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i.Mune™ TBNK [CE] Kullanma Talimatlari

Adi ve Kullanim Amaci

i.Mune™ TBNK, sivi vendz tam kandaki insan lenfosit alt gruplarinin yizdelerini ve mutlak sayilarini belirlemek
ve filtre kagidi Gzerinde kurutulmus kapiller tam kan numunelerinde (Kurutulmus Kan Lekesi; DBS) insan
lenfosit alt gruplarinin yiizdelerini belirlemek icin kullanilan bir kantitatif in vitro testtir.
Test, asagidaki immun hicre tipleriyle iliskili, immun hicre tipine 6zgl, demetile genomik hedef boélgelerin
tespiti icin floresan hidroliz problariyla gergek zamanli bir polimeraz zincir reaksiyonu kullanir:
T lenfositler (CD3+)
B lenfositler (CD19+) (BLC)
- Dogal 6ldiriict lenfositler (CD16+CD56dim) (Dogal 6ldiriici hiicreler; NKC)
«  Yardimci T lenfositler (CD3+CD4+)
- Sitotoksik T lenfositler (CD3+CD8+).

Ozet ve Agiklamalar

i.Mune™ TBNK testi, K;2EDTA kan alma tiiplerinde toplanan sivi ven6z tam kandan ve filtre kagidi Uizerinde
kurutulmus kapiller tam kan numunelerinden (Kurutulmus Kan Lekesi; DBS) izole edilen T-, B- ve NK
lenfositlerin demetile genomik DNA hedef bolgelerinin kantitatif tespiti icin kullanilan bir in vitro gergek
zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) testidir.

T-/B- ve NK lenfositlerin miktarinin belirlenmesi, primer immun yetmezlikler, bulasici hastaliklar, kanser,
otoimmdiinite, otoinflamasyon ve immiinosupresyon dahil olmak Uzere, gesitli hiicresel bagisiklik sistemi
bozukluklari olan hastalarin tespiti ve izlenmesine ydnelik temel bir tani yontemidir 12343,

Baron ve ark.b, 25 saglikli donér ve tedavi altindaki 97 HIV pozitif hastadan olusan kohortlarla yapilan
incelemelerde, epigenetik gercek zamanl kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (qPCR) testleri ile elde edilen
sonuclarin akis sitometrisi ile esdeger oldugunu gostermistir. 97 HIV pozitif hastadan olusan kohortta sivi
venoz tam kanda epigenetik lenfosit miktar tayini sonuglarinin, kurutulmus kan lekesi numunelerinden elde
edilen epigenetik gPCR ve akis sitometrisi ile iyi bagdastig gosterilmistir.

Ayrica, yenidoganlardan alinan 274 kurutulmus kan numunesinden olusan bir kohortta epigenetik bagisiklik
hiicresi dlciimii, dogrulanmis 24 primer immiin yetmezlik olgusundan 23'tini dogru bir sekilde tanimlamustir®.
Bir yenidogan tarama calismasinda, kurutulmus kan lekesi bazli epigenetik bagisiklik hiicresi 6lglimi yanhs
pozitif SCID tarama sonuglarinin sayisini azaltmaya yardimci olmustur’.

Ayrica, kendi beyaniyla saghkli donérlerden ileriye yonelik olarak 112 sivi vendz tam kan numunesi toplanmis,
i.Mune™ TBNK ile analiz edilmis ve sonuglar akis sitometrisi ile elde edilen sonuglarla karsilastirilmistir.

Hem kendi beyaniyla saglikl donérlerden ileriye yonelik olarak toplanan sivi ven6z tam kan numuneleri hem
de karsilhk gelen filtre kagidinda kurutulmus ilgili kapiller tam kan numuneleri icin referans araliklari
tanimlanmistir. Her iki numune tirinidn referans araliklari karsilastirilmistir (bakiniz "Klinik Performans
Degerlendirmesi" bolimd).
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3  Prosediiriin Esaslari

i.Mune™ TBNK, DNA'y! bisilfitle donlstiirmek ve saflastirmak (i.Mune™ Prep, IM-PREP-01) ve bisiilfitle
donistirilmis hedef DNA'yl gercek zamanli PCR'da ¢ogaltmak (i.Mune™ TBNK Amp, IM-AMP-01) igin iki
asamali bir prosedir kullanir. Her test yiritimiine Pozitif ve Negatif Kontroller dahil edilir ve prosediiriin
basarili bir sekilde yurutilmesini izlemek ve dolayisiyla sonuglarin gegerliligini saglamak igin kullanilir
(i.Mune™ Check, IM-CHECK-01).

K2EDTA kan alma tiplerinde toplanan sivi vendz tam kan veya filtre kagidinda kurutulmus kapiller tam kan
(kurutulmus kan lekeleri) lize edilir ve agiga ¢ikan genomik DNA bisdlfitle donistlrilir. DNA manyetik
partikiillere baglanir ve iki kez yikanir. Bir kurutma adimindan sonra bisilfitle donistirilmis DNA elie edilir.

ikinci bir adimda, bir Roche LC480 Il cihazinda 96 kuyucuklu bir plakada dubleks gercek zamanli PCR
gerceklestirilerek, bisilfitle donistirilmis DNA'da hedef hiicreye 6zgii demetile bolgeler es zamanli bir dahili
kontrol 6lgimi esliginde ¢ogaltilir. Bu dahili kontrol, saflagstirmayi ve polimeraz zincir reaksiyonuna yeterli
DNA girisini dogrulamak i¢in tasarlanmustir.

i.Mune™ TBNK testi, farkh lenfosit alt kiimeleri icin hedefe 6zgli demetile CpG diniikleotid bélgelerini ve
yapisal olarak demetile housekeeping (referans) geninden bisllfitle donlstirtlmis bir DNA dizinini tespit
eder.
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4 Onlemler ve Giivenlik

Laboratuvar Onlemleri

Bu prosediir yalnizca profesyonel laboratuvar kullanimi igindir ve DNA ekstraksiyon yontemleri ile
gercek zamanl PCR testlerine vakif olundugu varsayilir.

Lizis, bistlfit donusimi ve saflastirma prosedirleri sirasinda ve sonrasinda numuneler arasinda
¢apraz kontaminasyon riskini en aza indirmek igin iyi laboratuvar uygulamalarina uyulmasi esastir.
Numunenin ¢capraz kontaminasyonunu énlemek i¢in yalnizca tek kullanimlik filtre uglari kullanin.
Kalibre edilmis pipetlerin kullaniimasi siddetle tavsiye edilir.

Ekstraksiyon prosediri sirasinda nikleazlarin numunelere karismasini 6nlemek igin iyi bir
laboratuvar teknigi dnemlidir.

Prosedirde birden fazla adimda tliplerden sivi alirken, manyetik boncuklari cikarmamaya dikkat edin.
Bir onceki PCR testinde elde edilen PCR Uriininden kaynaklanan bir kontaminasyona meydan
vermemek icin, PCR 6ncesi islemlerin (6rn. DNA bisiilfit donistiirme ve saflastirma, PCR kurulumu)
ve PCR sonrasi islemlerin (6rn. gergcek zamanli PCR) kesin olarak birbirinden ayrilmasi siddetle tavsiye
edilir.

Herhangi bir PCR Urininin salinmasini 6nlemek igin, kullanilmis PCR plakalari PCR cihazindan
¢ikariimali ve 6zel bir atik kabina atilmalidir.

Biyolojik Onlemler

Uriin, insanlarda veya hayvanlarda hastaliga neden olan herhangi bir bulasicc madde veya ajan
icermez.

Bu testle analiz edilen insan kani ve plazma numuneleri, Mikrobiyolojik ve Biyomedikal
Laboratuvarlarda Biyoglivenlik, calisanlarin is yerinde biyolojik ajanlara maruz kalmayla ilgili
risklerden korunmasina iliskin 2000/54/EC sayili Direktifte belirtilenler gibi gtivenli laboratuvar
prosediirleri veya diger uygun biyoglvenlik uygulamalari kapsaminda potansiyel bulasici olarak ele
alinmahdir.

Ek Onlemler

Kit bilesenlerini kit partileri arasinda karistirmayin.
Onceden acilmis kitlerden arta kalanlari yeni agilmis kitlerle birlestirmeyin.
Kitleri veya kit bilesenlerini belirtilen son kullanma tarihlerinden sonra kullanmayin.
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5 Saglanan Malzemeler

i.Mune™ TBNK, i.Mune™ Prep (IM-PREP-01), i.Mune™ TBNK Amp (IM-AMP-01) ve i.Mune™ Check (IM-CHECK-
01) ile Microsoft Excel® bazh bir veri analizi aracindan (Epimune Data Analysis Tool, IM-APP-02) olusur.
icerik

Tablo 1: i.Mune™ Prep (IM-PREP-01) gerigi. Kit 60 Olgim igin vyeterli reaktif icerir. Bu,
her biri sekiz (8) numune, bir (1) i.Mune™ Negative Control (Negatif Kontrol) ve bir (1) i.Mune™ Positive Control (Pozitif
Kontrol) kapsayan alti (6) yuriitim igin yeterlidir.

