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Hedeflenen Amag

Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit, allojenik hematopoetik kok
hiicre transplantasyonu (allo-HSCT) gegirmis yetiskin I6semi hastalarindan
toplanan periferik venéz tam kan orneklerinden ekstrakte edilen genomik
DNA ile kullaniimak Gzere tasarlanmis manuel bir testtir.

Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit, 33 delesyon ekleme
polimorfizmini (DIP) ve amelogenin'i tek bir multipleks PCR reaksiyonunda
tespit eder. HSCT o&ncesinde, bu polimorfizmler hasta ve dondriin
genotiplerinin kalitatif taramasi ve hastaya 6zgu DIP alellerinin belirlenmesi
icin kullanilir. Bu bilgilendirici aleller, allo-HSCT sonrasinda yari kantitatif
kimerizm takibi gerceklestirmek i¢in analiz edilir.

Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit, molekiiler genetik teknikler,
multipleks PCR ve Thermo Fisher Scientific (Applied Biosystems bolumu)
Genetic Analyzers kullanimi konusunda egitimli profesyonel kullanicilar igin
tasarlanmistir.

Bilimsel Arka Plan

Allojeneik hematopoetik kok hicre nakli (allo-HSCT), I6semi gibi malign
olmayan ve malign hematolojik hastaliklari olan hastalari iyilestirmek igin bir
tedavi segenegidir. Kimerizm analizi, greft reddinin erken belirtilerini tespit
etmek icin allo-HSCT alicilarinda donér ve alici hematopoetik hicrelerin
karisimini belirlemek icin kullanilir. insan periferik vendz kani genotipleme
ve izleme igin kullanilir. CLSI Kilavuzlarina gére (MMO05-A2 2. Baski) kan
alim icin EDTA ve sitrat gibi antikoagulanlar &nerilmektedir.
Transplantasyonun basarisina bagh olarak farkli hematopoetik kimerizm
bigimleri (tam, karigik veya kayip) gelisebilir. Kimerizm analizi i¢in floresan in
situ hibridizasyon (FISH), kisitlama parga uzunlugu polimorfizmi (RFLP), kan
sayimi analizi ve PCR tabanli yoéntemler dahil olmak Gzere farkli yaklagimlar
kullaniimaktadir. Ekleme-silme polimorfizmlerinin (INDEL veya DIP'ler)
analizi, multipleks PCR yaklagimlariyla yari kantitatif kimerizm analizinin yani
sira gPCR veya dPCR platformlarinda alele 6zgl uygulama ile kantitatif
analize olanak tanir. Bu nedenle, bu tir DIP testleri hassas bir kimerizm
takibi igin 6n kosuldur. Greft reddinin erken belirtilerini tespit etmek igin
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dizenli araliklarla ve allo-HSCT'den kisa bir siire sonra kimerizm analizi
yapiimahdir.

Uriin Agiklamasi

Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit, kimerizm takibi igin gelistirilmis
bir multipleks polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) amplifikasyon kitidir. Verici-
alici ayrimi icin, gok yuksek heterozigotluk oranina ve 19 kromozom tzerinde
dengeli bir alel dagilimina (bkz. Tablo 1) sahip iki alelli ekleme-silme
polimorfizmleri (INDEL veya DIP'ler) tek bir PCR reaksiyonunda eszamanli
olarak ¢ogaltilir. Her bir lokus igin bir primer 6-FAM™, BTG veya BTY
floroforu ile etiketlenmistir. PCR Urlnleri daha sonra kapiler jel elektroforezi
ile analiz edilir.

Tablo 1 Lokusa 6zgi bilgiler Mentype® DIPscreen PCR Amplification
Kit, HLD = insan Lokusu DIP, -DIP = Silme, +DIP = ekleme

Kromozomal
pozisyon

DIP Lokusu DIP Lokusu

FAM Panel

AM X Xp22.1-22.3

AMY Yp11.2

HLD106 16913 -/AATGCGT

HLD70 6916.1 -/AGCA

HLD84 8qg24.12 -/CTTTC

HLD103 12923.1 -/IGCTTATAA

HLD104 13932.1 -/ACTC

HLD116 18p11.22 -/AGGTGTCGAACAACATGATAC
HLD112 17p12 -TTGTA

HLD307 Xp11.23 -/TCAACCAA

HLD310 2p22.3 -/IGTCTGGTT

HLD110 16922.1 -/TCCCTG

HLD133 3p22.1 -/CAACCTGGATT
HLD79 7931.2 -/AATCT

HLD105 14924.3 -/ATAGACAA

HLD140 3923 -/IGGTAGTATGGGCCT
HLD163 12924.31 -/AACTACGGCACGCCC
BTG Panel

HLD91 11q14.1 -/IGATA

HLD23 18p11.32 -/ICTTTAA

HLD88 9922.33 -/CCACAAAGA
HLD101 15926.1 -/IGTAG

HLD67 5933.3 -/ICTACTGAC

HLD301 17921.32 -/ICAGGGGCTC

HLD53 30221 -/[ATGT
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DIP Lokusu Kromozomal — np) o\qy;
pozisyon

HLD97 1313.1 -IAGAGAAAGCTGAAG

HLD152 16p13.2 ITGGTCAAAGGCA

HLD128 1931.3 IATTAAATA

HLD134 5q11.2 IATGATGGTTTCAGA

HLD305 20q11.22 )
JCAAGGTCCCACCACACTCGCGTGGGA

BTY Panel

HLD48 2q11.2 JGACTT

HLD114 17p13.2 TCCTATTCTACTACTGAAT

HLD304 9934.3 -IGAGCTGCTCAAGAGAGGAGG

HLD131 7436.2 TTGGGCTTATT

HLD38 1932.2 JTAGTT

HLD82 7q21.3 IACCTCCTACTCCTTGGTCTATTCCTG
GTCACATGTACT

Test, 200'den fazla HLA uyumlu akraba donér-alici giftinin kimerizm analizi
ile dogrulanmis ve karsilastirmali bir klinik degerlendirme calismasinda
uygunlugu teyit edilmigtir.

Kalitatif analiz i¢in tespit limiti 125 pg genomik DNA'dir.

Standart kosullar altinda karisik kimerizm tespiti i¢in giris araligi 1,0 - 2,0 ng
gDNA'dir. Standart kosullar altinda optimum gDNA girisi 2 ng'dir.

Bilgilendirici belirteclerin analizi igin girdi olarak 2 ng gDNA kullanilarak %1,4
LoDgs (Tespit Siniri) hassasiyet elde edilebilir. Yukarida belirtilen
hassasiyete ulasmak igin mimkin oldugunca c¢ok sayida bilgilendirici
belirte¢ kullaniimasi tavsiye edilir.

DISIFUO2v2tr 6



Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit

Saglanan malzemeler
Kit icerigi

Tablo 2 Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit igerik
Ambalaj boyutu basina

Reaktif Kapak rengi T 100
25 reaksiyon :
reaksiyon
Nuclease-Free Water Acik mavi ‘ 1,5mL 2x1,5mL
Reaction Mix A Mor ‘ 125 uL 500 pL

Mentype® DIPscreen

Primer Mix Kirmizi

125 pL 500 L

Multi Tag 2 DNA Polymerase  Beyaz 15 pL 60 pL

DNA Size Standard 550

Control DNA XY82 (2 ng/uL)  Beyaz . 10 pL 10 pL

(BTO) Turuncu 13 pL 50 uL
Mentype® DIPscreen :
Allelic Ladder Yesil 25 uL 25 uL

Bilesen parti numaralarina genel bir bakis, kutu kapaginin i¢ tarafinda
bulunan etikette bulunabilir.

NOT
Liatfen ambalaj boyutunun, gerekli kontrol sayisini veya
pipetleme igin gerekli fazlaligi hesaba katmadan test sayisini
tanimladigini unutmayin.
o ilgili verim icin asa@idaki boyutu kullanmanizi éneririz:

1 =  pCR calismasi basina <8 drnek: 25 reaksiyon ambalaj
boyutu

=  pCR calismasi basina =8 6rnek: 100 reaksiyon ambalaj
boyutu
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Bilesenlerin Tanimi

Nuclease-Free Water: PCR sinifi su, PCR kurulumunda ve sablon kontroli
(NTC) olarak kullanilir.

Reaction Mix A: DNTP'ler ve MgClz igeren PCR tamponu. PCR tamponu,
PCR igin enzim aktivitesini destekleyecek sekilde optimize edilmistir.

Mentype® DIPscreen Primer Mix: etiketli primer (etiket: 6-FAM™, BTG,
BTY) ve etiketsiz primerler iceren multipleks oligonikleotid primer karigimi.

Multi Taqg 2 DNA Polymerase sicak baslangic Tag DNA polimeraz,
2,5 U/uL.

Control DNA XY82 (2 ng/uL): tek kaynakli bir insan erkeginin EDTA-
kanindan izole edilen genomik DNA. DNA, Mentype® DIPscreen
Amplification Kit igin kalitatif, harici pozitif kontrol olarak kullanilacaktir.

NOT

Control DNA XY82, saflastirilmig, tehlikeli olmayan ve aktif
Py biyolojik iglevleri olmayan bireysel DNA molekillerinden
1 olustudu icin laboratuvar uzmanlari icin kritik degildir. Dogrudan
tehdit olusturabilecek higbir canli hicre veya patojenik
organizma igermez.

DNA Size Standard 550 (BTO): 60 - 550 bp arasinda tanimlanmis parga
uzunluklarina sahip florofor etiketli PCR pargalarinin karigimi, bilesen parga
uzunlugu analizinden énce her PCR Urtintine eklenir, PCR Urinlerinin parga
uzunlugunu tam olarak belirlemek icin bir boyut regresyonu icin kullanilir.

Mentype® DIPscreen Allelic Ladder tahlil tarafindan tespit edilen tim
alelleri temsil eden yapay PCR Urunlerinin karigimi, tam alel tanimlamasi igin
bir genotipleme referansi olarak kullanilir.

Reaktif saklama ve isleme

Kit kuru buz Uzerinde gonderilir. Reaktifin donmasini énleyen bir tampon
icinde saklanan Multi Tag 2 DNA Polymerase harig, kitin bilesenleri donmus
olarak gelmelidir.
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Litfen teslim aldiktan sonra kitin eksiksiz olup olmadigini kontrol edin.
Varigta ¢6zlilmis olan kitleri kullanmayin. Bir veya daha fazla bilesen
donmamissa veya sevkiyat sirasinda tupler veya ambalaj zarar gérmusse,
performans garanti edilemez.

Tdm bilesenleri -25 °C ila -15°C arasinda, isiktan koruyarak saklayin.
Ozellikle Mentype®DIPscreen Primer Mix, DNA Size Standard 550 (BTO) ve
Mentype® DIPscreen Allelic Ladder i1siktan korunarak saklanmalidir.

Kontaminasyonu o6nlemek icin, amplifikasyon o6ncesi bilesenlerin (DNA
drnekleri, Control DNA XY82) ve amplifikasyon sonrasi bilesenlerin DNA
Size Standard 550 (BTO) ve Mentype® DIPscreen Allelic Ladder) PCR
reaktiflerindenNuclease-Free Water, Multi Tag 2 DNA Polymerase, Reaction
Mix A ve Mentype® DIPscreen Primer Mix) ayri olarak saklanmasini ve
kullaniimasini éneririz.

Kitin son kullanma tarihi, kit kutusu etiketindeki bilgilere gére veya agildiktan
12 ay sonra (hangisi 6nce gelirse) sona erecektir. Maksimum 20 donma-
¢ozilme déngusunu agmayin.

