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B DNA, RNA ve proteinlerin purifikasyonu

B Nukleik asit ve protein tahlilleri

B microRNA arastirmalari ve RNAI

B Ornek ve tahlil teknolojilerinin otomasyonu
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KULLANIM AMACI

Therascreen BRAF RGQ PCR Kiti, BRAF geninde bulunan bes somatik
mutasyondun tespiti igin bir in vitro diyagnostik testtir ve mutasyon durumunun
kalitatif bir degerlendirmesini saglar. DNA, formalin-sabitlenmis parafine
gobmult (FFPE) timo6r dokusundan ekstrakte edilecek ve Rotor-Gene Q MDx
cihazlarinda gergek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) kullanilarak
test edilecektir. Therascreen BRAF RGQ PCR Kiti doktorlara, vemurafenib gibi
BRAF hedefli terapilerden yararlanabilecek kanser hastalarini
tanimlamalarinda yardimci olmayi1 amaglar.

Tablo 1. Mutasyonlar ve COSMIC IDs listesi*

Mutasyon Baz degisim COSMIC ID
V600E GTG>GAG 476
V600E kompleks GTG>GAA 475
V600D GTG>GAT 473
V600K GTG>AAG 474
V600R GTG>AGG 477

* COSMIC ID’ler Catalog of Somatic Mutations in Cancer’ den alinmistir
(www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic).

Ozet ve Agiklama

therascreen BRAF RGQ PCR Kit, Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM ya da Rotor-
Gene Q 5plex HRM cihazda gergcek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
kullanilarak BRAF geninde bulunan bes somatik mutasyonun tespiti igin
kullanima hazir bir kittir.

ARMS® (Amplifikasyon Refrakter Mutasyon Sistemi) ve Scorpions®
teknolojilerini kullanarak, therascreen BRAF RGQ PCR Kit BRAF onkojeninin
600 kodonundaki agagidaki mutasyonlarin wild-type genomik DNA arka
planina kargi tespit edilmesini mumkun kilar.

M V600E
M V600E kompleks (V600ECc)
M V600D
B V600K
B V600R

Kullanilan yontemler oldukg¢a selektiftir ve toplam DNA varliginin miktarina
bagl olarak wild-type genomik DNA arka planindaki dusuk bir yuzdedeki
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mutantin tespitine imkan tanir. Bu segicilik ve algilama limitleri boya-
terminator sekanslama gibi teknolojilerden tstindur.

islem Prensibi

therascreen BRAF RGQ PCR Kit gergek zamanl PCR’deki mutasyonlarin
tespiti icin iki teknolojiyi kullanir — ARMS ve Scorpions.

ARMS

Alel —ya da mutasyon —spesifik amplifikasyon ARMS kullanilarak basarilir.

Taq DNA polimeraz (Taq) bir PCR primerinin 3' uzundaki uyumlu ve uyumsuz
olani ayirt etmekte etkindir. Mutasyona ugramis spesifik sekanslar,
sekanslarin gogunlugunun mutasyon tasimadigi numunelerde bile segici
olarak amplifiye edilirler. Primer tamamen uyumlu oldugunda, amplifikasyon
tam etkinlikte gergeklesir. 3' baz uyusmadiginda, yalnizca dusuk seviyede geri
planli amplifikasyon olusur.

Scorpions

Amplifikasyonun tespiti Scorpions kullanilarak gergeklestirilir. Scorpion’lar
kovalent olarak floresanli olarak etiketlenmis bir proba bagh bir PCR primeri
iceren ¢ift fonksiyonlu molekullerdir. Bu prop igindeki florofor bir sdondurtcu ile
baglantilidir, ayrica floresani azaltan bir probun igine yerlesmistir. PCR
sirasinda prop amplikona baglandiginda, florofor ve sondurtcu ayrilirlar. Bu
reaksiyon tupundeki floresanda Olgulebilir bir artisa yol acgar.

Kit formati
therascreen BRAF RGQ PCR Kit icerisinde bes tahlil saglanir.
B Bir kontrol tahlili (Control Reaction Mix; CTRL)

M Dort mutasyon tahlili (mutant reaksiyon karisimlari; V600OE/Ec, V600D,
V600K, V600R)

V600E/Ec tahlil hem V600E hem de V600Ec mutasyonlarini tespit eder ancak
bunlar arasinda bir ayrim yapmaz.

Tum reaksiyon karigsimlari dublekstir ve FAM™ olarak etiketlenmis hedefleri ve
HEX™olarak etiketlenmig bir dahili kontrolu tespit etmek i¢in ayiraglar igerir.
Dahili kontrol tahlili yanlis negatif sonuglara yol agabilecek inhibitorlernin
varligini kontrol eder.
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Tahliller

therascreen BRAF RGQ PCR Kit iki agsamali bir prosediir igerir. ilk asamada,
kontrol tahlili numune icindeki amplifiye edilebilir toplam BRAF DNA
degerlendirmesi icin gergeklestirilir. ikinci asamada, hem mutasyon hem da
kontrol tahlilleri mutant DNA’'nin varligi ya da yoklugunu belirlemek igin yapilir.

Kontrol tahlili

FAM olarak etiketlenmis kontrol tahlili bir numune igindeki amplifiye edilebilir

toplam BRAF DNA degerlendirmesi igin kullanilir. Kontrol tahlili BRAF geninin
ekson 3 bolgesini amplifiye eder. Primerler ve Scorpion probu bilinen herhangi
bir BRAF polimorfizmini bagimsiz olarak amplifiye etmek Uzere tasarlanmigtir.

Mutasyon tahlilleri

Her bir mutasyon tahlili wild-type DNA ile spesifik bir mutant DNA arasindaki
ayirim igin bir FAM-etiketli Scorpion ile bir ARMS primeri igerir.

Kontroller

Not: Deneysel ¢alismalarin tumu pozitif ve negatif kontroller icermelidirler.

Pozitif kontrol

Her bir ¢calisma 1-5 tlpleri icinde pozitif bir kontrol icermelidir. therascreen
BRAF RGQ PCR Kit pozitif kontrol reaksiyonunda sablon olarak kullaniimak
uzere BRAF Positive Control (PC) igerir. Pozitif kontrol sonugclari kitin beyan
edilen kabul kriterleri icine performans gdsterdigini garanti etmek Gzere
degerlendirileceklerdir.

Negatif kontrol

Her bir calisma 9-13 tupleri iginde negatif bir kontrol (“no template control”)
bulundurmalidir. therascreen BRAF RGQ PCR Kit sablon olmayan kontrol igin
“template” olarak kullaniimak uzere Water for NTC (NTC) igerir. Sablon
olmayan kontrol ¢aligma sirasinda herhangi bir potansiyel kontaminasyonu
degerlendirmek ve dahili kontrol reaksiyonunun performansini degerlendirmek
icin kullanilir.

Dahili kontrol reaksiyon degerlendirmesi

Her bir reaksiyon karisimi hedef reaksiyona ilave olarak bir dahili kontrol igerir.
Bir basarisizlik ya yanlis bir sonuca neden olabilecek inhibitorlerin varhgini ya
da o tup igin bir operator ayari hatasinin gerceklesmis oldugunu gosterir. Eger
dahili kontrol PCR inhibisyonu nedeniyle basarisiz olursa, numunenin
seyreltiimesi inhibitorlerin etkisini azaltabilir ancak bunun ayni zamanda hedef
DNA'yi da seyreltecegi not edilmelidir. Kit i¢erisine bir tup Numune Seyreltme
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Suyu (Dil) dahil edilmistir. Numunelerin seyreltiimesi bu kit icerisinde dahil
edilen Numune Seyreltme suyu (Dil) ile yapiimalidir.

Numune degerlendirme

Numune i¢indeki toplam amplifiye edilebilir BRAF DNA degerlendirmesi igin
therascreen BRAF RGQ PCR Kit ile birlikte verilen Control Reaction Mix
(CTRL) kullaniimasi giddetle onerilir. Kontrol tahlili BRAF geninin ekzon

3’Unun bir bélgesini amplifiye eder. Numunelerin yalnizca pozitif kontrol olarak
BRAF Positive Control (PC) ve sablon olmayan kontrol olarak Water for NTC
(NTC) kullanan kontrol tahlili ile hazirlanmasi 6nerilir.

Not: DNA degerlendirmesi PCR’ye bagli olmalidir ve absorban degerine
dayanan miktar belirlemesinden ayrilabilir. Degerlendirmenin kalitesini ve
therascreen BRAF RGQ PCR Kit ile analiz 6ncesinde numune igindeki DNA
miktarini garanti etmek icgin ilave Control Reaction Mix (CTRL) saglanir.
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Saglanan Materyaller

Kit icerigi

therascreen BRAF RGQ PCR Kit (24)

Katalog no. 870211

Reaksiyon sayisi 24

Kontrol reaksiyon karigimi Kirmizi 1CTRL 2 x 720 ul

:(/600E/Ec Reaksiyon Mor 2 \/600E/Ec 720 ul
arisimi

vo00D Reaksiyorl Turuncu 3 V600D 720 ul
arisimi

WELHX (Rl eyoh Pembe 4 V600K 720 ul

karisimi

VEOOR Reaksiyon Yesil 5 V600R 720 ul

karisimi

BRAF Pozitif kontrol Bej PC 250 pl

Tag DNA polimerazi Nane yesili Taq 2x80ul

NTC suyu Beyaz NTC 1.9 ml

Numune seyreltmesi suyu Beyaz Dil. 1.9ml

therascreen BRAF RGQ PCR Kit Kullanim Kilavuzu (ingilizce) 1

Gereken ancak Saglanmayan Materyaller

Kimyasallarla galigirken her zaman uygun laboratuvar ceketi giyin, tek
kullanimlik eldiven ve koruyucu gozlukler takin. Daha fazla bilgi igin, Grun
tedarikgisinde mevcut uygun guvenlik veri sayfalarina (SDSs) bakiniz.

Ayiraglar

B DNA Ekstraksiyon kiti (“DNAekstraksiyonu ve preparasyonu”, sayfa 130
inceleyiniz)

M Ksilen

M Etanol (96—%100)**

* Metanol veya metiletilketon gibi bilesenler iceren denatire alkol kullanmayiniz.

|
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Tuketilebilirler

M 1.5 ml ya da 2 ml mikro santrifij tUpleri (liziz agamalari igin)

B 1.5 ml mikro santriftij tipleri (elisyon asamalari i¢in) (Brinkmann [Safe-
Lock, kat. no. 022363204], Eppendorf [Safe-Lock, kat. no. 0030 120.086]
ya da Sarstedt [Safety Cap, kat. no. 72.690] dan temin edilebilir) *

B Ozel pipetler* T(ayarlanabilir) numune preparasyonu igin

B Ozel pipetler* $(ayarlanabilir) PCR master karisim preparasyonu igin

B Ozel pipetler* f(ayarlanabilir) sablon DNA dagitimi igin

M Filtreli steril pipet uclari (capraz kontaminasyondan kacinmak icin, aerosol
bariyerli pipet uglari éneririz)

Ekipman

M Termomikser, isiticili orbital inkGibator, 1sitma blogu ya da 90°C’de
inkibasyon yapabilen su banyosu*t

B 2 ml reaksiyon ftipleriigin rotorlu tezgah st santrifij*

M Vortekst

B Floresan kanalli Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM1* Cycling Green ve
Cycling Yellow igin (sirasiyla FAM ve HEX tespiti icin)

B Otomatik mutasyon tespiti icin kurulmugs BRAF tahlil paketli Rotor-Gene Q
yazilimi versiyon 2.3 (surim 3.1.1) (“Ek - Il Therascreen BRAF Tahlil
Paketinin Kurulumu”, sayfa 74)

Not: Rotor-Gene Q yazilimi, manuel mutasyon tespiti icin BRAF tahlil
paketi olmadan da kullanilabilir. “Ek I: Therascreen BRAF RGQ PCR Kit
Manuel Protokol”, sayfad5yi inceleyiniz.

B 0.1 ml serit tUpler ve kapaklari, 72-yuvali rotor ile kullanim igin
(QIAGEN, kat. no. 981103 veya 981106)

B Master karisimlarin hazirlanmasi igin steril mikrosantrifuj tupleri

M Yukleme Blogu 72 x 0.1 ml tup, tek-kanal pipetli manuel reaksiyon

yuklenmesi igin aliminyum blok (QIAGEN, kat. no. 9018901)

*Bu tedarikgilerin tam bir listesi degildir.

TAraclarin kontrol edildiginden ve Ureticinin tavsiyelerine gére ayarlandigindan emin olunuz.
1Bazi ulkelerde, uygulanabilirse Mayis 2011 veya daha sonrasi Uretim tarihli Rotor-Gene Q
5plex HRM araci kullanilabilir. Uretim tarihi, aracin arkasindaki seri numarasindan
Agrenilebilir. Seri numarasi “aayynnn” formatindadir ve “aa” Uretim ayini rakamlarla, “yy”
aretim yilinin son iki rakamini ve “nnn” egsiz arag tanimlayicisini belirtir.
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Uyarilar ve Onlemler

in vitro diyagnostik kullanim igin

Guvenlik bilgisi

Kimyasallarla galisirken her zaman uygun laboratuvar ceketi giyin, tek
kullanimlik eldiven ve koruyucu goézlikler takin. Daha fazla bilgi igin, Grlin
tedarikgisinde mevcut uygun guvenlik veri sayfalarina (SDSs) bakiniz. Bunlar,
her bir QIAGEN kiti ve kit bileseni igin GVSleri bulabileceginiz,
inceleyebilecediniz ve yazdirabileceginiz www.giagen.com/safety adresinde
uygun ve kompakt PDF formatlarinda bulunmaktadir.

Genel onlemler
Kullanici her zaman asagidaki hususlara dikkat etmelidir.

M Pozitif materyalleri (numuneler ve pozitif kontroller) tim diger ayiraglardan
ayri olarak depolayin ve ekstrakte edin ve bunlari reaksiyon karigimlarina
Ozel olarak ayrilmig bir alanda ilave edin.

B PCRIarin sentetik kontrol materyali ile kontamine olmamasina dikkat
ediniz. Reaksiyon karigimlarinin hazirlanmasi ve DNA sablonunun ilave
edilmesinde ayri, 6zel pipetler kullanilmasini dneririz. Reaksiyon
karisimlarinin hazirlanmasi ve dagitiimasi ve sablon ilavesi ayri bir alanda
gergeklestiriimelidir. PCR g¢alismasinin tamamlanmasindan sonra Rotor-
Gene Q tupleri acilmamalidir. Bu PCR sonrasi urunler ile laboratuvar
kontaminasyonunu 6nlemek icindir.