Reaktif Kaplar Hacim Saklama Sicaklhig
i.Mune™ Lysis Buffer (Lizis Tamponu) 1 flakon 4,7 ml 15°Cila 30°C
i.Mune™ Proteinase S (Proteinaz S) 1 flakon 0,8 ml 15°Cila 30°C
i.Mune™ Bisulfite Solution (Bislilfit Cézeltisi) 1 flakon 12,5 ml 15°Cila 30°C
i.Mune™ Protection Buffer (Koruyucu Tampon) 1 flakon 4,2 ml 15°Cila 30°C
i.Mune™ Binding Buffer (Baglanma Tamponu) 1 flakon 40,1 ml 15°Cila 30°C
i.Mune™ Magnetic Beads (Manyetik Boncuklar) 1 flakon 0,7 ml 15°Cila 30°C
i.Mune™ Wash Buffer 1 (WB 1) (Yikama Tamponu 1) 1 flakon 20,7 ml 15°Cila 30°C
i.Mune™ Wash Buffer 2 (WB 2) (Yikama Tamponu 2) 1 flakon 10,4 ml 15°Cila 30°C
i.Mune™ Elution Buffer (Ellisyon Tamponu) 1 flakon 2,1 ml 15°Cila 30°C

Tablo 2: iMune™ TBNK Amp (IM-AMP-01) igerigi. Kit 72 olgim icin vyeterli reaktif igerir. Bu,
her biri sekiz (8) numune, bir (1) i.Mune™ Negative Control ve bir (1) i.Mune™ Positive Control, bir (1) i.Mune™ Standard
1 ve bir (1) i.Mune™ Standard 2 kapsayan alti (6) yurttiim icin yeterlidir. Primermix’ler (primer karisimlari) renk kodludur.

Reaktif Kaplar Hacim Saklama Sicaklhig
i.Mune™ PCR Mix 1 flakon 1,2 ml -30°Cila-15°C
i.Mune™ TBNK Primermix 1 1 flakon 0,5 ml -30°Cila-15°C
i.Mune™ TBNK Primermix 2 1 flakon 0,5ml -30°Cila-15°C
i.Mune™ TBNK Primermix 3 1 flakon 0,5 ml -30°Cila -15°C
i.Mune™ TBNK Primermix 4 1 flakon 0,5ml -30°Cila-15°C
i.Mune™ TBNK Primermix 5 1 flakon 0,5ml -30°Cila-15°C
i.Mune™ TBNK Primermix 6 1 flakon 0,5ml -30°Cila-15°C

IFU 002 TR Versiyon 00 Sayfa6/29



i.Mune™ TBNK [CE] Kullanma Talimatlari

Tablo 3: i.Mune™ Check (IM-CHECK-01) igerigi. Kit 12 yuriitim igin yeterli reaktif icerir. Bilesenler renk kodludur.

Reaktif Kaplar Flak::cli?::ﬂna Saklama Sicakhgi
i.Mune™ Negative Control 2 flakon 0,07 ml -30°Cila -15°C
i.Mune™ Positive Control 2 flakon 0,07 ml -30°Cila -15°C
i.Mune™ Standard 1 2 flakon 0,13 ml -30°Cila -15°C
i.Mune™ Standard 2 2 flakon 0,13 ml -30°Cila-15°C
i.Mune™ Quantifier (Miktar Belirleyici) 2 flakon 0,11 ml -30°Cila-15°C

Giivenlik Bilgileri

Kimyasallarla galisirken her zaman bir laboratuvar 6nlGgi ve tek kullanimlik eldivenler giyin. Kirlenen
ylzeyleri suyla temizleyin.

i.Mune™ Proteinase S: subtilizin icerir.

Tehlike ifadeleri: H317: Alerijik cilt reaksiyonuna neden olabilir. H318: Ciddi gbz hasarina
neden olur. @

Alinacak dnlemlerle ilgili ifadeler: P280: Koruyucu eldiven/koruyucu giysi giyin.
P305+351+338: GOZLE TEMASINDA: Su ile birka¢ dakika dikkatlice durulayin. Varsa ve

cikarmasi kolaysa kontakt lensleri ¢ikarin. Durulamaya devam edin. TEHLIKE

i.Mune™ Binding Buffer: guanidin tiyosiyanat icerir.

Tehlike ifadeleri: H302: Yutuldugunda zararlidir. H312 Ciltle temas ettiginde zararlidir. H332
Solundugunda zararhdir. H412 Sucul ortamda uzun sire kalici, zararl etki. @

Alinacak onlemlerle ilgili ifadeler: P101 Tibbi tavsiye gerekiyorsa, ambalaji veya etiketi
saklayin. P102 Cocuklarin erisemeyecegi yerde saklayin. P264 Elleclemeden sonra elleri iyice
yikayin. P271 Sadece disarida veya iyi havalandirilan bir alanda kullanin. P273 Cevreye
salinmasindan kacinin. P501 icerigi/kabi yerel/ulusal diizenlemeler dogrultusunda bertaraf
edin.

UYARI

i.Mune™ Bisulfite Solution: amonyum hidrojen siilfit icerir.

Tehlike ifadeleri: H319: Ciddi goz tahrisine yol acar.

Alinacak dnlemlerle ilgili ifadeler: P280: Koruyucu eldiven/koruyucu giysi/goz koruyucu/yiiz @
koruyucu kullanin. P305+P351+P338: GOZLE TEMASINDA: Su ile birkag dakika dikkatlice

durulayin. Varsa ve gikarmasi kolaysa kontakt lensleri ¢ikarin. Durulamaya devam edin. UYARI
P337+P313: Goz tahrisinin gegmemesi halinde, tibbi tavsiye alin/doktorunuza basvurun.

Ek Tehlike bilgileri (AB): EUH031 Asitlerle temasinda toksik gaz cikarir.

i.Mune™ Protection Buffer: tetrahidrofurfuril alkol igerir.

Tehlike ifadeleri: H319: Ciddi g6z tahrisine yol agar. H360Df: Dogmamis ¢ocukta hasara yol

acabilir. Uremeye zarar verme siiphesi var.
Alinacak onlemlerle ilgili ifadeler: P201: Kullanmadan 6nce 6zel talimatlari okuyun.

P305+P351+P338: GOZLE TEMASINDA: Su ile birkac dakika dikkatlice durulayin. Varsa ve .
cikarmasi kolaysa kontakt lensleri ¢ikarin. Durulamaya devam edin. P308+P313: Maruz TEHLIKE
kalinma veya etkilesme halinde, tibbi tavsiye alin/doktorunuza basvurun.

Ek Tehlike bilgileri (AB): EUH031 Asitlerle temasinda toksik gaz gikarir.
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i.Mune™ Magnetic Beads: guanidin klorur igerir:

Tehlike ifadeleri: H302: Yutuldugunda zararhdir. H315: Cilt tahrisine yol agar. H319: Ciddi gbz

tahrisine yol agar. H332 Solundugunda zararlidir.

Alinacak dnlemlerle ilgili ifadeler: P261 Tozunu/dumanini/gazini/sisini/buharini/spreyini

solumaktan kaginin. P305+P351+P338: GOZLE TEMASINDA: Su ile birka¢ dakika dikkatlice
durulayin. Varsa ve gikarmasi kolaysa kontakt lensleri ¢ikarin. Durulamaya devam edin. P311
ZEHIR MERKEZINi veya doktoru arayin. P501 icerigi/kabi yerel/ulusal diizenlemeler
dogrultusunda bertaraf edin.

UYARI

Su bilesenler zararsizdir:

i.Mune™ Lysis Buffer, i.Mune™ Wash Buffer 1, i.Mune™ Wash Buffer 2, i.Mune™ Elution Buffer
+  i.Mune™ PCR Mix, i.Mune™ Primermix’ler 1 ila 6

+ i.Mune™ Standard 1, i.Mune™ Standard 2, i.Mune™ Positive Control, i.Mune™ Negative Control ve
i.Mune™ Quantifier

6 Saklama ve Stabilite
i.Mune™ Prep, i.Mune™ TBNK Amp ve i.Mune™ Check ile saglanan reaktifler, belirtildigi sekilde saklandiginda
ve kullanildiginda son kullanma tarihine kadar stabildir. Son kullanma tarihi gecmis malzemeleri kullanmayin.

6.1 i.Mune™ Prep
i.Mune™ Prep’i 15°C ila 30°C’de saklayin.

30°C
R /ﬂ/ ilk kullanimdan sonra tiim reaktifleri 15°C ila 30°C'de 12 haftaya
15°C
kadar saklayin.

Dogrudan 1siga maruz birakmaktan kaginin.

6.2 i.Mune™ TBNK Amp
i.Mune™ TBNK Amp’1 -30°C ila -15°C’de saklayin.

-15°C
230 ccjﬂ/ ilk kullanimdan sonra kiti 2°C ila 8°C'de 12 haftaya kadar saklayin.

Dogrudan 1siga maruz birakmaktan kaginin.

6.3 i.Mune™ Check
i.Mune™ Check’i -30°C ila -15°C’de saklayin.

-15°C
-30°C/ﬂ/ ilk kullanimdan sonra kiti -30°C ila -15°C'de 12 haftaya kadar
saklayin.
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7 Gerekli Olan, Ancak Teslimat Kapsamina Girmeyen Malzemeler
i.Mune™ TBNK testini gerceklestirmek icin asagidaki genel laboratuvar ekipmani gereklidir. Tim laboratuvar
ekipmani Ureticilerin tavsiyelerine gore kurulmali, kalibre edilmeli, calistiriimali ve bakimi yapilmalidir.

Gerekli ve 6zel ekipman ve sarf malzemeleri, 6nerilen tedarikgiler, katalog ve pargca numaralari ile birlikte
asagidaki tablolarda verilmistir.

