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Kullanim Amaci

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, fosfatidilinozitol 3-kinaz katalitik alt tnite alfa (PIK3CA)
genindeki 11 mutasyonun (Ekson 7: C420R; Ekson 9: E542K, E545A, E545D [yalnizca
1635G>T], E545G, E545K, Q546E, Q546R; ve Ekson 20: H1047L, H1047R, H1047Y),
formalinle fikse edilmis ve parafine gémulmus (Formalin-Fixed, Paraffin-Embedded, FFPE)
meme timorli dokusundan ekstrakte edilen genomik DNA (gDNA) veya meme kanseri
hastalarindan alinan K:EDTA antikoagile periferik tam kandan elde edilen plazmada
bulunan dolasimdaki timér DNA'si (circulating tumor DNA, ctDNA) kullanilarak tespit

edilmesine yonelik kalitatif bir real-time PCR testidir.

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, PIK3CA mutasyonu tespit edilen bir sonuca dayali
olarak, PIQRAY® (alpelisib) tedavisi almaya uygun olabilecek meme kanseri hastalarinin
belirlenmesinde klinisyenlere yardimci olma amagh bir tani amagli test olarak kullanima
yonelikti. FFPE dokusu veya plazma numunesi, bir veya birden fazla PIK3CA
mutasyonunun varligi bakimindan pozitif bir therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit test sonucu
veren hastalar, PIQRAY (alpelisib) ile tedavi edilmeye uygundur. Plazma numunesi bu test
kullanildiginda negatif sonug veren hastalarda, bir FFPE timér dokusu numunesi Uzerinde
PIK3CA mutasyonlarinin varligi bakimindan refleks testi yapiimalidir.

FFPE timor numuneleri, manuel érnek hazirligi icin QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit
kullanilarak islenir. K2EDTA antikoagiile tam periferik vendz kan plazmasi numuneleri,
manuel érnek hazirlidi igcin QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit kullanilarak islenir. Her
iki numune tiriinde, otomatik amplifikasyon ve tespit igin Rotor-Gene Q (RGQ) MDx 5plex
HRM cihaz kullanilir.

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, in vitro tani amagh bir tibbi cihazdir.

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, profesyonel bir laboratuvar ortaminda egitimli personel

tarafindan kullanima yoneliktir.
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Prosedur Sinirlamalari

® therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit kullaniimadan énce Kullanim Talimatlar belgesi

tamamen okunmali ve anlagiimalidir.

e Uriinden elde edilen sonuglar tiim ilgili klinik ve laboratuvar bulgulari gergevesinde

yorumlanmalidir ve tek basina tani amagli olarak kullanilamaz.

e Sonuclar "No Mutation Detected" (Higbir Mutasyon Tespit Edilmedi) olarak raporlanan
ornekler, therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit tarafindan tespit edilemeyen PIK3CA

mutasyonlari barindiriyor olabilir.

® Eb545A, E545D, Q546E, Q546R ve H1047Y PIK3CA mutasyonlarinin tespitine iligkin
analitik ve klinik performans verileri, Kullanim Amaci populasyonundan klinik
numuneler kullanilarak degil, yalnizca, klinik performansi olusturulmus plazma
numuneleri (plazmaya huicre hattt DNA'si eklenerek elde edilen numune) kullanilarak

belirlenmisgtir.

e Mutasyonlarin tespit edilmesi, 6rnegin bitinligine ve mevcut amplifiye edilebilir DNA
miktarina baglidir. Ornekteki DNA'nin analizi, miktar ve/veya kalitenin yeterli
olmadigina veya konsantrasyonun mutasyon analizi i¢in ¢ok yuksek olduguna isaret

ediyorsa test proseduri tekrarlanmalidir.

e therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit bir PCR prosedirtinde kullanilir. Tim PCR
prosedurlerinde oldugu gibi, 6rnekler test ortamindaki harici DNA kaynaklari ve pozitif
kontrol icindeki DNA tarafindan kontamine edilebilir. Orneklerin ve kit reaktiflerinin
kontaminasyonunu 6nlemeye dikkat edin.

o Ornek, therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit tarafindan tespit edilebilecek yiizdenin
altinda mutant allel igeriyorsa bu durum, "No Mutation Detected" (Higbir Mutasyon
Tespit Edilmedi) sonucuna yol agar.

® therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit'in, kit tarafindan tespit edilen biyobelirteclerin yani
sira bagka PIK3CA mutasyonlari i¢in gapraz reaktivite ("Mutation Detected" (Mutasyon
Tespit Edildi) sonucuna yol agar) gdsterip gostermedigi bilinmemektedir.
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therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit kalitatif bir testtir. Test, bir drnekte bulunan Mutant
Allel Frekansi (Mutant Allele Frequency, MAF) ile ilgili kantitatif dlgimler saglamaz.

Tahlil prosedurleri sirasinda mevcut olabilecek mikrobiyal kontaminasyonun
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit performansi lzerindeki etkisi bilinmemektedir.
Operatorlerin, test proseddurleri sirasinda mikrobiyal kontaminant girisini dnlemek igin
gereken 6zeni géstermeleri ve mikrobiyal bliylime belirtisi gdézlemlenirse kit bilesenlerini
kullanmamalari gerekir.

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit yalnizca, FFPE meme kanseri dokusundan veya
meme kanseri hastalarindan alinan K2EDTA antikoagule tam periferik ven6z kandan

hazirlanan plazma numunelerinden ekstrakte edilen DNA ile kullanim igindir.

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, yalnizca QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit
(doku numuneleri igin) veya QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit (plazma
numuneleri i¢in) ile birlikte kullanim igindir.

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, yalnizca tim reaksiyon karigimlarinin kullanildigi

durumlara yoéneliktir.

Uriin yalnizca, in vitro tani amagh prosediirler ve Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM
cihazlarinin kullanimi konusunda 6zel olarak bilgilendirilmis ve egitim almis personel
tarafindan kullanim igindir.

Uriin, yalnizca Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM real-time PCR déngiileyici lizerinde
kullanima yoneliktir. Bu Urlinle, gercek zamanli optik tespit 6zelligine sahip bagka hicbir
1sil dénguleyici kullanilamaz.

En iyi sonugclar igin therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit Kullanim Talimatlari (El Kitabi)
belgesine tam olarak uyulmasi gereklidir. Reaktiflerin seyreltiimesi tavsiye edilmez ve
performans kaybina neden olur.

Bu el kitabi, otomatik mutasyon durumu sonucu belirleme 6zelligine sahip Rotor-Gene
AssayManager yazilimi strim 2.1 ile kullanima yéneliktir.

Tdm bilesenlerin kutusunda ve etiketlerinin Ustlinde yazili olan son kullanma tarihlerine

ve saklama kosullarina dikkat edilmelidir. Stiresi dolmus veya yanlis saklanmis
bilesenleri kullanmayin.

therascreen® PIK3CA RGQ PCR Kit Kullanim Talimatlari (El Kitab1)  09/2019 7



Test Ozeti ve Agiklamasi

Fosfatidilinozitol 3-kinaz (Phosphatidylinositol 3-kinase, PI3K) sinyal yolagdi; hicre
¢ogalmasi, sagkalim, protein sentezinin translasyonel diizenlemesi, glikoz metabolizmasi,
hiicre migrasyonu ve anjiyogenez dahil olmak Uzere gesitli hiicresel fonksiyonlari diizenler
(1). Timor hucrelerinde, PIK3CA (fosfatidilinozitol 3-kinaz katalitik alt tnite alfa) geninin,
PI3Ka proteininin kinaz aktivitesini artiran aktive eden yanlis anlam mutasyonlari
belirlenmistir ve bu mutasyonlar, hormon reseptoru pozitif (HR+) meme kanseri dahil (3)
birgok farkli insan kanserinde goérulen hiicresel dontusum ile baglantihdir (2).

Meme kanseri, kadinlarda en sik teghis konulan kanser tirl olup kanserle ilgili 6limlerin
onde gelen ikinci nedenidir (4). 2018 yilinda, Amerika Birlesik Devletleri'nde 266.120 kadina
meme kanseri teshisi kondugu (kadinlarda gorilen tim kanserlerin yaklasik %30'unu temsil
etmektedir) ve 40.920 6limun kayitlara gectidi tahmin edilmistir (5). Avrupa'da, 2018 yilinda
92.700 kadinin meme kanserinden 6ldiigu tahmin edilmigtir (6). Erkeklerde meme kanseri
nadirdir ve meme kanseri teshislerinin %1'inden azi erkek hastalara aittir (4). Bununla
birlikte, her iki cinsiyet igin de tedavi 6nerileri aynidir.

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazinda
gerceklestirilen, real-time kalitatif PCR in vitro tani amagli bir testtir. Yabani tip (wild type,
WT) DNA arka planinda, PIK3CA onkogenine ait ekson 7, 9 ve 20'deki 11 mutasyonu
(Tablo 1) tespit etmek igin allel refrakter mutasyon sistemi (Allele Refractory Mutation
System, ARMS) primerleri, hidroliz problari ve PCR kelepge teknolojilerinden faydalanir.
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Tablo 1. therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit tahlil hedefleri

Ekson Mutasyon CcosMmic* ID Baz degigimi
7 C420R 757 1258 T>C
9 E542K 760 1624 G>A
E545A 12458 1634 A>C
E545D 765 1635 G>T
E545G 764 1634 A>G
E545K 763 1633 G>A
Q546E 6147 1636 C>G
Q546R 12459 1637 A>G
20 H1047L 776 3140 A>T
H1047R 775 3140 A>G
H1047Y 774 3139 C>T

* COSMIC: Kanserde somatik mutasyonlar katalogu: https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic.
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Prosedur Prensibi

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, alti ayri PCR amplifikasyon reaksiyon karigimindan

olusur:

® PIK3CA genine ait ekson 7, 9 ve 20'yi hedefleyen bes adet mutasyona 6zgul reaksiyon
® Ekson 15'i hedefleyen bir kontrol reaksiyonu

Kitin ana bilesenleri agagida agiklanmaktadir.

Mutasyon reaksiyon karigimlari

Mutasyona ugramis DNA segici olarak amplifiye edilir ve mutasyona 6zgi ARMS primerleri,
problar (hidroliz problari ve kisa yiksek Olglide spesifik problar) ve PCR kelepgeleri
kullanilarak mutasyona ©6zgl reaksiyon karisimlari yoluyla tespit edilir. Mutasyon
reaksiyonlari, Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazinin Green, Yellow ve Crimson
Kanallarinda tespit edilir.

ARMS

Allele 6zgu amplifikasyon, Tag DNA polimerazinin, PCR primerinin 3' ucundaki eslesen ve
eslesmeyen bazi ayristirma yetisinden faydalanan ARMS tarafindan gergeklestirilir. Primer
tam olarak eslestiginde, amplifikasyon tam verimlilikle ilerler. 3' baz eslesmesi olmadiginda,
yalnizca dislk seviyeli arka plan amplifikasyonu olusabilir. Bu nedenle, DNA'nin blyik
¢ogunlugunun mutasyon barindirmadidi érneklerde bile, mutasyona ugramis sekans segici

olarak amplifiye edilir ($ekil 1).
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WT 0 — Dusuk amplifikasyon
Qe — veya amplifikasyon yok

Mutant = — Amplifikasyon
Q——F ——

Mutant 1 O — Dusuk amplifikasyon
gl A— veya amplifikasyon yok
OWT sekansi ¥% Hedeflenen mutant © Diger mutant sekansi
sekansi

Sekil 1. ARMS PCR tarafindan spesifik mutasyonun belirlenmesi. WT: Yabani tip. Q—F: Cift boyali prob. S: ileri ve
ters primerler.

Hidroliz problari

Hidroliz problari, spesifik bir primer seti tarafindan amplifiye edilen bir DNA bdlgesi igine
baglanir. Taq polimeraz primeri uzatirken ve nasent zinciri sentezlerken, Taq polimerazin &'
ila 3' ekzonlkleaz aktivitesi probu parcalar ve bu da, floroforun serbest kalmasina ve

floresans yayimina yol acar.

Floresans sinyalindeki artis yalnizca, hedef sekansin primerleri ve probu tamamlayici nitelikte

olmasi ve bu sayede PCR sirasinda amplifiye edilmesi durumunda algilanir (Sekil 2).
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= i Haberci % & Spesifik prob e leri ve ters primerler
@ Baskilayici ---p PCRrinu @ Taq polimeraz

Sekil 2. Hidroliz problariyla reaksiyon prensibi.

PCR kelepgesi

PCR kelepgeleri, mutant allelin segici amplifikasyonuna olanak saglar. Yabani tip sekansiyla
mikemmel bir sekilde eslesen PCR kelepgeleri, yabani tip sablonuna baglanir ve primer
uzamasina mudahale ederek amplifikasyonu engeller. PCR kelepgesinin 3' ucu, yabani tip
sekansinin uzamasini engellemek igin bir fosfat grubu eklenerek bloke edilir (Sekil 3).
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WT ] —» Dusuk amplifikasyon veya
Q F ot amplifikasyon yok

Mutant —

S i —  Amplifikasyon
Q F 4—

[ WT sekansi {} Hedeflenen mutant sekansi

3'-fosfat oligoniikleotid (CLAMP)

Sekil 3. PCR kelepge teknolojisi. WT: Yabani tip. Q—F: Cift boyali prob. $: lleri ve ters primerler.

Kontrol reaksiyonu

Kontrol Reaksiyonu Karisimi (Tip 1), PIK3CA genine ait ekson 15'in kisa bir sekansini
amplifiye etmek igin bir ileri ve ters primer ve etiketli bir prob (Green Kanalinda algilanir)
icerir. Kontrol Reaksiyonu, ornekte yeterli seviyede amplifiye edilebilir DNA bulunup
bulunmadigini  belirlemede kullanihr ve mutasyon durumunu belirleyen analitik
hesaplamalarda kullanilan bir faktérdar.

Dahili kontrol

Her bir reaksiyon karigimi, basarisiz reaksiyonu (6rn. inhibitor varligi nedeniyle) tespit etmek
icin gelistirilmis bir Dahili Kontrol igerir. Dahili Kontrol, PIK3CA ile ilgili olmayan bir
oligoniikleotid hedef sekansi, etiketlenmemis ileri ve ters primerler ve turuncu florofor ile
etiketlenmis bir hidroliz probundan faydalanir.

Pozitif kontrol

Pozitif Kontrol (PC (Positive Control) Tlpu), 11 mutasyonun her birini ve kontrolu temsil eden
bes plazmidin karisimindan olusur. Kabul edilebilir araliklar dahilindeki mutasyonlarin tespit

edilmesi, kit icindeki reaksiyon karigsimlarindan her birinin diizglin ¢aligtigini dogrular.
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Negatif kontrol

Sablonsuz Kontrol (NTC (No Template Control) Tipti) "Sablonsuz Kontrol" (No Template
Control, NTC) reaksiyonunda kullaniimak Uzere niikleaz icermeyen su igerir. NTC, negatif

kontrol islevi gorir ve tahlil kurulumu sirasinda olusmus olabilecek kontaminasyonu belirler.

Ornek seyreltici

Ornek Seyreltici (Dil. Tiipii) niikleaz igermeyen su igerir.

14 therascreen® PIK3CA RGQ PCR Kit Kullanim Talimatlari (El Kitabi) 09/2019



Platform ve Yazilim

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit 6zellikle, asagidakilerin kurulu oldugu bir kigisel

bilgisayarla ¢alisan Rotor-Gene Q MDx cihaziyla kullaniimak tzere tasarlanmigtir:

e Rotor-Gene AssayManager® stirim 2.1
® Gamma Plug-in strim 1.0.0
® Doku numunelerinin analizi igin therascreen_PIK3CA_FFPE Assay Profile stirim 1.0.1

® Plazma numunelerinin analizi igin therascreen_PIK3CA_Plasma Assay Profile strim 1.0.1

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihaziyla ilgili bilgiler i¢in Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM
Kullanim Kilavuzu belgesine bakin. Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazinin bakimi,
kullanim kilavuzundaki gereklilikler dogrultusunda yapilmalidir.

Yazihmla ilgili daha fazla bilgi icin Rotfor-Gene AssayManager v2.1 Core Application
Kullanim Kilavuzu ve Rotor-Gene AssayManager v2.1 Gamma Plug-in Kullanim Kilavuzu
belgelerine bakin.

Calisma parametreleri

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazi, therascreen PIK3CA Assay Profile'lar ile farkli dongu
parametreleri (yani "galismalar") icin programlanmistir. Tahlil Profilleri, PCR ¢alisma
parametrelerini igerir ve sonuglari hesaplar. Tahlil icin PCR isil ddéngilleme parametreleri
asagida belirtiimektedir:

® Taq DNA polimerazi etkinlestirmek icin 15 dakika boyunca 95°C sicaklikta tutun.

® Denatilire etmek igin 95°C'de 30 saniyelik, baglamak ve uzatmak igin 60°C'de 1
dakikalik 45 déngiden olugan PCR uygulayin.
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Saglanan Materyaller

Kit icerigi
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit (24)
Katalog no. 873111
Reaksiyon sayisi 24
igerik Kapak rengi Hacim
PIK3CA Reaction Mix 1 (PIK3CA Reaksiyon Karigimi 1) Kirmizi 750 pl
PIK3CA Reaction Mix 2 (PIK3CA Reaksiyon Karigimi 2) Mor 750 pl
PIK3CA Reaction Mix 3 (PIK3CA Reaksiyon Karigimi 3) Turuncu 750 pl
PIK3CA Reaction Mix 4 (PIK3CA Reaksiyon Karigimi 4) Sari 750 pl
PIK3CA Reaction Mix 5 (PIK3CA Reaksiyon Karigimi 5) Yesil 750 pl
PIK3CA Reaction Mix 6 (PIK3CA Reaksiyon Karigimi 6) Mavi 750 pl
Taq DNA Polymerase (Taq DNA Polimeraz) (Taq) Nane Yesili 85 pl
PIK3CA Positive Control (PIK3CA Pozitif Kontrol) (PC) Bej 250 pl
Water for No Template Control ($ablonsuz Kontrol igin Su) (NTC) Beyaz 1,9 ml
Nuclease-free water for Dilution (Dilisyon igin nlkleaz icermeyen su) (Dil.) Beyaz 1,9 ml
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit Kullanim Talimatlari (El Kitabi) 1
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Gerekli Olan Ancak Saglanmayan Materyaller

Kullanim &éncesinde cihazlarin Ureticinin dnerilerine gére kontrol ve kalibre edildiginden

emin olun.

Reaktifler

® QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (QIAGEN, kat. no. 60404, bkz. "FFPE numunelerinden
DNA ekstraksiyonu", sayfa 27) veya QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit (QIAGEN,
kat. no. 61504, bkz. "Plazma numunelerinden DNA ekstraksiyonu", sayfa27)

® DNAZap™ PCR degrade eden sollisyonlar

e Distel High Level Laboratory Disinfectant ve izopropil alkol (Isopropyl Alcohol, IPA)

yikama soltsyonu

Sarf Malzemeleri

® 0.1 ml Strip Tubes and Caps, 72 kuyulu rotor ile kullanim igin (QIAGEN, kat. no. 981103
veya kat. no. 981106)

® Ana karisimlari hazirlamak igin niikleaz icermeyen, diisiik DNA baglayan mikrosantrifij
tupleri

® Aerosol bariyerli, nliikleaz igermeyen pipet uglari

Ekipman

e Kalici markir

® Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Platform (kat. no. 9002032) veya Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM System (kat. no. 9002033)*t

* Cihazlarin ve ekipmanin ireticinin &nerilerine gére kontrol ve kalibre edilmis oldugundan emin olun.

t Bazi ilkelerde, mevcutsa, tretim tarihi Mayis 2011 veya sonrasi olan Rotor-Gene Q 5plex HRM cihazi kullanilabilir.
Uretim tarihi bilgisi, cihazin arkasindaki seri numarasindan elde edilebilir. Seri numarasi, "aa" ibaresinin basamak
olarak uretim ayini, "yy" ibaresinin tretim yilinin son iki basamagini ve "nnn" ibaresinin benzersiz cihaz
tanimlayiciyr gésterdigi "aayynnn" bicimindedir.
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Rotor-Gene AssayManager v2.1, Gamma Plug-in ve "therascreen_PIK3CA_FFPE"
vel/veya "therascreen_PIK3CA_Plasma" Assay Profile

Ornek hazirlama igin 6zel pipetler* (ayarlanabilir)

PCR ana karisim hazirlama icin 6zel pipetler* (ayarlanabilir)
Sablon DNA'nin dagitimi igin 6zel pipetler* (ayarlanabilir)
1,5 ml tdpler igin rotorlu masadisti santriftj*

Termomikser*, isitmal orbital inktibator*, 1sitma blogu* veya 56°C, 70°C ve 90°C'de

inklibasyon saglayabilen su banyosu*

QIlAvac 24 Plus vakum manifoldu (kat. no. 19413)

QlAvac Connecting System (kat. no. 19419)

Vacuum Pump (kat. no. 84010) veya —800 ila =900 mbar vakum olusturma kapasiteli
muadili pompa

Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes, manuel reaksiyon kurulumu igin aliiminyum blok
(QIAGEN, kat. no. 9018901)

Loading Block 96 x 0.2 ml PCR Tubes, 96 x 0.2 ml PCR Tiplerinde tek kanalli pipetle
manuel reaksiyon kurulumu igin aliminyum blok (QIAGEN, kat. no. 9018905)

72-Well Rotor, Strip Tubes and Caps, 0.1 ml trtni icin, 10-50 pl reaksiyon
hacimleriyle; Locking Ring 72-Well Rotor gerektirir (QIAGEN, kat. no. 9018903)

Locking Ring 72-Well Rotor, 72-Well Rotor'da Strip Tubes and Caps, 0.1 ml Granind
kilittemek icin (QIAGEN, kat. no. 9018904)
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Uyarilar ve Onlemler

in vitro tani amach kullanim igindir.

