermined”) Ct* <372
PCR3 Ct* <372
*Dongii Esigi

10.6. Tek PCR i¢in Sonuclarin Yorumlanmasi (Applied Biosystems 7500 Fast / Fast Dx)

Tek PCR igin yorumlama, Tablo 9 uyarinca yapilir. Dahili kontrol denemesi ACTB'nin sonuglarinin; tek PCR
(ACTB dongii esigi, Tablo 9'da tanimlanmigtir) igerisinde yeterli bisDNA girdisi oldugunu gostermesi
durumunda, Septin 9 PCR sonuglari, tek PCR i¢in sonuglar1 tamimlar (bkz. 13. boliim). Tablo 9 dahilinde
belirtilen dongii esiginin yukarisindaki ACTB degeri, tek PCR sonucunun "Gegersiz PCR" oldugunu gdsterir.

Tablo 9: Tek PCR i¢in Sonug¢larin Yorumlanmasi (Applied Biosystems 7500 Fast / Fast Dx)

Tek PCR Sonuglari Septin 9 Sonucu ACTB Sonucu

Septin 9 Pozitif Ct* <45 Ct* <32,1

Septin 9 Negatif Ct* saglanamamustir Ct* <32,1
("Undetermined")

Gegersiz herhangi bir sonug Ct* > 32,1 Veya "Undetermined"

*Dongii Esigi



11. Roche LightCycler 480 Cihazi I ile Analiz

11.1. Plaka Hazirlama (LightCycler 480 Cihaz I)

PCR plakasini ayarlaym. Tablo 6 dahilinde belirtilen plaka plani tavsiye edilmektedir.

15 pl PCR Ana Karigimi, LightCycler 480 Cok Hazneli Plaka 96 Reaksiyon Plakasi icerisine aktarin.
9.2.13. boliimde olusturulan bisDNA saklama plakasini, plaka santrifiijii kullanarak 1000 + 100 rcf
devir hizinda 1 dakika boyunca hafif¢e santrifiijleyin.

PCR plakasinin ilgili haznelerine, 15 pl bisDNA ¢ozeltisi ekleyin.

LightCycler 480 Kapatma Folyosu ile PCR plakasini kapatin.

PCR plaka dontsiinii, plaka santrifiijii kullanarak 1000 = 100 rcf devir hizinda 1 dakika boyunca
yavaslatin.

Not: Doldurulmus PCR plakasi, 4 saate kadar 2 ila 8°C arasinda saklanabilir.

11.2. Plaka Yiikleme (LightCycler 480 Cihaz I)

Not: Tanimlanmis ¢evrim ve analiz ayarlariyla bulunan sablon dosyanin (*.ixo) kaydedilmesi tavsiye edilir.

Yazilim stiriimii 1.5.x'i ¢alistirin.

"New Experiment" butonuna basarak, yeni bir deney olusturun:

Belirtilen deney sablon dosyasini yiikleyin veya asagidaki Tablo 10 dahilinde belirlenen PCR program
parametre detaylarina gore, agagidaki deneyi tanimlayin.

Tekneyi agin.

PCR plakayi, gergeveye yerlestirin (Al konumu, iist sol kdseye gelmelidir), plakanin ¢ergceveye tam
oturdugundan emin olun. Tekneyi kapatin.

Baslamak i¢in, "Start Run"a basin.

Tablo 10: LightCycler 480 Cihaz I i¢in Standart PCR Programi1

Program Parametresi Denatiirasyon Cevrim Sogutma
Analiz Modu Yok Miktar modu Yok
Devirler 1 50 1
Segment 1 1 2 3 1
Hedef [°C] 94 62 56 93 40
Bekleme [mm:ss] 00:20:00 00:00:05 00:00:35 00:00:30 00:00:30
Egim Orani [°C/s]* 1.0 13 1.3 13 13
Edinim Modu Yok Yok Tek Yok Yok

* LightCycler 480 Cihaz I: belirleme formati olarak "Dual Color Hydrolysis Probe/UPL Probe" se¢in; filtre
kombinasyonu 483 - 533 nm ve 523 - 568 nm segin ve "Reaction Volume", "30" olarak ayarlayin.

