NRAS Mutasyon Analiz Kiti Kullanim Kilavuzu In-Vitro Diagnostik Kullamim icin
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5. KULLANIM KILAVUZU
5.1 DNA izolasyonu
DNA izolasyonu icin cesitli yontemler mevcuttur. Tutarllhk 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. Bu tahlil, numune basina toplam
200 -500 ng DNA gerektirir (20 -50ng/reaksiyon). Bununla birlikte, FFPE bloklarindan izole edilen DNA'nin
kalitesi parcalanmaya bagl 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 qPCR testini calistirmadan once optimal giris DNA miktarin1 belirlemek icin kullamlr.
DNA konsantrasyonunu ic kontrol i¢in bolim 6.1 'de tamimlanan optimal aralikla iliskilendirerek optimal giris
DNA konsantrasyonunu degerlendirin.

DNA izolasyonundan sonra, spektrofotometrik veya florometrik analiz (orn. Nanodrop veya Qubit) kullanarak
konsantrasyonu olciun ve 20 -50 ng/pl'ye seyreltin. Konsantrasyon 20 ng/upl'nin altindaysa, reaksiyon kurulumu
sirasinda su hacmini ayarlayin.

5.2 Reaktif preparasyonu

Tum primer/prob karisimlarini, pozitif kontrol karisimim ve 2X reaksiyon karisimini buz tzerinde eritin. Tupleri
vorteksleyin ve oda sicakliginda birkac saniye dondiiriin. Tek bir reaksiyon icin PCR reaksiyon hacmi 20
pl/numunedir. Birden fazla numune icin reaksiyon karisimlari (kontrol numunelerinin yanm sira), pipetleme
hatalannm o6rtmek icin % 5 fazlaligi olan bir ana karsim olarak 6nceden kanstirilmali ve buz lizerine
yerlestirilmelidir.

PCR reaksiyonlari, toplam 30 pl/reaksiyon hacminde ayarlanir. Birden fazla numune icin reaksiyon karisimlar
(kontrol numunelerinin yam sira), pipetleme hatalarin1 kapsayacak sekilde % 5 -10 eksez doz ile ana karisim

olarak onceden karistinlmalidir.

Her 30 pl reaksiyona asagidaki hacimler girer:

Bilesenler Hacim (pl)

Mutasyon Tespit Reaksiyon Karisimi (2X) 15

Astar/Prob Karisimi (1 -5) 6

DNA numunesi (20 -50 ng) 1%

Nukleaz icermeyen su Toplam 30 pl hacim icin **

*Numune hacmi 1 plile 9 pl arasinda olabilir.
~** 30 pl reaksiyonu tamamlamak i¢in su hacmi numune hacmine gore ayarlanmalidir.

/=/:Her n -/\Une icine on reaksryon ayarlanir. Deney kurulumu sirasinda sogutulmus bloklarin lizerine 96 oyuklu

‘ a7,l*n yerlestmlmem oneriliry:«onim
N Saylda numune igin, her blrl a§agldak| gibi farkli bir astar karisimina sahip (10 Astar Karisimindan) 10
,/ “farkli ana karmmhamka,ym (%mo fazlalik ile):

Reaktifler Nihai Kons. Numune basina
hacim

2X Reaksiyon Ana Karisim 1X 165 pl

Pozitif kontrol karisimi, Su veya DNA 20 -50 ng 11l

Nikleaz icermeyen su - 88 ul
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) acilterciime

2. Vorteksleyerek kanstirnn ve oda smakhéln'dé 2.000 rpm'de. 10, saniye santrifijleyin.
3. Sekil 1 'de gosterildigi gibi kuyu ba§1na"2v47 il ana kansim dagitin.’
Not: 1 pl'den bilyilk numune hacimleri icin ana karnisimdaki su hacmi, reaksiyon basina toplam 30 pl'ye gore

ayarlanmalidir.

4. Sekil 1 'e gore her Mutasyon Tespit Primer Karisimindan 6 pl ekleyin.

5. Birkac kez yukar ve asagi pipetleyerek karistirin.

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

7. Plakay! termal dongiileyiciye yerlestirin ve asagidaki programi calistirin:

Sicaklik Siire |Dongiiler| Veri toplama

95°C 10 dk X1 Kapali

95°C 15 sn Kapali
X40

60°C 40 sn Acik

Sekil 1: 6 bilinmeyen numuneyi analiz eden tek bir deney icin onerilen plaka kurulumu. PC: pozitif kontrol
karisimi; NTC: sablon kontrolii yok (su); S1 -6: bilinmeyen numuneler.
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NRAS Mutasyon Analiz Kiti Kullanim Kilavuzu In-Vitro Diagnostik Kullamim icin

5.3 Cihaz kurulumu

5.3.1 Uygulanan Biosystems® 7500/7500 Fast
Cihaz yazilim suirim 2.0 ve lizerinde:
1. Dosya>Yeni Deney>Gelismis Kurulum'u secin.
2. Bir deney adi girin ve 7500/7500 Fast (96 oyuk) secin.
3. Deney tiri icin Kantitatif - Karsilastirmali Ct'yi ve reaktifler icin TagMan® Reaktiflerini secin. Sol
gezinti panelinde Plaka Kurulumu'na tiklayin.
4. ki hedef ekleyin ve biri icin FAM® ve digeri icin VIC® secin. Her iki hedef icin de Sonduriicli icin NFQ -
MGB'yi (veya Hicbirini) secin.

