In vitro tani amagh kullanim igindir @

LightMix® Kit TREC SMA HBB Newborn I
TIB Molbiol Kat. No. 40-0621-44 Roche SAP n°09 802 533 001

Roche Diagnostics LightCycler® Cihazlari ve LightCycler® Multiplex DNA Master ile kullanim igin 384 (veya
192) PCR reaksiyonluk [liyofilize] primer/prob iceren tespit Kiti

1. igindekiler

Tablo 1: Kit bilegenleri.

Flakon Kapak Aciklama
Rengi

Parametreye Ozgii Reaktifler (PSR)
onceden karistiriimis ve liyofilize primer ve problar icerir
turuncu < %62 Sentetik oligontkleotidler

= %38 Tampon
Ornek basina 3 hedef tespit edilir

1 adet
PSR

2. Kullanim Amaci

LightMix® Kit TREC SMA HBB Newborn kiti, yenidoganlardan alinan kurutulmus kan érneklerinden (DBS)
ekstrakte edilen genomik nikleik asidin (DNA) taranmasi i¢in kullanilan bir in-vitro tani testidir. Bu test (1)
agir kombine immuin yetmezlik hastahdinin (SCID) belirtisi olan T-hiicre reseptoér eksizyon dairelerinin
(TREC) yoklugunu, (2) tip 1 spinal muskiler atrofinin (SMA) en yaygin nedeni olan survival motor néron 1
(SMN1) ekson 7'nin homozigot delesyonlarini ve opsiyonel olarak (3) orak hiicre hastaligi (SCD) ve beta-
talasemi ile yaygin olarak iligkili beta globin geninin kodon 6 bdlgesindeki mutasyonlari taramak igin
tasarlanmistir.

Ulusal diizenlemelerin genetik talasemi testine izin vermemesi durumunda, eritme analizi atlanabilir.

3. Saklama ve Stabilite

Kargolama:
Uriin ortam sicakhiginda kargolanir.

Teslim alindiktan sonra saklama kosullari:

Kiti 1siktan koruyarak, buzdolabinda veya oda sicakliginda (4°C - 25°C arasi) saklayiniz. Kuru reaktifleri
dondurmayin.

Coziinmiis stabilite / Cihaz lizerinde stabilite:

Cozundukten sonra, reaktifler guinlik kullanim icin buzdolabinda (2°C ile 8°C arasinda) 30 gune kadar
saklanabilir. Uzun sireli saklama igin, -15°C ile -25°C arasinda dondurun (son kullanma tarihine kadar).
Tekrar dondurma-¢ézme ddngulerini en aza indirin (< 10) ve kullanimi kaydedin.

Kendi etiketlediginiz ttplerle iligkili hata riskini en aza indirmek igin ikincil tiplere aktarma yapmayin.

4. ilave Reaktifler, Cihazlar ve Sarf Malzemeleri

4.1 Ornek hazirlama malzemeleri
Manuel Hazirlama: Kat. No., Uretici/Distribiitor
CX-tamponu (1x PBS/%0,5 Thesit®)

. herhangi bir tedarikgi
CE-tamponu (10 mM Tris, 0,25 mM EDTA ve 2 mM NaOH)

DNA/RNaz icermeyen su herhangi bir tedarikgi

Ekstraksiyon: 96 kuyucuklu plaka ve kapama folyosu herhangi bir tedarikgi

Otomatik 6rnek hazirlama: Kat. No., Uretici/Distribitor
Cihazlar

MagNA Pure 96 Cihazi 06 541 089 001, Roche Diagnostics
MagNA Pure 24 Cihazi 07 290 519 001, Roche Diagnostics
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Sarf malzemeleri

MagNA Pure 96 DNA and Viral NA Small Volume Kit
MagNA Pure 96 Processing Cartridge
MagNA Pure Tip 1000 pl

MagNA Pure 96 Output Plate

MagNA Pure Sealing Foil

MagNA Pure 96 System Fluid (Dabhili)
MagNA Pure 96 System Fluid (Harici)
MagNA Pure 96 Internal Control Tube
MagNA Pure 24 Total NA Isolation Kit
MagNA Pure 24 Processing Cartridge
MagNA Pure Tube (Rohrchen) 2.0 ml

4.2 Ornek analizi malzemeleri
Reaktifler
LightCycler® Multiplex DNA Master

LightMix® Universal Color Compensation Hexaplex Plus
(LightCycler® PRO igin degildir)

istege bagh

TREC KREC Standard Row 30-621/622
LightMix® Modular KREC

LightMix® Modular Actin Extraction Control

Cihazlar

LightCycler® 480 Il Cihazi (LightCycler® Yazilim Versiyonu 1.5
veya Ustl dahil) veya

cobas z 480 Analizéru (LightCycler® Yazihm Versiyonu 1.5 veya
Ustl dahil) veya

LightCycler® PRO Cihazi (LightCycler® Yazilim Versiyonu 1.X.X
dahil)

Sarf malzemeleri
LightCycler® 480 96'li Beyaz Multiwell Plaka
LightCycler® 480 384'lii Beyaz Multiwell Plaka

5. Test Prensibi

06 543 588 001, Roche Diagnostics
06 241 603 001, Roche Diagnostics
06 241 620 001, Roche Diagnostics
06 241 611 001, Roche Diagnostics
06 241 638 001, Roche Diagnostics
06 430 112 001, Roche Diagnostics
06 640 729 001, Roche Diagnostics
06 374 905 001, Roche Diagnostics
07 658 036 001, Roche Diagnostics
07 345 577 001, Roche Diagnostics
07 857 551 001, Roche Diagnostics

07 339 585 001, Roche Diagnostics
veya 07 339 577 001, Roche
Diagnostics

06 296 971 001, Roche Diagnostics
veya 40-0320-12, TIB Molbiol

09 229 230 001, Roche Diagnostics
64-0622-96, TIB Molbiol

07 805 993 001, Roche Diagnostics
veya 66-0913-96, TIB Molbiol

05 015 278 001, Roche Diagnostics
05 200 881 001, Roche Diagnostics

09 541 713 001, Roche Diagnostics

04 729 692 001, Roche Diagnostics
04 729 749 001, Roche Diagnostics

LightMix® TREC SMA HBB Newborn kiti, TREC yoklugunun, SMN1 genindeki delesyonlarin ve beta globin
geninin kodon 6 bdlgesindeki mutasyonlarin es zamanli tespiti i¢in kullanilan bir in-vitro tani testidir.

