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Akciger Kanseri RNA Paneli " Kullamm Talimati in Vitro Tam Amacli

5. Kullanim Talimatlan

5.1 RNA izolasyonu
RNA izolasyonu icin cesitli yontemler mevcuttur. Tutarlilik icin, RNeasy FFPE Kit veya RNeasy Mini Kit (Qiagen) gibi
ticari bir kit kullanmanmzi oneririz.

Ureticinin protokoliine gore toplam RNA izolasyon prosediiriinii izleyin. izolasyondan sonra, spektrofotometrik veya
florometrik analiz (orn. Nanodrop, UV spektrofotometre, Qubit) kullanarak RNA konsantrasyonunu ol¢in ve 16 ng/pl*
olarak ayarlayin. Konsantrasyon 16 ng/plnin altindaysa, numunenin bir RNA konsantrasyon adimindan gegmesi
gerekebilir.

**Bu RNA konsantrasyonu, Qubit Florometre ile FFPE numunelerinin florometrik analizine dayanmaktadir. Bu RNA
niceleme formu kullanilarak, miktar tayini yaklasik 640 ng RNA (reaksiyon basina 80 ng numune) gerektirecek sekilde
hesaplanmistir. Spektrofotometrik ve florometrik analiz ile Olgiilen RNA konsantrasyonlar1 farkli olacagindan, her
laboratuvar analiz icin optimal RNA konsantrasyonunu degerlendirmelidir.

RNA girdisinin optimizasyonu (Ek B):
Giris RNA konsantrasyonu, RNA konsantrasyonunu dahili kontrol icin tanimlanan Ct araligi ile iliskilendirerek optimize
edilebilir (bkz. bolum 6.2), bu siddetle tavsiye edilir.

LUNG-RT48 testini calistirmadan once optimal giris RNA miktarim belirlemek icin dahili kontrol (IC) primer karisim
(saglanan) kullanilmalidir (bkz. Boliim 8, Ek B). IC reaksiyonundan ve LUNG-RT48 reaksiyonlarindan elde edilen ic
kontrol Ct degerleri kabaca esdeger olacaktir. RNA girdisini belirlemek icin IC reaksiyonunun kullanilmasi, LUNG-RT48
tahlilinin IC Ct araligindaki numune sayisin1 artiracak ve bu nedenle numune kalitesi sorunlari nedeniyle yeniden
calistirma ihtiyacin azaltacaktir.

5.2 Reaktif Hazirlama

Tiim reaktifler ve numuneler, test kurulumunun tamam icin buz/sogutulmus bloklar iizerinde tutulmalidir.

Tum Astar Karisimlarini, pozitif kontrol karisimlarin1 ve 2X Reaksiyon Karisimini buz uzerinde eritin. Tupleri vorteksleyin
ve oda sicakliginda yaklasik 5 saniye dondiriin. PCR reaksiyonlar, toplam 20 pl/reaksiyon kuyucugu hacminde
ayarlanir. Pipetleme kayiplarini telafi etmek icin % 5 fazla hacim hesaplanarak buz tizerindeki her bir Astar Karisimi ile
ayri ayr master kansimlar yapilmalidir. RNA orneklerini dogrudan buz/sogutulmus blok iizerindeki plakaya ekleyin.

Asagidaki bilesenler her 20 pl reaksiyona girer:

Bilesen Hacim
Tek Adimli RT - gPCR Reaksiyon Karigimi

(2X) 10 pL
RT Enzim Karnsimi (20x) 1ul
Reaksiyon 1 -8 Algilama Astar Karisimi (1

-8) 4 ul
RNA numunesi (16 ng/pl**), PC veya NTC 5ul

Her numune icin sekiz reaksiyon ayarlanir. iki pozitif kontrol (PC) saglanmistir. Reaksiyon 1 -3 icin pozitif kontrol A
kullamn. Reaksiyon 4 -8 icin pozitif kontrol B kullamn. Tek bir 96 kuyucuklu PCR plakasi, reaksiyon basina en fazla 10
numunenin yanisira bir pozitif kontrol ve bir sablon kontrolii (NTC) barindirabilir (Sekil 1).
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Kullanim Talimati

in Vitro Tam Amacli

Ana karisim ve gPCR plakasi buz/sogutulmus bloklar iizerinde hazirlanmalidir.

