T.C DOKUMAN KODU DL.PR.08

NECMETTiIN ERBAKAN UNIiVERSITESI YAYIN TARiHi 01.04.2013
TIP FAKULTESi HASTANESI REVIiZYON NO 03
REViZYON TARiHi 01.01.2024

MOLEKULER LABORATUVARI ISLEYIS PROSEDURU SAYFA NO 1/62
1. AMAG: Molekiler Genetik laboratuvarinda yapilan analiz islemlerinin prosedirlerinin agiklanmasi ve
sorumluluklarin belirlenmesi.

2. KAPSAM: Molekiiler Genetik Laboratuvari ve islemleri kapsar

3. FAALIYET AKISI: Asagidaki islemler biyologlar tarafindan gerceklestirilir.

A. MOLEKULER GENETIK LABORATUVARI

Universitemiz MOLEKULER Laboratuvari; Genetik Hastaliklarin tani ve takibi , bazi ilaglarin toksitite
yatkinlik testleri ile ihtiya¢ duyulan yeni testlere molekiiler anlamda ¢6ziim Uretmek icin laboratuar
teknolojisi, denetgiler, genetik danismanlari ile tecriibeli calisanlari isbirligi icerisinde calismaktadir.
Laboratuvarimizda rutin olarak yapilan testler yaninda molekiler diizeyde arastirma amach testler de
yapilmaktadir. Kontrol denetim uygulamalari ile verdigimiz hizmetlerin kalite glivenligi saglanmaktadir.
Misyonumuz; laboratuvarimizda uluslararasi kalite standartlarina ve etik kurallara uygun olarak, bilimsel
veriler 1s18inda, glivenilir, kaliteli, verimli bir hizmet sunmaktir.

Vizyonumuz; gliven, sayginlik konusunda lider, referans ve ulusal standartlara uygun bir laboratuvar
olmaktir.

Molekiler Testleri saat 08:00'de calisiimaya baslanir. Laboratuvarimizda her biyolog ve kimyager

yapacagl is konusunda egitilmistir. Calismalar uluslararasi yontemlere uygun sekilde galisilir.

B. MOLEKULER LABORATUVARI’NDA KALITE KONTROL CALISMALARI:

1. iC (INTERNAL) KALITE KONTROL:

i¢ kalite; sonuglari dnceden bilinen normal ve patolojik kontrol érnekleri hasta érnegi gibi ayni run ile
analiz edilerek, kontrol o6rneklerinin sonuglarinin dogrulugu kontrol edilir. Bu siregte sonuglar
hedeflenenden farkli ise hasta 6rnekleri ve baska kontrol &rnekleri tekrar calisilir. MOLEKULER
Laboratuvar’nda bulunan bitiin cihazlarin aylik olarak kontrol ve bakimi uzman aplikasyoncular ile
yapilir.

Testler, kontroller (negatif ve pozitif kontrol ile birlikte sonucu bilinen kontrol 6rnegi kullanilir.) esliginde
¢ahsilir, sonuglari egitimli biyolog ve kimyager ile sorumlu uzman tarafindan kontrol edilerek tiim
ornekler degerlendirilir.

Sonuglar kayit altina alinir.

2. DIS (EKSTERNAL) KALITE KONTROL:
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Laboratuvarimiz KRAS testleri icin QUIP tarafindan 2010 yilinda gonderilen Orneklerin sonuglari

degerlendirilerek kuruma goénderilmis ve olumlu geri bildirim alinmistir.

C. MOLEKULER LABORATUVARI’'NDA CALISILAN TESTLERIN iSTENMESi:

Hastanemiz ilgili polikliniklerinin doktorlari tarafindan HBYS’ye(Hastane Bilgi yonetim Sistemi)girilerek
tetkik adi veya tetkik kodu ile istem yapilir. Testlerin tam ve zamaninda ¢ikmasi icin test girisleri tam
eksiksiz yapmali, dogru materyal alinmal ve bilgisi verilmelidir. Test girisleri onaylandiktan sonra test

eklenmemelidir.

D.MOLEKULER LABORATUVARI’NDA CALISILAN TESTLERE AiT ORNEKLERIN ALINMASI:

1. KAN VE KEMIK ILIGI ORNEKLERININ ALINMASI:

Gelen tum hasta kan ve kemik iligi 6rnekleri hasta dosya ve isim karsilastirmasi yapilarak alinir.

1.1. ACIL SERVIS VE YATAKLI BiIRIMLERDE KAN VE KEMIK ILIGI

ORNEKLERININ ALINMASI:

Yatakli birimlerde ve Acil Serviste kimlik dogrulamasi yapildiktan sonra kan ve/veya kemik iligi alma islemi
gerceklestirilir. Hekim test taleplerini otomasyon sisteminde yapar. Klinik hemsiresi sistemde talepleri
gorir. Testlerin barkotlarini basar, tlplere yapistirir. Barkotlarda hastanin kimlik tanimlayicilariyla
birlikte, testin adi, testin hangi servisten istendigi, 6rnegin alinis tarihi ve saati yer alir.Boylece numune
alim tarihi ve saati HBYS(Hastane Bilgi yonetim Sisteminden) ve buna entegre calisan Laboratuvar isletim
Sistemi’ne (LiS) kaydedilmis olur.

1.2. POLIKLINIKLERDEN KAN ve KEMIK ILIGI ALMA UNITESINE GELEN HASTALARDAN ORNEKLERININ
ALINMASI:

Kan Alma Unitesine gelen hastayi, {inite sekreteri karsilar. Unite sekreteri hastaya ait kimlik dogrulamasi
yapar. Hastanin test istemlerini otomasyon sisteminde gorilir, testlere ait barkotlari basar. Barkotlarda
hastanin kimlik tanimlayicilariyla birlikte, testin adi, testin

hangi poliklinikten istendigi, 6rnegin alinis tarih ve saati yer alir. Boylece 6rnegin alim tarihi ve saati HBYS
(Hastane Bilgi ydnetim Sisteminden ) ve Laboratuvar isletim Sistemi’ne (LiS) kaydedilmis olur. Sekreter,
barkotlari ilgili kan tiiplerine yapistirdiktan sonra, tiiplerle birlikte hastayr kan ve/veya kemik iligi alma

hemsiresine yonlendirir.

2.PARAFIN DOKU ORNEKLERININ ALINMASI
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Istemi yapan hekim hastayi pataloji laboratuarina blok numarasi ile yonlendirir. Patalog istenilen bloktan
1 adet tumor bolgesi isaretli boyali lam, 4 adet isaretsiz ve boyasiz lam ve ependorf tipe kesitler
alir.Korunakli bir sekilde unite sekreterine gelen materyal Molekuler laboratuari calisanlari tarafindan
kontrol edilerek kabul edilir.

3.AMNIYON SIVISI VE CVS ORNEKLERININ ALINMASI:

Sitogenetik Laboratuvari tarafindan gerekli kontrolleri yapilarak alinan numunelerden 2 cc lik miktari
isimlendirilmis steril ependorf tlplerine aktarilarak Molekiler Laboratuvarina Bizzat Sitogenetik
personeli tarafindan teslim edilir.

E. MOLEKULER LABORATUVARI’'NDA TESTLERE AiT ORNEK TUPLERI:

1. MOR KAPAKLI TUP(EDTA’LI):

(KAN VE KEMIK ILIGI ORNEKLERI ICIN KULLANILIR.)

F.MOLEKULER LABORATUVARI'NA ORNEKLERIN TRANSFERI VE AYRISTIRILMASI:

1. Laboratuvar isletim Sistemi’ne (LiS) test girisleri yapilirken testlerin ayni zamanda HBYS (Hastane Bilgi
yonetim Sisteminden )test girisleri ve kayitlari yapilmis olmasi gereklidir.

2. Kan 6rneklerinin Gzerinde mutlaka barkot olmasina dikkat edilmelidir.

3. Poliklinik, Acil Servis ve yatakh birimlerden alinan tim kan Ornekleri testlere gore Genetik AD,
Molekuler laboratuvarina bekletilmeden génderilir.

4. Laboratuvara ulasan ornekler laboratuvar teknisyenlerince dizenli olarak toplanir ve testlere gére
gruplanir.

5. Testlere gore gruplanmis orneklerin, numune kabul kriterleri'ne gére uygunlugu kontrol edilir, kabul-

ret kriterleri dogrultusunda barkot okuyucudan gegirilerek girisi yapilir.

G. MOLEKULER LABORATUVARI ORNEK KABUL KRIiTERLERI:
1. Ornekler analize uygun tiip (EDTA*LI) veya kaplara alinmis olmalidir.

2. Ornekler hemolizli olmamalidir.
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Ornekler yeterli miktarda alinmis (tiipiin yaridan fazlasi dolu olmalidir)olmalidir.

Hastane bilgisayar sistemine girilen ve barkot etiketi kesilen 6rnekler kabul edilir. Barkot kesimi
ile numune kabull arasindaki stire 30 dakikayr gecmemelidir.

Acil testler icin de, 6rnekler hastadan alindiktan ve barkot etiketleri kesildikten sonra, en gec¢ 30
dakika icinde génderilmis olmalidir.

Barkot etiketleri silik ve yirtik olmamali, barkot etiketi tliplin etiketi Gzerine denk gelecek sekilde
diizglin yapistirilmis olmalidir.

Parafin doku ornekleri tumor bolgesi isaretli ve boyali olmali ve bununla uyumlu 4 adet boyasiz

kesit iceren lamlar hasta ismi ve blok numarasi icermelidir.

H. MOLEKULER LABORATUVARI ORNEK RET KRITERLERI:

1.
2.

3
4.
5

Analize uygun olmayan tiip veya kaplara alinmis olan 6rnekler ret edilir.

Hemolizli 6rnekler ret edilir.

Yetersiz miktarda alinan 6rnekler ret edilir.

Hastane bilgisayar sistemine girilmeyen ve barkot etiketi kesilmeyen 6rnekler ret edilir.

Acil testler icin, hastadan alindiktan ve barkot etiketleri kesildikten sonra, en gec 30 dakika
icerisinde gonderilmemis drnekler ret edilir.

Barkot etiketleri silik ve yirtik 6rnekler, barkot etiketi tlpin etiketi Gzerine dilzgin sekilde
yapistirilmamis olan érnekler ret edilir.

Dondurulmus 6rnekler ret edilir.

I. MOLEKULER LABORATUVARI SONUGLARINA ERIiSiM VE SONUG TESLiM SURESI:

Testler dogrudan hastaya veya birinci dereceden yakinlarina verilmektedir, giivenlik amaciyla

sisteme verilmemektedir.

Test sonuglari 15 gilin icinde verilir. Arastirilma yapilmasi gereken durumlarda siire uzayabilir.

i. MOLEKULER LABORATUVARI PERSONELININ EGiTiMmi

Personel egitimi icin her hafta bir adet olmak lizere ayda dort adet seminer yapilmaktadir.

J. MOLEKULER LABORATUVARI TEMiZLiK PROSEDURU
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Her calisma oncesi ve sonrasi ¢calismayi yapan laboratuar personeli tarafindan kullanilan

her techizat ve sarf malzeme sirasiyla 1/10 dilte edilmis hipoklorik asit, saf etil alkol ve ultra saf su ile

silinir. Ardindan 15 dakika UV 1si8ina maruz birakilir.

K. MOLEKULER LABORATUVARINDA YAPILAN TESTLER ve UYGULAMA PROSEDURLERI

MOLEKULER laboratuvarinda yapilan analizler; izolasyon, Multiplex PCR, Real Time PCR , DNA

Sekans Analizleri , Mikroarray ve RLFP galismalari olmak (zere alti ana baslik altinda toplanmaktadir.

1.1zolasyon

1.a. Manuel DNA lzolasyonu
1.b. Otomatik DNA Izolasyonu
1.c. Lokosit Izolasyonu

1.d. Manuel RNA Izolasyonu
1.e. cDNA lzolasyonu

1.f. Saklanmasi

1.g.Analizlerde Kullanilan Numuneler

2.Multiplex PCR Galigmalari

2.a.Y-Mikrodelesyon mutasyon testi

2.b.Colyak Hastaligi Mutasyon Analizi

3. Real Time PCR Caligmalar

3.a.Faktor V Cambrigde
3.b.Faktor V 1299-FVR2
3.c.ACEI/D

3.d.Faktor XIlII

3.e.PAI 4G/5G

3.f.JAK2 V617F
3.g.Hemakromatozis C282Y ve H63D
3.h.VKORC1

3.1.CYP2C9

3.j.CYP2C19
3.k.CYP2D6

3.LAPOE
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3.n.Alfa Antitripsin Variant PI-S ve PI-Z
4.Reverse Transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyon (RT-PCR) Calismalari
4.a.BCR-ABL
4.b.PML-RARA
4.c.AML-ETO
4.d.INV16
5.DNA Sekans Calismalari
5.a.Faktor Il Protrombin
5.b.Faktor V Leiden
5.c.MTHFR C677T ve A1298C
5.d.K-RAS Kodon 12-13 ve 61
5.e.FMF
5.f.Beta Talasemi
5.g.Kistik Fibrizis
5.Mikroarray Calismalari
5.a.UGT1A1
5.b.5-FU
6.RLFP
6.a.FLT3

1.iZOLASYON CALISMALARI:

1.a. MANUEL DNA IZOLASYONU:

1l.a.1.Kandan DNA lzolasyonu : Genel olarak rutin testlerimiz disinda kalan proje kapsamindaki
calismalarda orneklere ait kanlardan manuel DNA izolasyonu yapilir.

Gerekli Ekipmanlar: Vorteks, Kuru Isi Blok, Santrifiij, Pipet ve Roche High Pure PCR Template Preparation

kit

Baslarken:
*Kuru ist blogu 70°C ye getirilir.
*Proteinaz K, 4,5 mL distile su proteinaz K sisesine (pembe kapakli kitin icinden ¢ikan ) konularak bu

¢Ozilur. Boylece sollisyon hazir hale gelir.(ilk kit kullanimlarinda yapilir )
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*Inhibitér removal buffer, 20 mL saf etanol , inhibitér removal buffer (siyah kapakli kitin icinden cikan)

sisesine konularak hafifce karistirilir. Boylece sollisyon hazir hale gelir. (ilk kit kullanimlarinda yapilir )
*Wash buffer,80 mL saf etanol , wash buffer sisesine (mavi kapakli) konularak hafifce karistirilir. Boylece
sollisyon hazir hale gelir. (ilk kit kullanimlarinda yapilir )
*Elution buffer, 2 tane 1,5 mL lik ependorf tiipline ellisyon buffer konulur ve bu 72°C de kuru 1si bloguna
daha sonrasinda kullaniimak Gzere yerlestirilir.
*Tum santrifuj basamaklari oda sicakliginda yapilir.
Prosediir:

*Numune sayisi kadar 1,5 mL lik ependerf tiipler numaralandirilarak hazirlanir . (Dnaze ve Rnaze
free)

*Numunelerin son olarak DNA larini koymak igin kullanilacak olan Ependorf tiipler hem
numaralandirilarak hem de isimlendirilerek hazirlanir.

*Numarali tuplere ilk olarak 200 ul. Tam kan ilave edilir.

*Tam kanin uzerine 200 ul. Binding buffer ve 40 ul. Proteinaz K ilave edilir.Karisim iyice
vortexlenir.

*70°C ye ayarli Kuru isi bloguda 10 dakika inkube edilir.

*Inkubasyon sonrasi tum tuplere 100 ul. Saf isopropanol eklenir.lyice vortexlenir.

*Tum karisim High Pure Filte iceren tuplere aktarilir.

*8000 rcf. 1 dakika santrifuj edilir.

* santrifuj sonrasi colection tupler atilir. Filtreler Temiz colection tuplere konulur.

*Filtrelere 500 ul. Inhibitor removal buffer ilave edilir.

*8000 rcf. 1 dakika santrifuj edilir.

* santrifuj sonrasi colection tupler atilir. Filtreler Temiz colection tuplere konulur.

*Filtrelere 500 ul. Wash buffer ilave edilir.

*8000 rcf. 1 dakika santrifuj edilir.

* santrifuj sonrasi colection tupler atilir. Filtreler Temiz colection tuplere konulur.

*Filtrelere 500 ul. Wash buffer ilave edilir.

*8000 rcf. 1 dakika santrifuj edilir.

* santrifuj sonrasi colection tupler atilir. Filtreler Temiz colection tuplere konulur.

* Hicbir ilave yapilmadan 13000 rcf. 10 saniye santrifuj edilir.



T.C DOKUMAN KODU DL.PR.08

ﬁ 24 > NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITESI YAYIN TARIHi 01.04.2013

: TIP FAKULTESI HASTANESI REViZYON NO 03

\&' g MOLEKULER LABORATUVARI iSLEYi$ PROSEDURU REVIZYON TARIHI 01.01.2024
SAYFA NO 8/62

* santrifuj sonrasi colection tupler atilir. llk basta hazirlanan isimli ve numarali ependorf tuplere
filtreler aktarilir.

* Filtrelere 200 ul elution buffer (70°C de inkube edilen) ilave edilir.

*8000 rcf. 1 dakika santrifuj edilir.