Guthrie kartlari, TNF kartlari veya Whatman Genekartlarindaki DBS'den ekstrakte edilen genomik DNA,
multipleks PCR ile analiz edilir; ilgilenilen genlerin bir fragmenti spesifik primerler ile amplifiye edilir ve isaretli
problar kullanilarak tespit edili. PCR, 610 kanalinda TREC tespiti igin 91 baz ¢ifti uzunlugundaki bir
fragmentin amplifikasyonu ile 580 kanalinda tespit edilen SMN1 geninin 82 baz cifti uzunlugundaki
fragmentinin amplifikasyonunu birlegtirir. Beta globin geninden 90 baz ¢ifti uzunlugundaki bir fragment de
amplifiye edilir ve erime egrisi analizi kullanilarak 530 kanalinda SimpleProbe® ile tespit edilir.

Hem TREC hem de SMN1 analizi yalnizca yabanil tip 6rneklerde bulunan hedef dizileri tespit eder ve genleri
silinmis drneklerde sinyal kaybedilir. Ayni érnekte hem SMN1 hem de TREC'in bulunmamasi olasi
olmadigindan, SMN1 ve TREC karsilikli kontrol gérevi gorur.

KREC testi yapmak veya kontrol testi olarak Aktin eklemek isteyen kullanicilar, ilgili testleri tek bir multipleks
PCR iginde birlestirebilir.
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6. Tibbi Arka Plan

Yenidogan taramasi (NBS), diinya ¢apinda birgok Ulkede kurutulmus kan érneklerinden (DBS) metabolitlerin
test edilmesine dayall, iyi kurulmus bir halk saghgi hizmetidir. Primer immuUn yetmezlik hastaliklari (PID) igin
genetik testler, son yillarda ayni DBS kullanilarak gelistirilmigtir.

SCID

SCID, T-hicre gelisiminde ciddi bozukluk ile karakterize hastaliklari ifade eder; immun yetmezlik, siddetli ve
tekrarlayan enfeksiyonlara yol agar ve tedavi edilmezse 6limculdiur. TREC, SCID hastalarinda bulunmayan
T-hicre reseptér rekombinasyonunun bir yan driniddr. Cok disik TREC varligi, SCID'in daha hafif
formlarinin veya lenfopeni belirtisi olabilir.

Ancak disik TREC seviyeleri ayni zamanda prematire dogum (vakalarin %40') ve maternal
immunosupresif ajan tedavisi (vakalarin %20'si) ile de iligkilidir. Trizomi 21 ve DiGeorge sendromu hafif digik
TREC seviyelerine neden olabilir (Barbaro et al., 2017).

Pozitif tarama ve dolayisiyla TREC yoklugu durumunda, hastanin SCID veya diger T-hiicre lenfopeni
formlarindan muzdarip olup olmadigini belirlemek igin tanisal takip yapilmaldir.

Prevalans 1:60.000

SMA

SMA, survival motor néron 1 (SMN1) genindeki mutasyonlardan kaynaklanan otozomal resesif
norodejeneratif bir hastaliktir. Gen dokuz eksondan olusur ve kiigik nikleer riboniikleer proteinlerin montaiji
ve rejenerasyonunda, mRNA splicing'inde ve aksonal RNA taginmasinda 6énemli rol oynayan 38-kD SMN1
proteinini olusturur. SMN1 geni, kromozom 5'te ters ¢evrilmis, duplike bir bélgede yer alir ve SMN'nin iki
yuksek homolog kopyasini igerir: telomerik kopya (SMN1) ve sentromerik kopya (SMNZ2). Bu kopyalar toplam
bes bazda farklilik gbésterir ve bunlardan biri kodlayan bir bazdir (c.840 C>T).

SMA'dan etkilenen Kafkas bireylerin yaklasik %95'inde SMN1 ekson 7 veya ekson 7 ve 8'i iceren homozigot
delesyon vardir. SMN2 geni, alternatif splicing nedeniyle SMN1'in homozigot kaybini telafi edemez ancak
SMN2 kopya sayilari degisken SMA fenotipi Gzerinde modifiye edici bir etkiye sahip gérinmektedir.

Bu PCR testi sadece SMN1'in yoklugu icin ¢.840 C>T bdlgesini hedefler. Pozitif tarama durumunda, SMA
tipini belirlemek icin tanisal takip yapiimaldir.

Prevalans 1:11.000 (Almanya'da 1:4.000)

SCD ve B-talasemi

SCD ve B-talasemi testi istege baghdir. Ulusal dizenlemeler genetik SCD testine izin vermiyorsa, globin gen
verisi elde edilmemesi igin erime analizi atlanabilir.

Talasemiler, dinya g¢apinda en yaygin resesif kalitsal hastaliklar arasindadir. Degisen siddette kronik
anemiye yol agan hemoglobin (HB) Uretiminin azalmasi veya olmamasi ile karakterizedir. iki ana talasemi
tipi vardir: o-talasemi ve [B-talasemi. B-talasemi, B-zincirini kodlayan hemoglobin (-genindeki (HBB)
degisikliklerden kaynaklanir; 3-talasemide fonksiyonel (3-zincirleri eksiktir.