M therascreen BRAF RGQ PCR Kit ayiraglari optimal olarak
seyreltiimiglerdir. Ayiraclarin daha fazla seyreltiimelerini 6nermeyiz zira
bu performans kaybina neden olabilir. 25 yl'den daha az volimde
reaksiyon kullanimini énermeyiz zira bu yanlis negatif riskini artiracaktir.

M therascreen BRAF RGQ PCR Kit igindeki ayiraglarin tamami optimal
performans icin 6zel olarak formtle edilirler. therascreen BRAF RGQ
PCR Kit icinde saglanan ayiraglarin timu yalnizca ayni therascreen BRAF
RGQ PCR Kit igindeki diger ayiraclar ile birlikte kullanilmak tzere
tasarlanmiglardir. Eger optimal performans korunmak isteniyorsa kit
icindeki ayiraglarin yerine bagkalari kullanilmamalhdir.

B Yalnizca kit iginde saglanan Taq DNA polimeraz (Taq) kullanin. Tag DNA
polimerazi ayni ya da diger turdeki kitlerdekiler ile ya da diger
tedarikgilerden saglanan Taq DNA polimeraz ile degistirmeyin.
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Ayirac Depolama ve isleme

therascreen BRAF RGQ PCR Kit kuru buz tizerinde sevk edilir ve teslim
alindiginda hala donmus olmalidir. EJer therascreen BRAF RGQ PCR Kit
teslim alindiginda donmamis ise, nakliye sirasinda dis paketi aciimis ise ya da

sevkiyat bir paketleme notu, kullanim kilavuzu ya da ayiraglar igermiyorsa,
lutfen QIAGEN Teknik Servis Departmanlarindan birisi ile veya yerel
distributorler ile iletisime geginiz (arka kapaga bakin ya da www.giagen.com
sayfasini ziyaret edin).

therascreen BRAF RGQ PCR Kit teslim alinmasinin ardindan derhal sabit isili
bir dondurucuda —15 ila —30°C arasinda depolanmali ve gunes 1sigindan
korunmalidir - Scorpions (tum floresanla etiketlenmis molekulleriyle birlikte)
florisildama bozulmasi ve dolayisiyla performans kaybindan kaginmak adina
Isiktan korunmaldir.

Belirtilen depolama kogullari altinda orijinal paketi icinde depolandiginda, kit
etiketi Uzerine belirtilen son kullanim tarihine kadar stabildir. Tekrarlanan
dondurma ve ¢ozme isleminden kaginiimahdir. Maksimum 6 donma-¢c6zme
dongusu siniri agiimamalidir.

Numunelerle Calisma ve Depolama

Not:Numunelerin timu potansiyel olarak enfeksiyonlu materyaller olarak
muamele goérmelidir.

Numune materyalleri formalin-sabitlenmis parafine gomulu (FFPE) dokulardan
ekstrakte edilmis insan genomik DNA'’sI olmalidir. Numunelerin kalitesini
korumak icin numuneler standart patolojik yontemlere gére nakledilmelidirler.

TUmor numuneleri homojen degillerdir ve bir tamor numunesinden alinan
veriler ayni tumoran diger bolumlerinden alinanlar ile konkordant
olmayabilirler. TUmor numuneleri ayni zamanda tumor olmayan dokular da
icerebilirler. Tumor olmayan dokudan alinan DNA'nin therascreen BRAF RGQ
PCR Kit tarafindan tespit edilen mutasyonlari icermesi beklenmeyecektir.
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Prosediur

DNAekstraksiyonu ve preparasyonu

Therascreen BRAF RGQ PCR Kitinin performans 6zellikleri, QlAamp FFPE
doku kiti (QIAGEN, kat. no. 56404) ile ekstrakte edilen DNA kullanilarak
olusturulmustur. Eger QlAamp FFPE doku kitini kullaniyorsaniz, DNA
ekstraksiyonunu el kitap¢igi icerisindeki talimatlara uygun sekilde asagidakileri
dikkate alarak uygulayiniz:

B FFPE bolumlerini cam slaytlar zerinde toplayin.

M Doku boélumlerinin etrafindaki fazla parafini yeni, steril bir bisturi kullanarak
kaziyin.

M Doku boélumlerini ekstrakte edilecek her bir numune igin yeni bir bisturi
kullanarak mikrosantriflj icine siyirin.

B Antilmis genomik DNA 120-200 pl Buffer ATE iginde eltte edilmelidir.
(QlIAamp DNA FFPE Tissue Kit icinde saglanmaktadir). DNA’y1 —15 ila —
30°C arasinda depolayin.

DNA degerlendirmesi therascreen BRAF RGQ PCR Kit ile birlikte saglanan
Control Reaction Mix (CTRL)'e dayanmalidir ve absorban degerlerine dayanan
miktar belirlemesinden ayrilabilir. therascreen BRAF RGQ PCR Kit ile analiz
oncesinde numuneler icindeki DNA'nin kalitesinin degerlendirilmesini ve miktar
belirlemesini saglamak i¢in ilave Control Reaction Mix (CTRL) saglanir.

Not:Analiz igin yeterli DNA saglamak i¢in, oncelikle minimum iki FFPE slaytin
birlikte ekstrakte edilmesi ve kontrol tahlili ile degerlendiriimesi onerilir. Eger
PCR icin yetersiz DNA elde edilirse, daha fazla slayt ekstrakte edilir.

Not:Analiz igin yeterli DNA saglamak i¢in, FFPE bolumlerinin minimum 5 um
kalinlikta olmasi gerekir.

therascreen BRAF RGQ PCR Kit icindeki ttim tahliller kisa PCR UrUnleri
uretirler. Ancak, therascreen BRAF RGQ PCR Kit fazla sekilde pargalanmig
DNA ile caligmayacaktir.

|
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Protokol: Numune degerlendirme

Bu protokol, numunelerde BRAF CE Numune Degerlendirmesi Kapali Sablon
(Tahlil Paketi) kullanilarak, otomatik numune degerlendirmesi igin toplam
amplifiye edilebilir DNAyi tahlil etmek adina kullanilir.

Not: Manuel numune tahlili igin “Ek I: Therascreen BRAF RGQ PCR Kit
Manuel Protokol”, sayfa45yi inceleyiniz.

Baslamadan onceki 6nemli hususlar

Isleme baslamadan 6nce lutfen “Genel énlemler”, sayfa 114 okuyunuz.

Isleme baslamadan énce Rotor-Gene Q hakkinda bilgi sahibi olmak igin
kendinize zaman ayirin. Cihazin kullanim kilavuzuna bakin.

Enzimi inaktive edeceginden Taqg DNA polimeraz ya da Taq DNA
polimeraz iceren her turlu karigimi vortekslemeyin.

Taqg DNA polimerazi (Taq), ucun fazla enzim ile kaplanmasindan
kaginmak igin pipet ucunu sivi yuzeyin tam altina dikkatlice yerlestirmek
suretiyle pipetleyin.

Mevcut Control Reaction Mix (CTRL) kullanilarak 24 numune
degerlendirilebilir.

Baslamadan once yapilmasi gerekenler

Rotor-Gene Q aracinin ilk kullanimindan 6nce therascreen BRAF Tahlil
Paketi yaziliminin yuklu oldugundan emin olunuz (“Ek - Il Therascreen
BRAF Tahlil Paketinin Kurulumu®, sayfa 74)

Her bir kullanimdan 6nce, tum ayiracglarin en az 1 saat boyunca oda
sicakhginda (15-25°C) eritilmis olmasi, 10 defa ters gevrilerek
karigtiriimasi ve tupun altinda kalan igerigi toplamak adina kisaca
santrifijlenmesi gerekmektedir.

Her bir kullanim 6ncesinde Taq DNA polimerazin (Taq) oda sicakliginda
(15-25°C) oldugundan emin olun. Enzimi tipin tabanina toplamak igin
tupU kisaca santrifujleyin.

Prosedir

1.

Kontrol reaksiyon karisimi (CTRL), Sablonsuz kontrol suyu (NTC) ve
Pozitif kontrol (PC)’li oda sicakliginda (15-25°C) minimum 1 saat
sureyle tamamen ¢ozduriun. Ayiraglar ¢ozuldiigiinde, tuzlarin lokal
konsantrasyonlarindan kaginmak igin her bir tiipu 10 kez bas asagi
cevirmek suretiyle bunlar karistirin ve daha sonra igerigin tlipiin
tabaninda toplanmasini saglamak icin kisaca santrifiijleyin.

Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.’de verilen
volumlere gore yeterli master karigimi (Kontrol Reaksiyon
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karisimi[CTRL] arti DNA numuneleri igin Taq DNA polimeraz [Taq]),
bir pozitif kontrol reaksiyonu ve bir sablon olmayan kontrol
reaksiyonu hazirlayin. PCR hazirligi i¢in yeterli fazlalik saglamak
uzere 1 ekstra numune i¢in ayirag ilave edin.

Master karisim numune hari¢ PCR igin gerekli tim bilegenleri igerir.

Tablo 2. Kontrol tahlil master karisiminin preparasyonu *

Bilesen Volim
Kontrol reaksiyon karigimi (CTRL) 19.5 pl x (n+1)*
Taq DNA polimerazi (Taq) 0.5 pl x (n+1)*
Toplam volim 20.0 pl/reaksiyon

* n = Reaksiyon sayisi (numuneler + kontroller). PCR hazirlidi igin yeterli fazlalik
saglamak lzere 1 ekstra numune (n+1) icin ayirag ilave edin. n degeri 26nin Gizerinde
olmamalidir (24 numune arti 2 kontrol).

3. Asagi ve yukari 10 kez pipetlemek suretiyle master karisimi tamamen
karistinn. Uygun sayidaki serit tiipu Sekill’deki yerlesim diizenine
gore yukleme bloguna yerlestirin. Derhal 20 pl master karigimi her
bir PCR serit tipine ilave edin.

Kapaklar gerekinceye kadar plastik kaplar i¢inde kalmalidir. Numune
degerlendirme icin, kontrol tahlil master karisimi bir pozitif kontrol
haznesine, bir negatif kontrol haznesine ila ve edilmeli ve her bir numune
igin bir hazne olmalidir.
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Tahlil

Kontrol 9 17 25 - = = - -
Kontrol 10 18 26 - - = - -
Kontrol 11 19 - - = = - -
Kontrol 4 12 20 - - = = - -
Kontrol 5 13 21 - - = = - -
Kontrol 6 14 22 - - = = - -
Kontrol 7 15 23 - - = = - -
Kontrol 8 16 24 - - = = - -

Sekill. Yiikleme blogundaki numune degerlendirme tahlilleri yerlesim diizeni. Sayilar
yikleme blogundaki pozisyonlari gosterir ve nihai rotor pozisyonunu belirtir.

4. Derhal 5 pyl Sablonsuz Kontrol suyunu (NTC)’yi sablonsuz kontrol
tupune (2 nolu PRC tiupu) ekleyin ve tupun kapagini kapatin. Her bir
numuneden 5 plI’li numune tuplerine (PCR tlip numaralari 3-36)
ekleyin ve tuplerin kapagini kapatin. 5 pl BRAF Pozitif Kontrolt(PC)
pozitif kontrol tliptine (PCR tiip no. 1) ekleyin ve tiipiin kapagini
kapatin.

Taplerin Rotor-Gene Q MDx cihazlarinin igine yerlestiriime yonunu
gOstermek icin tup kapaklarini isaretleyin.

5. Tum PCR tupleri kapaklandiktan sonra, tim tiiplere numune ilave
edilmis oldugundan emin olmak i¢in numune tiip dolum seviyelerini
gorsel olarak kontrol edin.

6. Numuneleri ve reaksiyon karigimlarini karigtirmak igin tim PCR
taplerini evirtin (4 kez).

7. PCR serit tupleri 72-hazneli rotorun uygun pozisyonlarini yerlestirin
(Sekil 1).

Eger rotor tamamen dolu degilse, rotor uzerindeki tim bos
pozisyonlar kapakli, bos tupler ile doldurulmalidir.

8. Derhal 72-hazneli rotoru Rotor-Gene Q MDx cihazina yerlestirin.
Calisma sirasinda tupleri guvenceye almak igin kilitleme halkasinin
(Rotor-Gene Q
cihaz aksesuari) rotorun uzerine yerlestiriimis oldugundan emin olun.
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9. Rotor-Gene Q serisi yazilimini, Rotor-Gene Q MDx aracinin baglh
bulundugu laptopin masaustiinde bulunan “therascreen BRAF CE
Numune Degerlendirme Kilitli Sablon” simgesine ¢ift tiklayarak
cahistininiz (Sekil2yi inceleyiniz).

Sekil2. “therascreen BRAF CE Numune degerlendirme Kkilitli sablon” simgesi.

10. “Yukle” sekmesi varsayilan olarak gikacaktir (Sekil3). Kilitleme
halkasinin diizgiince bagh oldugundan emin olunuz ve “Kilitleme
Halkasi Bagh” kutucugunu igsaretleyiniz. Rotor-Gene Q aracinin
kapagini kapatiniz.
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Sekil3. “Yiikle” sekmesi (1) ve “Kilitleme Halkasi Bagh” kutucugu (2).

|
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11.

“Yurutme ID” kismini yerel isimlendirme konvansiyonunuza uygun
sekilde doldurunuz. “Numune adi” kisimini yerel isimlendirme
konvansiyonunuza gore doldurunuz ve Girig (Enter) tusuna basiniz.
Bu islem numune adini agagidaki numune listesine ekleyecek ve
numuneye bir “Numune ID”si verecektir (1,2,3, vs.). Bunlara ek
olarak, sagdaki “Pipetleme adaptorii diizeni” paneli numune adini
icermesi adina glincellenecektir (Sekil4).

Not: Alternatif bir yol olarak *.smp (Rotor-Gene Q numune dosyasi) veya
*.csv (virgulle ayrilmis degerler) formatinda depolanmis numune isimleri
“‘Numuneleri disa aktar” butonuyla diga aktarilabilir. Numune isimleri bu
yontemi kullanarak otomatik olarak yerlestirilecektir.

Not: “Pipetleme adaptdru dizeni” paneli icerisinde, numune adi ekinin bir
renk degisimiyle vurgulanip vurgulanmadigini ve numune adinin numune
pozisyonunda olup olmadigini kontrol ediniz (Sekil4).