Gerekli olan ancak saglanmayan malzeme ve
cihazlar

Genel laboratuvar ekipmanlari

= 2 mL ve 200 yL reaksiyon tupleri i¢in rotorlu masatisti santrifij
= Mikrotitre plakalari igin rotorlu santrifiij 96 kuyulu reaksiyon plakalari igin
= Vorteks karigtirici

= Atilabilir aerosol gecirmez filtre uglarina sahip kalibre edilmig
ayarlanabilir pipetler

= Uygun 200 yL 96 kuyulu reaksiyon plakalari veya 200 pL reaksiyon
tupleri, ilgili kapatma malzemesi ile birlikte, PCR sinifi

= 2mL ve 200 yL reaksiyon tupleri i¢in uygun raflar
= 2 mL tapler igin uygun sodutma rafi
=  Tek kullanimhk pudrasiz eldivenler

=  NanoDrop™ One Spektrofotometre (Thermo Fisher Scientific) veya
Qubit Florometre (Thermo Fisher Scientific)
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NOT

PCR i¢in kullanilan tim malzemeler uygun kalitede olmahdir
Py (DNA icermeyen ve molekiler biyoloji igin). Latfen kullanilan tim
1 cihazlarin Ureticinin talimatlarina ve tavsiyelerine uygun olarak
kuruldugundan, kalibre edildiginden, kontrol edildiginden ve
bakiminin yapildigindan emin olun.

Reaktifler, kitler ve sarf malzemeleri

Tablo 3 Gerekli ancak saglanmayan reaktifler

Reaktif

Matrix Standard BT5 multi (25 pL)
Matrix Standard BT5 multi (2 x 25 pL)
ChimerisMonitor IVD

QIAamp® DSP DNA Blood Mini Kit (IVD)
NucleoSpin® DX Blood (IVD)

Hi-Di™ Formamide, 25 mL

POP-4™ Polymer for 3500/3500xL
Genetic Analyzers (384 samples)
POP-7™ Polymer for 3500/3500xL
Genetic Analyzers (384 samples)
Anode Buffer Container (ABC) 3500
Series

Cathode Buffer Container (CBC) 3500
Series

3500 Genetic Analyzer 8-Capillary Array
36 cm

3500 Genetic Analyzer 8-Capillary Array
50 cm

Tedarikei
BIOTYPE GmbH
BIOTYPE GmbH
BIOTYPE GmbH
Qiagen

Macherey-Nagel

Thermo Fisher
Scientific
Thermo Fisher
Scientific
Thermo Fisher
Scientific
Thermo Fisher
Scientific
Thermo Fisher
Scientific
Thermo Fisher
Scientific
Thermo Fisher
Scientific

Siparis
numarasi

45-15100-0025
45-15100-0050
46-14800-0000
61104
740899.50
4311320
4393715
4393708
4393927
4408256
4404683

4404685
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Cihazlar ve yazilim

Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit agsagidaki PCR dongdleyicileriyle
kullaniimak Uzere onaylanmistir:

®=  ProFlex PCR System (cat. no.: 4484073 (3 x 32 kuyulu 6rnek blogu),
4484075 (96 kuyulu 6rnek blogu), Thermo Fisher Scientific)

= GeneAmp® PCR System 9700 Silver (Uretimi durdurulmustur, cat. no.
N805-0200, Thermo Fisher Scientific)

= Mastercycler nexus gradient (cat. no.: 6331000017, Eppendorf AG)

=  Biometra Tadvanced (cat. no.: 846-2-070-214, Analytik Jena)

Testi gerceklestirmek icin yukarida listelenen cihazlardan yalnizca biri
gereklidir.

Daha dnce belirtilenler disindaki araglarin uygulanmasi kullanici tarafindan
onaylanmalidir. Agagidaki 6zellikler yerine getirilmelidir:

= [sitmali kapak
= 200 yL reaksiyon plakalari / tipleri icin uygun blok
= Rampa 4 - 5 °C/s'ye kadar ayarlanabilir

Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit asagidaki cihaz ve ayarlarla
kullaniimak Gzere dogrulanmigtir:

= Applied Biosystems 3500 Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific),
software version 4.0.1
o POP-4™ Polymer for 3500/3500xL Genetic Analyzer
o POP-7™ Polymer for 3500/3500xL Genetic Analyzer
o 3500 Genetic Analyzer 8-Capillary Array 36 cm
o 3500 Genetic Analyzer 8-Capillary Array 50 cm

Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit asagidaki yazilimlarla
kullaniimak Gzere onaylanmistir. Verileri analiz etmek ve dederlendirmek icin
asagida listelenen yaziimlardan yalnizca biri gereklidir. Veri analizi ve
degerlendirmesi icin acgiklanan iki yazilim segeneginden biri olmadan fsa
dosyalarinin manuel olarak degerlendiriimesi veya veri toplama yazilimi ile
verilen herhangi bir sonu¢ dogrulanmamaistir.
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= ChimerisMonitor IVD, striim 3.0.x (BIOTYPE GmbH)
= GeneMapper™ |ID-X yazilimi, sturim 1.6(Thermo Fisher Scientifc),
urine 6zgl kullanilarak:
o AnalysisMethod: DIPscreenlVD_Analysis4 v1x veya
DIPscreenlVD_Analysis7_v1x
o Bin: DIPscreenlVD_Bins4 v1x veya DIPscreenlVD_Bins7_v1x
o Panel: DIPscreenlVD_Panel4_v1x veya
DIPscreenlVD_Panel7_v1x
o Size Standard: BTO_60-550_v1x

NOT

PY Latfen kullanilan tim cihazlarin dreticinin talimatlarina ve
1 tavsiyelerine uygun olarak kuruldugundan, kalibre edildiginden,
kontrol edildiginden ve bakiminin yapildigindan emin olun.

Numuneler ve Test Ornekleri

Asagidaki numuneler Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit ile
dogrulanmigtir:

* jzleme ve genotipleme igin insan periferik vendéz tam kanindan
(EDTA, sitrat, heparin) izole edilen genomik DNA.

izole edilen gDNA seyreltiimeden -25 °C ila -15 °C'de saklanmalidir.

NOT

i Latfen kan almak igin kullanilan antikoagulanin DNA izolasyon

kiti Greticisinin talimatlariyla uyumlu oldugundan emin olun.

Uyarilar ve Onlemler

= Uriind kullanmadan énce Kullanim Talimatlarini dikkatlice okuyun.

®=  Tim BIOTYPE drinleri igin glvenlik bilgi formlarini(SDS) ve Tehlikesiz
ifadeleri (NHS) okuyun; bunlar talep lizerine veya ana sayfamizdan
(www.biotype.de/en/sicherheitsdatenblatter). Bir SVHC igermedikleri

DISIFUO2v2tr 12


http://www.biotype.de/en/sicherheitsdatenblatter

Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit

veya 1272/2008 (CLP) Yonetmeliginin diger kisitlamalarina tabi olduklari
icinSDSgerektirmeyen Urtnler icin BIOTYPE talep lizerine SDS saglar.
= Lutfen gerekli malzemelerin ve reaktiflerin Ureticileriyle iletisime gegin,
ancak ek olarak gerekli reaktiflerin SDS kopyalari igin saglanmamistir.
= Farkh kit partilerine ait kit bilesenleri karistirlmamalidir.
= Kit bilesenlerinin bagka reaksiyon kaplarina alinmasina izin verilmez.
®  Bu urindn kullanimi, molekiler genetik teknikler, multipleks PCR ve
Thermo Fisher Scientific Genetic Analyzers kullanimi konusunda egitim
almis profesyonel laboratuvar kullanicilari ile sinirhdir.
* Ik kullanimdan énce iiriinii ve bilesenlerini kontrol edin:
o Butunluk
o Sayi, tlir ve dolum agisindan eksiksizlik (bkz. bolim
Sagdlanan malzemeler
o Dogru etiketleme
o Varista donmusluk (Multi Tag 2 DNA Polymerase harig)
®=  Numuneler her zaman guvenli laboratuvar prosedurleri ve iyi laboratuvar
uygulamalarina uygun olarak bulasici ve/veya biyolojik tehlikeli olarak
degerlendirilmelidir.
®=  Son kullanma tarihi gegmis bir kiti kullanmayin.
®=  Numuneleri ve tahlil atiklarini yerel glvenlik yonetmeliklerinize gore atin.
= Kullanilan tim cihazlar ureticinin talimat ve tavsiyelerine gére kurulmus,
kalibre edilmig, kontrol edilmis ve bakimi yapiimistir.

Kullaniciya uyari

Uriinle ilgili olarak ortaya cikan herhangi bir sorun kullanici tarafindan
Ureticiye bildirilmelidir. Bu kitle ilgili her tarli ciddi olay Ureticiye ve
kullanicinin ve/veya hastanin bulundugu uye devletlerin uygun makamlarina
bildirilmelidir.

Guvenlik ve Performans Ozeti (SSP), 2017/746 sayill Tuzigin (AB) 29.
Maddesi uyarinca olusturulmustur ve EUDAMED veritabani aracihdiyla, bu
artiin s6z konusu oldugunda yalnizca laboratuvar uzmanlari olmak Uzere
hedeflenen kullanicilara cihazin givenlik ve performansina iligkin verilerin
guncellenmis bir 6zetine kamu erisimi saglamayi amaclamaktadir.
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Prosediir

Deneysel is akisina genel bakis

Ornekleme, DNA
izolasyonu ve miktar
tayini, seyreltme

A 4

Omek hazirlama

Pozitif kontroll
¢ozin, karisimi 1:2
(1,0 ng/uL’ye)
seyreltin, déndurtn

Cozilmis su,

Ana karisimin tampon, enzim,
hazirlanmasi primer karisimi,

Pipetleme semasina
goére ana karisimi
Uretin

ueje 151p uojqes

karistirin, déndarin
<~

PCR amplifikasyonu

Aliquot, drnekler ve
kontroller ekleyin

lueje uojqes

Parca uzunluk analizi

~z

GeneMapper ID-X
veya
ChimerisMonitor IVD

Veri analizi

A4

Ornek Hazirlama

Ham numune gereksinimleri

>
o . Denatiirasyon karnigimini PCR drinlerini ve
PCR drinlerinin | hazirayin: Hi-Di Formamid N . Lo
hazirlanmasi "| ve DNA size standardini g alelik n]erdlvgn|
karigtirin denatire edin
<~

Asagidaki prosedur igin en az 200 pL periferik venéz tam kan érnegi alin.

Ham numune materyalinin (periferik ven6z tam kan) islenmesi, tam kanin
oda sicakhiginda (22 °C ila 25 °C) 24 saate kadar veya 2 °C ila 6 °C'de

DISIFUO2v2tr
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72 saat veya daha uzun siire saklanabilecegini belirten Klinik ve Laboratuvar
Standartlari Enstitlisi (CLSI) kilavuzu MM05-A2 (2. baski) tavsiyesine uygun
olmalidir. Ayrica, tam kan alimi i¢in kullanilan antikoagilanlarin EDTA, sitrat
veya heparin olmasi 6nerilir.

Ham numune materyalinin uzun sire depolanmasi genetik

materyalin pargalanmasina ve dolayisiyla materyalin kalitesinin

1 yetersiz kalmasina yol agabilir. Bu, érnegdin eksik profiller yoluyla
analiz sonucunu koétilestirebilir.

DNA ekstraksiyonu

Periferik ven6z tam kan orneklerinden DNA ekstraksiyonu ve saflastirma
islemini Ureticinin talimatlarina gére gerceklestirin. Asagidaki kitler, Grindn
performans degerlendirmesinin bir parcasi olarak dogrulanmistir:

= QIAamp® DSP DNA Blood Mini Kit

= Macherey-Nagel NucleoSpin® Dx Blood, Kandan DNA igin CE sertifikall
Mini Kit

Kan kontaminasyonu PCR reaksiyonunda veya izole edilen
A DNA'da turuncu renk degisimi ile gorsel olarak tespit edilebilir.

Bir renk degisikligi gozlenirse, herhangi bir potansiyel paraziti

onlemek icin DNA izolasyonunu tekrarlamanizi éneririz.

NOT
Nukleik asidin eliisyonundan énce her tirli etanol izini ortadan
kaldirdiginizdan emin olun. Etanol gl¢li bir PCR inhibitortdar.
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DNA miktar tayini ve seyreltme

DNA konsantrasyonunu NanoDrop spektrofotometre kullanarak 260 nm'de
UV/VIS spektroskopisi veya Qubit™ Fluorometre kullanarak floresan
spektroskopisi ile dl¢ln.

