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1. Kullanim Amaci

APO-Easy® genotipleme kiti insan genomik DNA'sinda iki tek nikleotid polimorfizmi (SNP) rs429358 ve
rs7412'nin saptanmasina yonelik kalitatif bir in vitro tani testidir. RT-PCR'ye dayali olarak alti
Apolipoprotein E (APOE) genotipinin belirlenmesini saglar: e2/e2, e2/e3, e3/e3, e2/e4d, e3/ed ve e4/e4.

APO-Easy® genotipleme test sonucunun doktorlar tarafindan diger klinik muayenelerle birlikte bir
bireyin Alzheimer Hastaligi (AD) gelistirme risk diizeyini degerlendirmeye yardimci olmak igin
kullanilmasi amacglanmistir. €2 alellerine sahip bir birey, koruyucu etkisinin bir gostergesi olarak AD
gelisimi icin en dlsuk riski sergiler. €3 alellerinin varligi esas olarak normal bireylerde gorilir ve AD
gelisme riskini degistirmez. Tek bir €4 aleline (heterozigot e2/e4 veya e3/e4) sahip bir birey, e4
icermeyen diger APOE genotiplerine (e2/e2, e2/e3 ve e3/e3) kiyasla yiiksek bir AD gelisme riski ile
iliskilidir. Cift €4 alellerinin (homozigot e4/e4) varligi diger tim APOE genotiplerine kiyasla en yiksek
AD gelisme riski ile iligkilidir.

Kullanim Kosullari:

o Regeteli kullanim igin

o Yetiskin insanlarda kullanim igin (> 18 yas)

o Molekiler tani laboratuvarlarinda kalifiye operatoérler tarafindan kullanim igin

. Bu test otomatik bir yontem degildir

. Test hasta tarafindan evde gerceklestirilemez. Ne bir bakim noktasi cihazi ne de kendi
kendine uygulanan bir test cihazidir

o Bu test klinik ve tanisal degerlendirmelerin yerine gegcmesi amaciyla kullaniimaz.

2. Girig

Apolipoprotein E (APOE) karaciger, beyin, dalak, bébrekler, cinsiyet bezleri, adrenal bezler ve
makrofajlar gibi cesitli organlarda ifade edilen bir silomikron apolipoproteinidir (Marias, 2019).
APOE'nin lipoproteinler, yagda ¢6ziinen vitaminler ve glikoz/enerji metabolizmasinin yani sira sinyal

iletimi, metastaz ve anjiyogenez gibi c¢esitli siregler icin 6nemli oldugu gosterilmistir. Lipid
metabolizmasinda o6nemli olan APOE, trigliseritten zengin lipoprotein bilesenlerinin normal
katabolizmasi icin gerekli oldugundan kardiyovaskiler hastaliklarla iyi bir sekilde baglantilidir (Semaev
ve ark., 2022). APOE'nin frontotemporal demans, Parkinson hastaligi, Lewy cisimcikli demans ve
Alzheimer hastaligi (AH) gibi norodejeneratif bozukluklarin patogenezindeki 6nemi iyi bir sekilde
belgelenmistir (Davis ve ark., 2020; Mishra ve ark., 2017).

APOE geninin (¢ ortak aleli (€2, €3 ve €4) ve alti ilgili genotipi (€3€3, €3¢€2, €2¢€2, €3¢€4, €4e4 ve €2¢4)
vardir [Su ve ark., 2017]. ilgili izoformlar 112 ve 158 pozisyonlarindaki amino asitlerle karakterize edilir

ve lipoprotein reseptorlerine olan afiniteyi belirler. APOE €3, AD gelisme riskini ne artirdigl ne de
azalttig1 dastiniilen en yaygin aleldir. APOE €2'nin AD gelisimine karsi koruyucu bir etkisi oldugu
gosterilmistir(Ohm ve ark., 1999), APOE €4 ise beta-amiloidin (AB) temizlenmesini azaltarak AD fare

modelinde néronlarda AB birikiminin artmasina neden olmustur (Yamazaki ve ark., 2019). insanlarin
yaklasik ylzde 25'i APOE e4'Un bir kopyasini, yizde 2 ila 3'G ise iki kopyasini tasir
(https://www.nia.nih.gov/health/alzheimers-disease-genetics-fact-sheet). Mayeux ve ark., 1998

yilinda 2188 AD hastasini incelemis ve klinik kriterlerle birlestirildiginde APOE €4 genotipinin varliginin
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AD tanisinin 6zglllugind artirdigini gdstermistir. Bircok ¢alisma APOE €4 genotipinin AH'nin bilinen ve
sporadik formlarinin geg baslangici ile iliskili oldugunu kanitlamistir (Corder ve ark., 1993, Schmechel
ve ark., 1993, Strittmatter ve ark., 1993, Farrer ve ark., 1997, Bu G., 2009).

APO-Easy® Genotipleme kiti, iki APOE tek niikleotid polimorfizm (SNP) mutasyonunun in vitro tespiti
icin kalitatif gercek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (qPCR) teknigini kullanir: rs429358 ve rs7412.
Bu IVD testi floresan isaretli problar (FAM ve VIC) kullanarak alel ayrimina ve APOE genotiplerinin
belirlenmesine olanak tanir.

3. Analizin prensibi

APO-Easy® Genotipleme kiti, APOE genotiplerini belirlemek icin PAXgene DNA numunelerinden
ekstrakte edilen genomik DNA'y1 (gDNA) test etmek lizere qPCR analizi gerceklestirmek icin gereken
reaktifleri icerir. Analiz APOE genindeki 2 SNP'yi (rs429358 ve rs7412) degerlendirir ve her SNP icin
pozitif kontrol icerir (yabanil tip, mutant ve heterozigot). Genotip, analiz edilen her iki mutasyon igin
mutasyon durumuna goére belirlenir ve bu da miimkin olan alti genotipten (g3€3, €3€2, €2¢€2, €3¢4,
€ded ve €2¢€4) biriyle sonuglanir.