Genel Labortuvar Ekipmani

Gerekli Ekipman Tedarikgi ve Parga Numaralari

VWR International, LLC, katalog no. 82010-752 veya
esdeger

Eppendorf Centrifuge 5425 katalog no. 540500071 veya
esdeger

2,0 ml’lik tipler icin ttp raflari

2,0 ml’lik tiipler igin tezgah Ustl santrifij

. VWR International, LLC, katalog no. 58816-121 veya
Vortex mikser

esdeger

Thermomixer® R (termomikser), 2,0 ml kuru i1sitma
2,0 ml’lik tiipler icin Thermoshaker (termoshaker, bloklu, Eppendorf, katalog no. 022670107 ve
calkalamali isitici) 022670549 veya esdeger

Gerekli Dogruluk: + 100 rpm (devir/dakika); + 2°C

DynaMag™-2 magnet, Life Technologies, katalog no.

Manyetik ayirici 12321D

Eppendorf Research® Plus, ayarlanabilir hacimli pipet,
Eppendorf, katalog no. 3120000020, 3120000046,
3120000062 veya esdeger

Su araliklarda ayarlanabilir hacimlere sahip pipetler: 0,5-
10 pl, 10-100 pl, 100-1000 pl

Avyarlanabilir bir aralikta ¢oklu alikot yapabilen elektronik | Eppendorf Multipette E3, katalog no. 4987000029 veya
pipet* esdeger

Eppendorf 8-Channel, 0,5-10 pl katalog no.

k kanall pipet 10 pl .
Gok kanalli pipet 10 3122000019 veya esdeger

Centrifuge 4-16S, Qiagen Inc., katalog no. 81510 ve

PCR plakalari igin santrifj 81031 veya esdeger

Microsoft Windows isletim sistemine ve Microsoft- Not: Microsoft Windows isletim sistemi ve Microsoft-
Excel® 2016 slirimine sahip bilgisayar Excel® icin dil ayari ingilizce olmalidir.
*opsiyonel

IFU 002 TR Versiyon 00 Sayfa9/29



i.Mune™ TBNK [CE]

Genel Laboratuvar Sarf Malzemeleri ve Reaktifler

Kullanma Talimatlari

Sarf Malzemeleri ve Reaktifler

Tedarikgi ve Parga Numaralari

Etanol, molekiiler biyoloji icin, 2%99,5

VWR, katalog no. 1085430250 veya esdeger

2-propanol (izopropanol, izopropil alkol), 2%99,8, p.a.

Carl Roth GmbH, katalog no. 6752.x veya esdeger

Aerosol bariyerli pipet uglari

Eppendorf ep Dualfilter T.I.P.S®:
- 0,1-10 pl, katalog no. 0030078500 veya esdeger
- 2-100 pl, katalog no. 0030078543 veya esdeger
- 50-1000 pl, katalog no. 0030078578 veya esdeger

Aerosol bariyerli ve ultra homojen yuzeyli pipet uglari

ep Dualfilter T.I.P.S. LoRetention 0,1 - 10ul veya
esdeger

0,5 ml, 1 ml, 10 ml* hacimler igin Combitips

Eppendorf Combitips Advanced®:

- 0,5 ml, katalog no. 0030089421 veya esdeger
- 1 ml, katalog no. 0030089430 veya esdeger

- 10 ml, katalog no. 0030089464 veya esdeger

2 ml Safe Lock Tipler

Eppendorf Safe-Lock Tubes 2ml, siparis no.
0030120094 veya esdeger

Niikleaz icermeyen su

Carl Roth GmbH, katalog no. T1431.x veya esdeger

Kapagi takili 0,2 ml tupler

VWR, katalog no. GREI608281_120 veya esdeger

100 ml dereceli silindir veya 50 ml serolojik pipet

Carl Roth, katalog no. C177.2 veya esdeger ya da Fisher
Scientific, katalog no. 11889181 veya esdeger

3,2 mm zimba

Belirtilmemis

Cimbiz

VWR, katalog no. 232-2121 veya esdeger

Petri kabi

VWR, katalog no. 391-0467 veya esdeger

K2 EDTA Kan Toplama Tipleri

Vacutainer® K;EDTA kan toplama tiipli, Becton
Dickinson, katalog no. 368841 veya esdeger

Whatman™ 903 Proteinsaver Card

Cytiva Life Science, katalog no 10531018 veya esdeger

*opsiyonel

Gerekli Ozel Ekipman ve Sarf Malzemeleri

i.Mune™ TBNK testini gergeklestirmek igin asagidaki 6zel ekipman ve sarf

ekipmanla degistirilemez.

Ozel Ekipman/Sarf Malzemeleri

Tedarikgi ve Par¢ca Numaralari

LightCycler 480 Yazilimina (Stiriim 1.5.1) sahip Roche LightCycler 480 Instrument Il | Roche, par¢a no. 05015278001

cihazi

Roche LightCycler 480 Multiwell Plates 96 (Kuyucuklu Plakalar), beyaz (yaltici

folyo dahil)

Roche, parga no. 04729692001

Kurulum Gereklilikleri

Roche LC480 Cihazinin kurulumu, kalibrasyonu, performans dogrulamasi ve bakimi ireticinin talimatlarina gore

yapilmalidir.
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8 Numune Toplama ve isleme

8.1 SiviVenodz Tam Kan

Sivi vendz tam kan, bir K;zEDTA kan toplama tipi kullanilarak laboratuvarinizin ven ponksiyon prosediriine
gore toplanmalidir.

Kan numunesi asagidaki gibi saklanabilir:
+ Oda sicakliginda (15°Cila 30°C) 24 saate kadar

Sivi ven6z tam kanin tasinmasi ve sevkiyati yukarida belirtilen ayni sicaklik ve zaman gerekliliklerine uygun
olmahdir.

8.2  Kurutulmus Kan Lekesi

Kapiller tam kan, yayinlanmis prosediirlere goére filtre kagidi lzerinde toplanmalidir. Ayrica, asagidaki
talimatlar uygulanmalidir:

«  Enaz bir (1) tam daire gereklidir.
Doldurulan daire tamamen islatilmis olmahdir (kan kagidin arkasina niifuz etmelidir).
«  Kagit sadece bir taraftan doldurulmalidir.
+  Filtre kagidi dogrudan glines 1sigindan korunarak oda sicakliginda en az dort (4) saat kurutulmalidir.

Kurutulmus kan lekesi asagidaki gibi saklanabilir:
+ Oda sicakliginda (15°C ila 30°C) ya da dondurulmus olarak (-30°C ila -15°C) 12 haftaya kadar.

Kurutulmus kan lekesi numunelerinin tasinmasi ve sevkiyati yukarida belirtilen ayni sicaklik ve zaman
gerekliliklerine uygun olmaldir.

Panclarin Hazirlanmasi

« 3,2 mm'lik bir zimba kullanarak, lekenin tamamen islatilmis boélgelerinden bir petri kabina Ug¢ (3) adet
panc cikarin.

Bir cimbiz kullanarak, her bir numune igin (g (3) adet panci bir (1) 2,0 ml tUpe aktarin.

IFU 002 TR Versiyon 00 Sayfa11/29



i.Mune™ TBNK [CE] Kullanma Talimatlan

9 Test Prosediirii

i.Mune™ Prep Kiti, 48 adede kadar numuneyi ve kontrolleri islemek igin yeterli reaktif icerir. Her bir bagimsiz
test yUritimine bir (1) adet i.Mune™ Positive Control ve bir (1) adet i.Mune™ Negative Control dahil
edilmelidir. Kit, ylrttiim basina maksimum sekiz (8) numune ve kontrol olmak lzere, maksimum alti (6)
bagimsiz test ylrttiimine olanak saglayacak sekilde tasarlanmistir.

Not: Bu talimatin birka¢ adiminda, kapaktan damlalari ¢cikarmak ve/veya kalan siviyi toplamak igin tlplerin
kisa sureli santrifiijlenmesi ('TUpleri kisaca santrifiijlesin’ seklinde belirtilmistir) gereklidir. Bir tezgah
Ustl santrifiij kullanilarak 5 ila 10 saniye santrifiijleme 6nerilir. Bu adimlarda, manyetik boncuk
peletlerinin sikismasini 6nlemek i¢in daha glicli santrifiijlemeden kaginin.

Not: Bu talimatin birka¢ adiminda, sivinin homojen bir sekilde karismasini saglamak icin tiplerin ve flakonlarin
vortekslenmesi gereklidir. Numunelerin orta hizda 5 ila 10 saniye boyunca vortekslenmesi onerilir.

Not: Her numune i¢in benzersiz ve izlenebilir bir kimlik (ID) atanmali ve veri analizi de dahil olmak tzere tim
is akisi boyunca kullaniimahdir.

9.1 Calisma Cozeltilerinin Hazirlanmasi

i.Mune™ Wash Buffer 1’in Hazirlanmasi

Steril bir dereceli silindir veya serolojik pipet kullanarak i.Mune™ Wash Buffer 1’e 14,0 ml 2-Propanol
(izopropanol, 2%99,8, p.a.) ekleyin.

Kapagi kapatin, siseyi bes kez ters cevirerek iyice karistirin, kdpiik olusumunu 6nleyin. Siseyi seyreltme
tarihi ile etiketleyin ve "izopropanol eklendi" onay kutusunu isaretleyin.

i.Mune™ Wash Buffer 2’nin Hazirlanmasi

«  Steril bir dereceli silindir veya serolojik pipet kullanarak i.Mune™ Wash Buffer 2’ye 24,0 ml Etanol
(molekiler biyoloji igin, 2%99,5) ekleyin.

