EGFR Mutasyon Analizi Kiti Kullamim Kilavuzu Yalmzca Arastirma Kullammi icin

5. Kullanim Kilavuzu (O acilterciime

5.1 DNA izolasyonu
DNA izolasyonu icin cesitli yontemler mevcuttur. Tutarlilik icin, EntroGen gibi ticari bir kit kullanmanizi oneririz.
pureNA® Genomik DNA izolasyon Kiti (Cat# GDNA -50).

Ureticinin protokoliine gore genomik DNA izolasyon prosediiriinii izleyin. Yeterli miktarda DNA, FFPE bloklarindan veya
taze donmus kesitlerden (yaklasik 2 -10 pg) izole edilebilir. DNA izolasyonundan sonra, florometrik analiz (orn. Qubit)
kullanarak konsantrasyonu olcun ve 10 ng/pl'ye ayarlayin. Konsantrasyon 10 ng/pl'nin altindaysa, reaksiyon kurulumu
sirasinda su hacmini ayarlayin.

Bu analiz, reaksiyon basina yaklasik 80 ng DNA, 10 ng numune gerektirir. Bununla birlikte, FFPE bloklarindan izole
edilen DNA'nin kalitesi parcalanmaya baglh olarak degisebilir. Bu nedenle, DNA konsantrasyonu, analiz icin mevcut olan
amplifiye edilebilir DNA miktarim1 yansitmamaktadir. EntroGen'in Dahili Kalite Kontrol Testini (kat. no. IQCA - RT50),
herhangi bir RT - PCR testini calistirmadan once optimum giris DNA miktarin1 belirlemek icin kullamblr.

Her laboratuvar, DNA konsantrasyonunu i¢ kontrol icin bolum 6.2 'de tanimlanan optimal aralikla iliskilendirerek
optimal giris DNA konsantrasyonunu da degerlendirebilir.

5.2 Reaktif hazirhg

e Primer/prob kansim tuplerini, pozitif kontrol karisimlarini ve 2X mutasyon tespit reaksiyon karisimlarini buz
uzerinde eritin.

e Tipleri vorteksleyin ve oda sicakliginda yaklasik 5 saniye dondiiriin.
Not: Reaktiflerin, kontrollerin ve numunelerin buz uzerinde tutulmasi onerilir.
Her numune icin sekiz reaksiyon ayarlanir. PCR reaksiyonlarn toplam 30 pl/numune hacminde ayarlanir. Birden fazla
numune icin reaksiyon karisimlan (kontrol numunelerinin yam sira), pipetleme kayiplarini telafi etmek icin % 5 fazla
hacimli bir ana karisim olarak onceden karistinlmalidir.
Alternatif olarak, dogrudan plakaya eklenen DNA o6rnekleri ile her bir primer/prob kansimi ile ayrn ana kansimlar
yapilabilir. Bu kurulum icin, DNA numunesinin seyreltilmesi ve pipetleme hatasim en aza indirmek icin reaksiyon

kuyucugu basina en az 5 ul numune eklenmesi onerilir.

Asagidaki reaktifler her 30 pl reaksiyona girer:

Bilesenler Hacim (pl)
Mutasyon Tespit Reaksiyon Karisimi (2X) 15
Astar/Prob Karisimi (1 -8) 7
DNA 6rnegi (10 ng/pl) 1*
Molekiler dereceli su 7

*Numune hacmi 1 pl ile 8 pl arasinda olabilir.
** 30 pl reaksiyon hacmini tamamlamak icin su hacmi numune hacmine gore ayarlanmalidir.
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EGFR Mutasyon Analizi Kiti

Kullamim Kilavuzu Yalmzca Arastirma Kullammi icin

1. Her numune icin asagidaki gibi bir ana karisim hazirlayin (% 5 fazlalik ile hesaplanir):

Reaktifler FINAL Numune basina hacim
Mutasyon Tespit Reaksiyon Karisimi (2X) 1X 126l

Pozitif kontrol 10 ng/pl'de DNA, Su veya numune DNA'sim 10 ng 8.4 ul
kanstirr (“laciierciime

Niikleaz icermeyen su | 58.5 pul

2. 0Oda sicakliginda kanstirmak ve hizli bir sekilde dondiirmek icin nabiz vorteksi.
3. Kuyu basina 23 pl ana kansim bir sonraki sayfada gosterildigi gibi tek bir siituna (A - H) dagitin.
4. Her astar/prob karisimindan karsilik gelen kuyucuga 7 pl ekleyin.
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Sekil 1: Her ornek icin sekiz reaksiyon diizenlenmistir. Tek bir 96 kuyucuklu PCR plakasi, bir pozitif kontrol karisim ve bir
10 'a kadar bilinmeyen numuneyi barindirabilir. 72 kuyucuklu bir rotor
(gosterilmemistir), bir pozitif kontrol karisimi ve bir sablonsuz kontrol (NTC) olmak lizere 7 'ye kadar bilinmeyen numuneyi

sablonsuz kontrol (NTC) olmak uzere

barindirabilir. Onerilen plaka yerlesimi yukarida gosterilmistir.