Yabanil tip alel (ApoE3) i¢in 112. pozisyonda sistein ve 158. pozisyonda arginin amino asitleri tespit
edilmistir. ApoE4 mutasyonu (SNP rs429358) 112. pozisyondaki amino asidi etkileyerek timin yerine
sitozin gecmesine neden olur ve sistein yerine arginin translasyonuna neden olur. ApoE2 mutasyonu
(SNP rs7412) ise 158. pozisyondaki amino asidi etkileyerek sitozinin timin olarak degismesine ve arginin
yerine sisteinin translasyonuna neden olur (Sekil 1).

APOE2 APOE3 APOE4
* CYSNZTGC . cys112:TGC . ARG 112: CGC
+ CYS158: TGC . ARG 158: CGC - ARG 158:CGC

Sekil 1. insan APOE geninin sematik diyagrami ve 3 alel €2, £3 ve €4 ile sonuglanan 2 tek niikleotiddeki
polimorfizmler.

4. Araclar ve malzemeler

APO-Easy® Genotipleme kiti, ThermoFisher QS5-Dx kullanarak APOE mutasyonlarinin gPCR
amplifikasyonunu ve florojenik tespitini gerceklestirmek icin sarf malzemeleri icerir (ekipman kitle
birlikte verilmez). Analiz igin gerekli olan ancak kit ile birlikte verilmeyen ekipmanlar ve referanslari
Tablo 1'de verilmistir.

Tablo 1. APO-Easy® Genotipleme kitini gerceklestirmek icin gereken ekipman referansi

Arag Amag Uretici Referans no. Sertifikasyonlar
Nanodrop sDNA ThermoFisher ND-2000 UL/CSA ve CE
2000/2000c  |kantifikasyonu

QS5-Dx gPCR ThermoFisher A31928/A47324 |FDA 510K (K190302)
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Tam kan PAXgene DNA tiplerinden gDNA ekstraksiyonu icin Firalis, kit ile birlikte verilen Uretici
talimatini izleyerek tablo 2'de verilen referansin kullanilmasini 6nerir.

Baska bir referans kullanilirsa Firalis analizinin sonuglarini veya performansini garanti edemez.
Numuneler, toplama tlipl Ureticisi tarafindan saglanan kullanim talimatlarina gére PAXgene® Kan DNA
Tuplnde (BD Biosciences, Referans no: 761165) toplanmalidir.

Tablo 2. Onerilen gDNA ekstraksiyon kitinin referansi (APO-Easy® Genotipleme kiti ile birlikte verilmez).

Agiklama Uretici Amag Depolama Referans Miktar
QlAamp  DSP| sDNA L
. . Tedarikginin '
DNA Kan MiniQiagen ekstraksiyonu o . 61104 1kit/50numune
Kiti tavsiyesine gore

4.1. Kitile birlikte verilen reaktifler ve malzemeler

APO-Easy® Genotipleme kiti SNP basina 32 reaksiyon i¢in kullanima hazir ana karisimlar, pozitif
kontroller icerir: Standart A, Standart B, Standart C, Standart D, Standart E ve bir sise sablonsuz kontrol
(NTC). Standartlar icin 6 reaksiyon ve her SNP icin 2 NTC dahil olmak lzere bir kitteki reaktifler
kullanilarak her analiz icin toplam 32 reaksiyon miimkiindur (Tablo 3).

Tablo 3. APO-Easy® Genotipleme kitinin icerigi.

Miktar
Aciklama Depolama Referans
(32 reaksiyon)

TagMan™ Genotipleme Ana o o FLS-MM10E-
Karigimi 1 rs429358 -15°Cila-25°C 02 1 flakon
TagMan™ Genotipleme Ana o o FLS-MM20OE-
Karigimi 2 rs7412 -15°C ila -25°C 02 1 flakon
Sablonsuz Kontrol [Negatif Kontrol] 15°C ila -25°C FLS-NTC-01 1 flakon
(NTC)
Standart A: Mutant (MUT) rs7412 -15ila -25°C FLS-OE2S-01 1 flakon
Standart B: Yabanil Tip (WT) -15ila -25°C FLS-OE3S-01 1 flakon
rs429358 ve rs7412
Standart C: Mutant (MUT) -15ila -25°C FLS-OE4S-01 1 flakon
rs429358
Standart D: Heterozigot (Het) -15ila -25°C FLS-OE23S-01 1 flakon
rs7412
Standart E: Heterozigot (Het) -15ila -25°C FLS-OE34S-01 1 flakon
rs429358

*Pozitif kontroller: Standart A, Standart B, Standart C, Standart D, Standart E. Negatif kontrol: NTC
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4.2. Thtiyac duyulan cesitli malzeme ve ekipmanlar

] Niikleaz icermeyen su

[ Yalnizca sertifikali niikleaz igermeyen uglar ve mikrosantrifij tiipleri kullanin
! Hassas pipetler - Cok kanalli pipet

[ BSL2 kabini

3 Mikro santrifiij (17000 Bagil Santrifiij Kuvveti (RCF))

§  Vorteks ve mikrosantrifij

§  Gergek zamanl PCR plakalari

§  Kompakt PCR plakalari déndiiriicii

4.3. Kit saklama gereksinimleri ve kitin raf 6mrd

§  Kit-20°C'de saklanmalidir.

] Kit bilesenleri ii¢ kez tekrar tekrar ¢oziiliip dondurulabilir ve stabil kalabilir. Onerilen dondurma
ve ¢ozme donglisliinin asiimasi kitin islevselligini azaltabilir.

] Kit, kutu etiketinde belirtilen son kullanma tarihine kadar stabildir.

5. Genomik DNA (gDNA) ekstraksiyonu ve kantifikasyonu

5.1. Ekstraksiyon
PAXgene Blood DNA tiiplerine toplanan tam insan kanindan gDNA'nin QlAamp DSP DNA Blood Mini
kiti kullanilarak kitle birlikte verilen kullanici talimatlari veri sayfasini takiben tablo 2'de verildigi sekilde
ekstraksiyonu.

