BRAF Codon 600 Mutasyon Analiz Kiti II Kullanim kilavuzu In-Vitro Diagnostik Kullanim Igin

5. KULLANIM KILAVUZU (D acilterciin

5.1 DNA izolasyonu -

DNA izolasyonu icin gesitli ydntemler mevcuttur. TutarI|I|k icin, EntroGen pureNA ® Genomik DNA Izolasyon Kiti
(kat. no. GDNA -50) veya EntroGen pureNA® Hiicresiz DNA Izolasyon Kiti (kat. no. CFDNA -50) gibi bir ticari kit
kullanimini éneriyoruz.

Ureticinin protokoliine gére genomik DNA izolasyon prosediiriinii izleyin. Yeterli miktarda DNA, FFPE bloklarindan
veya taze donmus kesitlerden (yaklasik 2 -10 ug) izole edilebilir. DNA izolasyonundan sonra, spektrofotometrik
analiz (yani Nanodrop veya UV spektrofotometre) kullanarak konsantrasyonu olciin ve 20 ng/uplL'ye seyreltin.
Konsantrasyon 20 ng/uL'nin altindaysa, reaksiyon kurulumu sirasinda su hacmini ayarlayin. Bu analiz igin gerekli
genomik DNA yiikii, test bagina 100 ng DNA'dir (20 ng/reaksiyon).

Ureticinin protokoliine gére hiicresiz DNA (cfDNA) izolasyon prosediiriinii izleyin. Bir mL plazma 1 -100 ng cfDNA
verecektir. Miktar tayini igin yeterli miktara (yaklasik 100 -20 ng) ulasmak igin cfDNA'y1 4 -5 mL plazmadan izole
etmenizi 6neririz. Absorbans 6lcimdi ile miktar tayini (6rnedin, Nanodrop), verimi dogru bir sekilde belirlemek igin
yeterince hassas olmayabilir. CFDNA'y1 6lgmek icin Qubit™ dsDNA Yiksek Hassasiyet Testinin kullaniimasi siddetle
tavsiye edilir. cfDNA icin ideal yiik 3.5-15 ng/reaksiyon arasindadir.

FFPE bloklarindan izole edilen DNA'nin ve plazmadan izole edilen hiicresiz DNA'nin kalitesi parcalanmaya bagl
olarak degisebilir. Bu nedenle, DNA konsantrasyonu, analiz icin mevcut olan amplifiye edilebilir DNA miktarini
yansitmamaktadir. EntroGen'in Dahili Kalite Kontrol Testini (kat. no. IQCA - RT50) herhangi bir RT - PCR testini
calistirmadan dnce optimal giris DNA miktarini belirlemek icin kullanilir.

5.2 Reaktif preparasyonu
o0 Pozitif kontrol karnisimini, 2X Mutasyon Tespit Reaksiyon Karisimini ve tim primer/prob karisimlarini buz
Uzerinde eritin.
o0 Kullanmadan 6nce tupleri vorteksleyin ve dondurin.

PCR reaksiyonlari, toplam 30 pL/reaksiyon hacminde ayarlanir. Birden fazla numune icin reaksiyon karigimlari
(kontrol numunelerinin yani sira), pipetleme hatalarini kapsayacak sekilde % 5 -10 fazlalik ile ana karigim olarak
onceden karistinlmalidir.

Not: Reaktiflerin, kontrollerin ve numunelerin buz lizerinde tutulmasi 6nerilir.

Her 30 L reaksiyona asadidaki hacimler girer:

Tablo 3. Tek bir BRAFX - RT64 reaksiyonu igin regete.

Bilesen Hacim (pl)

Mutasyon Tespit Reaksiyon Karigimi (2X) 15

Astar/Prob Karigimi (E, K, D, R, M) 6

DNA 6rnegi/PC*/NTC 9'a kadar

Mplekdiler dereceli su 30%** 'a kadar toplam reaksiyon hacmi

@Qeéks:yon bagina, 1, 1L PC kullahilmalidir.
“Citer HIMUNE haemicd pliile 9« pl arasmda.olabmr

** 30 uL reaksiyonu tamamlamak icin su hacmi numune hacmine goére ayarlanmalidir.
/ - mindl Mirercan
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I
Her numune igin bes reaksiyon ayarlanir (her muthyan"‘l\;inf bii‘\"fa"lﬁ)i. fTek bir calisma ile analiz edilebilecek
maksimum bilinmeyen numune sayisi, kullanilan enstriimana bagl olarak degisir.