Not: 8 karakterden fazla olan numune isimleri “Pipetleme adaptori
duzeni” paneli igcerisinde tam olarak gosterilmeyebilir.

Bk (rmwen G Dot e VIRTLU MK © i uosmt BR2E (] Langie histormmet Listad Tomvprwe 14 0% L0 11 (A Acapes L et v
(I .

e

Pogione 0 Lount hate 1 11 P B ks VWITUN, MOOE et (e GLOBAL Dol et

Sekil4. “Yiritme ID” si ve “Numune adi”’nin girilmesi.(1 = “Yuritme IDsi” kayit alani, 2 =
“Numune adi” kayit alani, 3 = Numune listesi, 4 = “Pipetleme adaptdri dizeni” paneli, 5 =
“Numuneyi disa aktar” butonu).
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12. Eklenen tim numunelerin adini girebilmek adina adim 11 i
tekrarlayiniz.
(Sekilb).
Not: Numune adini dizenlemek icin, numune listesindeki “Numune adi”
sekmesine tiklayiniz ve segilen numunenin “Numune adi” kayit alani
boliuminde gérinmesini bekleyiniz. “Numune adi” kisimini yerel
isimlendirme konvansiyonunuza gére doldurunuz ve glincellemek igin Girig
(Enter) tusuna basiniz.
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Sekil5. “Numune adi” kayit alanina ek numune isimleri girmek. (1 = “Numune adi” kayit
alani, 2 = Numune listesi, 3 = “Pipetleme adaptori dizeni” paneli).

|
therascreen BRAF RGQ PCR Kit Kullanim Kilavuzu 06/2015 19



13. Tum numune isimleri girildikten sonra, dogruluklarini kontrol ediniz.
Herhangi bir ek bilgi gerekiyorsa “Notlar” kayit alanina giriniz ve
“Yurutmeyi baglat” butonuna tiklayiniz (Sekil6).

Not: Herhangi bir rotor pozisyonunun kullaniimadigi durumlarda, rotor
uzerindeki tum kullaniimayan pozisyonlarin kapakli, bos tuplerle
doldurulmus olmasi gerektigini hatirlatmak adina bir “Uyari” belirecektir
(Sekil6). Tum rotor pozisyonlarinin kapakli, bos tiplerle dolduruldugundan
emin olduktan sonra ilerlemek i¢in “OK” butonuna basiniz.
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Sekil6. “Notlar” kayit alani (1), “Yiiritmeyi baslat” butonu (2) ve kullanilimayan rotor
pozisyonlar “Uyari”’si (3).

|
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14. "Farkh Kaydet” penceresi belirecektir. Uygun bir dosya adi segip
PCR iglemini *.rex yurutme dosyasi olarak secilen konuma
kaydediniz ve “Kaydet” butonuna basiniz (Sekil7).

1 Save As — =
= —
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» Downloads ‘

4 Recent Places
~u Libraries
™ Computer

|
1 r—— ! € Network
|

" File pame: therascreen BRAF CE Sample Assessment Locked Template 2014.09-32 (1) rex -
2 | Save as type! | Run File (*.rex) -
= Hide Folders Save Concel

Sekil7. Yiiritme dosyasini kaydetmek. (1 = “Farkh Kaydet” penceresi, 2 = “Dosya AdI” ve
“Tur olarak kaydet” alanlari, 3 = “Kaydet” butonu).
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15. PCR iglemi baglayacaktir.

Not: YurUtme basladiginda, isi igaretini ve kalan yuratme zamanini
gostermek adina otomatik olarak “Yurutme ilerlemesi” sekmesi agilacaktir

(Sekil8).
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Sekil8. “Yiiriitme ilerlemesi” sekmesi.

|
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16. Yurutme islemi bittikten sonra, “Analiz” sekmesi otomatik olarak
acilacaktir.

Not: Eger “Analiz” sekmesi acilmaz ise, “Analiz” sekmesine tiklayiniz

(Sekil9).

Not: Hesaplama ydnteminin bir agiklamasi sayfa 44 icerisinde “
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Sonuglarin Yorumlanmasi” bélimunde sunulmustur.
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Sekil9. “Analiz” sekmesi ve sonuglarin raporlanmasi. (1 = “Analiz” sekmesi, 2 = “Numune
sonug tablosu”).

17. Kontrol sonuglar agsagidaki gibi “Numune KK Sonug¢ Tablosu”
icerisinde raporlanacaktir (Sekil9).

B Ydarutme kontrolleri (PC ve NTC, sirasiyla tup pozisyonlari 1 ve 2).Eger
sonuclar kabul edilebilir aralikta ise, her biri “Gegerli” olarak
goOrulecektir, aksi halde “Gegersiz” sonucu belirir.

B  Numune kontrol reaksiyonu C+>32.00 “Gegersiz” olarak
gorulecektir. DNA miktari, mutasyon analizi igin yeterli degildir.
Numuneyi tekrar test ediniz. EGer DNA miktari hala yetersiz ise,
mevcut oldugu durumlarda daha fazla timor dokusu ekstrakte ediniz
(bkz. Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.,
Fehler! Textmarke nicht definiert..

B Numune kontrol reaksiyonu C7<21.95 “Gegersiz” olarak
gorilecektir. DNA konsantrayonu mutasyon analizi icin fazla yuksektir.
NUkleazsiz seyreltme su ile (Dil.) seyreltiniz ve tekrar test ediniz. Ct
21.95-32.00 ye seyreltiniz. A 1:1 seyreltme islemi Ctdederini yaklasik
1.0 a yukseltir.

B Numune kontrol reaksiyonu Ct 21.95-32.00 (21.95 < Kontrol Ct 2
32.00) “Gecerli” olarak goérulecektir. DNA konsantrayonu mutasyon
analizi icin yeterlidir.
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Not: Eger re-ekstraksiyon veya seyreltme gerekirse, kontrol reaksiyonunu
DNA konsantrasyonunun kullanima uygunlugunu onaylamak adina tekrar
ediniz.

18. Rapor dosyalar “Rapor” butonuna basilarak uretilebilir. “Rapor
Tarayicisi” penceresi agilacaktir. “Sablonlar” altinda “BRAF CE
Analiz Raporu’nu seginiz ve “Goster” butonuna basiniz.
(Sekill10).

Not: Raporlar, her raporun Ust sol kdsesinde bulunan “Farkh Kaydet”
butonuyla alternatif bir konuma kaydedilebilir.
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Sekill0. “BRAF CE Analiz Raporu”’nu se¢gmek. (1 = "Rapor” butonu, 2 = “Rapor
Tarayicist”, 3 = “BRAF CE Analiz Raporu”, 4 = “Goéster” butonu).
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Protokol: BRAF mutasyon tespiti

Bu protokol BRAF mutasyonlarinin tespiti igindir. EGer numunelerden biri
numune degerlendirmesini gegerse, BRAF mutasyon tahlili kullanilarak
otomatik bir yazilimla test edilebilir.

Not: Manuel mutasyon tespiti icin “Ek I: Therascreen BRAF RGQ PCR Kit
Manuel Protokol”,Sayfa45 inceleyiniz.

Baslamadan onceki 6nemli hususlar

Isleme baslamadan 6nce lutfen “Genel énlemler”, sayfa 114 okuyunuz.

Isleme baslamadan énce Rotor-Gene Q hakkinda bilgi sahibi olmak igin
kendinize zaman ayirin. Cihazin kullanim kilavuzuna bakin.

Enzimi inaktive edeceginden Taqg DNA polimeraz ya da Taq DNA
polimeraz iceren her turlu karigimi vortekslemeyin.

therascreen BRAF RGQ PCR Kitin etkin kullanimi i¢in, numuneler 6'dan
daha az olmamak Uzere gruplar halinde gruplanmalidir. Daha kuguk grup
sayisi therascreen BRAF RGQ PCR Kit ile daha az numunenin test
edilebilecedi anlamina gelecektir

Taqg DNA polimerazi (Taq), ucun fazla enzim ile kaplanmasindan
kacinmak igin pipet ucunu sivi yuzeyin tam altina dikkatlice yerlestirmek
suretiyle pipetleyin.

Baslamadan once yapilmasi gerekenler

Rotor-Gene Q aracinin ilk kullanimindan énce therascreen BRAF Tahlil
Paketi yaziliminin yUkli oldugundan emin olunuz (“Ek I: Therascreen
BRAF RGQ PCR Kit Manuel Protokol”, sayfa 45)

Her bir kullanimdan 6nce, tUm ayiraglarin en az 1 saat boyunca oda
sicakliginda (15-25°C) eritilmis olmasi, 10 defa ters gevrilerek
karistiriimasi ve tupun altinda kalan icerigi toplamak adina kisaca
santrifijlenmesi gerekmektedir.

Her bir kullanim 6ncesinde Tag DNA polimerazin (Taq) oda sicakhdinda
(15-25°C) oldugundan emin olun. Enzimi tupun tabanina toplamak icin
tupU kisaca santrifujleyin.

Prosedur

1.

26

Reaksiyon karigimini (CTRL), Sablonsuz kontrol suyu (NTC) ve BRAF
Pozitif kontrol (PC)’ui oda sicakliginda (15-25°C) minimum 1 saat
sureyle tamamen ¢ozdurun. Ayiraglar ¢ozuldiigunde, tuzlarin lokal
konsantrasyonlarindan kaginmak igin her bir tipu 10 kez bas asagi
cevirmek suretiyle bunlari karistirin ve daha sonra igerigin tlipiin
tabaninda toplanmasini saglamak icin kisaca santrifiijleyin.

therascreen BRAF RGQ PCR Kit Kullanim Kilavuzu 06/2015



2. Tablo 3’de verilen volumlere gore yeterli master karisimi (Reaksiyon
karisimi[CTRL] arti DNA numuneleri i¢gin Taq DNA polimeraz [Taq]),
bir pozitif kontrol reaksiyonu ve bir sablon olmayan kontrol
reaksiyonu hazirlayin. PCR hazirligi i¢in yeterli fazlalik saglamak
uzere 1 ekstra numune i¢in ayirag ilave edin.

Master karisim, numune hari¢ PCR igin gerekli tum bilesenleri igerir.

Tablo 3.Kontrol tahlil master karisiminin preparasyonu *

Reaksiyon Tag DNA polimerazi
Tahlil Karigimi Volumii (Taq) Volimu
Kontrol 19.5 ul x (n+1) 0.5 pl x (n+1)
V600E/Ec 19.5 ul x (n+1) 0.5 pl x (n+1)
V600D 19.5 ul x (n+1) 0.5 pl x (n+1)
V600K 19.5 ul x (n+1) 0.5 pl x (n+1)
V600R 19.5 ul x (n+1) 0.5 pl x (n+1)

* n = Reaksiyon sayisi (numuneler + kontroller). PCR hazirlidi igin yeterli fazlalik
saglamak Uzere 1 ekstra numune (n+1) icin ayirag ilave edin.

3. Asagi ve yukari 10 kez pipetlemek suretiyle master karisimi tamamen
karigtirin. Uygun sayidaki serit tiipu Sekill1’deki yerlesim diizenine
gore yiikleme bloguna yerlestirin. Derhal 20 pul master karisimi her
bir PCR serit tipune (tedarik edilmez) ilave edin.

Kapaklar gerekinceye kadar plastik kaplar icinde kalmalidir.
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Kontroller Numune numarasi
Tahlil PC [NTC| 1 2 3 4 5 6 7
Kontrol 1 9 17 25 33 41 49 57 65
V600E/Ec 2 10 18 26 34 42 50 58 66
V600D 3 11 19 27 35 43 51 59 67
V600K 4 12 20 28 36 44 52 60 68
V600R 5 13 21 29 37 45 53 61 69

Sekilll. Yiikleme blogundaki kontrol ve mutasyon tahlilleri yerlesim diizeni. Sayilar
yiukleme blogundaki pozisyonlar1 gosterir ve nihai rotor pozisyonunu belirtir.

4. Derhal 5 pyl Sablonsuz Kontrol suyunu (NTC)’yi sablonsuz kontrol
PCR serit tlipune (9-13 nolu PRC tupu) ekleyin ve tiuplin kapagini
kapatin. Her bir numuneden 5 pl’li numune tiplerine (PCR tiip
numaralan 17-21, 25-29, 33-37, 41-45, 49-53, 57-61 ve 65-69) ekleyin ve
tuplerin kapagini kapatin.

5 pl BRAF Pozitif Kontrolu(PC) pozitif kontrol tuplerine (PCR tip no.
1-5) ekleyin ve tuplerin kapagini kapatin. Her DNA numunesi kontrol
ve tum mutasyon tahlilleri ile test edilmelidir.

Tlplerin Rotor-Gene Q MDx cihazlarinin igine yerlestiriime yonuna
goOstermek icin tup kapaklarini isaretleyin.

5. Tum PCR tlipleri kapaklandiktan sonra, tim tiiplere numune ilave
edilmis oldugundan emin olmak i¢in numune tiup dolum seviyelerini
gorsel olarak kontrol edin.

6. Numuneleri ve reaksiyon karigimlarini karigtirmak icin tum PCR
tuplerini evirtin (4 kez).

7. PCR serit tupleri 72-hazneli rotorun uygun pozisyonlarini yerlestirin
(Sekilll).

Her bir PCR islemine en fazla 7 numune eklenebilir. Eger rotor tamamen
dolu degilse, rotor Uzerindeki tim bos pozisyonlar kapakli, bos tupler ile
doldurulmalidir.

8. Derhal 72-hazneli rotoru Rotor-Gene Q MDx cihazina yerlestirin.
Calisma sirasinda tupleri gliivenceye almak igin kilitleme halkasinin
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(Rotor-Gene Q cihaz aksesuari) rotorun uzerine yerlestirilmis
oldugundan emin olun.

9. Rotor-Gene Q serisi yazilimini, Rotor-Gene Q MDx aracinin bagh
bulundugu laptopin masaustiinde bulunan “therascreen BRAF CE
Mutasyon Analizi Kilitli Sablon” simgesine ¢ift tiklayarak ¢alistiriniz
(Sekill2yi inceleyiniz).

Sekill2. “therascreen BRAF CE Mutasyon analizi kilitli sablon” simgesi.