11.3. Analiz Ayarlari (LightCycler 480 Cihaz I)

Not: LightCycler 480 Cihaz I kullanicilari, Renk Dengelemeyi "ON" olarak ayarlamali ve "Filter Comb 483 -
533" ve "Filter Comb 523 - 568" filtre kombinasyonlari i¢in ilgili "Epi proColon Color Compensation" dosyasini
yiiklemeliler.

Not: LightCycler 480 Cihaz I'in kullanim kilavuzunda belirtilen ilgili numune alt kiimesini olusturarak, yalmzca
kullanilmis hazneler iizerine veri analizi ger¢eklestirin.

"Analysis Overview" penceresini agarak, LightCycler 480 Temel Yazilim Modiil ¢ubugu iizerindeki
"Analysis" butonunu segin.

Tiim numuneler i¢in "Abs Quant/Fit Points" se¢in.

"Epi proColon Color Compensation" etkinlestirin.



«  "Filter Comb 483 - 533" etkinlestirin.

*  "First Cycle" olarak "1" ve "Last Cycle" olarak "50" se¢in.

+ "Cycle Range" penceresinde, "Min Offset" olarak "4" ve "Max Offset" olarak "21" segerek, arkaplani
(mavi arkaplan butonuna basin), "5-22" olarak ayarlayin.

*  Giriilti bandini, "Noise Band (Fluoresc)" olarak ayarlayin ve "Noise Band" penceresinden, manuel
olarak giiriiltii bandini "1,6" olarak ayarlayin.

*  "Analysis" penceresinde "Threshold (Manual)" segtikten sonra, esigi "1,6" olarak ayarlayn.

*  "Analysis" penceresinde, Uyum Noktarlarini "2" olarak ayarlayin.

e "Calculate" butonuna basin.

Her bir numune i¢in Septin 9 Kesisme Noktalar: ("CP") otomatik olarak hesaplanir ve Numune Tablosunda
gosterilir.

*  Numune Tablosunda, farenin sag tusuna basarak, CP degerlerini disariya aktarm. "Export" butonunu
secin. Dosyayi, 6zgilin ve anlamli bir isimle kaydedin.

*  "Filter Comb 523 - 568" etkinlestirin.

»  "First Cycle" olarak "1" ve "Last Cycle" olarak "50" segin.

*  "Cycle Range" penceresinde, "Min Offset" olarak "4" ve "Max Offset" olarak "21" secerek, arkaplani
(mavi arkaplan butonuna basin), "5-22" olarak ayarlayin.

*  Girilti bandini, "Noise Band (Fluoresc)" olarak ayarlaymn ve "Noise Band" penceresinden, manuel
olarak giiriiltii bandini "0,8" olarak ayarlayin.

*  "Analysis" penceresinde "Threshold (Manual)" segtikten sonra, esigi "0,8" olarak ayarlayin.

*  "Analysis" penceresinde, Uyum Noktarlarini "2" olarak ayarlayin.

e "Calculate" butonuna basin.

Her bir numune i¢cin ACTB CP degerleri otomatik olarak hesaplanir ve Numune Tablosunda gosterilir.

¢ Numune Tablosunda, farenin sag tusuna basarak, CP degerlerini digartya aktarm. "Export" butonunu
secin. Dosyay1, 6zgiin ve anlaml bir isimle kaydedin.

Not: "Gtrilti Bandi" ve "Esik" sec¢imini, arkaplanin ¢ok az iizerinde olacak ve {istel artisin baslangicinda
yiikseltme egrilerini gececek sekilde ayarlayin. Anlamli iistel artis gozlemlenmeyen yiikseltme egrileri negatif
olarak degerlendirilmelidir.

11.4. Epi proColon Kontrolleriyle Calisma Gegerliligi (LightCycler 480 Cihaz I)

Kontrol basina HER UC (3) PCR tekrarlamasi i¢in Tablo 11 dahilinde gosterilen kriterlerin karsilanmasi
durumunda, Epi proColon Pozitif Kontrol ve Epi proColon Negatif Kontrol ile birlikte islenen hasta
numunelerinin ¢alistirilmasi gegerli sayilir.
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Sekil 4: LightCycler 480 kullanilarak elde edilmis Septin 9 yiikseltme egrilerinin ekran gériintiisii. A: Anlamli
tistel artis gozlemlenmeyen yiikseltme egrisi negatif olarak degerlendirilmelidir. B: Esik, arkaplanin biraz
tizerinde olacak sekilde ayarlanmalidir. C: "Esik"”, iistel artisin baslangicinda yiikseltme egrilerini gececek
sekilde ayarlanmalidir.