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, profesyonel bir laboratuvar ortaminda egitimli personel

tarafindan kullanima yoneliktir.

Kimyasallarla c¢alisirken, daima uygun laboratuvar 6nlugi, tek kullanimlik eldiven ve
koruyucu gozlik kullanin. Daha fazla bilgi icin litfen uygun glvenlik veri sayfalarina (Safety
Data Sheets, SDS'ler) bagvurun. Bunlar, her bir QIAGEN kiti ve kit bilesenlerine ait SDS'yi
bulabileceginiz, goriintlleyebilecegdiniz ve yazdirabileceginiz www.giagen.com/safety

adresinde ¢evrimigi olarak uygun ve kompakt PDF bigiminde mevcuttur.
Yalnizca Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazi ile kullanim igindir.

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihaziyla ilgili giivenlik bilgileri igin cihazla birlikte verilen

kullanim kilavuzuna bakin.
Yalnizca doku numuneleri: Yalnizca QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit ile kullanim igindir.

QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (kat. no. 60404) ile ilgili glivenlik bilgileri icin Q/Aamp
DSP DNA FFPE Tissue Kit El Kitabi belgesine bakin.

Yalnizca plazma numuneleri: Yalnizca QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit ile kullanim
icindir.

QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit (kat. no. 61504) ile ilgili glvenlik bilgileri igin
QIAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit El Kitabi belgesine bakin.
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Genel onlemler

Test, meme kanseri hastalarindan alinan FFPE meme kanseri doku numuneleri veya

K2EDTA plazma numuneleriyle kullanima yéneliktir.

Tam kimyasallar ve biyolojik materyaller potansiyel olarak tehlikeli maddedir. FFPE
numune materyali ve bundan hazirlanan niikleik asitlerin enfeksiyon tehlikesi olusturma
olasiligr duslktir ancak tim plazma numuneleri tehlikeli olabilecegi dustinilerek
kullaniimalidir. Yerel kurumsal Saglik ve Guvenlik prosedirlerine her zaman bagh
kalinmahdir.

Numuneyi, érnegi ve tahlil atiklarini, yerel guvenlik prosedurlerinize uygun olarak atin.
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit igin kullanilan reaktifler, en uygun bigimde
seyreltilmistir. Performans kaybi yasanabilecegi icin reaktifleri daha fazla seyreltmeyin.
25 pl'den daha az reaksiyon hacmi (reaksiyon karigimi ve 6rnek) ile islem yapmayin.
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ile birlikte verilen tim reaktiflerin, yalnizca ayni
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ile birlikte verilen diger reaktiflerle birlikte
kullaniimasi amaglanmistir. Performansi etkileyebilecegi icin, therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit igindeki reaktifleri veya therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit'ler arasinda
reaktifleri degistirmeyin.

Yalnizca therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ile birlikte verilen Tag DNA Polimerazi
(Taq Tipu) kullanin. Bagka QIAGEN kitlerinden alinan Tag DNA Polimerazla veya
baska bir tedarikciden alinan Tag DNA Polimerazla degistirmeyin.

ilave uyarilar, dnlemler ve prosediirler icin Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazi

kullanim kilavuzuna basvurun.
Siresi dolmus veya yanlis saklanmis bilesenleri kullanmayin.

Kontrol ve reaksiyon karigimi reaktiflerinin pozitif kontrol reaktifi icinde bulunan sentetik

materyallerle kontamine olmasini énlemek i¢in ¢ok dikkatli olun.

Ornekler arasinda gapraz kontaminasyonu engellemek igin son derece dikkatli olun.
Her érnek ekledikten sonra tiplerin kapagini hemen takin.
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Yukleme blogunu, tahlil ana karisimlarinin hazirlanmasi igin kullanmadan énce iyice
dekontamine edin. DNAZap PCR degrade eden sollsyonlarin ve ardindan, Distel High
Level Laboratory Disinfectant ile IPA yikama sollisyonunun kullaniimasi énerilir.
Yukleme blogu kullanimdan énce kuru olmaldir.

Reaksiyon karisimlarini hazirlamak ve pozitif kontrol reaktifleri eklemek igin birbirinden
ayri pipetler kullanin.

Reaksiyon karigsimlarini, pozitif kontroliin eklenmesi i¢in kullanilan alandan baska bir
alanda hazirlayin ve dagitin.

Reaksiyon karigimi reaktiflerinde yer alan floresan etiketli molekiiller 1s1da karsi
duyarhidir. Kontrol ve reaksiyon karigimi reaktiflerini, 151k kaynakli agarmadan korumak
icin 1siktan uzak tutun.

Calisma bitene kadar Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazini agmayin.
Calisma bittikten sonra Rotor-Gene Q tlplerini agmayin.

Ornekleri dogru bir sekilde test etmek adina hatali érnek girigini, yiikleme hatalarini ve
pipetleme hatalarini dnlemek igin dikkatli olunmalidir.
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Reaktif Saklama ve Kullanma

Sevkiyat kosullari

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit kuru buzda gonderilir ve ulastiginda donmus halde
olmasi gerekir. Teslimat esnasinda therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit'in herhangi bir
bileseninin donmus olmadidini, dis ambalajin nakliye esnasinda agilmis oldugunu veya
paket icinde ambalaj notu, Kullanim Talimatlari veya reaktiflerin bulunmadigini fark
ederseniz litfen QIAGEN Teknik Servisleriyle veya yerel distribitorlerle iletisime gegin

(www.giagen.com adresini ziyaret edin).

Saklama kosullari

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, teslim alinmasindan hemen sonra —-30 ila —15°C

sicaklikta, sabit sicakliga sahip bir dondurucuda saklanmali ve 1siktan korunmalidir.

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, belirtilen saklama kosullarinda saklandidi takdirde
belirtilen son kullanma tarihine kadar stabil kalir.

Stabilite

Acildiktan sonra, reaktifler =30 ila —15°C sicaklikta orijinal ambalajinda 12 ay boyunca veya
ambalaj uzerindeki son kullanma tarihine kadar saklanabilir. Tekrarlanan ¢bézdirme ve

dondurma islemlerinden kaginilmalidir. En fazla bes kez ¢ézdurtp dondurmaniz tavsiye edilir.

Reaktifler kullanimdan 6nce, en az 1 saat (ve en fazla 4,5 saat) boyunca oda sicakliginda
tutularak ¢ozdurilmelidir. Reaktifler kullanima hazir oldugunda, PCR reaksiyonlari
kurulabilir. Ana karigimlari ve 6rnek DNA'sini iceren Rotor-Gene Q tupleri hemen
Rotor-Gene Q MDx cihazina yuklenmelidir. PCR kurulumu baslangicindan calisma
baslangicina kadar gegen toplam stre, islem ortam sicakliginda gergeklestiriliyorsa 7,5 saati
gecmemelidir.
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Not: Bu sireye, PCR kurulumu ve saklama dahildir.

Not: Reaksiyon karisimi reaktiflerinde yer alan floresan etiketli molekuller 1siga karsi
duyarhdir. Kontrol ve reaksiyon karisimi reaktiflerini, 11k kaynakl agarmadan korumak igin
isiktan uzak tutun.

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit igindeki reaktifler, en uygun sekilde seyreltiimistir ve

kullanimdan dnce bagka herhangi bir arindirma veya islem gerektirmez.

TUm bilesenlerin kutusunda ve etiketlerinin Gstlinde yazili olan son kullanma tarihlerine ve
saklama kosullarina dikkat edilmelidir. Siresi dolmus veya yanlis saklanmis bilesenleri

kullanmayin.
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Numune Saklama ve Kullanma

Numune kullanimi: Doku

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, meme kanseri hastalarindan alinan, kazima ile alinmig
FFPE timor dokusu numunelerinden ve kalin igne biyopsisi (Core Needle Biopsy, CNB)
numunelerinden ekstrakte edilen gDNA ile kullanima ydneliktir. Timorler, hem genotip hem
de fenotip agisindan heterojendir. Mutasyon pozitif timérler yabani tip DNA igerebilir ve
benzer sekilde, histolojide timdrsuz doku bdlgeleri de gérinebilir.

Doku numunelerini DNA ekstraksiyonuna hazirlamak igin:

e Standart malzemeler ve yontemler kullanarak, doku numunesini %10 ndtr tamponlu
formalin (Neutral Buffered Formalin, NBF) icine yerlestirin ve parafine gdmiin. Mikrotom
kullanarak parafin blogundan 5 ym'lik seri kesitler alin ve bunlari cam slaytlar tzerine
yerlestirin.

® Hematoksilin ve Eozin (Hematoxylin & Eosin, H&E) ile boyanmis kesitin timor igerigi ve
etkili timor alani (Effective Tumor Area, ETA) bakimindan degerlendiriimesi icin egitimli
bir gérevliden (6rn. bir patolog) yardim alin. ilgilenilen bolgeyi (Region of Interest, ROI)
belirlemek i¢cin boyanmis slayti isaretleyin. DNA ekstraksiyonu igin seri kesitler kullanin.

Not: Boyanmig kesitler DNA ekstraksiyonu igin kullaniimamalidir.

® Yeni, steril bir nester kullanarak doku etrafindaki fazla parafini kaziyarak ¢ikarin ve atin.

DIKKAT Kuru bir nester kullanin. Bu adimi laminar hava akimi veya

é davlumbaz altinda gerceklestirmeyin.

Tdmodr dokusunu, her bir numune igin yeni bir nesterle kaziyarak slaytlardan etiketli

mikrosantrifljj tlplerine aktarin.

TUumor numunelerini, bloklari, slaytlar, drnekleri ve ekstraksiyona hazir mikrosantrifuj tiplerini,
kontrollG bir sekilde ve yerel prosedurlere uygun olarak etiketleyin, kullanin ve saklayin.
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Kazima ile alinmig FFPE timér dokusu numuneleri ve FFPE CNB numuneleri kullanilirken

iki ayri is akisi s6z konusudur (Sekil 4).

A
CNB
= 20 mm? etkili timor alani 220 mm? ETA'ya ulagsmak igin ek
(Effective Tumor Area, ETA) Hayr kesitler (maks. 6 slayt)
\
Evet
1 kesit
Evet
Hayir
CNB DNA ekstraksiyonu | 6 kesit
B
Rezeksiyonlar
ROIl'de = %10 tumér igerigi Hayir——» Makrodiseksiyon
I
Evet
v
2 kesit 4—— Fvet
DNA ekstraksiyonu

Sekil 4. therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ile kullaniimak iizere klinik numune arindirma is akisi.
A: FFPE CNB. B: Kazima ile alinmis FFPE timo&r dokusu numuneleri.
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Numune kullanimi: Plazma

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, meme kanseri hastalarina ait K2EDTA antikoagiile
plazma numunelerinden izole edilen DNA ile kullanima y&neliktir. Tim plazma numuneleri,

tehlikeli olabilecegi dugtinulerek kullaniimalidir.

K2EDTA kan alma tiiplerinde toplanan tam periferik venéz kanin, kan alindiktan sonraki dort
saat icinde plazma elde etmek Uzere islenmesi gerekir. Bunun yapilmamasi, Ornekte
genomik DNA kontaminasyonuna yol agabilir. Tam kandan plazma izolasyonu hakkinda
daha fazla bilgi icin Q/Aamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit El Kitabi belgesinin Ek A

kismina bakin.

Plazma numuneleri —80°C'de saklanmalidir. Dondurulmus tim plazma numunelerinin,

kullanimdan énce oda sicakligina dengelenmesi gerekir.

Numuneleri, érnekleri ve ekstraksiyona hazir mikrosantriflj ttplerini, kontrolli bir sekilde ve

yerel prosedurlere uygun olarak etiketleyin, kullanin ve saklayin.

Numune saklama

DNA ekstraksiyonu 6ncesinde FFPE bloklari ve slaytlari oda sicakliginda (15-25°C), plazma
ise —80°C'de saklanmalidir. DNA, ekstraksiyon sonrasinda, testten énce saklanabilir. Tablo
2 ve Tablo 3, ekstraksiyon sonrasinda numuneler ve DNA i¢in dnerilen maksimum saklama

sureleri ve saklama kosullarina iliskin rehberlik saglamaktadir.

Tablo 2. FFPE dokusundan ekstrakte edilen gDNA igin 6nerilen saklama siireleri

Saklama Onerilen maksimum saklama siiresi
Dondurucu (=30 ila -15°C) 5 hafta

Sogutucu (2-8°C) 1 hafta

Dondurucu (-80°C) 33 ay
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Tablo 3. Plazma ve plazmadan ekstrakte edilen ctDNA igin 6nerilen saklama kosullari ve siireleri

Numune Saklama Onerilen maksimum saklama siiresi
Plazma Dondurucu (-80°C) 11 ay
Ekstrakte edilen ctDNA Dondurucu (-30 ila—15°C) 4 hafta

FFPE numunelerinden DNA ekstraksiyonu
DNA, QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (kat. no. 60404) kullanilarak ekstrakte edilmelidir.

Not: therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit kullanilarak
ekstrakte edilen DNA kullanilarak gelistirilmistir. Baska bir DNA ekstraksiyon urunu
kullanmayin.

DNA ekstraksiyon iglemini, asagidaki hususlari dikkate alarak, QlAamp DSP DNA FFPE

Tissue Kit El Kitabi belgesindeki talimatlar dogrultusunda gergeklestirin:

® Asagidaki bélimlerde Onerilen slayt sayisini ve elisyon hacimlerini kullanin (bu el
kitabinda "Kazima ile alinmis (resection, RES) FFPE doku numuneleri" ve "FFPE CNB
numuneleri", sayfa 28).

e Ik santrifiijleme isleminden sonra doku pelletlenmezse ilave bir santrifiijleme yapin.
® Gereken tiim adimlar igin molekiler biyoloji sinifi etanol* kullandiginizdan emin olun.

e Etanol giderildikten sonra, kalan etanoliin buharlagsmasi igin agik tipi 15-40°C'de
10 dakika boyunca inklibe edin.

* Metanol veya metiletilketon gibi baska maddeler iceren denatire alkol kullanmayin.
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Kazima ile alinmis (Resection, RES) FFPE doku numuneleri

o RES numunelerinde, ilgilenilen bdlgede (region of interest, ROI) 2%10 timor igerigi
mevcutsa doku alaninin tamamini, her bir numune igin yeni bir nesterle kaziyarak iki
kesitten (4—5 pm) etiketli mikrosantrifjj tiiplerine aktarin. Numunelerde, ROl'de <%10
timor icerigi mevcutsa makrodiseksiyon islemini gergeklestirin ve yalnizca timor
ROl'sini, her bir numune igin yeni bir nesterle kaziyarak iki kesitten etiketli mikrosantrifuj
tiplerine aktarin.

® Proteinaz K sindirimi kazima ile alinmig doku numuneleri icin 1 saat siureyle
gerceklestiriimelidir.

e RES numunelerinde, saflastiriimis gDNA, kolonda 10 dakikalik inklibasyondan sonra,
120 pl Buffer ATE (QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit ile birlikte verilir) iginde

ellsyona tabi tutulmalidir.

FFPE CNB numuneleri

® CNB numunelerinde, en fazla alti kesitten 20 mm?lik minimum gerekli etkili timor
alanini (Effective Tumor Area, ETA) elde etmek igin yeterli sayida 4-5 um'lik kesit
kullanin. 20 mm? ETA elde etmek igin miimkiin olan en dlslk sayida kesit (1-6)

kullanin.

e En fazla alti kesitle 20 mm? ETA elde edilemeyen numunelerde, alti kesit kullanarak
test islemiyle devam edin.

® Proteinaz K sindirimi CNB numuneleri i¢in 1 saat stireyle gergeklestiriimelidir.

® CNB numunelerinde, saflastiriimis genomik DNA, kolonda 10 dakikalik inkiibasyondan
sonra, 70 pl Buffer ATE (QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit ile birlikte verilir) icinde
ellUsyona tabi tutulmalidir.
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Plazma numunelerinden DNA ekstraksiyonu

DNA, ctDNA'nin plazma numunelerinden saflastiriimasina iliskin asagidaki hususlar dikkate
alinarak, QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit (kat. no. 61504) ile ekstrakte edilmelidir.

Not: therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit ile
ekstrakte edilen DNA kullanilarak gelistirilmistir. Baska bir DNA ekstraksiyon urunu
kullanmayin.

DNA ekstraksiyon islemini, asagidaki hususlar dikkate alarak, Q/Aamp DSP Circulating
Nucleic Acid Kit El Kitabr belgesindeki "Klasik Protokol" talimatlari dogrultusunda
gerceklestirin:

® Plazmanin baslangi¢ hacmi 2 ml'dir.

® 2 ml mevcut degilse fosfat tamponlu salin (phosphate buffered saline, PBS) kullanarak
hacmi 2 ml'ye ayarlayin.

® TUm santrifiijleme adimlari oda sicakhidinda (15-25°C) gergeklestirilir.

® Protokol adimlari boyunca tutarh ve esit vakum uygulandigindan emin olmak icin
vakumu adimlar arasinda kapatin.

® Proteinaz K hacmi 250 pl olmalidir.

e Saflastiriimis ctDNA, 70 pl Buffer AVE (QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit ile
birlikte verilmistir) icinde ellisyona tabi tutulmahdir.

® QIAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit yalnizca manuel olarak kullaniimalhdir.
® Gereken tum adimlar icin molekuler biyoloji sinifi etanol* kullandiginizdan emin olun.
e Saflastirnlan ctDNA'y1 —30 ila —15°C sicaklikta saklayin.

Not: therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit igindeki tim tahliller kisa PCR urinleri
olusturur. Bununla birlikte, therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit asiri derecede
fragmente olmus DNA ile calismaz. Ornegin gegerli olmasi igin, ekstrakte edilen DNA,
Kontrol Ct ¢alisma araligi (224,68 ve <31,68) dahilinde olmalidir.

* Metanol veya metiletilketon gibi baska maddeler igeren denatiire alkol kullanmayin.
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PIK3CA mutasyonlarinin tespit edilmesi

Bu protokol, PIK3CA mutasyonlarinin tespitine yoneliktir.

Baslamadan 6nce dnemli noktalar

Her kitte bulunan PIK3CA Reaksiyon Karisimi kullanilarak, dort calismada 24'e kadar
ornek degerlendirilebilir. Optimum kullanim, her bir galismanin en fazla alti 6rnek
icerdigi dort calismadir. Daha kiguk 6rnek gruplari, her therascreen PIK3CA RGQ PCR
Kit ile daha az 6rnegin test edilebilecegi anlamina gelir.

Ornek, therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ile birlikte verilen tiim reaksiyon karisimlari
kullanilarak test edilmelidir.

Hem doku hem de plazma numunelerinden elde edilen karigik 6rnek gruplarinin ayni
PCR ¢alismasinda analiz edilmesi mumkin degildir. PCR gruplari, tamamen dokudan

elde edilen érneklerden veya tamamen plazmadan elde edilen érneklerden olugmalidir.

Taq DNA Polimerazi (Taq TupU) veya Taq DNA Polimeraz iceren herhangi bir karigimi

enzimi etkisiz hale getirebilecedi i¢in vorteksle karigtirmayin.

Ucun dis kisminin fazla enzimle kaplanmasini engellemek igin Tag DNA Polimerazi,
pipet ucunu sivi yuzeyinin hemen altina dikkatlice yerlestirerek pipetleyin.

Baslamadan 6nce yapilacaklar

Calismalarin, Rotor-Gene AssayManager v2.1, Gamma Plug-in ve
"therascreen_PIK3CA_FFPE" Assay Profile (doku numuneleri) veya
"therascreen_PIK3CA_Plasma" Assay Profile (plazma numuneleri) kullanilarak
gerceklestirildiginden emin olun. Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazinin ilk
kullanimindan once ilgili yazilimin kurulu oldugundan emin olun ve galisma
baslangicina ve veri analizine iliskin uygun talimatlar ("PIK3CA mutasyon analizi

calismasi gergeklestirme", sayfa 36) izleyin.
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e Her kullanimdan 6nce, Taqg DNA Polimeraz (Taq Tipu) dahil olmak lizere tim
reaktifler ve DNA 6rnekleri, 1 saat suresince (ve en fazla 4,5 saate kadar) oda
sicakliginda (15-25°C) tamamen ¢ozdurllmeli, 10 kez ters gevrilerek karistiriimal

ve tipln dibindeki malzemeyi toplamak igin kisa sureligine santrifujlenmelidir.