HBB testi, kodon 3 ile 11 arasindaki gen boélgesini kapsayan yabanil tip spesifik prob kullanir. Bu bolge, HBS
alelini kodlayan daha sik gorilen rs334 (T>A) mutasyonu ve HBC alelini kodlayan rs33930165 (C>T)
mutasyonu dahil olmak Gzere tim globin mutasyonlarinin ~%90'in1 tagir. Bu alellerin homozigot tagiyicilari,
iyi bilinen orak hiicre anemisini gelistirirler ( Table 2'ye bakiniz). Yabanil tip spesifik erime pikinin olmadigi
durumlarda (sadece dusiuk Tm pikleri veya hi¢ pik olmamasi), her iki alel ya mutasyona ugramistir (daha
disuk erime piki) ya da silinmigstir (pik yok).

Bazi varyasyonlar sik gorilirken digerleri son derece nadirdir. rs713040 prob bdlgesinin diginda yer alir ve
gorinmez. En sik gorilen varyasyonlar icin karakteristik erime profilleri Sekil 3'te sunulmustur.

Table 2: rs334 yakininda bulunan varyasyonlar (sikliklari ile).

Genomik degisiklik AA Degisikligi | rs N° Global | Bolgesel | Yorum

Siklik
NC 000011.10:9.5227002T>A | (p.Glu7Val) rs334 %1,3 %4,7 (Af) HBS orak hiicre anemisi (HBSS)
NC _000011.10:9.5227003C>T | (p.Glu7Lys) rs33930167 %0,4 %1,4 (Af) HBC orak hucre hastaligi
NC_000011.10:9.5227003C>A | (p.Glu7Ter) rs3393016] - - B-talasemi
NC_000011.10:9.5227013G>A | (p.His3=) rs713040 | %17,3 | %50,9 (DA) | HbE

AA: Amino Asit, Af: Afrika, EA: Dogu Asya
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7. Kullanim Talimatlar
7.1 LightCycler® 480 Cihazi ve cobas z 480 Analizorii

7.1.1 Boya kanallari ve renk kompanzasyonu

LightCycler® 480 Cihazlari ve cobas z 480 Analizori ile kullanim igin yazilim versiyonu 1.5 ve Ustini kullanin.
Detaylar icin cihaz kullanim kilavuzuna bakin. Reaktif hazirligindan énce cihazi programlayin.

Tespit formati kurulumunu LightMix® Universal Color Compensation Hexaplex Plus (40-0320-
12) kullanim talimatlarina goére gergeklestirin. Bu renk kompanzasyonu dogru analiz igin
zorunludur. Devre disi birakilmasi sonuglarin gegersiz okunmasina neden olacaktir.

Tablo 3: Her bir kanal igin gerekli tespit formati parametre ayarlar (cihaza 6zgu filtre kombinasyonlari,
kantitasyon faktori ve entegrasyon siresi).

Kanal | 500 530 - 610 640 660
Cihaz n.a. HBB TREC KREC* Aktin*
LightCycler® 480 450-500 483-533 523-568 558-610 558-640 615-670
LightCycler® 480 I 440-488 465-510 533-580 533-610 533-640 618-660
cobas z 480 - 465-510 540-580 540-610 540-645 610-670
Kantitasyon Faktori* 10 10 10 10 10 10
Maksimum Entegrasyon 1sn 1sn 1sn 2sn 3sn 3sn
Siresi*

Not: *Kanal 640 (KREC) ve kanal 660 (Aktin Ekstraksiyon Kontroli) opsiyoneldir.
HBB testi sonu¢ yorumlamasi igin sadece erime sicakligi (Tm) kullanilir. 530 kanalindaki herhangi bir
amplifikasyon dnemsizdir.
7.1.2 Cihaz programlama
DOngu kosullarinin programlanmasi

Tespit Formati: Heksapleks
Reaksiyon Hacmi: 10 pl (veya 20 pl)

Protokol 3 program adimindan olusur:

1) Ornegin denatlrasyonu ve enzimin aktivasyonu
2) Hedef DNA'nin PCR amplifikasyon déngusi
3) Cihazin sogutulmasi

Table 4: DOngu kosullar programlama.

Program Adimi: Denatiirasyon Doéngi Sogutma
Parametre
Analiz Modu Yok Kantitasyon modu Yok
Doéngl Sayisi 1 45 1
Hedef °C 95 95 61 72 40
Bekleme sa:dk:sn 00:05:00 00:00:05 00:00:15 00:00:15 00:00:30
Sicakhk Artis Hizi °C/s 96
kuyucuk 4.4 4.4 2,2 4.4 1,5
Sicaklik Artis Hizi °C/s 384
kuyucuk 4,6 4,6 2,4 4,6 2,4
Olciim Modu Yok Yok Tek Yok Yok

Not: Programi ve varsayilan degerleri "RUN Template" (Sablonu Calistir) olarak kaydedin, bu sekilde her
¢alismayi baglatmak icin ytklenebilir.
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7.1.3. istege bagh: HBB erime analizi (ikinci galisma)

Tespit Formati: SimpleProbe®
Reaksiyon Hacmi: 10 pl (veya 20 pl)

Protokol tek program adimindan olusur: Erime

Tablo 5: Erime egrisi programlama.