1. Gerekirse, spektrofotometrik analizden (yani Nanodrop veya UV spektrofotometre) ve/veya EntroGen'in
Dahili Kalite Kontrol Testinden (kat. no. IQCA - RT50).
o FFPE'den izole edilen DNA yaklasik 20 ng/reaksiyon gerektirir
o cfDNA yaklasik 3,5 -15 ng/reaksiyon gerektirir.
2. Asadidaki tabloya gore Mutasyon Algilama Reaksiyonu Karisimi ve su ile her bir Astar/Prob Karisimi igin bir
sperat master kangimi hazirlayin (hacimler pipetleme hatasini hesaba katmak icin % 5 fazlalik ile

ayarlanir):

Tablo 4. N numune sayisi kullanilarak ana karisim igin hesaplamalar.

Bilesenler Hacim / oyuk (pl) Hacim/Ana Karisim (pL)
Mutasyon Tespit Reaksiyon Karigimi 15 15x nx 1.05
(2X)
Astar/Prob Karisimi (E, K, D, R, M) 6 6 xnx1.05
DNA numunesi/PC*/NTC 9'a kadar Vbna
Molekiiler dereceli su 30*%** 'a kadar toplam reaksiyon (30 — Vbna) x n x 1.05
hacmi

* Reaksiyon basina 1 yL PC kullaniimalidir. PC, suda 1: Vpna oraninda seyreltilebilir.
**Numune hacmi 1 pl ile 9 pl arasinda olabilir.

*** 30 pL reaksiyonu tamamlamak icin su hacmi numune hacmine gére ayarlanmalidir.
Vona = Kullaniimasi amaglanan DNA numunesinin hacmi (L)

NTC, DNA numune seyrelticisine veya suya esdeder olmalidir.

3. Ana karisimi vorteksleyerek karistirin ve oda sicakliginda dondrtn.

4,
dagitin.
5.
6.
7.
8.
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Sekil 1 'e gore her bir kuyucuga V DNA pL DNA 6rnegi ekleyin.
Birkag kez yukari ve asagi pipetleyerek karistirin.

Plakayi optik sizdirmazlik filmi (ABI/Roche plakalari) veya kapaklarla (Rotor - Gen tiipleri icin) kapatin.
Kuyularin dibinde kabarcik olmadigindan emin olmak igin plakalari ~1.000 rpm'de doéndriin.
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(s,ab/lon kontroli yOkk:‘fSU“Meyacnwnunetseyreltml), S1 -14 (bilinmeyen numuneler).

Sekil 1 'de gosterildigi gibi, kuyu basina ana karisimdan (30 — V DNA) pL (21 -29 pL arasinda olmalidir)

:14/numuneyi analiz eden tek bir deney igin dnerilen plaka kurulumu. PC (pozitif kontrol) karigimi; NTC
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5.3 Cihaz kurulumu e HLEeTCh

Uygulanan Biosystems® 7500/7500 Fast |
Cihaz yazilimi siiriim 2.0 ve lzerinde:

1. SDS programini ¢alistirin, ardindan Dosya>Yeni Deneme>Gelismis Kurulum'a gidin.
Deney Ozellikleri ekraninda

2. Deneyi adlandirin, ardindan 7500 Fast'i (veya cihazinizda Hizli mod yoksa 7500 'U) segin.

3. Deney tipi icin Karsilagtirmali Ct (AA Ct) ve deney tipi icin TagMan® Reaktiflerini segin
reaktif tdrd.

Kalip Kurulumu ekraninda

4. Hedef Tanimlama alaninda, Hedef 1 'in adini FAM olarak degistirin. Muhabirin FAM olarak ayarlandigindan
ve Quencher'in Yok veya NFQ - MGB olarak ayarlandigindan emin olun.

