KRAS/BRAF Mutasyon Analiz Kiti Kullanim Kilavuzu In-Vitro Diagnostik Kullamm icin

5. KULLANIM KILAVUZU be. 4

5.1 DNA izolasyonu
DNA izolasyonu icin cesitli yontemler mevcuttur. Tutarlilik icin, EntroGen pureNA ® Genomik DNA izolasyon Kiti
(kat. no. GDNA -50) gibi ticari bir kit kullanimin oneririz.

Ureticinin protokoliine gére genomik DNA izolasyon prosediriinii izleyin. Yeterli miktarda DNA, FFPE
bloklarindan veya taze donmus kesitlerden (yaklasik 2 -10 pg) izole edilebilir. Bu miktar tayini, numune basina
toplam 120 - 360 ng DNA gerektirir (10 -30 ng/reaksiyon). DNA izolasyonundan sonra, florometrik analiz (orn.
Qubit) kullanarak konsantrasyonu olciin ve 30 ng/plnin altinda, ancak 1,1 ng/pl'den az olmayacak sekilde
seyreltin.

Not: FFPE bloklarindan izole edilen DNA'min kalitesi parcalanmaya bagli olarak degisebilir. Bu nedenle,
spektrofotometrik veya florometrik analiz kullanilarak olcilen DNA konsantrasyonu, analiz icin mevcut
amplifiye edilebilir DNA miktarim yansitmamaktadir. Her laboratuvar, i¢ kontrol icin Veri Analizi ve Sonuc
Yorumlama Béliimiinde tanimlanan optimal VIC Ct araligi ile DNA konsantrasyonunu iliskilendirerek optimal giris
DNA konsantrasyonunu degerlendirmelidir. EntroGen'in Dahili Kalite Kontrol Testini (kat. No. IQCA - RT50), testi
calistirmadan once optimum girdi DNA miktarini belirlemek icin kullanilir.

5.2 Reaktif preparasyonu
e Primer/prob kansim tuplerini, pozitif kontrol karisimlarini ve 2X mutasyon tespit reaksiyon karisimlarim
buz Uzerinde eritin.
e Kullanmadan once tiipleri vorteksleyin ve dondurun.

Not: Reaktiflerin, kontrollerin ve numunelerin buz lizerinde tutulmasi onerilir.
PCR reaksiyonlar1 toplam 30 pl/numune hacminde ayarlanir. Birden fazla numune icin reaksiyon karisimlari

(kontrol numunelerinin yani sira), pipetleme hatalarim kapsayacak sekilde % 5 eksez doz ile ana karisim olarak
onceden karistinlmalidir.

Bilesenler Hacim (pl)

Mutasyon Tespit Reaksiyon Karisimi 1 (2X) 15

Astar Kangimi 6

DNA numunesi (1.5-15 ng) 9'a kadar

Nukleaz icermeyen su 30* a kadar toplam reaksiyon
hacmi

*Numune hacmi 1 plile 9 pl arasinda olabilir.
** 30 pl reaksiyonu tamamlamak icin su hacmi numune hacmine gére ayarlanmalidir.

KRAS icin
Her hasta numunesi icin on iki reaksiyon ayarlanir. Tek bir 96 oyuklu PCR plakasi, en fazla 6 hasta numunesini,
bir pozitif kontrol karisimini ve bir sablon kontrolunu barindirabilir.

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

Reaktifler Nihai Kons. Numune basina hacim
Mutasyon Tespit Reaksiyon Karisimi (2X) 1X 189 ul

10 -30 ng/pl'de pozitif kontrol karigimi, Su veya DNA | 10 -30 ng/rxn 12,6 pl*
Nijkleaz icermeyen su UYGULANMADI 100,8 pl*

C;?Ifu tabtpdak'r haC1mler reaksryon basina 1 pl numune ve 8 pl su baz alinarak hesaplanmistir. Baska bir
o] mUnle hach kullamllyorsa su buna gore ayarlanmalidir.
Upye :/ vl
2. VoTteksleyerek karlstlrm ve.oda sicakliginda bir pikofiijde birkag saniye santrifiijleyin.
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KRAS/BRAF Mutasyon Analiz Kiti Kullanim Kilavuzu In-Vitro Diagnostik Kullamm icin

)

3. Oyuk basina 24 pl ana karisimi tek bir sira a’dagmn' (4% oyUkMElP'plakadam her sira tek bir hastanin
sablonunu temsil eder). NOT

4, Asagidaki Sekil 1 'e gore her bir astar/prob kar151fmndan 1tg1l1 oyuga 6 pl ekleyin.

Birkac kez yukan ve asag pipetleyerek kanstirin.

Plakay1 optik sizdirmazlik filmi ile kapatin.
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Sekil 1: KRAS mutasyonlan icin bilinmeyen ornekleri analiz eden tek bir deney icin onerilen oyuk duzeni.