Program Adimi Erime
Parametre
Analiz Modu Erime egrileri modu
Doéngu Sayisi 1
Hedef °C 95 40 75
Bekleme sa:dk:sn 00:00:30 00:02:00 00:00:00
Sicaklik Artis Hizi °C/s 96
kuyucuk 4.4 1,5 -
Sicaklik Artis Hizi °C/s 384
kuyucuk 4.8 2,5 -
Olciim Modu - - Siirekli
°C basina 6lglim - - 3

7.2 LightCycler® PRO Cihazi

LightCycler® PRO Cihazlari ile kullanimda, LightMix® Kit TREC SMA HBB Newborn sadece tek basina veya
LightMix® Modular Aktin Ekstraksiyon Kontroll ile kombinasyon halinde kullanilabilir.

1.X.X yazihm versiyonunu kullanin. Detaylar igin LightCycler® PRO Sistem Kullanici Yardimina bakin.

LightMix® Kit TREC SMA HBB Newborn i¢in uyumlu LightCycler® Analiz Paketi (LCAP) dosyasini indirmek
icin navifyportal.roche.com adresini ziyaret edin.
Kite 6zgl calisma profili LCAP'In bir pargasidir ve yukarida gosterilen galisma kosullarina esdegerdir.

LightCycler® Analiz Paketi:

0501_Newborn384 TREC SMA HBB Newborn, istege bagl olarak Aktin ekstraksiyon
kontroli ile Amplifikasyon ve Erime, 384 kuyucuklu plaka, 10 ul
reaksiyon hacmi

0502_Newborn96 TREC SMA HBB Newborn, istege bagli olarak Aktin ekstraksiyon
kontroll ile Amplifikasyon ve Erime, 96 kuyucuklu plaka, 20 pl
reaksiyon hacmi

LCAP dosyasini SFTP veya USB cihazinin test klasoriine kaydedin.

indirilen LCAP'i LightCycler® PRO Cihazina aktarin, yiikleyin ve Etkinlestirin.
Plakalar sekmesinde bir plaka diizeni olusturun veya ige aktarin.
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8. Deneysel Protokol

8.1 Ornek hazirlama

Manuel is akigi (DNA saflastirma protokoli icin ayrica bkz. Czibere et al, 2020)

Gutherie karti, TNF karti (Ahlstrom-Munksj6) veya Whatman Genecard'dan 3,2 mm c¢apinda DBS kullanin.
DBS'yi 96 kuyucuklu PCR plakasina aktarin. DBS'yi oda sicakliginda (19°C ile 24°C arasi) galkalayicida (200
rpm) 10 dakika boyunca 50 pl su icinde bekletin, 150 pl CX-tamponu ekleyin ve 10 dakika daha calkalayin.
1.000 rpm'de 5 dakika santrifiij edin, siipernatani uzaklastirin ve 150 yl CX-tamponu daha ekleyin. 1.000
rpm'de 5 dakika santrifljj edin, siipernatani uzaklastirin ve 150 yl CX-tamponu ekleyin. 1.000 rpm'de 5 dakika
santrif(j edin, sipernatani uzaklastirin ve 50 yl CE-tamponu ekleyin. Plakayi kapatin ve 92°C'de 10 dakika
inkibe edin.

Otomatik is akisi

Guthrie, TNF karti veya Whatman Genecard'dan alinan i¢ DBS pargasini 600 pl PBS icinde homojenize
edin, sipernatandan 200 pl'yi MagNA Pure islem kartusuna aktarin. Roche Diagnostics MagNA Pure 96
cihazinda, MagNA Pure cihaz talimatlarina uygun olarak 'DNA and Viral NA Small Volume Kit' kullanarak
nikleik asit ekstraksiyonu gergeklestirin. Alternatif olarak, nikleik asit ekstraksiyonu Roche Diagnostics
MagNA Pure 24 cihazinda 'MagNA Pure 24 Total NA Isolation Kit' kullanilarak gergeklestirilebilir.

Ornek Materyali: sulu ¢dzeltide saflagtiriimis genomik DNA
8.2 PSR ve Reaksiyon Karigiminin Hazirlanmasi

8.2.1 PSR'nin Hazirlanmasi

Tiipte renkli pellet olup olmadigini kontrol edin. 200 pul PCR-grade su ekleyin, ¢ozeltiyi karistirin (vorteks)
ve spin edin. Robotik pipetleme igin hacim 210 pl'ye ¢ikarilabilir (sinyaller yaklagik %5 azalacaktir).

» 10 pl reaksiyon basina 0,5 ul PSR veya 20 pl reaksiyon basina 1 yl PSR kullanin.

8.2.2 LightCycler® Multiplex DNA Master'in Hazirlanmasi
Cozeltileri ¢c6ziin ve tupleri agmadan 6nce mikro santrifijde kisaca spin edin. Pipetleme yaparak dikkatlice

karistirin veya kisaca vorteksleyin ve spin edin. Cozeltiyi soguk tutun.
8.2.3 Reaksiyon Karigiminin Hazirlanmasi

Asagidaki tablo tripleks reaksiyonlar icin reaksiyon karisimi hazirlanmasini agiklamaktadir. Her ¢alismada
en az bir 'Kalip Icermeyen Kontrol' (NTC) dahil edin.

Sogutulmus bir tipte, tek reaksiyon hacimlerini kontroller dahil reaksiyon sayisi arti bir ilave reaksiyon ile
carparak reaksiyon karisimini hazirlayin; énerilen en kiguk pipetleme hacmi 1 pl'dir.

Tablo 6: Reaksiyon Karisiminin Hazirlanmasi.

