TERMAL DONGULEYICI

Eppendorf Mastercycler nexus



Kullanim Amaci

PCR makineleri olarak da bilinen termo dongdleyiciler, termal donguleyiciler veya termo dongdleyiciler,
enzimatik reaksiyonlar, tipik olarak polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) icin kapali mikro test tliplerinde sulu
cOzeltilerin, suspansiyonlarin veya emulsiyonlarin sicaklik kontroli icin kullanilir.

PCR makineleri yalnizca ic mekanda kullanim icin tasarlanmistir ve cogu zaman laboratuvar c¢alisanlarinin
duzgun ve verimli bir sekilde calismasini bekledikleri kesintisiz bir is glicti haline gelir.

PCR makineleri, molekiler biyoloji ve klinik tekniklere dayanan herhangi bir laboratuvar icin de 6nemlidir.
DNA amplifikasyonu, DNA parmak izi, bakteri veya virlslerin (AIDS, Covide....vs.) tespiti ve genetik
bozukluklarin teshisi icin vazgecilmez bir aractir.

Dizileme icin DNA'nin islenmesinin erken asamalarinda, enfeksiyon sirasinda patojenlerin tanimlanmasina
yardimci olacak bir genin varligini veya yoklugunu tespit etmek ve kigtuk DNA o6rneklerinden adli DNA
profilleri olustururken kullanilr.

Bazen molekiler fotokopi olarak adlandirilan geleneksel polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), bir numuneden
eser miktarda DNA ve RNA'yi cogaltmak (kopyalamak) icin kullanilan bir tekniktir. Arastirma icin gereken
blyik miktarlari Gretmek icin bir PCR termal dongdleyici kullanilir.



5 - Calistirma (Mastercycler nexus)
5.1 ilk adimlar
e Dogru kurulumun kontrol edilmesi
* Mastercycler nexus'un ilk kez devreye alinmasinin altinda, asagidaki gereksinimlerin karsilandigindan emin
olun:
e Cihaz dogru sekilde baglanmis
e Cihaz anizali veya hasarl..
e Cihazin arka kismindaki havalandirma delikleri ve 6n ayaklarin arkasindaki fanda havanin serbest
dolasimi saglanmistir.
5.1.1 Esnek kapakh isitmali kapagin kullaniimasi

* Mastercycler nexus, esnek kapakli isitmali bir kapakla donatilmistir. Flexlid isitmali kapak, kullanilan PCR
tlplerinin veya PCR plakalarinin yuksekligine gore otomatik olarak ayarlanir. Tek elle ¢alistirilabilir. Ttp
yuksekliginin manuel olarak ayarlanmasi veya tlip kapaklarina temas basincinin ayarlanmasi gerekli degildir.

* Isitmali kapak, tlipler ve termoblok arasinda esit temas saglar ve tip kapaklarini sizintilara karsi korur.
Isitma islemi, reaksiyon sivisinin temperlenmesi sirasinda tiipiin Ust bolgesinde yogusma olusmasini 6nler.



5.1.1.1 Isitmahl kapagi acin

CALTON! Termoblok, isitiimis kapak ve reaksiyon kaplarinda yanma riski.

Termo blok, isitilmis kapak ve reaksiyon kaplari ¢ok hizli bir sekilde 50C'nin zerindeki sicakliklara ulasir.
Termoblok, isitiimis kapak ve reaksiyon kaplarinin sicakligi 30 C'nin altina diisene kadar bekleyin.
Ardindan isitilmis kapagi agin

Kalip isitmali kapagi tek seferde asagidaki gibi agin:

Kapak tutamagini isitilmig kapagin Gzerine gevirin ve isitilmig kapagdi, gidebildigi kadar kapak
tutamagindan yukari gevirin.

5.1.12 Isitilmis kapagin kapatilmasi

Onkosullar

Numune tupleri veya bir PCR plakasi ile yiklenmis termoblok.

DIKKAT! Isitiimis kapadi kapatirken ezilme riski.