- Kapagi kapatin, siseyi bes kez ters cevirerek iyice karistirin. Siseyi seyreltme tarihi ile etiketleyin ve
“Etanol eklendi” onay kutusunu isaretleyin.

i.Mune™ Positive ve Negative Control, i.Mune™ Positive Quantifier'in Hazirlanmasi

i.Mune™ Positive  Control, i.Mune™ Negative  Control ve i.Mune™  Quantifier’i
15°Cila 30°C'de eritin.
«  Cozuldiikten sonra 60 dakika icerisinde lizis islemine baslayin.
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9.2 Hiicre Lizisi

Not: Kullanmadan 6nce, i.Mune™ Lysis Buffer iceren siseyi kisaca calkalayin ve ¢okelti olup olmadigini gorsel
olarak kontrol edin. Cokelti varsa, i.Mune™ Lysis Buffer’t 37°C'de bir su banyosunda isitin
ve ¢okelti tamamen ¢oziilene kadar hafifce galkalayin.

Not: Hicre lizis islemi sivi vendz tam kan ve kurutulmus kan lekeleri (DBS) igin farkhlik gosterir. Latfen sivi
venoz tam kan igin 9.2.1 ile, kurutulmus kan lekeleri (DBS) igin ise 9.2.2. ile devam edin.

9.2.1 SiviVenoz Tam Kan

Numuneler

- llgili sayida numunenin test edilmesini saglamak icin yeterli miktarda Lysis Master Mix (Lizis Ana
Karisimi; +2 reaksiyon) hazirlayin.

1 Reaksiyon i¢in Hacim -
Kit Bilegeni Sivi Venéz Tam Kan
Numunesi [ul]
i.Mune™ Lysis Buffer 25,4
i.Mune™ Proteinase S 4,0
i.Mune™ Quantifier 1,6
Toplam Lysis Master Mix Hacmi 31,0

« 2,0 ml'lik tipleri numune kimlikleriyle isaretleyin.
«  Etiketli 2,0 ml'lik bir tipe sunlari ekleyin:
40,0 pl Sivi Ven6z Tam Kan
31,0 ul Lysis Master Mix
Kontroller
2,0 ml'lik ttpleri PK ve NK kimlikleriyle isaretleyin.
«  Etiketli 2,0 ml'lik bir tipe sunlari ekleyin:

- PK
10,0 pl i.Mune™ Positive Control
30,0 ul nikleaz icermeyen su
27,0 pl i.Mune™ Lysis Buffer
4,0 pl i.Mune™ Proteinase S

- NK

10,0 pl i.Mune™ Negative Control
30,0 ul niikleaz icermeyen su
27,0 pl i.Mune™ Lysis Buffer

4,0 ul i.Mune™ Proteinase S

Tupleri kapatin ve 5 - 10 saniye vorteksleyerek karistirin.
Tupleri kisaca santrifijleyin.

Tlpleri bir termoshaker icinde 56°C'de 15 + 1 dakika boyunca hafifce ¢alkalayarak (900 rpm) inkiibe
edin.

Tupleri kisaca santrifijleyin.
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9.2.2 Kurutulmus Kan Lekesi (DBS)

Numuneler
- llgili sayida numunenin test edilmesini saglamak icin yeterli miktarda Lysis Master Mix (+2 reaksiyon)
hazirlayin.
Kit Bileseni 1 Reaksiyon igin Hacim —
DBS Numunesi [pl]
i.Mune™ Lysis Buffer 68,0
i.Mune™ Proteinase S 11,0
i.Mune™ Quantifier 1,0
Toplam Lysis Master Mix Hacmi 80,0

2,0 ml'lik tipleri numune kimlikleriyle isaretleyin.
Etiketli 2,0 ml'lik bir tipe sunlari ekleyin:
Numune basina ¢ (3) adet 3,2 mm kurutulmus kan lekesi pangi.
80,0 ul Lysis Master Mix
Kontroller
< 2,0 ml'lik tipleri PK ve NK ile isaretleyin.
Etiketli 2,0 ml'lik bir tipe sunlari ekleyin:

- PK
10,0 pl i.Mune™ Positive Control
69,0 ul i.Mune™ Lysis Buffer
11,0 pl i.Mune™ Proteinase S

- NK

10,0 pl i.Mune™ Negative Control

69,0 pl i.Mune™ Lysis Buffer

11,0 pl i.Mune™ Proteinase S
< Tipleri kapatin ve 5 - 10 saniye vorteksleyerek karistirin.
«  Tupleri kisaca santrifijleyin.

Tlpleri bir termoshaker iginde 56°C'de 15 + 1 dakika boyunca hafif¢e ¢alkalayarak (900 rpm) inklbe
edin.

Tlpleri kisaca santrifijleyin.
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9.3

9.4

Bisiilfit DOnlisimii

Lize edilmis numune/kontrol iceren her bir 2,0 ml'lik tlipe su reaktifleri ekleyin (9.2):

Sivi Tam Kan Protokolii Kurutulmus Kan Lekesi Protokolii
- 135,0 pli.Mune™ Bisulfite Solution - 180,0 ul i.Mune™ Bisulfite Solution
- 45,0 pyli.Mune™ Protection Buffer - 60,0 pli.Mune™ Protection Buffer

Tlpleri kapatin ve 5 - 10 saniye vorteksleyerek karistirin.
Tupleri kisaca santrifujleyin.

Tupleri bir termoshaker’e yerlestirin ve 45 + 1 dakika boyunca 80°C'de hafifce ¢alkalayarak (900
rpm) inkibe edin.

Tupleri termoshaker’den gikarin.
Termoshaker’in sicakhigini 21°C'ye disirin ya da daha sonra kullanmak zere ikinci bir termoshaker'i
21°C'ye ayarlayin.

Baglanma Adimi

Not: i.Mune™ Magnetic Beads silispansiyonunda boncuk slispansiyonunun homojen olmasi diizglin bir

performans igin zaruridir. Belirtilen boncuk miktarindan sapmalar hatali sonuglara yol agabilir. Dogru
manyetik boncuk konsantrasyonunu saglamak i¢in pipetlemeden hemen 6nce tiip iyice karistirilmahdir.
Tlpln dibinde tortu goérilmemelidir. Pipetleme adimlari arasinda stispansiyonun homojen olmasi
saglanmalidir.

Not: Asagidaki adimlarin bir ceker ocak altinda gerceklestirilmesi onerilir.

Bislilfit reaksiyonunu iceren 2,0 ml'lik tipleri kisaca santrifijleyin.
Her bir tlipe su bilesenleri ekleyin:

Sivi Kan Protokolii Kurutulmus Kan Lekesi Protokolii

- 580,0 pli.Mune™ Binding Buffer
- 380,0 pl 2-Propanol (izopropanol >%99,8, p.a.)

- 400,0 pli.Mune™ Binding Buffer - Asagi yukari pipetleyerek kisaca karistirin.
- 200,0 pl 2-Propanol (izopropanol 2%99,8, p.a.) | - Siviyi yeni bir 2,0 ml tipe aktararak filtre

panglarindan ayirin.

Not: Yeni tlpleri orijinal tiiplerle ayni numune
kimligi ile isaretlediginizden emin olun.

10 pl i.Mune™ Magnetic Beads (yeni slispanse edilmis) ekleyin.

Tupleri kapatin ve 5 - 10 saniye vorteksleyerek karistirin.

Termoshaker 21°C'ye ulasana kadar bekleyin.

Tupleri termoshaker’e yerlestirin ve 7 + 1 dakika boyunca 21°C ve 1400 rpm’de inklibe edin.
Tupleri kisaca santrifijleyin.

Termoshaker’in sicakhgini 65 °C'ye diisiiriin ya da daha sonra kullanmak tizere ikinci bir termoshaker'i
65 °C'ye ayarlayin.

Tupleri 10 - 30 saniye slireyle bir manyetik rafin tizerine yerlestirin.

100 - 1000 pl'lik bir pipet kullanarak, tiipler halen manyetik rafta iken manyetik boncuklari
cikarmamaya dikkat ederek miimkiin oldugunca ¢ok sivi alin.
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Tipler halen manyetik rafta iken, manyetik boncuklari ¢ikarmamaya dikkat ederek kalan siviy1 10 -
100 ul pipetle alin.
9.5 ilk Yikama

Yikama ve vorteksleme igin numune rafini miknatistan gikarin.

«  Her bir tiipe 500,0 pl i.Mune™ Wash Buffer 1 ekleyin.
Tlpleri kapatin ve 5 - 10 saniye vorteksleyerek karistirin.
Tlpleri kisaca santrifujleyin.

«  Tupleri 10 - 30 saniye siireyle bir manyetik rafin tizerine yerlestirin.

100 - 1000 pl'lik bir pipet kullanarak, tlpler halen manyetik rafta iken manyetik boncuklari
¢itkarmamaya dikkat ederek miimkiin oldugunca ok sivi alin.

Tipler halen manyetik rafta iken, manyetik boncuklari gikarmamaya dikkat ederek ikinci bir kez tim
numunelerde kalan siviy1 10 - 100 pl pipetle alin.
9.6 ikinci Yikama

Yikama ve vorteksleme i¢in numune rafini miknatistan gikarin.