10. “Yukle” sekmesi varsayilan olarak ¢ikacaktir (Sekill3). Kilitleme
halkasinin diizgiince bagh oldugundan emin olunuz ve “Kilitleme
Halkasi Bagh” kutucugunu igsaretleyiniz. Rotor-Gene Q aracinin
kapagini kapatiniz.
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Sekill3. “Yikle” sekmesi (1) ve “Kilitleme Halkasi Bagh” kutucugu (2).
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11. “Yurutme ID” kismini yerel isimlendirme konvansiyonunuza uygun
sekilde doldurunuz. “Numune adi” kisimini yerel isimlendirme
konvansiyonunuza gore doldurunuz ve Girig (Enter) tusuna basiniz.
Bu islem numune adini agsagidaki numune listesine ekleyecek ve
numuneye bir “Numune ID”si verecektir (1,2,3, vs.). Bunlara ek
olarak, sagdaki “Pipetleme adaptoru duizeni” paneli numune adini
icermesi adina glincellenecektir (Sekill14).

Not: Alternatif bir yol olarak *.smp (Rotor-Gene Q numune dosyasl) veya
*.csv (virgulle ayrilmis degerler) formatinda depolanmis numune isimleri
“‘Numuneleri diga aktar” butonuyla digsa aktarilabilir. Numune isimleri bu
yontemi kullanarak otomatik olarak yerlestirilecektir.

Not: “Pipetleme adaptoru dluzeni” paneli icerisinde, numune adi ekinin bir
renk degisimiyle vurgulanip vurgulanmadigini ve numune halkasinin
altindaki sutundaki tum tahlillerin vurgulanmig olup olmadigini kontrol
ediniz (Sekil14).

Not: En fazla 7 numune eklenebilir. Numune ID leri (humune halkari
icerisindeki) otomatik olarak 1-7 arasi atanacaktir.

Not: 8 karakterden fazla olan numune isimleri “Pipetleme adaptora duzeni”
paneli icerisinde tam olarak goésterilmeyebilir.
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Sekil14. “Yiirutme ID” si ve “Numune adi”’nin girilmesi. (1 = “YUritme IDsi” kayit alani, 2
= “Numune adi” kayit alani, 3 = Numune listesi, 4 = “Pipetleme adaptori dizeni” paneli, 5 =
Vurgulanan numune halkasi ve panelin altinda 5 numune situnu 6 = “Numuneyi disa aktar”
butonu).

|
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12. Eklenen tim numunelerin adini girebilmek adina adim 11 i
tekrarlayiniz.
(Sekillb).
Not: Numune adini dizenlemek icin, numune listesindeki “Numune adi”
sekmesine tiklayiniz ve secilen numunenin “Numune adi” kayit alani
bolumunde gorunmesini bekleyiniz. “Numune adi” kisimini yerel
isimlendirme konvansiyonunuza gore doldurunuz ve guincellemek igin Girig
(Enter) tusuna basiniz.
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Sekill5. “Numune adi” kayit alanina ek numune isimleri girmek. (1 = “Numune adi” kayit
alani, 2 = Numune listesi, 3 = “Pipetleme adaptori diizeni” paneli).

|
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13. Tum numune isimleri girildikten sonra, dogruluklarini kontrol ediniz.
Herhangi bir ek bilgi gerekiyorsa “Notlar” kayit alanina giriniz ve
“Yurutmeyi baglat” butonuna tiklayiniz (Sekil16).

Not: Herhangi bir rotor pozisyonunun kullaniimadigi durumlarda, rotor
uzerindeki tum kullaniimayan pozisyonlarin kapakli, bos tuplerle
doldurulmus olmasi gerektigini hatirlatmak adina bir “Uyar” belirecektir
(Sekil16). Tum rotor pozisyonlarinin kapakl, bos tiplerle
dolduruldugundan emin olduktan sonra ilerlemek i¢in “OK” butonuna
basiniz.
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Sekill6. “Notlar” kayit alani (1), “Yuritmeyi baslat” butonu (2) ve kullaniimayan rotor
pozisyonlan “Uyari”si (3).
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14. "Farkh Kaydet” penceresi belirecektir. Uygun bir dosya adi segip
PCR iglemini *.rex yuriutme dosyasi olarak secilen konuma
kaydediniz.

(Sekill7).
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Sekill7. Yiiritme dosyasini kaydetmek. (1 = “Farkl Kaydet” penceresi, 2 = “Dosya AdI” ve
“Tur olarak kaydet” alanlari, 3 = “Kaydet” butonu).

|
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15. PCR iglemi baglayacaktir.

Not: YurUtme basladiginda, isi igaretini ve kalan yuratme zamanini
gostermek adina otomatik olarak “Yurutme ilerlemesi” sekmesi agilacaktir
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Sekill8. “Yiritme ilerlemesi” sekmesi.
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16. Yurutme islemi bittikten sonra, “Analiz” sekmesi otomatik olarak
acilacaktir.

Not: Eger “Analiz” sekmesi acilmaz ise, “Analiz” sekmesine tiklayiniz
(Sekil19).

Not: Hesaplama ydnteminin bir agiklamasi sayfa 44 icerisinde “
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Sonuglarin Yorumlanmasi” bélimunde sunulmustur.
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Sekill9. “Analiz” sekmesi ve sonuglarin raporlanmasi. (1 = “Analiz” sekmesi, 2 =
“Yiratme islemi kontrolleri, pozitif kontroller” paneli, 3 = “Yurttme islemi kontrolleri, pozitif
kontroller” paneli, 4 = “Numune sonug tablosu”, 5 = “Mutasyon Statusi” paneli).

17. Tahlil sonuclar agagidaki gibi raporlanacaktir (Sekil19):

B “Yurlutme islemi kontrolleri, Pozitif kontrol” paneliEger sonugclar kabul
edilebilir aralikta ise, “Pozitif Kontrol Statusu” “Gegerli” olarak
gorilecektir, aksi halde “Gegersiz” sonucu belirir.

B “Yiratme iglemi kontrolleri, Negatif kontrol” paneliEger hem “NTC”
hem de “Dahili Kontrol” sonuglari kabul edilebilir aralikta ise, “Negatif
Kontrol Statlsd” “Gegerli” olarak gorulecektir, aksi halde “Gegersiz”
sonucu belirir.

B “Numune Sonug¢ Tablosu” paneli.Mutasyon Pozitif numuneleri igin
belirli mutasyonlar “BRAF Mutasyon Statusu” sttunu altinda
raporlanacaktir.
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18. Rapor dosyalar “Rapor” butonuna basilarak uretilebilir. “Rapor
Tarayicisi” penceresi agilacaktir. “Sablonlar” altinda “BRAF CE
Analiz Raporu”nu seginiz ve “Goster” butonuna basiniz. (Sekil20).

Not: Raporlar, her raporun Ust sol kdsesinde bulunan “Farkli Kaydet”
butonuyla alternatif bir konuma kaydedilebilir.
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Sekil20. “BRAF CE Analiz Raporu”’nu segmek. (1 = "Rapor” butonu, 2 = “Rapor
Tarayicisi” paneli, 3 = “BRAF CE Analiz Raporu”, 4 = “Gdster” butonu).

|
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Sonuglarin Yorumlanmasi(Otomatik)

Analiz ve mutasyon duyurulari, yurutme igslemi tamamlandiktan sonra
therascreen BRAF Tahlil Paketi tarafindan otomatik olarak yapilir. Asagidaki
bilgiler therascreen BRAF Tahlil Paketinin analiz ve mutasyon duyurularini
nasil yaptigini agiklamaktadir.

Not: Manuel analiz igin “Ek I: Therascreen BRAF RGQ PCR Kit Manuel
Protokol”, sayfa45yi inceleyiniz.

Ozel bir reaksiyonun floresansinin esik degerini kestigi PCR dongiileri Cr
degeri olarak tanimlanir. Ct degerleri, isleme dahil edilen belirli DNAnIn
miktarini belirtir. DUsuk Ct degerleri, isleme dahil edilen DNA miktarinin
yuksekligini belirtirken yuksek Ct degerleri isleme dahil edilen DNA miktarinin
dusuklagunu gosterir. Ct degeri olan reaksiyonlar pozitif amplifikasyon olarak
siniflandirilir.

Rotor-Gene Q yazilimi, herhangi iki kayit altina alinan deger arasina floresan
sinyalleri dahil eder. Bu nedenle Ct degerleri 0-40 arasinda herhangi bir
gercek sayi olabilir (tam sayilarla sinirli degildir).

Therascreen BRAF RGQ PCR Kiti igin, Yesil ve Sari kanallarin esik degerleri
sirasiyla 0.15 ve 0.05 relatif floresan birimi olarak ayarlanmistir. Bu degerler
therascreen BRAF Tahlil Paketinde otomatik olarak yapilandiriimigtir.

Yuratme islemi kontrolleri (pozitif kontrol, NTC ve dahili kontroller), C+
degerlerinin kargilandigini ve reaksiyonlarin dogru bir sekilde yapildigini
garanti altina almak adina degerlendirilir.

Numune ACrt degerleri her bir mutasyon tahlili i¢cin agagidaki denklemi
kullanarak hesaplanir:

ACt = [Mutasyon Tahlil Ct degeri] — [Kontrol tahlili Ct degeri]

Numuneler, eger o tahlil igin belirlenmis ACt kesim degerinden dusuk veya
ona es bir ACt degeri veriyorlarsa mutasyon pozitif olarak siniflandirilirlar. Bu
degerin Ustunde ise, numune therascreen BRAF RGQ PCR Kit tarafindan
saptanamayacak kadar az yuzdede mutasyon igeriyor (tahlillerin sinirinin
otesinde) veya numune “Mutasyon Saptanmadi” olarak raporlanacak olan
mutasyon negatif olabilir.

Mutasyon reaksiyonlarindaki hi¢cbir amplifikasyon “Mutasyon Saptanmadi”
olarak degerlendiriimez. Arkaplan amplifikasyonundan hesaplanan AC+
degerlerinin ACt kesim degerinden daha yuksek olmasi beklenir ve numune
“Mutasyon Saptanmadi” olarak siniflandirilir.

Tahlil sonuglari, “Mutasyon Saptandi”, “Mutasyon Saptanmadi”, “Gegersiz”
veya eger yurutme kontrolu yapilamaz ise “Yurutme kontroll yapilamadi”
olarak gorinttlenir. Mutasyon-pozitif numuneler igin, belirli mutasyonlar sayfa
40 icerisindeki “Tablo6. Numune mutasyon statulerini adlandiriimasi’ne bakin,
sayfa 39).
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Dogruluk: Analitik referans yontemi ile karsilagtirma

Calisma, iki-ydnli Sanger sekanslama ile iligkili therascreen BRAF RGQ PCR
Kitin mutasyon statistndeki konkordansi gosterdi. Bu ¢alismada, 128 FFPE
numunesi CLSI EP12-A2 Yoénlendirmesi (2008)'den anlasma/anlasmazligin
istatistiksel dlcimleri kullanilarak test edildi. FFPE numunelerinin 102’si igin
hem therascreen BRAF RGQ PCR Kit hem de iki-yonlt Sanger sekanslama
icin gecerli sonuglar alindi. Numune mutasyon durumu ¢agrilarinin iki-yonli
Sanger sekanslama ile therascreen BRAF RGQ PCR Kit arasinda konkordant
olmayan mutasyon durumlarini teyit icin Pyrosequencing® kullanildi.

Tablo 4 therascreen BRAF RGQ PCR Kit ile sekanslama arasindaki anlasma
analizini gostermektedir.

Tablo 4. Anlagma analizi

Anlagsma olgumu Siklik (%)
Genel anlasma 96.08

Skor Pozitif anlasma 100.00
Negatif anlasma 95.29

Negatif anlagma frekansi therascreen BRAF RGQ PCR Kit ile sekanslama ve
V600E/Ec mutasyon pozitif tarafindan wild-type olarak adlandirilan 6
numunenin mutasyon tespiti nedeniyledir. Bu Scorpions ve ARMS
teknolojilerinin artan hassasiyetleri nedeniyledir.

isleme dahil edilen DNANnin ACt degerleri iizerindeki etkisi

therascreen BRAF RGQ PCR Kit kullanarak mutasyon durumunun
belirlenmesi Uzerindeki igleme dahil edilen toplam DNA seviyelerinin etkisi
Test Cut Off Dogrulama ve Calisma Araligi ¢alismasinin bir pargasi olarak
degerlendirildi. Bu, therascreen BRAF RGQ PCR Kit tarafindan olusturulan
mutasyon ¢agrilarinin galisma araligi boyunca farkli DNA girdi seviyelerinde
tutarli oldugunu dogrulamak igindi.

Wild-type DNA arka planinda yuksek, orta ve dusuk yuzdeli mutasyon igeren
mutasyon standartlari (sirasiyla %100, %50 ve 3 x LOD %) yiksek, orta ve
dusuk DNA qirdi seviyelerinde hazirlandi. Bu nedenle, her bir mutasyon tahlili
icin toplam 9 mutasyon standardi test edildi. Tum tahlillerin sonuglari Tablo5
icerisinde gosterilmistir.

Her bir ¢ift DNA girdi seviyesi arasindaki ortalama ACT de@erindeki tahmini
farklar lineer regresyon analizinden tahmin edildigi gibi, tamami £1 CT iginde

idiler. 4 mutasyon tahlilinin timu yuksek, orta ve duguk DNA girdi
seviyelerinde denk olarak kabul edildiler.
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Tablo5. isleme dahil edilen DNA seviyeleri arasindaki tahmin edilen

farklar

Parametre %95 guven

(DNA giris Tahmini Fark arahigi
Tahlil seviyesi) (ACT) (dusuk, yuksek)
V600E (E) Yiuksek - Orta 0,56 0.22,0.90
V600E (E) Dusuk - Orta 0.01 -0.33, 0.35
V600E (Ec) Yuksek - Orta 0.48 0.12,0.84
V600E (Ec) Disuk - Orta 0.26 —-0.10, 0.62
V600D Yiksek - Orta —-0.32 —0.58, -0.06
V600D Dusuk - Orta -0.43 -0.69, -0.17
V600K Yuksek - Orta 0,10 -0.10, 0.30
V600K Distk - Orta -0,33 -0.53, -0.13
V600R Yuksek - Orta -0,12 —-0.28, 0.04
V600R Distk - Orta —0.62 —-0.78, —0.46

Capraz-reaktivite

Yuksek giris DNA standartlari yiksek mutasyon icerigi (%100) ile her bir
tahlilin potansiyel capraz reaksiyonunu degerlendirmek uzere test edildi.
Capraz reaksiyon sonuglari Tablo6'de gosterildigi sekilde mutasyon durumu
mantik tablosunun derlemesine imkan saglamigtir. BRAF CE Tahlil Paketi
mutasyon statlsunu belirlemek adina ¢apraz-reaktivite mantigi kullanir.