5. 1kinci bir dedektér eklemek ve IC olarak adlandirmak icin Yeni Hedef Ekle'ye tiklayin. Bu dedektériin
Raportériinii VIC olarak degistirin ve SONDURUCUYU Yok veya NFQ - MGB olarak ayarlayin.

6. Numuneleri Tanimla alanina, pozitif kontrol karisimi icin PC, sablon kontrolii (su) icin NTC ve numune
adlarini ekleyin.

7. Numuneleri ve dedektorleri yukarida onerildigi gibi plaka diizenine eklemek icin Hedefleri ve Numuneleri
Ata penceresine gidin. Her iki dedektér de numune, PC veya NTC reaksiyonu igeren her kuyuya
eklenmelidir.

8. Pasif Referans Boyayl “YOK” olarak ayarlayin.

Calistirma Yontemi ekraninda
9. Asadidaki parametrelerle yeni bir calistirma yontemi olusturun.

Tablo 5. Uygulanan Biosystems® 7500/7500 Fast Instruments igin parametreleri galistirin.

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

X4
60°C 30 sn 0 Acik

10. Reaksiyon hacminin 30 pl'ye ayarlandigindan ve Veri Toplama'nin 60°C adiminda acildigindan emin olun.
11. Reaksiyon plakasini cihaza yikleyin CALISTIRMAYI BASLAT 'a tiklayin.

QuantStudio 5™

Cihaz yazilimi stirim 2.0 ve Uzerinde:
1. SDS programini calistirin, ardindan Dosya>Yeni Deney>Deney Kurulumu'na gidin
Deneyi adlandirin, ardindan QuantStudio 5™ Sistemini segin. Blok tipini segin (96 - Cukur 0.2 mL Blok).
Deney tipi icin Deney tipi — Karsilastirmali Ct (AACt) segin.
Kimya icin TagMan® ve Calisma modu igin Fast'i secin.
Yontem ekranina gidin ve asagidaki parametreleri girin:

ik N

Tablo 6. QuantStudio 5™ Cihazlar igin parametreleri galistirin.

Hacim 30 pL Kapsam 105°C
Sicakhk Siire Dongiiler Veri toplama
@ N\ ing®5RC Tarkcere | Tarkeelien lugiizeene 10 AK X1 Kapali
F JEE] e i bu ol s s 15 SN Kapali
; !7’ 5] ambQOC T 30 sn X40 Acik
/'/ 3 Mn G-'..g! t’r.'jvh"r-v‘. ("/“L\“;’('Klé
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6. Plaka ekranina gidin ve Plaka Oznitelikleri alaninda Pasif Referans Boyanin
"YOK" olarak ayarlanmasini saglayin. N TRAN

7. Gelismisg Kurulum sekmesine gidin. Hedefler alaninda, Hedef 1 'in adini FAM olarak degistirin ve
dedektoriin FAM oldugundan emin olun. Séndiriicliyl Yok veya NFQ - MGB olarak ayarlayin.

8. Ikinci bir dedektdr eklemek ve IC olarak adlandirmak icin Ekle diigmesine tiklayin. Bu dedektériin
Raportériinii VIC olarak degistirin ve SONDURUCUYU Yok veya NFQ - MGB olarak ayarlayin.

9. Numuneler alanina pozitif kontrol karisimi igin PC, sablon kontroli (su) icin NTC ve numune adlarini
ekleyin.

10. Yukarida 6nerildigi gibi plaka diizenine Hedefler ve Numuneler atayin. Her iki dedektér de numune, PC
veya NTC reaksiyonu iceren her kuyuya eklenmelidir.

11. Reaksiyon hacminin 30 pL'ye ayarlandidindan ve Veri Toplama'nin 60°C adiminda agildigindan emin olun.

12. Reaksiyon plakasini cihaza yiikleyin CALISTIRMAYI BASLAT 'a tiklayin.

Rotor - Gene Q
Cihaz yazilimi siiriim 2.0 ve Uzerinde:

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

72 Kuyu Rotorunu segin, Kilitleme Halkasi Ekli kutusunu isaretleyin.

Reaksiyon Hacmi icin 30 pl girin ve Ileri'ye tiklayin.

Profili Diizenle'yi segin.