* santrifuj sonrasi filtreler ile ependorf tuplerinin uzerindeki numaralarin kontrolu yapilir ve
filtreler atilir. Ependorf icinde kalan supernetant DNA icermektedir.
1.a.1.a.Kandan DNA Ilzolasyonu : Genel olarak rutin testlerimiz disinda kalan proje kapsamindaki
calismalarda orneklere ait kanlardan manuel DNA izolasyonu yapilir.
Gerekli Ekipmanlar: Vorteks, Calkalayicili Kuru Isi Blok, Santriflij, Pipet ve Stratec Invisorb Spin Blood
Mini Kit (50)
Baglarken:
*Calkalayicili Kuru 1si blogu 56°C ye getirilir.
*Proteinaz K(1,1mL distile su eklenir.), Pre-Wash ve Wash Buffer zerlerinde yazildig gibi dilie edilerek
hazir hale gelir.(ilk kit kullanimlarinda yapilr)
*Elution buffer, 2 tane 1,5 mL lik ependorf tlipline ellisyon buffer konulur ve bu 56°C de kuru 1si bloguna
daha sonrasinda kullaniimak Gzere yerlestirilir.
*Tum santrifuj basamaklari oda sicakliginda yapilir.
Prosediir:

*Numune sayisi kadar 1,5 mL lik ependerf tlipler numaralandirilarak hazirlanir . (Dnaze ve Rnaze
free)

*Numunelerin son olarak DNA larini koymak icin kullanilacak olan Ependorf tipler hem
numaralandirilarak hem de isimlendirilerek hazirlanir.

*Numarali tuplere ilk olarak 200 ul. Tam kan ilave edilir.

*Tam kanin uzerine 200 ul. Lysis buffer ilave edilir.Karisim iyice vortexlenir.

*56°C ye ayarli Kuru isi bloguda 3 dakika ¢alkalanir

*20 uL Proteinaz K ilave edilir.Vortexlenir.

*56°C ye ayarli Kuru isi bloguda 5 dakika galkalanir.

*200 uL Binding Buffer ilave edilir.ve vortexlenir.

*Karisim RTA Spin Filter Set e bosaltilir.kapaklari kapatilir.

*1 dakika oda sicakliginda inkibe edilir.

*13000 rcf.(12000rpm) 2 dakika santrifuj edilir.
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*RTA Spin Filter yeni RTA Receiver tilipe alinir
*Filtrelere 500 ul. Pre-Wash buffer ilave edilir.
*13000 rcf.(12000rpm) 1 dakika santrifuj edilir.
*RTA Spin Filter yeni RTA Receiver tilipe alinir
*Filtrelere 700 ul. Wash buffer ilave edilir.
*13000 rcf.(12000rpm) 1 dakika santrifuj edilir.
*RTA Spin Filter yeni RTA Receiver tipe alinir
*Filtrelere 700 ul. Wash buffer ilave edilir.
*13000 rcf.(12000rpm) 1 dakika santrifuj edilir.
*RTA Spin Filter yeni RTA Receiver tipe alinir
*13000 rcf.(12000rpm) 4 dakika santrifuj edilir.
*Filtreler isim yazilan ependorf tiplere alinir.
*Filtrelere 200 ul elution buffer (56°C de inkube edilen) ilave edilir.
*1 dakika oda sicaklhiginda inkibe edilir.

*8000 rcf.(9500rpm) 1 dakika santrifuj edilir.
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* santrifuj sonrasi filtreler ile ependorf tuplerinin uzerindeki numaralarin kontrolu yapilir ve

filtreler atilir. Ependorf icinde kalan supernetant DNA icermektedir.

1.a.2. Parafin Dokudan DNA Ilzolasyonu : KRAS calismasi icin parafin dokudan DNA izolasyonu

yapilmaktadir.

Gerekli Ekipman : Etuv, Kuru isi blok, vortex, pipet, bisturi, santrifuj ve QlAamp DNA FFPE Tissue kiti

Baslarken:
*Ornekler oda sicakligina (15-25°C) getirilir.
*Kuru isi blogu 56°C ve 90°C ye ayarlanir.

*Tum kit elemanlari oda sicakliginda saklanilir.

*Buffer AW1 ve buffer AW?2 ilk kullanim icin uzerlerinde yazilan kadar saf etanol ilave edilerek kullanima

hazirlanir.

*Buffer AL icinde kristallenme varsa 56°C de inkube edilir.

*Etuv 75°C ye ayarlanir.

*Tum santrifuj basamaklari oda sicakliginda yapilir.
Prosedur:

*Lam uzerindeki ornekler etuvde 75°C de 1 saat inkube edilir.
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*dort adet sale icerisine saf ksilen konur.llk uc sale icerisinde ornekler 2’ser dakika bekletilir.Dorduncu
sale icerisinde ise 10 dakika bekletilir.

*dort adet sale icerisine saf etanol konur.llk uc sale icerisinde ornekler 2’ser dakika bekletilir.Dorduncu
sale icerisinde ise 10 dakika bekletilir.Sure sonunda cikarilip kurumasi saglanir.

*|saretli boyali lam ile karsilastirilarak yikanan lamlardaki tumorlu bolgeler isaretlenir.

*|saretlenen bolgeler uzerine 1 damla su damlatilir; dikkatli bir sekilde bisturi ile kazinir ve temiz
ependorfa alinir.

*Orneklerin alindigi ependorfa 180 ul buffer ATL ve 25 ul Proteinaz K ilave edilerek iyice vortexlenir.
*56°C deki kuru isi blogunda doku tamamen lize olana kadar inkube edilir.(genel olarak 1 gece)
inkubasyon sirasinda ornek birkac kez iyi sekilde vortex yapilmalidir.Gerekirse 1 gece daha inkube
edilebilir.

*liziz islemi tamamlaninca ornek kuru isi blogunda 90°C de 1 saat daha inkube edilir.

*Sure sonunda tup kapaklarinin ic kismindaki damlalari tupun icine almak icin kisaca santrifuj (spin) edilir.
*200 ul buffer AL ve 200 ul saf etanol eklenir.10 sn vortexlenir.Spin edilir.

*Tuplerin icindeki karisim QlAamp MinElute spin kolona aktarilir.Tuplerin kapagi kapandiktan sonra 8000
rpm de 1 dakika santrifuj edilir.

*Spin kolonun yerlestigi collection tup atilir.Kolon Temiz collection tupe yerlestirilir.

*Kolon kapagi dikkatlice acilir ve icine 500 ul buffer AW1 eklenir.

*8000 rpm de 1 dakika santrifuj edilir.

*Spin kolonun yerlestigi collection tup atilir.Kolon Temiz collection tupe yerlestirilir.

*Kolon kapagi dikkatlice acilir ve icine 500 ul buffer AW2 eklenir.

*8000 rpm de 1 dakika santrifuj edilir.

*Spin kolonun yerlestigi collection tup atilir.Kolon Temiz collection tupe yerlestirilir.

*13000 rpm de 5 dakika bos santrifuj edilir.

*Spin kolonun yerlestigi collection tup atilir.Kolon 1,5 ml lik ependorf tuplere yerlestirilir.

*Kolon kapagi dikkatlice acilir ve 30 ul buffer ATE kolonun tam ortasina gelecek sekilde ilave
edilir.Kolonun kapagi kapatilir.

*1 dakika oda sicakliginda inkube edilir.

*13000 rpm de 2 dakika santrifuj edilir.

*Kolon atilir. Ependorf icinde kalan supernetant DNA icermektedir.
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1.b.OTOMATIK DNA IZOLASYONU
1.b.1. EZ1 Otomatik DNA lzolasyonu : EZ1 DNA Blood 200 pl Kit ‘i kullanarak tam kandan DNA izole
edilir.

Gerekli Ekipman : vortex, pipet ve QIAGEN EZ1 DNA Blood 200 uL kiti

Baslarken:

*QOrnekler oda sicakligina (15-25°C) getirilir.

*Tum kit elemanlari oda sicakliginda saklanilir.

*{zolasyonu yapilacak érneklerin sirasi ile isim listesi yapilir.Bu listeye gére érnekler siralanir.
*Tum ornekler vortexlenerek homojen bir sekilde karismasi saglanir.

Prosedur:

*EZ1 DNA Blood 200 ul Kit ( Bir

ornek icindir.)

*Kartus rafa reaktif Kartuslar ylklenir.Yiklenmesi gereken yon bir ok ile etiketlenmistir.
*Kartusun her oyugu manyetik parcaciklar, Lysis tampon, yikkama tamponu yada islem tampon maddesi

olarak belirli bir reaktif icermektedir. Cihazin islem sirasi asagida belirtilecektir.

~ DLPRO8
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Numaral kuyucuklara 1,5 ml ‘lik elution tipler ylklenir.

Numaral kuyucuklara pipet ucu ve tutucusu yiklenir.
Numaral kuyucuklar bos birakilr.
Numaral kuyucukara 2 ml kan numune tipleri yiklenir.

Reaktif kartuslarin raflara yiklenmesi.

o v s~ w N

Reaktif kartuslar burada da mevcuttur.

*EZ1’nin ekran yonetimi
+ Ekrana gelen mentden :
o

Start : Protocols

+ Key: Start

DL.PR.08
01.04.2013
03
01.01.2024
12 /62
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+»+ Select protocol :Sample volume (200 pl Blood),Elution volume (200 pl)

*Otomatik izolasyon asagidaki islem sirasiyla yirir. Ve islem sonucunda 1 numarali kuyucuklarda

bulunan tlplerin igine DNA birakilir.Cihazin kapagl yukariya kaydirilarak agildiktan sonra vakit

kaybetmeden DNA larin kapaklari kapatilir. Calisma zamanina kadar +4 derecede saklanir.

1.b.2.MAGNA PURE Compact Otomatik DNA lIzolasyonu : MagNA Pure Compact Nucleic Acid Isolation
Kit ‘i kullanarak tam kandan DNA izole edilir. Bir calismada 1-8 numune calisabilen tezgah Ustli tam
otomatik niikleik asit izolasyon cihazidir.

Gerekli Ekipman : vortex, pipet ve MagNA Pure Compact Nucleic Acid Isolation Kit

Baslarken:

*QOrnekler oda sicakligina (15-25°C) getirilir.

*Tum kit elemanlari oda sicakliginda saklanilir.

*zolasyonu yapilacak drneklerin sirasi ile isim listesi yapilir.Bu listeye gére érnekler siralanir.

*Tlm o6rnekler vortexlenerek homojen bir sekilde karismasi saglanir.

Prosedur:* MagNA Pure Compact Nucleic Acid Isolation Kit ( Bir 6rnek icindir.)
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*Kartus rafa reaktif Kartuslar yiklenir.Yiklenmesi gereken yon bir ok ile etiketlenmistir.
*Kartusun her oyugu manyetik parcaciklar, Lysis tampon, yikama tamponu yada islem tampon maddesi
olarak belirli bir reaktif icermektedir. Cihazin islem sirasi asagida belirtilecektir.

1.Numarali kuyucuklara 1,5 ml ‘lik elution tiipler yiiklenir.

2. Numarali kuyucukara 2 ml kan numune tipleri yiiklenir.

3.Numaral kuyucuklara pipet ucu ve tutucusu yiklenir.

4.Reaktif kartuslar yiklenir.
* Magna Pure Compact Otomatik Izolasyon Cihazi Ekran Yonetimi:

Cihazin lizerindeki power on tusuna basilarak agilir.

Ekranda run tusuna basilir.

Sifre ekranina gelindiginde ileri tusuna basilir.

Reaktif kartuslar barkod okutucu tarafindan okutularak rafa yerlestirilir.

Cartridges inserted tusuna basilarak onaylanir ve ileri tusuna basilir.

Protokol secilir. (DNA Blood 100-400 ul)

Sample volume 200 ul olarak segilir.

Elution volume 200 ul olarak segilir.

Tip traysler yerlestirilir.tip trays inserted tusuna basilarak onaylanir ve ileri tusuna basilir.

Klavye simgesi tiklanarak hastalarin isimleri girilir ve done tusuna basilir.

Sample inserted tusuna basilarak onaylanir ve ileri tusuna basilir.

Elution tlipler barkod okuyucu tarafindan okutularak gozlere yerlestirilir.

Elution tubes inserted tusuna basilarak onaylanir ve ileri tusuna basilir.

Confirm data , drop catcher present tuslarina onay verilince start simgesi aktif olur.

Start da basilarak otomatik DNA izolasyonu baslatilir.

1.c. MANUEL LOKOSIT IZOLASYONU
Gerekli ekipmanlar: Ornek (kemik iligi , tam kan gibi) , serum fizyolojik su yada PBS ve Red Blood Cell

Lysis Buffer , High Pure RNA Isolation Kit ( icinden cikan yesil kapakli Lysis/Binding Buffer)

Baslarken:

*0Ornegin lokosit sayisi x 1000 = A ve 3 milyon lokosit sayisi/A = B hesaplari yapilir.
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* Red Blood Cell Lysis Buffer +4 °C de saklanir.

* Ornegin taze olmasina dikkat edilir.

* Vortex asla kullanilmaz.

Prosedur:

* B miktar ornek (kan yada kemik iligi) temiz 2 mL lik 2 ependorf tuplere alinir.

* Uzerine 750 ul. Red Blood Cell Lysis Buffer ilave edilir.

* Karisim alt ust yapilarak karistirilir ve +4°C de 10 dakika inkube edilir.

* Sure sonunda 13000 rpm de 30 sn santrifuj edilir.

*Supernetant dikkatli bir sekilde atilir. Uzerine 750 ul Red Blood Cell Lysis Buffer ilave edilir.

* Karisim alt ust yapilarak karistirilir ve +4°C de 10 dakika inkube edilir.

* Sure sonunda 13000 rpm de 30 sn santrifuj edilir.

*Beyaz hucreler tupun dibinde iyice belirginlesmistir. Supernetant dikkatli bir sekilde atilir. *Uzerine 750
ul serum fizyolojik yada PBS ilave edilir. Karisim alt ust yapilarak karistirilir.

* 13000 rpm de 30 sn santrifuj edilir.

*Supernetant dikkatli bir sekilde atilir. Uzerine 400 ul Lysis/Binding Buffer ilave edilir.

*Karisim vortexlenmeden parmak yardimi ile iyice karistirilir ve -20°C de saklanir. Veya Hemen RNA

izolasyonu icin kullanilabilir.

1.d.MANUEL RNA IZOLASYONU

Gerekli ekipmanlar: izole edilmis lokositler, serum fizyolojik su yada PBS , High Pure RNA Isolation Kit ,

pipet , santrifuj , kabin , saf etil alkol

Baslarken:

*Lokositler -20°C den alinip oda sicakligina gelmesi beklenir.

*Kit icinden cikan Dnaze enzimi ,Wash Buffer | ve Il uzerlerinde yazdigi gibi hazirlanir.
Prosedur:

*Lokositler spin yapilir. Kapaklari dikkatlice acilir ve uzerlerine 200 ul PBS ilave edilir.
*Karisim Kitin icinden Cikan Filtreli tuplere pipetaj yapilarak aktarilir.

*8000 rcf de 1 dakika santrifuj edilir.

*Collection tupler atilir. Yerine yenisi alinir.
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*Ornek sayisi ile carpilarak hazirlanan : 10 ul Dnaze enzimi + 90 ul Dnaze incubation Buffer karisimi
hazirlanir. Bu karisim her bir filtreye 100 ul olarak dagitilir.Kapaklar kapatilir ve 15 dakika oda sicakliginda
dinlendirilir.

*Sure sonunda 500 ul Wash Buffer [ filtrelere ilave edilir.

*8000 rcf de 1 dakika santrifuj edilir.

*Collection tupler atilir. Yerine yenisi alinir.

*500 ul Wash Buffer Il filtrelere ilave edilir.

*8000 rcf de 1 dakika santrifuj edilir.

*Collection tupler atilir. Yerine yenisi alinir.

*200 ul Wash Buffer Il filtrelere ilave edilir.

*13000 rcf de 2 dakika santrifuj edilir.

*Collection tupler atilir. Filtreler isim yazili ependorf tuplere aktarilir.

*60 ul Elution Buffer filtrenin her yerini islatacak sekilde her bir filtreye eklenir.

*8000 rcf de 1 dakika santrifuj edilir.

*Santrifuj sonunda filtreler atilir ve ependorflarin kapaklari kapatilir ve RNA lar +4°C de dinlendirilir.

1.e. cDNA IZOLASYONU

1.e.1 LightCycler t(9:22) Quantification Kit ile cDNA izolasyonu:

Gerekli ekipmanlar: LightCycler  t(9:22) Quantification _ Kit, RNA  orneklerikabin,pipet

takimi,santrifiij,soguk blok,termal cycler cihazi

Baslarken:

*islem dncesi kabin , pipet takimi ve santrifiij %100 etanol ile silinerek RNase inaktive edilir.

*Eldivenler temizlikten sonra degistirilir ve ylizeye dokunulmaz.

*0,2ml lik pcr thpleri hazirlanir ve soguk blok Gzerine siralanir.

*LightCycler t(9:22) Quantification Kit icinden cDNA senteziyle ilgili 3 gesit standart ve pozitif kontrol ile
su (11 nolu kapak) , rt-buffer ( 1 nolu kapak) , random primer ( 2 ) , Deoksiniikleotid mix (3) , AMV
Reverse Traskriptaz (4) ve RNase inhibitor (5) ¢ikarilir.Eridikten sonra spin yapilir.

Prosediir:

*RNA ornekleri, pozitif kontrol ve standartlar 10 ‘ar uL. Pcr tiiplerine eklenir.Kapaklari kapatilir ve termal
cycler da 65 derecede 10 dakika denatiire edilir.

*Bu sirada kabinde cDNA sentez mixi hazirlanir.pcr tiliplerimizin sayisi kadar asagidaki miktarlar

hesaplanir.



T.C DOKUMAN KODU DL.PR.08

ﬁ " NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITESI YAYIN TARIHi 01.04.2013
.j TIP FAKULTESI HASTANESI REViZYON NO 03
\&' g MOLEKULER LABORATUVARI iSLEYi$ PROSEDURU REVIZYON TARIHI 01.01.2024
SAYFA NO 17/ 62
Su (11) 4,4 ul.
Rt-buffer (1) 4 ul.

Random primer (2) 0,2 ul.

Dmix (3) 0,4 ul.
AMV (4) 0,4 ul.
RNase in. (5) 0,6 ul.
Toplam 10 ul.