Ingilizeeden Tarkgeye | Tarkgeden [ugilizoere
terciane odilen by by teecdmenin e . wny
ingllizee | Tirkee ashing uyzunludung
naylarne

Noler Yemindl Mizercan
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KRAS/BRAF Mutasyon Analiz Kiti Kullanim Kilavuzu In-Vitro Diagnostik Kullamm icin
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BRAF icin (KRAS'a refleks) \o AUILETCUI
Her hasta numunesi icin bir reaksiyon ayarlanir (KRAS icin dogal tip). Tek bir 96 oyuklu PCR plakasi, 94 'e kadar
hasta numunesi, bir pozitif kontrol karisimi ve bir sablon:kontroli:barindirabilir.

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

Reaktifler Nihai Kons. N numuneleri basina hacim
Mutasyon Tespit Reaksiyon Karisimi (2X) 1X 15 x N x 1.05 pl
BRAF Astar/Prob karisimi 1X 6 x N x 1.05 pl
Nikleaz icermeyen su YOK 8 x N x 1.05 pl

N= taranacak numune sayisi (PC ve NTC dahil)

Vorteksleyerek karistirin ve oda sicakliginda birkag saniye santrifiijleyin.

Kuyu basina 29 pl ana karisim dagitin.

Kuyu basina 1 pl (10 -30 ng) numune DNA's1, 1 pl PC veya su (NTC icin) ekleyin.
Birkac kez yukan ve asagi pipetleyerek karistirin.

Plakay1 optik sizdirmazlik filmi ile kapatin.

o Ul AN WN

Plakay1 termal dongiileyiciye yerlestirin ve asagidaki programi calistirin:

Sicaklik Siire Dongiiler
95¢C 10 dakika X1
95°C 15 sanTye X40
60°C 60 saniye
: | Hudung
w / ter Yemindl Misterein Sayfa 11/29
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KRAS/BRAF Mutasyon Analiz Kiti Kullanim Kilavuzu In-Vitro Diagnostik Kullamm icin
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5.3 Cihaz Kurulumu Nt HLEeTC LM
Applied Biosystems® 7500 Cihazi (SDS Yazilimi, stiriim 2.0 ve (istii)

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

Deney Ozellikleri Altinda
1. Deney icin bir ad girin ve cihazi secin (7500 veya 7500 Hizl).
2. Deney turi icin Miktar Tayini - Karsilastirmal C; (AA Cy) secin.
3. Reaktif turl ve rampa hizi icin sirasiyla TagMan® Reaktifleri ve Hizli'y1 secin.
4. Sol gezinti menusiinde Plaka Kurulumu'na tiklayin.

Hedefleri ve Ornekleri Tanimla sekmesinin altinda

5. Yeni Hedef Ekle'ye tiklayin ve asagidakileri ayarlayin:
i. Hedef 1, Raportor: FAM, Sondiriicii: NFQ - MGB veya
, Yok
ii. Hedef 2, Raportor: VIC, Sondiiriicii: NFQ - MGB veya Yok icin Hedef Adim1  IC olarak
degistirin.
iii. Pozitif kontrol karisimi icin PC, sablon kontroli (su) icin NTC ve bilinmeyen numune
adlarini/numaralarim ekleyin.

Hedefleri ve Numuneleri Ata sekmesi altinda

6. Goriiniim Plakas1 Diizeni panelindeki tum oyuklan secin ve sol iist kosedeki secilen oyuk paneline
hedef( ler) ata bolumundeki KRBR ve IC kutularini isaretleyerek secilen kutulara hedefler atayin.

7. Pasif Referans Boyay1 “YOK” olarak ayarlayin.
8. Tum A Satin oyuklarina PC atayin.
9. Tum Row H kuyularina NTC atayin.
10. B'den G'ye kadar olan satirlara bilinmeyen ornekler atayin (satir basina bir ornek).
11. Asagida listelenen bisiklet parametrelerini ayarlamak icin sol gezinme meniisiinde Yontemi Calistir'a
tiklayin:
Sicaklik Siire Dongiiler
95°C 10 dakika X1
95°C 15 sam‘ye X40
60°C 60 saniye

12. 60°C tavlama/uzatma adimi icin Toplanan Verilerin secildiginden emin olun.
13. Kuyu Basina Reaksiyon Hacmi alanina 30 pl girin.
14. Calistir sekmesinin sag Ust kosesindeki yesil CALISTIRMAYI BASLAT diigmesine tiklayarak Cihaz
Calistirmasin baslatin.
Rotor - Gene® Q (Yazilim Siirtiimii 2.0 ve lizeri)

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

2. 72 Oyuk Rotorunu secin, Kilitleme Halkas1 Ekli kutusunu isaretleyin.
3." Reaksiyon Hacmi icin 30 pl girin ve ileri'ye tiklayin.
4. (ﬁ’ﬁli Diizenle'lyi segin. ‘
klete t1klgym Bekletme' S1cak{|g1 icin 95°C ve Bekletme Siresi icin 10 dakika girin.
’DQﬁgUye tiktaymn, Bu dongii 40 kez tekrarlanir girin, ardindan sagdaki paneldeki her adima tiklayarak