Spektrofotometri kullanirken, boslugu 6lgmek icin DNA ekstraksiyon kitindeki
elisyon tamponunu kullanin. Azso/A2s0 orani 1,7 - 1,9 araliginda, Azeo/A230
orani ise 1,8 - 2,3 araliginda olmalidir.

DNA'nin florometrik kantifikasyonu i¢in Qubit 1x dsDNA HS Assay-Kit veya
Qubit dsDNA BR Kit ile Qubit™ Fluorometer kullanilabilir.

Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit ile kullanim igin DNA 6rneklerini
2,0 ng/uL optimum konsantrasyona seyreltin. Kullanmadan énce seyreltmeyi
taze olarak hazirlayin. Seyreltici olarak niikleaz igermeyen su kullanin.

NOT

Kit icin toplam girdi aralidi reaksiyon basina 0,125-2,0 ng
Py DNA'dir, optimum girdi en ylksek hassasiyet igin standart
1 kosullar altinda reaksiyon basina 2 ng DNA'dir. 0,125 ng'nin
altindaki bir giris eksik profillere, daha yiiksek bir giris ise pull-up
piklerine yol agabilir.

DNA depolama

DNA, uzun sireli saklama igin seyreltimeden -25 °C ila -15 °C'de veya DNA
izolasyon kitinin Uretici bilgilerine gore saklanmaldir.

Kontrol hazirhigi

Pozitif kontrol PC
Control DNA XY82'yi ¢6zdlrun, vorteksleyerek homojenize edin ve ardindan
kisa bir santrifijleme yapin.

Nuclease-Free Water kullanarak Control DNA XY82 'yi 1:2 oraninda
2,0 ng/uL'den 1,0 ng/ul'ye seyreltin.
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Seyreltilmis PC'yi kisa stireli vorteksleme ile homojenize edin. Bundan sonra,
seyreltiimis PC' yi kisa bir slre santrifljleyin (yaklasik 10 saniye).
Seyreltilmis pozitif kontrolli saklamayin.

NOT

Her zaman Control DNA XY82'nin yeni bir seyreltmesini
uygulayin.

Sablon kontrolii yok NTC

Kitte bulunan Nuclease-Free Water érnek yerine sablon kontroli (NTC)
olmadan uygulayin.

Ana miks kurulumu

Ana karisim kurulumu igin Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit
asagidaki bilesenleri ¢ikarin:

®=  Nuclease-Free Water (acik mavi kapak)

=  Reaction Mix A (mor kapak)

= Mentype® DIPscreen Primer Mix (kirmizi kapakli)
=  Multi Tag 2 DNA Polymerase (beyaz kapakl)

Tdm dondurulmus bilesenler oda sicakliginda (22 °C ila 28 °C, yaklasik
30 dakika, i1siktan korunarak) ¢ézilmeli ve tipler ters gevrilerek veya hafifgce
vortekslenerek homojenize edilmelidir. Bundan sonra reaktifleri kisa bir stre
santrifiijleyin (yaklasik 10 saniye). lyi laboratuvar uygulamalar ilkelerini
korumak i¢in, ana karisim kurulumundan énce Multi Taq 2 DNA Polymerase
mumkin oldugunca uzun sire sogutulmusg bir ortamda (6rn. sodutma rafi)
tutulmasi tavsiye edilir.

NOT

Multi Taqg 2 DNA Polymerase daha uzun stre stabil kalmasi igin
cirparak karistirin - enzimi vortekslemeyin.
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PCR ana karisimini Tablo 4 'e gore 6zel bir temiz alanda test edilecek toplam
numune sayisl igin uygun boyutta bir mikrosantrifiij tipliinde hazirlayin.
Hesaplamaniza en az bir PC ve bir NTC dabhil edin.

Genel bir kural olarak, 10'dan az numuneyi test ediyorsaniz,

fazladan bir numune icin yeterli master karigimi kullanin. 10

1 veya daha fazla numuneyi test ediyorsaniz, + %10'luk bir fazla
reaktif ana karisim hacmi kullanin.

Tablo 4 PCR ana karisim reaksiyonu kurulumu, * Hacim DNA konsantrasyonuna
baglidir. Daha ylksek hacimde DNA sablonu kullanilirsa Nuclease-Free Water hacmini
ayarladiginizdan emin olun. Toplam reaksiyon (rxn) hacmi her zaman 25,0 pL olmalidir.

Hacim ‘
Bilesen 1 rxn 5 rxn 10 rxn ‘
Nuclease-Free Water* 13,4 uL 67,5 uL 134,0 L
Reaction Mix A 5,0 yL 25,0 yL 50,0 yL
Mentype® DIPscreen Primer Mix 5,0 yL 25,0 yL 50,0 yL
Multi Tag 2 DNA Polymerase 0,6 uL 2,4 uL 6,0 uL
DNA sablonu veya kontrol drnegi 1,0 uL* 5x1,0uL*  10x1,0 pL*
Toplam hacim 25,0 uL 125,0 uL 250,0 L

Ana karigimi hafifce vorteksleyerek karistirin, ardindan karigimi kisa bir sire
santrifljleyin.

Hazirlanan 200 yL PCR tiiplerine 24,0 uL PCR master karigimi alin ve kapali
tlpleri kisa bir sure santrifijleyin.

DNA sablonlarinin ve kontrollerinin uygulanmasi

PCR ana karigsimi igeren hazirlanmis PCR tiplerine asagidaki 6rnek
tarlerinden 1,0 pL ekleyin.

NTC: numune yerine 1,0 uL Nuclease-Free Water ekleyin.

Ornek: hazirlanmig, seyreltimis gDNA 6rneklerinden 1,0 L ekleyin
(2,0 ng/pL).
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PC: 6rnek yerine 1,0 uL hazirlanmis, 1:2 oraninda seyreltilmis Control DNA
XY82 (1,0 ng/uL) ekleyin.

Py ik olarak, kontroliin kirlenmesini énlemek igin NTC 'yi hazirlayin.
1 Orneklerin gapraz kontaminasyonunu énlemek igin PC' yi en son
hazirlayin.
NOT

Calisma basina en az bir pozitif kontrol (PC) ve bir sablon yok
kontroli (NTC) kullanin. Aksi takdirde, ¢alisma dogrulanamaz.

Tam PCR tlplerini kapatin, hafifce vorteksleyin ve dondirdn.

PCR amplifikasyonu

PCR doénglleyiciyi asagidaki amplifikasyon profili ile programlayin, rampayi
4 -5 °C/s olarak ayarladiginizdan emin olun. Polimerazi aktive etmek ve
spesifik olmayan amplifikasyon Urtnlerinin olusmasini énlemek igin "sicak
baslangi¢" PCR'si gerceklestirin.

Tablo 5 PCR protokolii

Sicaklik Zaman

94 °C 4 dakika

94 °C 30s

60 °C 120's 28 déngl
72°C 755

68 °C Sgkika

10 °C 0 Tutun
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NOT

déngduleyiciler  kullanihyorsa, optimum sinyal dengesini

j Ayarlanabilir i1sitma ve sogutma adimlarina sahip termal
saglamak icin rampa 4 - 5 °C/s'ye ayarlanmalidir.

NOT
Py Farkli PCR cihazlarinin kurulumu, programlanmasi ve bakimi ile
1 ilgili temel bilgiler icin lutfen ilgili cihazin kullanim kilavuzuna
bakin.
NOT

Cok kigiuk miktarlarda DNA, istatistiksel disUslere ve tepe
° noktalarinda dengesizliklere neden olabilir. PCR doéngdlerinin
1 sayisinin artirilmasi, minimum miktardaki safsizliklarin neden
oldugu capraz kontaminasyon riskini artirir. Ayrica, spesifik
olmayan amplifikasyon Urunleri ortaya ¢ikabilir.

Kapiler jel elektroforezi

PCR irinlerinin hazirlanmasi

PCR tamamlandiktan sonra érnekleri dénguleyiciden ¢ikarin ve kisa bir sire
santrifujleyin.

PY PCR tamamlandiktan sonra PCR driunleri 2 °C ila 8 °C'de
1 4 haftaya kadar veya -25 °C ila -15 °C'de i1siktan korunarak uzun
sureli saklanabilir.
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Reaktifleri ¢ézdirin, karistirin ve santrifiijleyin:

= Hi-Di™ Formamid (kite dahil degildir)
= Mentype® DIPscreen Allelic Ladder (yesil kapak)
®=  DNA Size Standard BTO (550) (turuncu kapak)

Tablo 6' da agiklanan denatiirasyon karisimini hazirlayin ve pipetleme
farklihklarini telafi etmek icin bir veya iki reaksiyon ekleyin. Alel merdiveni
icin ekstra bir reaksiyon ekleyin.

Tablo 6 Denatiirasyon karigimi

Bilesen Reaksiyon bagina hacim
Hi-Di™ Formamide 12,0 L

DNA Size Standard BTO (550) 0,5 L

Bir PCR plakasinin (Genetic Analyzer kullanima uygun) kuyucuklarina
12,0 yL denatirasyon karigimi pipetleyin.

Kuyucuklara 1,0 yL PCR Urini veya 1,0 yL Mentype® DIPscreen Allelic
Ladder ekleyin. PCR plakasini uygun bir folyo ile kapatin, vorteksleyin ve
plakayi kisa bir slire santrifiijleyin.

NOT

Alel merdiveni, veri analizi sirasinda analiz edilen pargalari

dogru bir sekilde belirlemek icin kullanilir. Her par¢a uzunlugu

1 analizi calismasinda, basarili veri degerlendirmesini saglamak
icin alel merdiveni en az bir kez analiz edilmelidir.

Jel elektroforez cihazinin kilcal damarlari asla kurumamalidir.

Numuneler tim kapiler pozisyonlari kaplamiyorsa, plakanin
ilave kuyularini kapiler numarasina goére 12,0 uL Hi-Di™

Formamide ile doldurun.
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Hazirlanan PCR dridnlerini bir PCR doéngileyicide 95 °C'de 3 dakika
denatiire edin ve ardindan 6rnekleri dongileyicide 4 °C'ye sogutun. Parca
uzunlugu analizinden 6nce ornekleri kisa bir siire santrifiijleyin.

Pargca uzunlugu analizi

ilk parca uzunlugu analizini gergeklestirmeden énce, Mentype® DIPscreen
PCR Amplification Kit (6-FAM™, BTG, BTY, BTO) igin kullanilan floresan
boyalarin spektral hizalamasini gerceklestirmek lzere Matrix Standard BT5
multi (BIOTYPE GmbH ) cahstirin.

NOT

Kurulumu igin Matrix Standard BT5 multi kullanim talimatlarina
g bakin. Bunlara www.biotype.de/en/ifus adresinden veya talep
1 Uzerine support@biotype.de adresinden BIOTYPE GmbH
araciligiyla ulasilabilir.

Matrix Standard BT5 multi basariyla calistirildiktan sonra, 3500 Series
Genetic Analyzer i¢in saglanan cihaz ayarlarini Tablo 7'de aciklandigi gibi
ice aktarin (www.biotype.de/en/template-files).

Tablo 7 Saglanan dosyalar i¢cin Genetic Analyzers
(www.biotype.de/en/template-files)

3500 Series Genetic Analyzers

POP-4™, 36 cm capillary array:
Instrument Protocol DIPscreenlVD_Instrument436.xml

POP-7™., 50 cm capillary array:

DIPscreenlVD_Instrument750.xml

Size Standard Protocol BTO_60-550_SizeStandard.xml
Sizecalling Protocol BTO_60-550_Sizecalling.xml

POP-4™ 36 cm capillary array:
Assay DIPscreenlVD_Assay436.xml

POP-7™, 50 cm capillary array:

DIPscreenlVD_Assay750.xml
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Gerekli cihaz protokoliine iliskin teknik 6zellikler Tablo 8'de agiklanmaktadir.
Sadece tanimlanan parametreler ayarlanmalidir, diger parametreler
varsayilan ayarda kalmalidir. Belirli calisma parametrelerini ayarlamak igin
Ureticinin kullanim talimatlarini izleyin.