® PCR yukleme blogunun uygun sekilde dekontamine edildiginden (bkz. "Genel
onlemler", sayfa 20) ve kuru oldugundan emin olun.

Prosedir

1. TUm reaksiyon karigimlarini, Sablonsuz Kontrol igin Suyu, Taqg DNA Polimerazi,
PIK3CA Pozitif Kontroliinii ve DNA 6rneklerini, en az 1 saat boyunca ve en fazla
4,5 saate kadar olmak Uizere oda sicakliginda (15-25°C) ¢6zdirin.

2. 1 saat sonra, tuzlarin belirli noktalarda toplanmasini énlemek igin her bir tiipi 10 kez
ters gevirerek tiim reaktifleri iyice karistirin. igerigi tiipiin alt kisminda toplamak igin
tim reaktifleri kisa sureligine santrifujleyin.

Not: Taq DNA Polimerazi (Taq TipUl) veya Taqg DNA Polimeraz igeren herhangi bir
karisimi enzimi etkisiz hale getirebilecegi igin vorteksle karistirmayin.

3. Alti mikrosantrifQj tipini (verilmemistir) Tablo 4 dogrultusunda etiketleyin. Yeterli
miktarda ana karisim (kontrol ve mutasyon reaksiyon karisimlari) ve DNA 6rnekleri
icin Taqg DNA Polimeraz, bir PIK3CA Pozitif Kontrol reaksiyonu ve bir Sablonsuz

Kontrol reaksiyonunu Tablo 4 tzerinde belirtilen hacimlere gére hazirlayin.
Ana karisimlar, érnek hari¢ PCR icin gerekli bilegenlerin tim{nu icerir.

Not: Ana karisimi hazirlarken, éncelikle ilgili tiipe, gerekli hacimde kontrol veya
mutasyon reaksiyon karigimi eklenir ve son olarak Taqg DNA Polimeraz eklenir.
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Tablo 4. Ana tahlil karigimlarinin hazirlanmasi

Reaksiyon karigimi tiipii

Reaksiyon karigiminin hacmi (n* + 3)

Taq DNA polimerazin hacmi (n* + 3)

RM 1 Tipi
RM 2 Tiipii
RM 3 Tiipil
RM 4 Tiipii
RM 5 Tipi
RM 6 Tiipii

19,83 l x (n + 3)
19,83 pl x (n + 3)
19,83 pl x (n + 3)
19,83 pl x (n + 3)
19,83 l x (n + 3)
19,83 pl x (n + 3)

0,17 ul x (n + 3)
0,17 pl x (n + 3)
0,17 pl x (n + 3)
0,17 pl x (n + 3)
0,17 ul x (n + 3)
0,17 pl x (n + 3)

* n = DNA 6rneklerinin sayisi. n deg@eri altiyi asmamalidir guinki bir calismada kullanilabilecek maksimum 6rnek
sayisi altidir. PCR kurulumu ve kontroller icin yeterli farki saglamak adina fazladan l¢ reaksiyon eklenir.

4. Ana karisim tlipinin kapagini kapatin ve ana karisimi iyice karigtirmak igin tipi 10 kez
ters cevirin. Karigimin tiiptin alt kisminda toplanmasi kisa sureligine santrifjleyin.

5. Ana karisimlar hazir olduktan hemen sonra, uygun sayida PCR 4-strip tlpUni
(her stripte dort tiip bulunur; PCR 4 strip tlpleri birlikte verilmez) Tablo 4 Uzerinde yer
alan diizene goére yikleme bloguna yerlestirin. Strip tlplerinin kapagini kapatmayin.
Her bir PCR strip tlipine hemen 20 ul uygun ana karigim ekleyin.
Not: Kapaklari, gerekinceye kadar plastik kap iginde tutun.

Not: Reaksiyon karigimlarini hazirlarken tup dizeni icin bkz. Tablo 4.
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Tablo 5. PIK3CA mutasyonlarinin tespit edilmesi igin yiikleme blogundaki galigtirma diizeni

Kontroller Ornek numarasi
Tahlil

PC NTC 1 2 3 4 5 6 7
RM 1 Tipu | 1 9 17 25 33 41 49 57 E
RM 2 Tapl | 2 10 18 26 34 42 50 58 E
RM 3 Tipu | 3 11 19 27 35 43 51 59 E
RM 4 Tipi | 4 12 20 28 36 44 52 60 E
RM 5 Tipii | 5 13 21 29 37 45 53 61 =
RM 6 Tipii | 6 14 22 30 38 46 54 62 E
= = E E = = = = = =
E E E E E E E E E E

Not: Her bir tlpiin toplam reaksiyon hacmi 25 pl olmalidir (Tablo 4 dogrultusunda hazirlanmis 20 pl ana karigima ek
olarak 5 yl NTC/6rnek/PC). Sayilar, yiukleme blogu igindeki konumlari gésterir ve nihai rotor konumunu belirtir.
E: Bos.

6.

NTC tuplerine (9-14 tip konumlari) hemen 5 pl Sablonsuz Kontrol icin Su ekleyin ve

tuplerin kapagini kapatin.

. Ornek tiiplerine her bir DNA érneginden 5'er pl ekleyin ve drnekten drnege capraz

kontaminasyonu 6nlemek igin her 6rnegi ekledikten sonra tlplerin kapagdini hemen
kapatin.

. PC tuplerine (1-6 tip konumlari) PIK3CA Pozitif Kontrolden 5 pl ekleyin ve tiplerin

kapagini kapatin.

. Her bir PCR 4 strip tiipi igindeki en diisiik numarali konumda bulunan ilk tiiplerin

kapaklarini kalici bir kalemle isaretleyerek (6rn. 1, 5 ve 9 konumlar), tiiplerin Rotor-Gene

Q MDx 5plex HRM cihazindaki 72 kuyulu rotor igine yiklenecegi yonu belirtin.

. Tim PCR 4 strip tiipleri, calistirma diizenine gore (Tablo 5 ve Sekil 5) 72 kuyulu

rotorun uygun konumlarina yerlestirin. Tlplerin, 72 kuyulu rotor icinde dogru
konumlara aktarilmasini saglamaya 6zellikle dikkat edin (72 kuyulu rotordaki tlip
konumu, ylikleme blogundaki tip konumuyla ayni olmalidir).
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Not: Rotordaki kullaniimayan tim konumlar kapakli ve bos tlplerle doldurulmalidir.
Boylece, Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazinin termal verimliligi korunmus olur.

PC NTC S1 S2 S3 S4 S5 S6 Bos
PIKSCA Reaksiyon —_ 9 17 25 33 41 49 57 6s( )
Karigimi 1 "
PIK3CA Reaksiyon N
plksca s @ o@ QO »Q QO «Q O »Q «O
PIK3CAReaksyon — — 3 @ () w() s() a s() () ()
Karigimi 3 A J K,) o ,) \ ( >, v
PIK3CA Reaksiyon 4 12 20 28 38 44 52 80 ()
Karigimi 4 Nt
pogsan @ 1@ 2O »Q »O «O 2O «O «O
Karisimi 5 —
PIK3CA Reaksiyon - 4 O 14 O 22 O 30 O as O 46 O 54 O 62 O 70 )
Karisimi 6 -4
N\ Pt EN o N i / \ N\
Bos =+z{ ) asg ) =2 ) el ) =% .\7_) 7( ) ss5(_ 63 (_,/‘ n()
Bo: —higi ) ) () & &® O & C >
$ 8 () 16( ) () 32( ) () «( ) s6( ) & 72(_)

TPRYO

Konum 1

Sekil 5. therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ile deney igin plaka ve rotor kurulumu. PC: Pozitif Kontrol. S: DNA
6rnegi. NTC: Sablonsuz kontrol (su).
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DIKKAT

A

Tupler, rotora Sekil 5 ile gosterildigi sekilde yerlestiriimelidir
¢unkt Tahlil Profilindeki otomatik analiz seti bu dizene goére
ayarlanmistir. Farkli bir diizen kullaniimasi durumunda anormal

sonuglar ahinir.

11. Hemen 72 kuyulu rotoru Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazina yerlestirin. Kilitteme
halkasinin (Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihaziyla birlikte verilir) calisma sirasinda

tlpleri sabitlemek igin rotorun Ustline yerlestirildiginden ve cihaz kapaginin kapali

oldugundan emin olun.

12. Calismay!i baslatmak igin sonraki bélimde "PIK3CA mutasyon analizi galismasi

gerceklestirme" basliginda verilen talimatlari izleyin.
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PIK3CA mutasyon analizi galismasi gergeklestirme

13. Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazina bagh dizlstl bilgisayarin masatistiinde

bulunan Rotor-Gene AssayManager v2.1 simgesine “'W Gift tiklayin.

14. "Setup" (Kurulum) ortami varsayilan olarak gorunttlenir. Yeni bir galisma listesi
olusturmak igin New manual worklist (Yeni manuel calisma listesi) 6gesine tiklayin
(Sekil 6).

Awallable wock lits | Manage o apply woek lists

e

[T ————

Famean

| [ e : —r— 2

B Closed Mose

Sekil 6. Yeni manuel galisma listesi ayarlama. 1 = "Setup” (Kurulum) sekmesi, 2 = "New manual work list"
(Yeni manuel ¢alisma listesi).
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15. Ana pencerenin sol kismindaki "Assays" (Tahliller) sekmesini segin. Ornek
tipine bagh olarak, kullanilabilir tahlil profilleri listesinden, doku érnekleri
icin therascreen_PIK3CA_FFPE Assay Profile, plazma érnekleri igin ise
therascreen_PIK3CA_Plasma Assay Profile tiklayin ve tahlil profilini segmek igin mavi
oka tiklayin. Tahlil profilinin adi kisaltiimigsa tam adini gérmek icin imleci tahlil profili
lUzerine getirin (Sekil 7).

DIKKAT Numune tipi igin dogru Tahlil Profilinin segildigini kontrol edin.

e —

Sekil 7. Yeni manuel caligma listesi ayarlama: Tahlil profili adini segme. 1 = "Assays" (Tahliller) sekmesi,
2 ="therascreen_PIK3CA_FFPE" veya "therascreen_PIK3CA_Plasma" se¢iminin yapilabildigi kullanilabilir tahlil
profilleri, 3 = Tahlil profilini secin.

Lo b —
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16. "Selected assay profiles" (Segilen tahlil profilleri) penceresine, ¢alisma kontrollerinin
sayisini harig tutarak, test edilecek test 6rneklerinin sayisini girin (Sekil 8).

o
m PR— —
e = —
o T T T H
e
-

= S | P
o

Sekil 8. Create work list (Galigma listesi olustur) ana penceresi. 1 = Ornek sayisini ekleyin.
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17. "Kit Information" (Kit Bilgileri) sekmesine tiklayin. Enter kit information manually
(Kit bilgilerini manuel olarak girin) 6gesini secin ve asagdidaki kit bilgilerini girin (Sekil 9):
® Kit bar code (Kit barkodu)
Material number (Materyal numarasi)
Lot number (Lot numarasi)

Kit expiry date (Kit son kullanma tarihi)

Create work list | Edit Kit information

ot vt e seomcion | [ rom | e |
Sekil 9. Create work list (Caligma listesi olustur) ana penceresi. 1 = "Kit information" (Kit bilgileri) sekmesi,
2 = Kit bilgilerini girin.
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18. Ornek bilgilerini girmek igin "Samples” (Ornekler) sekmesine tiklayin. Ornek adlarini
manuel olarak girin (Sekil 10).

Not: Rotor-Gene AssayManager galismasini baslatmadan 6nce dogru 6rnek adlarinin
girildiginden emin olun.

oG o
3

Create work ist | Exit samples

Pes | [ [t o s St s

Foet et Expert Soeadcose | Mesel - ——
@ Cloned oo

Sekil 10. Create work list (Caligma listesi olustur) ana penceresi. 1= "Samples" (Ornekler) sekmesi, 2 = Ornek
adlarinin girilmesi.
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19. "Properties" (Ozellikler) sekmesine tiklayin ve galigma listesinin adini girin. Calisma
listesinin adini girdikten sonra is editable (diizenlenebilir) ve work list is complete
(calisma listesi tamamlandi) onay kutularinin isaretli oldugundan emin olun. Calisma
listesini uygulamak icin sag alt kosedeki Apply (Uygula) 6gesine tiklayin. Yeni bir
pencere gorundr (Sekil 11).

T———
= 2

1

3

e e ) e e et 4

]

Sekil 11. Create work list (Caligma listesi olustur) ana penceresi. 1 = "Properties" (Ozellikler) sekmesi,
2 = Galisma listesi adinin giriimesi, 3 = "is editable" (diizenlenebilir) ve "work list is complete" (calisma listesi
tamamlandi) onay kutularini segin, 4 = "Apply" (Uygula).
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20. Deney adini Experiment name (Deney adi) alanina girin. Kullanilabilir dénguleyiciler
listesinden bir donglileyici segin ve Ring attached (Halka takili) onay kutusunun isaretli

oldugundan emin olun ($ekil 12).

Tum adimlar uygulandiktan sonra Start run (Calismayi baslat) 6gesine tiklayin. Ekranin

sol Ust kismindaki RGQ simgesi yesile donerek calismanin baglatildigini gésterir.

Apply work lisi "WORKLIST_A_ 030115

Croersetecion

[—— [p— — T

r— [r— o [e ] e }—3

Cycer demitn

St Oppestventpmer Cruweme

T o0

Sekil 12. Caligma listesini uygulama ve galismayi baslatma. 1 = Deney adini girin, 2 = Cihaz segimi,
3 ="Ring attached" (Halka takili) onay kutusunun segili oldugundan emin olun, 4 = Calismayi baslatin.
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Not: "Cycler" (Dénglleyici) simgesinin gérinim, ilerlemeye ve ¢alismanin sonucuna
bagl olarak degisir. Bu donguleyici simgelerinin tam agiklamalarini, Rotor-Gene
AssayManager v2.1 Core Application Kullanim Kilavuzu belgesinde bulabilirsiniz.

Ornek déngiileyici simgeleri Sekil 13 izerinde gdsterilmistir.

ilerleme Gostergesi GCalisma durdu
Déngiileyici Ddnglleyici Calisma ("Stop Process" (Islemi
bosta ilerleme gdstergesi galisma basariyla Durdur) segenegine
ilerlemesini gosterir tamamland;  tklandiginda veya bir
hata olustugunda)
il
(E.
Cycler 1 Cycler 1
Dénglileyici Donguileyici etkin Gegersiz Calisma durdu ve
cevrimdigl dogrulama dongiileyici cevrimdigi

Sekil 13. Goriintiilenebilecek dongiileyici simgeleri.
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21. Galisma tamamlandiginda Finish run (Calismay! bitir) 6gesine tiklayin. "Release and

go to approval” (Serbest birak ve onaya git) iletisim penceresi acilir (Sekil 14).

Not: Calisma sirasinda, amplifikasyon egrileri gercek zamanl olarak goriintilenir ve
guincellenir. Sol alt kisimdaki bir ilerleme gostergesi kalan sureyi gosterir.

Onemli: Galisma devam ederken pencereyi kapatmayin.

Dénglileyici bosta Calisma bagladi Calisma bitti

(=) =
Cycler 1

Déngileyi Cycler 1

ci simgesi
llerleme Gostergesi
I_!erleme ) _ Remaining time Ready
gostergesi E

Diigme etketi - N

Sekil 14. Caligsmay bitirme. 1 - "Finish run" (Calismayi bitir).
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22. "Approval" (Onay) sekmesine girmek ve Rotor-Gene Q cihazini serbest birakmak igin
Release and go to approval (Serbest birak ve onaya git) 6gesine tiklayin (Sekil 15).
Ekranin sag Ust kismindaki RGQ simgesi yesilden maviye dénerek cihazin bagka bir
galisma yapmaya hazir oldugunu gosterir. Calismanin basarili veya basarisiz
olmasindan bagimsiz olarak ¢alisma serbest birakilmali ve onaylanmalidir.
Rotor-Gene AssayManager'da sunulan olasi arizalar ve hata kodlarinin bir listesi igin
Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application Kullanim Kilavuzu ve Rotor-Gene

AssayManager v2.1 Gamma Plug-in Kullanim Kilavuzu belgelerine bakin.

Position Name Run status
[ ] Chicago Run Successful

Experiment name

Experiment_1_030119

Errors during run

Comment

Sekil 15. "Finish Run" (Galismayi Bitir) acilir penceresi. 1 = "Release and go to approval" (Serbest birak ve
onaya git).
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23. Onay ortaminin "Assay selection" (Tahlil segimi) kisminda deneyi segin ve Start

approval (Onay baglat) 6gesine tiklayin (Sekil 16).

Assay selection

»

[ Experiment - Assay # samples |Operator Run date Status

Expenment_1_030119 therascreen_PIK3CA_FFP. 6| Gina Doe 03/01/2019 14:29:41

e —*

Sekil 16. "Onay" ortaminda serbest birakma iglemini baglatma. 1 = Onaylanmak Uzere segilen tahlil, 2 = "Start
approval" (Onayi baslat).

"Raw data" (Ham veriler), "Processed data" (Islenmis veriler), "Experiment" (Deney),
"Assay" (Tahlil) ve "Audit trail" (Denetim izi) bilgilerini "Plots and information" (Grafikler
ve bilgiler) béliminde bulabilirsiniz (1). Tahlil sonuglarini "Results" (Sonugclar)
béliminde bulabilirsiniz (2).

Pozitif Kontrol ve Sablonsuz Kontrol kabul edilebilir bir aralik dahilindeyse "Sample
Status" (Ornek Durumu) siitununda Valid (Gegerli) durumu raporlanir. Aksi takdirde

Invalid (Gegersiz) 6rnek durumu raporlanir.
Calisma kontrollerinden herhangi biri basarisiz olursa galisma gegersiz kilinir. Tim
ornekler ASSAY_INVALID olarak isaretlenir.

Nasil ilerlenecegine iligkin talimatlar i¢cin bkz. "Rotor-Gene AssayManager v2.1

therascreen PIK3CA Assay Profile isaretleri" (sayfa 52).

46
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Not: Tahlil profili, otomatik tahlil ve 6rnek analizi ile sonu¢ yorumlamaya iliskin tim

kurallari igerir. Yazilim bu sayede, 6rneklerin ve kontrollerin gegerliligi veya

gegersizligini otomatik olarak degerlendirir.

24. Release/report data (Verileri gikar/raporla) 6gesine tiklayin. "Release/report data"

(Verileri ¢cikar/raporla) penceresi acilir (Sekil 17).
e v T T T U, e

Grafikler ve bilgiler alani

Sonuglar alani

Sekil 17. Tahlil sonuglar ana pencerelerine érnek. 1 = "Plots and information" (Grafikler ve bilgiler) alanindaki
"Experiment" (Deney) sekmesi. 2 = Results (Sonuglar) alani, 3 = "Release/report data" (Verileri ¢ikar/raporla).
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25. Deneyi argive kaydetmek ve bir LIMS c¢iktisi ile galisma raporu olugturmak icin OK
(Tamam) 6gesine tiklayin (Sekil 18). Calisma raporlari ve LIMS ¢iktilari varsayilan
rapor dizinine kaydedilir. Varsayilan dizin, "Configuration" (Yapilandirma)

sekmesindeki "Default data export directories" (Varsayilan veri diga aktarma dizinleri)
kisminda bulunabilir.

@ Release [ report data

Messages

After release, the test results are moved
to the archive. (2165157)

—

Sekil 18. "Release/report data™ (Verileri ¢gikar/raporla) penceresine 6rnek.
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26. Deney arsivinde saklanan bir deneyi goriintiilemek icin Archive (Arsiv) 6gesine tiklayin
ve "Filter Options" (Filtre Segenekleri) kismindaki arama kriterlerini kullanarak deneyi
arayin. Aramak icin Apply filter (Filtreyi uygula) 6gesine tiklayin. Goérintilemek
istediginiz deneyin yanindaki onay kutusunu isaretleyerek bir deney segin ve Show

assays (Tahlilleri géster) 6gesine tiklayin (Sekil 19).

T | e | )
e —

Sekil 19. "Experiment Archive" (Deney Arsivi) ana penceresine 6rnek. 1 = "Archive" (Arsiv) sekmesi, 2 = Arama
segenekleri, 3 = Deney adinin secilmesi, 4 = "Show assays" (Tahlilleri goster) sekmesi.
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Sonuclar

Analiz ve mutasyon sonuglari, galisma tamamlandiginda therascreen PIK3CA Assay Profile
tarafindan otomatik olarak ¢ikarilir. Asagidaki bilgiler, therascreen PIK3CA Assay Profile

analiz ve mutasyon sonuglarini nasil ¢ikardigini agiklamaktadir.