5.2. Kantifikasyon
Cikarilan gDNA'nin  kantifikasyonu Nanodrop kullanilarak yapilir. Kullanilacak 6rneklerin
konsantrasyonu minimum 6.25 ng/uL maksimum 50 ng/uL  olmalidir. Numuneler 6nerilen
konsantrasyondan daha ylksek konsantrasyona sahipse Nikleazsiz su (Molekiler sinif) icinde
seyreltilmelidir. Numuneler gerekli miktardan daha disik konsantrasyona sahipse toplamda 2 puL
kullanilmasi 6nerilir.

APO-Easy® Genotipleme testi icin kullanilacak toplam gDNA miktari 12.5-100 ng arasindadir.

6. APO-Easy® Genotipleme analiz proseduri

APO-Easy genotipleme analizi is akisina genel bakis Tablo 4'te sunulmustur. Analiz icin gerekli siire
soyledir: 2h30.

Tablo 4. APO-Easy genotipleme analizi is akisina genel bakis.

is Akisi
Adim 1 Gergek zamanli genotipleme PCR reaksiyonu hazirlama
Adim 2 gPCR uygulamasi
Adim 3 Sonug analizi
Adim 4 Yorumlama
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6.1. Adim 1. Gergcek zamanli genotipleme PCR reaksiyonu hazirlama

Kit, APOE SNP'lerini (rs429358 ve rs7412) degerlendirmek icin kullanima hazir iki TagMan™
Genotipleme Ana Karisimi, NTC i¢in nikleaz icermeyen su ve her bir tek niikleotid polimorfizmi (SNP)
icin yabanil tip, mutant ve heterozigot kosullari taklit eden standartlardan olusur.

Her bir ana karisim ilgili SNP'yi degerlendiren bir dualplex analizidir:

Ana karisim 1: SNP rs429358'i degerlendirmek icin 2 probdan olusur ve yabanil tip niikleotit (T), mutant
niikleotit (C) ve heterozigot durum igin alel ayrimina izin verir.

Ana karisim 2: SNP rs7412'yi degerlendirmek icin 2 probdan olusur ve yabanil tip niikleotit (C), mutant
niikleotit (T) ve heterozigot durum icin alel ayrimina izin verir.

Standart A,B,C,DveE:
Her bir standart (STD), Ui¢ aleli taklit etmek lizere tasarlanmis bir DNA sablonu ve heterozigot durumu
taklit eden farkli DNA sablonlarinin kombinasyonudur.

Standart A: ApoE2 alelinin DNA sablonu

Standart B: ApoE3 alelinin DNA sablonu

Standart C: ApoE4 alelinin DNA sablonu

Standart D: ApoE2 ve ApoE3 aleli iceren DNA sablonu

Standart E: ApoE3 ve ApoE4 aleli iceren DNA sablonu

Not: Ana karisimlari ve standartlari buz lzerinde ¢ozdirin. Reaktifleri iyice karistirin ve kisa bir siire
dondirip buzun lizerine koyun.

1. 96 kuyulu bir plakaya 23 pL/kuyu saptama analizi ana karisimi dagitin (her numune icin her iki
SNP'ye karsilik gelen ana karisim eklenmelidir).

2. ilgili kuyucuklara 2 pL gDNA veya Standartlar ekleyin ve kisa bir siire déndiiriin.Toplam gDNA
miktari 12.5-100 ng arasinda olmalidir.

» Her bir SNP icin WT, MUT ve HET standartlarinin yani sira NTC (nikleaz icermeyen Su
molekiler sinifi) analizi gerekir. Tablo 5'te 96 kuyucuklu bir PCR plakasinda 2 SNP igin
Olglilen 24 adede kadar PAXgene DNA numunesinin analizi i¢cin bir model yerlesim plani
gosterilmektedir.

> Not: APO-Easy genotipleme kiti 32 adede kadar gPCR reaksiyonu gerceklestirmeye izin
verir. Her ana karisim 8 STD ve en fazla 24 numune igindir. Daha az sayida numune
degerlendirilecekse kit iki kez kullanilabilir, 6rnegin 8 STD arti 8 hasta bir kez
degerlendirilebilir ve ikinci kez yine 8 STD arti1 8 hasta degerlendirilebilir.
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Tablo 5. APO-Easy® Genotipleme kiti igin 24 numune, 3 kontrol/SNP ve 2 NTCs/SNP'nin APOE genotiplemesi igin
96 kuyucuklu bir plakanin model dizeni.

APOE (rs429358) | APOE (rs7412)
Col 1 Col 2 Col 3 Col 4 Col 5 Col 6 Col 7 Col 8 Col 9 Col 10 Col 11 Col 12
Numune Numune Numune STD B: Numune Numune Numune
A STD B: WT No: 1 No: 9 No: 17 WT No: 1 No: 9 No: 17
Numune Numune Numune STD B: Numune Numune Numune
B STD B: WT No: 2 No: 10 No: 18 WT No: 2 No: 10 No: 18
STD C: Numune Numune Numune STD A: Numune Numune Numune
C MUT No: 3 No: 11 No: 19 MUT No: 3 No: 11 No: 19
STD C: Numune Numune Numune STD A: Numune Numune Numune
D MUT No: 4 No: 12 No: 20 MUT No: 4 No: 12 No: 20
STD E: Numune Numune Numune STD D: Numune Numune Numune
E HET No: 5 No: 13 No: 21 HET No: 5 No: 13 No: 21
STD E: Numune Numune Numune STD D: Numune Numune Numune
F HET No: 6 No: 14 No: 22 HET No: 6 No: 14 No: 22
Numune Numune Numune Numune Numune Numune
G NTC No: 7 No: 15 No: 23 NTC No: 7 No: 15 No: 23
Numune Numune Numune Numune Numune Numune
H NTC No: 8 No: 16 No: 24 NTC No: 8 No: 16 No: 24

» Her SNP analiz tayini icin asagida verilen STD kullanilmaldir. rs429358 (Master mix 1) i¢cin B, C
ve E standartlari kullanilmahdir ve rs7412'yi (Master mix 2) degerlendirmek igin B, A ve D
standartlari kullanilmahdir (Tablo 6).