Not: 1 pl'den buyuk numune hacimleri icin ana karnsimdaki su hacmi, reaksiyon basina toplam 30 pl'ye gore
ayarlanmalidir. Reaksiyon basina ana karisimin hacmi de ayarlama gerektirecektir.

5. Birkac kez yukar ve asagi pipetleyerek karistirin.
6. Plakay1 optik sizdirmazlik filmi veya kapaklan ile kapatin.

7. Yan duvarlardan damlaciklari indirmek ve kuyularin dibinde kabarcik bulunmadigindan emin olmak icin plakayi

kisaca santrifiijleyin.
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5.3 Cihaz Kurulumu

5.3.1 Applied Biosystems® Aletleri:
7500/7500 Hizl1 (SDS Yazilim stirimii 2.0 ve Usti);

StepOne/Plus (Yazilim stirimii 2.2 ve Ustl);

QuantStudio™ 5 (yaziim suirimi 1.4.3 veya ustli)

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

Deney Ozellikleri Kapsaminda

1. Deney icin bir ad girin ve deney icin uygun blogu secin.

2. Deney turu icin Miktar Tayini - Karsilastirmali C; (AA Cy) secin.

3. Reaktif turd ve rampa hizi icin sirasiyla TagMan® Reaktifleri ve Hizli'y1 secin. 7500 Standart bir cihaz
kullamyorsamz Standart sekmesini secin. Standart ve Hizli mod arasinda performans farki yoktur.
4. Sol gezinti menusiinde Plaka Kurulumu 'na veya QuantStudio™ 5' te Tanimla 'ya tiklayin.

Hedefleri ve Ornekleri Tanimla'nin altinda

5. QuantStudio™ 5 'te Yeni Hedef Ekle'ye veya Yeni'ye tiklayin ve asagidaki tabloda gosterildigi gibi asagidakileri

ayarlayin:
Adi Soyadh Florofor Sondiiriicii
IC VIC Floresan Yok (NFQ)
EGFR FAM Floresan Yok (NFQ)

6. Numuneleri Tanimla altinda: Pozitif kontrol karisimi icin PC, sablon kontrolu (su) icin NTC ve bilinmeyen
numune adlari/numaralan ekleyin.
7. Hedefleri ve Numuneleri Ata Sekmesini secin, numuneleri ve dedektorleri Sekil 1 'de gosterildigi gibi plakaya

ekleyin.

8. Pasif Referans Boyay1 “YOK” olarak ayarlayin.

9. Calistirma Yontemini asagidaki parametrelerle ayarlayin ve deneyi calistirin.

Sicaklhik Siire Dongiiler| Verilerin
Toplanmasi
oce 10dk | 1
0Ce 15 sn.
40

oCe 30 sn. FAM, VIC
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EGFR Mutasyon Analizi Kiti Kullamim Kilavuzu Yalmzca Arastirma Kullammi icin

5.3.2 Rotor - Gene® Q Y arikarss:
Yazilim siiriimii 1.7 ve Uzeri ve g S
Rotor - Gene® 3000 Yazilim strimdii 6.1.3

1. Dosya>Yeni'yi secin, iletisim kutusundaki Gelismis sekmesine tiklayin, iki Adim'a cift tiklayin.
2. 72 - Kuyu Rotorunu secin, Kilitleme Halkas1 Ekli kutusunu isaretleyin, Sihirbazi Atla‘yr tiklayin.
3. Goriiniim> Ayarlar Calistir'a gidin, Reaksiyon Hacmi icin 30pl girin ve Tamam'a tiklayin.
4. Goriiniim>Profil Diizenleyici'ye gidin. Kutuda iki dongi listelenmelidir; Bekletme ve Bisiklete binme.
5. Sagdaki panelde her bir adima tiklayarak asagidaki adim parametrelerini girin:

Sicaklik Siire Dongiiler | Verilerin Toplanmasi

o0ce 10 dakika 1 Edinilmiyor

oce 15 saniye Edinilmiyor

40 A Bisikletine Kazandirma
0co :
¢ 30 saniye Yesil / San

6. OK (Tamam)'a tiklayin.

Istege bagli: iletisim kutusunun Ust kismindaki Farkli Kaydet diigmesini kullanarak bu profili ileride kullanmak iizere
kaydedin.