1. Calisma icin gerekli primer karisimlarini, pozitif kontrol karisimlarin1 ve 2X reaksiyon karisimini ¢cozun.

2. Her tiipl vorteksleyerek kanstirin ve oda sicakliginda pikofiijde 5 saniye santrifiijleyin.

3. Asagidaki gibi n numune sayisi (kontroller dahil) icin her bir primer karisimi ile ayn bir ana karisim hazirlayin (%
5 eksez doz ile hesaplanir):

Reaktifler N numune basina hacim
Tek Adimli RT - gqPCR Reaksiyon Karisimi

(2X) 10,5 ul x n

RT Enzim Karisim (20x) 1.05ulxn
Reaksiyon Algilama Primer Karisimi (1 -8) 4.2 yl x n

No oA

edin.

Her tiipl vorteksleyerek karstirin ve oda sicakliginda 5 saniye santrifiijleyin.
Sekil 1 'de gosterildigi gibi kuyu basina 15 pl ana karisimi dagitin.

Sekil 1 'e gore sablonsuz kontrol (NTC) olarak 5 pl numune RNA, pozitif kontrol veya su ekleyin.

Birkac kez yukan ve asag pipetleyerek kanstirin. Pipetleme yaparken, kabarcik olusumunu onlemeye dikkat

8. Plakay1 optik sizdirmazlik filmi ile kapatin. Reaksiyon hacmini kuyunun dibine getirmek ve kuyucuklarin dibinde
kabarcik bulunmadigindan emin olmak icin plakay1 santrifiijleyin.
9. Plakay1 termal dongiileyiciye yerlestirin ve asagidaki programi calistirin:

Sicakhk Zaman [Dongiiler| Verilerin Toplanmasi
55°C 10 dk 1 Kapali
95°C 1 min 1 Kapali
95°C 10 sn 40 Kapali
60°C 45 sn Acik

Reaksiyon No.

0 N OO U Bbp W N

10 11 12
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- "Sekil 1. 10 bilinmeyen numuneyi analiz eden tek bir deney icin dnerilen plaka yerlesimi.
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5.3 Cihaz Kurulumu

5.3.1 Applied Biosystems® 7500 Cihaz
SDS yazilimi surim 2.0 ve usti

Yeni bir deney olusturun: Dosya > Yeni Deney > Gelismis Kurulum.

Deney Ozellikleri Altinda
1. Deney icin bir ad girin ve 7500/7500 Hizli (96 kuyu) secenegini secin.
2. Deney tiri icin Nicelik - Karsilastirmali ¢t (cT) segin.
3. Reaktif turt ve rampa hizi icin sirasiyla TagMan® Reaktifleri ve Standart'i secin. 7500 Fast cihazi
kullaniyorsaniz rampa hizi icin Fast (Hizl1) secenegini secin.
4. Sol gezinti menusiinde Plaka Kurulumu'na tiklayin.

Hedefleri ve Ornekleri Tanimla Sekmesi Altinda

5. Hedef Tamimlama boliimiinde Yeni Hedef Ekle'ye tiklayin ve asagidaki tabloda gosterildigi gibi hedefler
belirleyin.

Hedef ismi Bildiren Sondiiriicii
RXN 1 1C VIC NFQ-MGB
RXN 1 EML4-ALK FAM NFQ-MGB
RXN 2 IC VIC NFQ-MGB
RXN 2 EML4-ALK FAM NFQ-MGB
RXN 3 IC VIC NFQ-MGB
RXN 3 EML4-ALK FAM NFQ-MGB
RXN 3 MET EXON 14 SKIPPING CY5 NFQ-MGB
RXN 4 IC VIC NFQ-MGB
RXN 4 ROS1 FAM NFQ-MGB
RXN 4 RET CY5 NFQ-MGB
RXN 5 IC VIC NFQ-MGB
RXN 5 ROS1 FAM NFQ-MGB
RXN 5 RET CY5 NFQ-MGB
RXN 6 IC VIC NFQ-MGB
RXN 6 ROS1 FAM NFQ-MGB
RXN 7 IC VIC NFQ-MGB
RXN 7 ROS1 FAM NFQ-MGB
RXN 7 RET CY5 NFQ-MGB
RXN 8 IC VIC NFQ-MGB
RXN 8 RET CY5 NFQ-MGB