Analiz

Belirli bir reaksiyondan gelen floresansin, therascreen PIK3CA Assay Profile tarafindan
verilen 6nceden tanimli esik deg@eriyle kesistigi PCR dongilsi, Ct degeri olarak tanimlanir.
Cr degerleri, spesifik giren DNA miktarini ifade eder. Disuk Ct deg@erleri yiksek seviyede
DNA girdisini, yiiksek Ct degerleri ise dusuk seviyede DNA girdisini belirtir. Floresansin bu
Cr degerinde veya 6ncesinde esik degeriyle kesistigi reaksiyonlar pozitif olarak siniflandirilir.

DNA o6rnegini degerlendirmek icin Kontrol Reaksiyonu kullanilarak, elde edilen
Cr degerlerine dayali olarak, érneklerin analiz i¢in yeterli seviyede DNA igerip icermedigini
ve hangi érneklerin analizden 6nce seyreltiimesi gerektigini belirlemek mimkindur.

iigili Cr degerlerini belirlemek lzere farkli mutasyon reaksiyonu karigimlari kullanarak
ornekleri degerlendirmek, therascreen PIK3CA Assay Profile, asagidaki denklemi kullanarak

6rnegin ACr degerini belirlemek Uzere bir hesaplama yapmasina olanak tanir:

ACt = [mutasyon tahlili Ct degeri] — [kontrol tahlili Ct degeri]
therascreen PIK3CA Tabhlil Profili, 6nceden belirlenen analitik Ct ve ACt degerlerine dayali
olarak, DNA 6rneklerinin mutasyon durumunu kalitatif olarak belirler ve érneklerin

mutasyon igerip icermedigini raporlar.

Calisma kontrolleri (PC, NTC ve IC), kabul edilebilir Ct degerleri alindigindan ve

reaksiyonlarin basariyla gergeklestirildiginden emin olmak adina degerlendirilir.
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Ornek Kontrol Cr degerinin kabul edilebilir araligin altinda olmasi, DNA girdisinin gok yliksek
oldugu ve 6rnegin, sayfa 52, "Rotor-Gene AssayManager v2.1 therascreen PIK3CA Assay

Profile isaretleri" bagliginda agiklandigi gibi seyreltiimesi gerektigi anlamina gelir.

Tudm bu degerlendirmeler otomatik olarak gergeklestirilir ve manuel yorumlama gerektirmez.
Sistem, calisma gegerlilik ve 6rnek gecerlilik kriterlerini otomatik olarak kontrol eder ve
gegersiz 6rnek veya gegersiz c¢alisma s6z konusu oldugunda mutasyon durumunu
raporlamaz.

Rotor-Gene AssayManager v2.1 yazilimi, ilgili tahlil profilinde tanimlanan normalizasyon,
ornek ve tahlil kurallarn gibi temel analiz algoritmalari dogrultusunda, tum ilgili analiz
sonuglarini birlestirerek her bir biyobelirte¢ icin sonucu belirler.

Asagidaki sonuglar ayri bir érnege atanabilir:

o PIK3CA Mutation Detected (PIK3CA Mutasyonu Tespit Edildi)
® No Mutation Detected (Hicbir Mutasyon Tespit Edilmedi)

® INVALID (Gegersiz): Analiz sirasinda 6rnege, Rotor-Gene AssayManager v2.1 yazilimi
tarafindan, hedef sonucunu "INVALID" (Gegersiz) olarak ayarlamak tzere tanimlanmis
bir veya birden fazla isaret atanirsa.

Not: Calisma sirasinda bir hata gergeklesmisse Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM cihazindaki
orneklerin imha edilmesi ve yeniden test edilmemesi gerekir.
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Rotor-Gene AssayManager v2.1 therascreen PIK3CA Assay Profile
isaretleri

Rotor-Gene AssayManager v2.1 Gamma Plug-in ile ilgili tim olasi isaretler, Rotor-Gene
AssayManager v2.1 Gamma Plug-in Kullanim Kilavuzu belgesinde listelenmistir.

Tablo 6, therascreen PIK3CA Assay Profile'lar tarafindan olusturulabilecek olasi isaretler,

anlamlari ve yapilmasi gereken eylemleri sunmaktadir.

isaret adlari, kitin etkilenen bileseni, etkilenen érnek veya kontrol ve hata modu hakkinda

bilgi vermek Uzere yapilandiriimigtir.
Ornegin:

® PC_CTRL_ASSAY_FAIL = Pozitif Kontrol (PC), Kontrol Tahlili (CTRL_ASSAY)
basarisiz oldu (FAIL)

e NTC_INT_CTRL_FAIL = Sablonsuz Kontrol (NTC), Dahili Kontrol (INT_CTRL)
basarisiz oldu (FAIL)

® SAMPLE_CTRL_HIGH_CONC = Ornek (SAMPLE), Kontrol Tahlili (CTRL) Yiksek
Konsantrasyona sahip (HIGH_CONC)
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Tablo 6. PIK3CA Assay Profile'lar tarafindan kullanilan yazilim igaretleri

isaret Anlami

Eylem

IC_ABOVE_ACCEPTED_RANGE Gegersiz galisma.
PC veya NTC tlplerindeki IC
degeri spesifikasyon
araliginin tzerindedir.
Gegersiz 6rnek.

Ornekteki IC, spesifikasyon
araliginin Gzerindedir.

(PC)_ABOVE_ACCEPTED_RANGE Gegersiz calisma.
PC, spesifikasyon araliginin
Uzerindedir.
(PC)_BELOW_ACCEPTED_RANGE Gegersiz galisma.
PC, spesifikasyon araliginin
altindadir.
IC_BELOW_ACCEPTED_RANGE Gegersiz galisma.

PC veya NTC tlplerindeki IC,
spesifikasyon araliginin
altindadir.

Gegersiz 6rnek.

Ornekteki IC, spesifikasyon
araliginin altindadir

UNEXPECTED_CT_VALUE Gegersiz galisma.
NTC'de Cr degeri tespit
edilmistir.

NO_CT_VALUE Gegersiz PC veya IC.

PC igin PC tiiplerinde veya
IC igin PC ve NTC tiplerinde
Cr degeri yoktur.

Gegersiz o6rnek.

Ornekte Cr degderi yoktur.

Calismay tekrarlayin.

Ornegi bir defa yeniden test edin;
yeniden test edildikten sonra 6rnegin

IC Cr degeri yine kabul edilebilir araligin
lzerinde olursa 6rnegi yeniden ekstrakte
edin. Ornegin IC degeri, yeniden
ekstraksiyondan ve iki test
calismasindan sonra yine kabul edilebilir
araligin uzerinde olursa 6rnek, stipheli
olarak raporlanmalidir.

Calismay tekrarlayin.

Calismay tekrarlayin.

Calismay tekrarlayin.

Ornegi bir defa yeniden test edin;
yeniden test edildikten sonra 6rnegin

IC Cr degeri yine kabul edilebilir araligin
altinda olursa 6rnegdi yeniden ekstrakte
edin. Ornegin IC degeri, yeniden
ekstraksiyondan ve iki test
calismasindan sonra yine kabul edilebilir
araligin altinda olursa 6rnek, stipheli
olarak raporlanmalidir.

Calismay tekrarlayin.

Calismay tekrarlayin.

Ornegi bir defa yeniden test edin.
Yeniden testten sonra 6rnek IC Cr
degeri alinamazsa 6rnegi yeniden
ekstrakte edin. Yeniden ekstraksiyondan
ve iki test calismasindan sonra 6rnek IC
degeri alinamazsa 6rnek, stupheli olarak
raporlanmalidir.

Tablonun devami bir sonraki sayfadadir
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Tablo 6. PIK3CA Assay Profile'lar tarafindan kullanilan yazilim igaretleri, devami

isaret

Anlami

Eylem

DNA_INPUT_TOO_HIGH

ABOVE_ACCEPTED_RANGE

T1_CONTROL_NO_CT_VALUE

Gegersiz 6rnek.

Ornek Kontrol Cr degeri
Kontrol galisma araliginin
altindadir.

Gegersiz 6rnek.

Ornek Kontrol Cr degeri
Kontrol galisma araliginin
Uzerindedir.

Gegersiz 6rnek.

Ornek kontrol tiiplerinde
Cr degeri yoktur.

Ornek asirn konsantredir ve seyreltiimelidir.
Sayfa 54, "Kontrol Cr degeri" basliginda yer
alan talimatlari izleyin.

Ornegi bir defa yeniden test edin; yeniden
test edildikten sonra Kontrol Cr degeri yine
Kontrol ¢alisma araliginin tizerinde olursa
ornedi yeniden ekstrakte edin. Kontrol Ct
degeri, yeniden ekstraksiyondan ve iki test
calismasindan sonra yine Kontrol ¢calisma
araliginin izerinde olursa drnek, stipheli
olarak raporlanmalidir.

Ornegi bir defa yeniden test edin. Yeniden
test edildikten sonra 6rnegin Cr degeri
alinamazsa 6rnegi yeniden ekstrakte edin.
Yeniden ekstraksiyondan ve iki test
calismasindan sonra 6rnegin Cr degeri
alinamazsa 6rnek, slipheli olarak
raporlanmalidir.

Not: Yeniden test edilen bir érnek, tekrar sonrasinda farkli bir gerekgeyle gecgersiz olursa

yine de ikinci tekrar

gerceklestiriimelidir.

Kontrol Ct degeri

olarak siniflandirihr ve ©rnegin yeniden ekstraksiyonu

Gegersiz ornek igin, Kontrol Ct degerinden kaynakl olan iki olasi isaret mevcuttur:

e DNA_INPUT_TOO_HIGH: Ornek agiri konsantredir ve mutasyon tahlillerinde agiri

ylklemeye neden olacaktir. Gegerli bir 6rnek sonucu elde etmek igin érnegin

seyreltiimesi gereklidir. Ornekler, yari yariya seyreltme sonucunda Cr degderinin

1 artacag temel alinarak seyreltilmelidir. Ornekler kit icinde verilen su kullanilarak

seyreltiimelidir (Dilisyon Suyu [Dil.]).
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Gerekli Kontrol Ct degisimini (Xr) hesaplamak ve gerekli dilisyon faktérini kestirmek
(Tablo 7) igin:

Xr = 25 — X (FFPE numuneleri)

Xr = 27 — X (plazma numuneleri)

Burada 25 (FFPE numuneleri igin) veya 27 (plazma numuneleri i¢in) degerleri,
seyreltilen érnek icin hedef Kontrol Ct degderine gére verilmig olup X degeri,

seyreltilecek drnegin fiili bir Kontrol Ct degeridir.

X tam say! degilse sonraki tam sayiya yuvarlayin. Ornegin, 2,1 degeri 3,0'a yuvarlanr.

Bu deger Xr degeridir. Gerekli diliisyon faktorinl Tablo 7 yardimiyla belirleyin.

Tablo 7. Diliisyon faktoriiniin hesaplanmasi

Xr Diliisyon faktori Ornek orani Dil. orani
1 2 kat 1 1

2 4 kat 1 3

3 8 kat 1 7

4 16 kat 1 15

5 32 kat 1 31

6 64 kat 1 63

7* 128 kat 1 127

8* 256 kat 1 255

*

Yalnizca plazma igin.

e ABOVE_ACCEPTED_RANGE ve T1_CONTROL_NO_CT_VALUE: DNA miktari

mutasyon analizi igin yeterli degildir. Yeterli miktarda DNA elGati (>30 pl) bulundugunda
ornegi yeniden test edin. Yeniden test sonrasinda DNA miktari hala yetersizse yeni
FFPE kesitlerinden veya yeni bir plazma numunesinden yeniden ekstraksiyon yapin.
Bu mimkiin degilse 6rnek, stipheli olarak raporlanmalidir.
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Performans Ozellikleri: Doku Numuneleri

Analitik performans: Doku numuneleri

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit'in spesifik performans o6zellikleri, meme kanseri
hastalarindan alinan FFPE doku numuneleri ve tahlil tarafindan tespit edilen, bilinen PIK3CA
mutasyonlari barindiran 12 FFPE insan hiicre hatti numunesine (FFPE hiicre hatt
numuneleri) ek olarak, bir adet PIK3CA yabani tip numunenin (ekson 7, 9 ve 20'de
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit tarafindan higbir mutasyonun tespit edildigi 6ne

surilmemistir) kullanildigi caligmalarla belirlenmigtir.

Bos ornek siniri (Limit of Blank, LoB): Doku numuneleri

LoB, CLSI yonergesi EP17-A2'de, "bos bir drnek igin gdzlemlenmesi muhtemel olan (olasihk
degeri belirtilerek) en ylksek 6lgim sonucu" olarak tanimlanmistir. therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit igin bu deger, mutasyon negatif drneklerin Ust %95'lik dilimine karsilik gelen
veri noktasidir. LoB, (i¢ therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit lotunun her biri igin 6rnek basina
cift olarak test edilen 56 ayr klinik yabani tip FFPE numunesinin (30 RES numunesi ve
26 CNB numunesi) analiziyle belirlenmistir ve toplamda 336 veri noktasi elde edilmistir.
Mutasyon tahlillerinden her birinin, therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit tarafindan tespit
edilen LoB degerlerinin (ACt bakimindan), her bir tahlil igin belirlenen ACt esik degerlerinin
Uzerinde oldugu dogrulanmistir ve asagidaki tabloda, elde edilen yanhs pozitif sonug
oranlariyla birlikte 6zetlenmigtir.
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Tablo 8. LoB sonuglarinin 6zeti

Ekson Mutasyon Baz degigimi LoB (AC+ degeri) Yanlis pozitif
sonug orani (%)
7 C420R 1258T>C 7,57 0,94
9 E542K 1624G>A 5,09 1,88
E545A 1634A>C 13,03 0,00
E545D 1635G>T 9,19 0,31
E545G 1634A>G 13,03 0,00
E545K 1633G>A 6,74 1,57
Q546E 1636C>G 13,03 0,00
Q546R 1637A>G 8,72 0,00
20 H1047L 3140A>T 12,63 0,94
H1047R 3140A>G 9,80 1,25
H1047Y 3139C>T 7,61 0,63

Tespit sinirt (Limit of Detection, LoD): Doku numuneleri

11 PIK3CA mutasyonunun her birinin LoD degerini belilemek amaciyla bir galisma
yuratilmustir. LoD, mutant bir 6rnegdin, test sonuglarinin %95'inde mutasyon pozitif sonuglar
(Cos) verdigi yabani tip bir DNA arka planindaki en disik mutant DNA miktar olarak
tanimlanmistir. therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit'in 11 PIK3CA mutasyon tahlilinin LoD
degerleri MAF olarak raporlanmistir. Her bir mutasyonun LoD degerini belirlemek amaciyla,
farkli mutasyon yuizdelerine sahip meme kanseri FFPE klinik numuneleri veya FFPE hiicre
hattt DNA's1, FFPE klinik yabani tip bir arka planda seri dilisyon yapilarak, disik DNA
girdisinde hazirlanmistir. Her bir PIK3CA mutasyonu igin dogru sonuglarin yiizdesi, Gg farkl
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit lotu kullanilarak, her bes ila alti MAF seviyesi igin lot
basina test edilen 24 tekrar ile, dilisyon seviyeleri genelinde degerlendirilmistir. Her bir
tahlilin LoD degeri, bir "probit" yontemi kullanilarak hesaplanmigtir (Tablo 9). Her bir
mutasyon igin nihai LoD degeri, tim therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit lotlari genelinde
elde edilen en yuksek deder (MAF bakimindan) olarak belirlenmistir. LoD'yi dogrulamak igin,
belirlenen LoD degerindeki mutasyon o6rnekleri test edilmis ve pozitif test orani,

tekrarlanabilirlik ve yeniden uretilebilirlik calismasiyla dogrulanmistir.
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Tablo 9. Doku numunelerinin, FFPE klinik numunelerinden ve FFPE hiicre hatti numunelerinden elde edilen
diigiik DNA girdili 6rnekler kullanilarak belirlenen LoD degerleri

Ekson Mutasyon COSMIC* ID Baz degisimi LoD (% MAF)
7 C420R 757 1258T>C 2,411
9 E542K 760 1624G>A 5,47+
E545A 12458 1634A>C 3,54
E545D 765 1635G>T 2,69*
E545G 764 1634A>G 4,98t
E545K 763 1633G>A 4,13%
Q546E 6147 1636C>G 4,501
Q546R 12459 1637A>G 6,08%
20 H1047L 776 3140A>T 2,56%
H1047R 775 3140A>G 3,13
H1047Y 774 3139C>T 14,04t

MAF: Mutant allel frekansi.

* COSMIC: Kanserde somatik mutasyonlar katalogu: https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic.
T LoD degerleri, hiicre hatti numunelerinden elde edilen DNA kullanilarak belirlenmistir.
+ LoD degerleri, klinik numunelerden elde edilen DNA kullanilarak belirlenmistir.

Genomik DNA girdi araligi: Doku numuneleri

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, spektrofotometri ile belirlenen belirli bir DNA
konsantrasyonu kullanmaz. DNA girdisi, dérnekte yeterli miktarda amplifiye edilebilir DNA

bulundugunu gdstermek igin kullanilan Kontrol Reaksiyonu Ct sonucuna dayaldir. Kontrol

Cr calisma araligi, 107 veri noktasi saglayan toplam 20 yabani tip FFPE klinik numunesi

kullanilarak belirlenmistir. Kontrol Ct c¢alisma aralidi, hesaplanmis tolerans araliklari

kullanilarak belirlenmistir.

belirlenmistir.

Kontrol reaksiyonu Ct arahgi, 23,23 - 33,38 Cr olarak
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https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic

ACr esik degerleri: Doku numuneleri

Tahlil esik degeri, bir érnegin bir PIK3CA mutasyonu bakimindan pozitif olarak mi yoksa
negatif olarak mi siniflandirilacagini belirlemede kullanilan spesifik bir ACt degeridir. Esik
degerinde veya esik deg@erinin altinda ACt degerleri saglayan érnekler PIK3CA mutasyonu
pozitif (PIK3CA Mutasyonu Tespit Edildi) olarak, esik degerinin lzerinde ACt degerleri
saglayan Ornekler ise PIK3CA mutasyonu negatif (Higbir Mutasyon Tespit Edilmedi) olarak
siniflandinlir. Her bir mutasyon igin esik deg@erlerini belirlemek amaciyla, hiicre hatti
numuneleri, klinik numuneler ve 6nceden ekstrakte edilmis hicre hattt DNA'sinin bir karigimi
kullaniimigtir. Esik degerleri, su parametreler dikkate alinarak segilmistir: yanlis pozitif orani,
yanlis negatif orani ve tahlil duyarliligi.

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit dahilindeki her bir tahlilin esik degeri Tablo 10 Gzerinde
gOsterilmektedir.

Tablo 10. Doku numunelerinden elde edilen DNA test edilirken her bir mutasyon tahlili icin esik degerleri

Tahlil Esik degeri (AC7)
C420R <6,0
E542K <4,8
E545A <10,0
E545D <7,5
E545G <9,5
E545K <6,5
Q546E <10,0
Q546R <7,0
H1047L <10,0
H1047R <7,0
H1047Y <6,2
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DNA girdisinin ACt degerlerine etkisi (dogrusallik): Doku numuneleri

DNA girdi seviyesi, PIK3CA kontrol reaksiyonundaki Ct degerleri ile belirlendigi gibi, bir
ornekteki toplam amplifiye edilebilir DNA miktari olarak tanimlanir. therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit performansinin, kontrol reaksiyonu Ct araligi (23,23 - 33,38) genelinde tutarh
oldugunu gostermek adina, mutasyon pozitif ornekler ile, Ust ve alt seviyeler Kontrol
Reaksiyonu Ct g¢alisma aralidinin (23,23 - 33,38 Cr) diginda olmak Uzere gesitli DNA girdi
seviyeleriyle 9 seviyeli bir seri dilisyon degerlendirilmistir. Bu ¢alismada t¢ farkli numune
tipi kullanilmigtir: kazima ile alinmis klinik FFPE numuneleri, hiicre hatti FFPE numuneleri
ve hicre hatlarindan énceden ekstrakte edilen gDNA. DNA girdisi degistirilirken MAF'ler
sabit tutulmustur. Her mutasyon igin 1 ve 9 dilisyon seviyelerine iliskin hedef Cr degerleri
sirasiyla yaklasik 23,00 ve 33,50 olmustur. Her iki degerin, kontrol reaksiyonu Ct araliginin
disinda olmasi hedeflenmistir.