«  Her bir tipe 500,0 pl i.Mune™ Wash Buffer 2 ekleyin.
Tupleri kapatin ve 5 - 10 saniye vorteksleyerek karistirin.
Tlpleri kisaca santrifujleyin.

«  Tupleri 10 - 30 saniye siireyle bir manyetik rafin izerine yerlestirin.

100 - 1000 pl'lik bir pipet kullanarak, tipler halen manyetik rafta iken manyetik boncuklari
¢ikarmamaya dikkat ederek miimkiin oldugunca c¢ok sivi alin.

Tlpleri tekrar kisaca santrifijleyin.
«  Tupleri 10 - 30 saniye slireyle bir DynaMag™-2 manyetik rafin tzerine yerlestirin.

«10-100 pl'lik bir pipet kullanarak, tipler halen manyetik rafta iken manyetik boncuklari gikarmamaya
dikkat ederek kalan sivinin mimkiin oldugu kadar ¢cogunu alin.

9.7 Kurutma
Not: Asiri kurutma bisulfitle donistiiriimis DNA geri kazanimini azaltabileceginden kurutma siresini veya
sicakligini artirmayin.
«  Tupun kapagini agin.
Acik tipleri termoshaker’e yerlestirin.
«  Boncuklari calkalamadan 65°C'de 10 + 1 dakika kurumaya birakin.

9.8 Eliisyon

Not: Eluatin berrak oldugundan emin olun. Kahverengimsi renk yikama isleminin yetersiz oldugunu gosterir
ve gPCR'yi olumsuz etkileyebilir. Kahverengimsi eluat iceren numuneleri atin ve déniistirme ve hazirlama
islemlerini tekrarlayin.

Tupleri manyetik olmayan bir rafa aktarin.

Her bir tiipe 30,0 pl i.Mune™ Elution Buffer ekleyin.

Tupleri kapatin.

Tupleri 5 - 10 saniye boyunca vorteksleyerek manyetik boncuklari yeniden siispanse edin.
Tlpleri bir termoshaker’de 65°C’de 7 + 1 dakika 1400 rpm’de inkibe edin.

Tlpleri kisaca santrifijleyin.

Tipleri 10 - 30 saniye slireyle bir manyetik rafin izerine yerlestirin.
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10 - 100 wl'lik bir pipet kullanarak, her bir tiipin tim eluatini (~ 30 ul DNA ¢ozeltisi) yeni 0,2 ml'lik
tuplere aktarin.

9.9 Bisiilfitle doniistiiriilmiis (bis)DNA'nin saklanmasi

Saflastiriimis bisDNA hemen kullanilmayacaksa materyali 2°Cila 8°C'de 24 saate kadar ya da -30°Cila -15°C
arasinda 3 gline kadar saklayin.

9.10 PCR Hazirligi

Not: Pipetleme semasinda geriye doniik olarak degisiklik yapilmasi durumunda (6rn. numune adi diizeltmesi),
pipetleme semasi yeniden olusturulmali ve LightCycler'a aktariimalidir.

Not: Baslamadan Once Epimune Veri Analizi Aracinin en giincel siriminid kullandiginizdan emin olun
("Veri Analiz Araci"; IM-APP-02).

Not: Dogru numune tlrini sectiginizden emin olun (Sivi kan veya Kurumus Kan Lekeleri).
9.10.1 Pipetleme semasinin hazirlanmasi

< Veri Analizi Aracini agin.

Numune tiriini segin ve “Generate sample table” (Numune tablosu olustur) segenegini tiklayin.
«  Yeni acilan sekmede numunelerinizi adlandirin (standartlarin ve kontrollerin konumu degistirilemez).
«  Her numuneye bir yorum eklenebilir.

Reaktif lot numaralarini girin.

- “Save & Export” (Kaydet ve Disari Aktar) segenegini tiklayin. Bu islem ¢alisma sayfasini kaydedecek ve
pipetleme semasinin yani sira LC Numune giris tablosunu (.txt dosyasi) disari aktaracaktir.

«  Bir klasor secin ve benzersiz bir deney adi girin ve "ok"i tiklayin.
Acilir pencereyi onaylayarak pipetleme semasini pdf'ye aktarin ve pipetleme semasini yazdirin.

9.10.2 Standartlarin Hazirlanmasi

« i.Mune™ Standard 1 ile i.Mune™ Standard 2’yi 15°C ila 30°C’de eritin.
Cozlldukten sonraki 60 dakika igerisinde isleme devam edin.

9.10.3 PCR Reaksiyon Karigimlarinin hazirlanmasi

Not: PCR Reaksiyon Karisimlarini hazirladiktan hemen sonra kullanin. Saklamayin.
i.Mune™ PCR Mix ve i.Mune™ Primermix’ler 1-6’yi eritin.
- 5-10 saniye vorteksleyin, tipleri kisaca santrifijleyin.

Veri analiz araci tarafindan olusturulan pipetleme semasindaki tabloya gore PCR Reaksiyon Karigimlari
1ila 6'y1 hazirlayin.

PCR Reaksiyon Karisimlarini 5 - 10 saniye vorteksleyerek karistirin.
- Damlalari kapaktan ¢ikarmak icin PCR Reaksiyon Karisimlarini kisaca santrifiijleyin.
9.10.4 PCR Plakalarinin Hazirlanmasi

Not: PCR Reaksiyon Karisimlarini pipetlemek i¢in ayarlanabilir bir aralikta ¢oklu alikot yapabilen bir
elektronik pipet kullanilmasi 6nerilir.

Not: islenmis numuneleri ve kontrolleri pipetlemek icin ultra homojen yiizeye sahip pipet uglarinin
kullanilmasi 6nerilir (6rn. ep Dualfilter T.I.P.S. LoRetention).

PCR plakasini hazirlayin. Dilizen, veri analiz araci tarafindan olusturulan pipetleme semasinda
gosterilir (bkz. 9.10).

Bisiilfitle dondstirilmis DNA'yi 5-10 saniye vorteksleyerek kisaca karistirin ve tipleri kisaca
santrifjleyin.
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3,0 ul
i.Mune™ Standard 1 (STD1) ve i.Mune™ Standard 2’yi (STD2)
islenmis i.Mune™ Positive Control (PK) ve i.Mune™ Negative Control’ti (NK)
islenmis numuneyi (bisilfitle donistirilmis DNA)
Veri Analizi Araci tarafindan olusturulan pipetleme semasina goére 96 kuyucuklu plakaya aktarin.
- llgili kuyucuklarin her birine 7,0 ul PCR Reaksiyon Karisimi ekleyin.
Plakayi dikkatlice yapigkanh folyo ile yalitin.
«  Plakayi bir plaka santriflijinde 20 saniye kisaca santrifijleyin.

10 Roche LightCycler 480 Instrument Il cihazi ile Analiz

10.1 Plakanin Yiiklenmesi
Not: Tanimlanan gevrim ve analiz ayarlariyla birlikte bir sablon dosyasinin (*.ixo) kaydedilmesi 6nerilir.

LightCycler 480ll cihazini devreye alin.
«  LightCycler 480 yazilimini baslatin.
«  Genel bakis ekranindan “New Experiment”i (Yeni Deney) segin.
Deneyi asagidaki Tablo 7'de ayrintilari verilen PCR programi parametrelerine gére tanimlayin.
«  “Sample Editor”u (Numune Diizenleyici) tiklayin.
- “Import”u (Igeri Aktar) tiklayin ve Veri Analizi Araci ile olusturulan .txt dosyasini segin.
“Scan File” (Dosya Tara) diigmesine basin ve v' diigmesine basin.
«  “Experiment” (Deney) secenegine geri donin.
< Tepsiyiagin.
PCR plakasini gergeveye yerlestirin (A1 konumu sol (st kdseye bitisir), plakanin ¢ergeveye tam olarak
oturdugundan emin olun. Tepsiyi kapatin.
“Start Run” (Yiiriitiimii Baslat) digmesine basin
«  YUrutimi kaydetmeniz istenecektir. Veri Analizi Aracindaki yariatim kimligini kullanin.
v’ Digmesine basin ve yiritimi baslatin.

Tablo 7: LightCycler 480 Instrument Il igin Standart PCR Programi.

Yiiritiim Protokolii
Dizeni

Tespit Formati

4 Renkli Hidroliz Probu

Reaksiyon hacmi 10 pl

:;?E:::releri Denatiirasyon Cevrim Sogutma
Analiz Modu Yok Kantifikasyon Yok
Dongitiler 1 45 1
Segment 1 1 2 1
Hedef [°C] 95 95 61 42
Tutma [ss:dd:ss] 00:35:00 00:00:15 00:01:00 00:00:05
Egim Orani [°C/s]* 4,4 4,4 2,2 2,2
Allm Modu Yok Yok Tek Yok
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10.2 Analiz Ayarlari

LightCycler 480 Temel Yazihm Modili ¢ubugunda "Analysis" (Analiz) Uzerine tiklayarak "Analysis
Overview" (Analize Genel Bakis) penceresini agin.

“Abs Quant/2nd Derivative Max” (Mutl Kant/2. Tiirev Maks) secenegini secin.
« “All samples” (Tiim numuneler) alt setini segin.
- Analizi baslatmak icin v" tusuna basin; yeni bir pencere agilacaktir.

Bu pencerenin altindaki parametreleri "High confidence" (Yiiksek giiven) olarak ayarlayin ve FAM
filtresini (498-580) secin.

