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Kullanim Amaci

therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA Kit (yeni nesil siralama) paneli formalinde fikse
edilmis parafine gébmuli (FFPE) yumurtalik timér dokusundan tiiretilen DNA'da BRCA1 ve
BRCA2 insan genlerinin kodlama bédlgelerindeki varyantlarin tanimlanmasi amaciyla
kullanilan molekiler tanilayici bir testtir. therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA Kit paneli

yumurtalik kanserlerinin siniflandiriimasina yardimci olmasi amaciyla kullanilir.

Uyari

therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA Kitinin, lllumina MiSegDx platformu ve Biomedical
Genomics Workbench yazilimi (6zel bir analiz is akisi dahil) ile birlikte kullanimi

onaylanmistir.

ONEMLI: Bu el kitabi iki bolim olarak tedarik edilmistir. Bolim 1, 6zet ve agiklama,
prosedir ilkeleri ve yas kimya analiz laboratuvari is akisinin agiklamasini igerir:
® Genomik DNA ekstraksiyonu

e Hedef PCR amplifikasyonu

e Ornek havuzlama ve saflastirma

e Kutlphane olusturma

® Adaptdr bagli DNA temizleme

® Hassas boyut secgimi

e Saflastirimis kituphanenin PCR amplifikasyonu

e Kitlphane temizleme, miktar tayini ve havuzlama

® Havuzlanmis kitiiphanelerin siralama icin hazirlanmasi

® Siralama galismasinin kurulumu ve baglatiimasi

® Sorun giderme kilavuzu
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Bolum 2 veri analizi ve kit performansi hakkinda bilgiler igerir:

e Veri analizi

® Analiz is akisinin kurulumu

® Analiz eklentisinin kurulumu

® MiSeqgDx'den lllumina FASTQ dosyalarini diga aktarma
® |llumina FASTQ dosyalarini ice aktarma

® Siralama analizi

® Sonuglarin yorumlanmasi
® Sorun giderme kilavuzu

e Performans ozellikleri

ONEMLI: is akisi, bu el kitabinda Bolim 1 ve Boélim 2'de anlatilan performansi saglamak
icin tasarlanmis ve optimize edilmistir. Kullanim talimatlarina harfiyen uyulmalidir. Bu el
kitabinda Bolim 1 ve Bolim 2'de bulunan talimatlardan her tir sapma QIAGEN'in
sorumlulugunu gegersiz kilacaktir. is akisinin timi rutin kullanima sokulmadan énce son

kullanici laboratuvar tarafindan bagimsiz dogrulamaya tabi tutulmahdir.
Ozet ve Aciklama

Dinyada her yil 200.000'den fazla kadina primer yumurtalik kanseri (OvCa) tanisi
konmaktadir. Tim kadin jinekolojik kanserleri arasinda OvCa en yiksek 6lim oranina
sahiptir (1, 2). Pozitif tanilarin blylk c¢ogunlugu ileri evre OvCa'li kadinlara aittir ve
ortalama bes yillik toplam sagkalim orani %45 civarindadir.

OvCa'nin yaklasik %15'i BRCA1/2'deki germ hatti mutasyonlarina atfedilebilir ve daha
klglk bir ylzdesi diger germ hatti mutasyonlarina dayandiriir. Buna karsin, OvCa
vakalarinin biyik bir kismi BRCA1/2 dahil kritik timor baskilayici genlerde artan sayidaki

(sadece tiimor kitlesi icinde olusan) somatik aberasyonlara atfedilebilir (3, 4).
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OvCa heterojen bir farkh hastaliklar grubudur. Tim OvCa'larin yaklasik %90" epitel
karsinomlardir ve bes ana histotipe aittir: Mlsin6z, Endometrioid, Berrak Hucreli, Diglik
Seviye Sertz ve Yuksek Seviye Sertz Karsinom (HGSC). HGSC en yaygin olandir ve
olumlerin gogu (%70) ileri evre (FIGO evre Ill veya IV) HGSC olan hastalardadir. HGSC'nin
diger alt tiplerden ayirt edici klinik 6zellikleri olsa da, bu histotipe sahip hastalar ayni veya
¢ok benzer tedavi rejimleri sonrasinda bile farkh sonuglar gosterir (5). Daha ileri hasta

segmentasyonu molekdler alterasyonlara dayanir (6).

GlUnumizde BRCA1/2 germ hatti mutasyonlarinin OvCa'larin yaklasik %10-20'sinde
goruldigu ve bu oranin HGSC'li hastalarda %25'e kadar ¢ikabildigi tahmin edilmektir (7, 8).
BRAC1/2-mutasyonuna sahip hastalar BRAC1/2 yabani tip hastalara kiyasla daha yiliksek
toplam sagkalim géstermektedir (9). Buna ek olarak ve daha 6nemlisi, BRCA1/2 somatik
alterasyonu olan hastalar BRCA1/2 germ hatti mutanti emsallerine benzer prognoz
gostermektedir. Secilmemis OvCa hastalarinda somatik mutasyon oranlari %7 civarinda

tahmin edilmigtir (4).

Standart OvCa tedavisi sitoreduktif cerrahiyi takiben platin temelli kemoterapiden olusur.
Diger kati kanserlere kiyasla, HGSC'ler platin temelli kemoterapiye sira disi diizeyde
duyarlidir ve siklikla gerilemeye yatkindir. Codu hasta ilk tedaviye yanit verse de ilag
direnci ortaya cikar ve ¢ogu hasta sadece 18 aylik medyan ilerlemesiz sagkalim ile
nikseder (10, 11).

Poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP) inhibisyonu BRCA-mutasyonlu timor hicrelerinde
etkinlik gosteren klinik 6ncesi ¢calismay! takiben ilk kez 2005'te yeni bir kanser hedefleme
stratejisi olarak sunulmustur. Homolog rekombinasyon eksikligiyle sonuglanan BRCA1 ve
BRCA2 fonksiyon bozuklugu, yapay letalite ile hicreleri PARP inhibisyonuna belirgin
bicimde duyarli hale getirir. Germ hatti BRCA1/2-mutasyonlu OvCa hastalarinin PARP
inhibisyonu ile tedaviden klinik fayda sagladiklar gosterilmistir (12—14). Yeni klinik veriler,
bu tedaviden faydalanabilecek hastalarin sayisini biyik 6lgiide artirarak somatik BRCA
mutasyonlari olup ancak germ hatti mutasyonlari bulunmayan hastalarda PARP
inhibisyonu etkililigini daha da net bicimde gdstermistir (3, 15).
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BRCA1/2 mutasyonlarinin prognoz ve tedavideki blylk ©nemi isiginda Avusturya
Jinekolojik Onkoloji Dernegi (Association of Gynecologic Oncology, AGO) yakin zamanda
OvCa'si olan kadinlarin germ hattt BRCA1/2 mutasyonu icgin test edilmesini ve timor

materyalinin kalite kontrolli testinin de gergeklestiriimesini 6nermistir (16).

Klinik OvCa numunelerinin gogu FFPE doku oldugu igin bdyle FFPE timor érneklerinden
numune alinmis DNA'nin sonraki analizi kalitatif olarak zorludur. Ayrica mutasyonlarin
dagihmi ve sayisinin kiiglik oldugu FFPE timér DNA'sinda analiz edilmis diger genlerin
klinik agidan ilgili mutasyon spektrumunun aksine (6r. KRAS veya EGFR) BRCALl/2'da
klinik agidan ilgili binlerce varyasyon tanimlanmistir. Bunlar ¢oklu, biyiik kodlama bdlgeleri
ve intron-ekson sinirlari boyunca yaygin olarak dagiimistir (17). Ek olarak, timd&r érnekleri
histolojik olarak heterojendir (18) ve tiimoére 6zgli DNA, normal hicrelerden degisken
oranlarda kontaminant DNA icerecektir.

Sanger DNA siralama ydntemleri dislk seviye somatik degisikleri saptayacak kadar
hassas olamayabilir ve yiksek c¢iktili uygulamalar i¢in dlgeklenmesi zordur. Bu baglamda
NGS, BRCA1 ve BRCA2 genlerinin kapsamli bir mutasyon taramasi igin bu zorlu analiz
tirine bir ¢dzim sunmaktadir. Bu teknoloji, hastalari daha iyi siniflandirma cabasiyla
yaygin olarak mutasyona ugrayan genlerin test edilmesi icin AGO tarafindan agikga
desteklenmektedir (16).

