IDH1/2 Mutasyon Analiz Kiti Kullanim Kilavuzu In-Vitro Diagnostik Kullamim icin
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5.1 DNA izolasyonu
DNA izolasyonu icin cesitli yontemler mevcuttur. Tutarllllk icin, EntroGen pureNA ® Genomik DNA izolasyon Kiti

(Kat. No. GDNA -50) gibi ticari bir kit kullanmanizi oneririz.

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 olciin ve gerekirse seyreltin. Bu tahlil, numune basina
toplam 25 -75 ng DNA gerektirir (5 -15 ng/reaksiyon). Bununla birlikte, FFPE bloklarindan izole edilen DNA'nin
kalitesi parcalanmaya bagli olarak degisebilir. Bu nedenle, DNA konsantrasyonu, analiz icin mevcut olan
amplifiye edilebilir DNA miktarin1 yansitmamaktadir. EntroGen'in DNA Fragmentasyon Miktar Tayinini (kat. No.
FQA - RT40) herhangi bir gPCR testini calistirmadan once optimal giris DNA miktarim belirlemek icin kullanlir.
Her laboratuvar, DNA konsantrasyonunu ic kontrol icin bolim 6.1 ‘de tamimlanan optimal aralikla iliskilendirerek
optimal giris DNA konsantrasyonunu da degerlendirebilir.

5.2 Reaktif preparasyonu
Tum primer/prob karnsimlarini, pozitif kontrol karisimin ve 2X reaksiyon karnsimini buz uzerinde eritin. Tupleri
vorteksleyin ve oda sicakliginda birka¢ saniye dondiiriin. Tek bir reaksiyon icin PCR reaksiyon hacmi 20
pl/numunedir. Birden fazla numune icin reaksiyon karisimlari (kontrol numunelerinin yam sira), pipetleme
hatalarin1 6rtmek icin % 5 fazlaligi olan bir ana karisim olarak onceden kanstinlmali ve buz iizerine
yerlestirilmelidir.

Asagidaki hacimler her 20 pl reaksiyona girer:

Bilesenler Hacim (pl)

Mutasyon Tespit Reaksiyon Karisimi (2X) 10

Astar/Prob Karisimi (1 -5) 3

DNA numunesi (5 -15 ng) 6*

Nukleaz icermeyen su Toplam 20 pl hacim igin **

*Numune hacmi 1 plile 7 pl arasinda olabilir.
** 20 pl reaksiyonu tamamlamak icin su hacmi numune hacmine gore ayarlanmalidir.

Her numune icin bes reaksiyon ayarlamr. Tek bir 96 kuyucuklu PCR plakasi, Sekil 1 'de goriildiigii gibi 14
numuneye, bir pozitif kontrol karisimina ve bir sablonsuz kontrole kadar barindirabilir. Deney kurulumu
sirasinda sogutulmus bloklarin izerine 96 kuyucuklu plakalarin yerlestirilmesi onerilir.

1. N numune sayisi icin, her biri asagidaki gibi farkli bir astar karisimina sahip (5 Astar Karisimindan) 5 farkli
ana karsim hazirlayin (% 5 eksez doz ile):

Reaktifler Nihai Kons. | n numune basina hacim
2X Reaksiyon Ana Karisimi 1X (n+2)*10,5 pl
Astar/Prob Karisimi (1 -5) 1X (n+2)*3,15 pl
Molekiler Simf Su” UYGULANMADI (n+2)*1.05 pl

- #Yukandaki tablo, reaksiyon basina her numuneden 6 pl eklendigini varsaymaktadir. Farkli bir numune hacmi kullaniliyorsa, su
hacmii buna gore ayarlanmalld1r

2 O@lcaklrgmda ‘karlstirmak ve' hlle blr sekilde dondiirmek icin nabiz vorteksi.
3,. Kqu'Efésma 14 pbiana kansim dagitin.
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D
4. Asagidaki Sekil 1 'e gore ilgili oyuga 6 p(\l?q)iﬁf’kdrj’qrp_t‘ka_risgrm‘j)NA ve/veya su ekleyin.