Tablo6. Numune mutasyon statulerini adlandirilmasi

V600E/Ec V600D V600K V600OR  Mutasyon statlisu

Pozitif Negatif Negatif Negatif V6O.QE veya V60OEc
pozitif

Pozitif Negatif  Pozitif  Negatif 'O00EC Veya VOOOK
pozitif

Pozitif Pozitif Negatif Negatif V600D pozitif

Negatif Pozitif Negatif Negatif V600D pozitif
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Negatif Negatif Pozitif Negatif V600K pozitif
Negatif Negatif Negatif Pozitif V600R pozitif

Saptama limiti (LOD) degerleri

therascreen BRAF RGQ PCR Kit ile iligkili 4 mutasyon-spesifik reaksiyonun
her birinin LOD’unu belirlemek icin bir calisma gerceklestirildi. Bu ¢calismada,
LOD, test sonuglarinin %95’'inde mutasyon-pozitif sonuclar veren bir mutant
ornegindeki wild-type arka plani igindeki en dusuk mutan DNA miktari olarak
belirlendi (Cos).

Her bir tahlile LOD belirlemek igin, farkli orandaki mutasyon standartlari orta
girdi DNA konsantrasyonunda hazirlandi ve therascreen BRAF RGQ PCR Kit
ile test edildi. Her bir tahlil icin LOD lojistik regresyon ile hesaplandi. Her bir
tahlilin LOD’unu dogrulamak igin, belirlenen LOD’da mutasyon standartlari
hazirlandi. Altmis kopya test edildi ve pozitif test orani dogrulandi.

Ortalama girdi DNA konsantrasyonu i¢in dogrulanmisg LOD Tablo 9 da
verilmigtir. YUksek girdi DNA konsantrasyonlarinda, LOD degerlerinin
Tablo7’de belirtilen dederlerden daha dusuk olmasi beklenir.

Tablo7. Her bir mutasyon tahlili i¢in (orta girdi) LOD degerleri

Orta girdi DNA’da LOD Cos (Wild-type
Tahlil (mutasyon)* DNA’daki mutant DNA yuzdesi)
V600E (E) 1.82%
V600E (Ec) 4,31%
V600D 3,19%
V600K 4,34%
V600R 4,85%

* V600E tahlili igin algilama limiti hem V600E hem de V600Ec mutasyonlari i¢cin hesaplandi.

Melaninin kit performansi Uzerindeki etkisi

Bu ¢aligmanin amaci, melanom numunelerde bulunan bilinen bir PCR
inhibitdrd olan melaninin therascreen BRAF RGQ PCR Kit tGizerindeki etkisini
degerlendirmekti. Bu ¢alisma bir dizi konsantrasyon boyunca (0-250
ng/reaksiyon) therascreen BRAF RGQ PCR Kit ile test dncesinde DNA
numuneleri igerisine dogrudan melanin serpmek ve ACT dederleri GUzerindeki
etkilerini ve test numunelerinin mutasyon durumlarini degerlendirmek suretiyle
gerceklestirildi.
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Sonuglar disik melanin konsantrasyonunun ACT Uzerinde bir etkisinin
olmadigini ve dusuk seviyedeki melanin konsantrasyonunda ACT (zerinde
minimal etkisinin oldugunu gosterdi. Bu nedenle, dusuk ve orta konsantrasyon
seviyelerindeki melanin tahlilin mutasyonu tespit etme yetenegini etkilemedi.
180 ng/reaksiyonda dahili kontrol inhibitorin varhgini gdstererek basarisiz oldu
ve boylece mutasyon ¢agirma oncesinde inhibitorlerin tespitinin
etkinlestiriimesi etkilenmektedir.

Normal kullanimda karsilasiimasi beklenilen melanin konsantrasyonlari
therascreen BRAF RGQ PCR Kitin mutasyon-pozitif ve mutasyon negatif
numuneler arasinda ayirim yapma yetenegini etkilemez.

Sonuglarin bir 6zeti Tablo 8a gérulmektedir.

Tablo 8. Her bir tahlilde test edilen melanin miktari

Melanin

konsantrasyonu Dahili kontrol durumu
(ng/reaksiyon) ACT deki degisim  (gegti/kald)

0 0 Gecger

60 0.20 Gecer

100 0.61 Gecger

150 -1.21 Gecer

180 -2.15 Gecmez

Tekrarlanabilirlik

Operatori, gund, plaka dizenini ve cihazi degistirerek hem ¢alisma icerisinde
hem de ¢alismalar arasinda tahlilin dogrulugunu belirlemek icin bir matris
calismasi tasarimi uygulandi. Mutasyon tahlilleri i¢in 3 x LOD luk distik DNA
girdi seviyesinde tekrarlanabilirlik goraldu. Ayrica, kendi spesifik mutasyon
standartlar ile test edildiklerinde mutasyon-pozitif cagrilarin yuzdesi
deg@erlendirildi. Her bir mutasyon tahlili, %100 pozitif mutasyon ¢agrisi verdi.

Hassasiyet degerleri Tablo 9de verilmektedir.

Cogaltilabilirlik

3 laboratuvar (alanlarin)da, therascreen BRAF RGQ PCR Kitin 3 lotu ile (her
bir alanda 2), her bir alanda 2 operatdor kullanarak, her bir alanda 2 cihazda,
birbirini takip eden 4 gun Uzerinden standartlar test etmek suretiyle tahlilin
cogaltilabilirligini degerlendirmek Uzere bir matris galigmasi tasarimi
uygulandi. Mutasyon tahlili igin dusuk seviyedeki mutasyonda (3 x LOD)
cogaltilabilirlik ve kontrol tahlili igin duguk girdi wild-type gosterildi. Her bir
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tahlil igcin hassasiyet 3 alanin timunde, %95 hassasiyet tahminleri ile birlikte
hesaplandi (Tablo 10.).

Tablo 9. Tekrarlanabilirlik hassasiyet tahminleri

%95 glven %95 glven
Hassasiyet arahigi Hassasiyet araligi
(caligmalar (dusuk, (Calisma (dusuk,
Tahlil arasil) yuksek) ici) yuksek)
Kontrol 0.30 0.25, 0.39 0.16 0.13, 0.20
E’SOOE 0.74 0.61, 0.94 0.57 0.46, 0.74
V6OOE 0.79 0.64, 1.01 0.76 0.62, 0.99
(Ec)
V600D 0.47 0.38, 0.60 0.46 0.38, 0.60
V600K 0.37 0.31, 0.48 0.37 0.30, 0.49
V600R 0.44 0.36, 0.56 0.44 0.36, 0.58

Tablo 10. Cogaltilabilirlik hassasiyet tahminleri

%95 giiven aralig: (diisuk,
Tahlil Kesinlik yuksek)
Kontrol 0,54 0,42, 0,76
V600E (E) 0,87 0,67, 1,22
V600E (Ec) 0,86 0,66, 1,21
V600D 0,80 0,62, 1,14
V600K 0,61 0,47, 0,86
V600R 0.63 0,49, 0,89
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Ek I: Therascreen BRAF RGQ PCR Kit Manuel
Protokol

Bu boélim therascreen BRAF RGQ PCR Kitin, agik modda (6rn. BRAF tahlil
paketi kullanilmadan) RGQ yazilimi surum 2.3 ile nasil kullanilacagi konusunu
aciklamaktadir.

Genel bilgiler
M Gereken materyallerin listesi icin, sayfa 9u inceleyiniz.

B Numune preparasyonu ve numune duzeni igin su boélimleri inceleyiniz
“Protokol: Numune degerlendirme”, sayfa 14, ve “Protokol: BRAF
mutasyon tespiti”, sayfa 26.
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Protokol: Isi profili olugsturmak

Baglamadan 6nce, BRAF analizi i¢in bir i1s1 profili olusturunuz. Déngileme
parametreleri Numune degerlendirmesi ve Mutasyon degerlendirmesi igin
aynidir.

Prosedur
Kisacasi, donguleme parametreleri asagidaki gibidir:

Tablo 11. Donguleme parametreleri

Ddéngul
er Isi Zaman Veri Edinme
1 95 °C 15 dakika Yok
. 95 °C 30 saniye Yok
60 °C 60 saniye Yesil ve sari

1. Rotor-Gene Q MDx aracinin bagh bulundugu laptopin masaustiinde
bulunan Rotor-Gene Q Serisi Yazilimi 2.3 yazilim simgesine tiklayiniz.

2. Yeni bir sablon olusturmak igin, “Empty Run”a tiklayiniz ve
sonrasinda “New Run Wizard”a girebilmek i¢cin “New”e tiklayiniz.

|
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3. Rotor tlru olarak 72-yuvali rotoru seginiz. Kilitleme halkasinin
diizglince bagl oldugundan emin olunuz ve “Kilitleme Halkasi1 Bagh”
kutucugunu isaretleyiniz. “Next” tuguna tiklayiniz (

4. Sekil2l).

New Run Wizard @

Welcome to the Advanced Run Wizard!

Rotor Type

= Uy = ANy
I 72-well Rotor
Rotor-Disc 72

Rotor-Disc 100

Sekil21. “New Run Wizard” penceresi. (1 = Rotor turd, 2 = Kilitteme halkasi baglandi
kutucugu, 3 = lleri butonu).

|
therascreen BRAF RGQ PCR Kit Kullanim Kilavuzu 06/2015 47



5. Operator adini giriniz. Herhangi bir notunuz varsa ekleyiniz ve
reaksiyon volumuni 25 olarak giriniz. Numune dizeninin 1, 2, 3...
olarak devam ettiginden emin olunuz. “Next” tusuna tiklayiniz (

6. Sekil22).

New Run Wizard PS__(|

This box displags
help on elements in
the wizard. Far help
on an item, hover
your mose aver the
itern for kelp. You
zah alzo click on a
combo biow ko digplay
help about its
available settings.

Thig screen dizplays mizcellaneous optionz for the run. Complete the fields,
clicking Mext when you are ready to move ta the next page.

Reaction
[ [ne -

Sample Lavout ; §11.2.3... -

Skipwizard | << Back

Sekil22. Operator adinin ve reaksiyon volimlerinin girilmesi. (1 = Operatér penceresi, 2
= Notlar penceresi, 3 = Reaksiyon volimu penceresi, 4 = Numune dizeni alani, 5 = lleri
butonu).
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7. “Yeni Yurutme Sihirbazi” diyalog kutusunda “Profili Duzenle”
butonuna tiklayiniz (

8. $Sekil23) ve asagidaki adimlara gore yiiriitme parametrelerini kontrol

ediniz.
Mew Run Wizard fgl
Temperature Profile ; Click this button to
edit the profile
zhowr in the box
above.

1]

Channel Setup

Marne | Source | Detector | G air | Create Mev...

Green 470nm  510nm Edit

el 530nm  555nm
Orange  585mm B10nm
Red B25nm  BEOnm
Crimzon  B80nm F10hp
HRAk 460nm  510nm

Edit Gain...

Remaove

b B Ry Ry B ) |

i

Reset Defaults

Gain Optimization... |

SkipWizard| << Back Mest »> |

Sekil23. Profili dizenlemek (1).

|
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9. “Sonra ekle” butonuna tiklayiniz ve Yeni Tutum Isisini seginiz (
10. Sekil24).

M Edit Profile @

g . € W @
Now Open SaveAs  Hebp
The run vl take spproamately 0 second(t) o complete. Tha graph balow represents the run 1o be pedomed :

Clck on & cycle below 1o moddy &

New HRM Step
Copy of Currer? Step

Sekil24. ilk inkiibasyon adimini eklemek. (1 = Sonra ekle butonu, 2 = Yeni Tutum Isisi).

11. “Tutum Isisi”’n1 95 °C ve “Tutum Suresini” 15 dakika 0 saniye olarak
degistiriniz. “Sonra ekle” butonuna tiklayiniz ve Yeni Isi1 Diizenini
seginiz (

12. Sekil25).

M Edit Profile X
@ . 8 H| =]
Hew Open Save As Help

The run will take approsimately 16 minute(z) o complete, The graph below represents the run to be performed

Click on a cycle below to modify it

Inzert before. ..

Mew Hold at Temperature
Remove | New HRM Step

Hold Temperature 95 | o Copy of Current Step

1 Hald Tirne : 15 |mine 0 |zec

Sekil25. 95 °C de ilk inkiibasyon adimi (1 = Tutum Isisi ve Tutum Siresi butonlari, 2 =
Sonra ekle butonu, 3 = Yeni déngtleme).
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13. Déngii tekrari sayisini 40 olarak degistiriniz. ilk adimi seginiz ve 30
saniye boyunca 95 °C ye ayarlayiniz (

14. Sekil26).
ABN R | o]

New Co.en Save As Help
The run vall take approcamatedy 38 minute(s) to complete. The graph below represents the run 1o be performed :

Cick on & cycle below to modiy &

Hold Ireait after I
Insect bafoee l
Remove |
1 This cycle repeatsll 40 frme(s)
Cick on one of the steps 1o moddy £, of press + o - to add and reeove steps for ths cycle
Tuned Step - [ .
= § 55Cicc0s0c: § ElE] 2
| mrr— /
Not Acqueing 723C foe 20 socs
P————————————l]
™ Leng Range !
-1 B0C for 20 secs //

ax

Sekil26. 95 °C de donguleme adimi (1 = Dongu tekrar kutucugu, 2 = ilk adim 1s1 ayari, 3 =
[lk adim zaman ayari).
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15. ikinci adimin altini giziniz ve 60 saniye boyunca 60 °C ye ayarlayiniz.
Bu adimda “Alim Yok” butonunu secerek veri edinimine izin veriniz (

16. Sekil27).

M £dit Profile X
7 B - I " | @

New Open  Save As Mo
The run wall take approsamatedy 125 mirete(s] to complete. The graph below tepeesents the wun to be padomed

A A A AR

Chck 0n a3 cycle balow to moddy #
lHold Insert after.
' Insest before.
Remove |

Thes cycle repeats 40 | tenefs)
Chck on one of the steps below to modéy R, o press + ot - 10 add and remove steps for ths cpcle.