Prosedur Prensibi

therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA Kiti, BRCA1 ve BRCA2 genlerinin, her eksona
komsu 20 intronik nikleotid dahil tim kodlama bdolgelerini amplifiye etmek Uzere
tasarlanmis 4 ¢oklu primer karisim kullanan PCR amplikon temelli bir testtir. Her bir ¢oklu
PCR reaksiyonu igin onerilen DNA miktari, toplam 40 ng olmak tzere 10 ng saflastiriimis
genomik DNA'dir.
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PCR reaksiyonu tamamlandiktan sonra her bir érnedin 4 reaksiyonu havuzlanir ve
saflastinlir. Ardindan, ortaya c¢ikan PCR amplikonlari barkodlanir ve lllumina MiSeq
cihaziyla uyumlu bir kiitiphane hazirlama yéntemi kullanilarak amplifiye edilir. Sonrasinda,
kantitatif PCR temelli bir solisyon kullanarak kittiphane normalizasyonu ve havuzlama ile
devam etmeden once ilk kitiphane miktar tayini gerceklestirilir. Ardindan, havuzlanmig
kitlphanenin dogru normalizasyonu igin ikinci bir kitiphane miktar tayini gerceklestirilir.
Havuzlanmig kitiphane artik lllumina MiSeqDx platformunda denatirasyon ve siralama
icin hazirdir. Goklu ham veri siralamasi (FASTQ dosyalari) BRCA1 ve BRCA2 genlerinin
referans siralamasina kiyasla varyant konumlarini tanimlamak igin daha derinlemesine

analiz yapilmak Gzere Genomics Cancer Research Workbench yazilimina aktarilir.

ilk adimda BRCA1 ve BRCA2 genlerinin (en az 20 komsu intronik niikleotid igerir) tam
kodlama bdlgeleri standart bir 1sil dénglleyicide o6rnek basina 4 ayri c¢oklu PCR
reaksiyonunda HotStarTaq® DNA polimeraz kullanarak amplifiye edilir (Sekil 1).
Reaksiyonun sonunda PCR (riinleri boncuk saflastirma ile devam etmeden énce her 6rnek
icin havuzlanir.
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Coklu PCR primer setleri

Sekil 1. Coklu PCR temelli hedefli zenginlestirme semasi. therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA
Kiti coklu PCR temelli hedefli zenginlestirme teknolojisi kullanir. Komsu primer setleri spesifik olmayan
amplifikasyon Urunlerini en aza indirgemek igin uygun sayida havuza dagitilir.
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ikinci bir adimda her bir saflagtinlmis PCR iriinii reaksiyonu her iki amplikon

ekstremitesine de lllumina uyumlu adaptorler eklenerek ayri ayri barkodlanir (Sekil 2).
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Sekil 2. Kiitiiphane hazirlama ve adaptorlerin baglanmasi igin sema. Hasarli DNA'yi onarip
5’ fosforile, kit uglu DNA Uretmek icin bir ugc onarimi adimi gergeklestirilir. A ekleme reaksiyonu
lllumina adaptdrleri Uzerindeki 3’ dT ¢ikmalarina baglanmaya uyumlu 3’ “A” gikmali ¢ift zincirli

amplikonlar uretir.
Reaksiyonlar tamamlandiginda, iki adimh bir kitiphane boyut segimi reaksiyonu
gerceklestirilir: ilki baglanmamig PCR parcaciklarini gidermek igin ve ikincisi boncuk temelli

bir protokol kullanarak bliylik pargaciklari gidermek igindir.
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Sonraki adim PCR kiitiiphane miktarini artirir. Ozellikle barkodlanmig pargaciklari amplifiye

etmek icin tekli PCR amplifikasyonu gergeklestirilir (Sekil 3).

: indeks 1
P5 DNA inserti Rd2 ! |
——— T
B nm
e (111
—— 1
E——— Al

Sekil 3. Kiitiphane amplifikasyon semasi. Her iki ucunda adaptdrleri olan isaretlenmis parcaciklari
amplifiye etmek i¢in evrensel P5 ve P7 primerleri kullanilir.

Ardindan, saflastiriimis ve amplifiye edilmis her kitliphanenin miktari gPCR ile tayin edilir
ve esmolar miktarlarda havuzlanir. Siralamaya gegmeden énce havuzlanmig kutliphanenin

miktari ikinci kez tayin edilir.

Siralama lllumina Ureticisinin protokoliine uyarak gergeklestirilir. FASTQ dosyalari
BRCA1/2 CE-IVD Workflow kullanilarak Biomedical Genomics Cancer Research Workbench
yaziliminda islenir. Her ornek igin bir varyant cagirma format dosyasi olusturulur ve varyant
degerlendirmesi igin Biomedical Genomics Cancer Workbench yazilimi énerilir.

Sonuglarin iyi kalite olmasini saglamak igin kiitiphane hazirlama ve siralama ¢alismasinin
farkl adimlarinda islem ici kalite kontrol kriterleri kullanihr (Sekil 4). Bu kriterler kotu
siralama sonuglari veren érnekleri tanimlamak veya olasi kontaminasyonu gostermek igin

is akisinin farkli adimlarinin dogrulanmasina olanak tanir.

therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA Kiti El Kitabi (bélim 1) 02/2017 11



DNA Kitiphane NGS Siralama

ekstraksiyonu hazirlama caligmasi analizi

DNA FFPE PCR hedef lllumina Biomedical
numune alma Kiti zenginlestirme MiSeqDx Genomics
_ . . QC NGS Workbench

DNA miktar Havuzlama ve calismasi: Okuma kalitesi

tayini saflagtirma Veri cikis! Q30 = %80,0 QC Analiz:

on Al > 3,0 Gb Ozgiilliik
QC Numune Alma: . = %80,0
DNA Miktar! Yantemi: Adapto CT-PCR: = Minimum Kapsama
DNA Miktari Yontemi: P
Florometre baglam Al " > 200x%
40 ng (> 2,5 ng/pl) orometre

> 4,0 ng/pl

QC Pozitif kontrol NA12878:

PCR Post-T-PCR miktar tayini < 20 ng/pl
amplifikasyonu Kutiphane miktar tayini > 120,0 nM
Tam hedef bolgesi, kapsam > 200x

m QC Sablonsuz kontrol:

Post-T-PCR saptanmadi
Kutuphane Kitiphane > 1,0 nM

miktar tayini

QC Kitiphane:
Kitiphane Miktari

Normalizasyon

ve hedef Yéntemi: gPCR
havuzu > 80,0 nM

Sekil 4. Sureg ici kontrol kriterleri. T-PCR'I, kutiphane hazirlamayi ve siralama g¢alismasini
dogrulamak igin siralama is akigi araciligiyla (mavi kutular) pek ¢ok islem igi kontrol adimi
gerceklestirilir (sari baklavalar). Belli bir konumda iyi kalitede varyant cagirma saglamak igin kullanilan
son kriter elde edilen minimum kapsamadir. Ozgiilliik, hedef bélgeye hizalanmis ¢ift okumalarinin
ylzdesiyle ilgilidir.
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Saglanan Malzemeler

Kit icerigi
therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA Kit (20)
Katalog numarasi 875011
Ornek sayisi 2x10
BRCA Primer Mix 1 of 4* (BRCA Primer Karigim 1/4*) 290 pl
BRCA Primer Mix 2 of 4* (BRCA Primer Karisim 2/4*) 290 pl
BRCA Primer Mix 3 of 4* (BRCA Primer Karisim 3/4%) 290 pl
BRCA Primer Mix 4 of 4* (BRCA Primer Karisim 4/4*) 290 pl
Taq DNA Polymerase (HotStarTaq 5 units/pul) 2x85ul
(Taq DNA Polimeraz (HotStarTaq 5 Unite/ul))
GR NGS Panel 5x PCR Buffer V2 465 pl
(GR NGS Panel 5x PCR Tamponu V2)
Nuclease-Free Water (clear cap) 1900 pl

(NUkleazsiz Su (seffaf kapakli))

4 tup primer ¢ifti icinde hedef bolgeyi kaplayacak sekilde tasarlanmis 253 gift primer havuzlanmistir.
Amplikonlar ortalama 153 bp; minimum 105 bp ve maximum 200 bp ile tasarlanmigtir.
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Gerekli Olan Ancak Saglanmayan Malzemeler

Gerekli Urtin ve reaktifler

Kimyasallar ile galigirken, her zaman uygun laboratuvar onliga, tek kullanimlik eldiven ve

koruyucu goézlik kullanin. Daha fazla bilgi icin, lGtfen Grin sagdlayicisindan edinebileceginiz

uygun guvenlik veri sayfalarina (SDS'ler) bagvurun.

Kitler asagidakiler icin gereklidir:

FFPE dokudan genomik DNA hazirlanmasi

DNA miktar tayini (tercihen florometre kullanarak)

PCR 6rnek saflastirma (tercihen manyetik boncuk temelli teknoloji)
Kutiphane olusturma (lllumina MiSeq cihazlariyla uyumlu)
Kitiphane temizleme (tercihen silika jel kolon teknolojisi)

Hassas boyut secimi (tercihen manyetik boncuk temelli teknoloji)
Saflastiriimig katiphanenin PCR amplifikasyonu

Kituphane miktar tayini (tercihen gPCR teknolojisiyle)

therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA Kit is akigi icin genomik DNA numune alma, PCR

ornek saflastirma, kitiphane olusturma, kitiiphane temizleme, hassas boyut secimi ve

DNA miktar tayini amagli kitlere ek olarak Tablo 1'de siralanan Uriin ve reaktifler gereklidir.
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Tablo 1. Gerekli trtin ve reaktifler

Reaksiyon
Uriin/reaktif Saglayici Amaci sayisl Katalog no.
MiSeq Reaktif  lllumina Siralama igin lllumina akis Siralama  MS-102-2002
Kiti v2 hicresi, kartus ve tampon calismasi
1/2 ve 2/2 (151 donguliik esli ug)
PhiX Kontrol lllumina Nihai kutiphane havuzuna N/A FC-110-3001
v3 eklenmek ve siralama
galismasi sirasinda kontrol
olarak kullaniimak tzere
NaOH 10N N/A DNA denatiirasyonu N/A N/A
%80 etanol* N/A Saflastirma adimlari igin N/A N/A
gerekli
%96-100 N/A Genomik DNA saflastirma N/A N/A
etanol* adimi i¢in gerekli
10 mM Tris-Cl, N/A PhiX dahili kontrolli N/A N/A
pH 8,5 seyreltmek icin gerekli
Tween 20 N/A PhiX dahili kontroll N/A N/A
seyreltmek igin gerekli
Nukleaz N/A DNA seyreltmek igin N/A N/A
icermeyen su

N/A = uygun degil
* Metanol veya metiletilketon gibi diger kimyasal maddeleri iceren denatiire alkol kullanmayin.