5. Ekranin sag tarafina, deneyiniz icin PC, NTC ve 6rnek adlan ekleyin.
6. Hedefleri ve Ornekleri Ata sekmesini secin ve Sekil 1 'de gosterildigi gibi kuyulara érnekler atayin.
7. Her iki hedefi de PC ve NTC dahil olmak uzere tim numune kuyularina atayin.
8. Pasif Referans Boya icin Yok'u secin.
9. Dongu parametrelerini ayarlamak icin sol paneldeki Calistir Yontemine tiklayin.
10. Numune hacmini 30 pl'ye ayarlayin.
11. Bisiklet parametrelerini asagida gosterildigi gibi ayarlayin:

Sicaklik Siire | Dongiiler | Veri toplama

95¢C 10 dk X1 Kapali

95°C 15 sn Kapali

X40
60°C 40 sn Acik

12. Plakay1 yukandan yukleyin ve calistirmaya baslayin.
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-
(D acilterciime
5.3.2 Rotor - Gene® Q
Cihaz yazilim stirim 2.0 ve {izerinde: g S
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 Sihirbaz
Atla'ya tiklayin.
3. Gorunum>Calistir Ayarlar’'na gidin, Reaksiyon Hacmi icin 30 pl girin ve Tamam'a tiklayin.
4. Gorunum>Profil Duzenleyici'ye gidin. Kutuda iki dongi listelenmelidir; Bekletme ve Bisiklete binme.

5. Sagdaki panelde her bir adima tiklayarak asagidaki adim parametrelerini girin:

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

Zamanlanmis . A Dongustinu Edinme
Adim 40 60°C 40 saniye Yesilda/ Sanda
dongii

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

8. Kullanilabilir Kanallar alanindan her bir rengi secerek ve saga bakan oku secerek Yesil ve Sar
Kanallarin Kanal Edinme alanina eklendiginden emin olun.
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NRAS Mutasyon Analiz Kiti Kullanim Kilavuzu In-Vitro Diagnostik Kullamim icin

{ \ ~ -
\ (ercume
-
Same az Previous |[New Acquigition] j
Acquizition Configuration
Available Channels Acquiring Channels :
Mame | j Mame |
Crimzat Green
HRM j “ellow
Orange
Red «

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

Dipe Chart > ok I Dion't Acquire Help

9. TAMAM’a tiklayin.

10. Profili Diizenle penceresinde Tamam ‘a tiklayin.
Istege bagli: iletisim kutusunun st kismindaki Farkli Kaydet diigmesini kullanarak bu profili ileride kullanmak
lizere kaydedin.

11. Kazang¢ Optimizasyonu'nu secin.

12. Kanal Ayarlar altindaki aciir meniyu secin ve Tiim Kanallari Secin.

13. Tiimiinii Optimize Et'i segin.

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

15. 1. Ahmdan Once Optimizasyon Gerceklestir'in yamndaki kutuyu isaretleyin.
Not: Bu adim, her yeni reaktif partisi icin yalmzca bir kez gerceklestirmek icin gereklidir. Kazanc¢ ayarlan
belirlendikten sonra, aynm parti numarasina sahip reaktiflerle gelecekteki calismalar icin ayn ayarlar kullamn.

16. Kapat "1 secin.

17. ilerle'yi secin.

18. Serit borularini rotora yukleyin.

19. Cahstirmayi 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.
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NRAS Mutasyon Analiz Kiti Kullanim Kilavuzu In-Vitro Diagnostik Kullamim icin
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5.3.3 Roche LightCycler® 480
Yazilim stirimu 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/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:

Program Adi Dongiiler| Analiz Modu
Denatiire 1 Yok
Dongii 40 Miktar Tayini

Denatiire 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

60 Tek 00:00:40 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 Cahstirmayr Baslat'a
tiklayin.
5.3.4 Bio - Rad CFX96

Yazilim SGrimd 3.1

1. Baslangic Sihirbazi'nda Yeni Deneme Olustur'u secin ve acilir listede CFX96 'nin secili oldugundan emin
olun. OK (Tamam)'a tiklayimz.
2. Deney Kurulumu penceresinin Protokol sekmesinde Yeni Olustur'u secin ve asagidakileri girin:

Adim | Sicakhk Siire

1 95°C 10 dk
2 95°C 15 sn
3 60°C 40 sn

+ Plaka Okunusu
42 .;39 kez daha 2’ ye. GIT
i ] |+50N
/_B'f'?"Numune Hac 1n1 30 p[ ola[rak degistirin.

4 Tamamlandlgmda 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.

5. Plaka sekmesinde, plaka diizeni olusturmak icin Yeni Olustur'a tiklayin.

6. Floroforlan Sec diigmesine tiklayin ve FAM ve VIC'in yanindaki kutulan isaretleyin. Diger tim
isaretler kaldinlmalidir. OK (Tamam)'a tiklayin.
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7.
8.
9.
1

11.
12.
13.

27N ariibarn
o’ (ercume
Plaka diizenindeki ilk satir1 (A1 - A10) secin ve:Numune Tipini-Pozitif Kontrol olarak degistirin.

Plaka dizeninde ikinci satir (B1 - B10) secin ve_ Numune Tipini NTC olarak degistirin.
Plaka diizenindeki kuyularin geri kalanim (C1 - C10) secin ve Numune Tipini Bilinmiyor olarak degistirin.

. Her satin ayn ayn secin (C satinndan baslayarak) ve Numune Adi alanina numunenin adinm yazin.

Bittiginde, numune adim kaydetmek icin klavyedeki Enter tusuna basin. Bu adim her numune icin
gerceklestirin.

Ayarlar'a tiklayin ve kullanilan plaka tiriini secin (6rnegin, BR Beyaz veya BR Seffaf).
Tamamlandiginda, plaka diizenini kaydetmek icin Tamam'a tiklayin.

Calistirmaya baslamak icin ileri'ye, ardindan Calistirmaya Basla'ya tiklayin.
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