Beklet'e tiklayin, Bekletme Sicaklidi igin 95°C ve Bekletme Siiresi igin 10 dakika girin.

Dongii'ye tiklayin, Bu dongi 40 kez tekrarlanir girin, ardindan sagdaki paneldeki her adima tiklayarak
asadidaki Zamanlh Adim parametrelerini girin:

ok wn

Tablo 7. Rotor - Gene Q Enstriimanlari igin parametreleri calistirin.

Bisiklete binmek Sicakhk Siire Koleksiyon
Tut 95°C 10 dakika Edinilmiyor
Zamanlanmig Adim 95°C 15 saniye Edinilmiyor
Zamanlanmig Adim o , Kanallarin Edinilmesi:
(40 doéngi) 60°C 30 saniye Yesil ve Sari

7. Saddaki panelde 60°C sicaklik ayarini segin.
8. Veri toplama kanallarini eklemek icin A Déngiisiiniin Edinilmesi'ni secin.

/"J— fer Yemindl Mirercin
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9. Kullanilabilir Kanallar alanindan her birtrengi secerek: ve saga bakan .oku segerek Yesil ve Sari Kanallarin
Kanal Edinme alanina eklendiginden emin olun. "~
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10. TAMAM: tiklayin.
11. Profili Dizenle penceresinde Tamam 'a tiklayin.

Istege bagli: Iletisim kutusunun (st kismindaki Farkli Kaydet diigmesini kullanarak bu profili ileride kullanmak
Uzere kaydedin.

12. Kazang¢ Optimizasyonu'nu segin.

13. Kanal Ayarlari altindaki acilir mentiyl secin ve Tiim Kanallar Segin.

14. Timiinii Optimize Et'i secin.

15. Onceki pencereye geri dénmek icin tiim kazang ayari secenekleri icin Tamam'i secin.
16. 1. Ahmdan Once Optimizasyon Gerceklestir'in yanindaki kutuyu isaretleyin.

Not: Bu adim, her yeni reaktif partisi igin yalnizca bir kez gergeklestirmek icin gereklidir. Kazang ayarlari
belirlendikten sonra, ayni parti numarasina sahip reaktiflerle gelecekteki calismalar icin ayni ayarlari kullanin.

17. Kapat "1 secin.
18. Ilerle'yi secin.

runludung
/S NA ."
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19. Serit borularini rotora yiikleyin. e HierCh
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In-Vitro Diagnostik Kullanim Igin

20. Gahstirmayi Baslat'i segin, ardindan gallstlrmayl baslatmak:igin Baslat diigmesine tiklayin.

21. Not: Galistirma basladiginda Numuneleri Diizenle iletisim kutusu'agilir. Numune bilgileri, cihaz calisirken

veya cgalisma tamamlandiktan sonra girilebilir.

Roche LightCycler® 480
Yazilim strimd 1.5 ve st

1. Navigatérde, yeni bir LightCycler® 480 Deneyi baslatmak icin Yeni'ye tiklayin.
2. Algilama Format igin Cift Renkli Hidroliz Probu / UPL Probu'nu segin.
3. FAM (460 -510) ve VIC/HEX/Yellow555 'in (533 -580) secili oldugundan emin olmak igin

Ozellestir'e tiklayin.
4. Reaksiyon hacmini 30 pL olarak degistirin.
5. Asadidaki program ve sicaklik hedeflerini ekleyin:
Program Adi Dongiiler Analiz Modu
Denattire 1 Yok
Dongl 40 Miktar Tayini

Denatlire Adimi igin:

Hedef (°C)

Edinim Modu

Bekleme (ss:dd:ss)

95

Yok

00:10:00

Do6ngl Adimi igin:

Hedef (°C) Edinim Modu Bekleme (ss:dd:ss) | Rampa Hiz1 (°C/s)
95 Yok 00:00:15 4.4
60 Tek 00:00:30 2.2

6. Numune Diizenleyici'ye gidin ve Is Akisi olarak Rel Quant'i secin, ardindan numuneleri plakaya atayin.
7. Deneme digmesini secin ve dosyay! kaydetmek ve calistirmayi baslatmak icin Calistirmay: Baslat'a

tiklayin.
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