Tablo 8 Farkli kapiler jel elektroforez cihazlarinin ¢alistirma modiilleri
icin parametreler

Injection

Voltage Injection  Run Voltage Run Time
9 Time [s] [kV] [s]
36 cm capillary
. array: 15
3500 Series 3.0 8 1560
Genetic Analyzer 50 cm capillary
array: 19.5

Tablo 8 'de verilen degerlerden farkli olarak, ¢alisma suresi kullanilan kapiler
dizi uzunluguna goére ayarlanabilir, ancak DNA Size Standard 550 (BTO).
tim parcalarinin (60 - 550 bp) analiz edilmesi zorunludur.

Bir Size Standard protocol kurmak igcin DNA Size Standard 550 (BTO) igin
asagidaki boyutlar turuncu panele atanmalidir:

60, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180, 200, 220, 240, 250, 260, 280, 300, 320,
340, 360, 380, 400, 425, 450, 475, 500, 525 ve 550 bp.

NOT

BIOTYPE GmbH, GeneMapper™ ID-X 'in basit bir yazilim
Py kurulumu igin analiz sablonlarinin yani sira parga uzunlugu
1 analizi icin belirli galigstirma ayarlarinin kolay kurulumu igin 6zel

sablonlar saglar. Bu sablonlar su adresten indirilebilir:

www.biotype.de/en/template-files.
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Veri Analizi

Veri analizi igin genel prosedir

1. Calisma + Bkz. bolim Genel galisma degerlendirmesi
gecerliligini kontrol

edin

~

2. Ornek gegerliligini
kontrol edin

~

+ Bkz. bolim Ornek analiz

+ Bkz. bdlum Nitel analiz - bilgilendirici

3. Ornek lokuslarin belilenmesi
dederlendirme + Bkz. bdlum Yari kantitatif analiz - kimerizm
analizi

NOT

Veri analizi ya ChimerisMonitor IVD Yazilmi ya da
GeneMapper™ ID-X Yazilimi (Thermo Fisher Scientific ile
gerceklestiriimelidir.  Veri analizi ve degerlendirmesi igin

1 aciklanan iki yazilim segeneginden biri olmadan fsa dosyalarinin
manuel olarak degerlendiriimesi veya veri toplama yazihmi ile
verilen herhangi bir sonug dogrulanmamisgtir.
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is akisi galistirma dogrulamasi

1. Gegerli alelik
merdiven

N

2. Gegerli pozitif
kontrol PC

AV

3. Gegerli sablon
denetimi NTC yok

NOT
o

Gegerli DNA Size Standard 550 (BTO)
Gegerli tepe yuksekligi 2 200 RFU
Beklenen tim pikler mevcut

Gegerli DNA Size Standard 550 (BTO)
Gegerli tepe yiksekligi = 200 RFU
Beklenen tim pikler mevcut

Gecerli DNA Size Standard 550 (BTO)
Hichir pik yok =z 200 RFU tespit edildi

Gegerliligi degerlendirmek i¢in 50 - 560 bp dlgiim aralid1 analiz

1 edilmelidir.

DNA Size Standard 550 (BTO)

Cogaltilmig Grtnlerin tam uzunluklarinin bulunmasi cihaz tipine, elektroforez
kosullarina ve kullanilan DNA boyut standardina baglidir. Bazi lokuslarin
karmasikli§i nedeniyle, boyut belirleme esit olarak dagitilmis referanslara

dayanmalidir.

Asagidaki kriterler i¢in tim 6rneklerde DNA Size Standard 550 (BTO) kontrol

edin:

= Tdm pargalarin mevcudiyeti: 60, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180, 200,
220, 240, 250, 260, 280, 300, 320, 340, 360, 380, 400, 425, 450, 475,
500, 525 ve 550 bp

= Tum fragmanlar, kesme =50 RFU'nun Uzerinde pik yukseklikleri ile

mevcuttur
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= Belirleme katsayisi R2 > 0,995.

= Pargalar, artan parga uzunlugu ile pik yiksekliginde surekli olarak
azalmaz.

100 200 300 400 500

1000
E00

600

wf | ]| ] ]

200

60,0/ (20,0 100.0]120.0/140.0]160.0/180.0/200.0(220.0[240.0 260.0280.0 300,0/320.0/340.0]360,0/380.0/400.0) 4250 430.0| [4750 500.0| [5250 (5500
90.0 2500

Sekil 1 Elektroferogrami DNA Size Standard 550 (BTO), uzunluklari bp
cinsinden olan fragmanlar

Mentype® DIPscreen Allelic Ladder

Gegerli bir boyut standardi sagladiktan sonra, alel merdiveninde bulunan
tim piklerin = 200 RFU kesme degerinin Gzerinde pik yukseklikleri ile mevcut
olup olmadigini kontrol edin.

NOT
°® Mentype® DIPscreen Allelic Ladder, tespit edilebilen her alel igin
1 parcalar igerir. Litfen alelleri ekteki Tablo 20 ve Sekil 5 ile

karsilastirin.

Control DNA XY82 (PC)

Gegerli bir boyut standardi sagladiktan sonra, PC igin tim spesifik piklerin
tam bir DNA profilinin =200 RFU pik yukseklikleri ile mevcut oldugundan
emin olun (bkz. Tablo 9). Control DNA XY82, genel olarak ana karigim
performansini saglamak icin kalitatif bir PCR kontrolUddir.

Test kitinin bir pargasi olan Control DNA XY82 (bkz. ek Sekil 6) asagdidaki
alelleri temsil eder:
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Tablo 9 Genotipi Control DNA XY82, - = Silme, + = Ekleme

Locus Control DNA XY82 Locus Control DNA XY82
FAM Panel (mavi kanal) BTG Panel (yesil kanal)
Amelogenin XY HLD91 +/+
HLD106 ++ HLD23 -+
HLD70 -/+ HLD88 ++
HLD84 ++ HLD101 -+
HLD103 -[+ HLD67 -+
HLD104 -/+ HLD301 -+
HLD116 -[+ HLD53 +/+
HLD112 -/+ HLD97 -+
HLD307 +/+ HLD152 -+
HLD310 -/+ HLD128 -+
HLD110 -[+ HLD134 ++
HLD133 -/+ HLD305 ++
HLD79 +/+ BTY Panel (sar1 kanal)
HLD105 -/- HLD48 -/-
HLD140 -[+ HLD114 -/-
HLD163 -/+ HLD304 -+
HLD131 ++
HLD38 ++
HLD82 ++

Sablon kontrolii yok NTC

Gegerli bir boyut standardi sagladiktan sonra, NTC 'nin bélme aralidi iginde
kesme =200 RFU 'nun uzerinde higbir pik tespit edilmedigini kontrol edin

(bkz. ek_Sekil 6 ).

NOT

1

ChimerisMonitor IVD veya GeneMapper™ ID-X Analysis
Method icin saglanan sablon dosyalariyla  birlikte
kullandiginizda, 200 RFU'dan kiigik piklere otomatik olarak alel
adi atanmaz ve bu sayede sonuglari  kolayca
degerlendirebilirsiniz.
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NOT

Kiglk boya lekeleri gibi artefaktlar NTC icinde daha belirgin

olarak ortaya ¢ikabilir. Genis pik tabani, anormal pik sekli ve pik

1 atamasi olmamasi nedeniyle, amplikon piklerinden ayirt etmek
mumkandur.

Ornek Analiz

is akisi veri analizi

» Sonraki bolime bakin
1. Gegerli DNA Size
Standard 550 (BTO)

* Genotipleme érnekleri: tim pikler = 200
2. Gegerli pik RFU
yukseklikleri + Izleme &rnekleri: bilgilendirici olmayan
pikler = 200 RFU

{} *  Cekme piki yok

Genotipleme Ornekleri: lokus basina en az

3. Lokus basina 1, en fazla 2 pik
uygun pik sayisi + |zleme &érnekleri: lokus basinaen az 1, en
fazla 2 pik

A4

4. Olasihk

+ |zleme &érnekleri: yalnizca alici ve verici
érnedinde de bulunan alel zirveleri
mevcuttur (ek zirve yok)

ChimerisMonitor 1VD yazilimi kullanilarak, c¢alisma ve numuneler igin
aglklanan dogrulama adimlari otomatik olarak uygulanir.

GeneMapper™ ID-X yazilimi, BIOTYPE GmbH tarafindan saglanan 6zel
sablonlarla birlikte kullanilarak temel dogrulama otomatik olarak yapilir.
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Kalitatif analiz - bilgilendirici lokuslarin tanimlanmasi

Bir sonraki boélimde, aliciya 06zgu Ilokuslarin  tanimlanmasi ve
farklilastirlmasi agiklanmaktadir. Bu nedenle, donére 6zgli lokuslar
bilgilendirici olmayan olarak tanimlanmigtir. Bilgilendirici lokuslarin
tanimlanmasi, alici ve donérden nakil dncesinde alinan veriler kullanilarak
gercgeklestirilir. Ornekler igin ekteki Tablo 21 - Tablo 22'ye bakiniz.

ChimerisMonitor VD kullanilarak, bilgilendirici lokuslarin tanimlanmasi
yazilim tarafindan desteklenmektedir.

Bilgilendirici Lokuslar: Alici drnekteki bir alel, dondr 6rneginde tespit
edilemez.

Bilgilendirici olmayan lokuslar: Aliciya 6zgu pik(ler)in donére 6zgi pik(ler)
ile 6rtustigu lokuslar veya dondre 6zgul lokuslar.

Yari-kantitatif analiz — kimerizm analizi

Yari-kantitatif kimerizm analizi literatirde acgiklandigi gibi gerceklestirilir,
ornegin Clark et al. (2015) [1] veya Nollet vd. (2001) [2]. Tablo 10 (Clark et
al. uyarlanmigtir). Kimerizm degeri énceden segcilen her bilgilendirici lokus
icin hesaplanir. Ardindan, tim lokusa 6zgu kimerizm degerlerinin ortalamasi
hesaplanir.

[ NOT

Aykiri  degerlerin  belirlenmesi icin  her bir  SDwarker
degerlendirilmesi onerilir. Disuk karisik kimerizm drnekleri igin

A (< 5 % MC) SDwmarker %4'0 gegmemelidir. Orta ila yUksek karisik
kimerizm i¢in (> %5 MC) SDwarker %10'u gegmemelidir. SDwarker
sinirlar asarsa , segilen markorlerin MC degerlerinin aykiri
degerler icin yeniden analiz edilmesi 6nerilir.
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Tablo 10 Yar kantitatif kimerizm analizi (guradan uyarlanmigtir Clark ve

digerleri [1
Senaryo 1
paylasilan alel yok: alici homozigot,
verici homozigot, higbir tepe noktasi
paylasilimiyor
HCD8d ]
A

120

Alici

120

Bagisci:

Alici orani:

.. A
kimerizm —mx 100%

Senaryo 2

paylasilan bir alel (homozigot): alici
heterozigot, verici homozigot, bir tepe
noktasi paylasilir

¥

Alici
140

]

Bagiscr:

140

Alici orani:

A
kimerizm =—=—————x100%
((BéA) J+A
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ChimerisMonitor IVD ile Data analysis

ChimerisMonitor 1VD, otomatik veri analizi, ¢calisma degerlendirmesi ve
kimerizm hesaplamasi igin gelismis bir yazilimdir. Entegre Patient
Management sistemi, kimerizm kinetigini yliksek ¢ozUnarlikli raporlarda,
ayni zamanda grafiklerde ve tablo gorsellestirmesinde izlemeye olanak tanir.

Numune analizine iliskin genel talimatlar igin ChimerisMonitor IVD yazilimi
kullanim talimatlarina bakin.

Tdm gerekli analiz sablonlari ChimerisMonitor Test Kit Management
sisteminde yer almaktadir. Bunlar analiz ydéntemlerinin yani sira baglantili
Bin ve Panel sablonlarini igerir. Yazilim, toplu ige aktarma sirasinda is akis!
calistirma dogrulamasi bolimine goére genel, entegre bir calistirma
degerlendirmesi gercgeklestirir. ChimerisMonitor veri analizi is akiginin genel
bir agiklamasi i¢in Tablo 11'e bakin.