Tablo 6. APO-Easy genotipleme analizinin SNP belirlemesi igin standart yazisma.

APOE (rs429358) APOE (rs7412)
STD B (WT) STD B (WT)
STD C (MUT) STD A (MUT)
STD E (HET) STD D (HET)

3. Plakayi 5 saniye boyunca vorteksleyin ve 30 saniye boyunca 500 g'de santrifljleyin.

4. Uygulamayl hemen baslatmaya devam edin.

6.2. Adim 2. gPCR uygulamasi
5. APO-Easy genotipleme analizi igin QS5 Dx'in ayarlanmasi:

A. “Ozellikler” sayfasinda deney adini atayin ve deney tiiriinii genotipleme olarak secin (Sekil
2).
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Properties Method Plate Run Results Export

Experiment Properties

Name
Baw code
Jner narme
S trument type QuantStado™ S Dx System
Block type 96~ Well 0 2-mi Block
ot type Cenctyping

Chemistry Taghan® Reagents

Sekil 2. QS5 yaziimindaki deney ézelliklerinde deney tipi secimi. Genotiplemeyi sectiginizden emin olun
(kirmizi ok).

B. “Yontem” sayfasinda PCR reaksiyonunun toplam hacmini, 25 uL reaksiyon karisimini
ayarlayin.

C. “Plaka sayfasinda” floresani ayarlamak icin gelismis Kuruluma gidin, iki SNP analizi (SNP
Analizi 1 ve SNP Analizi 2) elde etmek i¢in “(+) Ekle digmesine” tiklayin. Devam etmek igin
Tamam digmesine tiklayin. Ardindan her bir SNP Analizi icin Eylem diigmesine tiklayin ve
Dilzenle'yi secerek adi asagidaki gibi doldurun (Sekil 3):

NOT: SNP Analizi 1 icin: rs429358 (Ana karisim 1). Alel 1'in raportér VIC ile ve Alel 2'nin
raportér FAM ile ayarlandigindan emin olun

SNP Analizi 2 igin: rs7412 (Ana karisim 2). Alel 1'in raportér VIC ile ve Alel 2'nin
raportér FAM ile ayarlandigindan emin olun

QuantStudio™ 5 Dx Software v1.0.2
File Edit Analysis Tools Help

Properties Method Plate Run Results Export

Assign SNP Assays and Samples

Quick Setup Advanced Setup

— SNPs Add [# Action v
Name NCBI SNP R... Context Se Allele 1 Reporter Quencher Allele 2 Reporter Quencher Task

0 W rs429358 Allele 1 vic NFQ-MGB  Allele 2 FAM NFQ-MGB v X

O . 157412 Allele 1 vic NFQ-MGB  Allele 2 FAM NFQ-MGB v X

Sekil 3. QS5 yazihminda APO-Easy genotipleme Kkiti icin SNP kurulumu.

11
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6. rs429358 (Ana karisim 1) Standartlarini tanimlamak icin plaka tasariminda stitun 1'i segin ve
SNP Analizil (rs429358) segenegini belirleyin. Ardindan Al ve B1'i (“STD B (WT)"”) segin ve
gorev cubugunda 2/2 atayin. C1 ve D1'i (“STD C (MUT)”) segin ve gorev cubugunda 1/1 atayin.
E1ve F1'i (“STD E (HET)”) segin ve gorev cubugunda 1/2 atayin. G1 ve H1'i secin ve “NTC” gbrev
cubuguna N atayin.

7. rs7412 (Master mix 2) Standartlarini tanimlamak igin plaka tasariminda stitun 7'yi secin ve SNP
Analiz2 (rs7412) secenegini belirleyin. Ardindan A7 ve B7'yi (“STD B (WT)”) segin ve gérev
¢ubugunda 1/1 atayin. C7 ve D7'yi (“STD A (MUT)”) secin ve gorev ¢ubugunda 2/2 atayin. E7
ve F7'yi (“STD D(HET)”) segin ve gorev cubugunda 1/2 atayin. G7 ve H7'yi secin ve “NTC” gorev
cubuguna N atayin.

8. rs429358 (Ana karisim 1) icin Numuneleri tanimlamak tizere plaka tasariminda 2 ila 4. stitunlari
secin ve SNP Analizil (rs429358) 6gesini secin.

9. rs7412 (Ana karisim 2) icin Numuneleri tanimlamak lizere plaka tasariminda 8 ila 10. sttunlari
secin ve SNP Analizi2 (rs7412) 6gesini segin.

10. Plaka hazir oldugunda ve kurulum tamamlandiginda “Uygulama” sayfasina gidin ve uygulamayi
baslatin.

11. qPCR uygulama programi QS5-Dx tarafindan otomatik olarak secilecektir ve program ozellikleri
Tablo 7'de belirtildigi gibi olmalidir:

Tablo 7. QS5 cihazinda qPCR uygulama programi.

Program Sicakhik °C Zaman Déngiiler
Aktivasyon 95 10 dk
Denaturasyon 95 15sn 40
Uzatma 60 1dk

6.3.  Adim 3. Sonug analizi

Numune sonug analizinden 6nce STD icin elde edilen sinyali alel ayrim modunda ilgili tespit analiziyle
dogrulayin. gPCR uygulama sonuglari QS5 Dx yaziliminin sonuglar sayfasinda bulunabilir (Sekil 4). Bu
sayfada Alel Ayrimini (kirmizi ok) secin. Analiz gecerliligi her mutasyon igin ayri ayri degerlendirilmelidir.
rs429358 veya rs7412 secimi, yesil okla vurgulanan simgeye tiklanarak yapilabilir.