Isitmali kapagin lzerindeki tutamagin ortasindan tutun.

Isitmali kapadi kapatirken parmaklarinizi isitmali kapak ile gévde arasina koymayin.



1. Isitilmis kapadi ortasindan veya kapak tutacagindan tutun ve kapatin (1).
2. Kapak tutamagini yatay konuma gelene kadar asagi dogru hareket ettirmeye devam edin (2).

« Isitmall kapak artik kilitlenmistir. Artik bir program calistirmasini baslatabilir veya iyilestirilmis kapagi
ve numuneleri manuel olarak temperleyebilirsiniz.

« Isitilmis kapagin Uzerindeki kolun ortasindan tutun.
« Isitilmis kapagi kapattiginizda, parmaklarinizi isitilan kapak ile govde arasina koymayin.



5.2 Mastercycler baglantisinin baslatiimasi

« Onkosullar

 Mastercycler nexus dizgilin sekilde kurulmus ve gii¢ kaynagina baglanmistir.
« Arkadaki gtic anahtarini kullanarak cihazi agin.

« Durum lambasi yanar ve fan calisir.

 Ekran aydinlatmasi agik (Mastercycler nexus eco icin degil).

5.5.1.2 Yeni bir program olusturma
1. Gezinti agacinda, yeni programi olusturmak istediginiz kullanici digimini veya klasori isaretleyin.
2. Yeni yazihm tusuna basin
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3. Program adini Ad alanina girin. Maksimum karakter sayisi 21'dir.
4. Sablonu kullan: alaninda bir program sablonu secin.

5. istege bagli: Yorum alanina yeni program icin bir yorum girin.

6. Tamam yazilim tusuna basin.

* Yeni program an duzenleyicide acilir.

6 Programlama

6.1 Program diizenleyiciye genel bakis

6.1.1 Program diizenleyiciyi agma

1. Navigasyon agacinda istediginiz programi isaretleyin veya yeni bir prpgram olusturun
2. Duzenle ekran tusuna basin.

* Program duzenleyici gorintilenir.

6.1.2 Program duizenleyicinin yapisi

* Program olusturmak ve ayarlamak icin program duizenleyiciyi kullanin.
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2 Blok sicakhigi (OC)

3 Bekletme siiresi (dd:ss)

4 Gradyan adimlari icin ortalama sicaklikla
5 Program adimi vurgulanmis isaretleme
6 Dongl icindeki adim sayisi

7 Aktif giris alani

8 Genisletilmis program adimlari

9 Degrade adimlarinin isaretlenmesi

10 DOngu sayisi
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6.2.1 Bashgin agilmasi

1. Program dlizenleyiciyi agin

2. Isitici ekran tusuna basin
Baslik ayarlari goruntulenir.
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6.3 Programlar diizenleme
6.3.1 Bir program adimi ekleme

1. Program dizenleyiciyi agin

2. Oniine yeni bir program adimi eklemek istediginiz program adimini ok tuslari ile isaretleyin.
- Isaretli program adimi vurgulanir.

3. Ekle yazilim tusuna basin

« Kullanilabilir program adimlarini iceren bir liste gorintuilenir.
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4. Ok tuslariyla istediginiz program adimini segin.

5. Ekle yazilim tusuna basin.

6.3.2 Parametreleri diizenleme

1. Ok tuslariile istenilen program adimini isaretleyiniz.
* [saretli program adimi mavi renkle vurgulanr.

* Sicakligl, bekletme suresini ve dongu sayisini dogrudan bu bolimde degistirebilirsiniz.

Temperature Adjustable from 4.0 °C to 99.0 °C (in 0.1 °C increments)

= |Dwell time Adjustable from 000:00 to 999:59 (mmm:ss) in 1-second
steps

Number of cycles Adjustable from 110 99

2.Degisiklikleri kabul etmek icin enter tusuna basin.

Genisletilmis secenekler
3. Secenekler ekran tusuna basin
isaretli program adimi icin genisletilmis parametre ayari gériintiilenir.