*Termalcyclerdan alinan denatiire edilmis RNA lar , pozitif kontrol ve standartlar Gzerine 10’ar uL
hazirlanan bu cDNA sentez mixinden pipetaj yapilarak ilave edilir.Tlplerin kapaklari kapatilir.
*Termalcycler da asagidaki programda cDNA olusturulur.

37 derecede 1 saat

65 derecede 10 dakika

8 derecede forever
*Termalcyclerdan gikan cDNA lar hemen -20 dereceye kaldirilir veya hemen ¢alismaya alinabilir.
1.e.2 Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit ile cDNA izolasyonu:

T(9,22) haric diger tim translokasyonlarin tespiti icin Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit
ile cDNA izolasyonu yapllir.

Gerekli ekipmanlar: Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit, RNA ornekleri , kabin,pipet

takimi,santrifiij,soguk blok,termal cycler cihazi
Baslarken :
*islem dncesi kabin , pipet takimi ve santrifiij %100 etanol ile silinerek RNase inaktive edilir.
*Eldivenler temizlikten sonra degistirilir ve ylizeye dokunulmaz.
*0,2ml lik pcr thpleri hazirlanir ve soguk blok Gzerine siralanir.
* Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit ve RNA lar oda sicakhigina gelince spin yapilip soguk blok
Gzerine alinir.
Prosediir :
*Herbir RNA 6rnegimiz icin asagidaki karisim hazirlanir. Toplam hacim 13 ulL dir.
10 uL RNA,2 uL Random Hexamer Primer (6) ve 1 uL steril su (kapak no 7 yada 9) *Termalcycler
da 65 derecede 10 dakika denatdre edilir.
*Bu sirada kabinde cDNA sentez mixi hazirlanir.pcr tlplerimizin sayisi kadar asagidaki miktarlar

hesaplanir.Ayni sira ile ilave edilirler.
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Transcriptor Reverse Transcriptase Reaction Buffer (2) 4 ulL
Protector RNase Inhibitor (3) 0,5 uL
Deoxynucleotide Mix (4) 2ulL
Transcriptor Reverse Transcriptase (1) 0,5uL
Toplam 7 uL

*Termalcyclerdan alinan denatiire edilmis RNA lar (izerine 7’er uL hazirlanan bu cDNA sentez mixinden
pipetaj yapilarak ilave edilir.TUplerin kapaklari kapatilir.
*Termalcycler da asagidaki programda cDNA olusturulur.

25 derecede 10 dakika

50 derecede 1 saat

85 derecede 5 dakika

8 derecede forever

*Termalcyclerdan gikan cDNA lar hemen -20 dereceye kaldirilir veya hemen g¢alismaya alinabilir.

1.f. TUM iZOLE EDILEN NUMUNELERIN SAKLANMASI:

Laboratuvarimiza ulasan tim materyaller izolasyon galismasina kadar +4 derecede muhafaza
edilir.izole edilen DNA ve RNA lar ¢alismalari tamamlanincaya kadar +4 derecede saklanir. Calismasi biten
bu ornekler kayit altina alinarak -80 derecede 6zel kutularda saklanir.Lokosit ve ¢cDNA 6rneklerimiz

¢alismalari tamamlanincaya kadar — 20 derecede 6zel kutusunda muhafaza edilir.

1.g. CALISMALARDA KULLANILAN NUMUNELER:

*Multiplex PCR ile Mikroarray calismalarinda kandan otomatik yontem ile izole edilmis DNA kullanilr.
*Real Time PCR calismalarinda yapilacak teste gore ya kandan otomatik yontem ile izole edilmis DNA
yada kan ve/veya kemik iliginde manuel yontemle izole edilen lokositlerden elde edilen RNA ve CDNA
kullanilir.

*DNA Sekans Analizlerinde yapilacak teste gore ya kandan otomatik yontem ile izole edilmis DNA yada
Parafin dokudan manuel yontem ile izole edilmis DNA kullanilir.

2.MULTIPLEKS PCR GCALISMALARI:

2.a. Y-MIKRODELESYON MUTASYON ANALIZ TESTi:

Y kromozomundaki delesyon varliginin tespiti icin kullanilan bir testir.
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Gerekli Ekipmanlar : EuroClone YDEL Kiti , Tag DNA Polimeraz , pipet takimi, santrifiij , termalcycler

Baglarken :
*Kit +4 dereceden gikarilir.Spin yapilr.
*Pcr tlipleri herbir 6rnek ve kontrol igin 3 ayri mixe gore isimlendirilir.
ORNEK MiX1, MiX2 , Mix3 (3 TUP)
SAGLIKLI KONTROL(XY) MiX1, MiX2 , Mix3 (3TUP)
* Her calismada mutlaka saglikh bir erkek 6rnek kontrol alarak 3 mix icinde ¢alisilir.
Prosediir :

*QOrnekler ve saglikli kontrol sayisi kadar her bir mix igin asagidaki miktarlar hesap edilir.

OM:0Oligo Mix

oM 1 oM 2 oM 3
Oligo mixden 10 uL 10 uL 5uL
Amplikasyon mixi 10 uL 10 uL 5uL
Taq DNA Polimeraz 0,25 uL 0,25 uL 0,25 uL
Toplam 20 uL 20 uL 10 uL

*Daha onceden hazirlanan pcr tiplerine OM1 ve OM2 den 20’er uL dagitihirken OM3 den 10’ar uL
dagitilir.

*Herbir tipe kendi 6rnek DNA sindan 5 ul ilave edilir. Kapaklari kapatilr.

*Termalcyclerda asagidaki program ile ¢ogaltilir.

94 derecede 10 dakika

30X
94 derecede 1 dakika
60 derecede 30 sn
72 derecede 60 sn

8 derecede FOREVER
*Program sonunda cihazdan ¢ikarilan pcr Grinleri ya +4 derecede muhafaza edilir yada hemen agaroz jel
elektroforezi yontemi ile analiz edilir.
*%2 lik agaroz jel(150 ml T.B.E ve 3gr agaroz jel) beherde eritilir. Etidiyum bromid damlatilir ve
elektrofoez tankina dokillr. 20 dk sogumasi beklenir.
* Tank elektroforeze yerlestirilip yliklem islemi yapilr.

*PCR Urlnleri loading sollisyonu ile boyanarak yiklenir.Yiikleme sirasi asagidaki gibidir.
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Uygun leadder , ilk hastalarin om1,o0m2 ve om3 ardindan saglkli kontrolin om1,o0m2 ve om3
yuklenir.
*60 V da 2,5 saat yiritildikten sonra UV Lamba ile gbzlemlenir.
*Bantlar acilmadiysa 30 V da yarim saat daha yarataldr.
*Degerlendirme yapilmasi icin jel gérintdleri cekilir.
2.b. COLYAK HASTALIGI MUTASYON ANALIZ TESTi:

Colyak Hastaligl ile baglantili olan ve tani koyabilen DQA1*02,05 ve DQB1*02,0302 allellerinin
tespiti icin kullanilan bir testir.

Gerekli Ekipmanlar : Olerup SSP Coeliac kiti , pipet takimi, termalcycler, santrifiij ve vortex

Baslarken :
* Olerup SSP Coeliac kiti — 20 dereceden ¢ikarilir.Kitin 16 numarali kuyucugu negatif kontrol oldugundan
isaretlenir.
Prosediir :
*Oncelikle asagidaki karisim hazirlanir.16 numaral negatif kontrol kuyusuna bu karisimdan 10 ul ilave
edilir.

Master Mix (kittin icinden ¢ikar) 56 ul

Steril su 89 uL

Taq DNA Polimeraz 2ul
*Bu karisima enson 36 uL DNA ilave edildirten sonra vortex ve spin yapilr.
*Primerleri hazir ve 16 kuyucuk icinde olan kitimizin kalan 15 kuyucuuna hazirladigimiz DNA iceren
karisimi 10’ar ulL seklinde dagitilir.
*8'li strip pcr kapaklari ile kapatilarak termalcler da asagidaki programda cogaltilir.

94 derecede 2 dakika

10X
94 derecede 10 sn
65 derecede 1 dakika

20X
94 derecede 10 sn
61 derecede 50 sn
72 derecede 30 sn

Store 8 derecede FOREVER
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*Program sonunda cihazdan gikarilan pcr Grinil ya +4 derecede muhafaza edilir yada hemen agaroz jel
elektroforezi yontemi ile analiz edilir.

*9%2 lik agaroz jel(150 ml T.B.E ve 3gr agaroz jel) beherde eritilir. Etidiyum bromid damlatilir ve
elektrofoez tankina dokillr. 20 dk sogumasi beklenir.

* Tank elektroforeze yerlestirilip ylikleme islemi yapilir.

*135 V 20 dakika yaratalar.

*Degerlendirme yapilmasi icin jel gérintileri cekilir.

*Ayrica pozitif bantlar RUNSCORE programinda degerlendirilerek sonug belgesi alinir.

3.REAL TIME PCR CALISMALARI:

3.a. EUROCLONE FAKTOR V CAMBRIGDE MUTASYON ANALIZ TESTI: FV Cambridge yeni tespit edilen bir
mutasyondur. Ven6z tromboz riskini arttiran 1691 pozisyonundaki FV Leiden mutasyonuna ek olarak,
1091 pozisyonunda arjinin — treonin dénusiimiine neden olan tek nokta mutasyonu (G>C) Cambridge
olarak adlandiriimistir. Bu mutasyon daha hafif bir APC rezistansi yaratir.

Gerekli Ekipmanlar : EuroClone Faktor V R306T Cambridge GENOTYPING Kiti , Tag DNA Polimeraz, pipet

takimi, santriflij, Rotor-Gene Q real time pcr cihazi

Baslarken :

*Kit — 20 dereceden cikarilir.Spin yapilir.

*Pcr tlpleri herbir 6rnek ve kontroller icin isimlendirilir.

* Her calismada mutlaka kitin icinden ¢ikan C1 Normal Kontrol , C2 Mutant Kontrol ve heriki kontroli esit
oranda ayri bir tipde kullanacagimiz kadar karistirarak olusturacagimiz Hetero Kontrol ile Negatif
Kontrolleri alarak calisilir.

Prosediir :

*Qrnekler ile kontrollerin toplam sayisi kadar mix i¢in asagidaki miktarlar hesap edilir.

Oligo mixden 10 uL

Amplikasyon mixi 10 uL

Tag DNA Polimeraz 0,25 uL

Toplam 20 uL
*Daha 6nceden hazirlanan pcr tiiplerine mixden 20’er uL dagitilir.
*Herbir tiipe kendi 6rnek DNA sindan vortex yapilarak 5 uL ilave edilir. Kapaklari kapatilir.

* Rotor plagina tipler yerlestirilir.



T.C DOKUMAN KODU
NECMETTIN ERBAKAN UNiVERSITESi YAYIN TARiHi
TIP FAKULTESi HASTANESI REViZYON NO
REViZYON TARiHi

MOLEKULER LABORATUVARI iSLEYiS PROSEDURU
OLEKU ORATU SLEYiS PROSEDURU SAYFA NO

DL.PR.08
01.04.2013
03
01.01.2024
22 /62

*Plak rotor-gene Q real time pcr cihazina yerlestirilir.Cihaz arka agma kapama tusuna basilarak acilir.

*Cihazin bagl oldugu bilgisayarin masa Ustlindeki rotor-gene Q series software programi gift tiklanir.

*New Run penceresinden protokol ¢ift tiklanarak segcilir.(EuroClone Faktor V Cambridge )

*yeni agllan pencereden kullandigimiz plaka segilir.(kirmizi yada mavi)
*Qperator kismina galisanin adi soyadi bas harfleri yazilir ve next e tiklanir.
*New Run Wizard penceresinde next e tiklanir.
*Start Run a tiklanir.
*Testi kaydedicegi yeri sorar.(ATQ dosyasi iginde rt analiz pcr klasoriine kaydedilir.)
*Daha sonra isim listesi doldurulur ve Finish and lock tiklanir. Test baslamistir.
* PCR Programi asagidaki gibidir.
95 derecede 10 dakika

45X
95 derecede 15 sn

60 derecede 60 sn Fluorescent Acquisition

* Test bitince degerlendirme igin tiim i¢ ekranlar kapatilr.
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*Analiz ,Other , Allelic Discriminant , alt mentde gorilen green ve yellow segmelerinin ikiside ctrl ile
secilir ,show tiklanir.Gelen ekrandan tim kontroller tiklanir, slope correct ile auto-scale tiklanir ve

Threshold ayarlanir.Bu islemden sonra hastalar tek tek degerlendirilir.

3.b. NLM FAKTOR V (H1299R) MUTASYON ANALIZ TESTi: FV H1299R yeni tespit edilen bir mutasyondur.
Venbdz tromboz riskini arttiran 1691 pozisyonundaki FV Leiden mutasyonuna ek olarak, 1299
pozisyonunda histidin — arginin donlisimine neden olan tek nokta mutasyonu (4070 . nikleotidde A>G)
FV R2 olarak da adlandiriimaktadir. Bu mutasyon daha hafif bir APC rezistansi yaratir.

Gerekli Ekipmanlar : NLM Faktor V H1299R Real Time Fret Kiti , Tag DNA Polimeraz , pipet takimi ,

santrifiij , Rotor-Gene Q real time pcr cihazi

Bagslarken :

*Kit — 20 dereceden cikarilir.Spin yapilir.

*Pcr tlipleri herbir 6rnek ve kontroller igin isimlendirilir.

* Her calismada mutlaka bir dnceki ¢alismada tespit edilmis hasta orneklerinden Normal Kontrol ,
Mutant Kontrol , Heterozigot kontrol ile Negatif Kontrol alarak galisilir.

Prosediir :

*Ornekler ile kontrollerin toplam sayisi kadar mix i¢in asagidaki miktarlar hesap edilir.

MIX 1 10 uL
MIX 2 FV (H1299R) 10 uL
Tag DNA Polimeraz 0,25 uL
Toplam 21 uL

*Daha 6nceden hazirlanan pcr tiplerine mixden 21’er uL dagitilir.

*Herbir tiipe kendi 6rnek DNA sindan vortex yapilarak 4 uL ilave edilir. Kapaklari kapatilr.

* Rotor plagina tlpler yerlestirilir.

*Plak rotor-gene Q real time pcr cihazina yerlestirilir.Cihaz arka agma kapama tusuna basilarak agilir.
*Cihazin bagl oldugu bilgisayarin masa Ustlindeki rotor-gene Q series software programi gift tiklanir.
*New Run penceresinden protokol ¢ift tiklanarak segilir.(NLM FV1299)

*yeni agilan pencereden kullandigimiz plaka segilir.(kirmizi yada mauvi)

*Operator kismina galisanin adi soyadi bas harfleri yazilir ve next e tiklanir.

*New Run Wizard penceresinde next e tiklanir.

*Start Run a tiklanir.



T.C DOKUMAN KODU DL.PR.08

NECMETTiIN ERBAKAN UNIiVERSITESI YAYIN TARiHi 01.04.2013
TIP FAKULTESi HASTANESI REViZYON NO 03
MOLEKULER LABORATUVARI iSLEYiS PROSEDURU HEAPE T 01.01.2024
SAYFA NO 24/ 62

*Testi kaydedicegi yeri sorar.(ATQ dosyasi icinde rt analiz pcr klasoriine kaydedilir.)
*Daha sonra isim listesi doldurulur ve Finish and lock tiklanir. Test baslamistir.
* PCR Programi asagidaki gibidir.

95 derecede 2 dakika

40X
95 derecede 17 sn

62 derecede 30 sn Acquiring to Cycling A (fret 1)

25 derecede 10 dakika

95 derecede 1 dakika

MELT
55 derecede 90 sn

80 derecede 8 sn Acquiring to Melt A (fret 1)

* Test bitince degerlendirme igin tiim i¢ ekranlar kapatilr.

*Analiz ,Melt, alt menide gorilen green ve yellow segmelerinin ikiside ctrl ile secilir ,show tiklanir.Gelen
ekrandan tiim kontroller tiklanir, her pike bir BiN atanir.Genotyping segmesine BiN isimleri ile genotipler
eslestirilir.Artik her hastanin pikine gore genotiplendirmeyi program otomatik yapar.Bu islemden sonra
hastalar tek tek degerlendirilir.

3.c. TIB MOLBIOL ACE POLIMORFiZM ANALIZ TESTi: Renin-Angiotensin sitemi (RAS) kan basinci ve
bobrek fonksiyonlari agisindan énemli bir sistemdir. Yapilan calismalar, bu sistemdeki olasi genetik
degisikliklerin damar hastaliklarinda 6nemli oldugunu tespit etmistir. Angiotensin Converting Enzyme-|
(ACE) RAS sisteminin en O6nemli elemanlarindan birisidir. Bu enzimi kodlayan gendeki
Insersiyon/Delesyon mutasyonlari, plazma ve doku icerisindeki ACE miktarini dogrudan etkilemektedir.

Gerekli Ekipmanlar : TIB MOLBIOL ACE POLIMORFIZM Real Time Kiti , LightCycler FastStart DNA Master

SYBR Green |, pipet takimi, santriflij , LightCycler 480 Il real time pcr cihazi ve 96 lik plate ile yapiskani
Baslarken :
*Hasta listesi ¢cikarilarak DNA 6rnekleri siralanir.Spin yapilir.
*Kit — 20 dereceden cikarilir.Spin yapilir.
Kit yeni sifir bir kit ise ozaman sulandirim yapmamiz gerekir.Her kitin icinden ¢ikan product
descriptionlar takip edilerek asagidaki gibi ancak kite gore degisebilen sulandirim yapilir.
VEGF for
Ana stok: 20 uM icin 250 pl distile su
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Ara stok: 10 uM ara stok icin, 1/2 dilusyon, 10 pl primer + 10 pl su
VEGF rev
Ana stok: 20 uM igin 250 pl distile su
Ara stok: 10 uM ara stok icin, 1/2 dilusyon, 10 pl primer + 10 pl su
*Her ¢calismada mutlaka bir dnceki calismada tespit edilmis hasta 6rneklerinden Normal Kontrol , Mutant
Kontrol , Heterozigot kontrol ile Negatif Kontrol alarak cahsilir.
* LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green | in hazirlanmasi asagidaki gibidir.