12
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QuantStudio™ 5 Dx Software v1.0.2

File  Edit Analysis Tools Help
Properties Method Plate Run Results Export
Results / /
- B G D:o T ® Allelic Discrimination .. v

Sekil 4. QS5 yazilimindaki gPCR uygulama sonuglari sayfasi. Kirmizi ok segilecek sonug tlrint (Allelic
Discrimination) ve yesil ok SNP'lerin segilecegi simgeyi gosterir.

STD ve NTC icin STD sinyalleri asagidaki 6rnege karsilik geldiginde analiz devam edebilir.

Standartlarinizin Sekil 3'te gosterildigi gibi benzer bir desene sahip oldugundan emin olun. rs429358

icin yabanil tip (WT), homozigot alel2/alel2'ye (e3) karsilik gelen y ekseninde (alel 2) grafigin sol Ust

bolgesinde sinyale sahip olacaktir. Mutant (MUT) standardi, grafigin sag alt kisminda alel1/alell'e (e4)

karsilik gelen x eksenine (alel 1) yakin bir sinyale sahip olacaktir. Heterozigot standart, Sekil 5'te

gosterildigi gibi heterozigot alell/alel2'yve (e3/e4) karsilik gelen MUT ve WT arasinda olacaktir. NTC

herhangi bir sinyal tiretmeyecek ve grafigin sol alt kisminda bulunacaktir.

40

0

Allele 2

oo

rs429358 (aall2)

Allelic Discrimination Plot

NTC

WT
STD B (E3)

STD E (E3-E4)

HET

MUT
STD C (E4) e ®

04

08 14
Alele 1

® Homozygous Allele 1/Allele 1 ® Homozygous Allele 2/Allele 2
® Heterozygous Allele 1/Allele 2 X Undetermined

19

Sekil 5. QPCR analizinden sonra SNP rs429358 (Master mix 1) igin standartlarin sinyal modeli.

rs7412 icin yabanil tip (WT), homozigot alel1/alel1'e (e3) karsilik gelen grafigin x eksenine yakin sag alt

boélgesinde sinyale sahip olacaktir. Mutant (MUT) standardi, alel2/alel2'ye (e2) karsilik gelen grafigin y

ekseninin sol st alaninda bir sinyale sahip olacaktir. Heterozigot standardi, Sekil 6'da gosterildigi gibi

heterozigot alel1/alel2'ye (e2/e3) karsilik gelen MUT ve WT arasinda olacaktir. NTC herhangi bir sinyal

Uretmeyecek ve grafigin sol alt kisminda bulunacaktir.
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rs7412 (aal58)

Allelic Discrimination Plot

MUT
" STD A (E2) .
L

w HET
. STD D (E2-E3)
3 30

NTC W
! 5 STDB(E3) o ®
00 ™1

03 08 13 18 23 28 33

® Homozygous Allele 1/Allele 1 @ Homozygous Allele 2/Allele 2
® Heterozygous Allele 1/Allele 2 XUndetermined

Sekil 6. gPCR analizinden sonra SNP rs7412 (Ana karisim 2) icin standartlarin sinyallerinin modeli.

6.4. Adim 4. Yorumlama

Kontroller dogrulandiktan sonra numune sinyalleri kirmizi okla vurgulanan simgeye tiklanarak
yorumlanir. Her SNP icin hasta durumu “Cagri” sitununda mevcuttur (yesil ok; Sekil 7).

[#] Action v 0O; Save v

< ® View v Groupby v e
# Well Sample Na... SNP Assay... Task Allele 1 Allele 2 Call
1 Al rs429358 Unknown  Allele 1 Allele 2 Homozygous Allele 2/Allele 2
2 A2 rs429358 Unknown  Allele 1 Allele 2 Homozygous Allele 2/Allele 2
3 A3 rs429358 Unknown  Allele 1 Allele 2 Heterozygous Allele 1/Allele 2 i

Sekil 7. Sonuclarin QS5 yazilhimi Gizerinde yorumlanmasi. Kirmizi ok sinyali yorumlayan simgeyi, yesil ok ise
sonug analizinden sonra yazilim tarafindan belirlenen her bir SNP icin hasta durumunu gosterir.

rs429358 icin, Homozigot Alel 2 / Alel 2 WT'ye, Homozigot Alel 1 / Alel 1 MUT'ye ve Heterozigot Alel 1
/ Alel 2 HET'ye karsilik gelir.

rs7412 icin, Homozigot Alel 1 / Alel 1 WT'ye, Homozigot Alel 2 / Alel 2 MUT'ye ve Heterozigot Alel 1 /
Alel 2 HET'ye karsilik gelir.

Her SNP icin durum atandiktan sonra numunenin genotipi asagida verilen Tablo 8 kullanilarak
belirlenebilir.

Tablo 8. SNP rs429358 ve rs7412 sonuglarindan genotipin yorumlanmasi.

14
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rs429358 rs7412 Genotip
WT MUT e2/e2
WT HET e2/e3
WT WT e3/e3
HET HET e2/ed
MUT WT ed/ed
HET WT e3/e4

7. Sorun Giderme

# Test sonuclarinin degerlendirilmesi, pozitif ve negatif kontroller incelendikten ve gecerli ve kabul
edilebilir olduklari belirlendikten sonra yapilmalidir. Kontroller gegerli degilse Numune sonuglari
yorumlanamaz.

§ Analiz hatasi ile karsilasilirsa:

- Tek tek reaktiflerin son kullanma tarihlerini kontrol edin ve tiim reaktiflerin Griin etiketinde
belirtildigi sekilde saklandigindan emin olun. Saklama kosullarina tam olarak uyulmadiysa
sonuclar glivenilir degildir ve kit artik kullanilamaz.

- Kullanilan pipetlerin kalibrasyonlarinin giincel oldugundan emin olun.
- Dongtleyici ayarlarinin IFU'ya uygun oldugundan emin olun.
Analiz sirasindaki bazi bulgularin olasi nedenleri ve diizeltici eylemler asagidaki Tablo 9'da verilmistir.