!medSleom d 95 for 30 ecs ;]JI
2-' 60 secondt / \ / 1
Not Acquing \ 725 for 20 3c3
?itmﬂml E0°C for 60 secs /
x|

Sekil27. 60 °C de dongiileme adimi (1 = ikinci adim 1sI ve zaman ayari, 2 = “Alim Yok”
butonu).

|
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17. Bunlan “Mevcut Kanallar” listesinden aktarmak i¢in “>” butonunu
secgerek Yesil ve Sariy1 alim kanallar olarak seginiz. “OK” a tiklayiniz

(
18. Sekil28).

Same as Previous I[New Acquisition) _v_]

Acquasition Configuration :

Available Channels ; Acquinng Channels ;
Name l >
Crimson _I Green 1
HRM _(J Yellow
Orange
Red «

To acquire from a channel, select & from the kst in the left and click >. To stop acquinng from a
channel, select it in the nght-hand list and click <. To remove all acquisitions, click <<.

Dye Chatt >> DontAcquie |  Hep |

Dye Channel Selection Chart

G 470nm |510nm  |FAM Y, SYBR Green 14, Fluorescein, EvaGreen ', Alexa Fhior 488
Yellow |530nm |585nm  |JOE¥, VICY, HEX, TET¥, CAL Fluor Gold 540, Yakima Yellow-
i 585nm |B10nm | ROXY, CAL Fluor Red 610, Cy35"Y, Texas Red?, Alexa Fluor 568+
625nm |B60nm | Cy5Y, Quasar 670, Alexa Fluor 6334
ol 630nm | 710hp Quasar705 ", Alexa Fluor 680+
iF 460nm [S510nm  [SYTO 9Y, EvaGreen

Sekil28. 60 °Clik dongiileme adiminda alim (1 = Segili kanallar, 2 = “OK” butonu).

|
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19. Ugiincii adimin altini giziniz ve “-“ butonuna basarak siliniz. “OK” a
tiklayiniz (

20. Sekil29).

M Edit Profile

S I o
New Cpen Saveds MHebp
The run vl Lake approsmatels 135 mnvde(s) 1o comgleln. The graph below reprasents the 1un 1o be petoaned

- A R A

Dlick on a cycle below to modidy & :

 r——

This cycle repests 40 ]um(z]
itk on one of the sheps below 10 moddy R, of press « o - 1o 8dd and remaove steps for this cycle. 2

Timed Step - u_’_]

72C 9'C Sou 30 zecs

£

nik

on Green

20 seconds /
Acqurng to Cyclng 8 /

Lo Rarcn S0 lox 60 secs - 1

I~ Touchdown

o =3

Sekil29. Uzatma adiminin kaldinlmasi. (1 = Uglincii adim, 2 = Silme butonu, 3 = “OK”
butonu).
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21. Bir sonraki diyalog kutusunda, “Optimizasyon Al” butonuna
tiklayiniz.

(
22. Sekil30).

New Run Wizard

Temperature Profie - This box displays
help on elements in
" " . . . : : the wizard. For help
i ‘ ‘ | on an item, hover
wour mouse over the
item for help, You
can also click on a
combo box to display
’ - ' ’ : : . help about s
available settings.
Edit Profle . | i
Channel Setup :
Name | Source | Detector | Gan | CtedeNew‘..l

Green  470nm  510nm
Yelloww  S30nm  555nm
Orange  585am  610nm
Red 625nm  B680nm
Crenson 680nm  710hp
HRM 460nm  510nem

Ed.. l
Edit Gan... |
Remove |

Reset Defaults

NN,

1t ]

SkipWieard | << Back

Nest>> |

Sekil30. Optimizasyon Al (1).
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23. “Optimize Alimi1” butonuna tiklayiniz. Her bir kanal igin kanal ayarlari
gosterilir. Her iki kanal i¢in de “OK” a tiklayarak bu varsayilan
degerleri kabul ediniz (

24. Sekil31).

Auto-Gain Optimisation Setup (X

Dptimisation ; -

3 Auto-Gan Opbresation will read the fluoresence on the inserted sample at
8 different gain levels urtil it finds one at which the fluorescence levels are
N\ acceptable. The range of fluorescence you are looking for depends on the

chemistry you are performing.
Sel temperature to l—-j degiees.
Optimise All 1
; Channel Settings -
Channel §
l—’ Chanel: Green  TubePostion: [1 =
Tasget Sample Range : r-:JﬂtptoﬁO_:JFl
Name = =l Edt.. I
Acceplable GainRange: [10 = w0 10 = emove |
fmove A |
d 0K Cancel |  Hep |
| Manwal. |  Cose |  Hep |

Sekil31. Yesil kanal igin oto-optimizasyon al. (1 = Optimize Alimi butonu, 2 = “OK”
butonu).
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25. “illk Edinimden énce Optimizasyon Yap” kutucugunu isaretleyiniz ve
sihirbaza donmek icin “Kapat” butonuna tiklayiniz.

Auto-Gain Optimisation Setup

Optimisation : -

T Auto-Gain Optimisation will read the fluoresence on the nserted sample at

e different gain levels untd it finds one at which the fluorescence levels are
acceptable. The range of flucrescence you are looking for depends on the
chemisty you are performing

Set temperature to I — degtees.
Optimise 41 | Optimise Acquiring |
]_—-E%!Qm Optimisation Before 15t Acquistion
[T Peiform Optimisation At 60 Degress At 809mmg Of Run
Channel Settings :

Name | Tube Position | Min Reading | Max Reading | Min Gain | Max Gain

Green 1 5F1 10F1 -10 10

Yelow 1 F1 10F1 10 10 M
Remove Al I

o ] vwwi ([ oo ]| i |

Sekil32. Yesil ve sari kanallarin segimi. (1 = ilk Edinimden dnce Optimizasyon Yap
kutucugu, 2 = Kapat butonu).

26. “Sablonu Kaydet”i secerek sablonu uygun bir yere kaydetmek adina
“lleri” ye tiklayiniz.

|
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Prosedur (Manuel)

Protokol: Numune degerlendirmesi (manuel)

Bu protokol numuneler igcindeki toplam amplifiye edilebilir DNA
degerlendirmesi icin kullanilir ve BRAF mutasyon analizi ncesinden dnce
yapiimalidir.

B Numuneleri su bolumlerde tanimlandigi sekliyle hazirlayiniz “Protokol:
Numune degerlendirme” sayfa 14.

B Rotor-Gene Q MDx araci tuzerindeki PCR yurutmesini su bélimlere goére
kurunuz “Protokol: therascreen BRAF PCR RGQ Kurulumu” sayfa 60.

B Ydrutme islemi tamamlandiktan sonra, verileri su bolumlerde verilen
talimatlara gére analiz ediniz "Numune degerlendirme veri analizi”, sayfa

66.

|
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Protokol: BRAF mutasyon tespiti (manuel)

Numune, numune degerlendirmesini gectiginde, BRAF mutasyonlarini tespit
etmek adina test edilebilir.

B Numuneleri su bélimlerde tanimlandigi sekliyle hazirlayiniz “Protokol:
BRAF mutasyon tespiti”’, sayfa 26.

B Rotor-Gene Q MDx araci uzerindeki PCR yurutmesini su bolumlere gore
kurunuz “Protokol: therascreen BRAF PCR RGQ Kurulumu” sayfa 60.

M Yurutme islemi tamamlandiktan sonra, verileri su bolumlerde verilen
talimatlara gore analiz ediniz "BRAF mutasyon tespiti veri analizi”’, sayfa 67.

|
therascreen BRAF RGQ PCR Kit Kullanim Kilavuzu 06/2015 59



Protokol: therascreen BRAF PCR RGQ Kurulumu

1. Rotor-Gene Q Serisi Yazilimini (2.3) ve uygun isi profilini (.ret
dosyasi) aginiz.

Isi1 profilinin nasil olusturuldugu ve yurutme parametrelerinin kontroll
hakkinda talimatlar igin, “Protokol: Isi profili olugturmak” sayfa 46.

2. Dogru rotorun segildiginden emin olunuz ve kilitleme halkasinin bagh
oldugunu onaylamak adina kutucugu isaretleyiniz. “lleri”’ye tiklayiniz

(
3. Sekil33).

New Run Wizard @

Welcome to the Advanced Run Wizard!

Rotor Type

6-yvwell Roko
I72-well Rotor

skpwizard | oo [ New> | 3

Sekil33. “Yeni Yuritme Sihirbazi” penceresi ve hosgeldiniz ekrani. (1 = Rotor turd, 2 =
Kilitteme halkasi bagh kutucugu, 3 = lleri butonu).

|
60 therascreen BRAF RGQ PCR Kit Kullanim Kilavuzu 06/2015



Operator adini giriniz. Herhangi bir not ekleyiniz, reaksiyon

volimunin 25 e ayarli olup olmadigini ve Numune Diizenin 1,2,3...
seklinde devam edip etmedigini kontrol ediniz. “lleri”’ye tiklayiniz (

5. Sekil34).

Mew Run Wizard

This bow displavs

help on elements in
the wizard, For help

Qi arn e, Hoer
WAL MOLEE over the
itern for kelp. You
cah alzo click on a
combo bow to display
help about its
available zethngs.

Thiz screen dizplaps mizcellaneous options for the wn, Complete the fislds,

clicking Mext when you are ready ta move to the nest page.

Operator : MAkE

Motes :

Reaction o5 = | |

Yalumne [pL]: =" I

Sample Lapout - §1.2. 3. - |
Skip'wizard | << Back |I Mlest »> :

Sekil34. “Yeni Yurutme Sihirbazi” ayarlama ekrani. ( 1 = Operator ve Notlar alani, 2 =
Reaksiyon Volimi ve Numune Duzeni alani, 3 = lleri butonu).
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6. Bir sonraki pencere isi profilinin dizenlenmesine olanak saglar. Isi
profili yanda verilen protokoliin talimatlarina gore olusturuldugundan
diizenlenmesi gerekmez ”Protokol: Isi profili olugturmak” sayfa 46.
“lleri”ye tiklayiniz (

7. Sekil3s).

Hew Run Wizard El

Temperature Profile : This box displays
help on elements in
the wizard. For help

on an item, hover
your moLise over the
itern for kelp. vou
zah alzo chick on a
combo box to dizplay

help about its
avallable settings.

Edit Profile ...

Channel Setup :

Name | Souce | Detector | Gain | Create New... |

Green 470nm  510nm 5 $

rellow B530nm  558nm

Orange  585hm E10mm Edit Gair...

Red E28nm  BBOnm

Crimgon  B230nm  710hp Remaove
Reset Defaultz

-l -l

HR 460nm 510nm
Skip'wizard | << Back e 1

Sekil35. “Yeni Yiiriitme Sihirbazi” penceresi ve 1s1 diizenleme ekrani. (1 = ileri butonu).

|
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8. Ozeti kontrol ediniz ve yiiriitme dosyasini kaydetmek ve yiiriitmeyi
baslatmak adina “Yurutmeyi Baslat” butonuna tiklayiniz (

9. Sekil36).

New Run Wizard E|

Surnmary :

Setting Y alue

Green Gain 3

ellow Gain 5}

Auto-Gain Dphimization Before First Acquisition
Ratar T2 el Ratar

Sample Layaut 1,23, ..

Reaction Yolume [in microliters] 25

B | o

Once vou've confirmed that your run settings are corect, click Start Run ta Save Template
beqin the run. Click Save Template to save settings for future runs.

SkipWizard | <<Back |

Sekil36. “New Run Wizard” penceresi ve 6zet ekrani. (1 = Yuritmeyi Baglat butonu).

10. Yurutme islemi basladiktan sonra, igerisine numune isimlerini
girebileceginiz veya “Bitir” e tiklayip daha sonra yiiriitme islemi
sirasinda veya yurutme bittikten sonra “Numune” butonunu segerek
girebileceginiz bir pencere acilir.

“Bitir ve Numuneleri Kilitle” butonuna tiklamak daha sonra numune
isimlerini dizenlemenizi engeller. Kullanici, numune isimlerini girerken
dogru numune testinin ve analizinin kullanildigindan emin olmak adina ¢ok
dikkatli olmahdir.

Not: Numuneleri isimlendirirken, bos yuvalarin “isim” siitunu bos
birakilmahdir.

11. Yurutme islemi tamamlandiktan sonra, verileri su bolimlere gore
analiz ediniz “Numune degerlendirme veri analizi”’, sayfa 66 veya
"BRAF mutasyon tespiti veri analizi”, sayfa PAGEREF
_Ref403601877 \h 86.

12. Eger kantitasyon raporlari gerekirse, Rotor-Gene Q yiiritme dosyasi
ara¢ cubugundaki “Raporlar” simgesine tiklayiniz.
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13. Rapor tarayicisinda, “Rapor Kategorileri”’ altinda “Donglileme A Yesil

(sayfa 1)”e tiklayiniz (
14. Sekil37).

- Report Categories :

~ Templates :

& Quantitation

:-
'. "50TVReport

Sekil37. Rapor tarayicisi. (1 ="

15. “Sablonlar”in altinda “Kantitasyon (Tam Rapor)”u seginiz (

16. Sekil38).

‘Dénguleme A. Yesil (sayfa 1)” butonu).

~ Report Categories :

~ Templates :

~ (General)

&- Quantitation
Cycling &.Green (Page 1)
. Cycling &.Yellow (Page 1)

L
b

» Quantitation (Condise)
uantitation (Full Report)

& Quantitation (Standard Report)

Show I

Sekil38. “Kantitasyon Raporu (Tam Rapor)” (1).

17. Raporu olusturmak igin “Goster’e tiklayiniz.

18. Elektronik siirimiinii kaydetmek icin “Farkli Kaydet”e basiniz.

19. “Donduleme A Sari (Sayfa 1)” icin tekrarlayiniz.

64
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Sonuglarin Yorumlanmasi(Manuel)

Numune degerlendirmesi veya mutasyon analizi yuratmesi tamamlandiktan
sonra, verileri asagidaki prosedure gore analiz ediniz.

Yazilim analiz ayarlari

1. Rotor-Gene Q Serisi yazilimi 2.3 U kullanarak uygun dosyayi aginiz.

2. Yurutme iglemini yapmadan once numunelerinizi
isimlendirmediyseniz, “Numuneleri Duzenle”ye tiklayiniz.

3. Numunelerinizin isimlerini “isim” siitununa giriniz.
Not: Bos bir yuvanin isim kismini bog birakiniz.

4. “Analiz”e tiklayiniz. Analiz sayfasinda, Sari kanali gormek igin
“Dongiileme A. Sar1” ya tiklayiniz.

5. “isimlendirilmistir’e tiklayiniz.