Pozitif kontrol

e Coriell Tibbi Aragtirma Enstitist havuzundan DNA NA12878 pozitif kontrol olarak
kullanilacaktir (catalog.coriell.org)
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Sarf Malzemeleri

® Nilkleaz icermeyen aerosole direncli steril hidrofobik filtreli PCR pipeti uglari

e 1.5 mlor 2.0 ml LoBind nuclease-free PCR tubes (1,5 ml veya 2,0 ml LoBind niikleaz
icermeyen PCR tupleri) (Eppendorf®, kat. no. 022431021 veya 02243048)

® 12 stripli niikleaz icermeyen PCR tipleri
e Kurum igi 1sil donguleyiciyle uyumlu 96 kuyulu PCR plakalari

® Buz

Ekipman

Bu prosediirde kullanilan cihazlarin Ureticinin onerilerine gére kontrol ve kalibre edilmis
oldugundan emin olun.

Genel ekipman ve reaktifler

o Ozel pipetler (ayarlanabilir) (1-10 pl; 10-100 pl; 100-1000 pl)
® Tek kullanimlik eldiven

® Vorteks karistirici

e 0,2 ml ve 2 ml'lik reaksiyon tipleri icin rotora sahip masausti santrifiij (15.000 rpm'ye
ulasma 6zelliginde [20.000 x g])

® DNA miktar tayini icin florometre

e Hedef PCR amplifikasyonu ve kitiiphane miktar tayini igin isil dénguleyici

Siralama ekipmani

® [llumina MiSegDx (lllumina, Inc.; kat. no. DX-410-1001)
® |llumina MiSeq yazilimi, sirim 2.5.0.5 veya ustl

e |llumina Experiment Manager yazilimi, stirim 1.9 veya usti
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Siralama analizi i¢in yazilim

® Biomedical Genomics Workbench surim 2.1.1, CLC bio'dan (www.clcbio.com)
® CLC Genomics Server 7.0.2 , CLC bio'dan Biomedical Genomics Extension ile

® QIAGEN GeneRead Panel Analysis Plugin
QIAGEN internet sitesinde therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA Kit Grtin sayfasinin
Product Resources (Uriin Kaynaklari) sekmesinden indirilebilir.

® BRCA 1/2 CE-IVD Workflow
QIAGEN internet sitesinde therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA Kit (rlin sayfasinin
Product Resources (Uriin Kaynaklari) sekmesinden indirilebilir.

CLC bio tarafindan onerilen sistem gereklilikleri

(www.clcbio.com/support/system-requirements)

e Windows Vista®, Windows® 7, Windows 8, Windows 10, Windows Server 2008 veya
Windows Server 2012

Mac 0S® 10.7 veya sonrasl
Linux: Red Hat® 5.0 veya sonrasi; SUSE® 10.2 veya sonrasl; Fedora® 6 veya sonrasi
e 8 GB RAM gerekli; 16 GB RAM o6nerilir
® 1024 x 768 ekran gerekli; 1600 x 1200 ekran 6nerilir
e Intel® veya AMD® CPU gerekli
® Varsayilan igletim sistemi kullanici gegici dizininde en az 100 GB bos disk alani

® CLC_References dizininde (bir sunucuya bagl degilseniz) en az 90 GB bos disk alani
gerekili

Daha az disk alani mevcutsa referans veri konumu degistirilebilir. Bkz.
resources.qiagenbioinformatics.com/manuals/biomedicalgenomicsworkbench
application/current/. Getting started (Bagslarken) bolimini genigletip Reference
data (Referans verileri) 6gesini agin ve Download and configure reference data

(Referans verilerini indir ve yapilandir) 6gesine tiklayin.
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Okuma esleme icin 6zel gereklilikler

Asagidaki sayilar esleme ve analiz gorevleri galistiran sistemler icin minimum ve 6nerilen
bellek miktarini belirtir. Onerilen gereklilikler genom boyutuna géredir.
e insan (3,2 Gb) ve fare (2,7 Gb)

® Minimum: 6 GB RAM,; onerilen: 8 GB RAM

Belirtilenden daha az bellege sahip sistemlerde eski okuma esleyici eklentisinin
kurulmasi yararli olacaktir (bkz. www.clcbio.com/clc-plugin/read-mapper-legacy-
version). Bu, standart egleyiciden daha yavastir ancak mevcut bellek miktarina gére

kendini ayarlar.
3D Molecule Viewer icin 6zel gereklilikler

Sistem gereklilikleri

° OpenGL® 2.0'I destekleyebilen bir ekran karti
® Glincellenmis grafik surtculeri

Ekran karti igin en son slricinin kurulu oldugundan litfen emin olun.

Sistem Onerileri

e NVIDIA® veya AMD/ATI"'den ayri bir ekran karti

Modern butunlesik ekran kartlari (Intel HD Graphics serisi gibi) da kullanilabilir ancak
bunlar genelde ayri kartlardan daha yavastir.

® Blylk yapilarla galigmak igin 64-bit workbench stirimu onerilir
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Uyarilar ve Onlemler

in vitro tani amagh kullanim igin

Kimyasallar ile galigirken, her zaman uygun laboratuvar onligu, tek kullanimlik eldiven ve
koruyucu goézlik kullanin. Daha fazla bilgi i¢in litfen Urlin saglayicisindan edinebileceginiz,
uygun guvenlik veri sayfalarina (SDS'ler) bagvurun. Bu belgeler, her bir QIAGEN Kiti ve kit
bilesenlerine ait SDS'yi bulabileceginiz, gérintileyebileceginiz ve yazdirabileceginiz
www.qiagen.com/safety adresinde ¢evrimici olarak PDF biciminde mevcuttur.

Genel 6nlemler

NGS testlerinin kullanimi kullanilan tim ekipmanlarin bakimi ve kalibrasyonu ve gecerli
yonetmeliklere ve ilgili standartlara uygunluk dahil olmak tzere iyi laboratuvar uygulamalari
gerektirir.

e Ornegi ve test atiklarini, yerel giivenlik proseddirlerinize uygun olarak imha edin.

e therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA Kitinde tedarik edilen reaktifler optimal olarak
seyreltilmigtir. Performans kaybi yasanabilecegi icin, reaktifleri daha fazla seyreltmeyin.

e therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA Kitindeki tim reaktifler, yalnizca ayni kitte
verilen reaktiflerle birlikte kullaniimak Gzere gelistiriimigtir. Performansi etkileyebilecegi
icin therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA kitleri arasinda higbir reaktifi birbiri yerine
kullanmayin.

e therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA Kitinin ve gerekli olan ancak tedarik edilmemis
kitlerin son kullanma tarihi gegmis veya yanlis tasinmis ve saklanmis bilesenlerini

kullanmayin. Kullanmadan 6nce daima kontrol edin.

e inkiibasyon siirelerinin ve/veya sicakliklarin degistiriimesi hatali veya uyumsuz verilere
neden olabilir.
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Dogru 6rnek testi yapabilmek icin hatali 6rnek girisi, ylikleme hatasi, pipetleme hatasi
ve barkodlama hatasi gibi durumlara karsi dikkatli olunmalidir.

izlenebilirligi saglamak amaciyla siirekli dogru tanimlamayi garanti etmek igin
orneklerin sistematik bir sekilde kullanildigindan emin olun.

Capraz kontaminasyonu engellemek icin ¢ok dikkat edin.

Yanlis pozitif sinyale neden olabilecek PCR Urtnl aktarma kontaminasyonunu
engellemek i¢in son derece dikkatli olun.

DNA sablonlarinin bozulmasina yol agabilen DNase kontaminasyonunu engellemek
icin son derece dikkatli olun.

Nukleaz icermeyen laboratuvar ekipmani kullanin (6r. pipetler, pipet uglari, reaksiyon
siseleri). Orneklerin ve reaktiflerin gapraz kontaminasyonunu énlemek icin tiim
pipetleme adimlari i¢in yeni aerosole direngli pipet uglari kullanin.