Degerlendirme, therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit lotu kullanilarak ve her DNA seviyesi igin Ug
tekrar test edilerek gergeklestiriimistir. Veriler, dogrusal araligi belilemek (izere regresyon analizi
kullanilarak analiz edilmistir. Tahlilin DNA girdi aralii genelinde dogrusal oldugunun belirlenmesi
icin aralik genelinde, ACt degeri bakimindan hicbir degisiklik olmamalidir, yani istatistiksel olarak
6nemli olan higbir dogrusal, karesel veya kiibik etki s6z konusu olmamalidir. Genel olarak, farkli
toplam DNA girdi seviyelerinde Olglilen ACtdegerleri, therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit'in
calisma araligi genelinde, E542K, E545D, E545G, E545A, H1047Y, Q546E, C420R ve H1047R
mutasyonlari bakimindan tutarli olmustur. Diger bir deyisle, bu tahliller, test edilen tim modellerde
uygulanan dogrusal, karesel ve kibik etkiler bakimindan istatistiksel olarak énemli bir p degeri
(p>0,05) vermemigtir. Test edilen DNA girdisi araligi genelinde, E545K, Q546R ve H1047L
tahlilleri ACt bakimindan dogrusal degildir. 24,08 ile 31,02 arasi Ct de@erinde E545K tahlili igin
dogrusal bir aralik gézlemlenmistir. 24,28 ile 32,69 arasi Ct degerinde Q546R tahlili icin dogrusal
bir aralik g6zlemlenmistir. 25,74 ile 31,61 arasi Ct dederinde H1047L tahlili igin dogrusal bir aralik
g6zlemlenmistir. Bir galisma sonucunda, dogrusal olmayan etkilerin, E545K ve H1047L
tahlillerinin performansi (izerinde higbir etkisinin olmadigi belirlenmistir. Bununla birlikte, Q546R
tahlilinin performansi Uzerinde bir etki belirlenmistir; LoD'deki 6rnekler, DNA girdisi ylksek
oldugunda (yaklasik Kontrol Cr degeri 23) yanlis negatif sonug verebilmektedir ancak bunun
meydana gelme olasilidi %0,0052 gibi son derece dusuk bir degere sahiptir.
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Tahlil 6zgullugu (¢capraz reaktivite/6zgulltk): Doku numuneleri

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, alti ayri reaksiyon karisimindan olusur: PIK3CA genine
ait ekson 15'teki bir bdlgeyi tespit eden tekli bir Kontrol Reaksiyonu ve PIK3CA
mutasyonlarini tespit eden 11 mutasyon tahlili. Ozel olarak 7, 9 veya 20 eksonlarindaki
yabani tip PIK3CA sekansini dlgen bir reaksiyon mevcut degildir. therascreen PIK3CA RGQ
PCR Kit "No Mutation Detected" (Higbir Mutasyon Tespit Edilmedi) sonucu, pozitif mutasyon

sonuglarinin yoklugunda elde edilir.

Tahlil tarafindan tespit edilen mutasyonlar arasindaki gapraz reaktivitenin, analitik esik
degerlerinin belirlenmesinde dogru bir sekilde hesaba katilp katiimadigini degerlendirmek
adina, mutant pozitif klinik numuneler ve hiicre hatti numuneleri, therascreen PIK3CA RGQ
PCR Kit'in Ug¢ lotu, disuk DNA girdisi ve dusik %MAF ile yliksek DNA girdisi ve yuksek
%MAF degerlerinde cift olarak (toplamda 240 veri noktasi elde edilmistir) test edilmistir. Bu
calisma kapsaminda, E545D ile H1047R arasinda bir ¢capraz reaktivite 6rnegi ve C420R ile
H1047R arasinda bir capraz reaktivite 6rnedi gorulmustur. Ayrica, yuksek MAF drnegi
E545A ile H1047L arasinda, dort adet spesifik olmayan mutant amplifikasyonu 6rnegi
gorilmustir. Toplamda, 240 veri noktasinin 6'si spesifik olmayan mutant amplifikasyonu
sergilemigtir. Spesifik olmayan mutant amplifikasyonu sergileyen alti veri noktasi sporadik
olup ayni érnekten diger tekrarlarla tutarsizdir. Dolayisiyla bu sonuglar, ¢capraz reaktivite
sonucu olarak dikkate alinmamigtir. Bununla birlikte, H1047L ile H1047R arasinda PCR
capraz reaktivite gézlemlenmistir. Bu gapraz reaktivite tek yonlidur, yani ¢iftli bir H1047R ve
H1047L 6rnegdi yalnizca "H1047R Mutation Detected" (H1047R Mutasyonu Tespit Edildi)
olarak raporlanir. Bu kural, otomatik "therascreen_PIK3CA_FFPE" Assay Profile

algoritmasina da dahil edilmigtir.
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interferans: Doku numuneleri

Nekrotik dokunun etkileri

Meme kanseri FFPE numunelerindeki nekrotik doku iceriginin therascreen PIK3CA RGQ PCR
Kit performansi Uzerindeki olasi interferansini dederlendirmek igcin SOLAR-1'den FFPE klinik
numuneleri, hem therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit hem de yeni nesil sekanslama (next
generation sequencing, NGS) sonuglariyla analiz edilmigtir. Toplamda, NGS'ye gére mutant
negatif olan 180 PIK3CA numunesi ve NGS'ye gére mutant pozitif olan 199 PIK3CA numunesi
deg@erlendirilmis ve bunlar arasinda CNB ve RES numuneleri yer almistir. Bir patolog
tarafindan tanimlandidi sekilde ylizde nekroz, mutant negatif érnekler igin %0 — 10 ve mutant
pozitif érnekler igin %0 - 20 arasinda farklilik géstermistir.

Hem mutant pozitif hem de mutant negatif FFPE numuneleri igin 20 6rnek, beklenen NGS
sonuglariyla uyumsuz therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit sonuglari vermistir. Bu sonuglar,
%5'in altinda nekrotik icerige sahip 17 mutant negatif ve iki mutant pozitif drnekten ve %10'un
altinda nekrotik igerige sahip bir mutant negatif 6rnekten elde edilmistir. Dolayisiyla,
uyumsuz sonuglarin nekrozdan kaynaklanmis olmasi muhtemel degildir. Sonuglar,
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit'in, %20'ye kadar nekrotik doku igerigine sahip meme
kanseri FFPE numuneleriyle kullanimini desteklemektedir.

Hemoglobinin ve eksojen maddelerin etkileri

FFPE ekstraksiyon kitinden (eksojen bir madde) veya 6rnegin kendisinden (hemoglobin)
kaynakli olumsuz etkileme potansiyeli bulunan maddelerin tahlil performansina etkisi, her bir
mutantin, olumsuz etkileyen madde eklenmis ve kontrol eklenmis ekstraktlari arasinda
ACrt degeri karsilastirilarak ve yabani tip DNA 6rnekleri i¢in dogru sonuglar karsilastirilarak
Olclimustar.

DNA ekstraksiyonu isleminde mevcut olan test edilmis eksojen maddeler sunlardir:

e Parafin mumu

e Ksilen
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e Etanol

e Buffer ATL
® Proteinaz K
e Buffer AL

o Buffer AW1
e Buffer AW2

Olumsuz etkileyen eksojen maddelerin eklenecegi drnekler, 3x LoD'yi temsil eden bir MAF
degerinde beklenen ACt dederini elde etmek Uizere, dncelikle Ct 30,00 degerine normalize
edilmis ve ardindan, yabani tip ile (yine Cr 30,00 degerine normalize edilmig) seyreltilmistir.
Ekstraksiyon islemi sirasinda hemoglobin (olumsuz etkileyen endojen madde) eklenen
ornekler, mutasyon degerlendirmesinden énce Ct 30,00 degerine normalize edilmemis veya
3x LoD'ye seyreltiimemistir ancak ekstraksiyon sonrasinda hemen kullaniimigtir. Bunun
amaci, olumsuz etkileyen maddeden kaynaklanabilecek herhangi bir degiskenligi ortadan

kaldirmaktan kaginmaktir.

Calisma, bir test 6rnegi seti ve bir bos 6rnek setinin (eksojen maddeler igin Buffer ATE ve
hemoglobin i¢in su) hazirlanmasini gerektirmistir. Test drnegi seti, olumsuz etkileyen madde
eklenen tim mutant ve yabani tip 6rnekleri icermistir. Bog 6rnek seti, uygun bir kontrol maddesi
eklenen mutant ve yabani tip 6rneklerini icermistir. FFPE 6rnegi araciligiyla hangi maddelerin
giris yapacagini yansitmak adina, hemoglobin ile test edilen drneklere ekstraksiyon sirasinda
ekleme yapilmistir. Hemoglobinin test konsantrasyonu ve ekstraksiyon isleminde kullanilan
tahmini doku hacmi, CLSI yénergelerini (CLSI EP7-A2, Ek D, 2005, Klinik Kimyada interferans
Testi; Onaylanmis Yonerge) temel almistir. Hemoglobinin EPO7-A, Ek D, 2005 belgesinde
onerilen test konsantrasyonu 2 mg/ml'dir. Olumsuz etkileme potansiyeli bulunan eksojen
maddelerle test edilen orneklere, Cr 30,00 degerine normalizasyonun ve 3x LoD'ye
seyreltmenin ardindan, bir 6rnede, mimkin olan en yiksek seviyede (en koti vaka) olumsuz
etkileyen madde taginmasini (10x konsantrasyon) temsil eden bir konsantrasyonda ekleme
yapilmistir. Bir therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit lotuyla toplamda, her bir 6rnek/olumsuz
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etkileyen madde kombinasyonunun alti tekrari test edilmistir. Hem mutant hem de yabani tip
orneklerinde, tim mutasyon sonuglari beklendigi gibi olmustur. Ekleme yapilmis érnekler ve
kontrol érnekleri arasinda kayda deger bir fark gézlemlenen durumlarda bu fark, tahlilin kabul
edilebilir ara hassasiyeti dahilinde olmustur ve dolayisiyla tahlilin yapisal degiskenligine
atfedilebilir. Sonuclar, bu maddelerin therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit'in gelen sonuglarini

olumsuz yénde etkilemedigini gostermigtir.

Lotlarin birbiriyle degistirilebilirligi: Doku numuneleri

therascreen PIK3CA RGQ PCR System, DNA izolasyonu igin QlAamp DSP DNA FFPE
Tissue Kit'i, DNA'nin amplifikasyonu ve PIK3CA mutasyon durumunun tespiti igin ise
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit'i kullanir. Lotlar arasi yeniden Uretilebilirlik, tg QlAamp
DSP DNA FFPE Tissue Kit lotu ve U¢ therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit lotu kullanilarak
ortaya konmustur. Tim mutasyon pozitif ve yabani tip érnekler igin lotlar genelinde toplam
dogru sonug ylizdesi %96,8 (363/375) olmustur.

Numune kullanimi; Doku numuneleri

QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit'in yeniden Uretilebilirligi, dért adet PIK3CA mutant klinik
meme kanseri numunesi, alti adet PIK3CA mutant hiicre hatti numunesi ve bir adet yabani
tip klinik meme kanseri numunesi olmak tzere 11 FFPE numune blogundan alinan kesitler
kullanilarak incelenmistir. Her numune igin ekstraksiyonlar, iki operator tarafindan, (g tesiste
Ucli olarak gercgeklestiriimis ve numune basina toplam 18 veri noktasi elde edilmistir. Her
tesiste test islemleri, bir QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit lotu ve bir therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit reaktifleri lotu kullanilarak ydratiimastur. Alinan tim gecerli mutant ve yabani
tip numune sonuglari, beklenen toplam mutasyon durumu sonucunu (her numune igin dogru
sonu¢ = %100, 18/18) vermistir. Spesifik PIK3CA mutasyon sonuglari arasinda, dogru
sonuglarin orani %97,92 olmus ve bu sonug, therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit'in DNA
izolasyonunun 6n analiz adiminda yeniden Uretilebilirligini ve tekrarlanabilirligini

desteklemistir.
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Tekrarlanabilirlik ve yeniden Uretilebilirlik: Doku numuneleri

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit'in hassasiyeti ve yeniden Uretilebilirligi, FFPE klinik meme
kanseri numunelerinden ekstrakte edilen DNA, PIK3CA mutasyonlari E542K, E545G, E545K,
H1047L, H1047R ve Q546R bakimindan; hiicre hatti FFPE &rnekleri ise PIK3CA mutasyonlari
C420R, E545A, E545D, H1047Y, Q546E ve Q546R bakimindan test edilerek arastinimstir.
Calismaya, yabani tip FFPE klinik meme numuneleri de dahil edilmigtir (Tablo 11).

Tekrarlanabilirligi géstermek igin, iki mutasyon seviyesinde (LoD ve 3x LoD) érnekler, glinde
iki calisma halinde, Ug operatér tarafindan, ardisik olmayan 20 giin suresince gift olarak test
edilmis ve bir tesiste (Birlesik Krallik'ta bulunan), LoD degerinde E545A ve Q546R PIK3CA
mutasyonlarina sahip 6rnekler haric olmak Uzere 120 veri noktasi elde edilmistir. LoD
degerinde E545A ve Q546R mutasyonlarina sahip érnekler tekrarlanabilirligi géstermek adina,
alti giin boyunca, u¢ operatér tarafindan bir tesiste, iki calisma ve dort tekrar ile, toplamda
144 6lgum edilerek degerlendiriimigtir. Yeniden Uretilebilirlik icin, LoD degerinde E545A ve
Q546R PIK3CA mutasyonlarina sahip 6rnekler hari¢c olmak uzere, iki ilave tesis (her ikisi de
ABD'de bulunan) tarafindan, her bir ilave tesis igin ilave 60 veri noktasi elde etmek adina
10 glin boyunca, operatdr basina (tesis basina U¢ operatér) gunde iki calisma
gerceklestiriimistir. LoD degerinde E545A ve Q546R PIK3CA mutasyonlarina sahip érnekler
tekrarlanabilirligi gostermek adina, alti glin boyunca, Gi¢ operator tarafindan, iki calisma ve dort
tekrar ile, toplamda tesis basina 144 6lgiim ve (g tesiste toplam 432 6lguim elde edilerek iki
tesiste daha degerlendirilmistir. Her bir tesiste, érnekler iki therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit
lotu (¢ tesiste g lot) kullanilarak tesis edilmistir. DNA'yi FFPE numunelerinden ekstrakte
etmek icin bir ila iki QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit lotu kullanilmistir. Ornekler, yaklasik
30 degerinde bir kontrol Ct hedeflenerek, diigiik DNA girdi seviyelerinde hazirlanmistir.

Mutasyon pozitif 6rnekler, yalnizca kontrol reaksiyon karigimi ve ilgilenilen mutasyonun ilgili
reaksiyon karisimiyla calisilmistir. Yabani tip 6rnekler tim reaksiyon karigimlariyla
caligiimistir.

Her bir 6rnek igin tekrarlanabilirlik igin dogru sonuglarin orani, Tablo 11 (zerinde
gOsterilmektedir.
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Tablo 11. Tahlil tekrarlanabilirligi: FFPE doku numunelerinden elde edilen DNA 6rneklerinde test edilen
PIK3CA mutasyonlarina iliskin dogru sonuglarin orani

Gegerli .
Mutasyon sonuglarin Dogru Iki tarafli %95 CI
Ekson Mutasyon seviyesi kesirsel orani  sonuglar, % alt limiti
Uygulanamaz Yabani tip Uygulanamaz 108/120 90,00 83,18
LoD 120/120 100,00 96,97
7 C420R
3x LoD 120/120 100,00 96,97
9 E542K LoD 119/119 100,00 96,95
3x LoD 120/120 100,00 96,97
E545A LoD* 144/144 100,00 97,47
3x LoD 120/120 100,00 96,97
E545D LoD 120/120 100,00 96,97
3x LoD 120/120 100,00 96,97
E545G LoD 120/120 100,00 96,97
3x LoD 120/120 100,00 96,97
E545K LoD 118/120 98,33 94,11
3x LoD 120/120 100,00 96,97
Q546E LoD 120/120 100,00 96,97
3x LoD 120/120 100,00 96,97
Q546R LoD* 139/140 99,29 96,08
3x LoD 119/119 100,00 96,95
20 H1047L LoD 117/120 97,50 92,87
3x LoD 120/120 100,00 96,97
H1047R LoD 120/120 100,00 96,97
3x LoD 120/120 100,00 96,97
H1047Y LoD 117/120 97,50 92,87
3x LoD 120/120 100,00 96,97

NA: Uygulanamaz.

* LoD degerinde E545A ve Q546R PIK3CA mutasyonlarina sahip érnekler, alti gin boyunca, li¢c operator tarafindan
bir tesiste, iki calisma ve dort tekrar ile, toplamda 144 6lgiim edilerek degerlendirilmigtir.
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Tablo 12. Tahlil yeniden iiretilebilirligi: FFPE doku numunelerinden elde edilen DNA 6rneklerinde test edilen
PIK3CA mutasyonlarina iliskin dogru sonuglarin orani

Gegerli .
Mutasyon sonuglarin Dogru Iki tarafli %95 CI
Ekson Mutasyon seviyesi kesirsel orani  sonuglar, % alt limiti
Uygulanamaz Yabani tip Uygulanamaz 222/240 92,50 88,41
LoD 240/240 100,00 98,47
7 C420R
3x LoD 240/240 100,00 98,47
9 E542K LoD 237/239 99,16 97,01
3x LoD 240/240 100,00 98,47
E545A LoD* 431/432 99,77 98,73
3x LoD 240/240 100,00 98,47
E545D LoD 238/240 99,17 97,02
3x LoD 240/240 100,00 98,47
E545G LoD 240/240 100,00 98,47
3x LoD 240/240 100,00 98,47
E545K LoD 238/240 99,17 97,02
3x LoD 240/240 100,00 98,47
Q546E LoD 240/240 100,00 98,47
3x LoD 240/240 100,00 98,47
Q546R LoD* 421/424 99,29 97,95
3x LoD 239/239 100,00 98,47
20 H1047L LoD 230/240 95,83 92,47
3x LoD 240/240 100,00 98,47
H1047R LoD 240/240 100,00 98,47
3x LoD 240/240 100,00 98,47
H1047Y LoD 234/240 97,50 94,64
3x LoD 240/240 100,00 98,47

NA: Uygulanamaz.

* LoD deg@erinde E545A ve Q546R PIK3CA mutasyonlarina sahip érnekler, alti glin boyunca, Ui¢ operator tarafindan,
iki calisma ve dort tekrar ile, tesis bagina toplam 144 6lgim ve toplam 432 6lgim elde edilerek Ug tesis genelinde
degerlendirilmistir.

Tekrarlanabilirlik ve yeniden Uretilebilirlik degiskenligi bakimindan kitler arasi, ¢alismalar
arasl, operatorler arasi, cihazlar arasi, glinler arasi ve galisma igi standart sapmayi tahmin
etmek icin bir varyans bileseni analizi kullaniimistir. Tim varyans bilesenleri genelinde,
yeniden Uretilebilirlik testinde test edilen tim PIK3CA mutasyonlarinda toplam standart
sapma (Standard Deviation, SD), LoD igin <1,32 ACt ve 3x LoD igin 0,63 ACt olmustur.
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Tdm mutant panel tyeleri genelinde lotlar arasinda (lotlarin birbiriyle degistirilebilirligi) SD,
LoD igin =<0,17 ACt ve 3x LoD igin <0,16 ACt olmustur. Calisma ici degiskenlik
(tekrarlanabilirlik) bakimindan SD, LoD igin 1,24 ACt ve 3x LoD igin 0,53 ACt olmustur.

Capraz kontaminasyon/analitik tasinma: Doku numuneleri

Bu calismada therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit'in, PIK3CA mutasyon negatif érneklerin
yaninda yuksek PIK3CA mutasyon pozitif orneklerin test edildigi durumlar bakimindan
degerlendiriimesi amaclanmistir. Bu c¢alismada, test prosedirinin tamami siresince
(DNA ekstraksiyonu ve ardindan therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ile yapilan test) capraz
kontaminasyon olasiligi arastiriimistir.

Bu calisma, H1047R (en ylksek prevalansa sahip mutasyon) ve yabani tip FFPE hicre hatti
numuneleriyle gergeklestirilmistir. "Set A" (A Seti) ve "Set B" (B Seti) olarak adlandirilan iki
bagimsiz 6rnek seti, 6rnek capraz kontaminasyonu riski olusturmak Uzere tasarlanmis
onceden tanimli bir ekstraksiyon matrisi izlenerek ekstrakte edilmistir. Ekstraksiyonlar iki
operator tarafindan gerceklestirilmistir. Mutasyon pozitif (H1047R) 6rnekler i¢in toplamda
18 ekstraksiyon (set basina dokuz) gergeklestiriimistir. Yabani tip ornekler icin toplamda
42 ekstraksiyon (set basina 21) gerceklestirilmistir. Ekstraktlar, on PCR ¢alismasiyla
mutasyon bakimindan degerlendirilmistir; 6rnek seti basina, ayni ekipmani ve Rotor-Gene
Q cihazini kullanan ayni operator tarafindan ardisik olarak bes galisma kurulmus, bu
¢alismalar arasinda bu cihaz kullanilarak baska higbir calisma kurulmamistir. Ekstraktlar,
kontrol tahlili reaksiyon karigimi (therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit Tube 1) ve ilgilenilen
mutasyon (therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit Tube 6) ile test edilmistir.