Kitin icin 1a ve 1b tlpleri cikmaktadir . 1a’dan 1b’ye 10 uL eklenerek Master Mix olusturulur.
Prosediir :

*Ornekler ile kontrollerin toplam sayisi kadar mix icin asagidaki miktarlar hesap edilir.

Steril Su 9,6 uL

Mg 2,4ul

Master Mix 2 uL

For 1 uL - 0,5 uM konsantrasyon
Rev 1 uL —0,5 uM konsantrasyon
Toplam 16 ulL+ 4 uL DNA

*Ozel plate mixden 16’er uL dagitilir.

*Herbir kuyuya 6rnek DNA sindan vortex yapilarak 4 uL ilave edilir.Ozel yapiskan kapatilir.
* LightCycler 480 Il real time pcr cihazina yerlestirilir.

*PCR programi:

95 derecede 10 dakika

45X

95 derecede 10 sn
55 derecede 4 sn
65 derecede 13 sn

72 derecede 20 sn _single

MELT
95 derecede 30 sn
60 derecede 2 dakika

98 derecede continous

40 derecede 30 sn
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Cihazin yonetimi:

Bilgisayar acilir.Sifre ekranina OPERATOR-LC480 yazilir.

Cihaz arka tarafinda bulunan agma kapama tusundan agilir.

Ekran masatstiinde bulunan Lightcycler 480 SW 1.5 adli program cift tiklanir.

Sifre ekranina ADMIN-LightCycler480 yazilir.Béylece program aciimis olur.

Ekranin sol st kosesinde Initializing yazmasi gerekir.ve cihazin 6n konsolunda bulunan cift 1siklardan
birinin yanip sénilyor olmasi gerekir.eger bu sartlar saglanmadiysa cihaz ve bilgisayar kapatilip tekrar
actlir.

Ekranin sol Ust késesinde Initializing- standby ‘ a donene kadar cihaza plate yiklenmemeli ve herhangi bir
calisma yapilmamalidir.standby konumunda isiklardan biri yesil digeri kirmizi ve sabit olacaktir.

Test baslatimu:

Overview sayfasindan New Experiment From Template tiklanir.Agilan pencereden uygun protokol
segilir.(ACE SYBR GREEN I) PCR programi kontrol edilir.

Ekranin solunda subset editor tiklanir.Sol alttaki + isareti tiklanir.Bu sayede yeni plate aktif olur.Plate
lzerinde calistigimiz yerler isaretlenerek sag altta bulunan Apply tiklanir.

Experiment sayfasina geri donilerek aktif olan Start Run tiklanir.Test ayni isimli donyaya tiklanir.

Ekranin sol Gstiindeki sample editor tiklanir.Subsetden plate’imiz segilir.Ve isim listemiz girilir.
Experiment sayfasina geri donilerek an be an pcr programi izlenebilir.

Degerlendirme:

Pcr programi bittiginde ekranin solundaki Analysis tiklanir.Agilan pencereden Tm Calling tiklanir.Agilan
pencereden subset boliminden plate secilir.Ekranin altinda bulunan Filter Comp segmesinden 640
secilir.Calculate tiklanir.Once kontrollere bakilir.Uygunlarsa hastalar onlarin piklerine gére degerlendirilir.
3.d. TIB MOLBIOL LightMix Kit Human Factor XIIl A V34L MUTASYON ANALIZ TESTI: FXIII'i kodlayan gen
bélgesinde meydana gelen G>T translokasyonu, Valin'in (V) Losin'e (L) donisimine yol agmakta ve bu
mutasyon sonucunda FXIII'lin aktivite edilmesi engellenmektedir. FXIIl Val34Leu olarak adlandirilan bu
mutasyonun tromboza karsi koruyucu etkileri olabilecegi diistintilmektedir.

Gerekli Ekipmanlar : TIB MOLBIOL LightMix Kit Human Factor Xl A V34L Real Time Kiti , LightCycler

FastStart DNA Master HybProbe , pipet takimi, santriflij , LightCycler 480 Il real time pcr cihazi ve 96 lik
plate ile yapiskani
Baslarken :

*Hasta listesi cikarilarak DNA 6rnekleri siralanir.Spin yapilir.
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*Kit — 20 dereceden gikarilir.Spin yapilir.
Kit yeni sifir bir kit ise ozaman sulandirim yapmamiz gerekir.Buna gore kirmizi kapakl primer
problar 66 ulL kontroller ise 40 uL saf su ile sulandirilir.
*Her calismada mutlaka kitin icinden ¢ikan Normal Kontrol , Mutant Kontrol , Heterozigot kontrol ile
Negatif Kontrol alarak calisilir.
* LightCycler FastStart DNA Master HybProbe in hazirlanmasi asagidaki gibidir.
Kitin icin 1a ve 1b tupleri cikmaktadir . Az olani ¢ok olana tamamen eklenerek Master Mix
olusturulur.
Prosediir :
*Ornekler ile kontrollerin toplam sayisi kadar mix icin asagidaki miktarlar hesap edilir.
Steril Su 7,4 uL
Mg 1,6 uL
Reagent Mix (primer-probe) 4 uL
Master Mix 2 uL

Toplam 15 uL+ 5 uL DNA

*QOzel plate mixden 15’er uL dagitilir.

*Herbir kuyuya 6rnek DNA sindan vortex yapilarak 5 ul ilave edilir.Ozel yapiskan kapatilir.
* LightCycler 480 Il real time pcr cihazina yerlestirilir.

*PCR Programi:

95 derecede 10 dakika

95 derecede 10 sn
60 derecede 5 sn single

72 derecede 13 sn

MELT
95 derecede 30 sn
40 derecede 60 sn

85 derecede continous

40 derecede 30 sn

*Cihaz Yonetimi,test Baslatimi ve Degerlendirme prosediri sayfa 21-22 de ACE testinin altinda ayrintih

anlatiimistir.
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3.d.1 EUROCLONE Factor XIIl A V34L GENOTYPING ANALIZ TESTi:

Gerekli Ekipmanlar : EuroClone Factor XlII A V34L Genotyping Kiti , Tag DNA Polimeraz , pipet

takimi, santriflij, Rotor-Gene Q real time pcr cihazi

Baglarken :

*Kit — 20 dereceden cikarilir.Spin yapilir.

*Pcr tlpleri herbir 6rnek ve kontroller igin isimlendirilir.

* Her ¢alismada mutlaka kitin igcinden ¢ikan C1 Normal Kontrol , C2 Mutant Kontrol ve heriki kontroli esit
oranda ayri bir tipde kullanacagimiz kadar karistirarak olusturacagimiz Hetero Kontrol ile Negatif
Kontrolleri alarak calisilir.

Prosediir :

*Qrnekler ile kontrollerin toplam sayisi kadar mix icin asagidaki miktarlar hesap edilir.

Oligo mixden 10 uL
Amplikasyon mixi 10 uL
Tagq DNA Polimeraz 0,25 uL
Toplam 20 uL

*Daha 6nceden hazirlanan pcr tiplerine mixden 20’er uL dagitilir.

*Herbir tipe kendi 6rnek DNA sindan vortex yapilarak 5 ul ilave edilir. Kapaklari kapatilir.

* Rotor plagina tipler yerlestirilir.

*Plak rotor-gene Q real time pcr cihazina yerlestirilir.Cihaz arka agma kapama tusuna basilarak acilir.
*Cihazin bagl oldugu bilgisayarin masa Ustlindeki rotor-gene Q series software programi cift tiklanir.
*New Run penceresinden protokol ¢ift tiklanarak segilir.(EuroClone fvcambridge )

*yeni acilan pencereden kullandigimiz plaka segilir.(kirmizi yada mavi)

*QOperator kismina galisanin adi soyadi bas harfleri yazilir ve next e tiklanir.

*New Run Wizard penceresinde next e tiklanir.

*Start Run a tiklanir.

*Testi kaydedicegi yeri sorar.(ATQ dosyasi iginde rt analiz pcr klasoriine kaydedilir.)

*Daha sonra isim listesi doldurulur ve Finish and lock tiklanir. Test baslamistir.

* PCR Programi asagidaki gibidir.

95 derecede 10 dakika

45X
95 derecede 15 sn
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60 derecede 60 sn Fluorescent Acquisition

* Test bitince degerlendirme igin tiim i¢ ekranlar kapatilr.
*Analiz ,Other , Allelic Discriminant , alt mentide gorilen green ve yellow segmelerinin ikiside ctrl ile
secilir ,show tiklanir.Gelen ekrandan tim kontroller tiklanir, slope correct ile auto-scale tiklanir ve

Threshold ayarlanir.Bu islemden sonra hastalar tek tek degerlendirilir.

3.e. TIB MOLBIOL LightMix Kit Human PAI-1 4G/5G POLIMORFiZM ANALIZ TESTi: PAI, pihtilasma
mekanizmasinda gorevlidir. Plazminojen, aktivatori sayesinde plazmine dénisir, ortamdaki plazminojen
aktivatorleri, inhibitorleri sayesinde diizenlenir. Bu mekanizmada olabilecek bir mutasyon Koroner Arter
hastaliklar agisindan énemlidir. Bu mutasyonlar iginde en 6nemlisi, promotor bélgedeki -675 de 4G/5G
insersiyon/delesyondur.

Gerekli Ekipmanlar : TIB MOLBIOL LightMix Kit Human PAI-1 4G/5G Real Time Kiti , LightCycler FastStart

DNA Master HybProbe , pipet takimi, santrifiij , LightCycler 480 Il real time pcr cihazi ve 96 lik plate ile
yapiskani
Bagslarken :
*Hasta listesi ¢ikarilarak DNA 6rnekleri siralanir.Spin yapilir.
*Kit — 20 dereceden cikarilir.Spin yapilir.
Kit yeni sifir bir kit ise ozaman sulandirim yapmamiz gerekir.Buna gore kirmizi kapakh primer
problar 66 ulL kontroller ise 40 uL saf su ile sulandirilir.
*Her calismada mutlaka kitin icinden ¢ikan Normal Kontrol , Mutant Kontrol , Heterozigot kontrol ile
Negatif Kontrol alarak calisilir.
* LightCycler FastStart DNA Master HybProbe in hazirlanmasi asagidaki gibidir.
Kitin icin 1a ve 1b tupleri ¢cikmaktadir . Az olani ¢ok olana tamamen eklenerek Master Mix
olusturulur.
Prosediir :
*Qrnekler ile kontrollerin toplam sayisi kadar mix icin asagidaki miktarlar hesap edilir.
Steril Su 9,4 uL
Mg 1,6 uL
Reagent Mix (primer-probe) 2 uL
Master Mix 2uL

Toplam 15 uL+ 5 uL DNA
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*QOzel plate mixden 15’er uL dagitilir.

*Herbir kuyuya 6rnek DNA sindan vortex yapilarak 5 uL ilave edilir.Ozel yapiskan kapatilir.
* LightCycler 480 Il real time pcr cihazina yerlestirilir.

*PCR Programi

95 derecede 10 dakika

40X
95 derecede 5 sn
60 derecede 10 sn single

72 derecede 15 sn

MELT
95 derecede 30 sn
40 derecede 2 dakika

85 derecede continous

40 derecede 30 sn

*Cihaz Yonetimi,test Baslatimi ve Degerlendirme prosediri sayfa 21-22 de ACE testinin altinda ayrintih
anlatilmistir.

3.f. METABION JAK2 V617F MUTASYON ANALIZ TESTi: JAK2 proteini, hiicre icinde hematopoetik
blyime faktori olarak gérev almaktadir. Bu nedenle kanser olusumunda, 6zellikle kan kanserinde 6nemi
olabilecegi dustintlmektedir. JAK2 mutasyonu, proteinini kodlayan genin 1849 pozisyonunda yer alan tek
nokta baz degisimi (G>T) ile gerceklesmekte ve valin’in, fenilalanin’e doénisiimiine (V617F) neden
olmaktadir.

Gerekli Ekipmanlar : METABION JAK2 V617F Real Time Kiti , LightCycler FastStart DNA Master HybProbe

pipet takimi, santrifdj, LightCycler 480 Il real time pcr cihazi ve 96 lik plate ile yapiskan
Baslarken :
*Hasta listesi ¢ikarilarak DNA 6rnekleri siralanir.Spin yapilir.
*Kit — 20 dereceden cikarilir.Spin yapilir.
Kit yeni sifir bir kit ise ozaman sulandirim yapmamiz gerekir.Her kitin icinden ¢ikan product
descriptionlar takip edilerek asagidaki gibi ancak kite gore degisebilen sulandirim yapilr.
JAK? for
Ana stok: 100 uM igin 334 pl distile su
Ara stok: 50 uM ara stok i¢in, 1/2 dilusyon, 10 pl primer + 10 pl su
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Ara stok2: 2 uM ara stok icin, 1/25 dilisyon 20 pl primer + 480 pl su

JAK2 rev

Ana stok: 100 uM igin 317 pl distile su

Ara stok: 10 uM ara stok i¢in, 1/10 dilusyon, 10 pl primer +90 pl su

JAK2 SENSOR

Ana stok: 20 uM igin 50 pul distile su

Ara stok: 4 uM ara stok icin, 1/5 dilusyon, 6 ul probe + 24 pul su

JAK2 ANCHOR

Ana stok: 20 uM igin 50 pl distile su

Ara stok: 4 uM ara stok icin, 1/5 dilusyon, 6 ul probe + 24 pl su

*Her ¢calismada mutlaka bir dnceki calismada tespit edilmis hasta 6rneklerinden Normal Kontrol , Mutant
Kontrol, Heterozigot kontrol ile Negatif Kontrol alarak ¢ahsilir.

* LightCycler FastStart DNA Master HybProbe in hazirlanmasi asagidaki gibidir.

Kitin igin 1a ve 1b tlpleri ¢ikmaktadir . Az olani gok olana tamamen eklenerek Master Mix olusturulur.
Prosediir :

*Qrnekler ile kontrollerin toplam sayisi kadar mix icin asagidaki miktarlar hesap edilir.

Steril Su 6,6 uL

Master Mix 2ulL

For 1 uL-0,1 uM konsantrasyon

Rev 1 uL - 0,5 uM konsantrasyon

Sensor 1 1 uL-0,2 uM konsantrasyon
Anchor 2 1 uL-0,2 uM konsantrasyon
Mg 2,4uL

Toplam 15 uL+ 5 uL DNA

*QOzel plate mixden 15’er uL dagrtilir.

*Herbir kuyuya 6rnek DNA sindan vortex yapilarak 5 ul ilave edilir.0zel yapiskan kapatilir.
*LightCycler 480 Il real time pcr cihazina yerlestirilir.

*PCR Programi:

95 derecede 10 dakika

45X

95 derecede 1 sn
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55 derecede 10 sn single

72 derecede 10 sn

MELT
95 derecede 30 sn
37 derecede 1 dakika

80 derecede continous

40 derecede 30 sn

*Cihaz Yonetimi,test Baslatimi ve Degerlendirme prosediri sayfa 21-22 de ACE testinin altinda ayrintih
anlatilmistir.

3.g.EUROCLONE HAEMOCHROMATOSIS H63D ve C282Y GENOTYPING ANALIZ TESTIi:

Hemokromatozis, vucitta asiri demir depolanmasi ile karakterize bir hastaliktir. Klasik hemokromatozis,
hemokromatozis (HFE) genindeki mutasyonlar sonucu ortaya cikan otozomal resesif bir hastaliktir. HFE
geninde 40'tan fazla mutasyona rastlanmistir. Ancak yapilan arastirmalarin neredeyse tamami en cok
rastlanilan iki mutasyondan bahsetmektedir. Bunlar, Sistemimizin de iceriginde bulunan H63D (Histidin
63 Aspartik Asit) ve C282Y (Sistein 282 Tirozin) mutasyonlaridir.

Gerekli Ekipmanlar : EuroClone Haemochromatosis H63D ve C282Y Genotyping Kiti , Tag DNA Polimeraz

, pipet takimi, santrifljj, Rotor-Gene Q real time pcr cihazi

Bagslarken :

*Kit — 20 dereceden cikarilir.Spin yapilir.

*Pcr tlpleri herbir 6rnek ve kontroller igin isimlendirilir.

* Her calismada mutlaka kitin icinden ¢ikan C1 Normal Kontrol , C2 Mutant Kontrol ve heriki kontroli esit
oranda ayri bir tipde kullanacagimiz kadar karistirarak olusturacagimiz Hetero Kontrol ile Negatif
Kontrolleri alarak galisilir.

Prosediir :

*Qrnekler ile kontrollerin toplam sayisi kadar her iki mix igin asagidaki miktarlar hesap edilir.

H63D C282Y
Oligo mixden 10 uL 10 uL
Amplikasyon mixi 10 uL 10 uL

Tagq DNA Polimeraz 0,25 uL 0,25 uL

Toplam 20 uL 20 uL



T.C DOKUMAN KODU DL.PR.08

NECMETTiIN ERBAKAN UNIiVERSITESI YAYIN TARiHi 01.04.2013
TIP FAKULTESi HASTANESI REVIiZYON NO 03
REViZYON TARiHi 01.01.2024

MOLEKULER LABORATUVARI ISLEYIS PROSEDURU SAYFA NO 33/ 62
*Daha 6nceden hazirlanan pcr tiiplerine mixden 20’er uL dagitilir.

*Herbir tiipe kendi 6rnek DNA sindan vortex yapilarak 5 uL ilave edilir. Kapaklari kapatilir.

* Rotor plagina tlpler yerlestirilir.