Epi proColon Pozitif Kontrol veya Epi proColon Negatif Kontrol'den herhangi birinin (veya her ikisinin birden)
gegersiz sayilmasi durumunda; kontrollerle islenmis hasta numuneleri ig¢in veriler yorumlanamaz. Bu test
¢aligmasi igerisine dahil olan tiim hasta numuneleri i¢in test tekrarlanmalidir.

Tablo 11: Epi proColon Kontrolleriyle Calisma Gegerlilik Sinirlar1 (LightCycler 480 Cihaz I).

Kontrol Sonucu Saptama Septin 9 Sonucu ACTB Sonucu
PCR1 CP*<40,6 CP*<29,5

Gegerli Pozitif Kontrol PCR2 CP*<40,6 CP*<29,5
PCR3 CP*<40,6 CP*<29,5
PCR1 CP* saglanamamistir CP*< 36,5

Gegerli Negatif kontrol PCR2 CP* <36,5
PCR3 CP* <36,5

*Kesigsme Noktast
11.5. Tek PCR icin Sonuclarin Yorumlanmasi (LightCycler 480 Cihaz I)

Dahili kontrol denemesi ACTB'nin sonuglarimnin; tek PCR (ACTB dongii esigi, Tablo 9'da tanimlanmistir)
icerisinde yeterli DNA girdisi oldugunu géstermesi durumunda, Septin 12 PCR sonuglari, tek PCR i¢in sonuglari
tanimlar (bkz. 13. bdliim). Tablo 12 dahilinde belirtilen kesisme noktasinin yukarisindaki ACTB degeri, tek PCR
sonucunun "Gegersiz" oldugunu gosterir.

Tablo 12: Tek PCR i¢in Sonuclarin Yorumlanmasi (LightCycler 480 Cihaz I)

Tek PCR Sonuclari Septin 9 Sonucu ACTB Sonucu
Septin 9 Pozitif CP* <50 CP*<33,1
Septin 9 Negatif CP* saglanamamustir CP*<33,1
Gegersiz herhangi bir sonug CP*<33,1

*Kesigme Noktast



12. Roche LightCycler 480 Cihazi II ile Analiz

12.1. Plaka Hazirlama (LightCycler 480 Cihaz II)
*  PCR plakasini ayarlayin. Tablo 6 dahilinde belirtilen plaka plani tavsiye edilmektedir.

* 15 pl PCR Ana Karisimi, LightCycler 480 Cok Hazneli Plaka 96 Reaksiyon Plakasi igerisine aktarin.

e 9.2.13. boliimde olusturulan bisDNA saklama plakasini , plaka santrifiijii kullanarak 1000 £+ 100 rcf
devir hizinda 1 dakika boyunca hafif¢e santrifiijleyin.

*  PCR plakasmin ilgili haznelerine, 15 pl bisDNA ¢ozeltisi ekleyin.

* LightCycler 480 Kapatma Folyosu ile PCR plakasini kapatin.

* PCR plaka doniisiinii, plaka santrifiijii kullanarak 1000 + 100 rcf devir hizinda 1 dakika boyunca
yavaslatin.

Not: Doldurulmus PCR plakasi, 2 ila 8 °C arasinda 4 saate kadar buzdolabinda saklanabilir.

12.2. Plaka Yiikleme (LightCycler 480 Cihaz II)
Not: Tanimlanmis ¢evrim ve analiz ayarlariyla bulunan sablon dosyanin (*.ix0) kaydedilmesi tavsiye edilir.

e Yazilim sliriimii 1.5.x" ¢alistirin.

*  "New Experiment" butonuna basarak, yeni bir deney olusturun:

» Belirtilen deney sablon dosyasini yiikleyin veya asagidaki Tablo 13 dahilinde belirlenen PCR program
parametre detaylarina gore, agagidaki deneyi tanimlayin.