Verileri analiz etmek icin “Calculate” (Hesapla) digmesine tiklayin.

«  Ham verileri .txt dosyasi olarak disari aktarmak icin, "Samples" (Numuneler) tablosuna sag tiklayin ve
"Export table” (Tabloyu disari aktar) segenegini secin. Tim kuyucuklarin segilmis oldugundan emin
olun.

«  Sag Ust kosedeki "+" isaretine tiklayarak "Analysis Overview" penceresini agin.
“Abs Quant/2nd Derivative Max” secenegini secin.
“All samples” alt setini segin.

- Analizi baslatmak i¢cin v" tusuna basin; yeni bir pencere agilacaktir.
Bu pencerenin altindaki parametreleri "High confidence" olarak ayarlayin ve kuyu ici kontroller igin
Red610 (533-610) filtresini segin.
Verileri analiz etmek igin “Calculate” diigmesine tiklayin.

« Ham verileri .txt dosyasi olarak disa aktarmak icin, "Samples" tablosuna sag tiklayin ve "Export table”
segenegini segin. TUm kuyucuklarin se¢ilmis oldugundan emin olun.

Not: "Include" (Déhil Et) Gzerine ¢ift tiklayip isareti kaldirarak FAM (498 - 580) filtresinde veya Red610
(533 - 610) filtresinde mavi (glivenilmez) isaretli numuneleri ve kontrolleri analizden hari¢ tutun
(asagidaki Sekil 1'e bakin).

T —

22573

20978

D

18.573]

16.978|

14973 Jilm

12573

£ 10979

Fluorescence (498-580)

3

6978

4373

2978

0573

| g

Sekil 1: LightCycler yazimi tarafindan bir egrinin "glivenilmez" olarak siniflandiriimasi.
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"Include" Uzerine cift tiklayip isareti kaldirarak FAM Filtresinde (498 - 580) veya Red 610 Filtresinde
(533 - 610) floresans sinyali 1'in altinda olan numuneleri ve kontrolleri analizden harig tutun (asagidaki
Sekil 2'ye bakin).

Amplitication Curves
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Sekil 2: Floresansi 1'in altinda olan egri. Kesikli, siyah ¢izgi floresans kesme degerini temsil eder.

Not: FAM filtresinde numuneleri harig¢ tutarsaniz, Red610 filtresi analiz edildiginde bunlari tekrar dahil
ettiginizden emin olun.
10.3 Veri Analizi
Veri Analizi Aracini agin.

- Ana sekmede "Import & analyse LC Results" (LC Sonuglarini iceri Aktar ve Analiz Et) segenegine
tiklayin.

«  Acilir penceredeki talimatlari izleyin ve Filtre 1'den, yani Filtre Comb FAM'dan (498 - 580) ham verileri
iceri aktarin.

«  Bunun ardindan, acilir penceredeki talimatlari izleyin ve Filtre 2'den, yani Filtre Comb Red610’dan
(533 — 610) ham verileri igeri aktarin.

Tim sonuglari iceren bir sonug raporu olusturulacaktir.
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11 Kalite Kontrolii

Kalite kontrol prosediirleri, reaktif performansini izlemek ve test sonuclarinin gecerliligini saglamak igin
tasarlanmistir. Kontrol sonuglarinin beklenen degerleri vermemesi durumunda sonuglar rapor edilmez.
Her laboratuvar, kendi kalite glivence programinin ve akreditasyon kurulusunun gerekliliklerine uygun
olarak kendi laboratuvarlari, ilgili diizenleyici kurumlar veya akreditasyon kuruluslar tarafindan
olusturulan kilavuzlara ve prosediirlere basvurmalidir.

Harici kontroller (i.Mune™ Positive Control, i.Mune™ Negative Control), i.Mune™ Check Kit (IM-CHECK-01)
kapsamina dahildir ve i.Mune™ Prep (IM-PREP-01) ve i.Mune™ TBNK Amp (IM-AMP-01) ile kullanilmak igin
tasarlanmistir. Her hedefle birlikte bir dahili kontrol amplifiye edilir (kuyucuk ici kontrol) ve i.Mune™ TBNK
Amp'in (IM-AMP-01) bir pargasidir.

11.1 Yiariatam Gegerliligi - Harici Kontroller: i.Mune™ Check Kit (IM-CHECK-01)

i.Mune™ TBNK test kiti kullanilarak numuneler test edilirken her ylritime bir i.Mune™ Positive (PK) ve
bir i.Mune™ Negative Control (NK) dahil edilmelidir. Bu kontroller, test sonuglarinin gegerliligini saglamak
icin test is akisinin basaril bir sekilde ylrGtilmesini izler.

Her bir kontrol/standart igin kriterler karsilandiginda bir ylaritim gecerli kabul edilir. Bu, Veri Analizi
Aracinda otomatik olarak kontrol edilir.

Eksik amplifikasyon egrisi veya dislik floresans yogunlugu nedeniyle LightCycler yazilimi tarafindan tek bir
test icin Cp degeri hesaplanmazsa, kontrol "invalid (no signal)" (gecersiz (sinyal yok)) olarak belirtilecektir.

i.Mune™ Positive Control ve/veya i.Mune™ Negative Control ve/veya i.Mune™ Standard 1 ve/veya
i.Mune™ Standard 2 gecersizse, kontrollerle birlikte islenen numunelerin verileri yorumlanamaz ve
"invalid" (gegersiz) olarak isaretlenir. Bu durumda, liitfen Dizeltici Faaliyetler béliimiine bakin (bkz. boélim
11.3).

11.2 Numune Kabulii ve Dahili Kontrol

Her bir PCR kuyucugunda hedefle birlikte bir dahili kontrol ¢ogaltilir. Bu kuyucuk i¢i kontrol numune
kalitesini, numune hazirligini ve numunenin yeterli DNA konsantrasyonunu izler.

Dahili kontrollin sonucu yeterli donistiirme, saflastirma ve tek PCR'ye DNA girisi gdsteriyorsa ve bireysel
hiicre tipine 6zgi tahlilin Cp degeri miktar belirleme alt sinirinin tzerindeyse, ilgili numunenin sonucu
sonug raporunda belirtilecektir. Dahili kontrol kabul edilen araligin disindaysa ve dolayisiyla bir proses
hatasina isaret ediyorsa, bireysel numune "failed" (basarisiz) olarak isaretlenecektir.

Eksik amplifikasyon egrisi veya diisik floresans yogunlugu nedeniyle LightCycler yazilimi tarafindan tek bir
test icin Cp degeri hesaplanmazsa, numune "failed (no signal)" (basarisiz (sinyal yok)) olarak belirtilecektir.

Her iki durumda, litfen Dizeltici Faaliyetler bélimiine bakin (bkz. bélim 11.3). Bu degerlendirme, Veri
Analizi Araci tarafindan otomatik olarak yapilir.

Bireysel testin Cp degeri kabul edilen araligin disindaysa (LOQ'nun altinda) ancak yeterli miktarda dahili
kontrol kopyasinin yani sira yeterli miktarda housekeeping (referans) gen kopyasi tespit edilirse, numune
"low target cell content" (diisiik hedef hiicre icerigi) olarak belirtilecektir. Bu durumda, yeterli I6kosit tespit
edilmesine ragmen hedef hiicre tipi miktar belirleme sinirinin altindadir. Bu durum biyiik olasilikla test
edilen hastanin klinik durumundan kaynaklandigindan, tekrarlanan analizler 6nerilmemektedir (ayrica bkz.
Bolim 12 "Prosedtrin Sinirlamalar).
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11.3 Dizeltici Faaliyetler

Kontroller veya standartlar (ya da her ikisi) tek bir hiicre tipine 6zgi deney igin gegerlilik kriterlerini
karsilamiyorsa, bu deney igcin numune test sonuglari "invalid" olarak kabul edilecek ve rapor
edilmeyecektir. i.Mune™ Positive Control ve i.Mune™ Negative Control ve numuneleri iceren tim deney
tekrarlanmalidir. ikinci kez de gecersiz sonuglar elde edilirse, yardim icin liitfen Epimune Misteri Destegi
ile iletisime gecin.

Kabul kriterlerini (dahili kontrol ve deneye 6zgili Cp arahgi) karsilamayan bir numune igin yalnizca o tek PCR
sonucu "failed" olarak degerlendirilir ve numunenin sonucu raporlanmaz.

Her laboratuvar, test sonuglarini raporlamadan 6nce kendi kalite glivence programina goére diizeltici
faaliyetler gerceklestirmelidir.

12 Prosediiriin Sinirlamalari

i.Mune™ TBNK herhangi bir klinik tani ve/veya tedavi karari icin tek gosterge olarak kullaniimak tzere
tasarlanmamustir.

i.Mune™ TBNK, yalnizca i.Mune™ Prep, i.Mune™ TBNK Amp ve i.Mune™ Check kombinasyonu igin
dogrulanmistir. Bu kitler ve bilesenler diger ureticilerin Urlnleriyle degistirilemez veya ikame
edilemez.

i.Mune™ TBNK, K,EDTA kan alma tlplerinde toplanan sivi vendz kan ve filtre kagidinda toplanan
kapiller kan igin dogrulanmistir. Bu testi diger klinik numune tirleriyle veya diger kan alma tipleriyle
ya da onerilenden baska filtre kagitlariyla kullanmayin.

i.Mune TBNK referans araliklari 18-71 yas arasi bir Kafkas popilasyonunda olusturulmustur. Diger
etnik kokenler veya yas gruplari igin referans araliklari verilen araliklardan farkl olabilir.