6. Numuneleri Tanimla boliimiinde, Yeni Numune Ekle'ye tiklayin ve pozitif kontrol karisimi icin PC A veya B,
sablon kontrolu (su) icin NTC ve bilinmeyen numune adlarini/numaralarinm ekleyin.

Hedef ve Ornek Atama Sekmesi Altinda
7. SéFﬂen kuyucuklara hedef(ler) ata boliimiindeki hedeflerin kutularini isaretleyerek onceki sayfada gosterildigi
vglb]PlaKa Yerlesimini-Goriintiile'de secilen kuyucuklara hedefler atayin.
8 ﬁ‘amf referans olarak kullamlacak boyay1 se¢ boliimiinde Rox'u secin.
9. 7 Asagida llstel.enemdomgu»parametrelerlm ayarlamak icin sol gezinme menisiinde Yontemi Calistir ‘a tiklayin.
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ACHTercume

Sicakhk Time [Dongiiler| Verilerin Toplanmasi
55°C 10 dk 1 Kapali
95°C 1 min 1 Kapali
95°C 10 sn 40 Kapali
60°C 45 sn Acik

10. 60°C tavlama/uzatma adimi icin Toplanan Verilerin secildiginden emin olun.

11. Kuyu Basina Reaksiyon Hacmi alanina 20 pl girin.

12. Yesil calistirmay1 baslat diigmesine tiklayarak cihazi CALISTIRMAYI BASLATIN.
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5.3.2 QIAGEN Rotor - Gene® Q
Cihaz yazilimi suirim 2.0 ve Usti

1. Dosya>Yeni'yi secin, iletisim kutusundaki Gelismis sekmesine tiklayin, iki Adim" secin ve Yeni'ye tiklayin.

2. 72 - Kuyu Rotorunu secin, Kilitleme Halkas1 Ekli kutusunu isaretleyin, ileri'ye tiklayin, ardindan Sihirbazi
Atla'ya tiklayin.

Goriintim>Calistir Ayarlari’'na gidin, 20 pl girin
Goriiniim>Profil Diizenleyici'ye gidin. 2 Bekletme ve 1 Bisiklet adimi olusturun.
5. Sagdaki panelde her adima tiklayarak asagida listelenen uygun bisiklet parametrelerini girin:

W

Adim Sicakhik Time [Dongiiler veri edinme

Tut 55°C 10 dk 1 Edinilmiyor

Tut 95°C 1 min 1 Edinilmiyor

Zamanlanmis

Adim 95°C 10 sn Edinilmiyor
Tarihinde A Bisikletine

Zamanlanmis o 40 Alimyor

Adim 60°C 45 sn Yesil, Sar1 ve Kirmzi

6. Sagdaki panelde 60 °C sicaklik ayarim secin.
7. Veri toplama kanallarin1 eklemek icin A Dongiisiine Edinme'yi secin.

¢ Edit Profile %

2 . W | e
New Open SaveAs | Help
The run will take approximately 95 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

(LELLERREE TR EATECRACRERR R

Click on a cycle below to modify it :

Hold Insert after...
Hold 2
a Insert before...
Remove
This cycle repeats 40 | timefs).

Click on one of the steps below to modify it, or press + or - to add and remove steps for this cycle.

Il Timed Step LI J LJ
B0°C

45 seconds

95°C for 10 secs

onh Green, Red,
B0°C for 45 secs

[~ LongRange
[~ Touchdown

voler Yemindi Misercan
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Akciger Kanseri RNA Paneli in Vitro Tam Amacli Kullanim Talimati

8. Kullanilabilir Kanallar alanindan her bir rengi secip saga bakan oku secerek Yesil, Sar1 ve Kirmizi
Kanallarin Edinme Kanallar alanina eklendiginden emin olun.