*  Tekneyi a¢in.

*  PCR plakayi, g¢erceveye yerlestirin (Al konumu, iist sol kdseye gelmelidir), plakanin ¢ergeveye tam
oturdugundan emin olun. Tekneyi kapatin.

e Baglamak i¢in, "Start Run"a basin.

Tablo 13: LightCycler 480 Cihaz II i¢in Standart PCR Programi

Program Parametresi Denatiirasyon Cevrim Sogutma
Analiz Modu Yok Miktar modu Yok
Devirler 1 50 1
Segment 1 1 2 3 1
Hedef [°C] 94 62 56 93 40
Bekleme [mm:ss] 00:20:00 00:00:05 00:00:35 00:00:30 00:00:30
Egim Orani [°C/s]* 1.0 13 1.3 1.3 13
Edinim Modu Yok Yok Tek Yok Yok

* LightCycler 480 Cihaz II: belirleme formati olarak "Dual Color Hydrolysis Probe/UPL Probe" segin; filtre
kombinasyonu 465 - 510 nm ve 533 - 580 nm segin ve "Reaction Volume", "30" olarak ayarlayn.

12.3. Analiz Ayarlar1 (LightCycler 480 Cihaz II)

Not: LightCycler 480 Cihaz II'nin kullanim kilavuzunda belirtilen ilgili numune alt kiimesini olusturarak,
yalnizca kullanilmis hazneler {izerine veri analizi gerceklestirin.

*  "Analysis Overview" penceresini agarak, LightCycler 480 Temel Yazilim Modiil gubugu tizerindeki
"Analysis" butonunu segin.

e Tim numuneler i¢in "Abs Quant/Fit Points" segin.

»  "Filter Comb 465 - 510" etkinlestirin.

e "First Cycle" olarak "1" ve "Last Cycle" olarak "50" se¢in.



"Cycle Range" penceresinde, "Min Offset" olarak "4" ve "Max Offset" olarak "21" segerek, arkaplani
(mavi arkaplan butonuna basin), "5-22" olarak ayarlayin.

Girilti bandini, "Noise Band (Fluoresc)" olarak ayarlayin ve "Noise Band" penceresinden, manuel
olarak giiriiltii bandini "2,0" olarak ayarlayin.

"Analysis" penceresinde "Threshold (Manual)" sectikten sonra, esigi "2,0" olarak ayarlayin.

"Analysis" penceresinde, Uyum Noktarlarini "2" olarak ayarlayn.

"Calculate" butonuna basin.

Her bir numune i¢in Septin 9 Kesisme Noktalar1 ("CP") otomatik olarak hesaplanir ve Numune Tablosunda
gosterilir.

Numune Tablosunda, farenin sag tusuna basarak, CP degerlerini disariya aktarin. "Export" butonunu
secin. Dosyayi, 6zgilin ve anlamli bir isimle kaydedin.

"Filter Comb 533 - 580" etkinlestirin.

"First Cycle" olarak "1" ve "Last Cycle" olarak "50" segin.

"Cycle Range" penceresinde, "Min Offset" olarak "4" ve "Max Offset" olarak "21" secerek, arkaplani
(mavi arkaplan butonuna basin), "5-22" olarak ayarlayin.

Giriiltt bandini, "Noise Band (Fluoresc)" olarak ayarlayin ve "Noise Band" penceresinden, manuel
olarak giiriiltii bandini "2,0" olarak ayarlayin.

"Analysis" penceresinde "Threshold (Manual)" segtikten sonra, esigi "2,0" olarak ayarlayin.

"Analysis" penceresinde, Uyum Noktalarini "2" olarak ayarlayim.

"Calculate" butonuna basin.

Her bir numune i¢in ACTB CP degerleri otomatik olarak hesaplanir ve Numune Tablosunda gosterilir.

Numune Tablosunda, farenin sag tusuna basarak, CP degerlerini disariya aktarin. "Export" butonunu
secin. Dosyayi, 6zgilin ve anlamli bir isimle kaydedin.