NOT

Veri analizi ya ChimerisMonitor IVD Yazilmi ya da
GeneMapper™ ID-X Yazimi (Thermo Fisher Scientific ile
e gerceklestiriimelidir. Veri analizi ve degerlendirmesi igin
1 aciklanan iki yazilim segeneginden biri olmadan fsa dosyalarinin
manuel olarak degerlendiriimesi veya veri toplama yazilimi ile
verilen herhangi bir sonug dogrulanmamistir.

Tablo 11 Kimerizm analizi ig akigi ile ChimerisMonitor

No. Simge Calisma adimi

1 Ornek ige Aktarma

§ Create new patient. Olusturulan tim hastalarin bir veritabani
Hasta Yonetiminde temsil edilir
Batch Import:
- Test kitini segin Biotype Mentype DIPscreen
Dogru calistirma ve numune degerlendirmesi igin tim
[ esikler ilgili analiz yéntemiyle baglantilidir.
- Alel merdiveni, pozitif kontrol, sablon kontrol(i yok ve
orneklerin fsa dosyalarini igeren bir galistirmayi ice
aktarin.
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No. Simge Calisma adimi

- Ornek tlrlerini manuel olarak segin
(dogru pik atamasi ve kimerizm hesaplamasi i¢in
gereklidir)

- Genel calisma ve numune degerlendirmesi yazihm
tarafindan gergeklestirilir

ﬁ Agin Batch Import View

E} Assign Sample:
Bir numune secin ve hastaya atayin
Kontrolleri kontrol edin - ChimerisMonitor, entegre bir kalite
2 degerlendirmesinin yani sira bir galisma ve numune degerlendirmesi
gerceklestirir
Kontrol edin Allelic Ladder Electropherogram ve Size
Calling Regression
Olasi kalite uyarilari gérintilenir:
[_[ - Sekme iginde Evaluation of Allelic Ladders toplu ige
Aktarma sirasinda
- Hasta Dulzenleyicisi'ndeki FSA Import Warnings sekmesi
icinde
Kontrol edin Positive Control Electropherogram ve Size
"o Calling Regression
Bu Evaluation of Positive and No Template Controls toplu
ice Aktarma sirasinda olasi kalite uyarilarini gériintiiler.
Kontrol edin No Template Control Electropherogram ve
S Size Calling Regression
Bu Evaluation of Positive and No Template Controls toplu
ice Aktarma sirasinda olasi kalite uyarilarini goriintiiler

3 Sample evaluation

Kontrol edin Sample Electropherogram
Dogru bir pik atamasi, bilgilendirici belirteglerin dogru bir

1 sekilde tanimlanmasi ve saglam bir kimerizm hesaplamasi igin
gereklidir.
Bu Sample Quality Toplu Ige Aktarma sirasinda yapilan
kontrol, olasi kalite uyarilarini goéruntiler
Regresyon Cagiran Orneklemin Boyutunu Kontrol Edin

Lt Bu Sample Quality Toplu ige Aktarma sirasinda yapilan
kontrol, olasi kalite uyarilarini gériintiler
4 Bilgilendirici isaretleyicilerin tanimi
i Create a new transplantation:

hasta takibi icin 6nceden tanimlanmis belirtecler segcilebilir
5 Kimerizm Analizi

i Calculate Chimerism:
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No. Simge Calisma adimi

Kimerizm analizi igin 6nceden secilmis belirteclere bakin ve
kimerizm hesaplamasini gergeklestirin
(tek markdr kimerizmi, toplam kimerizm ve standart sapma)

6 Rapor
Create Report:
Hd Tek degerler ve kimerizm kinetigi zaman iginde goruntilenir
(tablo ve grafik, dosya bigimi pdf veya csv)
7 Asagidakiler icin veritabanina dayali bir sistem olusturun Patient

Management

GeneMapper™ ID-X ile Data analysis

GeneMapper™ ID-X Software hazirlanmasi

Bu yazilimla uygulama ve numune analizi hakkinda genel talimatlar igin
litfen GeneMapper™ ID-X Yazilimi kullanim kilavuzuna bakin.

Alel dagihmi, BIOTYPE GmbH 'nin Mentype® DIPscreen PCR Amplification
Kit sablon dosyalari ile birlikte GeneMapper™ ID-X analiz yazilimi ile
gerceklestirilecektir. BIOTYPE sablon dosyalari (bkz. Tablo 12) ana
sayfamizda mevcuttur (https://www.biotype.de/en/template-files) adresinden
indirebilirsiniz veya talep lizerine support@biotype.de. GeneMapper™ ID-X
yazilimi kullanilarak yapilan kimerizm analizi is akigi Tablo 13'te
gOsterilmektedir.
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Tablo 12 BIOTYPE GmbH igin sablonlar GeneMapper™ ID-X Yazilim igin
Ozel sablonlar #*POP-4™ veya § POP-7 ™ uygulamasi

Sablon Sablon adi
Panels* DIPscreenlVD_Panel4_v1x* veya daha ylksek
DIPscreenlVD_Panel7_v1x$ strlimler
Bin Sets* DIPscreenlVD_Bins4_v1x* veya daha yliksek
DIPscreenlVD_Bins7_v1x$ strtimler
Size Standard* BTO_60-550_v1x veya daha yiiksek
strimler

DIPscreenlVD_Analysis4 vix* veya daha ylksek

ATEIRE (1 oiine DIPscreenlVD_Analysis7_vix$ suriimler

Plot Settings PlotsBT5_4dyes

Table for 2 Alleles
Table for 10 Alleles

*Veri analizi i¢in her zaman bu sablonlar kullaniimalidir. Diger sablon
dosyalari istege baglidir.

NOT

Table Settings

Saglanan sablon dosyalariyla ice aktarma ve alel arama
yalnizca GeneMapper™ |D-X yazihmi kullanildiginda garanti
° edilir. GeneMapper™ vyazilimi uygulandiginda bazi sablon
1 dosyalarinda ige aktarma sorunlari yasayabilirsiniz. Ozel cihaz
kurulumunuzda allelik merdivenin bir veya daha fazla
calistinimasiyla panelleri ve kutulari ayarlamaniz gerekebilir.
Destek icin bize ulasin (support@biotype.de).

Tablo 13 Kimerizm analizi is akigi ile GeneMapper™ ID-X

No. Simge Calisma adimi

1 Yazilim Hazirlama
Panel Manager
Import the provided template files for Panel, Bins
GeneMapper™ ID-X Manager

Sunlar igin saglanan sablonu ige aktarin Analysis Method ve
Size Standard

2 Ornek Ice Aktarma
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No. Simge Calisma adimi

%

i

il

2l

Add Samples to Project
- browse for run folder, select and Add to List 2 Add

3 Ornek Analiz

Ornek sayfanin uygun siitunlarinda asagidaki 6zellikleri segin

Seginiz

Allelic Ladder, Positive Control, Negative
Control or Sample

Daha 6nce ige aktarilan BIOTYPE GmbH
sablonu
DIPscreenlVD_Analysis_v1x

Daha 6nce ige aktarilan BIOTYPE GmbH
sablonu
DIPscreenlVD_Panel_v1x

Daha 6nce ige aktarilan BIOTYPE GmbH
sablon BTO_60-550_v1x

Kontrol gegerliligini kontrol edin (Allelic Ladder, Positive
Control, No Template Control)

ve Analyze.
Siitun Adi
Sample Type
Analysis Method
[ 4
Panel
Size Standard
4 Kontrolleri kontrol edin
m
I

Yeterli tepe yikseklikleri ile atama, asagidaki spesifikasyonlara
gore gercgeklestirilir Analysis Method

5 Sample evaluation
Check sample validity.

Yeterli tepe yukseklikleri ile atama, asagidaki spesifikasyonlara
gore gercgeklestirilir Analysis Method

Yeterli yikseklige ulagiimasina ragmen tepe noktalari
atanmamigsa, manuel bir atama mimkinddr. Litfen tim zirve
atamalarini inandiricilik agisindan kontrol edin.

6 Bilgilendirici isaretleyicilerin tanimi

Alici ve Dondrun genotiplerini karsilastirin, ardindan
bilgilendirici belirtecleri manuel olarak tanimlayin (Lokuslarin
nitel dederlendirmesine ydénelik érnekler bakiniz)

7 Kimerizm Analizi
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Calisma adimi

Disa aktar Sizing Table ve kimerizm degerlerini Tablo 10'a
g6re hesaplayin - bkz. Bélim Yari-kantitatif analiz — kimerizm
analizi

NOT

Analysis Method, Bins, Panels igin saglanan sablon dosyalari
kullanilarak ve ilgili drnek turd secilerek, bu drneklerin gecerliligi
yazilim tarafindan otomatik olarak kontrol edilir. Kalite kontrol
1 bayraklari SOS (Sample off-Scale), SQ (Sizing Quality), OMR
(Outside Marker Range) gecerlilik i¢in yesil kutular olmahdir.

Size standardini degerlendirmek icin GeneMapper™ |ID-X 'teki

Size Match Editor kullanin. Otomatik parga ¢agirma basarisiz

1 olursa, 80/ 90/ 100 bp ve 240 / 250 / 260 bp Gglileri manuel pik
atamasinda bir yonlendirme igin kullanilabilir.

Sorun Giderme

PCR sonrasi analiz ve uygun analiz yazilimi ile otomatik alel atamasi,
alellerin kesin ve guvenilir bir sekilde ayirt edilmesini saglar.

Dondr/alict DNA oraninin otomatik olarak hesaplanmasinin yani sira
standart sapmalar ve tespit limitleri dogrudan bir par¢a boyutu analizinin ham
verilerinden elde edilebilir.

Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit ile elde edilen sonuglarin sitolojik
analizlerden elde edilen sonuglarla uyumlastiriimasi gerekiyorsa, sitolojik
analizlerin en az 200 |6kosit ile yapildigindan emin olun.
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Pull-up pikleri

Pik ylkseklikleri dogrusal algilama arahdinin digindaysa veya yanlis bir
matris uygulanmigsa pull-up pikleri olusabilir. Diger renk panellerindeki belirli
piklerin konumlarinda, tipik olarak daha dusik sinyal yogunluklariyla
gorunebilirler. Dizenli goézlem icin lGtfen matris Uretimini tekrarlamayi ve
DNA asiri yuklenmesini kontrol etmeyi diginin.

Sablondan bagimsiz nikleotid ekleme

Terminal transferaz aktivitesi nedeniyle Multi Tag 2 DNA Polymerase,
¢ogaltimis DNA parcalarinin  3'-ucuna bir adenozin radikali ekleme
egilimindedir. Artefakt piki beklenenden bir baz daha kisadir (-1 bp pik). Tim
BIOTYPE primerleri bu artefaktlari en aza indirecek sekilde tasarlanmistir.
Artefakt olusumu, PCR protokolinin 68 °C'de 60 dakika boyunca son
uzatma adimi ile daha da azaltilir. Laboratuvarlar piklerin analizi i¢in kendi
bireysel limitlerini tanimlamalidir.

Artefaktlar

Oda sicakhgi, PCR Urdnlerinin ¢oklu kapiler cihazlardaki performansini
etkileyebilir; ve omuz pikleri veya bolinmus pikler olusabilir. Ayrica, otomatik
atama bazi durumlarda etkilenebilir. Bu etkiler ortaya ¢ikarsa, numuneyi
daha yuksek bir oda sicakliginda tekrar enjekte etmenizi ve belki de galisma
basina birden fazla alel merdiven numunesi kullanmanizi éneririz.

Klglk boya lekeleri gibi artefaktlar da numunelerde ve hatta NTC iginde
daha belirgin olarak ortaya ¢ikabilir. Genis pik tabani, anormal pik sekli ve
pik atamasi olmamasi nedeniyle, amplikon piklerinden ayirt etmek
mumkuandur.