Acquisition

Same as Previous : I[New Acquisition] L]

[~ &cquisition Configuration :
Available Channels : Acquiring Channels :

Name I

Crimson
HRM
Orange

To acquire from a channel, select it from the list in the left and click >. To stop acquiring from a
channel, select it in the right-hand list and click <. To remove all acquisitions, click <<.

Dye Chart >> 0K I Don't Acquire Help

Dye Channel Selection Chart

FAM", SYBR Green 1, Fluorescein, EvaGreen'”, Alexa Fluor 488"

555nm | JOEY, VIC, HEX, TET", CAL Fluor Gold 540, Yakima Yellow'"

810nm | ROX'Y, CAL Fluor Red 810", Cy2.5", Texas Red"”, Alexa Fluor 568

680nm |Cy5, Quasar 870"V, Alexa Fluor 623"

710hp  |Quassr705', Alexa Fluor €80

510nm |SYTO 9+, EvaGreen’

9. TAMAM tiklayin.
10. Profili Duzenle penceresinde Tamam ‘a tiklayin.

Istede bagli: iletisim kutusunun ist kismindaki Farkli Kaydet diigmesini kullanarak bu profili ileride kullanmak iizere

kaydedin.

11. Kazang¢ Optimizasyonu'nu secin.

12. Kanal Ayarlan altindaki acilir meniiyi se¢in ve Tiim Kanallari Segin.

13. Tiimiinii Optimize Et'i secin.

14. Onceki pencereye geri dénmek icin tiim kazanc ayan secenekleri icin Tamam" secin.

15. 1. Aimdan Once Optimizasyon Gerc¢eklestir'in yanindaki kutuyu isaretleyin.
Not: Bu adim, her yeni reaktif partisi icin yalnizca bir kez gerceklestirmek icin gereklidir. Kazang ayarlan
belirlendikten sonra, ayni parti numarasina sahip reaktiflerle gelecekteki calismalar icin ayni1 ayarlar
kullanmin.

16. Kapat "1 secin.

17. ilerleyi segin.

18. Serit borularini rotora yikleyin.

19. Calistirmay1 Baslat" secin, ardindan calistirmay1 baslatmak icin Baslat diigmesine tiklayin.
Not: Calistirma basladiginda Numuneleri Diizenle iletisim kutusu acilir. Numune bilgileri, cihaz calisirken
veya calisma tamamlandiktan sonra girilebilir.

Tiirkgeden Ingilizeey
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5.3.3 Roche LightCycler® 480
Yazilim siirim 1.5 ve ustl

1. Navigatorde, yeni bir LightCycler® 480 Deneyi baslatmak icin Yeni'ye tiklayin.
2. Algilama Formati icin Cift Renkli Hidroliz Probu / UPL Probu’'nu secin.
3. FAM (460 -510) ve VIC (533 -580) 6gelerinin secili oldugundan emin olmak icin Ozellestir'e tiklayin.
4. Reaksiyon hacmini 20 pl olarak degistirin.
5. Asagidaki program ve sicaklik hedeflerini ekleyin:
Uygulama Ad Dongiiler| Analiz Modu
Etkinlestirme 1 Yok
Denature 1 Yok
Periyot 40 Miktar Tayini

Etkinlestirme Adimi icin:

Bekleme
Hedef (°C) | Edinim Modu (ss:dd:ss)
55 Yok 00:10:00
Denatirasyon Adimi icin:
Bekleme
Hedef (°C) | Edinim Modu (ss:dd:ss)
95 Yok 00:01:00
Dongu Adimi
icin:
Bekleme
Hedef (°C) | Edinim Modu (ss:dd:ss) Rampa Hizi (°C/s)
95 Yok 00:00:10 4.4
60 Tek 00:00:45 2.2

6. Numune Diizenleyici'ye gidin ve is Akisi olarak Rel Quant" secin, ardindan numuneleri plakaya atayin.
7. Deneme diigmesini secin ve dosyay1 kaydetmek ve calistirmayi baslatmak icin Calistirmay1 Baslat'a tiklayin.
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