Gegerli yabani tip 6rneklerinin dogru mutasyon sonuclarinin gézlemlenen yiizdesi %100
olmus ve bu da, yabani tip drneklerinin, ayni DNA ekstraksiyonu ve g¢alisma kurulumu
prosedlrinu paylasan mutant ornekleri tarafindan gapraz kontaminasyona ugramadigini
ortaya koymustur.
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Dogruluk: Analitik referans yontemi ile karsilastirma
(doku numuneleri)

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit'in dogrulanmis bir NGS tahliline gore dogrulugunu
gOstermek icin, SOLAR-1 calismasinda randomize edilen meme kanseri hastalarindan
alinan ve NGS karsilastirma tahliliyle test igin yeterli miktarda numunesi bulunan FFPE klinik
numuneleri kullanilarak bir dogruluk calismasi yuratilmigstir. Bu 453 klinik numuneden
385'i, doku hacmi ve timor igerigi bakimindan NGS kargsilastirici numune gerekliliklerini
kargilamis ve 379'u NGS igin gecerli bir sonug vermistir.

Hem NGS hem de therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ile gecerli sonuglar alinan drnekler,
pozitif yizde uyumluluk (Positive Percent Agreement, PPA), negatif ylzde uyumluluk
(Negative Percent Agreement, NPA) ve genel ylzde uyumlulugu (Overall Percent
Agreement, OPA) dederlendirme amaciyla, NGS referans alinarak analiz edilmistir. Clopper-
Pearson Kesin yontemi kullanilarak hesaplanan bu yuzdeler, karsilik gelen iki tarafli %95

glven araliklariyla (Confidence Intervals, Cl) birlikte Tablo 13 Gizerinde 6zetlenmektedir.

Tablo 13. FFPE doku numuneleri i¢in uyumluluk analizi

Olgiim Uyumluluk yiizdesi (N) iki tarafli %95 CI
Pozitif yiizde uyumluluk 99,0 (197/199) 96,4, 99,9
Negatif ylizde uyumluluk 90,0 (162/180) 84,7, 94,0
Genel yizde uyumluluk 94,7 (359/379) 92,0, 96,7

Genel mutasyon durumu uyumsuz olan 20 sonug igin, therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit
negatif sonuglara sahip iki 6rnek NGS pozitif sonugclar vermis, therascreen PIK3CA RGQ
PCR Kit pozitif sonuclara sahip 18 6rnek ise NGS negatif sonuglar vermistir. therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit negatif sonuglara sahip olan ve NGS pozitif sonuglar veren iki
ornekten her ikisi de NGS tarafindan, therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit LoD degerinin
altinda MAF seviyelerinde tespit edilmistir. therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ile pozitif ve
NGS ile negatif olarak belirlenen 18 6rnekten 11'i disik pozitif olmustur (therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit kullanilarak, esik degerinin bir ACt dahilinde ve dolayisiyla disik
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pozitif drnekler). Bir vaka, therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit tarafindan H1047L (3140A>T)
olarak tespit edilmis ancak NGS tahlili tarafindan H10471 (3139_3140CA>AT) olarak tespit

edilmistir. Geri kalan alti uyumsuz sonucun altinda yatan neden belirlenmemistir.

Tablo 14, ortogonal yéntem olarak NGS kullanildiginda hedefin PPA'sini gostermektedir.

Tablo 14. Spesifik mutasyona gére FFPE doku numuneleri i¢cin uyumluluk analizi

Mutasyon* Pozitif yiizde uyumluluk (N) iki tarafli %95 CI
C420R 100,0 (4/4) 39,8, 100,0
E542K 100,0 (27/27) 87,2, 100,0
E545G 100,0 (3/3) 29,2, 100,0
E545K 100,0 (49/49) 92,7, 100,0
E545A 100,0 (2/2) 15,8, 100,0
Q546E 100,0 (1/1) 2,5,100,0
Q546R 50,0 (1/2) 1,3,98,7
H1047L 100,0 (12/12) 73,5, 100,0
H1047R 98,1 (101/103) 93,2,99,8

* SOLAR-1 galismasinda, doku numunesinde 11 PIK3CA mutasyonunun timi tespit edilmistir (Tablo 15).
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Klinik performans: Doku numuneleri

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, klinik FFPE meme timdr dokusu numunelerinde tespit
edilen bir veya daha fazla PIK3CA mutasyonunun varligina dayali olarak, PIQRAY (alpelisib)
tedavisi almaya uygun olabilecek meme kanseri hastalarinin belirlenmesinde klinisyenlere

yardimci olma amagli bir tan1 amacli test olarak kullanima yoneliktir.

Klinik sonug verileri

SOLAR-1 calismasi CBYL719C2301, aromataz inhibitdr tedavisinde veya bu tedavi
sonrasinda ilerleyen HR+, HER2 negatif ileri meme kanseri hastasi erkeklerde ve
postmenopozal kadinlarda, PIQRAY (alpelisib) arti fulvestrant ile tedavinin etkinligi ve
glvenliginin plasebo arti fulvestrant ile karsilastirilarak belirlendigi, randomize, cift kor,
plasebo kontroll, uluslararasi, gok merkezi bir Faz Il klinik galismadir. PIK3CA mutasyonu
bulunan veya bulunmayan toplam 572 meme kanseri hastasi, iki kohort halinde
kaydolmustur. Hastalar, 1:1 oraninda PIQRAY (alpelisib) 300 mg arti fulvestrant veya
plasebo arti fulvestrant almak lzere randomize edilmistir. Randomizasyon, akciger ve/veya
karaciger metastazinin ve ©6nceden CDK4/6 inhibitorleriyle tedavinin varligina gore

katmanlara ayrilmigtir.

Calismanin birincil sonlanim noktasi, PIK3CA mutasyonu ile kaydolan ileri meme kanseri
hastalarinda arastirmaci degerlendirmesine dayali olarak ve Solid Tumoérlerde Yanit
Degerlendirme Kriterleri (Response Evaluation Criteria in Solid Tumors, RECIST v1.1)
kullanilarak ilerlemesiz sagkalim (Progression-Free Survival, PFS) olarak belirlenmigtir.
ikincil sonlanim noktalari arasinda, PIK3CA mutasyonu bulunmayan hastalar igin PFS'nin
yani sira, PIK3CA kohortuna (PIK3CA mutasyonu bulunan veya bulunmayan) gére genel
sagkalim (Overall Survival, OS), genel yanit orani (Overall Response Rate, ORR) ve klinik
fayda orani (Clinical Benefit Rate, CBR) yer almigtir.

Hastalarin taranmasi ve kaydi icin PIK3CA mutasyon durumu, FFPE meme kanseri timor
numuneleri test edilerek, klinik ¢alisma tahlili (Clinical Trial Assay, CTA) veya QIAGEN
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit tarafindan merkezi olarak belirlenmistir. SOLAR-1'de
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randomize edilen 572 hastadan 177 hasta (172 PIK3CA mutasyon pozitif ve bes PIK3CA
mutasyon negatif hasta olmak Uzere, ¢alisma populasyonunun %30,9'u) therascreen
PIK3BCA RGQ PCR Kit kullanilarak randomize edilmigtir. Diger tim hastalar (395)
(169 PIK3CA mutasyon pozitif ve 226 PIK3CA mutasyon negatif hasta olmak lizere, galisma
populasyonunun %69,1'i) CTA kullanilarak randomize edilmistir.

Fulvestrant ile birlikte PIQRAY (alpelisib), PIK3CA mutant kohortunda RECIST 1.1
kullanilarak yapilan arastirmaci degerlendirmesine gére, PFS birincil sonlanim noktasi
bakimindan, tek basina fulvestranta kiyasla Ustunlik sergilemistir. Calismanin PIQRAY
(alpelisib) arti fulvestrant kolunda, plasebo arti fulvestrant koluna nazaran, hastalik ilerlemesi
veya 6lum bakimindan tahmini %35 daha disUk risk gdzlemlenmistir (Tehlike orani [Hazard
Ratio, HR] = 0,65; %95 CI: 0,50, 0,85; p = 0,0013, iki tarafli katmanlandiriimis bir log-sira
sinamasina dayali olarak). Medyan PFS, klinik agidan anlamlh bir siire olan 5,3 ay kadar
uzayarak, calismanin plasebo arti fulvestrant kolunda 5,7 aydan PIQRAY (alpelisib) arti
fulvestrant kolunda 11,0 aya gikmistir (Sekil 20).

1001 a Sanstrleme Zamanlari

Alpelisib 300mg qd + Fulv(n/N = 103 / 169)
A= Plasebo qd + Fulv (n/N = 129/ 172)

Tehlike Orani = 0,65

S %95 Cl [0,50;0,85]
=
(T‘g Kaplan-Meier medyanlari (Ay)
° 60 Alpelisib 300mg qd + Fulv: 11,0
% ~ Plasebo qd + Fulv : 5,7
o4 Log-sira p degeri 2 tarafli = 0,0013
N 40 LY
8 A
£
2
3
20
0
— T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31
Zaman (Ay)
Hala risk altinda olan hastalarin sayisi
Zaman(Ay) 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31

Alpelisib 300mg qd + Fulv 169 158 145 141 123 113 97 95 85 82 75 71 62 54 50 43 39 32 30 27 17 16 14 5 5 4 3 3 1 1 1 0
Plasebo qd + Fulv 172 167 120 111 89 88 80 77 67 66 58 54 48 41 37 29 29 21 20 19 14 13 9 3 3 2 2 2 0 0 o0 o0

- (i) Onceden CDK 4/6 inhibitdrii kullanimu. (ii) karaciger ve/veya akciger metastazlarinin varligina gére tanimlanan katman kullanilarak
katmanlandiriimig Log-sira sinamasi ve katmanlandiriimig Cox modeli.

Sekil 20. SOLAR-1'de randomize edilen PIK3CA mutant hastalarda PFS'nin tedaviye gore Kaplan-Meier grafigi.
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CTA kullanilarak randomize edilmis 395 hastadan alinan érnekler, therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit tarafindan retrospektif olarak test edilmis ve therascreen PIK3CA RGQ PCR
Kit tarafindan degerlendirilebilir 389 érnek (%98,5) ve therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit

tarafindan degerlendirilemez alti hasta 6rneg@i vermistir (Tablo 16).

Tablo 15. SOLAR-1 klinik galismasinda therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit tarafindan doku numunelerinde
tespit edilen PIK3CA mutasyonlarinin prevalansi

FFPE doku
numunelerindeki
Ekson Mutasyon* cosMic IDt Baz degisimi frekans N = 374 (%)
7 C420R 757 1258 T>C 6(1,6)
9 E542K 760 1624 G>A 66 (17,6)
E545A 12458 1634 A>C 4(1,1)
E545D 765 1635 G>T 6 (1,6)
E545G 764 1634 A>G 9(2,4)
E545K 763 1633 G>A 91 (24,3)
Q546E 6147 1636 C>G 1(0,3)
Q546R 12459 1637 A>G 2(0,5)
20 H1047L 776 3140 A>T 24 (6,4)
H1047R 775 3140 A>G 160 (42,8)
H1047Y 774 3139 C>T 5(1,3)

* PIK3CA mutasyonu bakimindan pozitif bir hasta birden fazla mutasyon barindirabilir.

T COSMIC: Kanserde somatik mutasyonlar katalogu: https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic.

N = SOLAR-1'de FFPE doku numunesi ile belirlenen PIK3CA mutasyonu bakimindan pozitif hastalarin sayisi.

Tablo 16. Retrospektif olarak yeniden test edilen (CTA kayith) hastalarin (tam analiz seti, CTA kayith) durumu

PCR Kit sonuclari

therascreen PIK3CA RGQ

CTA poxzitif (N = 169)

CTA negatif (N = 226)

Toplam (N = 395)

Valid (Gegerli)

169 (%100,0)

220 (%97,3)

389 (%98,5)

Positive (Pozitif) 164 (%97,0) 11 (%4,9) 175 (%44,3)
Negative (Negatif) 5 (%3,0) 209 (%92,5) 214 (%54,2)
Invalid (Gegersiz) 0 (%0) 6 (%2,7) 6 (%1,5)
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https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic

CTA ile therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit arasindaki konkordansi degerlendirmek igin
PPA, NPA ve OPA konkordans indeksleri, ilgili iki tarafli Clopper-Pearson Kesin %95 gliven
araliklariyla birlikte hesaplanmistir.

Tablo 17, referans olarak CTA kullanilarak, therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit'in
degerlendirilebilir alt setini gostermekte ve CTA ile therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit
sonuglari arasinda yiiksek bir uyumluluk seviyesine isaret etmektedir.

Tablo 18, therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit'in referans olarak kullaniimasi sonucu CTA ile
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit sonuglari arasindaki yliksek uyumluluk seviyesine isaret
etmektedir.

Tablo 17. therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit / CTA (referans olarak CTA ile)

Uyumluluk olguti Yiizde uyumluluk, % iki tarafli %95 CI
Pozitif ylizde uyumluluk (PPA) 97,0 93,2, 99,0
Negatif yiizde uyumluluk (NPA) 95,0 91,2, 97,5
Genel yiizde uyumluluk (OPA) 95,9 93,4, 97,6

Tablo 18. therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit / CTA (referans olarak therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ile)

Uyumluluk olguti Yiizde uyumluluk, % iki tarafli %95 CI
Pozitif ylizde uyumluluk (PPA) 93,7 89,0, 96,8
Negatif yliizde uyumluluk (NPA) 97,7 94,6, 99,2
Genel yuzde uyumluluk (OPA) 95,9 93,4, 97,6

Tablo 19, CTA mutasyon negatif hastalarda alti eksik therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit
sonucu nedeniyle zenginlestirme icin dizenleme amaciyla yeniden hesaplanan PPA, NPA

ve OPA kestirimlerini gostermektedir.
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Tablo 19. therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit / CTA (referans olarak therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ile)

Uyumluluk olguti Yiizde uyumluluk, % iki tarafli %95 CI
Pozitif ylizde uyumluluk (PPA) 93,6 90,1, 97,0
Negatif ytizde uyumluluk (NPA) 97,7 95,6, 99,5
Genel yiizde uyumluluk (OPA) 95,9 93,8, 97,8

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit'in klinik yararina yonelik birincil PFS analizi, SOLAR-1
calismasinda belirlenene benzer bir klinik etkinlik ortaya koymustur. therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit mutant pozitif hasta alt setinin (347 hasta) analizi, ¢calismanin PIQRAY
(alpelisib) arti fulvestrant kolunda randomize edilen hastalarin hastalik ilerleme veya 0lim
riskinin, plasebo arti fulvestrant kolunda randomize edilen hastalara gore tahmini olarak %36
daha dusuk oldugunu ortaya koymustur (HR = 0,64; %95 CI: 0,48, 0,85).

Duyarhlik analizleri, eksik therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit verilerinin PFS (zerindeki
etkisini degerlendirmis ve sonuclarin eksik verilere karsi dayanikh oldugunu ortaya
koymustur. Ornegin, alti eksik therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit sonucunun CTA
sonuglariyla uyumsuz oldugu varsayildiginda, calismanin PIQRAY (alpelisib) arti fulvestrant
kolunda randomize edilen bu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit mutasyon pozitif hastalarin
hastalik ilerleme veya 6lUm riski, plasebo arti fulvestrant kolunda randomize edilen hastalara
g6re tahmini olarak %37 daha disuk (HR = 0,63; %95 CI [0,47, 0,84]) olmustur.

Tum CTA kayith mutasyon pozitif hastalarin, therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit tarafindan
degerlendirilebilir oldugu ve yalnizca alti CTA kayith mutasyon negatif hastanin therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit tarafindan degerlendirilemez oldugu belirlenmistir. Sonug olarak,
sonuglarda calisma érnegi degerlendirilebilirligi bakimindan herhangi bir yanhlik s6z konusu
degildir.

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit negatif popilasyonunda PFS de tahmin edilmis ve bu
hastalarda herhangi bir PFS faydasi gézlemlenmemistir (HR = 0,85; %95 CI: 0,58, 1,25).
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Performans Ozellikleri: Plazma Numuneleri

Analitik performans: Plazma numuneleri

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit'in spesifik performans 6zellikleri, meme kanseri
hastalarindan alinan klinik plazma numunelerinin; tahlil tarafindan tespit edilen, bilinen
PIK3CA mutasyonlari barindiran 11 insan hiicre hatti numunesinden fragmente hiicre hatti
DNA'sI eklenmis saghkli dondér (healthy donor, HD) plazmasindan olusan klinik performansi
olusturulmus plazma numunelerinin ve bir adet PIK3CA yabani tip hiicre hatti numunesinin
(ekson 7, 9 ve 20'de therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit tarafindan higbir mutasyonun tespit

edildiginin 6ne surulmemistir) kullanildigi calismalarla belirlenmigtir.

Bos ornek siniri (Limit of Blank, LoB): Plazma numuneleri

Bos 6rnek sinirn (Limit of Blank, LoB), CLSI ydnergesi EP17-A2'de "bos bir drnek igin
g6zlemlenmesi muhtemel olan (olasilik degeri belirtilerek) en yiksek 6lgim sonucu" olarak
tanimlanir. therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit i¢cin bu deger, bos orneklerin Ust %95'lik
dilimine karsilik gelen veri noktasidir. therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit'in sablon
yoklugundaki performansini degerlendirmek ve yabani tip DNA'ya sahip bir 6rnegin disik
mutasyon konsantrasyonuna isaret edebilecek bir analitik sinyal olusturmayacagindan emin
olmak igin, her bir mutasyon tahlili icin LoB degerini belirlemek (zere, CLSI yOnergesi
EP17-A2 rehberligindeki bir calismada, alti girdi seviyesinde, seri olarak seyreltiimis
fragmente yabani tip PIK3CA DNA'sI eklenen toplam 60 adet benzersiz HD numunesi Ggli
olarak test edilmistir. TUm mutasyon tahlilleri, ilgili mutasyonlari igin esik degerinin tUzerinde
LoB degerleri vermistir. therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit tarafindan plazma
numunelerinde tespit edilen PIK3CA mutantlarinin LoB degeri asagida gosterilmektedir
(Tablo 20).
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Tablo 20. LoB sonuglarinin 6zeti

Ekson Mutasyon Baz degisimi LoB (ACtdegeri) Yanlig pozitif sonug
orani (%)

7 C420R 1258T>C 11,15 %0

9 E542K 1624G>A 8,32 %0
E545A 1634A>C 15,82 %0
E545D 1635G>T 9,13 %0
E545G 1634A>G 13,39 %0
E545K 1633G>A 15,74 %0
Q546E 1636C>G 15,82 %0
Q546R 1637A>G 10,19 %0,56
H1047L 3140A>T 15,55 %0,56

20 H1047R 3140A>G 11,93 %0
H1047Y 3139C>T 9,89 %0

Tespit sinirt (Limit of Detection, LoD): Plazma numuneleri

11 PIK3CA mutasyonunun her birinin LoD degerini belirlemek amaciyla klinik performansi
olusturulmus plazma numunelerinin kullanildigi bir galisma yurattlmustir. LoD, mutant bir
ornegin, test sonuglarinin %95'inde mutasyon pozitif sonuglar (Cgs) verdigi yabani tip bir DNA
arka planindaki en disik mutant DNA miktar olarak tanimlanmistir.

Her mutasyon icin LoD degerini belirlemek amaciyla, farkli mutasyon yuzdelerine sahip
ornekler, diisiik DNA girdisinde hazirlanmis ve therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ile test
edilmigtir (Tablo 21). Her bir tahlilin LoD degeri, bir "probit" ydntemi kullanilarak
hesaplanmigtir. Klinik performansi olusturulmus 11 mutant érnegin LoD degeri, her seviye
icin kit lotu basina test edilen 24 tekrar ile, t¢ farkl therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit lotu
kullanilarak belirlenmistir. Mutasyonlarin bir alt seti, belirlenen LoD degerinde klinik plazma
ornekleri kullanilarak dogrulanmigtir.
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Tablo 21. Plazma numuneleri igin, diigiik DNA girdili klinik ve klinik performansi olusturulmus plazma
numuneleri kullanilarak belirlenen LoD

Ekson Mutasyon COosMmic* ID Baz degisimi LoD, % MAF
7 C420R 757 1258T>C 4,461
9 E542K 760 1624G>A 5,06™
E545A 12458 1634A>C 1,821
E545D 765 1635G>T 3,211
E545G 764 1634A>G 1,941
E545K 763 1633G>A 2,42t
Q546E 6147 1636C>G 5,311
Q546R 12459 1637A>G 4,221
20 H1047L 776 3140A>T 2,371
H1047R 775 3140A>G 1,981
H1047Y 774 3139C>T 7,07t

MAF: Mutant allel frekansi.

* COSMIC: Kanserde somatik mutasyonlar katalogu: https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic.
T LoD degerleri, hiicre hatti numuneleri kullanilarak belirlenmistir.

T LoD degerleri, klinik plazma numuneleri kullanilarak dogrulanmigtir.