On-PCR ana karigimini higbir DNA matrisinin (cDNA, plazmid veya PCR Uriinleri) igeri
sokulmadigi ayrilmis bir alanda 6zel malzemeler (pipetler, uglar vb.) kullanarak
hazirlayin. Kalibi ayri bir bélgede (tercihen farkli bir odada) 6zel malzemeler (pipetler,
uglar vb.) kullanarak ekleyin.

llave uyarilar, énlemler ve prosediirler icin lllumina MiSeqDx cihazi kullanim kilavuzuna
bagvurun. NGS platformunun gli¢ kaynagi saglamasi ve bir kez baslatildiginda
kullanicinin higbir etkilesimi olmamasini saglamasi i¢in dogru kurulmasi gereklidir.

islem bitmeden lllumina MiSeqDx cihazini agmayin.
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Reaktifi Saklama ve Kullanma

Sevkiyat kosullar

therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA Kiti kuru buz Uzerinde tasinir ve teslim edilir.
Teslimat esnasinda therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA Kitinin herhangi bir
bileseninin donmus olmadigini, dis ambalajin nakliye esnasinda agilmis oldugunu veya
paket icinde ambalaj notu veya reaktiflerin bulunmadigini fark ederseniz, litfen QIAGEN
Teknik Servisleriyle veya yerel dagitimcilarla irtibata gegin (www.giagen.com adresini

ziyaret edin).

Saklama kosullari

therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA Kiti teslim alinmasindan hemen sonra -15 ila
-30°C arasinda sabit sicaklikli bir dondurucuda saklanmalidir. gqPCR karisimlari 1giktan

korunmalidir.

Tedarik edilmemis reaktif ve kitlerle ilgili saklama bilgileri igin lutfen ilgili el kitaplarina
bakin.

Stabilite

therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA Kiti, belirtilen saklama kosullarinda saklandigi

zaman belirtilen son kullanma tarihine kadar stabil kalir.
Bir kez agildiginda, reaktifler -15 ila -30°C sicaklikta orijinal ambalaji iginde saklanirsa
ambalaj Uzerindeki son kullanma tarihine kadar kullanilabilir. En fazla 5 kez ¢dzdurip

dondurmaniz tavsiye edilir.

Tedarik edilmemis reaktif ve kitlerle ilgili stabilite bilgileri igin lGtfen ilgili el kitaplarina bakin.
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Numune Kullanimi ve Saklanmasi

Ornek materyali, FFPE dokusundan alinmis insan genomik DNA's1 olmalidir.

Numuneler, numune Kkalitesini saglamak igin standart patoloji metodolojisine goére
nakledilmelidir.

Tum FFPE blok ve slaytlarini CLSI standardi MM13-A'ya gore 15-25°C oda sicakliginda

saklayin (19). FFPE bloklarinin tagima kosullari saklama kosullarina benzerdir.
Slaytlar, DNA ekstraksiyonu éncesinde oda sicakliginda 1 aya kadar saklanabilir.

FFPE'den tiretilmis DNA taze hazirlanmis olmalidir ya da kisa donem saklama igin 4°C ile
8°C arasinda veya uzun donem saklama icin -15°C ile -30°C arasinda saklanmalidir
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Prosedur: Bolim 1

is akisina genel bakis

Is akiginin agagidaki semada anlatilan kisimlari tedarik edilmeyen kit ve reaktifleri iceren

adimlar dahil bu proseddr igin optimize edilmigtir.

& Lutfen asagidaki proseduri dikkatle okuyun ve talimatlar icin sadece
bu el kitabinda Bolim 1 ve Bolim 2'ye bakin.

ekstraksiyonu hazirlama caligmasi analizi
DNA FFPE PCR hedef llumina Biomedical
numune alma kiti zenginlegtirme MiSeqDx Genomics
. Workbench
tayini saflagtirma

Adaptor
[ ELIEGE

PCR
amplifikasyonu
Katuphane
miktar tayini

Normalizasyon

ve hedef
havuzu

Sekil 5. NGS is akigina genel bakis.
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Genomik DNA ekstraksiyonu

FFPE yumurtalik kanseri numunelerinden hazirlanmis 6rneklerden genomik DNA'yi

saflastirmak igin bir kit kullanin.

Genomik DNA miktar tayini

Optimal DNA konsantrasyonuyla sonuglanan dogru DNA miktar tayini igin bir florometre ve
100 pg/ul ile 1000 ng/pl arasinda baslangi¢c érnek konsantrasyonu araliginda DNA miktar

tayinine olanak taniyan bir test kiti kullaniimasini éneririz.

Asagi yonde deneylerde o6rnek miktarini garanti etmek igin bir 6rnedin DNA
konsantrasyonu = 2,5 ng/pl olmalidir.

DNA miktari yetersizse, mumkiinse daha fazla timor dokusu alin (bkz. “Sorun Giderme
Kilavuzu”, sayfa 41).
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Protokol; Hedef PCR kurulumu

therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA Kiti iki siralama galismasinda toplam 20 érnegin
test edilmesine olanak tanir. Her siralama galismasinin 10 érneg@in yani sira bir NA12878
pozitif kontrol ve sablonsuz kontrol (NTC) icin nlkleaz icermeyen su ile gerceklestiriimesini
oneririz. Ornekleri 96 kuyulu PCR plakasina Sekil 6'da gosterilen plaka diizenine gore

dagitin.
X X X X X X X X X X X X
B X x x X x X x X x X X X
Primer omek | Pogitif
. .. .. .. .. .. .. rnel oziti
Kar|§|;n C Ornek 1 | Ornek 2 | Ornek 3 | Ornek 4 | Ornek 5 [ Ornek 6 | Ornek 7 [ Ornek 8 | Ornek 9 10 Kontrol NTC
1/4
Primer
Karisim D
2/4
Primer omek | pogit
. . . . . . . rne 02ziti
Kar|§:.;|/-2 E Ornek 1 | Ornek 2 | Ornek 3 | Ornek 4 | Ornek 5 | Ornek 6 | Ornek 7 | Ornek 8 | Ornek 9 10 Kontrol NTC
Primer ek | positie
1 2 k ( £ K5 K6 " 7 " el oziti
Kar|§‘:|/'2 F | Omek1 | Ornek2 | Ornek 3 | Ornek 4 | Ornek 5 | Ornek 6 | Ornek 7 | Ornek 8 [ Ornek 9 10 Kontrol NTC
x X X x X x X x X x x x
H X x x X x X x X x X X X

Sekil 6. 96 kuyulu hedef PCR plakasinin diizen semasi.

Prosedir

1. Reaktifleri buz Gzerinde ¢ozdirin.

2. DNA'yi (pozitif kontrol NA12878 dahil) LoBind tlp iginde nukleazsiz su kullanarak
2,5 ng/ul'ye seyreltin. Her bir 6rnek igin, PCR reaksiyonu basina 10 ng (4 ul, 2,5 ng/ul)
olmak tzere toplam 40 ng gereklidir.

3. Her siralama galigmasi igin 10 érnegin yani sira bir NA12878 pozitif kontrol ve bir NTC
kontrollin test edilmesini 6neriyoruz. PCR striplerini veya 96 kuyulu bir PCR plakasini
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reaksiyon numaralarina gére hazirlayin. Ornek isimleri ve havuz numaralari ile
etiketleyin.
. 4 T-PCR 6n karigimini asagidaki Tablo 2'ye gére buz lizerinde hazirlayin. Her 6érnek

icin, 4 T-PCR 06n karisimi gerekecektir. Yukari agagi pipetleme yaparak yavasga

karigtirin.
Tablo 2. Her primer karisim havuzu igin T-PCR 6n karigsimlarinin hazirlanmasi
1 reaksiyon 12 reaksiyon

Bilesen +%10 ekstra +%10 ekstra
BRCA Primer Karigimi 11l 132 ul
1, 2, 3veya 4/4
Tag DNA Polimeraz 1,5 ul 18 pl
(HotStarTaq 5 Unite/pl)
GR NGS Panel 5x PCR 4.4l 52,8 ul
Tamponu V2
Niikleaz igermeyen Su 0,7 pl 8,4 ul
Toplam hacim 17,6 ul 2112

. T-PCR 6n karisiminin 16 pl'sini 96 kuyulu bir plakanin kuyularina Sekil 6'da anlatilan
plaka dliizenine goére dagitin.

Her DNA 6rneginin 4 pl'sini her PCR'in reaksiyon karigsimina Sekil 6'da gosterilen plaka
diizenine gore ekleyin. Yukari asagi pipetleme yaparak yavascga karigtirin.
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7. Isil dénglleyiciye yiuklemeden énce kuyulari muhurleyin ve dénglleme kosullarini

Tablo 3'te belirtilen sekilde programlayin.

Tablo 3. Déngiileme kosullar

Sure Sicakhk Dongu
15 dakika 95°C 1
15 saniye 95°C 26
150 saniye 60°C

10 dakika 72°C 1

8. Reaksiyon tamamlandiginda, “Adim: Ornek havuzlama ve saflastirma”, sayfa 27 ile
devam edin.
Not: Ornekler saflastirma 6ncesinde saklanacaksa, 6rnekleri -15°C ile -30°C arasinda
bir dondurucuya nakledin.
Not: Reaksiyon karisimlari 2—-8°C'de saklanirsa T-PCR c¢alismasinin baslatiimasi PCR

reaksiyonunu baglatmadan dnce 6 saate kadar ertelenebilir.