Not: Bu islem bos yuvalarin analizde yer almayacagini garanti eder.
“Dinamik Tup”u seginiz.

“Dogru egim”i seginiz.

”Linear olgek”i seginiz.

“Ayr Cikart” seginiz ve yukaridaki kutucuga degerleri 15.01 olarak
(“Eger ¢cikarma noktasi donguiden once hesaplanmigsa”) ve agsagidaki

kutucuga 20.01 olarak (“sonrasinda agagidaki donguyii ve ¢ikarma
noktasini kullaniniz”) giriniz.

10. Esigi 0.05 olarak ayarlayiniz.
11. “Doénguleri su degerden once yok et”i 15 olarak ayarlayiniz.
12. Sari Ct degerlerini kontrol ediniz.

13. Analiz sayfasinda, Yesil kanali gormek i¢in “Dongilileme A. Yesil” e
tiklayiniz.

14. “isimlendirilmistir”i seginiz.

15. “Dinamik Tlip”u seginiz.

16. “Dogru egim”i seginiz.

17. ”Linear olgek”i seginiz.

18. “Ayr Cikart” seciniz ve yukaridaki kutucuga degerleri 15.01 olarak
(“Eger ¢cikarma noktasi dongliden once hesaplanmigsa”) ve asagidaki

kutucuga 20.01 olarak (“sonrasinda agagidaki donguyii ve ¢ikarma
noktasini kullaniniz”) giriniz.

19. Esigi 0.15 olarak ayarlayiniz.
20. “Dongiileri su degerden once yok et”i 15 olarak ayarlayiniz.
21. Yesil Ct degerlerini kontrol ediniz.

© 0o ~NO
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Numune degerlendirme veri analizi

Yurutme kontrol analizi

Yurutme islemi tamamlandiktan sonra, verileri asagidaki gibi analiz ediniz.

Negatif Kontrol:$ablonun kontamine olmadigindan emin olmak igin,
sablonsuz kontrol yesil (FAM) kanalinda 40 dan dusuk bir Ct degeri
olusturmamalidir. Yurtutme isleminin dogru kuruldugundan emin olmak
icin, sablonsuz kontrol sari (HEX) kanalinda 32.53-38.16 araliginda
amplifikasyon gdstermelidir. Belirlenen degerler bu degerlerin igerisinde
ve onlari icermektedir.

Pozitif kontrol:BRAF Pozitif Kontroll (PC), yesil (FAM) kanalinda 30.37-
36.38 arasi bir kontrol tahlili Ct degeri vermelidir. Belirlenen degerler bu
degerlerin igerisinde ve onlari icermektedir. Bu araligin disinda bir deger
bir tahlil kurulum problemi oldugunu ve bu nedenle yuritmenin
basarisizhgini belirtir.

Bu iki yaratme kontrolinden birisi basarisiz olursa numune verisi
kullaniimamalhdir.

Her iki yurutme kontrolunun gecerli olmasi kosuluyla, her bir numune Cr degeri
yesil kanalda 21.95-32.00 araliginda olmalidir. Numunenin bu araligin diginda
oldugu durumlar i¢in asagidaki kilavuz saglanmistir.

Numune analizi - kontrol tahlili

Numune kontrol tahlili Cr<21.95: 21.95 kontrol Ctli numuneler <, bu
durum gegerlilik kazanmig tahlil araliginin alt ucunu belirttiginden
seyreltiimelidir. DUgsuk seviyede her bir mutasyonu saptamak adina, asiri-
konsantre edilmis numuneler, ¢ok fazla seyreltmenin Ctdegerini 1
oraninda artiracagi goz onune alinarak Ust araliga denk gelecek sekilde
seyreltiimelidir. Eger numune 21.95 e yakin ise, sonucun numune testi
yuritmesinden (BRAF mutasyon tespiti) alindigini kesinlestirmek adina
seyreltme yapilmasi tavsiye edilir. Numuneler kit icerisinde saglanan su ile
seyreltiimelidir (Seyreltme Suyu [Dil.]).

Numune kontrol tahlili C+>32.00: Yetersiz baslangi¢ DNA sablonu, tahlil
icin belirlenmis cutoff degerlerindeki tim mutasyonlari saptamak adina
gorulecegi igin numunenin re-ekstraksiyonu onerilir.

66
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BRAF mutasyon tespiti veri analizi

Yurtutme kontrol analizi
Sekil39 igerisindeki yurutme kontrolu analiz akis semasini inceleyiniz.

B Negatif Kontrol: $Sablonun kontamine olmadigindan emin olmak igin,
sablonsuz kontrol yesil (FAM) kanalinda 40 dan dusuk bir Ct degeri
olusturmamalidir. Yurtutme isleminin dogru kuruldugundan emin olmak
icin, sablonsuz kontrol sari (HEX) kanalinda 32.53-38.16 araliginda
amplifikasyon gdstermelidir. Belirlenen degerler bu dederlerin igerisinde
ve onlari icermektedir.

M Poazitif kontrol:BRAF Pozitif Kontroll (PC), Tablo 12 igcerisinde goOsterildigi
gibi yesil kanaldaki her bir BRAF tahlili igin bir Crdegeri vermelidir.
Belirlenen degerler bu degerlerin icerisinde ve onlari igermektedir. Bu
araligin diginda bir deger bir tahlil kurulum problemi oldugunu ve bu
nedenle yurutmenin basarisizligini belirtir.

Not: u iki yaratme kontrolinden birisi basarisiz olursa numune verisi
kullaniimamalhdir.

Tablo 12. Reaksiyon kontrolleri icin kabul edilebilir Ctarahgi

Reaksiyon

karigimi Numune Kanal Crarahgi
Kontrol PC Yesil 30.37-36.38
V600E/Ec PC Yesil 29.62-35.73
V600D PC Yesil 29.75-35.79
V600K PC Yesil 29.32-35.32
V600R PC Yesil 29.41-35.41
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Negative Positive
control control
Green Ct Green Cy

value

value

Is control
Green Cry tube in range
30.37-36.38?

Is Green Ct <40? Yes— Run fail

Run fail / Internal control
invalid

Yes

T

Yes

Y s V60OE/Ec Green
Cr tube in range No—p Run fail
. 29.62-35.73?
Is Yellow Ct Is internal
in range No control Yellow Cy
32.53-38.16?7 <32.53?
Yes
No
Is V600D Green
Cy tube in range No—p>| Run fail
. 29.75-35.79?
Is internal
control Yellow Cr
>32.167
Yes
Yes
Yes
Is V60OK Green
Run fail / Internal control Cy tube in range No—p Run fail
Yellow amplification 29.32-35.327?
negative
\ 4
Negative control pass
9 P Yes
Is V60OR Green
Cr tube in range No—p Run fail
29.41-35.41?
Yes
Proceed to sample analysis. + Positive control pass

Sekil39. Yiiritme kontrol analizi akis semasi
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Numune analizi - Numune kontrol Yesil Crdegeri
Sekil40 igerisindeki numune analizi akis semasini inceleyiniz.

Kontrol tahlili igin her iki yurutme kontroluntn gecerli olmasi kosuluyla, her bir
kontrol Ctdegeri yesil kanalda 21.95-32.00 araliginda olmaldir.

Numunenin bu araligin diginda oldugu durumlar igin asagidaki kilavuz
saglanmistir.

B Numune kontrol tahlili Cy<21.95: 21.95 kontrol Ct sine sahip numuneler
< mutasyon tahlillerine asiri yukleme yapacaktir ve bunlar seyreltiimelidir.
Dusuk seviyede her bir mutasyonu saptamak adina, asiri-konsantre
edilmis numuneler, ¢ok fazla seyreltmenin Ctdegerini 1 oraninda
artiracagl goz onune alinarak Ust araliga denk gelecek sekilde
seyreltilmelidir. Numuneler kit icerisinde saglanan su ile seyreltilmelidir
(Seyreltme Suyu [Dil.]).

B Numune kontrol tahlili Ct+>32.00: Yetersiz baslangi¢ DNA sablonu, tahlil
icin belirlenmis cutoff degerlerindeki tim mutasyonlari saptamak adina
gorulecedi icin numunenin re-ekstraksiyonu onerilir.

Numune analizi - Numune dahili kontrol mutasyon tahlilleri Sar1 Ct degeri
Sekil40 igerisindeki numune analizi akis semasini inceleyiniz.

Her bir numunenin yuvalari analiz edilmelidir. Her bir yuvanin dahili kontrol igin
Sari kanalda HEX sinyali olusturup olusturmadigini kontrol ediniz. 3 muhtemel
sonug vardir.

M Eger dahili kontrol Ct belirlen araliga dusuyorsa (32.53-38.16), Sari
amplifikasyon pozitif ve gecerlidir.

M Eger dahili kontrol Ct belirlenen aralija dusuyorsa (>38.16), tup Sari
amplifikasyon negatiftir. Eger o tup igin Yesil kanalda amplifikasyon var
ise, Sari amplifikasyon gecerlidir. Eger o tlp icin Yesil kanalda
amplifikasyon yok ise, Sari amplifikasyon gecersizdir.

M Eger dahili kontrol Ct belirlenen araligin altina dusuyorsa (<32.53), tip
gecersizdir.

Eger dahili kontrol PCR inhibisyonu nedeniyle basarisiz olursa, numunenin

seyreltiimesi inhibitorlerin etkisini azaltabilir ancak bunun ayni zamanda hedef

DNA'yI da seyreltecegi not edilmelidir. Kit icerisine bir tip Numune Seyreltme
Suyu (Dil) dahil edilmistir.

|
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Sample control

Green Crvalues.

Sample
internal control
mutation assays

Yellow Crvalues.

Sample
mutation assays
Green Cyvalues.

Is Control assay
Green Cr in range
21.95-32.00?

\4

Yes

Is Yellow Cr in any assay
<32.53?

\4

No

Is Yellow Cy >38.16 in
any assay?

Is each mutation
Green Cr in range
15.00-40.00?

\4

Yes

v

Tube is Green amplification positive.

\ 4

Calculate ACt values for each
mutation.
AC+t = Mutation Ct - Control Cy

\ 4
Compare ACt values to cut off
values by mutation.

See Table 6,

Is any ACy value
within the specified ACt range
for the assay (amplification
positive)?

Yes

BRAF mutation detected for
mutation assay.
To call mutation status see Table 7

Sekil40. Numune analizi akis semasi.
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Sample invalid.

No—»| For further explanation see

handbook, page 76.

Tube invalid.
Do not use tube result.

Tube is Yellow amplification

Yes—p negative. For further

explanation see handbook,
page 76.

Tube is Green

No—p| amplification negative.

See handbook, page 78.

No Mutation not detected.



Numune analizi - Numune mutasyon tahlilleri Yesil Ctdegeri

4 reaksiyon karigsimi iginde Yesil dederler Tablo13 i¢erisinde verilen degerlere
karsi kontrol edilmelidir.

Tablo13. Kabul edilebilir numune mutasyon reaksiyon degerleri (Yesil
kanal)*

Kabul edilebilir Cr
Tahlil araligi ACrarahgi
V600E/Ec 15.00-40.00 <7.0
V600D 15.00-40.00 <6.9
V600K 15.00-40.00 <6.0
V600R 15.00-40.00 <7.0

* Kabul edilebilir degerler bu degerler igerisindedir ve gosterilen degerleri kapsamaktadir.

M Eger Yesil Crbelirlenen araliga dusuyorsa, FAM amplifikasyon pozitifdir.

B Eger Yesil Crbelirlenen araligin tGzerinde ise veya amplifikasyon yok ise,
Yesil amplifikasyon negatifdir.

Mutasyon ve kontrol Ctdeg@erlerinin ayni numuneden oldugunu kesinlestirmek
adina FAM amplifikasyon pozitif olan her bir mutasyon tlpu igin ACtdegerini
asagidaki gibi hesaplayiniz.

ACt = mutasyon Cr - kontrol Ct

Her bir tahlile dogru cutoff noktasinin uygulandigini kesinlestirmek adina, s6z
konusu tahlil i¢in cutoff pointi olan numunenin ACt degerini karsilastiriniz
(Tablol13.

Cutoff noktasi, wild-type DNA Gzerinde mevcut olan ARMSin arka plan
sinyalinin sebep oluyor olabilecegdi pozitif sinyalin Uzerindeki noktadir. Eger
numunenin ACt degeri cutoff noktasindan yuksekse, negatif veya kitin
saptama sinirinin Uzerinde olarak siniflandirilir.

TUm numuneler igin, her bir mutasyon reaksiyonuna mutasyon saptanmistir;
mutasyon saptanmamigtir veya asagidaki kriterler gegersizdir statusu
verilecektir;

B Mutasyon saptanmistir:

Yesil amplifikasyon pozitif ve ACt cutoff degerinin altinda veya ona
denktir. Eger birden fazla mutasyon saptanirsa, mutasyon statusu
Tablol4ya gore atanmalidir.
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M Mutasyon saptanmistir:

Yesil amplifikasyon pozitif ve ACt cutoff degerinin Ustundedir.

Yesil amplifikasyon negatif ve Sari (dahili kontrol) amplifikasyon pozitifdir.
B Gegersiz:

Sari (dahili kontrol) gecersizdir.

Yesil amplifikasyon ve Sari amplifikasyon negatifdir.

Daha fazla agiklama igin, akis semasini inceleyiniz (Sekil40). Eger numune,
tlp icerisinde Sari amplifikasyon negatif fakat farkl bir tip icerisinde Yesil
amplifikasyon pozitif ise, diger tlp icin “mutasyon saptanmistir” sonucu gecerli
sayllabilir fakat tanimlanan mutasyon guvenilir bir sekilde atanamaz.

Eder numune, ayni tlp icerisinde Sari amplifikasyon negatif ve Yesil
amplifikasyon pozitifse, “mutasyon saptanmistir” sonucu gecerli sayiimalidir.

Eger tup Sari (dahili kontrol) gegersizse, o tupun sonucu kullanilmamaldir.

Numune analizi - Numune mutasyon stattist atamak

Tum mutasyon reaksiyon tupleri degerlendirildikten sonra, numunenin
mutasyon statlsu asagidaki gibi belirlenir.

B Mutasyon saptanmistir: 4 mutasyondan reaksiyonundan biri veya birden
fazlasi pozitiftir. Eger birden fazla mutasyon saptanirsa, mutasyon statlsu
Tablo14ya gére atanmalidir.