Not: "Gtrilti Bandi" ve "Esik" sec¢imini, arkaplanin ¢ok az {izerinde olacak ve {iistel artisin baslangicinda
yiikseltme egrilerini gececek sekilde ayarlayin. Anlamli iistel artis gozlemlenmeyen yiikseltme egrileri negatif
olarak degerlendirilmelidir.
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Sekil 5: LightCycler 480 kullanilarak elde edilmis Septin 9 yiikseltme egrilerinin ekran goriintiisii. A: Anlamli
tistel artis gozlemlenmeyen yiikseltme egrisi negatif olarak degerlendirilmelidir. B: Esik, arkaplanmin biraz
tizerinde olacak sekilde ayarlanmaldwr. C: "Esik”, iistel artisin baslangicinda yiikseltme egrilerini gegecek
sekilde ayarlanmalidir.



12.4. Epi proColon Kontrolleriyle Calisma Gecgerliligi (LightCycler 480 Cihaz II)

Kontrol basina HER UC (3) PCR tekrarlamasi i¢in Tablo 14 dahilinde gosterilen kriterlerin karsilanmasi
durumunda, Epi proColon Pozitif Kontrol ve Epi proColon Negatif Kontrol ile birlikte islenen hasta
numunelerinin ¢alistirilmasi gegerli sayilir.

Epi proColon Pozitif Kontrol veya Epi proColon Negatif Kontrol'den herhangi birinin (veya her ikisinin birden)
gegersiz sayilmasi durumunda; kontrollerle islenmis hasta numuneleri i¢in veriler yorumlanamaz. Bu test
calismasi igerisine dahil olan tiim hasta numuneleri i¢in test tekrarlanmalidir.

Tablo 14: Epi proColon Kontrolleriyle Calisma Gegerlilik Sinirlar (LightCycler 480 Cihaz I).

Kontrol Sonucu Saptama Septin 9 Sonucu ACTB Sonucu
PCR1 CP*<40,5 CP*<30,3

Gegerli Pozitif Kontrol PCR2 CP*<40,5 CP*<30,3
PCR3 CP*<40,5 CP*<30,3
PCR1 CP* saglanamamistir CP*< 37,1

Gegerli Negatif kontrol PCR2 CP*<37,1
PCR3 CP*<37,1

*Kesigme Noktast
12.5. Tek PCR i¢in Sonuglarin Yorumlanmasi (LightCycler 480 Cihaz II)

Dahili kontrol denemesi ACTB'in sonuglarinin; tek PCR (ACTB dongii esigi, Tablo 9'da tanimlanmistir)
icerisinde yeterli DNA girdisi oldugunu gostermesi durumunda, Septin 15 PCR sonuglari, tek PCR i¢in sonuglari
tanimlar (bkz. 13. boliim). Tablo 15 dahilinde belirtilen kesisme noktasinin yukarisindaki ACTB degeri, tek PCR
sonucunun "Gegersiz PCR" oldugunu gosterir.

Tablo 15: Tek PCR i¢in Sonuglarin Yorumlanmasi (LightCycler 480 Cihaz IT)

Tek PCR Sonuclar: Septin 9 Sonucu ACTB Sonucu
Septin 9 Pozitif CP* <50 CP* <337
Septin 9 Negatif CP* saglanamamustir CP*<33,7
Gegersiz herhangi bir sonug CP*<33,7

*Kesigme Noktast



13. Hasta Ornegi icin Sonuclarin Yorumlanmasi

Bir hasta numunesi igin test sonuglari, Tablo 16 uyarinca yorumlamir. Ug PCR tekrarlarindan ikisinin, Septin 9
Pozitif olmasi durumunda, hasta numunesi icin test sonuglar1 "POZITIF" kabul edilir. U¢ PCR tekrarlarindan
ikisinin, Septin 9 Negatif olmas1 durumunda, hasta numunesi igin test sonuglar1 "NEGATIF" kabul edilir. Diger
tiim durumlarda, test sonucu "GECERSIZ" kabul edilir.