Adim: Ornek havuzlama ve saflastirma

Hedef PCR adimindaki 4 T-PCR reaksiyonu her 6rnek igin ayri bir PCR riini havuzuna
havuzlanir. PCR Urunleri havuzu kitiiphane hazirlamayla devam etmeden dnce tercihen

manyetik boncuk temelli teknoloji ile saflastirilir.

Her 6rnegin ylzeyde kalan maddesinden yaklagik 25 pl'yi temiz bir 1,5 ml LoBind tlipe
aktarin ve drneklerin DNA konsantrasyonunu tercihen bir florometre ile belirleyin.

Not: Ornekler kiitiphane olusturma dncesinde saklanacaksa, érnekleri -15°C ile -30°C

arasinda bir dondurucuya nakledin.
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Kutuphane olusturma ile devam etmeden 6nce, DNA &Orneklerini asadida anlatilan kalite

kontrol kriterleri ile kargilastirin.

Kalite kontrol kriterleri

Saflastirlmis havuzlanmis PCR-zenginlestiriimis DNA 6rneklerinin, pozitif kontrol ve

sablonsuz kontroliin (NTC) konsantrasyonlarini bir florometre kullanarak élgiin.
® T-PCR ve saflastirma adimlar sirasinda hi¢ hata olusmadigini géstermek igin
NA12878 pozitif kontrol konsantrasyonu > 20 ng/pl olmalidir.

e NTC “saptanmadi” olmalidir. Saptanabilen DNA, PCR ve/veya saflastirmanin olasi

kontaminasyonuna isaret eder.

® Asag yonde deneylerde Ornek kalitesini garanti etmek igcin PCR-zenginlestiriimis DNA
ornekleri 1-10'un DNA konsantrasyonu > 4 ng/ul olmalidir.

Kontaminasyon oldugu yoéninde kanit varsa veya 6rnek DNA ya da pozitif kontrol

konsantrasyonu yetersizse, bkz. “Sorun Giderme Kilavuzu”, sayfa 41.

Adim: Kutiphane olusturma

Kutiphane olusturma islemini lllumina MiSeq cihazlariyla uyumlu reaktif ve adaptorler

kullanarak gergeklestirin.

Adim: Adaptdr bagli DNA temizleme

Adaptor bagli DNA'nin silika jel kolon teknolojisi kullanilarak temizlenmesi kitiphane

olusturma sonrasinda < 150 bp boyutundaki DNA parcaciklarini giderir.
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Adim: Hassas boyut secimi

Kutuphane olusturulduktan sonra bu adim blylk boyutlu pargalarin manyetik boncuk
temelli teknoloji ile gideriimesine olanak tanir.

Yiizeyde kalan her bir maddenin yaklasik 17 pl'sini temiz bir 1,5 ml LoBind tlipe aktarin.
Not: Kitiphane DNA'sinin medyan boyutu 280 bp olmalidir.

Adim: Saflastinimis kutuphanenin PCR amplifikasyonu

Yiksek duyarlikh amplifikasyon, asadi yonde siralama adimi igin yeterli miktarda
katiphane DNA'sI olmasini saglar.

Adim: Kutiphane temizleme

Primerler, nikleotidler, polimerazlar ve tuzlar amplifiye edilmis kitliphanelerden silika jel
kolon teknolojisi kullanilarak giderilir.

Not: Miktar tayini dncesinde bir kiitiphane -15°C ile -30°C arasinda saklanabilir.

therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA Kiti El Kitabi (bélim 1) 02/2017 29



Adim: Kutuphane miktar tayini

Amplifiye edilebilir kiitiphane molekdllerinin dogru miktar tayini en iyi okuma kalitesi ve
verimli veri olusturulmasi i¢in son derece 6énemlidir. Bu adim igin lllumina kutiphaneleriyle
uyumlu bir gPCR kutliphane miktar tayini kitinin kullanimi gereklidir.

Kalite kontrol kriterleri

e Kitlphane olusturma, amplifikasyon ve saflastirma prosedirleri sirasinda DNA
kaybiyla sonuglanan hatalar olmadigini géstermek igin pozitif kontrol NA12878
konsantrasyonu > 120 nM olmalidir.

e Kutlphane olusturma, amplifikasyon ve saflastirma prosedirleri sirasinda
kontaminasyon olmadigini gostermek igin NTC konsantrasyonu < 1,0 nM olmalidir.

® Asagi yonde deneylerde Ornek kalitesini garanti etmek igin bir érnek kitliphanesinin
konsantrasyonu > 80 nM olmalidir.

Kontaminasyon oldugu yoéninde kanit varsa veya 6rnek DNA ya da pozitif kontrol
konsantrasyonu yetersizse, bkz. “Sorun Giderme Kilavuzu”, sayfa 41.
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Adim: Kutiphane havuzlama

therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA Kiti iki siralama ¢alismasinda 20 timor érneginin
test edilmesine olanak tanir. Siralama g¢alismasinin 10 érnegin yani sira bir NA12878
pozitif kontrol ve bir sablonsuz kontrol (NTC) ile gergeklestiriimesini 6neririz. 10'ar érnek ve
kontrolden olusan kittiphaneler 4 nM'a seyreltilir ve havuzlanir, ardindan havuzun miktar
tayini yapilir. Hesaplanan konsantrasyon denatiirasyon sonrasi 14 pM nihai kitiphane
havuz konsantrasyonu elde etmek lzere kullanilir.

4 nM'ye kitiphane seyreltme ve havuzlama
Not: Kitiphaneleri havuzlarken son derece dikkatli olun.

10 kitiphane 6rneginden dilisyonlari ve NA12878 pozitif kontroliniu nihai 4 nM
konsantrasyona niikleaz icermeyen su iginde bir 6énceki adimda hesaplanan ilk kiitiphane
konsantrasyonlarina gére hazirlayin. 10 érnekten olusan seyreltiimis kitiphaneler, NA12878
pozitif kontrol ve negatif kontrol bir arada havuzlanir.

Kitiphane havuz miktar tayini

Bu adim igin lllumina kitiphaneleriyle uyumlu bir gPCR kiitliphane miktar tayini kitinin
kullanimi gereklidir.

“Protokol: Havuzlanmig kitlphanenin siralama igin hazirlanmasi” sayfa 32 ile devam
etmeden Once, havuzun miktarini agagida anlatilan kalite kontrol kriterlerine gére kontrol
edin.

Kalite kontrol kriterleri
® Havuzlama prosediirl sirasinda kontaminasyon olmadigini géstermek igcin NTC
konsantrasyonu < 1 pM olmalidir.

e Siralama i¢in havuz kalitesini garanti etmek amaciyla havuzlanmig kittiphanenin
konsantrasyonu yaklasik 4 nM olmalidir.

Havuzlanmis kutliphanenin konsantrasyonu yetersizse, bkz. “Sorun Giderme Kilavuzu”,
sayfa 41.
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Protokol: Havuzlanmig kutuphanenin siralama icin hazirlanmasi

Bu protokolde iki prosedir uygulanir:

Havuzlanmis kitliphanenin denatiirasyonu ve seyreltiimesi

PhiX dahili kontroliin hazirlanmasi ve havuzlanmis kitiiphaneye eklenmesi

Not: Kitliphane denatiirasyonu ve bir lllumina MiSeq galismasi kurma ile ilgili ayrintil

aciklamalar lllumina MiSeq Sistemi Denatiire ve Seyreltik Kiitiiphaneler Kilavuzu ve MiSeq

Sistemi Kullanici Kilavuzu'nda mevcuttur.

Bu protokol icin gerekli reaktifler

NaOH 10N

MiSeq Reaktif Kiti v2 1/2 ve 2/2

PhiX Kontrol v3

10 mM Tris-Cl, pH 8,5, PhiX'i seyreltmek i¢in %0,1 Tween 20

Baslamadan 6nce 6nemli noktalar

Kitliphaneleri denatiire etmek igin daima taze seyreltiimis NaOH hazirlayin. Bu adim

denatiirasyon islemi icin son derece 6nemlidir.

KigUlk pipetleme hatalarinin nihai NaOH konsantrasyonunu etkilemesini engellemek

icin en az 1 ml taze seyreltiimis NaOH hazirlayin.

En iyi sonuglar i¢in reaktif kartusunu ¢ézdirmeye kittiphaneleri denatiire edip
seyreltmeden 6nce baslayin. Talimatlar igin bkz. MiSeq Sistemi Kullanici Kilavuzu.
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Baslamadan 6nce yapilmasi gerekenler

Taze seyreltiimis NaOH 0,2 N hazirlayin.

Asagidaki hacimleri bir mikrosantrifi)j tipu iginde birlestirin:
® | aboratuvar kalitesinde su (800 pl)

® Stok 1,0 N NaOH (200 pl)

Sonug¢ 1 ml 0,2 N NaOH'dir.