Not: 6 plden disiik numune hacimleri icin ana_Kkarisimdaki- su’ hacmi, reaksiyon basina toplam 20 plye gore
ayarlanmalidir. Reaksiyon basina ana karisimin hacmi de ayarlama gerektirecektir. Ek A'daki drnege
bakimz.

5. Birkac kez yukari ve asagi pipetleyerek karistirin.

6. Plakay1 optik sizdirmazlik filmi ile kapatin. Reaksiyon hacmini kuyunun dibine getirmek ve oyuklarin dibinde
kabarcik bulunmadigindan emin olmak icin plakay1 santrifiijleyin.

7. Plakay1 termal dongiileyiciye yerlestirin ve asagidaki programi calistirin:

Sicakhk Siire Dongiiler
95°C 10 dk X1
95¢C 15 sn
58°C X40

Plaka okunusu 30'sn

Sekil 1: 14 bilinmeyen numuneyi analiz eden tek bir deney icin onerilen plaka yerlesimi. Metin iceren turuncu,
mavi, yesil, san ve beyaz, sirasiyla Astar/Prob Karisimi 1 -5 iceren oyuklar temsil eder.
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5.3 Cihaz Kurulumu
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Kullanim Kilavuzu

5.3.1 Bio - Rad CFX96 (yazilim siiriimii 3.1 veya istii)

In-Vitro Diagnostik Kullamim icin

.“':‘.(‘4

Yeni bir deney olusturun: Baslangi¢ Sihirbazi > Kurulumu Calistir sekmesi > Calistirma tiiriinii se¢in >

Kullanic1 tamiml diigme. Protokol sekmesinin altindaki Kurulumu Calistir penceresinde
1. Asagidaki dongii kosullarin girin.

2.

Sicaklik Siire Dongiiler
95°C 10 dk X1
95¢C 15 sn

Plaka okunusu 30'sn

ileri diigmesine tiklayin.

Plaka sekmesinin altinda

3.

W PN

Plaka Editori'nu agmak icin Secilenleri Duzenle'ye tiklayin.

Floroforlan Sec diigmesine tiklayin ve yalmzca FAM ve HEX' secin.

Plakadaki tiim kuyulari secin ve tiim reaksiyon kuyular i¢in FAM ve Hex'in secildiginden emin olun.
PC reaksiyonlan olan kuyular secin ve Numune Turd icin Pozitif Kontrol'li secin.

NTC reaksiyonlar olan kuyular secin ve Numune Turu i¢cin NTC'yi secin.

Numune Adi alanina numune adlarin girin.

Plaka duzenleyiciden ¢cikmak icin Tamam'a tiklayin. Program plakay1 kaydetmek isterse, gelecekteki
calistirma kurulumlan icin erisilebilir bir konuma “IDH1/2” olarak kaydedin.

10. Calistirmay1 Baslat sekmesine gitmek icin ileri'ye tiklayin ve Calistirmay1 Baslat secin.

5.3.2. Uygulanan Biosystems QuantStudio™ 5 Fast (yazilim siiriimii 1.4.3 veya listii)

U N W N =

N o

QuantStudio™ Tasarim ve Analiz Yazilimini agin.
Dosya>Yeni Deney>Deney Kurulumu'na gidin.
Deneyin adinmi soyleyin.
QuantStudio ™ 5 Sistemini secin.
Blok tipini secin (96 - iyi 0.2 mL Blok).
a. Sisteminizde 96 kuyucuklu 0,1 mL Blogu varsa, bunun yerine bunu secin.
Deney tiirt icin Karsilastirmal Ct (AACt) secin.
Kimya icin TagMan® Reaktiflerini secin ve Calisma modu icin Hizli'yr secin.
Yontem penceresine gidin. Hacmi 20 pl ve kapak sicakligin1 105° C olarak ayarlayin. Ardindan
asagidaki calistirma parametrelerini girin:

Sicaklik Siire Dongiiler Veri toplama
95¢C 10 dk X1 Kapali

95°C 15 sn Kapali

589C 305 x40 Acik

9 Plaka penceresine gidin. Plaka Oznitelikleri altinda Pasif Referans i¢in "HICBIRI" secenegini secin.

10. _Geuz-
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mis Kurulum sekmesine gidin. Hedefler alaninda, Hedef 1 ‘in adim FAM olarak degistirin ve
KEoriin FAM oldugundan emin olun. Séndiiriictyii Yok veya NFQ - MGB olarak ayarlayin.
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11.

12.

13.

14.
15.

ikinci bir dedektor eklemek ve IC ofgra_k adlandirmak iginiEkle diigmesine tiklayin. Bu dedektoriin
Raportoriinii VIC olarak degistirin-ve Sondiiriiciiyli Yok veya NFQ - MGB olarak ayarlayin.

Numuneler alanina pozitif kontrol karisimr icin'PC, sablon kontrolii (su) igcin NTC ve numune adlarim
ekleyin. '

Yukarida onerildigi gibi plaka diizenine Hedefler ve Numuneler atayin. Her iki dedektorii de numune,
PC veya NTC reaksiyonu iceren her kuyuya ekleyin.

Reaksiyon hacmini 20 pl'ye ayarlayin ve Veri Toplama'nin 58°C adiminda acildigindan emin olun.
Reaksiyon plakasini cihaza yikleyin, ardindan CALISTIRMAYI BASLAT'l secin.

5.3.3 Roche LightCycler® 480 (Yazilim siiriimii 1.5 ve iistii)

Ol N W N =

Navigatorde, yeni bir LightCycler® 480 Deneyi baslatmak icin Yeni'ye tiklayin.

Algilama Formati icin Cift Renkli Hidroliz Probu / UPL Probu'nu secin.

FAM (460 -510) ve VIC (533 -580) 6gelerinin secili oldugundan emin olmak icin Ozellestir'e tiklayin.
Reaksiyon hacmini 20 pl olarak degistirin.

Asagidaki program ve sicaklik hedeflerini ekleyin:

Program Adi Dongiiler | Analiz Modu
Denatire 1 Yok
Dongu 40 Miktar Tayini

Denatire Adimi icin:

Hedef (°C) | Edinim Modu Bekleme
(ss:dd:ss)
95 Yok 00:10:00

Dongu Adimi icin:

Hedef (°C) | Edinim Modu Bekleme Rampa Hiz1 (°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 i¢in Cahstirmayr Baslat'a

tiklayin.
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5.3.4 Uygulanan Biosystems® 7500/750\—0-[-‘aﬂ'(y'a"z'mm}iifxijm’u 2.0 ve iistii)
Yeni bir deney olusturun: Dosya > Yeni Deney' > Gelismis Kurulum.

Deney Ozellikleri Altinda

1. Deney icin bir ad girin ve 7500 Fast (96 kuyu) cihazim secin.

2. Deney turu icin Nicelik - Karsilastirmali CT'yi (AA CT) secin.

3. Reaktif turi ve rampa hizi icin sirasiyla TagMan® Reaktifleri ve Hizli'y1 secin.
4. Sol gezinti menusiinde Plaka Kurulumu'na tiklayin.