Tablo 16: Epi proColon 2.0 CE Test Sonuglarmin Yorumlanmasi

Test Sonucu Pozitif Kontrol, Negatif Kontrol. Tek PCR Sonuglar:
POZITIF Gegerli En az iki Pozitif Septin 9
NEGATIF Gegerli En az iki Negatif Septin 9
GECERSIZ Gegerli Diger tiim durumlar
GECERSIZ Gegersiz yok

4. Kalite Kontrol
14.1. Harici Kontroller

Epi proColon 2.0 CE, Epi proColon Pozitif ve Negatif Kontrolleri (M5-02-003) kapsar. Bu kontroller, test
sonuglarinin gegerliligini saglamak i¢in, is akiginin basarili gergeklestirildiginin takibi i¢in, her bir galistirma
esnasinda kullanilmalidir. Epi proColon Pozitif ve Negatif Kontrol degerleri, gegerlilik sinirlari igerisinde
olmalidir (bkz. Tablo 8 veya Tablo 11 veya Tablo 14). Bir kontroliin, belirlenmis aralik diginda olmasi
durumunda; ilgili test sonuglar1 gegersizdir ve raporlanmamali, test tekrarlanmalidir.

Laboratuar kalite kontrol prosediirlerinin, test sonuglarin1 dogrulamak i¢in daha sik kontrol kullanimina ihtiyag
olmasi durumunda, bu prosediirleri uygulayin.

14.2. Dahili Kontroller

Dahili kontrol, bisiilfit doniistiiriilmiis ACTB (3-aktin) DNA'nin saptanmasint saglar. Bu giiglendirilmis dahili
kontrol, numune kalitesini, numune hazirlamay1 ve numune igerisindeki yeterli DNA konsantrasyonunu kontrol
eder.

Septin 9 PCR sonuglari, ACTB PCR'in Ct veya CP degeriyle baglantilidir (bkz. Tablo 9 veya Tablo 12 veya
Tablo 15). Yiiksek degerlerin, ¢ok diisiik bisDNA igerigi veya PCR inhibisyonuyla baglantili olmasi1 nedeniyle;
ACTB PCR'n belirlenmis aralik digindaki Ct veya Cp degerleri, tek PCR sonucunu gegersiz kilar.



15. Prosediiriin Kisitlamalari

*  Yalnizca in vitro tamisal kullanim amaglidir.

e Bu diriin, Epi proColon Plazma Hizli Kiti (M5-02-001), Epi proColon Hassas Polimeraz Zincir
Reaksiyon Kiti (M5-02-002) ve Epi proColon Kontrol Kiti (M5-02-003) kombinasyonu igin
onaylanmustir. Pargalar, diger DNA ekstraksiyon yontemi veya PCR kiti ile degistirilmemelidir.

*  Bu iiriin, BD Vacutainer® K,EDTA, S-Monovette® 9 ml Potasyum-EDTA ve S-Monovette® 8,5 ml
CPDA tiipleriyle alinan kandan elde edilen plazmayla kullanim i¢in tasarlanmistir. Diger numune tiirleri
veya diger kan alma tiipleriyle kullanim i¢in uygun degildir.

*  Kanin, 25 °C'den yiiksek sicakliklarda S-Monovette® 8,5 ml CPDA tiipleri igerisinde saklanmasi;
yanlis pozitif test sonuglarina neden olabilir.

*  Buliriin, PCR deneyleri i¢in deneyimli ve egitimli personelin kullanimi i¢indir.

*  Kolorektal kanserin saptanmasi, numune igerisinde dolagan tiimér DNA miktarina baghdir ve numune
alma yontemlerine, numune saklanmasina, hasta faktorlerine (yas, diger hastaliklar) ve timor
evresinden etkilenebilir.

*  Sonuglar, kolorektal kanserin varligi veya yoklugu i¢in dogrulayict kanit sunmamaktadir. Pozitif Epi
proColon 2.0 CE test sonucu, kolonoskopi veya sigmoidoskopi vasitasiyla dogrulanmalidir.

» Klinik olarak kronik gastrit, 6zofajit, seronegatif romatoid artrit, akciger kanseri, meme kanseri ve
prostat kanseri tashisi konulan hastalarda, pozitif test sonuglart gézlemlenmistir.

*  Hamile kadinlarda pozitif sonuglar gdzlemlenmistir.

*  Epi proColon 2.0 CE test sonucu, diger klinik parametrelerle birlikte degerlendirilmelidir.