HT1 tuplnd (Hibridizasyon Tamponu; kit ile tedarik edilir) -15 ile -30°C arasindaki
depodan ¢ikarin ve ¢ozilmesi icin oda sicakliginda bekletin. Cézilduginde denature
edilmis kitiphaneleri seyreltmeye hazir olana kadar 2 ile 8°C arasinda saklayin.

Havuzlanmig katiphanenin denatlrasyonu ve seyreltiimesi

Prosedur

1.

5 pl NaOH 0,2 N'yi kittiphane havuzunun 5 pl'sine ekleyip, kisa sureyle vorteks yapip,
puls santrifiljleyerek kitiiphane havuzunu dikkatlice denatiire edin ve ardindan
5 dakika boyunca oda sicakliginda inklbe edin.

Not: Daima taze hazirlanmig seyreltik NaOH kullanin.

Denatlrasyon reaksiyonunu denatire DNA'y1 iceren tlipe dnceden sodutulmus 990 pl
HT1 ekleyerek durdurun.

Nihai 600 pl hacimde 6nceden sodutulmus HT1 kullanarak ve ilk kitiphane havuzu
konsantrasyonunu hesaba katarak denattire DNA'y1 14 pM'e seyreltin.

Ornegin havuzlanmis kiitiphanenin konsantrasyonu denatiirasyon sonrasinda 20 pM
olarak hesaplandiysa, énceden sogutulmus 180 ul HT1'i 420 pl denatire DNA igine
pipetleyerek konsantrasyonu 14 pM'e ayarlayin. Karistirmak igin tiipleri birgok kez bas
asagi cevirin.

Denatire ve seyreltiimis DNA'y1 kitliphaneyi yiiklemeye hazir olana kadar buz tizerine
yerlestirin.
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PhiX dahili kontroliin hazirlanmasi ve havuzlanmis kitiiphaneye eklenmesi

Prosedir

1. PhiX dahili kontrol kiitiiphanesini Tablo 4'te gosterilen bilesen hacimlerini birlestirerek
4 nM'ye seyreltin.

Tablo 4. PhiX'in 4 nM'ye seyreltilmesi

Bilesen Hacim
10 nM PhiX dabhili kontrol kittiphanesi 2 ul
10 mM Tris-Cl, pH 8,5, %0,1 Tween 20 ile 3ul

2. 4 nM PhiX dahili kontrol kitiiphanesini Tablo 5'te gosterilen bilesen hacimlerini
birlestirerek denatire edin.

Tablo 5. PhiX denatlirasyonu

Bilesen Hacim
4 nM PhiX dahili kontrol kitiiphanesi 5l
NaOH 0,2 N 5yl

3. Tupu puls santrifijleyin ve 4,5 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edin.
4. Denatlrasyon reaksiyonunu dnceden sogutulmus 990 ul HT1 ekleyerek durdurun.

5. 20 pM denatiire PhiX dahili kontrol kiitiiphanesini 375 ul denatiire PhiX 20 pM ile 225 ul
6nceden sogutulmus HT1'i kanstirarak 12,5 pM'ye seyreltin. Karigtirmak icin tupleri
birgok kez bas asagi gevirin.

6. 12,5 pM PhiX'in 6 pl'sini 600 pl seyreltiimis kitliphaneye ekleyin. Vorteks yapin ve
1 dakika boyunca 1000 x g devirde santrifijleyip buz Ustine koyun.

“Protokol: Siralama galigsmasinin kurulumu ve baslatiimasi”, sayfa 35 ile devam edin.
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Protokol: Siralama galismasinin kurulumu ve baslatiimasi

Bu protokolde iki prosedir uygulanir:

e Havuzlanmig kituphanenin MiSeq reaktif kartusuna ytklenmesi

® Siralama ¢alismanin baglatiimasi

Havuzlanmig kittiphanenin kartusa yiklenmesi

Not: Bir lllumina MiSeq calismasinin kurulumu ile ilgili ayrintili agiklama lllumina MiSeq

Sistemi Kullanici Kilavuzu'nda mevcuttur.

Bu protokol i¢cin gerekli reaktifler

® MiSeq Reaktif Kiti v2 1/2 ve 2/2

Baslamadan 6nce yapilmasi gerekenler

e Reaktif kartusunu (kit ile tedarik edilir) -15 ila -30°C depodan ¢ikarin. Reaktif kartusunun
tabanini reaktif kartusu Uzerine basili su gizgisine kadar batirmaya yetecek miktarda
oda sicakligindaki deiyonize su igeren bir su banyosu igine reaktif kartusunu yerlestirin.
Suyun maksimum su ¢izgisini gegmesine izin vermeyin.

® Reakitif kartusunun oda sicakligindaki su banyosu iginde yaklasik bir saat boyunca

veya tamamen ¢oziinene kadar ¢ézinmesine izin verin.

Prosedur

1. Kartusu su banyosundan gikarin ve suyu kartusun tabanindan ayirmak igin hafifce
masaya vurun. Kartusun tabanini kurulayin. Reaktif kartusunun Ustiine hig su

sigramadigindan emin olun.

2. Cozinmus reaktifleri karistirmak igin reaktif kartusunu on kez ters gevirin ve ardindan

tm konumlarin ¢éziinmus oldugunu gdrsel olarak kontrol edin. Konum 1'de bulunan
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reaktifin tamamen karistigindan ve ¢oékelti bulunmadigindan emin olmak icin kontrol
edin.

3. Reaktifler icindeki hava kabarciklarini azaltmak i¢in kartusu hafifce masaya vurun.
Reaktif kartusunu buz Gizerine yerlestirin veya ¢alismanizi kurmaya hazir olana kadar
2-8°C sicaklikta bekletin. En iyi sonuglar igin dogrudan 4. adima ilerleyin.

4. Folyo mihrin bitinliginu goérsel olarak kontrol edin ve ardindan temiz bir 1 ml pipet
ucu kullanarak folyo miihrii reaktif kartusu lizerinde “Load Samples” (Ornekleri Yiikle)
etiketli rezervuar Gzerinden delin.

5. PhiX kontrol( igeren denatlire, seyreltiimis kiitiphane havuzunun 600 pl'sini “Load
Samples” (Ornekleri Yiikle) (kartug tizerinde 6rnek konumu #17) rezervuari igine
pipetleyin.

Siralama g¢alismanin baslatiimasi

Not: Bir lllumina MiSeq calismasinin kurulumu ile ilgili ayrintili agiklama lllumina MiSeq
Sistemi Kullanicr Kilavuzu'nda mevcuttur.

Not: lllumina cihazlari ve analiz yazilimi igin 6rnek sayfalarinin olusturulmasi ve
diizenlenmesi ile ilgili ayrintili bir agiklama lllumina Deney Yéneticisi Kullanici Kilavuzu'nda
mevcuttur.

Baslamadan 6nce yapilmasi gerekenler

e |llumina Akis Hicresini (MiSeq Reaktif Kiti v2 1/2 iginde tedarik edilir) Greticinin
talimatlari uyarinca temizleyin. Akis hicresi tek kullanimlik bir cihazdir.

e |llumina, 6rnek sayfasinin érnek hazirlanmadan dnce olusturulmasini énerir.
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Prosedir

1.

MiSeq'i Research (Arastirma) modunda yeniden baslatin ve ardindan Sequence

(Siralama) modunu segin.
Load Flow Cell (Akis Hucresini Yikle) ekrani belirdiginde akis hicresini yikleyin.

Load Reagents (Reaktifleri Yikle) ekrani belirdiginde atik sigesini bosaltin. MiSeq SBS
Solusyonu (PR2) sisesini 2-8°C'deki depodan ¢ikarin. Karistirmak igin ters gevirin,
kapagdini ¢ikarin ve PR2 sisesini derhal yikleyin.

Adaptdr baglama adiminda secilen adaptér barkodu setine gére uygun érnek sayfasini
secin.

lllumina Deney Yéneticisini kullanarak, Create Sample Sheet (Ornek Sayfasi Olustur)
ogesini secin. Select Category (Kategori Seg) penceresinde Other (Diger) ve FASTQ
Only (Sadece FASTQ) 6gelerini segin.

FASTQ Only Run Setting (Sadece FASTQ Calismasi Ayarlari) penceresinde
TruSeqLT &gesini segip 1 Index Read (1 indeks Okuma) segenegini isaretleyin,
Cycles Read 1 (D6ngi Okuma 1) ve Cycles Read 2 (D6ngu Okuma 2) icin Paired
End Sequencing (Eslestiriimis U¢ Siralama) 6desini ve 151'i secip ardindan Use
Adapter Trimming (Adaptor Kirpmayi Kullan) ve Use Adapter Trimming Read 2

(Adaptor Kirpma Okumasi 2'yi Kullan) 6gelerini segin.
Adaptorleri kiitiphane hazirligi icin segilenlere gére secin (bkz. Tablo 6, asagida).