Pipetleme sapmalarn

Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit saglamlik analizi, kitin tarif edilen
protokolden kugik sapmalara kargl saglam oldugunu gdstermistir (+/- %10
sapma). Aciklanan deney protokollinden orta dizeyde bir sapma (+/- %20),
karisik kimerizmin analizi i¢in daha kritik olabilir (6zellikle disik kimerizm
ylizdelerinde). Reaction Mix A PCR Tamponuna 6zellikle dikkat etmek ¢ok
Onemlidir. Bu tamponda -%20'lik bir sapma, sinyal yUksekliginde énemli bir
azalmaya ve hatta tespit edilemeyen isaretlere neden olabilir. Sapmalari en
aza indirmek icin kalibre edilmis pipetler kullanmanizi, hassas pipetleme
yapmanizi ve iyice karigtirmanizi dneririz.
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Aykirilar

Aykiri deg@erleri belirlemek igin belirtegler icindeki standart sapmanin
(SDwmarker) degerlendirilmesi Onerilir. Dusuk karisik kimerizm &rnekleri
(< 5% MC) igin SDwmarker %4'U ve orta ila yiksek karisik kimerizm ornekleri
(> 5% MC) icin %10'u asarsa, lutfen bu belirli aykir deger olmadan MC
degerlerini yeniden analiz etmeyi dusunin.

Polimerlerin etkisi

Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit, POP-4™ ve POP-7™ polimer
Uzerinde analiz igin dogrulanmig ve onaylanmistir.

Polimer POP-7™ kullanildiginda, elektroferogramlarin 6n kisminda boya
lekeleri olusabilir. Ozellikle, mavi kanalda 110 bp boyutuna kadar boya
lekeleri gézlemlenmistir ve HLD106 lokusunu etkileyebilir. Kimerizm analizini
gerceklestirmeden énce elektroferogramlari bu tir etkiler agisindan kontrol
edin.

Diger polimerlerin (6rn. POP-6™) kullanimi belirli PCR Grtnlerinin ¢calisma
davranisini etkileyebilir. Ayrica, serbest floresan boyalarin farkli davranislari
nedeniyle arka plan guraltisu artabilir.

Performans Degerlendirmesi

Analitik 6zgulluk

GeneMapper™ ID-X yazilimini kullanarak alel merdiveni ile otomatik alel
aramayi ve test DNA'larinin diger yontemlerle (diger PCR Kkitleri) dnceden
tiplendiriimesine kiyasla alel atamasinin uyumlulugunu test ettik.

Mentype® DIPscreen PCR Amplifikasyon Kiti kullanilarak analiz edilen
seksen bir dnceden karakterize edilmis DNA drnegini degerlendirdik. Pik
yukseklikleri = 200 RFU olan eksiksiz profiller tespit edilmistir. Teste 6zgu
cihaz ayarlarinin belirlenmesinin ardindan, tim DIP sistemleri ve amelogenin
markoérl icin tim DNA &rneklerine dogru genotip atanmistir. Ek olarak,
Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit primer 6zgulligani
degerlendirdik. Spesifik olmayan yanlis primer PCR Urinleri gdzlenmemistir,
boylece Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit primer spesifikligi
saglanmistir.
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Girigimler ve ¢apraz reaksiyonlar

Olgiim prosediiriiniin sonuglarini etkileyebilecek potansiyel girisimler, CLSI
kilavuzlari EPO7 (3. baski), EP37 (1. baski) Onerileri dogrultusunda
degerlendirilmistir. Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit igin, endojen
ve eksojen interferentler belirlenmis, kilavuzlarda o6nerildigi gibi PCR
reaksiyonunda beklenen maksimum konsantrasyonlari (Cmax) test edilmis ve
interferans gdézlenmesi durumunda, hicbir interferansin tespit edilemedigi
konsantrasyonu belirlemek i¢in daha fazla konsantrasyon test edilmigtir.

Sonuglar, PCR reaksiyonunda 2,57E-03 % v/v'de test edilen endojen
interferant kanin, tek genotip DNA'sinin tam profilinin élgimi Gzerinde bir
interferans etkisi oldugunu gdsterdi. Ayrica, %2, %5 ve %30 MC'de dlgulen
karisik kimerizm 0&rnekleri icin tedavi edilmemis gruptan sapmalar
g6zlenmistir. Sonuglar dogruluk sinirlarinin digindaydi ve bu nedenle PCR
reaksiyonu Uzerinde girisim gosterdi. Bununla birlikte, kan kontaminasyonu
PCR reaksiyonunda veya izole edilmis DNA slispansiyonunda turuncu bir
renk kaymasi ile gdrsel olarak tespit edilebilir. Egitimli laboratuvar
profesyonelleri renk degisikligi olup olmadigini gézlemlemeli ve herhangi bir
girisimi 6nlemek icin DNA izolasyonunu tekrarlamalidir.

Ekzojen interferentler icin EDTA, Sodyum Sitrat, Etanol, Asetilsalisilik Asit,
Metoklopramid ve Siklosporin, tek genotip DNA XY1726'nin tam profilinin
Olcimunun elde edilebildigi ilgili Cmax degerlerinde hicbir interferent etki
gostermemistir ve %2, %5 ve %30 MC' de oOlgilen karisik kimerizm
numuneleri i¢in godzlenen iglem gérmemis gruptan sapmalar dogruluk
sinirlar dahilindedir.

Eksojen interferentler Heparin, Proteinaz K ve Metotreksat igin ise CLSI
EP37(- baski) tarafindan 6nerilen Cmax dederinde interferans gézlenmisgtir.
Hicbir girisim tespit edilemeyene kadar daha fazla seyreltme test edilmistir.
Heparin icin 2,36E- 02 mg/dL, Proteinase K igin 3,22E-06 % v/v ve
Metotreksat igin 13,6 mg/dL herhangi bir girisim géstermedi.

Kan antikoagulanlari EDTA, sodyum sitrat ve Heparin ayrica Onerilen
izolasyon Kitleri ile test edilmistir. Analitik performans Uzerinde herhangi bir
etki tespit edilmemistir. izolasyon kitlerinin is akisinin, antikoagiilanlardan ve
DNA izolasyon reaktiflerinden kaynaklanan test edilmis enterferans
maddelerini ortadan kaldirmasini bekliyoruz. Kemoterapi ilaci Metotreksat
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ise, referans blankiyla karsilastirildijinda test edilen konsantrasyonda
herhangi bir etkilesim gostermedi.

Tablo 14 endojen ve eksojen girigsimcilerin test edilen

konsantrasyonlari.

Miidahalenin
tari

Kategori

Miidahale

Karigsmayan
konsantrasyon

Endojen Tam kan bilesenleri Tam kan Test edilmedi
EDTA 0.099 mg/dL
Antikoaglanlar Sodyum, Sitrat %pv(/J\I/? da 23E- 05
Heparin 2.36E- 02 mg/dL
PCR
Proteinaz K reaksiyonunda
DNA izolasyon 3,22E-%06 viv
Digsal ajanlari PCR
Etanol Reaksiyonunda
2,70E-%03 v/v
Analjezikler ve Aspirin
antipiretikler (asetilsalisilik asity  © M9k
Antiemetik ajan Metoklopramid 0.225 mg/dL
Kemoterapotik ajan Metotreksat 13.6 mg/dL
immiinosupresan ajan Siklosporin 0.18 mg/dL

Analitik hassasiyet

Tek genotipli insan gDNA 's1 0,125 ng ila 2,00 ng aralidinda &lcilebilir. Bu
aralikta, tim DIP belirteclerinin ve amelogenin'in tam profilleri hatasiz olarak
Olgulebilir. Malzeme tiketimini azaltirken kabul edilebilir tam profil analizi igin
tek genotip DNA'nin optimum giris miktari olarak 1.00 ng &neriyoruz.
Optimum hassasiyetle karigik kimerizm tespiti i¢in farkli girdi miktarlarini test
ettik. Dusuk girdi miktarlari igin kisith hassasiyetten kaginmak amaciyla,
karisik kimerizm tespiti igin optimum girdi miktari olarak 2,00 ng DNA
tanimladik.
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Dogrusallik, CLSI-EPO6Ed2 kilavuzuna (2. baski) gore degerlendirildi.
Dogrusallik alti farkli karisik kimerizm 6rnegi kullanilarak test edilmistir. Her
bir karisik kimerizm 6rnegi, alici kimerizmini %1 ila %90 (%1, %2, %5, %10,
%30, %50, %70, %90) arasinda kapsayacak sekilde seyreltiimistir.
Dogrusalliktan kabul edilebilir sapma (ADL), bu aralikta yalnizca kiglk
sapmalara izin vermek i¢in %10 alici kimerizmine kadar olan numuneler igin
%4 olarak tanimlanmigtir. Alici kimerizmi > %10 ic¢in, dogrusalliktan orta
dizeyde sapmalara izin vermek amaciyla ADL %10 olarak ayarlandi.
Beklenen ve 6ngorillen dederler tim numuneler i¢cin ADL 'nin altinda olup
test edilen kimerizm 6l¢im araligi icin dogrusalligi teyit etmektedir.

WLS regression

Reference chimerism

0.0 T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Measured chimerism

Sekil 2 82+1180 kimerizm kansgimi igin farkli kimerizm
konsantrasyonlarinin agirlikli regresyonuna érnek. Regresyon, %1 ila %90
alici kimerizmi test araliginin tamaminda olgllen ve beklenen degerler arasinda
yliksek derecede dogrusalligyi dogrulayan 0,994'lik bir belirleme katsayisi
gOstermistir.

Limit of Blank (LoB), iki farkl kit lotu ile tg farkh glinde 31 tek genotip DNA
Uzerinde test edilmistir. Karisik kimerizm igin LoB, CLSI - EP17-A2 'nin
parametrik olmayan yaklasimi kullanilarak hesaplanmistir (a = 0,05;
2. baski). Yalnizca bilgilendirici belirtecler analiz edilmistir. Sonug, %0,49'luk
bir LOB'yi dogrulamistir.

2,00 ng DNA giris miktari kullanarak, %0,50 ila %3,00 konsantrasyonlarda
uc farkl karisik kimerizm érnegini test ettik. Tim numuneler iki farkli kit lotu
ile test edilmigtir. %95 guven dizeyiyle Probit-Analizi (CLSI - EP17-A2, 2.
baski) kullanarak Lot 1 i¢in Tespit Siniri (LoD) %1,36 ve Lot 3 igin %1,39
olarak bulundu. Elde edilen raporlanabilir LoD %1,39 karigik kimerizmdir.
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Tablo 15 LoD igin Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit
bilgilendirici igaretleyiciler kullanarak

LoD (% kanigik kimerizm)

Miktar belirleme siniri icin hassasiyet hedefi CLSI - EP17-A2 'ye (2. baski)
gére tanimlanmigtir. LoD'de kimerizmin tespiti icin Westgard modelini
(TE = Ibiasl + 1,96 s; (Westgard et al. 1974 [3])) ve tahlilin yanhligini ve
kesinligini kullanarak hassasiyet hedefini tanimladik. Elde edilen %0,45'lik
havuzlanmis standart sapma, TE tabanh hassasiyet hedefi olan %1,77'nin
altinda olup LoD'de kabul edilebilir bir dogrulugu teyit etmektedir.