LightMix® Kit TREC SMA HBB Newborn ile kullanilacak Reaksiyon Karigimi
. . Roche Kat. No. 07 339 577 001
®
LightCycler® Multiplex DNA Master Roche Kat. No. 07 339 585 001
10 pl I|_k tek Bilesen 20 pl I|.k tek
reaksiyon reaksiyon
2,5ul Su, PCR sinifi 10,0 pL
0,5 ul PSR LightMix® Kit TREC SMA HBB Newborn ( kapak) 1,0 pL
-- PSR LightMix® Modular KREC - yedek su --
B PSR LightMix® Modular Aktin Ekstraksiyon Kontrolii B
- yedek su
gPCR Reaksiyon Karigimi, 5 adet kons.
2.0 (LightCycler® Multiplex DNA Master) 4.0ul
5,0ul Reaksiyon Karigimi Hacmi 15,0 ul

avasca karistirin, spin edin ve sogutulmus 384 (veya 96) kuyucuklu PCR plakasindaki her kuyucuga 5 pl
(veya 15 pl) reaksiyon karigimi aktarin.
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10 pl'lik (veya 20 pl'lik) final reaksiyon hacmi icin her kuyucuda 5 pl 6rnek veya kontrol DNA'sI (bu kitte
saglanmamistir) ekleyin. En az 1 NTC gercgeklestirmek icin érnek yerine PCR grade su kullanin. Plakayi
kapatin ve 2000 x g'de 3 dakika santriftj edin.

LightCycler® PRO Cihazi: Plaka diizenini atayin. Mevcut bir plaka diizeninin plaka kimligiyle eslesen barkodlu
bir plaka yuklediginizde plaka diizeni otomatik olarak atanir.

Calismay baslatin.

Kapama folyosuna eldivensiz dokunmayin.
Calismayi baglatmadan énce uzun bekleme stirelerinden kaginin.

9. Veri Analizi

9.1 LightCycler® 480 Cihazi ve cobas z 480 Analizoriinde Veri Analizi:

LightMix® Color Compensation Hexaplex Plus kiti ile olusturulan renk kompanzasyon dosyasinin kullanimi,
LightCycler® 480 Cihazlari ve cobas z 480 Analizérlerinde multipleks PCR igin zorunludur, ancak
LightCycler® PRO Cihazlari i¢in zorunlu degildir.

Veri analizini LightCycler® 480 Cihazi Kullanim Kilavuzunda agiklandidi sekilde gergeklestirin. ikinci Tiirev
Maksimum metodunu kullanin ("Abs Quant / 2nd Derivative Max").

Sonug analizi, bu testlerin analizi igin 6zel olarak uyarlanmamis genel kullanim amagl bir yazilim igerir. Her
drnegin Crossing Point (Cp) degeri otomatik olarak hesaplanir. Cihaz yazilimi, amplifikasyon grafigi
gorinimuinde sonuglari gegici olarak Pozitif (kirmizi grafik), Negatif (yesil grafik) veya Belirsiz (mavi grafik)
olarak belirler.

Yanlis sonugclarin raporlanmasini énlemek icin yazilimin Pozitif, Negatif ve Belirsiz sonuglari operator
tarafindan dogrulanmalidir.

9.1.1 Calisma gecerlilik kriterleri:

Bir 6érnegin normal durumu pozitif PCR sonucu (hastalik riski yok) oldugundan, SMN1 ve TREC geninin
amplifikasyonu kontrol reaksiyonu olarak kullanilabilir.

e NTC amplifikasyon gdstermemelidir (ve eder erime ile ikinci bir ¢calisma yapildiysa erime egrisi
gOstermemelidir), aksi takdirde tim calisma gecersizdir ve tekrarlanmalidir.

o Pozitif kontrol kullaniliyorsa ilgili kanalda pozitif olmaldir.

580 ve 610 kanallarinda érneklerin amplifikasyon egrilerini kontrol edin:

e Bir kanaldaki reaksiyon sinyali yoksa ancak diger kanalda amplifikasyon varsa her Ornek igin
sonuclar gegerlidir

e Hem 580 hem de 610 kanallarinda reaksiyon sinyali yoksa, sonucu dogrulamak i¢in 6rnek hazirlama
ve tespit tekrarlanmalidir.

e TUm o6rnekler icin reaksiyon sinyalleri yoksa, galisma gegerli degildir ve sonuglar kullanilamaz.

9.1.2 Amplifikasyon analizi:

e 580 ve 610 kanallarinda her drnegdi gorsel olarak inceleyin ve agikca goérllebilir amplifikasyon
egrilerini belirleyin.

o Her iki kanalda amplifikasyon gdsteren tiim 6rnekleri belgeleyin.
e Sadece bir kanalda amplifikasyon gdsteren tim 6rnekleri belgeleyin.

e Her d6rnek icin her iki kanalin Cp degerlerini karsilastirin. 610 kanaldaki sinyaller genellikle 580
kanaldaki sinyallere gore 1-4 dongu gecikmeli olur.

e 580 kanala gore 610 kanalda c¢ok gecikmeli sinyaller gosteren 6rnekleri belirleyin.
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9.1.3 Erime egrisi analizi (HBB analizi i¢in istege bagh):

Erime ile ikinci bir galisma yapildiysa, "Tm Calling" igin yeni bir analiz agin.
Erime egrisi analizi sonuglari bir, iki ve ¢ok nadiren erime piki géstermeyecektir.
Her 6rnek icin Tm degerlerini belirleyin ve belgeleyin.

9.2 LightCycler® PRO Cihazinda Veri Analizi

Veri analizini LightCycler® PRO Sistem Kullanici Yardiminda agiklandigi sekilde gergeklestirin.

Hedef Sonuglar sekmesinde sonuglari gézden gegirin ve onaylayin. Bilinmeyen o6rneklerin sonuglarini
onaylamadan énce i¢ kontrollerin sonuglarini onaylamak gereklidir. R6G ve Red 610 kanallarinda her 6érnegi
gorsel olarak inceleyin ve acikga gorilebilir amplifikasyon egrilerini belirleyin. Sonuglarin Gzerine yazilabilir,
lizerine yazilan sonuglar igsaretlenecektir. Ornek Sonuglari sekmesinde onaylanan sonuglar yayinlanabilir.