Hedefleri ve Numuneleri Tanimla sekmesinin altinda
5. Yeni Hedef Ekle'ye tiklayin ve asagidaki tabloda gosterildigi gibi asagidakileri ayarlayin:

Mutasyon | FAM VIC Sondiiriicii

R132 R132 R132_IC Floresan Yok (NFQ)
R100 R100 R100_IC Floresan Yok (NFQ)
R172 R172 R172_IC Floresan Yok (NFQ)
R140Q/W | R140Q/W | R140Q/W_IC | Floresan Yok (NFQ)
R140L/G R140L/G R140L/G_IC | Floresan Yok (NFQ)

6. Pozitif kontrol karisimi icin PC, sablon kontrolu (su) icin NTC ve bilinmeyen numune
adlarini/numaralarini ekleyin.

7. Numuneleri ve dedektorleri Sekil 1 'deki plaka diizeninde gosterildigi gibi plakaya ekleyin.
8. Pasif Referans Boyay1 “YOK” olarak ayarlayin.
9. Asagidaki parametrelerle yeni bir calistirma yontemi olusturun ve deneyi calistirin.
Sicakhk Siire Dongiiler Veri toplama
95°C 10 dk X1 Kapali
95°C 15 sn Kapali
58°C 30 sn x40 Acik

10. Reaksiyon hacmini 20 pl'ye ayarlayin ve Veri Toplama'nin 58°C adiminda acildigindan emin olun.
11. Reaksiyon plakasini cihaza yukleyin, ardindan CALISTIRMAYI BASLAT'l secin.

5.3.5 Rotor - Gene® Q (yazilim Siiriimii 2.0 ve iizeri)

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

72 Kuyu Rotorunu secin, Kilitleme Halkas1 Ekli kutusunu isaretleyin.

Reaksiyon Hacmi icin 20 pl girin ve ileri'ye tiklayin.

Profili Diizenle'yi secin.

Beklet'e tiklayin, Bekletme Sicakligi icin 95°C ve Bekletme Siiresi icin 10 dakika girin.

Dongiliye tiklayin, Bu dongii 40 kez tekrarlanir girin, ardindan sagdaki paneldeki her adima tiklayarak
asagidaki Zamanli Adim parametrelerini girin:

o Ul AN WIN

Adim Sicaklik (° C) Siire Veri Edinme
Tut 95¢°C 10 dakika Edinilmiyor
Zamanlanmis 95¢°C 15 saniye Edinilmiyor
Adlm

A Dongusunu Edinme

- :
planmts | 38°C | 30saniye Yesilde, Sarida

C«\dﬁ?

’Sﬁé’dah panelde 58 °C 51cakllk ayanm secin.
8.r _Neri toplama kapallarint’ eklemek u;m A Dongiisiine Edinme'yi secin.
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9. Kullanilabilir Kanallar alanindan her bir rengi secerek ve saga bakan oku secerek Yesil ve San
Kanallarin Kanal Edinme alanina eklendiginden emin olun.

-
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sepmmmernes To acquire from a channel, select it from the list in the left and click >. To stop acquining fram a
‘ N W e W) s b channel, zelect it in the right-hand list and click <. To remove all acquisitions, click <<,
e [ Dipe Chart > ok I Don't Acquire Help

10. TAMAM’1 tiklayin.
11. Profili Duzenle penceresinde TAMAM ‘a tiklayin.

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

12. Kazang¢ Optimizasyonu'nu secin.

13. Kanal Ayarlar altindaki aciir menuyu secin ve Tiim Kanallar Secin.

14. Tumiini Optimize Et'i secin.

15. Onceki pencereye geri donmek icin tiim kazang ayan secenekleri icin Tamam" secin.

16. 1. Alimdan Once Optimizasyon Gerceklestir'in yamndaki kutuyu isaretleyin.
Not: Bu adim, her yeni reaktif partisi icin yalmzca bir kez gerceklestirmek icin gereklidir. Kazang ayarlan
belirlendikten sonra, aym parti numarasina sahip reaktiflerle gelecekteki calismalar icin ayni ayarlar kullanin.

17. Kapat "1 secin.

18. ilerleyi secin.

19. Serit borularini rotora yukleyin.

20. Calistirmayi Baslat'1 secin, ardindan calistirmayi 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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