Dogruluk

Kesinsizlik ve vyanhlik, farkh kimerizm igerikleri arasinda degisiklik
gosterebilir. Her aralik igin uyarlanmig kabul kriterlerini belirlemek amaciyla,
karigik kimerizm (MC) araligini Pettersson et al. (2021) [4] tarafindan da
bildirilen G¢ araliga bélmeye karar verdik. Araliklar sunlardir:

 Ikinci genotip igerigi < %5 olan diisiik MC
e Ikinci genotip igerigi %5 - 20 olan orta MC
e ikinci genotip igerigi > %20 olan yiiksek MC

Dogruluk analizi CLSI - EP21Ed2Ekilavuzuna (2. baski) dayanmaktadir.
Referans materyalle karsilastirildijinda dlgllen sapma ve c¢ok sahali bir
calismada dlcllen kesinsizlik (tekrar Uretilebilirlik), Sigma metrigine dayali bir
sigma degerini hesaplamak icin kullanilmistir (Westgard et al. 2018 [3]).
Kabul edilebilir Total Error, dogrusallik ¢alismasinin yanlilik tahminlerine ve
kimerizm analizi igcin STR tabanli PCR testleri igin bildirilen kesinlige
dayanarak olusturulmustur (Pettersson et al.) [4]). Elde edilen sigma
degerleri disiik ve orta MC araligi icin iyi dogruluk ve yiksek MC araligi igin
mikemmel dogruluk géstermistir.
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Tablo 16 Sigma-kanisik kimerizm igin degerler

Ornek Sigma deger

2 % kangik kimerizm
5 % kangik kimerizm
30 % kansik kimerizm

Dogruluk

Yanlihk degerlendirmesi, ¢ farkh halka deneyi saglayicisindan (3 farkl
External Quality Control programi) alinan referans materyale
dayandiriimigtir. Yanhlk, Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit sonucu
ile referans deger arasindaki fark i¢in hesaplanmistir:

AMC = Referans MC — Mentype DIPscreen MC

Yanlihk hesaplamasi CLSI - EPO9Ed3cE (3. baski) kilavuzuna
dayanmaktadir ve normal dagiim kanitlandigi icinAMC degerlerinin
ortalamasi kullaniimistir (Shapiro-Wilk normallik testi, a = 0.05). Referans
degerlerine gore, ornekler yukarida agiklandigi gibi (bolim Dogruluk) MC
icin G¢ alt araliga bolindu. Ortaya ¢ikan yanlilik -0,68 ile 0,74 arasinda
degdismektedir.

Tablo 17 Diistik, orta ve yiiksek MC igin yanhhk ( AMC ortalamasi)

yuksek MC
(> 20 %)

Yanhhk

(average of AMC) 0,74 -0,68

Yanllik degerlendirmesinin yani sira Mentype® DIPscreen PCR
Amplification Kit bir referans yéntemle karsilastirdik. PCR tabanli referans
yontem Mentype® Chimera® PCR Amplification Kit iki birey (genotip)
arasinda ayrim yapmak igin kisa tandem tekrarlari (STR) polimorfizmini
analiz eder. Her iki ydntem de farkli karigik kimerizm igerigini temsil eden 97
hasta 6rnegi ile Olcllmuistir. Elde edilen 0,9963 belirleme katsayisi iki
yéntem arasinda yuksek bir korelasyon oldugunu dogrulamistir.
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Chimera
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Sekil 3 Referans Yoéntem karsilagstirmasi Mentype® DIPscreen PCR
Amplification Kit ve Mentype® Chimera® PCR Amplification Kit. Sagdaki
dogrusal regresyon, 0,9963 belirleme katsayisi ile kabul edilebilir bir korelasyon
gOstermektedir.

Hassasiyet

Testin tekrarlanabilirligi ve yeniden Uretilebilirligi 1ISO 5725-2:2022-05 ve
CLSI - EPO5 (3. baski) temelinde degerlendirilmistir. Kimerizm 0lgiim
araligini (%2, %5, %30, %70) kapsayan karisik kimerizm 6rnekleri 5 x 5 x 3
(gun x replikat x saha) ¢oklu saha galismasinda degerlendirilmistir. Karigik
kimerizm icin elde edilen tekrarlanabilirlik, karisik kimerizmin %0,60 ila
%1,68 standart sapmasi (SD) arasinda ve tekrar Uretilebilirlik, karigik
kimerizmin %0,63 ila %1,75 SD 'si arasinda degdismektedir.

Tahlil Kesimi

Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit icin test sinirini, farkli amplifiye
edilmis  markorlerin  alel frekansinin  hesaplanmasina dayanarak
degerlendirdik. 81 kisiden alinan numuneler Mentype® DIPscreen PCR
Amplification Kitile analiz edilmistir. Elde edilen alelik frekanslar, polimorfizm
bilgi icerigi (PIC), beklenen heterozigotluk (HET) ve bir genetik markérin
veya markdr setinin bir populasyondaki farkl bireyleri ayirt etme yetenegini
gOsteren ayirt etme gicli (PD) gibi kimerizm analiziyle de ilgili belirli adli
ayrimcilik parametrelerini hesaplamak igin kullaniimistir. PIC ve HET
degerleri, Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kitigin ylksek polimorfik
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INDEL'lerive yliksek heterozigotluk oranini  gostermektedir. Tim DIP
belirtecleri icin PD 0,5146 ile 0,6581 arasinda degismektedir, bu da teknik
olarak en az bir belite¢ temelinde iki bireyin ayirt edilmesine izin
vermektedir, ancak daha fazla belirte¢ birlikte kullanildiginda PD
artmaktadir.

Tablo 18 yer alan tiim belirteglerin ayrim olasiligi Mentype® DIPscreen
PCR Ampilification Kit. PIC, PD ve HET her bir markér igin 81 bireyin analizine
dayali olarak hesaplanmistir.

isaretleyici PIC HET PD

AM 0,3384 0,4341 0,4664
HLD106 0,3066 0,3804 0,5301
HLD70 0,3744 0,5019 0,6572
HLD84 0,3695 0,4921 0,6328
HLD103 0,3703 0,4938 0,6389
HLD104 0,3651 0,4835 0,6389
HLD116 0,3736 0,5003 0,5322
HLD112 0,3725 0,4982 0,5877
HLD307 0,3736 0,5003 0,6054
HLD310 0,3559 0,4660 0,6152
HLD110 0,3685 0,4901 0,6261
HLD133 0,3703 0,4938 0,6462
HLD79 0,3174 0,3981 0,5603
HLD105 0,3736 0,5003 0,6191
HLD140 0,3623 0,4783 0,5972
HLD163 0,3703 0,4938 0,6060
HLD91 0,3712 0,4954 0,5274
HLD23 0,3559 0,4660 0,5850
HLD88 0,3719 0,4969 0,5597
HLD101 0,3740 0,5012 0,6261
HLD67 0,3384 0,4341 0,5834
HLD301 0,3736 0,5003 0,6054
HLD53 0,3593 0,4724 0,6216
HLD97 0,3736 0,5003 0,6411
HLD152 0,3329 0,4246 0,5146
HLD128 0,3750 0,5030 0,6554
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isaretleyici PIC HET PD

HLD134 0,3384 0,4341 0,5752
HLD305 0,3685 0,4901 0,5530
HLD48 0,3695 0,4921 0,6109
HLD114 0,3593 0,4724 0,6353
HLD304 0,3750 0,5031 0,6520
HLD131 0,3725 0,4982 0,6581
HLD38 0,3384 0,4341 0,5834
HLD82 0,3103 0,3865 0,5487

MIN 0,3066 0,3804 0,4664

MAX 0,3750 0,5031 0,6581

Kullanim sirasinda stabilite

Tim stabilite calismalari 1SO 23640:2015 ve CLSI EP25 kilavuzuna
(2 Baski) uygun olarak planlanmistir. Tim stabilite galismalari igin agagidaki
prosedlr uygulanmistir: Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit, cesitli
sureler boyunca birden fazla zaman noktasinda test edilmistir. Kimerizm
Orneklerinin analizi ChimerisMonitor VD kullanilarak gerceklestirilmis,
XY1726 ve XX1180'in tek genotip DNA'sI sirasiyla aliciyr ve dondru temsil
etmistir.

Tek genotip DNA XY1726'y1 1 ng DNA giris miktarinda ve XY1726:XX1180
(ahci:dondr) karisik kimerizm 6rneklerini (MC) %4 ve %30 MC'lik farkh MC
araliklarini temsil eden 1 ng DNA giris miktarinda analiz ettik. Ana karisim
kararliligi icin, %30 ve %5 MC igin 1 ng DNA girisi ve %2 MC icin 2 ng DNA
girisi ile %30, %5 ve %2 MC'lik farkli MC araliklarini test ettik.

Cesitli kosullarin nihai degerlendirmesi, baslangig zaman noktasi (to) ile farkl
zaman noktalarinin (tn) ortalamalari arasindaki karsilastirmayi igeriyordu ve
asagidaki denklem kullanilarak hesaplandi:

abs. A= |, — |

Kullanim igi Stabilite calismasi igin lic deney gergeklestirilmistir. Biri donma
ve ¢ozllme dongllerine maruz kaldiktan sonra stabiliteyi test etmek igin, biri
ana karigsimin farkh kullanimindan sonra stabiliteyi test etmek icin ve digeri
de acildiktan sonra simile edilmis kullanim sirasinda kitlerin stabilitesini test
etmek igin.
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Ana karisim stabilite deneyinde test edilen tim numuneler , tek genotipli
DNA XY1726 icin tam bir markér profili sunmus ve test edilen ¢ MC
numunesi i¢in tahlilin toplam hataya dayal dogruluk ve kesinlik sinirlarinin
altinda kalmistir: %30, %5 ve %2 MC limitleri sirasiyla %3,31, %3,62 ve
%1,77'dir. Bu nedenle, Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit ana
karisimin farkli bir sekilde kullaniimasindan etkilenmez.

For the freeze and thaw stability, the Mentype® DIPscreen PCR Amplification
Kit To'dan kritik kabul edilemez sapmalar gostermedi ve tek genotip DNA
XY 1726 igin tam bir belirte¢ profili gdsterdi ve test edilen MC &rnekleri igin
deneyin toplam hata tabanl dogruluk sinirlarinin altindaydi: %30 ve %4 ile
sinirflart %3,31 ve %2,85'tir. Bu nedenle Mentype® DIPscreen PCR
Amplification Kit 20 dondurma ve ¢ézme dongusiine kadar stabildir.

Aclldiktan sonra simile edilen kullanim sonuglarina goére, Mentype®
DIPscreen PCR Ampilification Kit ilk agiligsindan sonra 12 aya kadar kullanim
icin stabildir ve 20 dondurma ve ¢ézme ddngisine kadar stabildir.

Klinik performans verileri

Calisma tasarimi, etik ve diizenleyici hususlar

Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit ve referans yontemler allo-HSCT
sonrasli hasta érnekleri Uzerinde test edilmistir. Bu ¢alismaya dabhil edilen 10
hasta allo-HSCT sonrasinda izlenmis ve izleme sirasinda alinan érneklerin
dondr igerigi allo-HSCT sonrasinda 10 kez analiz edilmigtir. Bu ¢alismanin
amaci, 7 Agustos 2002 tarihli tibbi cihaz yasasi'Medizinproduktgesetz 'in
(MPG versiyonu) §§ 20 ila 24'Une gore klinik kanit saglamaktir (BGBI. | S
3146). Sitogenetik referans yontemi FISH kullanilarak, cihazin delesyon
ekleme polimorfizmine dayali PCR ydntemiyle bir uyumun kanitlanmasi
gerekiyordu. Sorumlu etik komisyonunun onayi 14.03.2012 tarihinde
alinmistir.

DISIFUO2v2tr 47



Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit

Referans yontemleri

Referans yontem olarak, Fluorescence-In-Situ-Hybridization (FISH) was
conducted using allosome-specific CE-IVD CEP® X SpectrumOrange™ /Y
SpectrumGreen™ Direct Labeled Fluorescent DNA Probe Kit (Abbott GmbH
& Co KG, Wiesbaden). Referans yontemini uygulamak icin, sadece farkh
cinsiyetteki alici-verici giftleri galismaya dahil edilmistir. Ureticilerin énerileri
dogrultusunda yalnizca hilcre sayisi > 200 olan sitogenetik sonuclar
degerlendirildi.

DNA extraction and purification

DNA, QIAamp® DNA Blood Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden, DE) kullanilarak
izole edilmistir. izolasyon, Uretici protokoliine gére gerceklestirilmistir.

Sonuglar

Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit ile sitogenetik referans yontemi
arasindaki R? = 0,9889 ile yiksek korelasyon, allo-HSCT sonrasi kimerizm
takibi igin uygulanabilirligi dogrulamaktadir.
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Sekil 4 Sitogenetik ve Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit
sonuglar grafikte gosterilmistir. Dogrusal regresyon, 0,9889 (N = 87) belirleme
katsayisi ile kabul edilebilir bir korelasyon ortaya koymaktadir

DISIFUO2v2tr 48



Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit

Referans yontem sonuglariyla elde edilen %94,25'lik uyum (%5 AMC kabul
edilmistir), Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit Kklinik veri
yorumlamasi igin glvenilirligini dogrulamaktadir.