10. Sonug¢ Yorumlama
10.1 TREC - Kanal 610 / Red 610:

e Sinyal varsa, 6rnek tespit edilebilir TREC DNA's| igerir.

e Sinyal yoksa, 6rnekte T-hiicre reseptor ekstinksiyon déngileri eksiktir. Hastanin SCID veya diger T-
hicre lenfopeni formlarindan muzdarip olup olmadigini belirlemek igin tanisal takip yapilmahdir.

o Cok gecikmeli TREC sinyalleri SCID ile iligkili olabilir, ancak prematire dogum ve diger faktorlerle
de iligkili olabilir. ileri analiz yapilmalidir.

10.2 SMN1 geni — Kanal 580 / R6G:
e Sinyal varsa, 6rnek homozigot SMN1 delesyonu icermez.
e SMN1 icin sinyal yoksa ancak kanal 610'da amplifikasyon varsa, SMA tipini dogrulamak ve
belirlemek igin tanisal takip yapiimaldir.
10.3 HBB mutasyonu — Kanal 530 / FAM:
e ~66°C'lik Tm ile tek pik, prob baglanma bdlgesinde mutasyon tespit edilmedigini gosterir (yabanil tip
beklenebilir).

e ki pik; ~66°C'lik Tm ile bir pik ve <66°C'lik Tm ile bir pik heterozigot genotiptir. En sik goriilen
mutasyon rs334, ~61°C'de erir ve HbS alelinin heterozigot tasiyicisini gésterir ve SCD'yi isaret eder.

o ~66°C'lik Tm ile yabanil tip pik yoksa (daha dusik Tm ile bir veya iki pik var veya hi¢ pik tespit
edilmemis) her iki alel de mutasyona ugramistir ve sonu¢ SCD ve/veya 3-talasemiyi gosterir.

Bu, potansiyel SCD veya diger B-talasemi vakalarini tanimlamak igin bir tarama testidir. Bu
yenidoganda SCD veya B-talasemi gelisip gelismeyecegini dogrulamak igin bu érnekleri MSMS,
HPLC veya sekanslama gibi ek bir teste ydnlendirin.

Globin geninin hedeflenen bolgesi polimorfizmler bakimindan zengindir. Ozellikle rs33930165 (70613 G>A)
veya rs35497102 (70619-70620 delAA) ve rs34548294 (70624-70625 insT) gibi komsu mutasyonlar da daha
disiik Tm pikleri olusturacaktir. Ornek beklenmeyen bir erime egrisi profili olusturuyorsa sapmalari service @tib-
molbiol.de adresine bildirin.
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Tablo 7: Bireysel kanallar i¢in sonug yorumlama. Tm degeri LightCycler® 480 Cihazinda belirlenmistir ve
farkli cihazlar arasinda degisiklik gosterebilir.

Kanallar
530 / FAM 580 / R6G 530 / FAM Sonuglar
HBB SMN1 HBB ERIME
ilgili degil Amplifikasyon | Amplifikasyon | Tek pik Tm ~66°c | MUtasyon tespit
ilgili degil Amplifikasyon | AMPlfikasyon o i tm ~gg oc | TREC yoklugu tespit
Yok edildi
e e Amplifikasyon e . o SMNL1 silme tespit
ilgili degil P Yok y Amplifikasyon Tek pik Tm ~66 °C e:jildi =
o . . iki pik heterozigot HBB
ilgili degil Amplifikasyon Amplifikasyon Tm ~61 °C & ~66 °C mUtaSggiTcliJi tespit
homozig HBB
ilgili degil Amplifikasyon Amplifikasyon Tek pik ~61 °C mutasyonu tespit
edildi
Amplifikasyon - - . HBB silme tespit
Yok Amplifikasyon Amplifikasyon Pik yok edildi
o Amplifikasyon Amplifikasyon .
ilgili degil Yok Yok Pik yok Basarisiz/Tekrar

Notlar: Tm degerleri farkli galismalar arasinda +2,5°C degisebilir. Heterozigot genotipler igin erime pikleri arasindaki AT +1,5°C
degisebilir. Test edilen tum 6rneklerin yaklasik %0,1'inin gok dusik TREC (veya KREC) seviyeleri verdigi rapor edilmistir.

11. Amplifikasyon ve Erime icin Tipik Veriler

Bu testler, hedef yoksa veya silinmisse amplifikasyon gostermeyecek sekilde tasarlanmistir. Asagida
gosterilen amplifikasyon ve erime egrileri hedefin varlidini gésterir.

11.1 LightCycler® 480 Cihazlarinda olusturulan veriler

Amplifikasyon Egrileri

34.202

31.202

28.202

25.202

22.202

19.202

16.202

13.202

Floresans (533-580)

10.202

7.202

4.202

1.202

Amplifikasyon Egrileri

23.954.

21.454

18.954

16.454

610)

13.954

11.454

Floresans (533

£
©
a
=

6.454

3.954.

1.454

26.454 B

10 20 » & w 2 £ ®0
Dongii Sayisi Dongii Sayisi

Sekil 1: Hedefin varliginda ve yoklugunda amplifikasyon egrileri.
A) 580 kanalinda SMN1 tespiti (kirmizi) ve SMN1 delesyonu (yesil) veya NTC (turuncu).
B) 610 kanalinda TREC tespiti (kirmizi) ve TREC yoklugu (yesil) veya NTC (turuncu).
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Erime Pikleri Erime Pikleri

3.393 2.422

3.093 2.222
2.793 2,022
2.493 1822

2.193 ~ 1.622

533)

1.422

~(d/dT) Floresans (465-510)
I
o
©
@
(d/dT) Floresans (483-
B
o N
R N
NN

T 0.822

0.622

0.422

0.222

L w0 <« » ] L) “©

«o ©0
Sicaklik (°C) Sicaklik (°C)
Sekil 2: Kanal 530'daki HBB icin erime egrisi analizi sonuglari.