*Plak rotor-gene Q real time pcr cihazina yerlestirilir.Cihaz arka agma kapama tusuna basilarak acilir.
*Cihazin bagli oldugu bilgisayarin masa Ustliindeki rotor-gene Q series software programi cift tiklanir.
*New Run penceresinden protokol ¢ift tiklanarak segilir.(EuroClone Heamochromatosis )

*yeni acilan pencereden kullandigimiz plaka segilir.(kirmizi yada mavi)

*Operator kismina galisanin adi soyadi bas harfleri yazilir ve next e tiklanir.

*New Run Wizard penceresinde next e tiklanir.

*Start Run a tiklanir.

*Testi kaydedicegi yeri sorar.(ATQ dosyasi icinde rt analiz pcr klasoriine kaydedilir.)

*Daha sonra isim listesi doldurulur ve Finish and lock tiklanir. Test baslamistir.

* PCR Programi asagidaki gibidir.

95 derecede 10 dakika

45X
95 derecede 15 sn

60 derecede 60 sn Fluorescent Acquisition

* Test bitince degerlendirme igin tim i¢ ekranlar kapatilir.

*Analiz ,Other , Allelic Discriminant , alt mentde gorilen green ve yellow segmelerinin ikiside ctrl ile
secilir ,show tiklanir.Gelen ekrandan tim kontroller tiklanir, slope correct ile auto-scale tiklanir ve
Threshold ayarlanir.Bu islemden sonra hastalar tek tek degerlendirilir.

3.h.LightMix for the detection of human VKORC1 C1173T and VKORC1 G1639A ANALiZ TESTi:
Gunumizde bazi ilaglar icin farmakogenetik analizler yapilmaya baslanmistir. Warfarin (Kumadin),
Klopidogrel (Plavix) ve antipsikotik ilaclarin tedavide kullaniimasindan 6nce analizler yapilarak ilag
toksitesi dnceden belirlenebilmektedir. Testler sonrasinda toksite olusturacagi saptanan ilaglar yerine
tedavi icin alternatif ilaglarin tercih edilmesi hastalarin istenmeyen yan etkilerden korunmasi
saglanabilmektedir.

Gerekli Ekipmanlar : LightMix for the detection of human VKORC1 C1173T and VKORC1 G1639A Kiti,

LightCycler FastStart DNA Master HybProbe , pipet takimi , santriflij , LightCycler 480 Il real time pcr
cihazi ve 96 lik plate ile yapiskan

Baslarken :
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*Hasta listesi ¢ikarilarak DNA 6rnekleri siralanir.Spin yapilir.
*Kit — 20 dereceden gikarilir.Spin yapilr.
Kit yeni sifir bir kit ise ozaman sulandirim yapmamiz gerekir.Buna gore kirmizi kapakh primer
problar 66 ulL kontroller ise 80 uL saf su ile sulandirilir.
*Her ¢alismada mutlaka kitin icinden ¢ikan Normal Kontrol , Mutant Kontrol , Heterozigot kontrol ile
Negatif Kontrol alarak calisilir.
* LightCycler FastStart DNA Master HybProbe in hazirlanmasi asagidaki gibidir.
Kitin icin 1a ve 1b tupleri ¢cikmaktadir . Az olani ¢ok olana tamamen eklenerek Master Mix
olusturulur.
Prosediir :
*Qrnekler ile kontrollerin toplam sayisi kadar mix icin asagidaki miktarlar hesap edilir.
Steril Su 8,2 uL
Mg 0,8 ulL
Reagent Mix (primer-probe) 4 uL
Master Mix 2 uL

Toplam 15 ul+ 5 uL DNA

*QOzel plate mixden 15’er uL dagitilir.

*Herbir kuyuya 6rnek DNA sindan vortex yapilarak 5 uL ilave edilir.Ozel yapiskan kapatilir.

* LightCycler 480 Il real time pcr cihazina yerlestirilir.

*Cihaz Yonetimi ve test Baslatimi prosediirii sayfa 21-22 de ACE testinin altinda ayrintili anlatilmistir.
*PCR Programi:

95 derecede 10 dakika

45x
95 derecede 5 sn
60 derecede 10 sn single

72 derecede 15 sn

MELT
95 derecede 20 sn
40 derecede 20 sn

85 derecede continuous

40 derecede 30 sn
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Degerlendirme:

Pcr programi bittiginde ekranin solundaki Analysis tiklanir.Agilan pencereden Tm Calling tiklanir.Agilan
pencereden subset boéliminden plate secilir.Ekranin altinda bulunan Filter Comp segmesinden 640
secilir.color comp on vyapilir.Calculate tiklanir.Once kontrollere bakilir.Uygunlarsa hastalarin VKORC1
G1639A bolgesi degerlendirilir. Sonra Filter Comp segmesinden 510 segilir. Calculate tiklanir.Once

kontrollere bakilir.Uygunlarsa hastalarin VKORC1 C1173T bolgesi degerlendirilir.

3.1.LightMix for the detection of human CYP2C9*2 and CYP2C9*3 ANALIZ TESTi: Giiniimiizde bazi ilaglar
icin farmakogenetik analizler yapilmaya baslanmistir. Warfarin (Kumadin), Klopidogrel (Plavix) ve
antipsikotik ilaclarin tedavide kullanilmasindan once analizler yapilarak ila¢ toksitesi ©6nceden
belirlenebilmektedir. Testler sonrasinda toksite olusturacagi saptanan ilaclar yerine tedavi icin alternatif
ilaclarin tercih edilmesi hastalarin istenmeyen yan etkilerden korunmasi saglanabilmektedir.

Gerekli Ekipmanlar : LightMix for the detection of human CYP2C9*2 and CYP2C9*3 Kiti, LightCycler

FastStart DNA Master HybProbe , pipet takimi , santrifiij , LightCycler 480 Il real time pcr cihazi ve 96 lik
plate ile yapiskan
Bagslarken :
*Hasta listesi ¢ikarilarak DNA 6rnekleri siralanir.Spin yapilir.
*Kit — 20 dereceden cikarilir.Spin yapilir.
Kit yeni sifir bir kit ise ozaman sulandirim yapmamiz gerekir.Buna gore kirmizi kapakh primer
problar 66 uL kontroller ise 40 ul saf su ile sulandirilir.
*Her calismada mutlaka kitin icinden ¢ikan Normal Kontrol , Mutant Kontrol , Heterozigot kontrol ile
Negatif Kontrol alarak calisilir.
* LightCycler FastStart DNA Master HybProbe in hazirlanmasi asagidaki gibidir.
Kitin icin 1a ve 1b tipleri ¢tkmaktadir . Az olani ¢ok olana tamamen eklenerek Master Mix
olusturulur.
Prosediir :
*Qrnekler ile kontrollerin toplam sayisi kadar mix icin asagidaki miktarlar hesap edilir.
Steril Su 7,8 uL
Mg 1,2 uL
Reagent Mix (primer-probe) 4 uL
Master Mix 2ul
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Toplam 15 ul+ 5 uL DNA

*QOzel plate mixden 15’er uL dagitilir.

*Herbir kuyuya 6rnek DNA sindan vortex yapilarak 5 uL ilave edilir.Ozel yapiskan kapatilir.

* LightCycler 480 Il real time pcr cihazina yerlestirilir.

*Cihaz Yonetimi ve test Baslatimi prosediirii sayfa 21-22 de ACE testinin altinda ayrintili anlatilmistir.
*PCR Programi:

95 derecede 10 dakika

45x
95 derecede 5 sn
60 derecede 10 sn single

72 derecede 15 sn

MELT
95 derecede 20 sn
40 derecede 20 sn

85 derecede continuous

40 derecede 30 sn

Degerlendirme:

Pcr programi bittiginde ekranin solundaki Analysis tiklanir.Agilan pencereden Tm Calling tiklanir.Agilan
pencereden subset boélimiinden plate secilir.Ekranin altinda bulunan Filter Comp segmesinden 640
segilir.color comp on yapilir.Calculate tiklanir.Once kontrollere bakilir.Uygunlarsa hastalarin CYP2C9*3
bolgesi degerlendirilir. Sonra Filter Comp segmesinden 510 segilir. Calculate tiklanir.Once kontrollere

bakilir.Uygunlarsa hastalarin CYP2C9*2 bolgesi degerlendirilir.

3.j. LightMix for the detection of human CYP2C19*2 and CYP2C19*3 ANALIZ TESTi: Giiniimiizde bazi
ilaglar igin farmakogenetik analizler yapilmaya baslanmistir. Warfarin (Kumadin), Klopidogrel (Plavix) ve
antipsikotik ilaclarin tedavide kullanilmasindan once analizler yapilarak ilag toksitesi ©nceden
belirlenebilmektedir. Testler sonrasinda toksite olusturacagi saptanan ilaglar yerine tedavi icin alternatif
ilaglarin tercih edilmesi hastalarin istenmeyen yan etkilerden korunmasi saglanabilmektedir.

Gerekli Ekipmanlar : LightMix for the detection of human CYP2C19*2 and CYP2C19*3 Kiti, LightCycler

FastStart DNA Master HybProbe , pipet takimi, santrifiij , LightCycler 480 Il real time pcr cihazi ve 96 lik

plate ile yapiskan
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Baglarken :
*Hasta listesi ¢ikarilarak DNA 6rnekleri siralanir.Spin yapilir.
*Kit — 20 dereceden gikarilir.Spin yapilir.
Kit yeni sifir bir kit ise ozaman sulandirim yapmamiz gerekir.Buna gore kirmizi kapakh primer
problar 66 ulL kontroller ise 40 uL saf su ile sulandirilir.
*Her ¢alismada mutlaka kitin icinden ¢ikan Normal Kontrol , Mutant Kontrol , Heterozigot kontrol ile
Negatif Kontrol alarak calisilir.
* LightCycler FastStart DNA Master HybProbe in hazirlanmasi asagidaki gibidir.
Kitin icin 1a ve 1b tupleri ¢ikmaktadir . Az olani ¢ok olana tamamen eklenerek Master Mix
olusturulur.
Prosediir :
*Qrnekler ile kontrollerin toplam sayisi kadar mix icin asagidaki miktarlar hesap edilir.
Steril Su 7,4 uL
Mg 1,6 uL
Reagent Mix (primer-probe) 4 uL
Master Mix 2 uL

Toplam 15 uL+ 5 uL DNA

*QOzel plate mixden 15’er uL dagitilir.

*Herbir kuyuya 6rnek DNA sindan vortex yapilarak 5 ul ilave edilir.Ozel yapiskan kapatilir.

* LightCycler 480 Il real time pcr cihazina yerlestirilir.

*Cihaz Yonetimi ve test Baslatimi prosediirii sayfa 21-22 de ACE testinin altinda ayrintili anlatilmistir.
*PCR Programi:

95 derecede 10 dakika

45x
95 derecede 5 sn
60 derecede 10 sn single

72 derecede 15 sn

MELT
95 derecede 20 sn
40 derecede 20 sn

85 derecede continuous
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40 derecede 30 sn

Degerlendirme:

Pcr programi bittiginde ekranin solundaki Analysis tiklanir.Agilan pencereden Tm Calling tiklanir.Agilan
pencereden subset boliminden plate secilir.Ekranin altinda bulunan Filter Comp segmesinden 640
segilir.color comp on yapilir.Calculate tiklanir.Once kontrollere bakilir.Uygunlarsa hastalarin CYP2C19*3
bolgesi degerlendirilir. Sonra Filter Comp segmesinden 510 segilir. Calculate tiklanir.Once kontrollere

bakilir.Uygunlarsa hastalarin CYP2C19*2 bolgesi degerlendirilir.

3.k. LightMix for the detection of human CYP2D6*3 and CYP2D6*4 ANALIZ TESTi: Giinimiizde bazi
ilaclar icin farmakogenetik analizler yapilmaya baslanmistir. Warfarin (Kumadin), Klopidogrel (Plavix) ve
antipsikotik ilaclarin tedavide kullanilmasindan ©nce analizler yapilarak ilac toksitesi ©nceden
belirlenebilmektedir. Testler sonrasinda toksite olusturacagi saptanan ilaclar yerine tedavi icin alternatif
ilaclarin tercih edilmesi hastalarin istenmeyen yan etkilerden korunmasi saglanabilmektedir.

Gerekli Ekipmanlar : LightMix for the detection of human CYP2D6*3 and CYP2D6*4 Kiti, LightCycler

FastStart DNA Master HybProbe , pipet takimi , santrifiij , LightCycler 480 Il real time pcr cihazi ve 96 lik
plate ile yapiskan
Baslarken :
*Hasta listesi cikarilarak DNA 6rnekleri siralanir.Spin yapilir.
*Kit — 20 dereceden cikarilir.Spin yapilir.
Kit yeni sifir bir kit ise ozaman sulandirrm yapmamiz gerekir.Buna gore kirmizi kapakh primer
problar 66 uL kontroller ise 80 ul saf su ile sulandirilir.
*Her calismada mutlaka kitin icinden ¢ikan Normal Kontrol , Mutant Kontrol , Heterozigot kontrol ile
Negatif Kontrol alarak calisilir.
* LightCycler FastStart DNA Master HybProbe in hazirlanmasi asagidaki gibidir.
Kitin icin 1a ve 1b tlpleri ¢ikmaktadir . Az olani ¢ok olana tamamen eklenerek Master Mix
olusturulur.
Prosediir :
*Qrnekler ile kontrollerin toplam sayisi kadar mix icin asagidaki miktarlar hesap edilir.
Steril Su 9,4 uL
Mg 1,6 uL

Reagent Mix (primer-probe) 2ul
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Master Mix 2ulL
Toplam 15 ul+ 5 uL DNA

*QOzel plate mixden 15’er uL dagitilir.

*Herbir kuyuya 6rnek DNA sindan vortex yapilarak 5 uL ilave edilir.Ozel yapiskan kapatilir.

* LightCycler 480 Il real time pcr cihazina yerlestirilir.

*Cihaz Yonetimi ve test Baslatimi prosediiri sayfa 21-22 de ACE testinin altinda ayrintili anlatilmistir.
*PCR Programi:

95 derecede 10 dakika

45x
95 derecede 5 sn
60 derecede 10 sn single

72 derecede 15 sn

MELT
95 derecede 30 sn
40 derecede 2 dakika

85 derecede continuous

40 derecede 30 sn

Degerlendirme:

Pcr programi bittiginde ekranin solundaki Analysis tiklanir.Agilan pencereden Tm Calling tiklanir.Agilan
pencereden subset boélimiinden plate secilir.Ekranin altinda bulunan Filter Comp segmesinden 640
segilir.color comp on yapilir.Calculate tiklanir.Once kontrollere bakilir.Uygunlarsa hastalarin CYP2D6*4
bolgesi degerlendirilir. Sonra Filter Comp segmesinden 510 segilir. Calculate tiklanir.Once kontrollere
bakilir.Uygunlarsa hastalarin CYP2D6*3 bolgesi degerlendirilir. Filter Comp segmesinden 660 segcilir.
Calculate tiklanir.Once kontrollere bakilir.Uygunlarsa hastalarin CYP2D6*5/5 delesyon bélgesi
degerlendirilir.

3.l.LightMix Kit For Detection ApoE C112R ve R158C ANALiZ TESTi: Apolipoprotein E (ApoE)
lipoproteinlerin ve kolesteroliin yikiminda 6nemli rol oynar.ApoE ‘den sorumlu 3 o6nemli allel ;
ApoE3(112C 158R,normal fonksiyon) , ApoE2 (112C 158C, Tip Il hiperlipidemi) , ApoE4 (112R 158R,
Artmis kolesterol seviyesi). Ayrica homozigot ApoE4(112R/R 158R/R) Alzheimer hastaligi icin yuksek risk

faktoridar.
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Gerekli Ekipmanlar : LightMix for the detection of ApoE Kiti, LightCycler FastStart DNA Master

HybProbe , pipet takimi, santrifiij, LightCycler 480 Il real time pcr cihazi ve 96 lik plate ile yapiskan
Baglarken :
*Hasta listesi ¢ikarilarak DNA 6rnekleri siralanir.Spin yapilir.
*Kit — 20 dereceden cikarilir.Spin yapilir.

Kit yeni sifir bir kit ise ozaman sulandirim yapmamiz gerekir.Buna gore kirmizi kapakh primer
problar 66 ulL kontroller ise 40 uL saf su ile sulandirilir.
*Her ¢alismada mutlaka kitin icinden ¢ikan Normal Kontrol , Mutant Kontrol , Heterozigot kontrol ile
Negatif Kontrol alarak calisilir.
* LightCycler FastStart DNA Master HybProbe in hazirlanmasi asagidaki gibidir.

Kitin icin 1a ve 1b tupleri ¢ikmaktadir . Az olani ¢ok olana tamamen eklenerek Master Mix
olusturulur.
Prosediir :
*Qrnekler ile kontrollerin toplam sayisi kadar mix icin asagidaki miktarlar hesap edilir.
Steril Su 6,2 uL
Mg 1,6 uL

Reagent Mix (primer-probe) 4 uL

DMSO 1,2 uL
Master Mix 2ulL
Toplam 15 ul+ 5 uL DNA

*QOzel plate mixden 15’er uL dagitilir.

*Herbir kuyuya 6rnek DNA sindan vortex yapilarak 5 ul ilave edilir.Ozel yapiskan kapatilir.

* LightCycler 480 Il real time pcr cihazina yerlestirilir.