16. Performans Ozellikleri
16.1. Analitik Hassasiyet

Analitik hassasiyet, 168 Septin 9 saptamasiyla sonug¢lanan, 0, 6, 12, 18, 25, 35 ve 50 pg/ml konsantrasyonlarinda
HeLa DNA (Septin 9 pozitif) numunelerle 2 x 7 teknik Tespit Smurt (LoD) olan 4 bagimsiz calistirma
gerceklestiren 3 uygulayicr tarafindan degerlendirilmistir. SDS v1.4 ile Applied Biosystems 7500 Fast Dx
iizerinde yapilan tiim saptamalar gegerli sayilmistir. HeLa DNA bulunan 144 LoD numunesinin 133" pozitif ve
HeLa DNA bulunmayan 24 numunenin 244 negatiftir. Tahmini LoDgs, Epi proColon 2.0 CE i¢in 14 pg/ml (CI
%095; 9 pg/ml - 19 pg/ml) olan bir lojistik regresyon modeli tarafindan belirlenmistir.

Benzer bir arastirma ayari, LightCycler 480 Cihaz I kullanilarak analitik hassasiyetin belirlenmesinde
kullanilmistir. Tahmini LoDgs degeri, esdeger olarak bulunmustur.

16.2. Yeniden iiretilebilirlik

Bu prosediiriin yeniden iretilebilirligi, insan EDTA plazmasindan elde edilen dokuz havuzdaki plazma
pargalarinin islenmesiyle test edilmistir. Plazma havuzlarmin altisi, kolorektal karsinoma teshisi bulunan
hastalardan elde edilmis plazmadir. Ug havuz, mevcutta herhangi bir hastaligi olmayan hastalardan elde edilen
plazmalardan olugmaktadir. Tiim havuzlar, {i¢ uygulayici tarafindan, Epi proColon Plazma Hizli Kiti (M5-02-
001) ve Epi proColon Hassas Polimeraz Zincir Reaksiyon Kiti (M5-02-002) kullanilarak 6 tekrarda islenmistir.
54 Septin 9 saptamasinin 54'iinden beklenen sonug (kanser havuzu, Septin 9 pozitif, kanser olmayan havuz,
Septin 9 negatif), uygun olarak elde edilmistir.

16.3. Klinik Duyarhhk ve Ozgiilliik

Epi proColon 2.0 CEmin klinik performansi, hastalik belirtisi bulunmayan, ortalama riski grubundan gelecege
yonelik olarak toplanmig 149 klinik numuneden ve tiim evrelerde kolorektal karsinoma oldugu histolojik olarak
kanitlanmig vaka kontrollii deneyden 197 klinik numuneden ve hastalik belirtisi olmayan, negatif oldugu
kolonoskopiyle dogrulanmis numunelerle belirlenmistir.



Bisiilfit donistiirilmiis DNA, Vacutainer® K,EDTA Tiipleriyle (Becton Dickinson) kan alimindan sonraki dort
saat i¢erisinde islenmis kandan elde edilen plazmadan hazirlanmistir. Gegerli Septin 9 dlctimleri, 346
numunenin, 346'sindan elde edilmistir (%100).

Gelecege yonelik toplanmis kohort ¢calismada, 149 numuneden 1'inden pozitif test sonuclar: elde edilmistir. Bu
grup dahilindeki tahmini yanlis pozitif orani, %1'dir (CI %95: %0 - %4). Bu sayilar, %99 klinik 6zgiilliik olarak
degerlendirilmektedir (Cl %95: %96-%2100).

Hastalik belirtisi olmayan vaka kontrol kohort ¢alismasindan 99 denekten (kontrol grubu) elde edilen 96
numunenin, Septin 9 negatif oldugunun gézlemlenmesi; tahmini klinik 6znelligin, %97 olmasina neden
olmaktadir (Cl %95; %91 - % 99), Tablo 17'ye bakiniz.

Kolorektal karsinoma teshisi bulunan 98 denekten 79 numunenin Septin 9 pozitif oldugunun gézlemlenmesi;
tahmini klinik 6znelligin %81 oldugunu gostermektedir (CI %95: %72 - % 87). Erken lokalize kolorektal kanser
vakalarinda, Epi proColon 2.0 CE testi, 56 hastanin 43'tinde (18 evre I, 25 evre II) pozitiftir (%77).