7. Goriiniim>Kazang Optimizasyonu'na gidin, Kanal Ayarlan acilir menusiinden Edinmeyi Optimize Et'i secin ve .
Edinimden Once Optimizasyon Gerceklestir'in yamindaki kutuyu isaretleyin.

Not: Bu adim, her yeni reaktif partisi icin yalmzca bir kez gerceklestirmek icin gereklidir. Kazanc ayarlan
belirlendikten sonra, aym parti numarasina sahip reaktiflerle gelecekteki calismalar icin ayni ayarlar kullanin.

8. Serit borularim rotora yukleyin.
9. Calistir > Calistir't Baslat sekmesine gidin, ardindan calistirmay1 baslatmak icin Baslat diigmesine tiklayin.

Not: Calistirma basladiginda Numuneleri Diizenle iletisim kutusu acilir. Numune bilgileri, cihaz calisirken veya calisma
tamamlandiktan sonra girilebilir.
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5.3.3 Roche LightCycler® 480
Yazilim Surumdi: 1.5 ve Uzeri
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Navigatorde, yeni bir LightCycler® 480 Deneyi baslatmak icin“Yeni'ye tiklayin.

1.
2. Algilama Formati icin Cift Renkli Hidroliz Probu / UPL Probu’'nu secin.
3. FAM (460 -510) ve VIC/HEX/Yellow555 'in (533 -580) secili oldugundan emin olmak icin Ozellestir'e tiklayin.
4. Reaksiyon hacmini 30 pl olarak degistirin.
5. Asagidaki program ve sicaklik hedeflerini ekleyin:
Uygulama Adi Dongiiler | Analiz Modu
Denature 1 Yok
Dongu 40 Miktar Tayini
Denatirasyon Adimi icin:
Hedef (°C) | Edinim Modu Bekleme
(ss:dd:ss)
95 Yok 00:10:00
Dongu Adimi icin:
Hedef (°C) | Edinim Modu Bekleme Rampa Hizi (°C/s)
(ss:dd:ss)
95 Yok 00:00:15 4.4
58 Tek 00:00:30 2.2

6. Numune Diizenleyici'ye gidin ve is Akis1 olarak Rel Quant" secin, ardindan numuneleri plakaya atayin.
7. Deneme diigmesini secin ve dosyay1 kaydetmek ve calistirmayi baslatmak icin Cahistirmayi Baslat'a tiklayin.
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EGFR Mutasyon Analizi Kiti Kullamim Kilavuzu Yalmzca Arastirma Kullammi icin

5.3.4 Bio - Rad CFX96 C) acilterciim:

Yazilim Strumd 3.1 ve uUzeri

o 0 ® N

12.
13.

Baslangic Sihirbazinda Yeni Deneme Olustur'u secin ve acilir listede CFX96 'nin secili oldugundan emin olun. OK
(Tamam)'a tiklayin.
Deney Kurulumu penceresinin Protokol sekmesinde Yeni Olustur'u secin ve asagidaki dongii parametrelerini
girin.
Adim | Sicakhk Siire
1 oce 10 dk
2 0o 15 sn
3 oce 30sn
+Plaka Okuma
4 2 39 kez daha GIT
SON
Numune Hacmini 30pl olarak degistirin.
Tamamlandiginda, protokol sablonunu kaydetmek icin Tamam'a tiklayin. Sonraki calismalar icin kullanmak
iizere kaydedilen sablon dosyasinin konumunu not edin. Plaka kurulum penceresine gitmek icin ileri'ye tiklayin.
Plaka sekmesinde, plaka diizeni olusturmak icin Yeni Olustur’a tiklayin.
Floroforlar Sec¢ diigmesine tiklayin ve FAM ve VIC'in yanindaki kutular isaretleyin.
Diger tiim isaretler kaldinlmalidir. OK butonuna tiklayin.
Plaka diizenindeki ilk siitunu (A1 - H1) secin ve Numune Tipini Pozitif Kontrol olarak degistirin.
Plaka diizenindeki son siitunu (A12 - H12) secin ve Numune Tipini NTC olarak degistirin.
Plaka diizenindeki kuyularin geri kalamini (A2 - H11) secin ve Numune Tipini Bilinmiyor olarak degistirin.
. Her stitunu ayn ayri secin ve Numune Adi alanina numunenin adini yazin. Bittiginde, numune adini kaydetmek
icin klavyedeki Enter tusuna basin. Bu adimi her numune icin gerceklestirin.
. Ayarlar'a tiklayin ve kullanilan plaka tiiriini secin (6rnegin, BR Beyaz veya BR Seffaf).
Tamamlandiginda, plaka diizenini kaydetmek icin Tamam'a tiklayin.
Calistirmaya baslamak icin ileri'ye, ardindan Cahstirmaya Basla'ya tiklayin.
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