A) Yabanil tip igin tek pik (kirmizi), heterozigot HBB/HBS (mavi) ve HBB/HBC (mor) igin iki pik, NTC
turuncu renkte gosterilmigtir.

B) Yabanil tip icin ~66°C'lik Tm ile tek pik (kirmizi). ~61°C'lik Tm ile tek pik (yesil) ¢ift mutasyonlu rs334
(SCD). iki pik (mavi) heterozigot (HBB/HBS) gosterir. NTC icin pik yok (turuncu). NTC igin pik yok
(turuncu).

11.2 LightCycler® PRO Cihazlarinda olusturulan veriler

0,6 A 04 B
2 2 o
@ 0,4 c 44
¢ o
S 024 S 24
L L
0 0 ¢ -
Y T Y . Y -
10 20 30 40 10 20 30 40
Dongu Dongu

Sekil 3: Hedefin varliginda ve yoklugunda amplifikasyon egrileri.
A) R6G kanalinda SMN1 tespiti (Reaktif) ve SMN1 delesyonu (Reaktif Degil) veya NTC (Gegerli).
B) Red 610 kanalinda TREC tespiti (Reaktif) ve TREC yoklugu (Reaktif Degil) veya NTC (Gegerli).

LightCycler® PRO Cihazlarinda olusturulan Cq degerleri ve Floresans seviyeleri, farkli hesaplama yontemleri
nedeniyle LightCycler® 480 Cihazlari veya cobas z 480 Analizorlerinde olusturulan Cp degerleri ve Floresans
seviyelerinden farklilik gosterebilir.

-dF/dT

Sicaklik (*C)

Sekil 4: HBB icin erime egrisi analizi sonuglari, FAM kanalinda.
Yabanil tip i¢in tek pik, heterozigot HBB/HBS (yesil ve turkuaz) ve HBB/HBC (gri) igin iki pik, NTC mavi
renkte gosterilmistir.
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12. Performans Ozellikleri

Gosterilen veriler LightCycler® 480 Cihazlarinda olusturulmustur.

Analitik duyarhhk:
Her lot, reaksiyon basina en az on (10) kopya tespit edecek sekilde dogrulanmistir.

Analitik duyarlihk, multipleks PCR'de TREC igin 7 kopya ve SMN1 icin 9 kopya araliginda olacak sekilde
belirlenmistir.

Analitik 6zgulluk:

Hedeflenen genlere 6zgullik ve PCR amplifikasyonunun uygunlugu, in-siliko analiz ve amplikonlarin
sekanslanmasi ile gosterilmistir.

Degerlendirme caligmalari:

2017'de PCR ile test edilen 1.000 6rneklik bir calismada, TREC yoklugunun tespiti icin %100 duyarlilik ve
6zgullik rapor edilmigtir.

2018'de yapilan, SMN1 gen delesyonunun tespiti icin 200.000 DBS igeren bir galismada %100 duyarlilik ve
Ozgullik rapor edilmistir (Czibere ve ark., 2020).

2019'da yapilan, TREC / KREC / SMA icin test edilen 5.000 érnek igeren bir galismada hem TREC hem de
SMA icin >%99,99 duyarlilik ve 6zgullik rapor edilmistir.

Table 8: Performans verilerinin 6zeti.

Kanal 530 580

Hedef HBB SMN1

Multiplekste LoD <10 8,7 7,1
(kopya/rxn)

Ozgulliik gecti gecti gecti
Tanisal Duyarlihk b.d. > %99,99 > %99,99
Tanisal Ozgiilliik b.d. > %99,99 > %99,99
Prevalans (Lit.) b.d. 1:11.000 1:60.000
PPV b.d. %100 %100
NPV b.d. %100 %100

b.d. = belirli degdil Tespit Limiti (LoD) de@erleri 96 kuyucuklu plakalarda 5 pl érnek iceren 20 pl reaksiyonlar igindir.

13. Test Sinirlamalan

Tum sonuglar, hasta bilgileri (6rn. prematire dogum) ile birlikte egditimli bir profesyonel tarafindan
yorumlanmalidir. Bu test tarafindan uretilen sonuglarin yorumlanmasi, yanlis sonug olasihgini géz éninde
bulundurmalidir. Negatif sonuglar ilgili hedefin varligini dislamaz. Molekdler test sonugclari, hasta tedavisinin
tek dayanagi olmamalidir.

Nukleik asit veya amplifiye GrGnin ¢apraz kontaminasyonundan yanlis pozitif sonuglar olusabilir; yanhs pozitif
sonug hastalik riskinin gézden kaciriimasina yol acar. Yanlis negatif PCR sonuglari (amplifikasyon yok) ikinci
bir testte dogrulanmalidir.

Test kantitatif test icin valide edilmemistir.

14. Onlemler ve Uyarilar

Kullanim gereklilikleri

Bu urGn yalnizca kalifiye personel tarafindan kullaniimasi gereken bir in-vitro tani cihazidir. Bu Grind
kullanmadan 6nce, cihaz kullanim kilavuzundaki operatér/givenlik talimatlarini okuyun.

Genel laboratuvar malzemelerinin kullanimi igin genel énlemler gereklidir.