Tanisal Degerlendirme

Klinik performans o&zellikleri kabul edilebilir sonuglar gdstermistir.
Sonuglar,%1'lik birPCR ve sitogenetikLoD'a gére degerlendirilmistir (Bader
et al. 2023 [5]). IVDR Ek I, Bolim 9.1b'ye gb6re klinik performans
degerlendirmesine yodnelik parametrelerin [VDR were found to be not
completely applicable for the Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit.
Cihaz, bir analitin varligindan ziyade bir analit araligini izler. Bu nedenle,
analitin negatif ve pozitif durumunun degerlendiriimesi tamamen
uygulanabilir degildir.

Tablo 19 Tanisal 6zellikler

Tanisal 6zellikler Tahmin ﬁ:ﬂtaﬁ;ven Rf;%iliven
Tanisal Hassasiyet 96,0 % 90,6 % 100,0 %
Teshis Ozgulligi 76,3 % 62,8 % 89,8 %
Teshis Dogrulugu 87,5 % 80,6 % 94,4 %
Pozitif prediktif deger 84,2 % 74,7 % 93,7 %
Negatif prediktif deger 93,5 % 84,9 % 100,0 %
Yayginhk 56,8 % 46,5 % 67,2 %
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Kalite Kontrol

Tam kit bilesenleri BIOTYPE GmbH'de yogun bir kalite glivence siirecinden
gecmektedir. Test kitinin kalitesi, sinirsiz kullanilabilirligi saglamak igin
surekli olarak izlenir. Kalite glvencesi ile ilgili herhangi bir sorunuz varsa
lutfen bizimle iletisime gegin.

Teknik Destek

Teknik tavsiye icin litfen Customer Support Ekibimizle iletisime gegin:

e-posta: support@biotype.de

telefon: +49 (0)351 8838 400
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Kullanim Sinirlamalari

=  Bu IFUda belirtilen prosedurler acgiklandigi sekilde takip edilmelidir.
Herhangi bir sapma tahlil basarisizliiyla sonuglanabilir veya hatali
sonuglara neden olabilir.

®  Bu Urinin kullanimi, PCR teknikleri ve kapiler jel elektroforezi
konusunda 06zel olarak bilgilendiriimis ve egitiimis profesyonel
laboratuvar kullanicilariyla sinirhdir.

= Bu testin optimum performansi i¢in uygun numune toplama, tasima,
saklama ve isleme prosedurleri gereklidir.

= Kit, yalnizca listelenen PCR cihazlari kullanilarak insan periferik venéz
tam kan ornekleriyle kullanim igin dogrulanmistir. Bkz. Bolim Cihazlar
ve yazilim

=  Bu testdogrudan numune Uzerinde kullaniimamahdir. Bu test
kullanilmadan o6nce uygun nukleik asit ekstraksiyon yontemleri
uygulanmalidir.

=  DNA Odrneklerinin kanla kontamine olmasi Urinin performansini
olumsuz etkiler. DNA ekstraksiyonu sirasinda kontaminasyon
olusmadigindan emin olun ve gerekirse ekstraksiyonu tekrarlayin.

= Kit yalnizca DNA ekstraksiyonu ve saflastirmasi icin Reaktifler, kitler ve
sarf malzemeleri bélimunde aciklanan kitler kullanilarak dogrulanmistir.

= Kitin performansini saglamak igin iyi laboratuvar uygulamalari gereklidir.

= Sonuglar, kimerizm analizlerinin sonuglarini diger tedavi veya tani ile ilgili
yontemlerin  sonuglariyla  birlestiren  klinisyenlere  danisilarak
yorumlanmahdir.

= Sonuglarin yorumlanmasinda yanlis negatif ve yanlis pozitif sonug
olasiligi g6z éninde bulundurulmaldir.

=  Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit, dondr ve alicinin tek
yumurta ikizi olmasi durumunda kullanilamaz.
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= Cift transplantasyonlar performans degderlendirmesinin bir pargasi olarak
dogrulanmamistir.

®=  Bozulmus DNA iceren numuneler INDEL/DIP ve cinsiyete 6zgu lokuslari
tespit etme kabiliyetini etkileyebilir

= Siresi dolmus pargalari yanlis depolanmis pargalarda kullanmayin.

=  Kimerizm analizi hastaya 6zgu bilgilendirici belirtegler kullanilarak
dogrulanmistir (tim kimerizm araliklari igin).

= Farkl etnik gruplardan alinan numuneler, farkh alel frekanslari gibi farkl
genetik 6zellikler sergileyebilir ve bu da ayrimcilik veya amplifikasyon
glictinl sinirlayabilir. Bazi DIP markérlerinin birden fazla poptlasyondaki
allelik frekansi degerlendirilmistir. Birlestiriimis ayrim glicti 0,99'u asan
degerlerle yiksektir. Bu, bir hastanin testinin amplifikasyon zorluklariyla
karsilagsma riskinin nispeten disuk oldugunu gdstermektedir. Ancak, su
anda Kafkasya i¢in nifus verileri mevcuttur. Diger etnik gruplar igin
potansiyel etki henliz tahmin edilememektedir.

Siparisg bilgileri

Siparislerinizi e-posta yoluyla su adrese yonlendirin sales@biotype.de.

Ambalaj boyutu Siparis numarasi
Mentype® DIPscreen 25 reaksiyon 45-12300-0025
PCR Amplification Kit 100 reaksiyon 45-12300-0100
. . 1x25 L 45-15100-0025
Matrix Standard BT5 multi 2x 25 L 45-15100-0050
demo lisansi
ChimerisMonitor IVD 1 yillik lisans 46-14800-0000
3 yillik lisans
NOT
[ ]

1 Kitlerin miinferit bilesenleri ayri olarak siparis edilemez.
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Ticari Markalar ve Feragatnameler

Mentype® ve Chimera® BIOTYPE GmbH'nin tescilli ticari markalaridir.

Diger ticari markalar: ABlI PRISM®, GeneMapper®, GeneAmp® ve Applied
Biosystems® (Applied Biosystems LLC grubu); QIAamp® (Qiagen); POP-4™
(Avrupa: Applied Biosystems LLC, ABD: Life Technologies Corporation).

PCR patent kapsamindadir. Patent sahipleri Hoffmann-La Roche Inc. ve F.
Hoffmann-La Roche'tur (Roche).

Bu belgede kullanilan tescilli isimler, ticari markalar, vb. 6zellikle bu sekilde
isaretlenmemis olsalar bile, vyasalarca korunmasiz olarak kabul
edilmemelidir.

Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit , Avrupa in vitro tani yonetmeligi
(AB) 2017/746'ya gore CE isaretli bir tani kitidir.

Uriin Health Canada tarafindan ruhsatlandiriimamistir ve FDA tarafindan
onaylanmamistir.

Tibbi cihaz tum Ulkelerde mevcut degildir.

© 2025 BIOTYPE GmbH; tim haklari sakhdir.

DISIFUO2v2tr 53



Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit

Sembollerin Agiklanmasi
Uretici firma

Toplu kod

W<N> <> N test igin yeterli reaktif icerir

EEi:I Elektronik kullanim talimatlarina (elFU) basvurun

E Son kullanim tarihi

_25ocjﬂf'15°° Sicaklik limiti

Katalog numarasi

IVD in vitro diagnostik tibbi cihaz
<l
AN Gunes 1s1§indan uzak tutun

Kuru tutun

Benzersiz cihaz tanimlayicisi
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Bu Kullanim Talimatinda kullanilan diger isaretler:

1

A

mavi alti cizili metin

siyah alti cizili metin

girintili, el yazisi, kalin metin

Yararli ipuglari
Dikkat, bu uyariy! takip ettiginizden
emin olun!

Ana sayfalar, e-posta adresleri gibi
harici iceriklere yonlendiren
baglantilar

Kolay gezinme icin belge iginde
¢apraz baglantilar

Bir yazilimda tiklanacak alanlar
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Ekler

Referans orneklerin elektroferogramlari

ilerleyen sayfalarda Mentype® DIPscreen Allelic Ladder (Sekil 5), Control
DNA XY82 (PC, Sekil 6) ve sablonsuz kontrol (NTC, Sekil 7) elektroferogram
drneklerini bulabilirsiniz.

Tdm 6rnekler bir ProFlex PCR dongu cihazinda ¢ogaltildi ve dogrulanmis
calisma parametresi kullanilarak bir Applied Biosystems™ 3500 Genetic
Analyzer (POP-4™ 36 cm array) Uzerinde analiz edildi. Veri analizi
GeneMapper ID-X sirim 1.6 kullanilarak gergeklestiriimistir. Tablo 12'ye
gére Bins, Panels sablonlari ve Analysis Method uygulanmistir.

Elektroferogramlar 70 -420 bp pargca uzunluguna yakinlastiriimistir (x
ekseni). Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit kullanilarak parga
uzunlugu analizi (x ekseni) icin genel aralik 50 bp ila 550 bp'dir. Y ekseninin
Olgeklendiriimesi her bir geklin altindaki agiklamaya gére ayri ayri
gerceklestirilmistir (Sekil 5, Sekil 6, Sekil 7).
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Mentype® DIPscreen Allelic Ladder
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6.000 RFU'ya (y ekseni) ve 70 - 420 bp'ye (x ekseni) yakinlastirma

Sekil 5 Mentype® DIPscreen Allelic Ladder
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Control DNA XY82 (PC)
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Sekil 6 Control DNA XY82 (PC)
12.000 RFU'ya (y ekseni) ve 70 - 420 bp'ye (x ekseni) yakinlastirma
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Sablon kontrolii yok (NTC)
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Sekil 7 Sablon Kontrolii Yok (NTC)
1.000 RFU'ya (y ekseni) ve 70 - 420 bp'ye (x ekseni) yakinlastirma
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Parcalarin ve alellerin uzunluklar

Tablo 20 shows the fragment lengths of individual alleles that refer to the
DNA Size Standard 550 (BTO). Tim analizler POP-4™ polimer ile ABI
PRISM® 310/3130 Genetic Analyzer gerceklestiriimistir. Farkli analiz
cihazlari, DNA boyut standartlari veya polimerler farkl parga uzunluklarina
neden olabilir. Ek olarak, alel merdiveni ile gérsel bir hizalama yapilmasi
Onerilir.

Tablo 20 Parga uzunluklari Mentype® DIPscreen Allelic Ladder iizerinde
analiz edilmistir ABI PRISM® 3130 Genetic Analyzerile POP-4™ polimer,
* tam sayiya yuvarlanmis

Isaretleyic
< S - T
[bp]* [bp]* [bp]* [bp]*
Amelogenin 77 (X) 80 (Y) HLD91
HLD106 91 98 HLD23 107 113
HLD70 104 108 HLD88 118 128
HLD84 112 117 HLD101 131 135
HLD103 129 138 HLD67 140 148
HLD104 153 157 HLD301 172 182
HLD116 170 192 HLD53 190 194
HLD112 199 204 HLD97 214 228
HLD307 228 236 HLD152 239 250
HLD310 248 257 HLD128 258 266
HLD110 264 270 HLD134 296 312
HLD133 278 288 HLD305 375 401
HLD79 294 299 isaretleyic Boyut Boyut
il -DIP +DIP
HLD105 302 310 Sari kanal [bpl* [bp]*
HLD140 318 333 HLD48 78 83
HLD163 344 358 HLD114 159 177
HLD304 184 203
HLD131 208 220
HLD38 234 240
HLD82 314 352
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Lokuslarin nitel degerlendirmesine yonelik érnekler

Tablo 21 Bilgilendirici lokuslarin nitel degerlendirmesi igin 6rnekler

Bilgilendirici lokuslar

HLoss ]
120
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| 120
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Bilgilendirici lokuslar
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Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit

Tablo 22 Bilgilendirici olmayan lokuslarin nitel degerlendirmesi igin
ornek

Bilgilendirici olmayan lokuslar Bilgilendirici olmayan lokuslar
Alict D310+ Al
| | 18
l v
D310] Bagsc:  [D3low Bayse:
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