*Cihaz Yonetimi ve test Baslatimi prosediirii sayfa 21-22 de ACE testinin altinda ayrintili anlatiimistir.
*PCR Programi:

95 derecede 10 dakika

45x
95 derecede 5 sn
60 derecede 10 sn single

72 derecede 15 sn

MELT
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95 derecede 30 sn
40 derecede 2 dakika

85 derecede continuous

40 derecede 30 sn

Degerlendirme:

Pcr programi bittiginde ekranin solundaki Analysis tiklanir.Agilan pencereden Tm Calling tiklanir.Agilan
pencereden subset boliminden plate secilir.Ekranin altinda bulunan Filter Comp segmesinden 640
segilir.color comp on yapilir.Calculate tiklanir.Once kontrollere bakilir.Uygunlarsa hastalarin ApoE R158C
bolgesi degerlendirilir. Sonra Filter Comp segmesinden 510 segilir. Calculate tiklanir.Once kontrollere

bakilir.Uygunlarsa hastalarin ApoE C112R bdlgesi degerlendirilir.

3.m.LightMix Kit For Detection ApoB-100 R3500Q ANALIiZ TESTi: Apolipoprotein B-100 (ApoB-100)
kolesteroliin yikiminda 6nemli rol oynar.ApoB-100 , kanda kolesteroliin eriyebilirliginden ve dolasimdan
uzaklastiriimasindan sorumludur.En énemli polimorfizm olan R3500Q , ApoB-100’iin LDL'ye yatkinligini
azaltir ve sonug¢ kanda yikselmis kolesterol seviyesidir.Bunun sonugu da Arteriosklerotic vaskiler
hasardir

Gerekli Ekipmanlar : LightMix for the detection of ApoB Kiti, LightCycler FastStart DNA Master HybProbe

, pipet takimi, santrifdj, LightCycler 480 Il real time pcr cihazi ve 96 lik plate ile yapiskan
Bagslarken :
*Hasta listesi cikarilarak DNA 6rnekleri siralanir.Spin yapilir.
*Kit — 20 dereceden cikarilir.Spin yapilir.
Kit yeni sifir bir kit ise ozaman sulandirim yapmamiz gerekir.Buna gore kirmizi kapakli primer
problar 66 uL kontroller ise 40 ul saf su ile sulandirilir.
*Her ¢alismada mutlaka kitin icinden ¢ikan Normal Kontrol , Mutant Kontrol , Heterozigot kontrol ile
Negatif Kontrol alarak ¢alisilir.
* LightCycler FastStart DNA Master HybProbe in hazirlanmasi asagidaki gibidir.
Kitin icin 1a ve 1b tlpleri ¢ikmaktadir . Az olani ¢ok olana tamamen eklenerek Master Mix
olusturulur.
Prosediir :
*Qrnekler ile kontrollerin toplam sayisi kadar mix icin asagidaki miktarlar hesap edilir.

Steril Su 7,8 uL
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Mg 1,2uL

Reagent Mix (primer-probe) 4 uL
Master Mix 2 ulL

Toplam 15 uL+ 5 uL DNA

*QOzel plate mixden 15’er uL dagitilir.

*Herbir kuyuya 6rnek DNA sindan vortex yapilarak 5 uL ilave edilir.Ozel yapiskan kapatilir.

* LightCycler 480 Il real time pcr cihazina yerlestirilir.

*Cihaz Yonetimi ve test Baslatimi prosediirii sayfa 21-22 de ACE testinin altinda ayrintili anlatilmistir.
*PCR Programi:

95 derecede 10 dakika

45x
95 derecede 5 sn
60 derecede 10 sn single

72 derecede 15 sn

MELT
95 derecede 30 sn
40 derecede 2 dakika

85 derecede continuous

40 derecede 30 sn

Degerlendirme:

Pcr programi bittiginde ekranin solundaki Analysis tiklanir.Acgilan pencereden Tm Calling tiklanir.Agilan
pencereden subset boélimiinden plate secilir.Ekranin altinda bulunan Filter Comp segmesinden 640
segilir.Calculate tiklanir.Once kontrollere bakilir.Uygunlarsa hastalarin ApoB-100 R3500Q. polimorfizmi
degerlendirilir.

3.n.Genes-4U al Antitrypsin PI-Z and PI-S ToolSet for LightCycler ANALIiZ TESTi: Alfa-1 antitripsin
(A1AT) karacigerde sentezlenen ve salinan bir proteaz inhibitorudir. A1AT eksikligi; sikhgi 1/2000 olan
genetik bir bozukluktur. A1AT eksikligi cocuklardaki karaciger hastaliklarinin en yaygin genetik nedenidir,
neonatal kolestaz ve kronik karaciger hastalig§ina neden olabilir. Ayrica akcigerde elaztaz inhibe
edilemediginden, elastin gittikce azalir ve amfizeme yatkinlik olusur. 14. kromozomda bulunan AAT

geninin farkli enzim aktivitelerine yol agan 75 varyanti vardir. MM genotipi normal, ZZ genotipi ise en
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disuk aktiviteye sahip enzimi gdstermektedir. ZZ den sonra en disik aktiviteye yol agan SS genotipidir.
ZZ genotipine sahip bireylerin %12’sinde karaciger hasari ve %75’inde amfizem gelisir.

Gerekli Ekipmanlar : Genes-4U ol Antitrypsin PI-Z and PI-S ToolSet for LightCycler Kiti, LightCycler

FastStart DNA Master HybProbe , pipet takimi , santrifiij , LightCycler 480 Il real time pcr cihazi ve 96 lk
plate ile yapiskan
Baslarken :
*Hasta listesi cikarilarak DNA 6rnekleri siralanir.Spin yapilir.
*Kit — 20 dereceden cikarilir.Spin yapilir.

Kit yeni sifir bir kit ise ozaman sulandirim yapmamiz gerekir.Buna gore kirmizi kapakli OligoTool
tlplne Solvent’den 50 uL, yesil kapakli kontrol tiiplerine ise solvent’den 20 ulL eklenir.
*Her calismada mutlaka kitin icinden ¢ikan Normal Kontrol , Mutant Kontrol , Heterozigot kontrol ile
Negatif Kontrol alarak ¢alisilir.
* LightCycler FastStart DNA Master HybProbe in hazirlanmasi asagidaki gibidir.

Kitin icin 1a ve 1b tlpleri ¢ikmaktadir . Az olani ¢ok olana tamamen eklenerek Master Mix
olusturulur.
Prosediir :

*Ornekler ile kontrollerin toplam sayisi kadar iki mix icin asagidaki miktarlar hesap edilir.

Pl-Z PI-S
OligoTool 2,8 uL 2,8 uL
Solvent 9,6 uL 9,6 uL
Mg 1,6 uL
Master Mix 2ul
Toplam 16 ulL+ 4 uL DNA

*QOzel plate mixden 16’er uL dagitilir.

*Herbir kuyuya 6rnek DNA sindan vortex yapilarak 4 ul ilave edilir.0Ozel yapiskan kapatilir.

* LightCycler 480 Il real time pcr cihazina yerlestirilir.

*Cihaz Yonetimi ve test Baslatimi prosediirii sayfa 21-22 de ACE testinin altinda ayrintili anlatilmistir.
*PCR Programi:

95 derecede 10 dakika

45x

95 derecede 2 sn
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53 derecede 12 sn single

72 derecede 15 sn

MELT
95 derecede 1 dakika
40 derecede 2 dakika

85 derecede continuous

40 derecede 30 sn
Degerlendirme:
Pcr programi bittiginde ekranin solundaki Analysis tiklanir.Agilan pencereden Tm Calling tiklanir.Agilan
pencereden subset boliminden plate secilir.Ekranin altinda bulunan Filter Comp segmesinden 640
secilir.Calculate tiklanir.Once kontrollere bakilir.Uygunlarsa hastalarin PI-Z ve PI-S bélgeleri
degerlendirilir.
4.REVERSE TRANSCRIPSIYON POLIMERAZ ZINCiR REAKSIYON(RT-PCR) CALISMALARI
4.a. LightCycler t(9;22) Quantification ANALIZ TESTi: M-bcr ve m-bcr tiplerden kaynaklanan BCR-ABL
flisyon kopyalarinin nispi quantifikasyonu icin kullanilan bir real time pcr kitidir.

Gerekli Ekipmanlar : LightCycler t(9;22) Quantification Kit , pipet takimi , santriflij , LightCycler
480 Il real time pcr cihazi ve 96 lik plate ile yapiskan
Bagslarken :
*Hasta listesi cikarilarak cDNA 6rnekleri siralanir.Spin yapilir.
*Kit — 20 dereceden cikarilir.Spin yapilir.
*Calisma ortami kontaminasyonu dnlemek icin RNA calisilan mekandan uzak calsilir.
*Tum kullanilacak alet ve cihazlar %100 saf etanol ile silinir.
*- 20 dereceden gikartilmis soguk akinin tGizerine capiller plate konularak sogumasi saglanir.
*Her ¢alismada mutlaka 3 ayri standart, pozitif kontrol ve negatif kontrol ¢alismaya dahil edilmelidir.
Prosediir:

Capiller plate yerlesim plani: 1 ADET HASTA ORNEGI iCiN

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A ST1 ST2 ST3 PCR PCT NCR NCT
B HR
CHT
D
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Kisaltmalar:

ST1,2,3: standart 1,2,3

PCR: pozitif kontrol referans
PCT: pozitif kontrol target
NCR: negatif kontrol referans
NCT: negatif kontrol target
HR: hasta cDNA si referans
HT: hasta cDNA s target
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*Yukaridaki calisma planina gére Ornekler ile kontrollerin toplam sayisi kadar iki ayri mix icin asagidaki

miktarlar hesap edilir.
TARGET REFERANS
t(9,22) housekeeping G6PDH
3x 6x

t(9,22) Detection Mix (7) 18,6 uL -

Steril Saf Su (11) 20,4 uL 55,2 uL
Reaction Mix (6) 6 uL 12 uL
G6PDH Detection Mix (8) - 22,8 uL
Toplam 15uL 15ul +5 uL cDNA

*Hazirlanan iki mix de asla vortexlenmez.

*Mixler yerlesim planindaki yerlerine gére 15’er ul olarak dagitilir.

* Standartlar, hastalara ait cDNA lar ve kontroller 5’er uL olarak dagitilr.
*QOzel yapiskan ile capiller plate tizeri kapatilir.

*LightCycler 480 Il real time pcr cihazina yerlestirilir.

*Cihaz Yonetimi ve test Baslatimi proseduirii sayfa 21-22 de ACE testinin altinda ayrintili anlatilmistir.

*PCR Programi:
95 derecede 30 sn

45X
95 derecede 5 sn
64 derecede 15 sn single

72 derecede 30 sn

40 derecede 1 dakika
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Degerlendirme:
Pcr programi bittiginde sample editor sayfasina gidilir.Eger daha 6nce yazilmadiysa subset’den ¢alismanin
plate’i secilir ve hasta listesi yazilir.Stepl segmesinden Abs Quant isaretlenir.Select Filter Combinations
segmesinden sadece 498-640 isaretli birakilir.Digerlerinin isareti kaldirilir.Hasta listesinin yaninda yeni
tablolar c¢ikar.Bu tablolardan Hastalar unknown,standartlar standart,kontroller de pozitif ve negatif
olarak secilir.Standartlarin yaninda yine tablo cikar.Kullandigimiz kitin standart degerleri bu tabloya
girilir.Ve ekranin sag kenarinda bulunan kayit et simgesi tiklanir.
Ekranin solundaki Analysis tiklanir.Agilan pencereden Abs Quant/2nd Derivative Max segilir. Agilan
pencereden subset boliminden plate segilir.Ekranin altinda bulunan Filter Comp segmesinden 498-640
segilir.Use Efficiency simgesi acilir.Std Curve (in run) secilir.Calculate tiklanir.Once kontrollere ve
standartlara bakilir.Sonra hastalarin Housekeeping piklerine bakilir.Uygunlarsa zaten  hastalarin
housekeeping ve bcr-abl degerleri vardir.BCR-ABL / G6PDH degerleri pozitif hastalar icin hesap edilir.
BCR-ABL degeri olmayan hastalar ki zaten pikleri de yoktur. Bu durumda hastalar negatiftir.
Eger standart curve penceresinde bir egri grafigi olusmuyor ise kullandigimiz standartlar ¢calismamis
demektir.Standartlar tek tek ve beraber incelenir.Amplifikasyon piki olusmamis standartlardan ikisi
kapatilir.Tek bir standart secili olarak Std Curve (in run) acilir.yerine Std Curve (External) tiklanir.agilan
pencereden anyl standart degerlerine sahip diger bir ¢alisma secilir.Ve bu sekilde standart curve
penceresinde bir egri grafigi olusturulur. Calculate tiklanir. Artik hastalarimizin housekeeping ve BCR-ABL
degerleri mevcuttur.
4.b. LightCycler PML-RAR t(15;17) Quantification ANALIZ TESTi : bcrl,bcr2 ve bcr3 tiplerinden
kaynaklanan PML-RAR flsyon kopyalarinin nispi quantifikasyonu icin kullanilan bir real time pcr kitidir.
Gerekli Ekipmanlar : LightCycler t(15;17) Quantification Kit , LightCycler Human ABL1 Quantification Kit,
LightCycler FastStart DNA Master HybProbe ,pipet takimi, santrifiij, LightCycler 480 Il real time pcr cihazi
ve 96 lik plate ile yapigskan
Baslarken :
*Hasta listesi ¢ikarilarak cDNA 6rnekleri siralanir.Adi gecgen iki kitinde icinde hazir olan standartlari da
cDNA dir.Spin yapilir.
*Kit — 20 dereceden ¢ikarilir.Spin yapilir.

Kit yeni sifir bir kit ise ozaman sulandirim yapmamiz gerekir.Buna gore kirmizi kapakh primer
problar 66 uL standartlar ise 40 ulL saf su ile sulandirilr.

*Calisma ortami kontaminasyonu dnlemek icin RNA calisilan mekandan uzak calisilir.
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*Tum kullanilacak alet ve cihazlar %100 saf etanol ile silinir.
*- 20 dereceden gikartilmis soguk akinin (izerine capiller plate konularak sogumasi saglanir.
*Her ¢alismada mutlaka 2 ayri standart ve negatif kontrol ¢alismaya dahil edilmelidir.
* LightCycler FastStart DNA Master HybProbe in hazirlanmasi asagidaki gibidir.
Kitin icin 1a ve 1b tlpleri cikmaktadir . Az olani ¢ok olana tamamen eklenerek Master Mix
olusturulur.
Prosediir:

Capiller plate yerlesim plani: 1 ADET HASTA ORNEGI iCiN

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A stdA stdA HA NCA
B stdT stdT HT NCT
C
D
Kisaltmalar:
stdA: ABL standardi
stdT: 15;17 standardi
HA:ABL primerli hasta cDNA si
HT: 15;17 primerli hasta cDNA si
NCA: ABL negatif kontrol
NCT: 15;17 negatif kontrol
*Yukaridaki calisma planina gére Ornekler ile standartlarin toplam sayisi kadar iki ayri mix igin asagidaki

miktarlar hesap edilir.

TARGET REFERANS
t(15,17) housekeeping ABL1
4x 4x

Steril Saf Su 26,4 uL 26,4 uL

Mg sollisyonu 9,6 uL 9,6 uL

Reaction Mix (6) 16 uL 16 uL

Master Mix 8 uL 8ulL

Toplam 15 uL 15 uL + 5 uL cDNA

*Hazirlanan iki mix de asla vortexlenmez.
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*Mixler yerlesim planindaki yerlerine gore 15’er ulL olarak dagitilir.

* Standartlar , hastalara ait cDNA lar ve kontroller 5’er uL olarak dagitilir.
*Qzel yapiskan ile capiller plate (izeri kapatilir.

*LightCycler 480 Il real time pcr cihazina yerlestirilir.

*Cihaz Yonetimi ve test Baslatimi prosediirii sayfa 21-22 de ACE testinin altinda ayrintili anlatilmistir.

*PCR Programi:
95 derecede 10 dakika

50X
95 derecede 5 sn
60 derecede 10 sn single

72 derecede 20 sn

MELT
95 derecede 30 sn
40 derecede 1 dakika

85 derecede continuous

40 derecede 30 sn

Degerlendirme:

Pcr programi bittiginde sample editor sayfasina gidilir.Eger daha 6nce yazilmadiysa subset’den ¢alismanin
plate’i secilir ve hasta listesi yazilir.Stepl segmesinden Abs Quant isaretlenir.Select Filter Combinations
segmesinden sadece 498-640 isaretli birakilir.Digerlerinin isareti kaldirilir.Hasta listesinin yaninda yeni
tablolar cikar.Bu tablolardan Hastalar unknown,standartlar standart,kontroller de pozitif ve negatif
olarak secilir.Standartlarin yaninda yine tablo cikar.Kullandigimiz kitin standart degerleri bu tabloya
girilir.Ve ekranin sag kenarinda bulunan kayit et simgesi tiklanir.

Ekranin solundaki Analysis tiklanir.Agilan pencereden Abs Quant/2nd Derivative Max segcilir. Agilan
pencereden subset bolimiinden plate segilir.Ekranin altinda bulunan Filter Comp segmesinden 498-640
secilir.Tim PML-RAR standartlari inaktif yapilir. Bu durumda sadece ABL1 ait standartlar ve hastalar ile
negatif kontroll aktiftir.Use Efficiency simgesi agilir.Std Curve (External) segcilir. agilan pencereden anyi
standart degerlerine sahip diger bir ¢alisma segilir.Ve bu sekilde standart curve penceresinde bir egri

grafigi olusturulur. Calculate tiklanir.TUm hastalarin ABL1 (Housekeeping) degerleri not edilir. Sonra tim
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bu islemler sirasi icin PML-RAR kuyulari igin yapilir. PML-RAR / ABL1 degerleri pozitif hastalar icin hesap

edilir. PML-RAR degeri olmayan hastalar ki zaten pikleri de yoktur. Bu durumda hastalar negatiftir.

4.c. LightCycler AML-ETO t(8;21) Quantification ANALIZ TESTi :AML alttipi M2 fiisyon kopyalarinin nispi
guantifikasyonu icin kullanilan bir real time pcr kitidir.