Tablo 9. APO-Easy genotipleme kiti sorun giderme onerileri.

Bulgular Olasi nedenler ve diizeltici faaliyetler
Olasilik: gDNA kalitesiyle ilgili sorunlar veya parazit
Bir numune igin tiim kanallarda ¢agr maddeler
vok Oneri: numuneyi tekrar ¢ikarin ve qPCR'yi yeniden yapin.
Olasilik: yalnizca bir numune iginse gPCR'yi yeniden yapin;
Bir veya iki kanalda sinyal yok tim numuneler iginse kitin son kullanma tarihini ve saklama

kosulunu kontrol edin.
Olasilik: gDNA girisi yeterli degildi.

Bir SNP icin belirlenmemis genotip | Oneri: Testi yeniden yapin. Ayni analiz sirasinda ayni
numune i¢in 23pl ana karisim ile 2uL numune gDNA'sI ve
21ul ana karisim ile 4uL numune gDNA'sI kullanin.

Olaslilik: numunede karisan bir maddenin varlig.

Oneri: - PAXgene DNA tiipiine K2EDTA eklenmesi

Tekrar test yapildiktan sonra genotip ] ] o o .
numunenin genotiplemesini engelleyebilir, litfen tlipe

hala belirlenememistir . o . -
EDTA eklenip eklenmedigini veya kan numunesi hacminin

Ureticinin kullanim talimatlarina gére uygun sekilde
toplanip toplanmadigini kontrol edin.
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- Kandaki trigliseridler fizyolojik konsantrasyonu
asmamalidir (normal kan araligi konsantrasyonu: 0,5 - 1,5
g/L). Kan numunesinde fazla miktarda trigliserit varsa bu
durum hastanin dogru genotiplendirilmesini engelleyebilir.
- Alblimin fizyolojik konsantrasyonu asmamalidir (normal
kan araligi konsantrasyonu: 35 - 50 g/L). Hastanin kan
numunesinde bu konsantrasyonun {izerinde alblimin
bulunmasi genotipleme sonuglarini etkileyebilir.

Sorun devam ederse teknik yardima basvurun.

Saklama kosullarina ve verilen talimatlara uyuldugunu teyit
edin. Bir pipetleme sorunu meydana gelmis olabilir.
Kontrollerde sinyal yok
Oneri: Testi yeniden yapin. Hala sinyal alamiyorsaniz teknik
yardim ile iletisime gegin.

Olasilik: reaksiyon karisimi biiytk olasilikla bir sablon ile
kontamine olmustur.

NTC'deki sinyal
Oneri: qPCR'yi yeniden yapin. Sorun devam ederse kiti daha

fazla kullanmayin ve teknik yardima basvurun.

8. Analitik Parametreler

Dogruluk: APO-Easy® genotipleme kiti, referans yontemlerle (Sanger cift yonli dizileme ve Yeni Nesil
Dizileme) karsilastirildiginda APOE genotiplerini saptamada %100 dogruluga sahiptir.

Duyarhilik: APO-Easy® genotipleme analizi, QuantStudio 5 Dx Gergek Zamanli PCR Sistemi ile
kullanildiginda 12,5 ng insan gDNA'sInI tespit eder.

Hassasiyet: APO-Easy® genotipleme kiti farkli lotlari test ederken veya farklh operatérler tarafindan
kullanildiginda %100 pozitif uyum sonuglari ile tekrarlanabilir.

Girigsimler: %20'ye kadar etanol fazlaligi, 200 mg/mL'ye kadar bilirubin fazlahgi, 20 mg/mL'ye kadar
K2EDTA fazlahg), 25 g/L'ye kadar albumin fazlalig, 100 g/L'ye kadar hemoglobin fazlaligi veya
numunede 18,2 g/L'ye kadar trigliserit fazlaligi genotipleme sonuglarini etkilemez.

9. Klinik Performans

APO-Easy genotipleme kiti, sonuglar Sanger ¢ift yonli dizileme ve Hedefli Yeni Nesil Dizileme ile
karsilastirildiginda %100 pozitif ylizde uyumuna sahip oldugundan kullanim amacini karsilamaktadir.

Tablo 10. APO-Easy genotipleme analizi %100 dogruluga sahiptir

Hedefe Dogru Dogru
::3:5 i APO-Easy® | Yonelik genotip | Dogruluk dsi:illleg:'nre genotip | Dogruluk
g P NGS |belirlemeleri belirlemeleri
e3/e3 25 25 25 100 25 25 100
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ed/ed 21 21 21 100 21 21 100
e2/e4 6 6 6 100 6 6 100
e3/e4 23 23 23 100 23 23 100
e2/e3 21 21 21 100 21 21 100

Alzheimer Hastalig deneklerinin APOE genotip frekanslari, Alzheimer Hastaligi olmayan ve Saglikh
Kontrol deneklerinin frekanslari ile karsilastirildiginda €4 alelinin iki kopyasinin (e4/e4 homozigot)
varligi, e2/e3'e kiyasla AH riskini 48,56 kat artirmistir. €4 alelinin bir kopyasinin varligi e2/e3 ile
karsilastirildiginda e3/e4 heterozigotlari ve e2/e4 heterozigotlari icin AD riskini sirasiyla 9,54 kat ve
5,78 kat artirmistir.