Laboratuvar is akisi iyi laboratuvar uygulamalarini takip etmelidir. Kontaminasyon riski nedeniyle, PCR
hazirhid ve PCR amplifikasyonu fiziksel olarak ayri alanlarda gergeklestiriimelidir.

e Farkl lotlardan reaktifleri karistirmayin.
e Reakiifleri son kullanma tarihinden sonra kullanmayin.
¢ Kitle birlikte verilen kilavuz versiyonunu kullanin (kit etiketine bakin).
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Laboratuvar prosedurleri

insan kaynakl tim materyaller ve ilgili atiklar potansiyel olarak enfeksiy6z kabul edilmelidir.

e TUm calisma ylzeylerini iyice temizleyin ve yerel makamlar tarafindan onaylanan dezenfektanlarla
islem yapin.

e Laboratuvar ¢alisma alaninda yemek yemeyin, icecek icmeyin veya sigara icmeyin.

e Agizla pipetleme yapmayin.

e Ornekleri ve set bilesenlerini kullanirken tek kullanimlik koruyucu eldiven, laboratuvar énligi ve
uygun g6z korumasi kullanin.

e Her zaman nikleaz icermeyen teknikler kullanin.
Filtreli u¢ kullanimi zorunludur
Ornekleri ve set bilesenlerini kullandiktan sonra ellerinizi iyice yikayin.

Amplifikasyon ve tespit
Bu UrGnu kullanmadan once, lutfen LightCycler® 480 Cihazi Kullanim Kilavuzunu okuyun. Plaka
kurulumunda her pozisyona 6rnek tanimlayicilarini girin. LightCycler® Cihaz ayarlarini kontrol edin ve bu

kilavuzda belirtilenlerle eslestiginden emin olun. Plaka kapagina eldivensiz dokunmayin.
Lutfen LightCycler® Cihazinin tim operator ve glvenlik talimatlarina bakin.

LightCycler® 480 plakalar cihazdan cikarildiginda agir sicak olabilir; uygun koruma kullanin.

Sonu¢ yorumlama ve raporlama
Molekuler test sonuglari, tedavi kararinin tek dayanagi olmamalidir.

Atik malzemelerin yénetimi
Tam reaktifleri ve atik materyalleri mevcut yerel yonergelere gore imha edin ve inaktive edin.

15. Referanslar

DBS

e Optimized DNA extraction from neonatal dried blood spots: application in methylome profiling.
Ghantous et al., 2014

TREC
e Assessment of thymic output in adults after haematopoietic stem-cell transplantation and prediction of
T-cell reconstitution. Douek et al., 2000

e Quantification of T-cell receptor excision circle DNA using fluorescence resonance energy transfer and
the LightCycler system. Loeffler et al., 2002

e Development of a routine newborn screening protocol for severe combined immunodeficiency. Baker
et al., 2009

e Simultaneous quantification of recent thymic T-cell and bone marrow B-cell emigrants in patients with
primary immunodeficiency undergone to stem cell transplantation. Sottini et al., 2010

e Neonatal screening for severe primary immunodeficiency diseases using high-throughput triplex real-
time PCR. Borte et al., 2012

¢ Newborn Screening for Severe Primary Immunodeficiency Diseases in Sweden—a 2-Year Pilot TREC
and KREC Screening Study. Barbaro et al., 2017

SMA

e 1000 sample comparison of MLPA and RT-PCR for carrier detection and diagnostic testing for Spinal
Muscular Atrophy Type 1. Strom et al., 2013

e High-throughput genetic newborn screening for spinal muscular atrophy by rapid nucleic acid
extraction from dried blood spots and 384-well gPCR. Czibere et al., 2020
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16. Mense Sertifikasi

Uriin insan, hayvan veya bitki kékenli degildir. Mengse Ulkesi: Aimanya.

17. Versiyon Gecmisi

Versiyon Olay Tarih

V230316 Editoryal degisiklikler ve kiigik diizeltmeler 16/03/2023
V230511 Tam revizyon ve sekil giincellemesi 11/05/2023
V231115 LightCycler® PRO eklenmesi ve editoryal degisiklikler 15/11/2023
V231115 Bicimlendirme ve dil stirim 22/05/2025

Uretici ve iletisim Bilgileri

IVD cihaz gozlemlerini, sapmalarini ve sorunlarini service@tib-molbiol.de adresine ve yerel Roche
temsilcinize bildirin. LUtfen lot numarasi/numaralarini ve kisa bir agiklama belirtin.

TIB MOLBIOL Syntheselabor GmbH | Eresburgstr. 22-23 | D-12103 Berlin | Almanya
Tel. +49 30 78 79 94 55 | FAKS +49 78 79 94 99 | dna@tib-molbiol.de | WWW.TIB-MOLBIOL.COM
EORI DE 4806433 | Sicil Mahkemesi Berlin Charlottenburg HRB 93163 B

C€ivp

Bu Urliniin satin alinmasi, insan kaynakli érnekler izerinde in-vitro tani amagli nikleik asit dizilerinin amplifikasyonunu ve tespitini gergeklestirme hakkini
verir. Mevcut Uriiniin satin alinmasindan kaynaklanan kullanim hakki digsinda baska bir lisans devredilmez. Agikga belirtilen lisanslar digsinda, TIB MOLBIOL
bu kitin ve/veya kullaniminin/kullanimlarinin Gglinci taraflarin haklarini ihlal etmedigine dair garanti vermez.

Aliciya Bildirim — Patentler ve Ticari Markalar

LIGHTMIX, TIB MOLBIOL'un ticari markasidir. LIGHTCYCLER, MAGNA PURE, HIGH PURE ve COBAS Z, Roche'un ticari markalaridir.
Diger tim Grln isimleri ve ticari markalar ilgili sahiplerinin mulkiyetindedir.
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