Testin tim asamalari PML-RAR testi ile birebir aynidir.PML-RAR testini takip ediniz

4.d. LightCycler INV(16) Quantification ANALIZ TESTi : CBFb-MYH11 fiisyon kopyalari AML ‘ NiN M4EO
alttipi ve inversiyon 16 (p13922) / t(16;16) kromozomal anormalliklerde ifade edilir. Ve bu kit CBFb-
MYH11 fiisyon kopyalarinin nispi quantifikasyonu icin kullanilan bir real time pcr kitidir.

Testin tim asamalari PML-RAR testi ile birebir aynidir.PML-RAR testini takip ediniz.

5.DNA SEKANS ANALIZLERi:

5.a.Faktor Il Protrombin PYROSEQUENCING Testi: Protrombin G20210A: pihtilasma mekanizmasinda
onemli rol oynar. Faktor Il geni kromozom 11 (zerinde lokalizedir. Genin translasyona ugramayan
bolgesindeki 20210. pozisyondaki G nikleotidinin yerine A nikleotidinin ge¢cmesi sonucu plazmada
protrombin diizeyi ylkselir ve tromboz riski artar.

Gerekli Ekipmanlar : Faktor Il Protrombin PYROSEQUENCING Kiti, PYROMARK PCR Kiti, pipet takimi ,
santrifij , termalcycler cihazi ,8'li strip PCR tlipli ve kapaklari , PYROMARK Binding Buffer , saf su ,
Streptavidin Sepharose , EuroClone 96’lik plate karistirici , EuroClone Plate isitici , PYROMARK Annealing
Buffer , PYROMARK Denaturation Solution , PYROMARK Wash Buffer 10x , %70 lik etanol , PYROMARK
Work Station ve PYROMARK Q24 Cihazi

Baslarken:

*Hasta listesi ¢ikarilarak DNA 6rnekleri siralanir.Spin yapilir.

* — 20 derecedeki Faktor Il Protrombin PYROSEQUENCING Kiti icinden PCR primerleri ile PYROMARK PCR
Kiti icinden master mix ve su gikarilir.Oda sicakligina gelince hafif vortexlenir ve Spin yapilir.

*8'li strip PCR tlpu ve kapaklari hazirlanir

* Reaksiyonu hazirlamaya baslamadan 6nce biitiin bilesenler hafifce vortekslenmeli ve santrifijlemelidir.
* PYROMARK Q24 Cihazi ¢calismanin oldugu giin sabahtan acilir.

* Kartuslar ultra saf su ile dortder kere yikanir ve kurumaya birakilr.

Hibridizasyon asamasina gelindiginde:

* Assay dosyalari hazirlanir.
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Pyromark Q24 software arac¢ cubugundan NEW RUN ikonuna tiklayiniz.

Plate setup kisminda Q24 plate in semasi yer almaktadir. istediginiz assaylari sol yandaki Example
Files kismindan kopyalayip plate lizerine yapistirarak veya assay Uzerine tiklayip ¢cekerek ve getirip plate
lizerine birakarak yerlestiriniz. Plate kutucuklari Gzerindeki ilk satirda assay ismi belirecektir.

Plate kutucuklari tizerindeki ikinci ve Ulglinci satirlara 6rnek numarasi(isim soyisim) ve not
yazilabilir.

Pre Run information report ciktisi alinir.

Hazirlanan bu program ilgili dosyamiza ve 6zel USB ‘ye kaydedilir.

USB PYROMARK Q24 Cihazina takilir.
*— 20 derecedeki Faktor Il Protrombin PYROSEQUENCING Kiti icinden sekans primerleri ¢ikarilir.
*PYROMARK Wash Buffer 10x dile(i edilir.
* PYROMARK Work Station tzerinde isimleri yazili olan sollisyonlar kiivetlere eklenir.
* Filter prob el Unitesini ultra saf su iceren kaba daldirarak vakum pompasini ve Unitenin vakum
anahtarini acip Bu sekilde kaptaki 70 ml suyu cektirerek tinite yikanir.
*Is1 blogunu 80 dereceye ayarlayip lizerine plate holder yerlestirilir.
* Solusyonlari, niikleotitleri, enzim ve substrati ve PCR reaksiyonlarini oda sicakhgina gikarilr.
*Enzim ve substrat yeni ise izerinde yazdigi gibi diliie edilir.
Prosediir:
* DNA harig bitlin bilesenleri iceren bir reaksiyon miks asagidaki gibi hazirlanir.

Pyromark PCR Mastermix 12,5ulL

PCR primer cifti 1ul
Su 6,5 uL
Toplam 20 uL

*Hazirladigimiz PCR tiiplerine 20’er uL dagitilir.Uzerine 5 uL DNA’ lar ilave edilir.Kapaklari kapatilir.
*Termalcyclerda asagidaki program ile cogaltilir.

95 derecede 15 dakika

45X
94 derecede 30 saniye
60 derecede 30 saniye

72 derecede 30 saniye

72 derecede 10 dakika
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8 derecede FOREVER

*Termalcyclerdan ¢ikan PCR drinleri +4 derecede 1 hafta saklanabildigi gibi hemen hibridizasyon
asamasina da gegcilebilir.

*Hibridizasyon asamasi igin gerekli hazirliklar yapilhr.

* Asagidaki gibi mastermix hazirlayiniz. Mastermix miktari toplam reaksiyon sayisi icin gereken miktardan
yaklasik %10 daha fazla olmalidir.

Streptavidin sepharose bilyeler 2 ulL

Binding Buffer 40 uL
Su 28 uL
Toplam 70 uL

*24 kuyucuklu PCRcostar plate ‘in her bir kuyucuga 70 pl mastermix koyulur.

* Run dosyasinda tanimlandigi sekilde her bir kuyucuga 10 plilgili PCR Graniani eklenir

*Uzerini 6zel yapiskan ile kapatilir.

* Plate calkalayiciya konulur ve oda sicakliginda 1400 rpm del0 dakika calkalanir.

*Q24 plate 2,5 ul sekans primerine 22,5 ul annealing buffer mixinden 25 ul her bir kuyusuna eklenir.

* PCR plate veya striplerini ve Q24 plate ‘i ayni pritasyonda olmasina dikkat ederek vakum calisma
alaninda ilgili yerlere yerlestirilir.

* Vakum pompasinin diigmesini ve el tinitesinin Gstlindeki vakum anahtarini acllir.

* Filtre problarini PCR plate ‘in (calkalayicidan alinan) dikkatlice lstiine getirerek tiiplerin igine daldirilir
ve 15 saniye kadar tutarak bilyeler gekilir.

* El Gnitesini %70 etanol kabina daldirarak 5 saniye bekletilir.

* El Gnitesini ‘Denaturasyon Solution’ iceren kaba daldirarak 5 saniye bekletilir.

* El Gnitesini “‘Washing Buffer ‘ iceren kaba daldirarak 10 saniye bekletilir.

* El Gnitesini dikey bicimde 90 dereceyi geckin bir agiyla 5 saniye tutarak filtre problarindan sivinin
uzaklastiriimasini saglanir.

* Vakum pompasinin diigmesini ve el Unitesinin Gstlindeki vakum anahtarini kapatilir.

* El Unitesinin problarini Q24 plate kuyucuklarina daldirip hafif¢e sallayarak bilyeleri sekans primerlerini
iceren buffer’a birakilir.

* El Unitesini su iceren kaba daldirarak yikanmasi saglanirken Q24 plate ‘i 6nceden 80 dereceye getirilmis
plate holder lizerine koyarak 2 dk tutulur.

* Q24 plate’i plate holder lizerinden kaldirarak oda sicakliginda en az 5 dk bekletilir.
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*Bu sirada Kartusu ultra saf su ile bir kere yikanir ve kurumaya birakilir.

* Pre Run information report’da yazan miktarlardaki niikleotitler, enzim ve susbtrati kartusa eklenir.

* Kartusu yuvasina etiket size bakacak sekilde yerlestirilir ve emniyet tutacagi kapatilir.

* Plate tutacagini acilir, Q24 plate ‘i bloga yerlestirip plate tutacagi tekrar kapatilir.

* Menliden ok tuslariyla run dosyasini segilip ‘OK’ basilir. Run islemi yaklasik 14 dakika sirecektir.Run
bittikten sonra kaydedilir.

* USB'yi ¢ikarilip kartus dort kez yikanir.

Degerlendirme:

* USB ‘yi bilgisayara takilir.

*Calisilmis RUN dosyasini ‘Analiz’ klasortine kopyalanir.

*Dosyaya cift tiklayarak agilir. Analiz igin sag Ust kosedeki ‘Analyze’ boliminden ‘Analyze all well’ veya *
Analyze selected wells’ butonuna basilir. Sonuclar prosediire gore degerlendirilir.

5.b.Faktor V Leiden PYROSEQUENCING Testi: Faktor V (FV) gen loklst kromozom 1 (1g24.2) lzerinde
lokalize edilmistir. FV mutasyonu, bu genin 1691. pozisyonundaki G nikleotidinin yerine A niikleotidinin
gecmesi ve FVa molekilinin G¢ ayri APC aciklik bdlgesinden birinde tek bir aminoasidin yer
degistirmesidir. Trombofili, aktive olmus APC'ye karsi gelisen zayif antikoagiilan cevap ve venoz
tromboembolizm riskinde artis gorilir. Ayrica bu mutasyonu tasiyan bireylerde vendz tromboz, periferal
vaskiler hastaliklar, felg, tekrarlayan distk, pulmoner embolizm ve kalp krizi gérilme riski arttirdig
disinidlmekte ve bu konularda ¢alismalar devam etmektedir.

Gerekli ekipmanlar,baslarken,prosediir ve degerlendirme 5.a.Faktor Il Protrombin PYROSEQUENCING
Testi bashgi altinda anlatiimistir.

5.c.MTHFR C677T ve A1298C PYROSEQUENCING Testi: MTHFR geni 1 numarali kromozomun 1p36
bélgesine lokalize edilmistir. MTHFR geninde sik gozlenen iki mutasyon mevcuttur. Bunlar; 677C>T,
Alanin'in (Ala-222) Valin'e ve 1298A>C, Glutamin'in (Glu-429) Alanin'e déniisimii ile ortaya cikar. ilk
mutasyon 1hlmh hiperhomosisteinemi ve kardiyovaskiiler hastaliklar igin risk faktoriidiir. C677T igin
heterozigot tasiyici veya homozigot mutant kadinlarin gebeliklerinde hiperhomosisteinemi nedeniyle
noral tlp defektleri agisindan risk mevcuttur.

Gerekli ekipmanlar,baslarken,prosediir ve degerlendirme 5.a.Faktor Il Protrombin PYROSEQUENCING

Testi bashgi altinda anlatiimistir.
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Faktor V Leiden , Faktor Il Protrombin , MTHFR C677T ve MTHFR A1298C testleri hepbirlikte ve karigik
olarak calisilabilmekte ve ayni run ile analiz edilebilmektedir.Onemli olan platelere ve programa dogru
olarak yerlestirmektir.
5.d.K-RAS Kodon 12-13 ve 61 PYROSEQUENCING Testi: Kolorektal Kanserlerde (CLC) %30-40, Non-Small
Cell Akciger Kanserlerinde (NSCLC) %10-30, pankreas kanserlerinde ise %90 oraninda Kras gen
mutasyonlari saptanmistir. Saptanan mutasyonlar; Tirozin Kinaz inhibitér (TKI) ve Monoklonal Antikor
(MAB) tedavisi gibi Anti-EGFR tedavilerine kotlu yanit verirler. Bu nedenle Kras mutasyon analizi
hastalarin tedavisinde belirleyici rol oynamaktadir.
Kras geni 12. kromozomun kisa kolu (12p12.1) lzerinde yer alir ve 7 ekzondan olusur. Mutasyonlar
siklikla ekzon 1 igerisinde yer alan kodon 12 (%80) ve 13 (%15) ile ekzon 2 igerisinde yer alan kodon 61'de
bulunmakladir. Hastalarda en sik Gly12Ala, Gly12Asp, Gly12Arg, Gly12Cys, Gly12Ser, Gly12Val, Gly13Asp
mutasyonlari gozlenir.
Gerekli ekipmanlar: K-RAS PYROSEQUENCING Kiti, PYROMARK PCR Kiti, pipet takimi , santrifiij ,
termalcycler cihazi ,8’li strip PCR tipi ve kapaklari , PYROMARK Binding Buffer , saf su , Streptavidin
Sepharose , EuroClone 96'lik plate karistirici , EuroClone Plate isitici , PYROMARK Annealing Buffer ,
PYROMARK Denaturation Solution , PYROMARK Wash Buffer 10x , %70 lik etanol , PYROMARK Work
Station ve PYROMARK Q24 Cihazi
Baslarken:
*Hasta listesi cikarilarak daha 6nceden parafin dokudan izole edilmis DNA oOrnekleri siralanir.Spin ve
vortex yapilip nanodrop ol¢ctimleri yapilir.17 ul/ng olacak sekilde ayarlanir.
* — 20 derecedeki K-RAS PYROSEQUENCING Kiti icinden PCR primerleri , kontrol DNA si ile PYROMARK
PCR Kiti icinden master mix ve su ¢ikarilir.Oda sicakligina gelince hafif vortexlenir ve Spin yapilir.
*Kontrol DNA si1 1/5 oraninda her c¢alisma icin yeni hazirlanir.
*Kapakli PCR tipleri hazirlanir.
* PYROMARK Q24 Cihazi ¢alismanin oldugu giin sabahtan acilr.
* Kartuslar ultra saf su ile dortder kere yikanir ve kurumaya birakilr.

Hibridizasyon asamasina gelindiginde:
* Assay dosyalari hazirlanir.

Pyromark Q24 software arag¢ cubugundan NEW RUN ikonuna tiklayiniz.
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Plate setup kisminda Q24 plate in semasi yer almaktadir. istediginiz assaylari sol yandaki
Example Files kismindan kopyalayip plate Uzerine yapistirarak veya assay Uzerine tiklayip cekerek ve
getirip plate lizerine birakarak yerlestiriniz. Plate kutucuklari Gizerindeki ilk satirda assay ismi belirecektir.

Plate kutucuklari Gzerindeki ikinci ve Uglinct satirlara 6rnek numarasi(isim soyisim) ve
not yazilabilir.

Pre Run information report ciktisi alinir.

Hazirlanan bu program ilgili dosyamiza ve 6zel USB ‘ye kaydedilir.

USB PYROMARK Q24 Cihazina takilr.
*— 20 derecedeki K-RAS PYROSEQUENCING Kiti icinden sekans primerleri cikarilir.
*PYROMARK Wash Buffer 10x dile( edilir.
* PYROMARK Work Station tizerinde isimleri yazili olan sollisyonlar kiivetlere eklenir.
* Filter prob el Unitesini ultra saf su iceren kaba daldirarak vakum pompasini ve (nitenin vakum
anahtarini acip Bu sekilde kaptaki 70 ml suyu cektirerek tinite yikanir.
*Is1 blogunu 80 dereceye ayarlayip lizerine plate holder yerlestirilir.
* Solusyonlari, niikleotitleri, enzim ve substrati ve PCR reaksiyonlarini oda sicakhgina gikarilr.
*Yeni Enzim ve substrat tzerinde yazdigi gibi dilie edilir.

Prosediir:

* DNA harig bitilin bilesenleri iceren bir reaksiyon miks asagidaki gibi hazirlanir.

Pyromark PCR Mastermix 12,5ulL

PCR primer cifti 1ul
Su 6,5 uL
Toplam 20 uL

*Hazirladigimiz PCR tiiplerine 20’er uL dagitilir.Uzerine 5 uL DNA’ lar ilave edilir.Kapaklari kapatilir.
*Termalcyclerda asagidaki program ile ¢ogaltilr.

95 derecede 15 dakika

42X
95 derecede 20 saniye
53 derecede 30 saniye

72 derecede 20 saniye

72 derecede 5 dakika
8 derecede FOREVER
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*Termalcyclerdan ¢ikan PCR drinleri +4 derecede 1 hafta saklanabildigi gibi hemen hibridizasyon
asamasina da gegilebilir.

*Hibridizasyon asamasi igin gerekli hazirliklar yapilhr.

* Asagidaki gibi mastermix hazirlayiniz. Mastermix miktari toplam reaksiyon sayisi icin gereken miktardan
yaklasik %10 daha fazla olmalidir.

Streptavidin sepharose bilyeler 2 ulL

Binding Buffer 40 uL
Su 28 uL
Toplam 70 uL

*24 kuyucuklu PCRcostar plate ‘in her bir kuyucuga 70 pl mastermix koyulur.

* Run dosyasinda tanimlandigi sekilde her bir kuyucuga 10 plilgili PCR Grinini eklenir

*Uzerini 6zel yapiskan ile kapatilir.

* Plate calkalayiciya konulur ve oda sicakliginda 1400 rpm del0 dakika calkalanir.

*Q24 plate 0,8 ul sekans primerine 24,2 ul annealing buffer mixinden 25 ulL her bir kuyusuna eklenir.

* PCR plate veya striplerini ve Q24 plate ‘i ayni pritasyonda olmasina dikkat ederek vakum calisma
alaninda ilgili yerlere yerlegstirilir.

* Vakum pompasinin digmesini ve el Gnitesinin Gstlindeki vakum anahtarini agilir.

* Filtre problarini PCR plate ‘in (calkalayicidan alinan) dikkatlice Gstline getirerek tiiplerin icine daldirilir
ve 15 saniye kadar tutarak bilyeler gekilir.

* El Gnitesini %70 etanol kabina daldirarak 5 saniye bekletilir.

* El Gnitesini ‘Denaturasyon Solution’ iceren kaba daldirarak 5 saniye bekletilir.

* El Gnitesini “‘Washing Buffer ‘ iceren kaba daldirarak 10 saniye bekletilir.