4. Ayari kabul etmek icin OK ekran tusuna basin. s Nelle/chninaSten 2 [Cuclel

* Program gérunimu belirir. Temp [T JC Terole /Do 100 °C

5. >> ekran tusuna basin. Kaydet ekran tusuna basin. RGradiert [ ¢ W[ ]%

6. Diizenleyiciden ¢ikmak icin Cikis ekran tusuna basin. et corer R C  son N C

6.3.3 Degrade adimi olusturma e Tme Inc. /De

1. Gradyani tanimlamak istediginiz sicaklik kontrol adimini isaretleyin. =l e s

2. Segenekler ekran tusuna basin

Nelledclening/St=p 3 [Cycle)

Temp — I“C Tcnr.ln:.a'Dt:c."C

3. Degrade onay kutusunu secin
4. Gradyan sicakliklarini tanimlayin

5. istege bagli: Dereceyi Diizenle'ye basin. Sonug sicakliklarini blok @Gradient (550 J'c  wo[E Jc
sttunlarda gorintiulemek icin yazilim tusu. ae= M Certes60.0_]°C  Span[10.0]°C

Time  [000:15]  Tinelre.Dec [+00:00]
Ramp [¥ max E“Cis




Nelle Nellie/cloning/Step 3 Edit Grad. “.

6. Ayari kabul etmek ve pencereyi kapatmak icin Tamam
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6.3.4 Program adimlarini silme

1. Ok tuslariile istenilen program adimini isaretleyiniz. Tim program adimlarini silmek icin TUmna Temizle
yazilim tusu

2. del tusuna basin.

3.Degisikligi kaydetmek icin Kaydet ekran tusuna basin.

e Duzenleyiciden ¢ikmak icin Cikis ekran tusuna basin.

6.3.6 Bir programi kaydetme ve diizenleyiciden ¢ikma

1. >> yazilim tusuna basin

2. Kaydet ekran tusuna basin. Program kaydedildi

3. Cikis ekran tusuna basin

e Gezgin agaci gorintulenir. Artik programi baslatabilirsiniz.

6.4 Program sablonu

Asagidaki tablo, program sablonlarina genel bir bakis saglar. Program sablonlari, yeni programlar olusturmak icin kullanilabilir.



Program Description

template

none Empty template with standard header settings.

2-step PCR Standard PCR program with two temperatures per cycle and 30 cycles, one hold step
at the end.

3-step PCR Standard PCR program with three temperatures per cycle and 30 cycles, one hold

step at the end.

Cycle sequencing

Standard program for cycle sequencing with ramp rates of 1 °C/s.

Fast PCR 3-step PCR with short hold times and temperature mode fast

Gradient PCR PCR program with a temperature gradient in the annealing step of each cycle.
Hot start PCR PCR program with thermoblock preheating at 95 °C. Start the following PCR run
manual using the start key.

Hot start PCR 10 min enzyme activation at 95 °C and 3-step PCR.

Incubation IsoTherm incubation.

Large volume PCR | 3-step PCR in safe temperature mode.

Long range PCR | 3-step PCR with 10 min elongation and a time interval of +10 s per cycle.

Low volume PCR

3-step PCR in fast temperature mode.

Mastercycler 533x

3-step PCR with simulation of the temperature control behavior of the
Mastercycler gradient 5331.

Nested cycles

Program in which 3 cycles, with 3 temperatures each, are summarized in a
9-StepCycle, e.g., for TAIL PCR.

Reduced Ramping | 3-step PCR with ramp rates of 1 °Cs.

Reverse Incubation for reverse transcription and enzyme activation.

Transcription

RT-PCR Program for 1-step RT-PCR with series incubation for reverse transcription.

Touchdown PCR

PCR program with falling annealing temperature. During the first 16 cycles, the
annealing temperature will be decreased by 1 °C per cycle.