Not: Her siralama deneyinde lllumina Deney Yoneticisini kullanarak yeni bir 6rnek
sayfasi olusturulmasini 6neririz. Kullanmadan énce 6rnek sayfasini agmayin veya

degistirmeyin.
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Tablo 6. Mevcut adaptorler ve barkodlari

Generead Adaptor | Set A 12'li Generead Adaptor | Set B 12'li
Adaptor adi Barkod Adaptor adi Barkod
Adaptor Be 1 lllumina ATCACG Adaptor Bc 13 lllumina AGTCAA
Adaptor Bc 2 lllumina CGATGT Adaptor Bc 14 lllumina AGTTCC
Adaptor Be 3 lllumina TTAGGC Adaptor Bec 15 lllumina ATGTCA
Adaptor Be 4 lllumina TGACCA Adaptor Be 16 lllumina CCGTCC
Adaptor Be 5 lllumina ACAGTG Adaptdr Be 18 lllumina GTCCGC
Adaptor Be 6 lllumina GCCAAT Adaptor Be 19 lllumina GTGAAA
Adaptor Be 7 lllumina CAGATC Adaptdr Be 20 lllumina GTGGCC
Adaptor Bc 8 lllumina ACTTGA Adaptor Bec 21 lllumina GTTTCG
Adaptor Bec 9 lllumina GATCAG Adaptor Bc 22 lllumina CGTACG
Adaptor Bec 10 lllumina TAGCTT Adaptor Bc 23 lllumina GAGTGG
Adaptor Bc 11 lllumina GGCTAC Adaptor Bec 25 lllumina ACTGAT
Adaptor Be 12 lllumina CTTGTA Adaptdr Bec 27 lllumina ATTCCT

8. Finish (Bitir) 6gesini segin ve 6rnek sayfasi dosyasini istenen MiSeq klasériine
kaydedin.

9. Akis hiicresi ve reaktifleri yiikledikten sonra galisma parametrelerini inceleyin ve
calismayi baslatmadan énce bir ¢calisma 6ncesi kontrol gergeklestirin.

10. Experiment Name (Deney Adi), Analysis Workflow (Analiz is Akisi) ve Read Length
(Okuma Uzunlugu) 6gelerini inceleyin. Bu parametreler érnek sayfasinda belirtilir.
11. Sol alt késede bulunan klasér konumlarini inceleyin.
Herhangi bir degisiklik gerekirse Change Folders (Klasdrleri Degistir) 6gesini segin.
Degisiklikler tamamlandiginda Save (Kaydet) 6gesini secip ardindan Next (ileri)
6gesini segin.

12. Next (ileri) 6gesini segin. Pre-Run Check (Calisma Oncesi Kontrol) ekrani agilir.

38 therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA Kiti El Kitabi (b6lum 1) 02/2017



Review (Inceleme) ekraninin sol alt késesinde tarifler, érnek sayfalari, beyanatlar ve

cikti klasorleri icin glincel klasér konumlari siralanir.

13. Sistem ¢alismaya baslamadan dnce tiim ¢alisma bilesenlerinin, disk alaninin ve ag
baglantilarinin bir kontroliinii gergeklestirir.

Ogelerden herhangi biri calisma éncesi kontrolii gegemezse, hatayi nasil
diizelteceginize dair talimatlari igeren bir mesaj ekranda belirir.

14. Tum Ogeler galisma oncesi kontroll basariyla gegince Start Run (Calismayi Baslat)
6gesini segin.

15. Calisma tamamlandiginda Next (ileri) diigmesi belirir. Devam etmeden énce

Sequencing (Siralama) ekraninda sonuglari inceleyin.

Not: Sequencing (Siralama) ekrani, Next (ileri) 6gesi secilene kadar goriinir. Next
(lleri) 6gesini segtikten sonra Sequencing (Siralama) ekranina dénmek mimkiin
degildir.

16. Next (ileri) 6gesini segerek Sequencing (Siralama) ekranindan gikin ve galisma

sonras! yikamaya ilerleyin.

Calisma sonrasi yilkama, siralama galismalari arasinda gergeklestirilen standart cihaz

yikamasidir. Bir ¢calismayl tamamladiktan sonra daima bir cihaz yikamasi gergeklestirin.

Yikama bilesenlerini ylklemek ve yikamayi gergeklestirmek igin yazilim iletilerine uyun.

Calisma sonrasi yikama yaklasik 20 dakika surer. Yikamayi bir ¢galismanin tamamlanmasinin

hemen ardindan baslatin. izleyen bir calisma kurmadan énce cihaz yikama islemi

gereklidir.

Bolum 2 sayfa 12'deki “Protokol: Veri analizi’ne devam etmeden &nce siralama

calismasinin giktisini agsagida acgiklanan kalite kontrol kriterleriyle kiyaslayin.

Kalite kontrol kriterleri

® Veri giktisi > 3 Gb yeterli miktarda okumaya isaret eder.
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® Q-Score > Q30 olan okumalarin yuzdesi > %80 olmalidir. Q-score yanhs baz ¢agirma

olasiliginin bir tahminidir.

Siralama c¢alismasinin ¢iktisi yetersizse, bkz. “Sorun Giderme Kilavuzu”, sayfa 41.
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Sorun Giderme Kilavuzu

Bu sorun giderme kilavuzu therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA Kit kullanarak

BRCA1/2 mutasyon durumu deg@erlendirmesinde ortaya gikabilecek her tiir problemi

cdzmeye yardimei olabilir. iletisim bilgileri igin arka kapaga bakin veya www.giagen.com

adresini ziyaret edin.

Diger kitler hakkinda sorun giderme bilgileri i¢in lttfen ilgili kit el kitaplarina bakin.

llumina MiSeqDx cihazi ile Biomedical Genomics Workbench ve BRCA 1/2 CE-IVD

Workflow dahil ilgili yazilimlar hakkinda sorun giderme bilgileri igin Iitfen ilgili kullanim

kilavuzlarina ve el kitaplarina bakin.

Yorum ve Oneriler

Hedef DNA'da diigiik verim

a) gDNA konsantrasyonunu
kontrol edin

b) Hedef PCR (T-PCR)
havuzlama ve saflastirma
isleminin ardindan elde
edilen pozitif kontrol
konsantrasyonunu
kontrol edin

FFPE baglangi¢c materyalinden gDNA miktar tayini

icin bir florometre kullanilmasini dneririz.

Asagi yonde deneylerde yeterli 6rnek miktarini
garanti etmek icin gDNA konsantrasyonu > 2,5 ng/ul
olmalidir. Kit, her hedef PCR reaksiyonu igin (toplam
40 ng) 10 ng gDNA i¢in optimize edilmistir.

NA12878 pozitif kontroliin konsantrasyonu

20 ng/ul'den az ise T-PCR sirasinda veya 6rnek
havuzlama ve saflastirma adimi sirasinda bir hata
olusabilir.

Tum ornekler icin T-PCR adimini tekrarlayin.
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Yorum ve Oneriler

c) T-PCR havuzlama ve
saflastirma isleminin
ardindan orneklerin
konsantrasyonunu
kontrol edin

Dusiik kiituphane verimleri

a) T-PCR verimlerini
kontrol edin

b) Kditiphane hazirlama
ve boyut secim adimlari
sonrasinda pozitif
kontroliin
konsantrasyonunu
kontrol edin

4 ng/ul kalite kontrol kriteri altindaki 6rnek

konsantrasyonu bozulmus DNA'ya isaret edebilir.

Basarisiz olan 6rnekten DNA numunesi almayi
tekrarlayin.

T-PCR sonrasinda ve kiitiphane hazirlamaya
ilerlemeden 6nce pozitif kontrollerin ve érneklerin
konsantrasyonlari sirasiyla > 20 ng/ul ve > 4 ng/ul
olmalidir.

® Pozitif kontroliin konsantrasyonu disiikse, tim
ornekler icin T-PCR adimini tekrarlayin.

® Bir 6rnegin konsantrasyonu ¢ok disikse, érnek
DNA'nin numune alma iglemini tekrarlayin.

Saflastiriimis ve boyutu segilmis kiitiphanelerin
miktar tayinini lllumina uyumlu bir gPCR kitiphane
miktar tayini kitiyle yapin. Kalite kontrol kriterleri
karsilanmazsa kituiphane miktar tayinini tekrarlayin.

NA12878 pozitif kontroliin konsantrasyonu

120 nM'den azsa, kitliphane hazirlama, boyut
secimi, PCR amplifikasyonu veya PCR saflastirma
adimlari sirasinda bir hata olusmus olabilir.

Tum Ornekler igin kitiphane olusturmaya gDNA'dan
tekrar baslayin.
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Yorum ve Oneriler

c) Kditiphane hazirlama Saflastiriimis ve boyutu segilmis kiitiphanelerin
ve boyut secim adimlari miktar tayinini lllumina uyumlu bir gPCR kutuphane
sonrasinda orneklerin miktar tayini kitiyle yapin. Protokolde anlatilan gPCR
konsantrasyonunu kalite kontrol kriterlerine dikkat edin.
kontrol edin

Ornek konsantrasyonu 80 nM'den azsa, kitiiphane
hazirlama, boyut se¢imi, PCR amplifikasyonu veya
PCR saflagtirma adimlari sirasinda bir hata olusmus
olabilir.

ilgili drnek igin kitiiphane olusturmaya gDNA'dan
tekrar baslayin.