+ i.Mune™ TBNK yalnizca Roche LightCycler 480 Instrument Il cihazi ve belirtilen yazilim strimi ile
kullanim igin dogrulanmistir. Diger cihazlar ve yazilim strimleri ile kullanmayin.

«  Bu testin kullanimi, PCR testlerini gerceklestirme konusunda deneyimli ve egitimli personel ile
sinirhdir. lyi teknik zaruridir ve bu talimatlarda verilen talimatlara uyulmamasi hatali sonuglar
dogurabilir.

«  Bir bireydeki 6ngoriilemeyen polimorfizmler yanlis sonuclara yol agabilir. Deney olusturulurken
bilinen polimorfizmler dikkate alinmistir.

«  Bazi klinik durumlar referans araliginin disinda sonuglara yol acabilir. Bu tiir sonuglar "low target cell
content" olarak rapor edilir. Bu durumlar bagisiklik sistemini baskilayici tedavileri, kemoterapileri
veya immunolojik bozukluklari kapsayabilir.

- Antihipertansif ilag grubuna dahil edilebilecek ilaglarin alimi, Dogal Oldiiriicii Hiicrelerin (NKC) mutlak
miktar tayini (hiicre/ul) icin referans araliginin disinda sonuglara yol agabilir.

Tip 2 diyabet tedavisinde kullanilan ilaglarin alimi, Lokositlerin, CD3 Hiicrelerinin, B lenfositlerin (BLC)
ve Dogal Oldiiriicii Hiicrelerin (NKC) mutlak miktar tayini (hiicre/pl) icin referans araligin disinda
sonuglara yol acabilir.
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13 Performans Ozellikleri

13.1 Yeniden Uretilebilirlik ve Tekrarlanabilirlik

13.1.1 SiviVen6z Tam Kan

CLSI’nin "EP05-A3 Kantitatif Olciim Prosediirlerinin Kesinliginin Degerlendiriimesi" belgesine gére,
i.Mune TBNK Uriininin tekrarlanabilirliginin yani sira merkez igi kesinligini belirlemek lzere, tek merkezli
bir calisma gerceklestirildi. Varyasyon kaynagi olarak, glinler ve ylritiimden yliritiime varyasyon segilen
tasarimla analiz edildi (10 glin x giinde 2 yiiriitiim x numune konsantrasyonu basina 4 tekrar x 3 numune

konsantrasyonu).

Kullanma Talimatlari

Ayrica, i.Mune TBNK drandndn tekrar Uretilebilirligini belirlemek icin ¢ok merkezli bir calisma
gerceklestirildi. Varyasyon kaynagi olarak, glinler, merkezler, operatér ve cihaz segilen tasarimla analiz

edildi

(2 merkez x 5 giin x giinde 2 yiiritiim x 4 kopya x 3 numune konsantrasyonu).

Tablo 8: Ug (3) farkh 6lgiilen buyiklik (sivi vendz tam kan) icin tek merkezli ¢alismadan elde edilen sonuglar

%CV for CD3 [cells/ul]
%CV for CD4 [cells/ul]
%CV for CD8 [cells/ul]
%CV for BLC [cells/pl]
%CV for NKC [cells/ul]
%CV for Leukocytes [cells/ul]

%CV for CD3 % of Leukocytes
%CV for CD4 % of Leukocytes
%CV for CD8 % of Leukocytes
%CV for BLC % of Leukocytes
%CV for NKC % of Leukocytes

iz ]

Repeatability

Sample Input:| Sample Input: | Sample Input:

40 ul venous | 30 ul venous | 20 ul venous

whole blood | whole blood | whole blood
7,86 8,51 6,30
9,40 7,08 9,04
9,81 8,98 8,85
11,86 11,91 12,29
7,70 8,25 7,01
10,28 8,85 7,43
7,36 6..02 6,98
8,79 8,07 7,36
12,09 10,36 8,41
11,70 8,97 10,66
8,74 7,81 7,19

%CV for CD3 [cells/ul]

%CV for CD4 [cells/ul]

%CV for CD8 [cells/ul]

%CV for BLC [cells/ul]

%CV for NKC [cells/ul]

%CV for Leukocytes [cells/ul]
[ ]
%CV for CD3 % of Leukocytes
%CV for CD4 % of Leukocytes
%CV for CD8 % of Leukocytes
%CV for BLC % of Leukocytes

Within-Laboratory Precision

Sample Input:

Sample Input:

Sample Input:

%CV for NKC % of Leukocytes

40 ul venous | 30 pl venous | 20 ul venous

/ whole blood | whole blood | whole blood
18,96 19,67 15,22
16,25 13,75 19,91
16,41 16,05 15,58
22,69 21,97 22,67
16,50 16,43 16,18
22,34 17,84 19,30
11,05 10,41 9,31
16,50 12,36 10,52
21,35 11,54 12,73
12,75 12,00 11,48
11,00 9,68 8,83

[%CV=%DK=Degisim Katsayisi]

Tablo 9: Ug (3) farkl élgiilen biyiikliik diizeyi (sivi vendz tam kan) icin cok merkezli calismadan elde edilen sonuglar

%CV for CD3 [cells/pl]
%CV for CD4 [cells/pl]
%CV for CD8 [cells/pl]
%CV for BLC [cells/pl]
%CV for NKC [cells/ul]
%CV for Leukocytes [cells/pl]

%CV CD3 % of Leukocytes
%CV CD4 % of Leukocytes
%CV CD8 % of Leukocytes
%CV BLC % of Leukocytes
%CV NKC % of Leukocytes

[z

Reproducibility

Sample Input:| Sample Input: | Sample Input:
40 ul venous | 30 ul venous | 20 ul venous
whole blood | whole blood | whole blood

16,32 16,32 16,56
14,19 15,50 17,30
19,69 19,14 22,30
20,94 22,61 24,30
19,61 19,18 20,52
18,96 17,45 19,74
13,39 11,94 10,76
16,98 15,40 13,34
17,92 14,58 12,65
17,82 17,99 15,50
18,53 17,27 14,11

Within-Laboratory Precision

%CV for CD3 [cells/ul]
%CV for CD4 [cells/ul]
%CV for CD8 [cells/ul]
%CV for [cells/ul]
%CV for [cells/ul]

%CV for Leukocytes [cells/pl]
i,
%CV for CD3 % of Leukocytes

%CV for CD4 % of Leukocytes
%CV for CD8 % of Leukocytes
%CV for BLC % of Leukocytes

Sample Input:

Sample Input:

Sample Input:

%CV for NKC % of Leukocytes

40 ul venous | 30 ul venous | 20 ul venous
whole blood | whole blood | whole blood
13,81 13,55 14,29
14,19 14,21 14,64
19,45 16,67 17,97
18,25 20,21 20,27
15,40 15,92 14,84
16,94 16,40 16,79
13,15 11,92 10,76
15,96 15,40 13,34
16,99 14,33 12,24
17,03 17,71 15,31
15,59 16,97 13,80

[%DK]
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13.1.2 Kurutulmus Kan Lekesi

Kurutulmus kan lekeleri (DBS) kullanilarak i.Mune TBNK'nin tekrarlanabilirligini ve laboratuvar ici
kesinligini belirlemek igin, K;EDTA kan alma tlplerinde toplanmis sivi vendz tam kan kullanilarak
kurutulmus kan lekesi numuneleri hazirlandi. Tek merkezli bir galismada Ug farkh 6lglilen buytklik
seviyesi, yani ¢ farkli kan 6rnegi hacmi, her bir yiritiimde dort bagimsiz kopya olarak dlctldi (yGritim
basina toplam 12 numune).

Tablo 10: Uc (3) farkh dlgiilen biyiikliik diizeyi (DBS) icin tek merkezli galismadan elde edilen sonuglar [%DK]

Repeatability Within-Laboratory Precision
7 Z

Sample Input: | Sample Input: | Sample Input: Sample Input: | Sample Input: | Sample Input:

/ 100% 80% 60% / 100% 80% 60%
% 7

%CV for CD3 % of Leukocytes 10,07 13,94 17,44 %CV for CD3 % of Leukocytes 13,05 17,94 19,34
%CV for CD4 % of Leukocytes 5,57 13,15 18,08 %CV for CD4 % of Leukocytes 9,88 15,64 19,20
%CV for CD8 % of Leukocytes 7,11 13,60 19,54 %CV for CD8 % of Leukocytes 9,53 15,42 19,72
%CV for BLC % of Leukocytes 8,21 14,39 22,06 %CV for BLC % of Leukocytes 12,63 20,06 24,09
%CV for NKC % of Leukocytes 7,83 10,86 18,31 %CV for NKC % of Leukocytes 14,69 19,67 20,79

13.2 Dogrusallik

i.Mune TBNK'nin farkli hiicre tiplerinde dogrusal sonuglar (akis sitometrisi ile belirlenen normal aralikta)
tretebildigini gostermek icin, CLSI’'nin "EPO6 Kantitatif Ol¢iim Prosediirlerinin Dogrusalliginin
Degerlendirilmesi: Istatistiksel Bir Yaklasim” belgesine gére bir calisma yapildi. Buna bagh olarak, bir
K2EDTA kan alma tliplinde toplanan tam kan 6rneginden taze hazirlanmis diliisyonlar test edildi. Bunun
icin dokuz farkli 6lctilen blyiklik seviyesi, yani dokuz farkli kan 6rnegi hacmi kullanildi. Tim o6lgilen
blyklik seviyeleri iki bagimsiz kopya olarak 6l¢tld.

i.Mune TBNK'nin sivi venoz tam kanin 10 pl ila 40 ul giris hacmi araliginda 6élglilen tim hiicre tipleri icin
dogrusal sonuclar sagladigi gosterildi.