Tablo 11. AD ve NAD + HC arasinda genotip bazli karsilagtirmalar

Grup
- _ NAD + HC OR [%95 CI] p
Genotip AD (n=234) (n=302)
e2/e2 0 (0) 1(0.33) 1.47 [0.05-39.32] 0.8181
e2/e3 8 (3.42) 37 (12.25) 1 (ref)
e2/ed 5(2.14) 4(1.32) 5.78 [1.26-26.45] 0.0237*
e3/e3 80 (34.19) 208 (68.87) 1.78 [0.79-3.98] 0.1616
e3/e4 99 (42.31) 48(15.89) 9.54[4.12-22.06] | <0.0001*
ed/ed 42 (17.95) 4(1.32) 48.56 [13.52-174.49] | <0.0001*
10. Kalan Riskler ve Uyarilar

APO-Easy® genotipleme kiti tasarimi ve performans 6zellikleri, amaglanan hasta popiilasyonunu temsil
eden popiilasyonlar test edilirken dogrulandigi gibi kurum iginde ve amaglanan kullanicilarin elinde
kapsamli testlerle optimize edilmistir. Uretici Sirket Firalis, genetik testler icin kullanicilara ve hastalara
yonelik kalan risklerin asgari diizeyde ve kabul edilebilir oldugunu distinmektedir.

J Negatif sonuglar saglik risklerini ortadan kaldirmaz ve hasta yonetimi kararlari icin tek temel
olarak kullanilmamalidir.

g Negatif ve Pozitif sonuglar klinik gbzlemler, hasta gecmisi ve diger test bilgileri ile
birlestirilmelidir.

Test amaglandigl gibi kullanilirsa APO-Easy Genotyping kitinin kullanim riskleri minimumdur.
Kullanicilar asagidaki tavsiyelere uyarak riski daha da azaltabilirler:

Numunelerin Kontaminasyonu: Numunelerin yabanci DNA veya olasi girisimcilerle kontaminasyonu
hatali sonuglara yol acabilir. Temiz calisma alanlarinin, tek kullanimlik eldivenlerin ve numune
hazirlama igin 6zel ekipmanlarin kullaniimasi bu kalinti riski azaltacaktir.

Capraz kontaminasyon: reaktiflerin veya numunelerin yanlis kullanimi numuneler arasinda capraz
kontaminasyona neden olarak hatali sonuglara yol agabilir. Numune hazirlama, DNA ekstraksiyonu ve
PCR kurulumu igin ayri ¢alisma alanlari saglayin ve ¢apraz kontaminasyonu dnlemek icin pipetleri ve
diger ekipmanlari kullanirken temiz bir ortamda calisin.
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Sonuglarin Okunmasi: deneyimsiz kullanicilar sonuglari yanhs yorumlayarak yanlis sonuclara
varabilirler. APO-Easy genotipleme analizinin yorumlanmasi yanls sonug belirleme riskini en aza
indirmek icin ylksek egitimli personel tarafindan yapiimalidir.

Yetersiz Egitim: Yetersiz egitim veya deneyime sahip kullanicilar analiz kurulumu veya yorumlamasinda
hata yapmaya daha yatkin olabilir. APO-Easy testinin sadece yiksek nitelikli personel tarafindan
kullanilmasini tavsiye ediyoruz.

11. Prosedurin Sinirlamalari

§ Reaktifler tedavi amach prosediirlerde kullaniimak tizere degildir.
§ Otomatik bir ydntem degildir ve kendi kendine test cihazi degildir.

§ Bu analiz, analiz tespit araligi dahilinde insan PAXgene DNA tiiplerinden APOE genotipini saptamak
Uzere tasarlanmistir.

§ Bu analizden elde edilen sonuglar, ilgili tiim klinik ve laboratuvar bulgulari cercevesinde
degerlendirilmelidir ve tek basina herhangi bir tani koymak igin kullanilmamalidir.

# Numunelerin, kit reaktiflerinin dikkatli bir sekilde islenmesi ve temiz bir calisma ortami saglanmasi
yoluyla dis kaynaklardan gelen genomik materyal kontaminasyonu énlenmelidir.

§ Operatorler islemler sirasinda mikrobiyal kontaminasyondan kaginmali ve mikrobiyal Gireme belirtisi
gozlemlenirse kit bilesenlerini kullanmamalidir.

# Bu kit, QS5-Dx Ger¢ek Zamanli PCR Sistemi (ThermoFisher) ile kullanilmak {izere tasarlanmstir.

§ Optimal sonuglar elde etmek icin Analiz Kiti Kullanim Talimatlarinda verilen 6nerilere siki sikiya
uyulmasi gereklidir.

# Kit icindeki her bir kutunun son kullanma tarihleri ve saklama kosullarina dikkat edilmelidir. Son
kullanma tarihi gegmisse veya yanlis saklanmigsa kullanmayiniz.

§ Reaktifleri baska lotlardan veya kaynaklardan gelenlerle karistirmayin veya degistirmeyin.
§ Yalnizca sertifikali niikleaz icermeyen uglar ve mikrosantrifiij tiipleri kullanin.
§ Temiz kaplarda saklanan Niikleaz icermeyen su kullanin.

§ Kullanma Talimat’nda (IFU) belirtilen siirecte yapilacak herhangi bir degisiklik, sonuclarda
farkhliklara yol agabilir.

§ APO-Easy® genotipleme, tedaviye yaniti 6ngérmek veya tespit etmek ya da hastalar icin en uygun
tedaviyi segmeye yardimci olmak icin tasarlanmamustir.
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12. Kimyasal glvenlik yonergeleri
Kimyasallarin tehlikelerini en aza indirmek igin:

g Herhangi bir kimyasali veya tehlikeli maddeyi depolamadan, kullanmadan veya bunlarla
¢alismadan once kimyasal lreticisi tarafindan saglanan Glivenlik Bilgi Formlarini (SDS'ler)
okuyun ve anlayin.

J Kimyasallarla dogrudan temastan kaginin.

g Kimyasallarla galisirken koruyucu gozIik, eldiven ve koruyucu giysi gibi uygun kisisel koruyucu
ekipman kullanin.

g Kimyasallarin solunmasindan kaginin. Sigara icmeyin veya kimyasal kaplari acik birakmayin.
Yalnizca uygun havalandirma veya ¢eker ocak ile birlikte kullanin.

J Ek gtvenlik yonergeleri icin SDS'ye bakin.

g Kimyasal sizinti veya dokiilme olup olmadigini dizenli olarak kontrol edin. Bir sizinti veya
dokilme meydana gelirse SDS'de 6nerildigi gibi lireticinin temizleme prosediirlerini izleyin.