Diisiik siralama verisi giktisi (Toplam okuma < 3 Gh)

lllumina siralama Hedeflenen BRCA1/2 bdélgesinin bdlimlerini yanlis
kartusuna eklenen okumaktan kaginmak icin toplam 3 Gb siralama
kitliphane materyalinin verisi ¢iktisi dnerilir. 3 Gb kalite kriteri

miktarini kontrol edin karsilanmazsa, protokolu kutiphane miktar tayini

adimindan tekrar baglatin.

Illumina akig hicresi gorintulerini Ureticinin
talimatlari dogrultusunda kontrol edin.

e Kitlphane asiri yiklenmisse (kiime
yogunlugunu doygunluga ulastiracak bigcimde)
kartusa eklenen havuzlanmis kitliphanelerin
miktarini azaltin.

e Kimelenme yogunlugu dislikse, kartusa
eklenen havuzlanmis kutiphanelerin miktarini

artirin.
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Yorum ve Oneriler

Diisiik siralama ozgiilliigii (BRCA1/2 hedef bolgesiyle hizalanmig

okumalarin %'si)

Boyuta goére segilmis

ve saflastiriimis
kutiphanelerin ortalama
boyutunu kontrol edin

Diisiik okuma kapsamasi

Amplikon basina
minimum kapsamayi
kontrol edin

%80 6zglllik kalite kontrol kriteri karsilanmamissa
kutiphane pargacik boyutunu analiz ederek
saflastirma kalitesini degerlendirin. Ortalama
amplikon boyutu 280 bp civarinda olmalidir.

Protokoll T-PCR'dan tekrar baslatin.

200x kapsama kalite kriteri karsilanmiyorsa sunlari

Oneririz:

® 4 hedef PCR reaksiyonunun esdeger hacimlerde
havuzlanmig oldugunun kontrol edilmesi.

® 10 ornek arti pozitif kontrolde her érnek igin
elde edilen okuma sayisi bazinda okuma

homojenliginin kontrol edilmesi.

Sablonsuz kontroliin (NTC) kontamine olmasi

a) T-PCR sonrasi NTC'de 6rnek saptanirsa, T-PCR sirasinda veya
NTC'yi kontrol edin ornek havuzlama ve saflagtirma adimi sirasinda
kontaminasyon olmus olabilir.
T-PCR'yi yeniden baglatin
b) Kditiphane hazirlama NTC konsantrasyonu 1 nM'den fazlaysa, kiitiphane
ve boyut se¢cim adimlari hazirlama, boyut segimi, PCR amplifikasyonu veya
sonrasinda NTC'nin PCR saflastirma adimlari sirasinda kontaminasyon
konsantrasyonunu olugsmus olabilir.
kontrol edin T-PCR'yi yeniden baslatin.
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Semboller

Asagidaki semboller ambalaj ve etiket lizerinde gorulebilir:

Sembol Sembol tanimi
REF Katalog numarasi
Uretici
MAT Materyal numarasi
RN R harfi El Kitabi revizyonunu, n harfi ise revizyon numarasini
temsil eder
LOT Lot numarasi
GTIN Kiiresel Ticaret Parga Numarasi
IVD in vitro tani amagli tibbi cihaz

c € Avrupa uyumlulugu icin CE isareti
g Son kullanma

W N reaksiyon i¢in yeterli reaktif icerir
<N>
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Sembol tanimi

Sembol
H Sicaklik sinirlamasi

COMP Bilesenler (6r. Griine dahil edilenlerin listesi)

CONT igindekiler (igerik)

Sayi (6r. flakon, sise)

[N
[1i]

Kullanim talimatlarina bakin

|T Giines 1g1gindan uzak tutun

therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA Kiti El Kitabi (bélim 1) 02/2017

49



Siparig Bilgileri

Gerekli ek irlin ve reaktiflerin siparis bilgisi sayfa 15, Tablo 1'de bulunabilir.

Uriin icindekiler Kat. no.
therascreen BRCA1/2 20 reaksiyon i¢in: BRCAL ve BRCA2'deki 875011
NGS FFPE gDNA Kit varyantlarin lllumina MiSeqDx platformunda
CE (20) tanimlanmasi igin; BRCA Primer Karigimi 1,

BRCA Primer Karigimi 2, BRCA Primer
Karigimi 3, BRCA Primer Karisimi 4,
HotStarTaq DNA polimeraz, GR NGS Panel
5x PCR Tamponu V2, NTC i¢in nikleaz
icermeyen su

Glncel lisans bilgileri ve trline 6zgu yasal uyarilar icin ilgili QIAGEN Kkiti el kitabina veya
kullanici kilavuzuna bakin. QIAGEN kiti el kitaplari ve kullanici kilavuzlari www.giagen.com

adresinde bulunabilir veya QIAGEN Teknik Servisleri ve yerel dagiticinizdan istenebilir.
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Bu sayfa bilerek bos birakilmigtir
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Bu drlin in vitro tani amagh kullanim igindir. QIAGEN riinleri tekrar satilamaz, yeniden satis igin degistirilemez veya QIAGEN'nin yazili izni olmadan ticari Griinler
(retmek Uizere kullanilamaz.

Bu belgedeki bilgiler énceden bildiriimeksizin degistirilebilir. QIAGEN bu belgede gériilebilecek herhangi bir hata igin higbir sorumluluk kabul etmez. Bu belgenin
yayinlanma sirasinda tam ve dogru olduguna inanilimaktadir. Higbir durumunda QIAGEN size karsi bu belgenin kullanimiyla ilgili veya bundan dogan rastlantisal,
o6zel, goklu veya dolayl zarar igin yiikiimli olmaz.

QIAGEN drinleri belirtilen dzellikleri kargilamak lzere garanti edilmistir. QIAGEN'nin yegane yikimliiliigi ve misterinin yegane telafi hakki Grlinlerin garanti edildigi
sekilde uygulanamamasi durumda (rinlerin (icretsiz olarak degistirimesi ile sinirlidir.

Ticari markalar: QIAGEN®, Sample to Inslght HotStarTaq therascreen® (QIAGEN Grup) AMD® (Advanced Micro Devices, Inc.); ATI"™ (ATI Technologies);
Eppendorf (Eppendorf AG); Wlndows Windows Vista® (Microsoft Corporation); Fedora®, Red Hat” (Red Hat, Inc.); llumina®, MlSqux (Numina, Inc.);
Intel® (Imel Corporation); Mac 0S*® (Apple Computer, Inc.); MASTR™ (Multiplicom N.V. ) NVIDIA® (NVIDIA Corporation); OpenGL® (Khronos Grup);
SUSE® (SUSE PLC). Bu belgede gegen kayitli isimler, ticari markalar, vb. agikga bu sekilde belirtimemis olsa bile yasalarca korunmaktadir.

therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA Kiti
Bu UrGintin kullanimi herhangi bir alicinin veya Uriin kullanicisinin asagidaki kosullari kabul ettigi anlamina gelir:

in Sinirh Lisans Soézlesmesi

1. Uriin yalnizca irriinle ve bu el kitabinda verilen protokollere uygun olarak kullanilabilir ve yalnizca kitin iginde bulunan bilesenlerle kullanim igindir. QIAGEN,
bu kit ile birlikte verilen bilesenlerin el kitabinda ve www.qiagen.com adresinden ulasilabilen ek protokollerde belirtilenlerin disinda bu kitin icinde yer almayan
herhangi bir bilesenle kullanimi veya birlestiriimesi igin kendi fikri milkiyet haklarinin herhangi biri altinda lisans hakki vermez. Bu ek protokollerden bazilari
QIAGEN kullanicilar tarafindan QIAGEN kullanicilari igin saglanmistir. Bu protokoller QIAGEN tarafindan kapsamli sekilde denenmemis veya optimize
edilmemistir. QIAGEN bu protokollerin tiglinci taraflarin haklarini ihlal etmeyecegini garanti etmez.

Agikea belirtilen lisanslar disinda, QIAGEN bu kit ve/veya kullanimlarinin iigiincii taraflarin haklarini ihlal etmeyecegini garanti etmez.
Bu kit ve bilesenleri bir kez kullanim igin lisanslidir ve tekrar kullanilamaz, yenilenemez ve tekrar satilamaz.
QIAGEN aglkga ifade edilenlerin disinda agik veya zimni diger tim lisanslari agikga reddeder.

o~ 0D

Bu kitin alicisi veya kullanicisi yukarida yasaklanan eylemlere neden olabilecek veya kolaylastirabilecek herhangi bir girisimde bulunmayacagini ve baska
birisine izin vermeyecegini kabul eder. QIAGEN herhangi bir Mahkemede bu Sinirli Lisans Anlasmasi yasaklamalarini uygulayabilir ve bu sinirli lisans
anlasmasinin veya kit ve/veya bilesenleriyle ilgili fikri miilkiyet haklarinin herhangi birinin uygulanmasina yol agan tiim durumlarda avukat ticreti dahil tiim
sorusturma ve mahkeme masraflarini geri alabilir.

Guincellenmis lisans kosullari igin bkz. www.giagen.com.
HB-2196-002 1103448 157014156 02/2017
© 2017 QIAGEN, tiim haklari saklidir.
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