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1. AMAC

Bu talimat, Kanser Genetidi Laboratuarlarindaki gen analizleri sirasinda kullanilan molekuler
biyolojik tekniklerden biri olan Dizi analizi (Sanger dizi analizi) islemi i¢in gerekli PZR ile gcogaltma
isleminin (DTCS Reaksiyon prosediru) dizi analizi metodu i¢in tam ve dogru bir sekilde yapimasi

icin olusturulmustur.

2. KAPSAM
Bu talimat, DTCS reaksiyonu ile ilgili gen bolgesinin tek iplik halinde PZR ile gogaltimasi iglemi ile
PZR Urdnin etanol ile ¢oktirme islemini kapsamaktadir.

3. SORUMLULAR

Kanser Genetigi Laboratuvari ¢alisanlari

4. UYGULAMALAR

4.1. Bu iglemde, Kanser Genetigi Laboratuarinda bulunan ve laboratuvarin demir basi olan
Beckman Coulter CEQ8000 cihazi ile uyumlu kitler kullaniimaktadir. Kitler kullanim sdresi boyunca
-30°C’de saklanmaktadir. Bu islem icin Beckman Coulter GenomelLab-Quick Start Kit kullanilir.
Kitin bilesenleri; 880 uL Quick Start Mix, 240 puL Sequencing Primer, 20 uL Control template, 110
uL Glikojen, 5mL Mineral yag, 6 mL Sample Loading Solution* dan olusmaktadir.

4.2. Bir DTCS Reaksiyonu agagidaki gibi hazirlanir:

DNA Template: 2 L (Saflastirlan Griinden 100-200 ng)

DTCS Quick Start Master Mix: 5 uL

Primer: 0,7 pL (Her bir fragment i¢in uygun sekanslama primeri)
dH,O: 11,8 L

4.3. Reaksiyon karigsimlari ve her bir érnek icin 6zel tip hazirlanip isimlendirildikten sonra,
ornekler PZR cihazina PZR cihazi Kullanma talimatina uygun bir sekilde yUklenir ve daha énceden
PZR cihazina aziimig olan CEQ DTCS isimli program kullanilarak DTCS reaksiyonu PZR iglemine
tabi tutulur.

HAZIRLAYAN GOZDEN GEGIREN/KONTROL EDEN ONAYLAYAN
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4.4. PZR CIHAZINDA CEQ DTCS PROGRAMI:

35 Dongii

96°C 20sn
55°C 20sn
60°C 4dk

4.5. Tum bu islemler her bir hasta icin “DTCS Reaksiyon islem Formu” ile kaytt altina alinrr.
4.6. CEQ DTCS programi sona erdikten sonra drtnler PZR cihazindan ¢ikarip etanol
¢oktiirme islemine gegilir. Bu islem “Etanolle Goktiirme islem Talimati’na gére yapilrr.

4.7. Buislem sonunda olusabilecek her tiirlii kayp “Materyal Kayip izlem Formu” ile kayit

altina alinrr.

5. KAPILER JEL ELEKTROFOREZ

5.1. “Etonelle Coktirme islem Talimatrna gére islenen ve 96'lk plakalara yiikklenmis érnekler,
Kapiller jel elektroforez cihazina jel ve buffer yiklendikten sonra fragment uzunluklarina gore
LFRa, LFRb, LFRc programlarinda yuratalur.

5.2.  Cikan sonuglar cihaz Uzerindeki yazilim programi ile 6n elemeden gecirilerek her bir gene
6zgu gen haritasi ile pikler karsilastirilarak okunur.

5.3.  Okunan sonuglar her bir fragmente 6zgu “Dizi Analizi Degerlendirme Formlari”’na
kaydedilir.

5.4. Cikan sonuglar degerlendirilemeyecek diizeyde oldugunda, durum “Materyal Kayip izlem

Formu” ile kaytt altina alinir ve iglem kapiler elektroforez agsamasindan ya da bastan tekrarlanr.

6. GUVENLIK

DTCS reaksiyon kiti formamid ve %10’dan az metanol olmak Uzere toksik maddeleri icermektedir.
Formamid’ in deri ve g6zle temasindan sakinimaldir.

Metanol ise solunmamall, g6z ve deri ile temasindan kaginimaldrr. Géz ve deri ile temas
durumunda tema bodlgeleri bol su ile tikanmalidir. Soluma ya da yanhglkla icme durumunda

medikal mudahale gereklidir.

7. SAKLAMA KOSULLARI

96’likk plakalara yulklenen o6rnekler kapiler elektroforezi yapilmayacak ise isikk gérmemesi icin

Aliminyum folyo ile sarilarak +4 °C’ de 3 gun boyunca saklanabilir.

HAZIRLAYAN GOZDEN GEGIREN/KONTROL EDEN ONAYLAYAN
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8.

ATIK PROSEDURU

Bu islem sirasinda olusan atk kimyasallar ve malzemeler kirmizi kapakl sari atk kutularinda

kapag! siki bir sekilde kapatildiktan sonra

laboratuvardan uzaklastirilir.

9.1.
9.2.
9.3.
9.4.
9.5.

ILGILI DOKUMANLAR

DTCS Reaksiyon islem Formu
Etanolle Coktiirme islem Talimati
Dizi Analizi Degerlendirme Formlari
Materyal Kayip izlem Formu

Cevre ve Atk Yonetimi Talimat

‘Gevre ve Atk Yonetim Talimati”’na gore

HAZIRLAYAN

GOZDEN GEGIREN/KONTROL EDEN

ONAYLAYAN

SUREC SORUMLUSU

KALITE TEMSILCISI

BASHEKIM