13.3 Tayin Siniri (LoQ)

Miktar tayininin alt sinirini, yani DK <%25 olan tanimlanmis laboratuvar igi kesinlik siniri ile tespit edilebilen
en diisik demetile hedef kopya sayisini belirlemek icin CLSI’nin "EPO5 Kantitatif Ol¢ciim Prosediirlerinin
Kesinliginin Degerlendirilmesi" belgesine gore bir ¢calisma gerceklestirildi.

13.3.1 Sivi Ven6z Tam Kan

Sivi vendz tam kan numuneleri i¢in LoQ'yu belirlemek tzere, K.2EDTA kan alma tiiplinde toplanan bir tam
kan numunesinden taze hazirlanmis diliisyonlar test numuneleri olarak kullanildi. Sekiz farkli olgiilen
blyuklik seviyesi, yani sekiz farkli kan 6rnegi hacmi kullanildi. Tim 6lgllen biyiklik seviyeleri her
ylratiimde Gg bagimsiz kopya olarak 6l¢lldi (yiritim basina toplam 24 numune). Her bir deney igin, her
bir hiicre tipinde 70 kopyanin altinda sonlu bir miktar tayini alt siniri belirlendi.
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13.3.2 Kurutulmus Kan Lekesi

Filtre kagidinda kurutulmus kapiller tam kan numunelerinin LoQ'sunu belirlemek igin, bir K;2EDTA kan alma
tliplinde toplanan bir tam kan numunesinden kurutulmus kan lekeleri (DBS) hazirlandi. Alti farkli dlgilen
blylklik dizeyi kullanildi, yani kurutulmus kan lekelerini hazirlamak igin alti farkli K;zEDTA kan dillisyonu
kullanildi. Beklenen LoQ 6lglilen biyuklik seviyeleri gevresinde Olglilen blyliklik seviyeleri ve, saglam bir
tahmini kolaylastirmak icin, beklenen LoQ'nun altinda veya Ustiinde ek seviyeler belirlendi. Tim 6l¢iilen
blylklik seviyeleri her yiriutiimde bes bagimsiz kopya olarak olglldi (yUrGtim basina toplam 30
numune). Her bir deney icin, her bir hiicre tipinde 80 kopyanin altinda sonlu bir miktar tayini alt siniri
belirlendi.

13.4 Giivenilirlik
13.4.1 SiviVendz Tam Kan
K2EDTA kan alma tiplerinde 113 sivi vendz tam kan 6rnegi toplandi. Yuritiim basina 8 numuneden olusan

setlerle analiz gerceklestirildi. Test edilen klinik numunelerin %99'unda (113 numuneden 112'si) kantitatif
bir sonuc elde edildi.

13.4.2 Kurutulmus Kan Lekesi

113 dondrden filtre kagidi Gzerinde kurutulmus kapiller tam kan numuneleri toplandi ve yiritim basina
8 numunelik setler halinde analiz edildi. 4 numune, numune materyali miktari yetersiz oldugu icin dislandi.
Test edilen klinik numunelerin %99'unda (109 numuneden 108'si) kantitatif bir sonug elde edildi.

13.5 Etkilesim

K2EDTA kan alma tlplerinde toplanan ve kan numunelerinde siklikla bulunan maddeler eklenen tam kan
numuneleriyle yapilan testler, test performansi lizerinde herhangi bir etki géstermedi (CLSI'nin EP 037
Klinik Kimyada Etkilesim Testi belgesine gore). Asagidaki etkilesim maddeleri ve konsantrasyonlari test
edildi: Bilirubin (0,4 mg/ml), Hemoglobin (10 mg/ml), Trigliseritler (15 mg/ml) ve Protein (insan Serumu
Albtmini) (150 mg/ml).
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13.6 Klinik Performans
13.6.1 SiviVen6z Tam Kan
13.6.1.1 Akis Sitometrisi ile Korelasyon

Klinik performans DIN EN 13612 normuna gore degerlendirildi. Bunun igin ileriye yonelik olarak, kendi
beyaniyla saglikli dondrlerden alinan 113 sivi ven6z tam kan 6rnegi K.EDTA kan alma tiiplerinde toplandi.
Bir (1) test numunesi disinda, i.Mune™ TBNK ile analiz edilen 112 test numunesinin epigenetik verileri, her
bir deney icin Spearman korelasyon katsayisi (Spearman r) kullanilarak akis sitometrik verileriyle
karsilastirildi (% ve hiicre/ul). Hesaplanan Spearman r Tablo 11'de gorilebilir.

Tablo 11 Akis sitometrisi verileriyle (sivi vendz tam kan) karsilastirmali olarak her bir epigenetik deney igin
Spearman'in sira korelasyon katsayisina (Spearman r) ve p degerine genel bakis.

Deney Spearmanr p degeri

CD3 hiicreleri/ul 0,82 <0,0001
CD4 hiicreleri/ul 0,70 <0.0001
CDS8 hiicreleri/ul 0,55 <0.0001
BLC hucreleri/ul 0,79 <0,0001
NKC hicreleri/ul 0,70 <0,0001
Lokositler/ul 0,70 <0,0001

Lokositlerin CD3 %'si 0,85 <0,0001
Lokositlerin CD4 %'si 0,76 <0,0001
Lokositlerin CD8 %'si 0,53 <0,0001
Lokositlerin BLC %'si 0,86 <0,0001
Lokositlerin NKC %’si 0,78 <0,0001

13.6.1.2 Referans Araliklar

i.Mune™ TBNK ile analiz edilen 112 sivi ven6z kan numunesinin sonugclarina dayanarak (bkz. 13.6.1.1.)
kendi beyaniyla saglikh denekler (18 ila 71 yas; kadin ve erkek) icin referans araliklari, her parametre icin
alt ve st sinir kullanilarak, 2,5 ila 97,5 persentil uygulanarak tanimlandi.

Tablo 12 Kendi beyaniyla saglikli denekler icin tanimlanmis referans araliklari [hiicre/ul ve Lokosit %’si olarak] (sivi
venoz tam kan)

—  EAEAEAEA AR

Alt Sinir 4299 1026 723 172 213 163

AN MR

Ust Sinir %/////////////% 45,11 26,81 10,12 9,93 9,03
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13.6.2 Kurutulmus Kan Lekesi

13.6.2.1 Referans Araliklari

Kendi beyaniyla saglkli deneklerden (18 ila 71 yas; kadin ve erkek) ileriye yonelik olarak 108 kapiller tam
kan ornegi toplandi. Kapiller kan filtre kagidi Gizerinde kurutuldu ve i.Mune™ TBNK ile analiz edildi.
Referans araliklari, her bir parametre igin alt ve Gst sinir kullanilarak 2,5 ila 97,5 persentil uygulanarak

tanimlandi.
Tablo 14 Kendi beyaniyla saglikli denekler igin tanimlanmis referans araliklari [Lokosit %’si olarak] (DBS)
% % CD3 [%] CD4 [%] CD8 [%] BLC [%] NKC [%]
Alt Sinir 11,32 8,67 3,90 2,28 4,18
Ust Sinir 34,95 28,49 15,56 9,36 12,21

13.6.3 Referans Araliklarinin Karsilastiriimasi

Kendi beyaniyla saglikli bireylerin sivi ven6z tam kan numuneleri ve filtre kagidinda kurutulmus kapiller
tam kan numuneleri (DBS) i¢cin referans araliklari karsilastirildi. Karsilastirma Sekil 3'te canlandiriimistir.

% of Leukocytes

E# Liquid Venous Whole Blood

[] Dried Blood Spots

Sekil 3 Sivi vendz tam kan numuneleri ile filtre kagidinda kurutulmus kapiller tam kan
numunelerinin  (Kurutulmus Kan Lekesi) referans araliklarinin [Lokosit %’si]

karsilastirmasi
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15 iletisim Bilgileri

Sorulariniz, bilgi talebiniz veya Misteri Destegi icin litfen asagidaki yollardan biri Gizerinden Epimune ile
iletisime gegin:

Mdsteri Destegi support@epimune-dx.com
+49 3023593283

Epimune GmbH
Rudower Chaussee 29
12489 Berlin, Almanya

16 Aliciya Notlar

i.Mune™, Epimune GmbH’nin ABD, Avrupa ve diger segili tlkelerde tescilli ticari markasidir. Burada yer alan diger tim ticari markalar,
markalar ve isimler ilgili sahiplerinin mulkiyetindedir.

Roche LightCycler 480 Instrument I, Roche’un tescilli ticari markasidir; DynaMag™, Life Technologies Corporation’in ticari markasidir;
ROX™ ve FAM™, Applera Corporation’in tescilli ticari markalaridir; BD Vacutainer®, Becton Dickinson Inc./Corporation’in tescilli ticari
markasidir; Thermomixer®, Research®, Multipette®, ep Dualfilter T.I.P.S.®, Combitips Advanced®, Repeater® Plus, Research® Plus,
Eppendorf AG’nin tescilli ticari markalaridir; MS-Excel®, Microsoft’un tescilli ticari markasidir
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