* El Unitesini dikey bicimde 90 dereceyi geckin bir aclyla 5 saniye tutarak filtre problarindan sivinin
uzaklastiriimasini saglanir.

* Vakum pompasinin diigmesini ve el Unitesinin Gstlindeki vakum anahtarini kapatilir.

* El Unitesinin problarini Q24 plate kuyucuklarina daldirip hafifce sallayarak bilyeleri sekans primerlerini
iceren buffer’a birakilir.

* El Unitesini su iceren kaba daldirarak yikanmasi saglanirken Q24 plate ‘i 6nceden 80 dereceye getirilmis
plate holder lizerine koyarak 3 dk tutulur.

* Q24 plate’i plate holder lizerinden kaldirarak +4 derecede en az 15 dk bekletilir.

*Bu sirada Kartusu ultra saf su ile bir kere yikanir ve kurumaya birakilir.
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* Pre Run information report’da yazan miktarlardaki niikleotitler, enzim ve susbtrati kartusa eklenir.

* Kartusu yuvasina etiket size bakacak sekilde yerlestirilir ve emniyet tutacagi kapatilir.

* Plate tutacagini agilir, Q24 plate ‘i bloga yerlestirip plate tutacagi tekrar kapatilir.

* Menliden ok tuslariyla run dosyasini secilip ‘OK’ basilir. Run islemi yaklasik 17 dakika strecektir.Run
bittikten sonra kaydedilir.

* USB'yi ¢ikarilip kartus dort kez yikanir.

Degerlendirme:

* USB ‘yi bilgisayara takilir.

*Calisilmis RUN dosyasini ‘Analiz’ klasortine kopyalanir.

*Dosyaya cift tiklayarak acilir. Analiz icin sag st kdosedeki ‘Analyze’ bolimiinden ‘Analyze all well’ veya
Analyze selected wells’ butonuna basilir. Sonuglar prosediire goére degerlendirilir.

5.e.FMF-VER2 PYROSEQUENCING Testi:Ailevi Akdeniz Atesi (Familial Mediterranean Fever,FMF) Akdeniz
toplumlarinda gériilen otozomal resesif bir hastaliktir.inflamasyon ataklari,tekrarlayan ates,karin agrisi
gibi belirtileri olan FMF,bdbrek amiloidozuna sebebiyet verebilir.Tiirk toplumunda tasiyicilik orani %20
oldugu gosterilmistir.

FMF-VER2 PYROSEQUENCING Testi ile E148Q,S675N,G678E,M6801(G>C), M680I(G>A),
M680L,T6811,1692del, M694V,M6941,M694L,K695R,K695M,R717S,1720M,V722M,V726A mutasyonlari
heterozigot veya homozigot olarak belirlenmektedir.

Gerekli Ekipmanlar : FMF-VER2 PYROSEQUENCING Kiti, pipet takimi , santriflij , termalcycler cihazi ,
PYROMARK Binding Buffer , saf su, Streptavidin Sepharose , EuroClone 96’lik plate karistirici , EuroClone
Plate isitict , PYROMARK Annealing Buffer , PYROMARK Denaturation Solution , PYROMARK Wash Buffer
10x, %70 lik etanol , PYROMARK Work Station ve PYROMARK Q24 Cihazi

Baslarken:

*Hasta listesi ¢ikarilarak DNA 6rnekleri siralanir.Spin yapilir.

* — 20 derecedeki FMF-VER2 PYROSEQUENCING Kiti icinden hasta sayimizin yarisi kadar stripler
¢ikarilir.Oda sicakligina gelince numaralandirilir.(hazir kitdir.8 li stripin ilk dort kuyusu 1 hasta eder.iginde
pcr icin gerekli hersey mevcuttur.sadece DNA ilave edilir.)

* PYROMARK Q24 Cihazi ¢alismanin oldugu giin sabahtan acilir.

* Kartuslar ultra saf su ile dortder kere yikanir ve kurumaya birakilr.

Hibridizasyon asamasina gelindiginde:

* Assay dosyalari hazirlanir.
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Pyromark Q24 software arac¢ cubugundan NEW RUN ikonuna tiklayiniz.

Plate setup kisminda Q24 plate in semasi yer almaktadir. istediginiz assaylari sol yandaki Example
Files kismindan kopyalayip plate lizerine yapistirarak veya assay Uzerine tiklayip cekerek ve getirip plate
lizerine birakarak yerlestiriniz. Plate kutucuklari Gzerindeki ilk satirda assay ismi belirecektir.

Plate kutucuklari tizerindeki ikinci ve Ulglinci satirlara 6rnek numarasi(isim soyisim) ve not
yazilabilir.

Pre Run information report ciktisi alinir.

Hazirlanan bu program ilgili dosyamiza ve 6zel USB ‘ye kaydedilir.

USB PYROMARK Q24 Cihazina takilir.
*— 20 derecedeki FMF-VER2 PYROSEQUENCING Kiti icinden sekans primerleri ¢ikarilr.
*PYROMARK Wash Buffer 10x dile(i edilir.
* PYROMARK Work Station tzerinde isimleri yazili olan soliisyonlar kivetlere eklenir.
* Filter prob el Unitesini ultra saf su iceren kaba daldirarak vakum pompasini ve Unitenin vakum
anahtarini acip Bu sekilde kaptaki 70 ml suyu cektirerek tinite yikanir.
*Is1 blogunu 80 dereceye ayarlayip lizerine plate holder yerlestirilir.
* Solusyonlari, niikleotitleri, enzim ve substrati ve PCR reaksiyonlarini oda sicakhgina gikarilr.

*Enzim ve substrat yeni ise izerinde yazdigi gibi diliie edilir.

Prosediir:

* DNA hari¢ butlin bilesenleri iceren striplerin kapaklari acilir ve Uzerine 5 uL DNA’ lar ilave
edilir.Kapaklari kapatilir.

*Termalcyclerda asagidaki program ile ¢cogaltilir.

95 derecede 15 dakika

45X
94 derecede 30 saniye
60 derecede 30 saniye

72 derecede 30 saniye

72 derecede 10 dakika
8 derecede FOREVER
*Termalcyclerdan ¢ikan PCR drilnleri +4 derecede 1 hafta saklanabildigi gibi hemen hibridizasyon

asamasina da gecilebilir.
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*Hibridizasyon asamasi igin gerekli hazirliklar yapilhr.
* Asagidaki gibi mastermix hazirlayiniz. Mastermix miktari toplam reaksiyon sayisi icin gereken miktardan
yaklasik %10 daha fazla olmalidir.

Streptavidin sepharose bilyeler 2 ulL

Binding Buffer 40 uL
Su 28 uL
Toplam 70 uL

*24 kuyucuklu PCRcostar plate ‘in her bir kuyucuga 70 pl mastermix koyulur.

* Run dosyasinda tanimlandigi sekilde her bir kuyucuga 10 pl ilgili PCR Granini eklenir

*Uzerini 6zel yapiskan ile kapatilir.

* Plate calkalayiciya konulur ve oda sicakliginda 1400 rpm del0 dakika calkalanir.

*Q24 plate 2,5 ul sekans primerine 22,5 ul annealing buffer mixinden 25 ul her bir kuyusuna eklenir.

* PCR plate veya striplerini ve Q24 plate ‘i ayni pritasyonda olmasina dikkat ederek vakum calisma
alaninda ilgili yerlere yerlegstirilir.

* Vakum pompasinin diigmesini ve el tinitesinin Gstlindeki vakum anahtarini acilir.

* Filtre problarini PCR plate ‘in (calkalayicidan alinan) dikkatlice Ustline getirerek tliplerin icine daldirilir
ve 15 saniye kadar tutarak bilyeler gekilir.

* El Gnitesini %70 etanol kabina daldirarak 5 saniye bekletilir.

* El Gnitesini ‘Denaturasyon Solution’ iceren kaba daldirarak 5 saniye bekletilir.

* El Gnitesini “‘Washing Buffer ‘ iceren kaba daldirarak 10 saniye bekletilir.

* El Unitesini dikey bicimde 90 dereceyi geckin bir aclyla 5 saniye tutarak filtre problarindan sivinin
uzaklastiriimasini saglanir.

* Vakum pompasinin diigmesini ve el Unitesinin Ustlindeki vakum anahtarini kapatilir.

* El Unitesinin problarini Q24 plate kuyucuklarina daldirip hafifce sallayarak bilyeleri sekans primerlerini
iceren buffer’a birakilir.

* El UGnitesini su iceren kaba daldirarak yikanmasi saglanirken Q24 plate ‘i 6nceden 80 dereceye getirilmis
plate holder lizerine koyarak 2 dk tutulur.

* Q24 plate’i plate holder lizerinden kaldirarak oda sicakhginda en az 5 dk bekletilir.

*Bu sirada Kartusu ultra saf su ile bir kere yikanir ve kurumaya birakilir.

* Pre Run information report’da yazan miktarlardaki niikleotitler, enzim ve susbtrati kartusa eklenir.

* Kartusu yuvasina etiket size bakacak sekilde yerlestirilir ve emniyet tutacagi kapatilir.
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* Plate tutacagini acilir, Q24 plate ‘i bloga yerlestirip plate tutacagi tekrar kapatilir.

* Menlden ok tuslariyla run dosyasini segilip ‘OK’ basilir. Run islemi yaklasik 40 dakika siirecektir.Run
bittikten sonra kaydedilir.

* USB’yi ¢ikarilip kartus dort kez yikanir.

Degerlendirme:

* USB ‘yi bilgisayara takilir.

*Calisilmis RUN dosyasini ‘Analiz’ klasortine kopyalanir.

*Dosyaya cift tiklayarak acilir. Analiz igin sag list kosedeki ‘Analyze’ béliminden ‘Analyze all well’ veya

Analyze selected wells’ butonuna basilir. Sonuglar prosediire gore degerlendirilir.

5.f.BETA-THALASSEMIA PYROSEQUENCING Testi: Akdeniz anemisi, hemoglobin beta zincirinin azalmis
sentezine bagli mikrositik hipokromik anemi ve distik HBA diizeyleri ile karakterizedir. Talasemi majorli
hastlarda agir derecede anemi ve hepatosplenomegali nedeniyle genellikle dogum sonrasi ndaki ilk iki yil
icerisinde medikal tedavi gerekir.HBB gen bolgesi 11 numarali kromozomun kisa koluna (11p15.4)
lokalize olup 3 ekzondan olusmaktadir. Bugline kadar HBB gen bdlgesinde 200'den fazla farkli mutasyon
tanimlanmistir. Yapilan arastirmalarda Ulkemizde en sik gdzlenen mutasyon IVS-l 110 (G>A) olarak
saptanmistir. Diger sik gézlenen mutasyonlar ise IVS-1 1{(G>A/T), IVS-1 6(T>C), Cod 39(C>T), -30(T>A), IVS-II
1(G>A), IVS-ll 745(C>G),-87(C>G),Cod 5 (-CT),Cod 6(-A),Cod 8(-AA),Cod 8/9(+G),Cod 30(G>C), IVS-I
5(G>C),IVS-1 116(T>G),IVS-I 130(G>C),Cod 36/37(-T),Cod 44(-C)'dir.

Gerekli ekipmanlar,baslarken,prosediir ve degerlendirme 5.e.FMF-VER2 PYROSEQUENCING Testi bashgi
altinda anlatilmistir.

Dikkat edilmesi gereken en 6nemli nokta 1 strip (hazir kitdir.8 li strip 1 hasta eder.icinde pcr icin gerekli

hersey mevcuttur.sadece DNA ilave edilir.) 1 hasta icindir.

5.g.Kistik Fibrozis PYROSEQUENCING Testi: Kistik fibroz pyro testi ile CFTR genindeki delF508, dell507,
G542X, G544S, 2789+5 G>A, Q1281X, W1282R, W1282X, ve W1282C mutasyonlari heterozigot veya
homozigot olarak belirlenmektedir. Genetik olarak otozomal resesif gegisli hastalik olan KiSTiK FIBROZIS
hastaligi dogustan itibaren var olan bir hastaliktir. 7. Kromozomun uzun kolunda 31. bélgesinde lokalize
olan gen kistik fibrozis ile iliskilidir. Ailede kistik fibrozisli bir ¢ocuk var ise %25 oraninda dogacak

¢ocuklarda da kistik fibrozis gelisme olasiligi vardir. Kistik fibrozis birden fazla viicut sistemini tutabilen bir
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hastaliktir. Solunum sistemi, sindirim sistemi bu hastaliktan en ¢cok etkilenen sistemlerdir.%85 Olguda
pankreas tutulur.Hastalik genler ile gectigi icin belirtiler ve hastaligin agirlik derecesi ile iliskilidir.
Gerekli ekipmanlar,baslarken,prosediir ve degerlendirme 5.a.Faktor Il Protrombin PYROSEQUENCING
Testi bashgi altinda anlatiimistir.Yalniz dikkat edilmesi gereken en 6nemli nokta 1 hasta igin dort pcr
reaksiyonu ve hibridizasyonu yapilmaktadir.
6.MiKROARRAY CALISMALARI
UGT1A1 ve 5-FU testleri suan icin laboratuvarimizda calisimamaktadir.Ancak yeni ihale doneminde
calismaya baslandigi zaman eklenecektir.
7.RLFP CALISMALARI
FLT3 yeni ¢alisiilmaya baslanmistir.Test optimizasyonundan sonra eklenecektir.
RT-PCR
TRANSLOKASYONLAR T(9;22) P2;10; + (15:17)
1. AMAC

Cocuk ve eriskin hematoloji bilim dalindan goénderilen hematolojik malignansilerde, sitogenetik
ve/veya molekiler sitogenetik yontemlerle belirlenememis olan translokasyonlarin, RT-PCR yontemi ile

gosterilmesi.

2. KAPSAM

Molekiler Genetik Laboratuari.

3. UYGULAMA

Asagidaki islemler asistanlar tarafindan gergeklestirilmektedir.
3.1. Hastadan 10ml periferal kan K3EDTA iceren steril tiiplere alinir.

3.2. Lokosit miktarina gore ne kadar kan kullanilacagina karar verilerek (ortalama 1.5ml kandan) buz

Ustlinde QlAamp® RNA izolasyon kiti ile RNA izolasyonu yapilr.
3.3. Elde edilen RNA -80°C’ de saklanir.

3.4. Taranacak olan her translokasyon igin en az bir pozitif ve bir negatif kontrol taranan érneklerle

birlikte kullanilr.

3.5. Roche Titan One Tube RT-PCR sistemi kullanilarak RT-PCR ve ilk PCR reaksiyonlari tek basamakta

yapilr.
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3.7. Translokasyonlarin varligi ya da yoklugu % 4’lik agaroz jelde ornekler yirutiilerek, ve ultraviyole

1sik altinda kontrol edilerek saptanir.

3.8. Klinisyenin yonlendirilmesine gére RT-PCR ile bakilabilen translokasyonlar asagida verilmektedir.

Translokasyonlar t(9;22) p2;10 ; + (15:17)

MOLEKULER GENETIK LABORATUVARI iSLEYi$ PROSEDURU

1.AMAC Molekiiler Genetik Laboratuarlari hizmetlerinin her zaman ayni standart da gerceklestirilebilmesi icin

gerekli sistemi, yetki ve sorumluluklari aciklamak.

2. KAPSAM Molekiiler Genetik Laboratuari ve islemleri kapsar.
3. KISALTMALAR

CVS :Koryonvillus 6rneklemesi veya koryonvillus biyopsisi

4. TANIMLAR

5. SORUMLULAR

> Sorumlu 6gretim Uyeleri
» Biyologlar
6. FAALIYET AKISI

6.1.Tetkik istemi

6.1.1 Hekimler tarafindan tibbi genetik anabilim dali molekiiler genetik istek formu ile tetkik istemi yapilir.

6.1.2 Yapilmis olan tetkik istemi formunun Anabilim Dali (AD.) sekreteri tarafindan tahakkuk islemlerinin

yapilip yapiimadig bilgisayar ortaminda ve istem {izerinde kontrol edilir.
6.1.3 Tetkik tlriine gore AD. sekreteri hastaya randevu verir veya ilgili yerlere yonlendirir.

6.2.0rnek Alimi

6.2.1 Hastanin hikayesi alinir.
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6.2.2 Gerektiginde 6rnek ya direkt hastadan teknisyen tarafindan alinir, ya da ilgili hekim tarafindan alinip
hasta yakini ile génderilir.

6.2.3 Amniosentez, kordosentez, CVS veya degisik doku ornekleri yapilacak ise numune ilgili hekim
tarafindan alinir.

6.3.0rneklerin Dagilimi

6.3.1 Ornekler laboratuar gorevlileri tarafindan ¢alisma konularina gére alinr.
6.3.2 Ornek islemi calisma konusuna gore yapilir.

6.4.0rnek Calismasi

6.4.1 Molekiiler genetik laboratuarindaki gérevli numuneyi teslim alir. Laboratuar defter ve bilgisayar
ortamina kayit islemini yapar.

6.4.2 ilgili analiz talimatina gore analizler gerceklestirilir. Ornegin tiiriine gére ve istenilen tetkik tiiriine gére
laboratuar calismasi yapilir.

6.5.Sonuglar

6.5.1 Tetkik raporlari bizzat testin calisani tarafindan yazilir.

6.5.2 Calisma sonuglari ilgili 6gretim Uyesi tarafindan kontrol edilerek imzalanir.
6.5.3 imzalanan sonuglar AD. sekreteri tarafindan hastalara teslim edilir.

6.5.4 Kullanilan malzemelerin temizligi, dezenfeksiyonu gore gergeklestirilir.
6.5.5 Rapor ornekleri bolimin arsivieme teknigine gore arsivlenir.

6.5.6 Arsivlerde saklama sliresi sonsuzdur.

7. iLGiLi DOKUMANLAR