ﬁsagldakl Zamanli Adim parametrelenm girin:
A MDA ClLitychns OMURTAE
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KRAS/BRAF Mutasyon Analiz Kiti Kullanim Kilavuzu In-Vitro Diagnostik Kullamm icin

)

N
(5 Nariltore s ms e~

Adim Sicaklhk (° C) Siire Veri edinme
Tut 95°C . -10.dakika ’ Edinilmiyor
Zamanlanmis 95°C 15 saniye - Edinilmiyor
Adim
Zamanlanmis 60°C 60 saniye A Dongusunu Edinme
Adim Yesilde / Sanda

7. Sagdaki panelde 60 °C sicaklik ayarini secin.
8. Veri toplama kanallarim eklemek icin A Donglisiine Edinme'yi secin.

9. Kullanilabilir Kanallar alanindan her bir rengi secerek ve saga bakan oku secerek Yesil ve Sar
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u e T “ channel, sslect it in the ight-hand list and click <. To remove all acquisitions, click <<,
| Dye Chart & | 0K | [ion't Aoquire | Help |

Kanallarin Kanal Edinme alanina eklendiginden emin olun.

10. TAMAM’a tiklayin.
11. Profili Dizenle penceresinde Tamam ‘a tiklayin.

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

12. Kazang¢ Optimizasyonu'nu secin.

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

14. Tiimiinii Optimize Et'i segin.

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

irkeeden lugilleoey
L} IRen it &

uyeunludung

3 ~ fer Yemindl Mireroa
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KRAS/BRAF Mutasyon Analiz Kiti Kullanim Kilavuzu In-Vitro Diagnostik Kullamm icin
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16. 1. Edinimden Once Optimizasyon Gergekle§tir'in'yéﬁ‘ihdaki!k'dtdju isaretleyin.

Not: Bu adim, her yeni reaktif partisi icin yalnizca bir'kez gergeklestirmek icin gereklidir. Kazang ayarlan
belirlendikten sonra, ayni parti numarasina sahip reaktiflerle gelecekteki calismalar icin ayn1 ayarlan
kullanin.

17. Kapat "1 secin.

18. ilerle'yi secin.

19. Serit borularini rotora yiikleyin.

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.

Roche LightCycler® 480 (Yazilim siiriimi 1.5 ve Usti)
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
Dongli 40 Miktar Tayini

Denatiirasyon 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 00:00:60 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 Cahstirmayr Baslat'a
tiklayin.

udung

L fer Yemindl Mirercan
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KRAS/BRAF Mutasyon Analiz Kiti Kullanim Kilavuzu In-Vitro Diagnostik Kullamm icin
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Bio - Rad CFX96 (Yazilim siiriimii 3.1 ve distii) e — =/ LETLLIITIE
1. Baslangi¢ Sihirbazi'nda Yeni Deneme Olustur’u segin ve-acilir listede CFX96 'min secili oldugundan
emin olun. OK butonuna tiklayin. -

2. Deney Kurulumu penceresinin Protokol sekmesmde Yeni Olustur'u secin ve asagidakileri girin:

Adim | Sicakhk Siire

1 95°C 10 dk

2 95°C 15 sec

3 60°C 60 sn
+ Plaka Okunusu

4 39 kez daha 2’ye git
SON

3. Numune Hacmini 30 pl olarak degistirin.

4. Tamamlandiginda, protokol sablonunu kaydetmek icin Tamam'a tiklayin. Sonraki calismalar igin

kullanmak Uzere kaydedilen sablon dosyasinin konumunu not edin. Plaka kurulum penceresine gitmek

icin ileri'ye tiklayin.

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

Floroforlan Se¢ diigmesine tiklayin ve FAM ve VIC'in yanindaki kutulan isaretleyin. Diger tiim

isaretler kaldinlmalidir. OK butonuna tiklayin.

Plaka diizenindeki ilk satir1 (A1 - A12) secin ve Numune Tipini Pozitif Kontrol olarak degistirin.

Plaka diizenindeki son satir1 (H1 - H12) secin ve Numune Tipini NTC olarak degistirin.

Plaka diizenindeki kuyularin geri kalamini (B1 - G12) secin ve Numune Tipini Bilinmiyor olarak degistirin.

0. Her satin ayn ayn secin (B satirindan baslayarak) ve Numune Adi alanina numunenin adim yazin.
Bittiginde, numune adim kaydetmek icin klavyedeki Enter tusuna basin. Bu adimi her numune icin
gerceklestirin.

11. Ayarlara tiklayin ve kullanilan plaka tirinu secin (orn. BR Beyaz veya BR Seffaf).

12. Tamamlandiginda, plaka diizenini kaydetmek icin Tamam'a tiklayin.

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

o U
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