Tablo14. Numune mutasyon statiilerini adlandiriimasi

V600E/Ec V600D V600K V600R Mutasyon stattsu

Pozitif Negatif Negatif Negatif V6O.O.E veya V60OEc
pozitif

Pozitif Negatif Pozitif Negatif V6O.O.EC e I
pozitif

Pozitif Pozitif Negatif Negatif V600D pozitif

Negatif Pozitif Negatif Negatif V600D pozitif

Negatif Negatif Pozitif Negatif V600K pozitif

Negatif Negatif Negatif Pozitif V600R pozitif
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B Mutasyon saptanmamistir:4 mutasyonun hepsi de negatiftir.

B Gegersiz: Higbir mutasyon reaksiyonu pozitif degildir ve 1 veya daha fazla
mutasyon gecersizdir.

Not: therascreen BRAF RGQ PCR Kitinin amaci, DNA numunesi igindeki
BRAF geninde bulunan mutasyonlari saptamaktir. Numune icin BRAF
mutasyonu saptanmistir sonucu alindiginda, yalnizca tek bir spesifik mutasyon
raporlanmalidir. EQer birden fazla mutasyon saptanirsa, mutasyon statusu
Tablo14ya gore atanmalidir.

Mutasyon reaksiyonlari arasinda bazi ¢apraz-reaktiviteler meydana
gelmektedir. Ornegin, V600E/Ec tahlili eger bir V600D mutasyonu olmasi
halinde pozitif sonug verebilir, V600E/Ec tahlili bir V600K mutasyonu olmasi
halinde pozitif sonug verebilir ve son olarak V600K tahlili bir V600OE kompleks
mutasyonu var olmasi halinde pozitif sonug verebilir. Fakat, mutasyon statlsu
Tablo14yi kullanarak belirginlestirilebilir.

Capraz-reaktivitenin sebebi ayni sekans igerisindeki diger mutasyonlari
saptamak icin ilk olarak kullanilan ARMStir. ikinci mutasyon tahlili pozitif
sonug veriyorsa, bunun capraz-reaktivite olma ihtimali yiksektir. Cok nadir
olmalarina ragmen, ¢ift mutantlar géraimastur.

Bu nedenle, nadir durumlarda, Tablo14 icerisinde verilmeyen pozitif sonug¢
kombinasyonlari elde edilebilir. Numune yine de BRAF mutasyonu saptandi
olarak adlandirilir. Fakat, capraz-reaktivite sebebiyle belirli mutasyonlar
farkedilemez. Bu nedenle, numune yalnizca “mutasyon saptandi” olarak
adlandiriimahdir.

Eder bir ya da daha fazla mutasyon reaksiyonu gegersiz fakat bir ya da daha
fazlasi pozitifse, numune ortada bir mutasyon var oldugundan BRAF
mutasyonu saptanmistir olarak adlandirilabilir. Fakat, raporlanan spesifik
mutasyon kesin olmayabilir ve bir capraz-reaktivitenin sonucu olabilir. Bu
nedenle, numune yalnizca “mutasyon saptandi” olarak adlandiriimahdir.

|
therascreen BRAF RGQ PCR Kit Kullanim Kilavuzu 06/2015 73



Ek - Il Therascreen BRAF Tahlil Paketinin Kurulumu

Artik therascreen BRAF RGQ PCR Kiti 72-yuvali rotoru olan Rotor-Gene Q
MDx ile kullanim icin tasarlanmistir. Therascreen BRAF Tahlil paketini
therascreen BRAF RGQ PCR Kiti urun sayfasinda www.giagen.com
sitesinden indirebilirsiniz. indirme bilgisi “Ek Protokoller” sekmesi altinda “Uriin
Kaynaklari” icerisinde bulunabilir. Tahlil paketini ayrica CD seklinde de siparis
edebilirsiniz (QIAGEN, kat. no. 9023820).

Tahlil paketi “therascreen BRAF CE Numune Degerlendirmesi Kilitli Sablon”u
ve “therascreen BRAF CE Mutasyon Analizi Kilitli Sablon”u icermektedir.

Not: Therascreen BRAF Tahlil Paketi yalnizca Rotor-Gene Q Yazilim
versiyonu 2.3 ile uyumludur. Therascreen BRAF Tahlil Paketinin yiklenmesine
gecmeden 6nce Rotor-Gene Q yaziliminin dogru surimunan yukla
oldugundan emin olunuz. Eger Rotor-Gene Q MDx araciniz eski bir yazilim
surimuyle teslim edildiyse, Rotor-Gene Q MDx urtin sayfasi olan
www.giagen.com dan kolaylikla 2.3 suriumune guncelleyebilirsiniz. Yeni
yazihm “Isletim Yazihmi” sekmesi altinda “Urtin Kaynaklar” icerisinde
bulunabilir.

Prosedur (indirme)

1. Therascreen BRAF RGQ Tahlil Paketi CE yi ilgili BRAF RGQ PCR Kiti
urlini sayfasi olan www.giagen.com dan indirin.

2. indirilen zip-dosyasinin, dosyaya gift-tiklayarak aginiz ve arsiv
icerisindeki dosyalari ¢ikariniz.

3. Cikarilan dosya therascreen_BRAF_Assay Package_3.1.1.exe ye ¢ift
tiklayarak yuikleme iglemini baglatiniz.

Prosedur (CD)

1. Ayrn bir sekilde mevcut olan therascreen BRAF RGQ Tahlil Paketi CE
CD sini QIAGEN den siparis ediniz (QIAGEN, kat. no. 9023820).

2. CDyi, Rotor-Gene Q aracinin bagl bulundugu laptopun CD
surucusline takiniz.

3. Eger CD oto-ylkleme yaparsa
therascreen_BRAF_Assay_Package_3.1.1.exe dosyasina gift
tiklayarak yukleme islemini baglatiniz veya alternatif olarak bagh
laptopin dosya tarayicisini kullanarak bu yurutulebilir dosyanin yerini
saptayiniz.

74 therascreen BRAF RGQ PCR Kit Kullanim Kilavuzu 06/2015


http://www.qiagen.com/
http://www.qiagen.com/
http://www.qiagen.com/

4. Yiikleme sihirbazi belirecektir. Devam etmek igin “ileri”’ye tiklayiniz
(Sekil4l).

-
15 Setup - Rotor-Gene Q therascreen BRAF CE Assay Package =) f!éﬂ

Welcome to the Rotor-Gene Q
therascreen BRAF CE Assay
Package Setup Wizard

This will install Rotor-Gene Q therascreen BRAF CE Assay
Package 3.1.1 on your computer.

k is recommendad that you close all other applications before
contincing

Click Next to continue, or Cancel to st Setup

Sekil4l. “Yiikleme” penceresi. (1 = ileri butonu).

5. “Lisans Anlagmasi” diyalog kutusundaki Lisans Anlagmasini
okuyunuz ve “Anlagmayi kabul ediyorum” u tiklayarak anlagmayi
kabul ediniz. Devam etmek igin “lleri’ye tiklayiniz (Sekil42).

r In
1@ Setup - Rotor-Gene Q therascreen BRAF CE Assay Package |\ =) i&‘
Please read the folowing important information before continuing C

Please read the folowing License Agreement. You must accept the tems of this
agreement before continuing with the installation

Ucence Agreement -

1. In the following "Qiagen" refers to Qiagen GmbH and its affiliated companies and
“Software" means the programs and data supplied on this physical medium (eg. CD-
ROM) or over the Intemet with these condtions. (f you are unsure of any aspect of
this agreement or have any questions they shoud be emaided to

support @giagen.com.) The Software and any accompanying documentation have
been developed entirely at private expense, They are delivered and licensed as
"commescial computer software”

2. Licence

.I { © 1 accept the agreement]
I go not accept the agreement 2

b Cei] [Comeas)

Sekil42. “Lisans Anlagmasi” diyalog kutusu. (1 = Kabul et butonu, 2 = ileri butonu).
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6. Bu tamamlandiginda sablon kurulumu otomatik olarak baslayacak ve
son bir “Kurulum” diyalog kutusu gorulecektir. Kurulum
sihirbazindan ¢ikmak icin “Bitir” e tiklayiniz (Sekil43).

~

1_%] Setup - Rotor-Gene Q therascreen BRAF CE Assay Package l = l_—[

Completing the Rotor-Gene Q
therascreen BRAF CE Assay
Package Setup Wizard

Setup has finished instaling RotorGene Q therascreen BRAF
CE Assay Package on your computer. The applcation may be
launched by selecting the instaled icons.

Click Finish to ext Setup

Sekil43. Yiikleme sihirbazinin tamamlanmasi. (1 = Bitir butonu).

7. Bilgisayari yeniden baslatiniz. “therascreen BRAF CE Numune
Degerlendirmesi Kilitli Sablon” ve “therascreen BRAF CE Mutasyon
Analizi Kilitli Sablon”a ulasim i¢cin masaustiinde otomatik olarak iki
kisayol olarak belirecektir.

lletisim Bilgileri

Teknik yardim ve daha fazla bilgi igin, lutfen www.qgiagen.com/Support
sayfasindaki Technical Support Center’'e bakin, 00800-22-44-6000 numarasini
arayin QIAGEN Teknik Servis Departmanlarini veya yerel distribatorlerinizden
birisini arayin (arka kapaga bakin ya da www.qgiagen.com sayfasini ziyaret
edin).
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Siparis Bilgisi

Uriin icindekiler Kat. no.
therascreen BRAF 24 reaksiyon icin: Kontrol tahlili, 4 870211
RGQ PCR Kit (24) mutasyon tahlili, Pozitif kontrol, Taq

DNA polimeraz, Sablonsuz Kontrol suyu
ve Numune Seyreltisi igin Su

Rotor-Gene Q ve diger aksesuarlar

Rotor-Gene Q MDx Real-time PCR donguleyici ve 5 kanalli 9002032
5plex HRM Platform (yesil, sari, turuncu, kirmizi, kizil) High

Resolution Melt analizér artt HRM

kanali, laptop bilgisayar, yazilim,

aksesuarlar, 1-yil parca ve isgilik

garantisi, kurulum ve egitim dahil

degildir
Rotor-Gene Q MDx Real-time PCR dongdileyici ve 5 kanalli 9002033
5plex HRM Sistemi (yesil, sari, turuncu, kirmizi, kizil) High

Resolution Melt analizor artt HRM
kanali, laptop bilgisayar, yazilim,
aksesuarlar, 1-yil parga ve isgilik
garantisi, kurulum ve egitim dahil

degildir
therascreen BRAF Therascreen BRAF CE Numune 9023820
Tahlil paketi CD si Degerlendirmesi Kilitli Sablon ve

therascreen BRAF CE Mutasyon Analizi
Kilitli Sablonu igeren CD.

Yukleme Blogu 72 x Tek-kanal pipetli manuel reaksiyon 9018901
0.1 ml Tapleri yuklenmesi icin 72 x 0.1 ml taplerde

aliminyum blok
Serit tlpler ve 1000 reaksiyon igin 250 seritli 4 tlp ve 981103
kapaklari, 0.1 ml (250) kapak
Serit tupler ve 10,000 reaksiyon i¢in 10 x 250 geritli 4 981106
kapaklari, 0.1 ml tlp ve kapak
(2500)

QIAamp DNA FFPE Doku Kiti —Parafine gomuli genomik
DNA purifikasyonu igin

QIAamp DNA FFPE 50 DNA preps i¢in: 50 QlAamp 56404
Doku Kiti (50) MinElute® Sutunu, Protenaz K,
Tamponlar, Koleksiyon Tupleri (2 ml)
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Guncel lisanslama bilgileri ve trtine 6zel feragatnameler igin, ilgili QIAGEN kit
el kitabina ya da kullanim kilavuzuna bakin. QIAGEN kit el kitaplari ve
kullanim kilavuzlari www.giagen.com sitesinde mevcuttur ya da QIAGEN
Teknik Servislerinizden ya da yerel distribttértinizden talep edilebilir.
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Bu sayfa bilerek bos birakilmigtir.
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Markalar: QIAGEN®, QlAamp®, MinElute®, Pyrosequencing®, Rotor-Gene®, Scorpions®, therascreen® (QIAGEN Group); ARMS® (AstraZeneca
Ltd.); FAM™ HEX™ (Life Technologies, Inc.).

Endomentiy6z Olusumu Riskinin Belirlenmesinde Kullanim icin Degildir
Sinirli Lisans Anlagmasi

Bu Urlinlin kullaniimasi, therascreen BRAF RGQ PCR KRAS Kit truinlerini satin alan kisinin ya da kullanicinin asagidaki kosullarda bir anlagsmasi
anlamina gelir.

1. therascreen BRAF RGQ PCR Kit yalnizca therascreen BRAF RGQ PCR KRAS Kit Kullanim Kilavuzu’na gére ve yalnizca Kit iginde igerilen
bilesenlerle birlikte kullanim i¢indir. QIAGEN kendisinin her hangi bir fikri haklari altinda bu Kitin igerigindeki bilesenlerin Kit icerisinde
iceriimeyen her turli komponentler ile birlikte kullanimi igin bir lisans sunmaz, therascreen BRAF RGQ PCR Kit Kullanim Kilavuzu'nda
tanimlanmis olanlar bu hususlarin digindadir ve ilave protokoller www.giagen.com sitesinde mevcuttur.

2. Aclkga ifade edilen lisanslarin disinda QIAGEN bu Kitin ve/veya onun kullaniminin Gigtinci kisilerin haklarinin gignenmeyecegini garanti
vermez.

3. Butherascreen BRAF RGQ PCR Kit ve komponentleri bir kez kullanim igin lisanslanmistir ve tekrar kullanilamaz, yenilenemez ve yeniden
satilamaz.

4.  QIAGEN belirli bir bigcimde agikga belirtilenler disindaki diger lisanslari agik¢a ya da ima yoluyla onaylamaz.

5. Kitin satin alicisi ya da kullanicisi baska bir kisinin yukarida yasaklanan her hangi bir kuralin hafifletiimesi ydnlinde bir adim atmasina izin
vermemek konusunda anlasirlar. QIAGEN bu Sinirli Lisans Anlagsmasinin yasaklarini herhangi bir Mahkemede uygulatabilir ve avukat tcreti
dahil bu Sinirli Lisans Anlagmasi ya da Kit ve/veya bunun komponentleriyle ile ilgili tim arastirma ve Mahkeme masraflarini talep edecektir.

Giincel lisanslama kosullari igin, see www.giagen.com sayfasina bakin.

HB-1273-005 © 2016 QIAGEN, tim haklari saklidir.
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