Genomik DNA girdi araligi: Plazma numuneleri

Kontrol Ct galisma aralidi, hesaplanmis tolerans araliklari ve LoB degerleri kullanilarak
belirlenmistir. Kontrol tahlili Cr calisma aralidi, farkli yabani tip DNA konsantrasyonlarina
sahip 30 ayri 10 ml'lik yabani tip érnek (120 gbzlem) kullanilarak belirlenmistir. Nihai kontrol
tahlili Cr calisma arahgi, 24,69 - 31,68 arasi bir Cr degerine ayarlanarak, kullanim amaci

populasyonunun %95'i igin %98 gliven seviyesi saglanmistir.
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ACr esik degerleri: Plazma numuneleri

Her bir mutasyonun esik degerlerini belirlemek igin klinik performansi olusturulmus plazma
numuneleri kullanilmigtir. Kabul edilebilir esik degerlerini tanimlamak i¢in ACt degerlerinin
istatistiksel analizinin yani sira, LoB degerleri ve yanlis pozitif ile yanhs negatif oranlarina
iliskin tasarim gerekliliklerinden faydalaniimigtir.

Belirlenen egik degerleri Tablo 22 Uzerinde gdsterilmektedir.

Tablo 22. Plazma numunelerinden DNA test edilirken her bir mutasyon tahlili icin belirlenen esik degerleri

Tahlil Esik degeri (ACr)
C420R <6,0
E542K <4,8
E545A <10,0
E545D <7,0
E545G <95
E545K <10,0
Q546E <10,0
Q546R <7,0
H1047L <10,0
H1047R <9,0
H1047Y <6,2
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DNA girdisinin ACt degerlerine etkisi (dogrusallik):
Plazma numuneleri

DNA girdi seviyesi, PIK3CA kontrol reaksiyonundaki Ct degerleri ile belirlendigi gibi, bir
ornekteki toplam amplifiye edilebilir DNA miktari olarak tanimlanir. therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit performansinin kontrol reaksiyonu Ct araligi (24,69 - 31,68) genelinde tutarli
oldugunu gdstermek adina, 11 PIK3CA mutasyon tahlilinin her biri icin 8 seviyeli bir seri
dilisyon hazirlanmistir (hiicre hatti numunelerinden ekstrakte edilen fragmente DNA). Her
mutasyon igin, 1 ve 8 dilisyon seviyelerinde hedef Ct degerlerinin, kontrol reaksiyonu
Cr araliginin Uzerinde ve altinda olmasi hedeflenmistir. Genel olarak, farkh toplam DNA girdi
seviyelerindeki ACt degerleri, therascreen PIK3CA RGQ PCR Kitin ¢alisma araligi

genelinde mutasyonlar bakimindan tutarli olmustur.

Tahlil 6zgullugu (¢apraz reaktivite/6zgullik): Plazma numuneleri

Tahlil tarafindan tespit edilen mutasyonlar arasindaki gapraz reaktivitenin, analitik esik
degerlerinin belirlenmesinde dogru bir sekilde hesaba katilp katilmadigini degerlendirmek
icin, yiksek ve disik DNA girdisinde mutant pozitif klinik performansi olusturulmus plazma
numuneleri, yiksek ve disik MAF hedeflerine seyreltiimis ve therascreen PIK3CA RGQ
PCR Kit'in i¢ lotu kullanilarak cift olarak test edilmistir. H1047L ve H1047R tahlilleri arasinda
capraz reaktivite gdzlemlenmistir. Bununla birlikte, bu capraz reaktivitenin tek yonli oldugu
belirlenmistir (yani ¢iftli bir H1047R ve H1047L 6rnegi yalnizca "H1047R Mutation Detected"
(H1047R  Mutasyonu Tespit Edildi) olarak raporlanir). Bu kural, otomatik
"therascreen_PIK3CA_Plasma Assay Profile" algoritmasina dahil edilmistir.
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interferans: Plazma numuneleri

Endojen maddeler

Plazma numunelerinde bulunabilecek, olumsuz etkileme potansiyeli bulunan endojen

maddeler, CLSI yonergesi EP7-A2'de belirtilen konsantrasyonlarda mutant ve yabani tip

klinik performansi olusturulmus 6rneklerde test edilmistir:

Hemoglobin (2 g/l)

Trigliseritler (37 mmol/l)

EDTA (3,4 ymol/l)

Kafein (308 pmol/l)

Albumin (30 mg/ml)

Konjuge bilirubin (342 pmol/l)
Unkonjuge Bilirubin (342 pmol/l)

Sonuglar, bu maddelerin therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit'in sonuglarini olumsuz yénde

etkilemedigini gostermistir.

Eksojen maddeler

DNA ekstraksiyon isleminde mevcut olan, olumsuz etkileme potansiyeli bulunan eksojen

maddeler, ekstraksiyon isleminden %10 taginmanin varsayildigi konsantrasyonlarda mutant

ve yabani tip 6rneklerde test edilmistir:

Etanol
Proteinaz K
Buffer ACL
Buffer ACB
Buffer ACW1
Buffer ACW2
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Sonuglar, bu maddelerin therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit'in sonuclarini olumsuz yénde

etkilemedigini géstermistir.
Lotlarin birbiriyle degistirilebilirligi: Plazma numuneleri

therascreen PIK3CA RGQ PCR System, DNA ekstraksiyonu icin QIAamp DSP Circulating
Nucleic Acid Kit'i, DNA'nin amplifikasyonu ve PIK3CA mutasyon durumunun tespiti igin ise
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit'i kullanir. Lotlar arasi yeniden Uretilebilirlik ve
degistirilebilirlik, QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit'in ¢ lotu ve therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit'in bir lotu kullanilarak ortaya konmustur. Tim mutasyon pozitif ve yabani tip
ornekler igin lotlar genelinde toplam dogru sonug yltizdesi %100 olmustur.

Numune kullanimi: Plazma numuneleri

Farkl laboratuvarlarin, ayni plazma numunesinden baslandiginda kabul edilebilir sonuglar
Uretecegini gostermek adina, Ug¢ farkll tesiste ekstraksiyonlar gergeklestirilmigtir.
11 mutasyonun timd igin klinik performansi olusturulmus numunelerin yani sira, bir adet
PIK3CA yabani tip klinik plazma numunesi kullaniimistir. Her bir numunenin 18 x 2 ml'lik
alikotlari hazirlanmis ve bu alikotlar, randomize edilip 18 ekstrakt setine ayriimigtir. Bu
ekstrakt setleri daha sonra, her ¢alisma tesisi icin alti ekstrakt olmak Uizere esit olarak Ug test
tesisine (Birlesik Krallik'ta yer alan bir kurum ici QIAGEN tesisi ve ABD'de bulunan iki harici
tesis) dagitiimistir. therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit kullanilarak numune alikotlarindan
ekstrakte edilen DNA'nin testi kurum ici QIAGEN tesisinde gergeklestirilmistir. Her bir
numunenin sonuglari Ug tesis genelinde karsilastirildiginda, PIK3CA mutasyon pozitif ve
yabani tip numunelerinin dogru mutasyon sonucu ytizdesinin %100 oldugu belirlenmistir.
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Tekrarlanabilirlik ve yeniden Uretilebilirlik: Plazma numuneleri

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit'in tekrarlanabilirligi, therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit
tarafindan 1x LoD ve 3x LoD seviyelerinde tespit edilen 11 mutasyonun timiind temsil eden,
hiicre hatti numunelerinden ekstrakte edilmis DNA test edilerek arastiriimigtir.

Tekrarlanabilirlik, bu érnekler bir tesiste, ardisik olmayan 20 giin boyunca, ¢ Rotor-Gene Q
cihazi kullanilarak, ¢ operatér tarafindan test edilerek degerlendiriimis ve érnek basina
toplam 120 tekrar elde edilmistir (Tablo 23).
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Tablo 23. Tahlil tekrarlanabilirligi: Plazma numunelerinden elde edilen DNA 6rneklerinde test edilen PIK3CA
mutasyonlarina iligkin dogru sonuglarin orani

Gegerli .
Mutasyon sonuglarin Iki tarafli %95 Cl
Ekson Mutasyon seviyesi kesirsel orani Dogru sonuglar, %  alt limiti
Uygulanamaz  Yabani tip Cr30 114/120 95,00 89,43
7 C420R LoD 120/120 100,00 96,97
3x LoD 120/120 100,00 96,97
9 E542K LoD 120/120 100,00 96,97
3x LoD 120/120 100,00 96,97
E542A LoD 119/120 99,17 95,44
3x LoD 120/120 100,00 96,97
E545D LoD 120/120 100,00 96,97
3x LoD 120/120 100,00 96,97
E545G LoD 119/120 99,17 95,44
3x LoD 120/120 100,00 96,97
E545K LoD* 111/120 92,50 86,24
3x LoD* 120/120 100,00 96,97
Q546E LoD 120/120 100,00 96,97
3x LoD 120/120 100,00 96,97
Q546R LoD* 115/120 95,83 90,54
3x LoD* 120/120 100,00 96,97
20 H1047L LoD 120/120 100,00 96,97
3x LoD 120/120 100,00 96,97
H1047R LoD 110/120 91,67 85,21
3x LoD 120/120 100,00 96,97
H1047Y LoD 120/120 100,00 96,97
3x LoD 120/120 100,00 96,97

* E545K ve H1047R igin sirasiyla 1,99 ve 1,44 LoD kullaniimistir. LoD, daha sonra yapilan bir galismada yeniden
ayarlanmis ve onaylanmistir. Yeniden ayarlanan LoD, daha sonra yapilan ¢alismada kullaniimistir (Tablo 24).
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Yeniden uretilebilirlik, t¢ farkl tesiste (Birlesik Krallik'ta bulunan bir kurum ici QIAGEN tesisi
ve ABD'de bulunan iki harici tesis), 1x LoD ve 3x LoD seviyelerinde klinik performansi
olusturulmus ornekler test edilerek olgilmustir. Bu orneklerin timd, her bir tesiste, ardisik
olmayan 10 giin boyunca, ¢ Rotor-Gene Q cihazi kullanilarak, ¢ operator tarafindan test
edilmis ve 6rnek bagina toplam 60 tekrar elde edilmistir (Tablo 24).
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Tablo 24. Tahlil yeniden iiretilebilirligi: Tim tesislerde plazma numunelerinden elde edilen DNA 6rneklerinde
test edilen PIK3CA mutasyonlarina iliskin dogru sonuglarin orani

Gegerli .
Mutasyon sonucun Iki tarafli %95 Cl
Ekson Mutasyon seviyesi kesirsel orani Dogru sonuglar, % alt limiti
Uygulanamaz = WT C30 223/238 93,70 89,82
7 C420R LoD 237/238 99,58 97,68
3x LoD 238/238 100,00 98,46
9 E542K LoD 237/240 98,75 96,39
3x LoD 240/240 100,00 98,47
E545A LoD 239/240 99,58 97,70
3x LoD 240/240 100,00 98,47
E545D LoD 240/240 100,00 98,47
3x LoD 240/240 100,00 98,47
E545G LoD 237/240 98,75 96,39
3x LoD 239/239 100,00 98,47
E545K LoD* 432/432 100,00 99,15
3x LoD 240/240 100,00 89,47
Q546E LoD 238/238 100,00 98,46
3x LoD 238/238 100,00 98,46
Q546R LoD* 232/240 96,67 93,54
3x LoD 240/240 100,00 98,47
20 H1047L LoD 236/238 99,16 97,00
3x LoD 238/238 100,00 98,46
H1047R LoD 430/432 99,54 98,34
3x LoD 236/236 100,00 98,45
H1047Y LoD 239/240 99,58 97,70
3x LoD 240/240 100,00 98,47

* Revize LoD degerindeki E545K ve H1047R bulunduran (Tablo 21 uyarinca) érnekler tekrarlanabilirligi gdstermek
adina, alti giin boyunca, Ug tesiste, U¢ operatér tarafindan, iki galisma ve dort tekrar ile, toplamda tesis basina
144 6lgim ve g tesis genelinde toplam 432 6lglim elde edilerek dederlendirilmistir. Tablo 25 ortogonal ydntem
olarak NGS ile, hedefin pozitif ylizde uyumlulugunu (Positive Percentage Agreement, PPA) gdstermektedir.
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Tekrarlanabilirlik ve yeniden Uretilebilirlik degiskenligi bakimindan kitler arasi, ¢alismalar
arasl, operatorler arasi, cihazlar arasi, glinler arasi ve galisma igi standart sapmayi tahmin
etmek icin bir varyans bileseni analizi kullaniimistir. Tim varyans bilesenleri genelinde,
yeniden Uretilebilirlik testinde test edilen tim PIK3CA mutasyonlarinda toplam standart
sapma (Standard Deviation, SD), LoD igin <1,34 ACt ve 3x LoD igin <0,73 ACt olmustur.
Tam mutant panel Uyeleri genelinde lotlar arasinda (lotlarin birbiriyle degistirilebilirligi) SD,
LoD igin =0,20 ACt ve 3x LoD igin <0,10 ACt olmustur. Calisma ici degiskenlik
(tekrarlanabilirlik/hassasiyet) icin SD, LoD igin 0,415 ACr+ ile 1,407 ACt arasinda ve 3x LoD
icin 0,206 ACr ile 0,583 ACrt arasinda farkhlik gdstermistir.

Kan alim tupu dogrulamasi

Kanin plazmadan ayrilma siresinin plazma numunesinin kalitesi ve sonrasinda alinan
sonuglar Uzerindeki etkisi, H1047R (en yaygin gorilen mutasyon) igin klinik performansi
olusturulmusg kan érnekleri kullanilarak belirlenmis ve saglikh génullilerden alinan tam kan
numuneleri yabani tip numuneler olarak kullaniimistir. Dort donérden kan numuneleri,
10 ml'lik K2EDTA tuplerinde (dondr basina sekiz tip) toplanmistir. Klinik performansi
olusturulmus kan numuneleri, kan alimindan sonra iki dondre ait kan tliplerine, PIK3CA
H1047R mutant fragmente hiicre hattt DNA'sI eklenerek hazirlanmigtir. Kan numuneleri,
yaklasik 1, 2, 3 ve 4 saat noktalarinda plazmaya ayrilmistir. DNA, QlAamp DSP Circulating
Nucleic Acid Kit kullanilarak plazma numunelerinden ekstrakte edilmis ve her bir hedef,
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit kullanilarak 16 tekrar halinde test edilmigtir.

Test edilen tim oOrneklerin sonuglari, her bir zaman noktasinda dogru bir sekilde
belirlenmistir. Ayrica, PIK3CA H1047R mutant érnedinde ACt bakimindan istatistiksel olarak

anlaml bir sapma gézlemlenmemisgtir.

Bu calisma, kanin plazmadan ayrilma siresinin, dort saat iginde islenmesi kosuluyla
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit tizerinde higbir etkisinin olmadigini géstermistir.
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Dogruluk: Analitik referans yontemi ile karsilastirma (plazma
numuneleri)

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit'in dogrulanmis bir NGS tahliline gore dogrulugunu
gOstermek icin SOLAR-1 klinik galismasindan numuneler ile bir calisma yurutilmuastar.
PIK3CA alterasyonlari igin therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ve NGS testleri, SOLAR-1
klinik galismasindan 552 klinik plazma numunesinden elde edilen DNA kullanilarak
gerceklestirilmistir.

Hem NGS hem de therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ile gegerli sonuglar elde edilen DNA
ornekleri (542/552 6rnek), pozitif yizde uyumluluk (Positive Percent Agreement, PPA),
negatif yizde uyumluluk (Negative Percent Agreement, NPA) ve genel ylizde uyumlulugu
(Overall Percent Agreement, OPA) degerlendirme amaciyla analiz edilmistir. Bu ylzde
degerleri, ilgili iki tarafli %95 gutiven araliklarn (Confidence Intervals, Cl) ile birlikte Tablo 25

Uzerinde 6zetlenmistir.

Tablo 25. Plazma numunelerinden elde edilen DNA &rnekleri i¢in uyumluluk analizi

Olgiim Uyumluluk yiizdesi (N) Alt %95 CI
Pozitif ylizde uyumluluk 97,39 (149/153) 93,44
Negatif yiizde uyumluluk 91,26 (355/389) 88,00
Genel ylizde uyumluluk 92,99 (504/542) 90,50

Uyumsuz olan 38 genel yuzde uyumluluk sonucu igin:

® Dort 6rnek (%0,7) therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit'e gére Wild-Type (Yabani Tip)
(No Mutation Detected (Higbir Mutasyon Tespit Edilmedi)) ancak NGS'ye gére Mutation
Detected (Mutasyon Tespit Edildi) sonucu vermigtir.

® 34 6rnek (%6,3), therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit'e gore Mutation Detected
(Mutasyon Tespit Edildi) ancak NGS'ye gére Wild-Type (Yabani Tip) sonucu vermistir.

® Tablo 26, ortogonal ydontem olarak NGS kullanildiginda hedefin PPA'sini géstermektedir.
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Tablo 26. Plazma numunelerinden elde edilen DNA &rnekleri igin mutasyona gére uyumluluk analizi

Mutasyon* Pozitif ylizde uyumluluk (N) iki tarafli %95 CI
C420R %100,0 (2/2) 15,8,100,0
E542K %90,9 (20/22) 70,8, 98,9
E545G %100,0 (2/2) %15,8,100,0
E545K %100,0 (38/38) 90,7,100,0
H1047L %100,0 (5/5) 47,8,100,0
H1047R %97,6 (83/85) 91,8, 99,7

SOLAR-1 galismasinda, plazma numunesinde 11 PIK3CA mutasyonunun 6'si tespit edilmistir (Tablo 31).

Klinik performans: Plazma numuneleri

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, K2zEDTA antikoaglile periferik ven6z tam kan klinik
plazma numunelerinde tespit edilen bir veya daha fazla PIK3CA mutasyonunun varligina
dayali olarak, PIQRAY (alpelisib) tedavisi almaya uygun olabilecek meme kanseri
hastalarinin belirlenmesinde klinisyenlere yardimci olma amagch bir tani amagli test olarak
kullanima ydneliktir.

Calisma amagh tedavinin baslangicindan (referans ¢izgisi) 6nce SOLAR-1'de randomize
edilen meme kanseri hastalarindan alinan K2zEDTA antikoaglile periferik ven6z tam kan klinik
plazma numuneleri, bu numune tipinin PIK3CA mutasyon durumunun tayininde klinik
faydasini degerlendirmek ve doku ile plazma sonuglari arasindaki konkordansi
degerlendirmek amaciyla, therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ile retrospektif olarak test
edilmigtir.

Konkordans analizi sonuglari

Plazma sonuglarinin kullanildigi therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit'in doku sonuglarinin
kullanildig1 therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ile konkordansi Tablo 27 lzerinde
gosterilmektedir. 328 therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit doku pozitif hastadan 179'u
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit plazma pozitif olmustur. 215 therascreen PIK3CA RGQ
PCR Kit doku negatif hastadan 209'u therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit plazma negatif
olmustur. Gegersiz plazma sonucu bulunmamistir.
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Tablo 27. therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit doku sonuglari ile therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit plazma
sonugclari arasindaki uyusum tablosu

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit doku
therascreen PIK3CA  Pozitif Negatif Gegersiz Toplam
RGQ PCR Kit plazma
Pozitif 179 6 1 186
Negatif 149 209 5 363
Gegersiz 0 0 0 0
Toplam 328 215 6 549

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit plazma ve therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit doku
sonuglar arasindaki uyumluluk (PPA, NPA ve OPA), referans olarak therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit doku sonuglari kullanilarak hesaplanmigtir (Tablo 28). PPA, NPA ve OPA igin
nokta kestirimleri, sirasiyla %55, %97 ve %72 olmustur.

Tablo 28. Referans olarak therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit doku sonuglari kullanilarak, therascreen

PIK3CA RGQ PCR Kit plazma sonuglari ve therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit doku sonuglan arasindaki
uyumluluk

Uyumluluk olgiti Uyumluluk yiizdesi (N) %95 CI*

Pozitif ylizde uyumluluk %55 (179/328) (49,0, 60,1)
Negatif yiizde uyumluluk %97 (209/215) (94,0, 99,0)
Genel ylizde uyumluluk %72 (388/543) (67,5, 75,2)

* %95 Cl, Clopper-Pearson Kesin yéntemi kullanilarak hesaplanmistir.

Plazma o6rneklerinin onaylanmis bir referans NGS test yontemiyle yapilan dogrulayici
testleri, therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit plazma sonuglarinin %91'ini dogrulamistir.
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit doku pozitif hastalardan therascreen PIK3CA RGQ PCR
Kit plazma negatif olanlar icin NGS, vakalarin %80'inde therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit
plazma negatif sonuglari dogrulamistir. Alti uyumsuz therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit
plazma pozitif, therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit doku negatif hastadan besi NGS
tarafindan plazma pozitif olarak dogrulanmigtir.
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ilerlemesiz sagkalim (Progression-Free Survival, PFS) analizi

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit plazma pozitif populasyonda (N = 185) fulvestrant ile
birlikte PIQRAY (alpelisib) tedavisine yonelik PFS'nin, plasebo arti fulvestrant koluna kiyasla
hastalik ilerlemesi veya 6lim riskinde tahmini olarak %46 daha dusuk riskle PIQRAY
(alpelisib) arti fulvestrant kolu lehine oldugu gézlemlenmistir (HR = 0,54, %95 CI: 0,33, 0,88)
(Tablo 29). Karsilastinldiginda, PFS HR, therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit doku pozitif
populasyonda 0,64 (%95 CI: 0,48, 0,85) ve kaydi yapilan doku tahlilinde belirlendigi
gibi, SOLAR-1 PIK3CA mutant kohortunda 0,65 (%95 CI: 0,50, 0,85) olmustur.