J Kimyasallarin depolanmasi, tasinmasi ve bertaraf edilmesiyle ilgili tim yerel, eyalet/il veya
ulusal yasa ve yonetmeliklere uyun.

13. Teknik bilgiler

g DNA ekstraksiyonuyla ilgili teknik yardim icin Qiagen tarafindan énerilen QlAamp DSP DNA kan
mini Kitiyle (ref: 61104) birlikte saglanan veri sayfasina bakin.

g Numuneler ve reaktifler arasinda herhangi bir kontaminasyon olmasini 6nleyin. Bu amacla her
adimda uglari degistirin. Reaktiflerdeki bakteriyel veya fungal kontaminasyon hatali sonuglara
neden olabilir.

§  Sarf malzemelerini ve kullanilmayan icerikleri uygun kaplarda bertaraf edin.

g Proseddr yalnizca PAXgene DNA tiiplerinden alinan tam kan ile kullanim igin uygundur.

14. Sorumluluk

J Bu kit sadece PAXgene DNA tliplerinden alinan insan tam kaninda APOE genotipinin in vitro
tayini icin tasarlanmistir..

g Bu kit sadece kalifiye personel tarafindan kullaniimak tizere tasarlanmistir.

J Firalis, kitin bu talimatlarda acikca belirtiienden baska bir sekilde kullanilmasindan
kaynaklanan herhangi bir hasar veya kayiptan sorumlu olmayacaktir.

J Firalis, kitin bu talimatlarda acikca belirtiienden baska bir sekilde kullanilmasindan
kaynaklanan herhangi bir hasar veya kayiptan sorumlu olmayacaktir.
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Teknik yardim

Teknik yardim icin +33-389 911 320 numaral telefondan Firalis SA Teknik Hizmetleri'ni arayin veya
http://www.firalis.com adresindeki Firalis SA web sitesini ziyaret edin ya da “contact@firalis.com” ile

iletisime gegin.

Ciddi olay raporu bildirimi

Ciddi bir olay, bir cihazin 6zelliklerinde veya performansinda herhangi bir arizaya veya bozulmaya
neden olur ve asagidaki sonuclardan en az birinde siniflandirilabilir:

e  Bir hastanin, kullanicinin veya baska bir kisinin 6lim{

e  Bir hastanin, kullanicinin veya baska bir kisinin saglk durumunda gegici veya kalici ciddi bir
bozulma

o  Ciddi bir halk saghgi tehdidi.

Ciddi bir halk saghgi tehdidi.

Raporlanabilir bir olayin s6z konusu oldugu sonucuna varirsaniz litfen clinical@firalis.com adresinden
ureticiyle iletisime gecin. Ulkenizdeki yetkili makamin iletisim bilgilerini de burada bulabilirsiniz:
https://health.ec.europa.eu/medical-devices-sector/new-regulations/contacts en.

Ciddi bir olayi bildirirken lGtfen asagidaki bilgileri derleyin:

- Cihazin ticari adi (Ticari Marka icin TM, Telif Hakki i¢in ©)

- Ureticinin adi ve adresi

- Lot numarasi

- Seri numarasi

- UDI (Benzersiz Cihaz Tanimlama) Kodu

- Ciddi olayin ve hasta, kullanici veya (glncl bir taraf icin ciddi veya muhtemelen ciddi
sonuglarinin dogru ve 6zl bir aciklamasi.

ilgili cihaz imha edilmemeli ancak olayin nedenlerini belirlemek iizere daha fazla analiz igin Ureticiye
verilmelidir. Olayi bildirmek igin Ureticiyle iletisime gecerken iade gdnderi talebinizi ekleyebilirsiniz.

Guvenlik ve Performans Ozeti

APO-Easy® Genotipleme kitinin Giivenlik ve Performans Ozeti 2797 numarali Onaylanmis Kurulus (BSI
grubu) tarafindan dogrulanmistir ve APO-Easy® Genotipleme kitinin UDI-DI numarasi kullanilarak
Avrupa tibbi cihazlar veri tabani (Eudamed) web sitesinde kamuya aciktir. Bu tanimlayici, kit ambalaj
etiketine yerlestirilen QR kodu ile kullanilabilir.

Guvenlik ve Performans Ozeti, APO-Easy® Genotipleme kiti ile ilgili her tiirlii bilgi ile diizenli olarak
glincellenecektir.
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IFU'da ve kitin etiketlerinde kullanilan sembol aciklamasi

Steril olmayan tibbi

IVD In vitro tani cihazi )
cihaz
Ambalaj hasarliysa
REF Katalog numarasi ) y
kullanmayin
GMED tarafindan
LOT Parti kodu c E 0459 degerlendirilen

Avrupa Uygunlugu

Sicakhk sinirlamalari Uyari

< n > testicin yeterli
Son kullanim tarihi ¢ny

A
x
M Uretim tarihi
wl

miktarda icerir

Zehirli veya gok
zehirli

L Kullanim
Uretici .
talimatlarina bakin

Yeniden kullanmayin

P B S <k

A. Biyolojik risk
&
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Yetkili Distribtorler

e United Kingdom Responsible Person (UKRP)
Firma: Pathaway Services Ltd
Adres: Headlands House, 1, Kings Court, Kettering Parkway, Kettering, NN15 6WJ, United Kingdom
Telefon: +44 (0) 1536 647 537
e Swiss Authorized Representative (CH-REP)
Firma: MedEnvoy Switzerland
Adres: Gotthardstrasse 28, 6302 Zug, Switzerland

Telefon: +41 41 562 01 42

{ FIRALIS

Firalis'i tercih ettiginiz igin tesekkiir ederiz
Daha fazla bilgi, MSDS (Malzeme Givenlik Bilgi Formu) veya
diger diller, Talimat sorulariniz icin lutfen bize yazin:

contact@firalis.com
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