Asagidaki tablo, elde edilen verileri dzetler.

Tablo 17. Epi proColon 2.0 CE'nin klinik performans verilerinin dzeti

Kontroller Kontroller (vaka Tiim kolorektal Lokalize
(tarama kontrollii) karsinomalar kolorektal
kohortlu) karsinomalar
Gegerli sonuglar 149 99 98 56
Septin 9 Pozitif 1 3 79 43
Septin 9 Negatif 148 96 19 13
Pozitiflik %1 %3 %81 %77

16.4. iki Gercek Zamanh PCR cihazimin Uyumu

Epi proColon 2.0 CE'nin Applied Biosystems 7500 Fast Dx System ve LightCycler 480 Cihaz I {izerindeki
uyumu, tiim evrelerde kolorektal karsinoma oldugu histolojik olarak kanitlanmig hastalardan alinan 48 plazma
ornegi ve kolonoskopiyle dogrulanmis, belirgin kolon hastaligi bulunmayan hastalardan alinmis 52 numunenin
yan yana Olglimleriyle gergeklestirilmistir. Her iki Olglim sisteminden, vakalarin %93'tinde (93/100), uygun
Septin 9 sonuglar1 elde edilmistir.

16.5. interferans

Yiiksek metillenmemis genomik DNA (100 ng/ml), Bilirubin (0,20 mg/ml), Hemoglobin (1 mg/ml),
Trigliseritler (12 mg/ml), Protein (insan serumundan elde edilmis Albumin) (120 mg/ml), Kirmizi Kan Hiicreleri
(%0,4 vIv), K;EDTA (20 mg/ml), Kolesterol (5 mg/ml), Urik asit (0,235 mg/ml) ve Glukoz (10 mg/ml) degerleri
ve deney kontrol grubu, test edilen reaktif olmayan ve reaktif olan numuneler arasinda interferans
saptanmamuigtir.



17. Sembollerin Anlamlari

Kullanim Talimatlarina bagvurun

Katalog Numarasi

In vitro Tan1 T1ibbi Cihazi

Parti kodu

Son kullanma tarihi

Uretici

Sicaklik Limiti

Yeniden Kullanmayn.

wl
{
&

UDI Barkodu

Yalnizca ABD ile sinirlidir:

Dikkat: Federal kanun, bu cihazin satisinin sadece yetkili doktorlar tarafindan veya yetkili
doktor siparisiyle yapilabilecegini belirtir.
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Aliciya notlar

Epi proColon (Epi proColon®), Epigenomics AG'in tescilli bir ticari markasidir. Burada belirtilen diger tim
ticari markalar, markalar ve isimler, sahibinin miilkiyetindedir. LightCycler® 480 System, F. Hoffman-La Roche
Ltd."nin tescilli ticari markasidir.

Applied Biosystems® ve MicroAmp®, Life Technologies Corporation'in tescilli ticari markalaridir;
DynaMag™, Life Technologies Corporation'in ticari markasidir.

FAMTM, JOE™ ve TAMRA™, Applera Corporation'm tescilli ticari markasidir.

BD Vacutainer®, Becton Dickinson Inc./Corporation'in tescilli bir ticari markasidir.

S-Monovette®, Sarstedt AG & Co.’nun tescilli bir ticari markasidir.

ThermoMixer®, Research®, Reference®, Multipette®, ep Dualfilter T.I.P.S.®, Combitips advanced®,
Eppendorf AG'nin tescilli ticari markasidir; Safe LockTM, Eppendorf AG'nin ticari markasidir. HandyStep®,
Brand GmbH + Co KG'nin tescilli bir ticari markasidir.

Bu {riliniin satin alinmasi, belirli Roche patentleri uyarinca, aliciya, yalnizca insanlarda in vitro tani hizmeti
sunmak i¢in kullanma hakkini verir. Satin alim sonucu, genel patent veya bu kullanim amaci1 disindaki herhangi
bir tiirde diger lisans verilmemektedir.
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