Tablo 29. therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit plazma pozitif hastalarda PFS analizi

HR (%95 CI)
PIQRAY 300 mg qd + fulv/plasebo qd + fulv*
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit plazma pozitif (185) 0,54 (0,33, 0,88)

PFS (N)

* HR ve %95 Cl, zenginlestirme diizenlemesi kullanilarak hesaplanmistir.

179 therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit doku pozitif therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit
plazma pozitif hastanin PFS HR'si 0,53 (%95 Cl: 0,33, 0,84) olmustur. Medyan PFS,
PIQRAY (alpelisib) arti fulvestrant kolu igin 10,9 ay olurken plasebo arti fulvestrant kolu igin
3,6 ay olmustur (Tablo 30, Sekil 21).

Tablo 30. therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit doku pozitif, therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit plazma pozitif
hastalarda ilerlemesiz sagkalim (ay)

HR (%95 Cl)
ilerlemesiz sagkalim PIQRAY 300 mg qd + fulv Plasebo qd + fulv.  PIQRAY 300 mg qd +
N=90 N=89 fulv/plasebo qd + fulv
Olay sayisi (%) 57 (63,3) 72 (80,9) 0,53 (0,33, 0,84)
PD (%) 55 (61,1) 67 (75,3) -
Olim (%) 2(2,2) 5 (5,6) -
Sansiirleme sayisi (%) 33 (36,7) 17 (19,1) -
Medyan (%95 Cl) 10,9 (7,0, 16,2) 3,6 (2,0, 5,8) -
Medyan (%95 CI) 10,9 (7,0, 16,2) 3,6 (2,0,5,8) -
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Zaman (Ay)
Hala risk altinda olan hastalarin saysi

Zaman(Ay) o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
Alpelisib 300mgqd + Fulv, 90 86 79 76 67 60 53 51 44 43 41 38 34 31 29 24 23 19 18 16 9 8 6 2 2 1
Plaseboqd +Fulv 89 85 53 49 39 38 34 31 28 28 25 22 20 19 18 14 14 11 10 9 6 6 5 2 2 1

- (i) Onceden CDK 4/6 inhibitorii kullanimu. (ii) karaciger ve/veya akciger metastazlarinin varligina gére tanimlanan katman kullanilarak
katmanlandiriimis Log-sira sinamasi ve katmanlandiriimis Cox modeli.

Sekil 21. therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit doku pozitif, therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit plazma pozitif
hastalarda tedaviye goére PFS'nin Kaplan-Meier grafigi.
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Tablo 31. SOLAR-1 klinik caligmasinda therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit tarafindan plazma numunelerinde

tespit edilen PIK3CA mutasyonlarinin prevalansi

Plazma
numunelerindeki
Ekson Mutasyon* coswmic IDt Baz degisimi frekans N = 186 (%)
7 C420R 757 1258 T>C 2(1,1)
9 E542K 760 1624 G>A 22 (11,8)
E545A 12458 1634 A>C 0(0,0)
E545D 765 1635 G>T 0 (0,0)
E545G 764 1634 A>G 3(1,6)
E545K 763 1633 G>A 48 (25,8)
Q546E 6147 1636 C>G 0(0,0)
Q546R 12459 1637 A>G 0 (0,0)
20 H1047L 776 3140 A>T 10 (5,4)
H1047R 775 3140 A>G 102 (54,8)
H1047Y 774 3139 C>T 0(0,0)

* PIK3CA mutasyonu bakimindan pozitif bir hasta birden fazla mutasyon barindirabilir.
T COSMIC: Kanserde somatik mutasyonlar katalogu: https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic.

N = SOLAR-1'de plazma numunesi ile belirlenen PIK3CA mutasyonu bakimindan pozitif hastalarin sayisi.
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Guvenlik ve etkinlik sonuglari

Klinik dogruluk calismasi, mutasyon pozitif érnekler igcin PPA ve mutasyon negatif érnekler
icin NPA kabul kriterlerini karsilayarak, plazma therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit'in hem
biyobelirte¢ pozitif hem de negatif kullanim amaci 6rneklerinde dogru sonuglar Urettigini

dogrulamistir.

Plazma therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit sonuglarinin doku therascreen PIK3CA RGQ
PCR Kit sonuglariyla NPA bakimindan konkordansi %97 olmus ve yanlis pozitif riskinin
diisuk oldugunu gostermistir. Yanlis negatif bir sonug, hastanin faydali olabilecek bir ilaca
erisimini engelleyebilir. Plazma/doku i¢in PPA %55 olmus ve bu da, plazma negatif
hastalarin dokuyla calsildiinda PIK3CA mutasyon pozitif olabilecegini gostermigtir.
Dolayisiyla, hastalarin plazmasinin therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ile PIK3CA
mutasyon negatif sonuglar verdigi durumlarda, PIK3CA mutasyon durumunun dogrulanmasi

icin bir doku numunesi test edilmelidir.

Fulvestrant ile birlikte PIQRAY'in (alpelisib), therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ile
tanimlandigi sekilde therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit plazma PIK3CA mutasyon pozitif
populasyon Uizerindeki klinik etkinligi, plasebo arti fulvestrant tedavisine kiyasla hastalik
ilerlemesi veya 6lim riskinde tahmini olarak %46 daha dusik riskle ortaya konmustur
(HR = 0,54, %95 CI: 0,33, 0,88).
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Sorun Giderme Kilavuzu

Bu sorun giderme kilavuzu ortaya ¢ikabilecek sorunlarin ¢éziiminde yardimci olabilir. Daha
fazla bilgi icin ayrica Teknik Destek Merkezimizdeki Sik Sorulan Sorular sayfasina da bakin:
www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. QIAGEN Teknik Servislerindeki uzmanlar bu el
kitabindaki bilgiler ve protokoller ya da 6érnek ve tahlil teknolojileriyle ilgili tim sorulariniz
yanitlamaktan daima mutluluk duyar (iletisim bilgileri icin arka kapada bakin veya

www.giagen.com adresini ziyaret edin).

Yorum ve oneriler

Pozitif Kontrolde (Positive Control, PC) "No Cr value" (CT degeri yok) isareti

a) Hatali PCR yapilandirmasi  Pipetleme diizeninizi kontrol edin ve PCR'yi tekrarlayin.

b) Bir veya birden fazla kit Reaktiflerin saklama kosullarini (bkz. kit etiketi) kontrol edin ve gerekirse
bileseninin saklama yeni bir kit kullanin.
kosullari, sayfa 22, "Reaktif
Saklama ve Kullanma"
basliginda verilen
talimatlara uygun degildir

NTC'de "Unexpected Cr value" (Beklenmeyen CT degeri) isareti

PCR'nin hazirlanmasi Alanin dekontamine edildiginden emin olun. PCR'yi yeni reaktiflerle
sirasinda kontaminasyon tekrarlayin. Mimkiinse PCR tiplerini test edilecek 6rnegin eklenmesinden
gerceklesmigtir hemen sonra kapatin. Calisma alani ve cihazlarin diizenli araliklarla

dekontamine edildiginden emin olun.

PC'de "Above acceptable range" (Kabul edilebilir araligin Gizerinde) veya "Below acceptable range"
(Kabul edilebilir araligin altinda) isareti

PCR'nin hazirlanmasi Dogru pipetleme yapildigindan emin olarak PCR'yi tekrarlayin.
sirasinda hata

Ornek tiipiinde "DNA input too high" (DNA girdisi ¢ok yiiksek) isareti

Ornek asirn konsantredir Cr degerini artirmak igin 6rnegi seyreltin. Ornekler kit iginde verilen su
kullanilarak seyreltiimelidir (Dillisyon Suyu [Dil.]).
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Yorum ve oneriler

Ornek tiipiinde "Above acceptable range" (Kabul edilebilir araligin iizerinde) igareti

Ornekte yetersiz baglangig
DNA sablonu

Doku numuneleri: Bir kez daha test edin. Sistem isareti ikinci kez gosterirse
20 mm? elde etmek (izere, kazima ile alinmig dokunun ayni numunesinden
iki slayt ve CNB'ler igin yeterli sayida slayt kullanarak DNA'y1 yeniden
ekstrakte edin ve PCR'yi tekrarlayin. Yeniden ekstraksiyon sonrasinda
sistem, 6rnek igin ayni isareti gdsterirse ikinci kez yeniden test edin. Isaret
tekrar gorilirse drnek kullanima uygun degildir. Ornek "indeterminate"
(supheli) olarak kaydedilmeli ve baska hicbir teste tabi tutulmamaldir.

Plazma numuneleri: Bir kez daha test edin. Sistem ayni isareti ikinci kez
gosterirse hasta plazmasinin 2 ml'sini kullanarak DNA'y1 yeniden ekstrakte
edin. Sistem, yeniden ekstraksiyondan sonra 6rnek igin ayni isareti
gosterirse 6rnek kullanima uygun degildir, "indeterminate" (stuipheli) olarak
kaydedilmelidir ve bagka higbir teste tabi tutulmamalidir. Yeni bir kan
plazmasi numunesiyle testi tekrarlamay degerlendirin.

Ornek tiipiinde "IC above acceptable range" (IC kabul edilebilir araligin iizerinde) isareti

PCR'nin hazirlanmasi
sirasinda hata veya
reaksiyonda inhibitor
mevcut

Doku numuneleri: Bir kez daha test edin. Sistem isareti ikinci kez gosterirse
20 mm? elde etmek (izere, kazima ile alinmig dokunun ayni numunesinden
iki slayt veya CNB'ler icin yeterli sayida slayt kullanarak DNA'y1 yeniden
ekstrakte edin ve PCR'yi tekrarlayin. Yeniden ekstraksiyon sonrasinda
sistem, 6rnek igin ayni isareti gdsterirse ikinci kez yeniden test edin. Isaret
tekrar goriliirse érnek kullanima uygun degildir. Ornek "indeterminate”
(stipheli) olarak raporlanmali ve baska higbir teste tabi tutulmamalidir.

Plazma numuneleri: Bir kez daha test edin. Sistem ayni isareti ikinci kez
gbsterirse hasta plazmasinin 2 ml'sini kullanarak DNA'y yeniden ekstrakte
edin. Sistem, yeniden ekstraksiyondan sonra 6rnek igin ayni isareti
gosterirse 6rnek kullanima uygun degildir, "indeterminate” (siipheli) olarak
kaydedilmelidir ve baska hicbir teste tabi tutulmamalidir. Yeni bir kan
plazmasi numunesiyle testi tekrarlamayi degerlendirin.

T1 Kontroliinde (6rnek) "No Cr value” (CT degeri yok) isareti

Ornekte amplifiye edilebilir
DNA sablonu yoktur

Doku numuneleri: Bir kez daha test edin. Sistem isareti ikinci kez gosterirse
20 mm? elde etmek Ulizere, kazima ile alinmig dokunun ayni numunesinden
iki slayt veya CNB'ler icin yeterli sayida slayt kullanarak DNA'y1 yeniden
ekstrakte edin ve PCR'yi tekrarlayin. Yeniden ekstraksiyon sonrasinda
sistem, rnek igin ayni igareti gdsterirse ikinci kez yeniden test edin. Isaret
tekrar goriilirse érnek kullanima uygun degildir. Ornek "indeterminate"
(stipheli) olarak kaydedilmeli ve baska higbir teste tabi tutulmamalidir.

Plazma numuneleri: Bir kez daha test edin. Sistem ayni isareti ikinci kez
gosterirse hasta plazmasinin 2 ml'sini kullanarak DNA'y1 yeniden ekstrakte
edin. Sistem, yeniden ekstraksiyondan sonra érnek icin ayni isareti
gosterirse 6rnek kullanima uygun degildir, "indeterminate” (supheli) olarak
kaydedilmelidir ve baska higbir teste tabi tutulmamalidir. Yeni bir kan
plazmasi numunesiyle testi tekrarlamay! degerlendirin.
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lletisim Bilgileri

Teknik destek ve daha fazla bilgi icin Iitfen www.qgiagen.com/Support adresindeki Teknik
Destek Merkezi'ne bakin, 00800-22-44-6000 numarasini arayin ya da QIAGEN Teknik
Servis Boélimlerinden birine veya yerel dagitimcilara bagvurun (arka kapaga bakin veya

www.giagen.com adresini ziyaret edin).
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Semboller

Asagidaki semboller ambalaj ve etiket tizerinde gorulebilir:

Sembol

Sembol tanimi

C€

Als

/
\

[ }\.
Z

g

X

n

o—

Avrupa uyumlulugu igin isaret
<N> reaksiyon icin yeterli reaktif icerir

Son kullanma tarihi

in vitro tani amacl tibbi cihaz
Katalog numarasi

Lot numarasi

Materyal numarasi
Bilesenler

icindekiler

Numara

Isiga maruz birakmayin

Kuresel Ticaret Pargca Numarasi

R Kullanma Talimati (El Kitabi) revizyonudur ve n revizyon
numarasidir

Sicaklik sinirlamasi

O
o
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Siparig Bilgileri

Uriin

icerik

Kat. no.

therascreen PIK3CA RGQ
PCR Kit (24)

24 reaksiyon igin: 6 Reaksiyon Karigimi,
Pozitif Kontrol, Tag DNA Polimeraz,
NTC icin Su ve Ornek Diliisyonu igin Su

QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit

QlAamp DSP DNA FFPE
Tissue Kit (50)

50 DNA hazirlidi igin: QlAamp
MinElute® siitunlari, Proteinaz K,
Tamponlar ve Toplama Tupleri (2 ml)

QIlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit

QlAamp DSP Circulating
Nucleic Acid Kit (50)

50 DNA hazirhi@i icin: QlAamp MinElute
sUtunlari, Proteinaz K, Tamponlar ve
Toplama Tupleri (2 ml)

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM ve aksesuarlari

Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM Platform

Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM System

5 kanal artt HRM kanalli (yesil, sari,
turuncu, kirmizi, kizil) real-time PCR
dongdleyici ve Yiksek Cozunarlikli
Eritme analizor, dizustu bilgisayar,
yazilim, aksesuarlar: pargalar ve isgilik
icin 1 yillik garanti dahildir, kurulum ve
egitim dahil degildir

5 kanal (yesil, sari, turuncu, kirmizi,
kizil) arti HRM kanalli real-time PCR
doénglleyici ve Yiksek Cozunarlikli
Eritme analizor, dizustu bilgisayar,
yazilim, aksesuarlar: parcalar ve isgilik
icin 1 yillik garanti, kurulum ve egitim
dahildir

873111

60404

61504

9002032

9002033
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PCR Tubes, 0.2 ml (1000) 1000 reaksiyon igin 20-50 ul'lik 981005
1000 ince duvarl tip

Strip Tubes and Caps, 10.000 reaksiyon igin 4 tup ve kapakh 981106
0.1 ml (2500) 10 x 250 strip

Loading Block 72 x 0.1 ml 72 x 0,1 ml tiplerde tek kanall pipetle 9018901
Tubes manuel reaksiyon kurulumu igin

alliminyum blok

Loading Block 96 x 0.2 ml 96 x 0,2 ml'lik PCR tlplerinde tek kanalli 9018905
PCR Tubes pipetle manuel reaksiyon kurulumu igin
aliminyum blok

72-Well Rotor Strip Tubes and Caps, 0.1 ml Grtndi igin, 9018903
10-50 pl reaksiyon hacimleriyle;
Locking Ring 72-Well Rotor gerektirir

Locking Ring 72-Well Rotor 72-Well Rotor i¢indeki Strip Tubes and 9018904
Caps, 0.1 ml GrGnuni kilitlemek igin

QlAvac 24 Plus vacuum ctDNA saflastirma igin 19413

manifold

QIlAvac Connecting System ctDNA saflastirma icin 19419

Vacuum Pump ctDNA saflastirma icin; veya —800 ila 84010

—900 mbar vakum olusturma kapasiteli
muadili pompa

Gincel lisanslama bilgisi ve Uriine 6zgl ret beyanlari igin ilgili QIAGEN kiti el kitabl veya
kullanim kilavuzuna bakin. QIAGEN kit el kitaplari ve kullanim kilavuzlari www.giagen.com
adresinde bulunabilir veya QIAGEN Teknik Servisi veya yerel distribitoriinizden istenebilir.

therascreen® PIK3CA RGQ PCR Kit Kullanim Talimatlari (El Kitab1)  09/2019 101


https://www.qiagen.com/

Belge Revizyon Gegmisi

Tarih Degisiklikler
R1, Haziran 2019 Ik stiriim
R2, Eylil 2019 Frekans siitununda diizeltmeTablo 15; Baski hatalar diizeltildi; Diizen

glincellemeleri
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Sayfa bilerek bos birakilmistir
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therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit igin Sinirli Lisans Sozlesmesi

Bu Uriintin kullanimi herhangi bir alicinin veya Uriin kullanicisinin asagidaki kosullari kabul ettigi anlamina gelir:

1. Uriin yalnizca iiriinle birlikte ve bu el kitabinda verilen protokollere uygun olarak kullanilabilir ve yalnizca panelin iginde bulunan bilesenlerle kullanim igindir.
QIAGEN, bu panel ile birlikte verilen bilesenlerin el kitabinda ve www.giagen.com adresinden ulagilabilen ek protokollerde belirtilenlerin diginda bu panelin
icinde yer almayan herhangi bir bilesenle kullanimi veya birlestiriimesi igin kendi fikri miilkiyet haklarinin herhangi biri altinda lisans hakki vermez. Bu ek
protokollerden bazilari QIAGEN kullanicilan tarafindan QIAGEN kullanicilari igin saglanmistir. Bu protokoller QIAGEN tarafindan kapsamli sekilde test
edilmemis veya optimize edilmemistir. QIAGEN (giinci taraflarin haklarini ihlal etmedigini garanti etmez ve beyan etmez.

Acikga belirtilen lisanslar disinda, QIAGEN bu panel ve/veya kullanimlarinin tgiincii taraflarin haklarini ihlal etmeyecegini garanti etmez.

Bu panel ve bilesenleri bir kez kullanim igin lisanslidir ve tekrar kullanilamaz, yenilenemez veya tekrar satilamaz.

QIAGEN agik olarak belirtilenler diginda agik veya zimni herhangi bir bagka lisansi 6zellikle reddeder.

o rwN

Panelin alicisi veya kullanicisi yukarida yasaklanan eylemlere neden olabilecek veya bunlari kolaylastirabilecek herhangi bir girisimde bulunmayacagini ve
baska birisinin bu eylemlerde bulunmasina izin vermeyecegini kabul eder. QIAGEN herhangi bir Mahkemede bu Sinirli Lisans Anlagsmasi yasaklamalarini
uygulayabilir ve bu sinirli lisans anlagmasinin veya kit ve/veya bilesenleriyle ilgili fikri milkiyet haklarinin herhangi birinin uygulanmasina yol agan tim
durumlarda avukat {creti dahil tim sorusturma ve mahkeme masraflarini geri alabilir.

Alici igin Bildirim: Bu trliniin satin alinmasi, aliciya, yalnizca birlikte verilen QIAGEN kullanim kilavuzu veya prospektiisiinde belirtilen satin alma gerekgesine iliskin
faaliyetler igin patentli pepm niikleik asit (PNA) prosesini gergeklestirmek lzere Uriiniin sadece bu proses igin gerekli miktarinin insan tanisi alaninda kullanimina
iliskin sinirli ve devr mez kullanim hakki tanir. Alici, bu Urlini satin alarak asagidaki eylemlerde bulunmamay kabul eder: (1) Grlinii herhangi bir bigimde
yeniden satma; (2) Grlini adli tip uygulamalarinda kullanma; veya (3) Grlini bu Sinirli Kullanim Etiket Lisansinda belirtilenler disinda amaglar dogrultusunda
kullanma. Applied Biosystems LLC'ye ait patentler kapsaminda hak elde etmeye yénelik daha fazla bilgiye, Lisanslandirma Departmani, Thermo Fisher Scientific,
5791 Van Allen Way, Carlsbad CA 92008: telefon: (760) 603-7200: e-posta outlicensing@lifetech.com iizerinden iletisime gegerek ulasabilirsiniz.

Giincellenmis lisans sartlari ve Urline 6zgii ret beyanlari igin www.giagen.com adresine bakin.

Ticari Markalar: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIAamp®, MinElute®, Rotor-Gene®, Rotor-Gene AssayManager®, therascreen® (QIAGEN Group); DNAZap™
(Thermo Fisher Scientific, Inc.); PIQRAY® (Novartis AG). Bu belgede gegen tescilli adlar, ticari markalar vb. agikga bu sekilde belirtiimemis olsa bile yasalarca
korunmaktadir.

1116336 Eylll-19 HB-2635-001 © 2019 QIAGEN, tiim haklari saklidir.
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