7. PCR ¢alismasi

7.1.1 Numune tiiplerinin se¢ilmesi

7.1.1.1 96 kuyulu termobloklu cihazlar i¢in onayli numune tupleri
0.1 ml PCR tupleri

0.2 ml PCR tupleri

0,5 ml PCR tupleri

PCR tip seridi (0,1 mL veya 0,2 mL)

96 oyuklu PCR plakalari

Ayri 96 oyuklu PCR plakalarinin segmentleri

7.1.1.2 64+32-kuyulu termobloklu cihazlar i¢cin onayli numune tiipleri
0.1 ml PCR tupleri

0.2 ml PCR tupleri

0,5 ml PCR tupleri

PCR tip seridi (0,1 mL veya 0,2 mL)

64 ve 32 kuyulu PCR plakalari

Ayri 96 oyuklu PCR plakalarinin segmentleri

7.1.1.3 Diiz termobloklu cihazlar i¢in onayli numune tipleri
e 4 tarafa kadar
7.1.1.4 Uyumlu PCR plaka tiirleri



Asagidaki PCR plaka tipleri uyumludur. PCR mikro test tliplerinin ve kapaklarinin bir secimi ayri olarak bulunabilir

Semi-skirted PCR plate Skirted PCR plate Non-skirted/unskirted PCR plate
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PCR plate with surrounding PCR plate with a surrounding PCR plate without any

half-edge. edge. surrounding edge.

7.1.1.5 Gereksinimler

Numune tipleri asagidaki gereksinimleri kargilamalidir:

e Sicakhk dayanimi en az 120 oC

e Termobloga tam oturma

7.1.1.6 Maksimum hacimler

* PCR plakalarive 0,1 mL veya 0,2 mL PCR tipleri: maks 70 RL
® 0,5 mL PCR tipleri: maks. 100 EIL

7.1.2 Numune tiplerinin yerlestirilmesi

l;_.Slt_.ripltu_|:>dl.erini termoblokun ortasina yerlestirin ve simetrik olarak yerlestirilmelerini saglayin. Bu uygulanabilir lot bireysel tlpleri, ube seritleri ve ayrilabilir PCR plakalarinin
olimleridir.

® 96 kuyulu termobloga en az 5 tlip yukleyin. Daha az reaksiyon grubunuz varsa, termoblok en az 5 tiiple doldurulacak sekilde bos tiipler de ekleyin.
7.2 Bir programin baslatiimasi

1. Navigasyonda programi ok tuslariyla isaretleyin veya editorde agin.

2. Baslat tusuna basin

3. Tamam yazilim tusuna basin

Program baslatilir ve durum goriinimu belirir.

7.2.1 Durum goriiniimii

Halihazirda aktif olan adim, yanip sdnen bir gizgi olarak gorintulenir.
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e Cikis ekran tusuna basarak istediginiz zaman durum gorinumduinden ¢ikabilir ve gezinme agacina donebilirsiniz.
7.3 Bir programi kesintiye ugratmak veya durdurmak

7.3.1 Bir programi kesintiye ugratmak

* 1. Durum gorunimuni agin

e 2. Durdur tusuna basin

e Duraklatildi, durum gorinimiinde goruntulenir.

7.3.2 Bir programi siirdiirme

e 1. Isitmali kapak acgiksa: isitmali kapagi kapatin

e 2. Devam yazilim tusuna basin

e durum gorinumunde calisiyor gértinur ve program calistirmasi devam eder.
7.3.3 Bir programi durdurma

e Abart yazilim tusuna basin

* Bosta durumu gorintulenir. Program durduruldu ve devam edilemiyor.

e Bir PCR programinin sonundaki bekletme adimi enter tusu ile tamamlanir.
7.4 En son ¢alistirilan programlari goériintiuleme

e Cihaz, en cok calistirilan 5 programin bir listesini gorintuleyebilir.

* PIN islevi aciksa ve oturum acildiysa, En son kullanilan digim, kullanici digimtnde konumlandirilir.
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* Asagidaki islevler mevcuttur:

Key: start Start the last run program.

Softkey: Prop. Display the properties of the last run program.
Softkey: Edit Edit the last run program.

Softkey: Copy Copy the last run program.

Softkey: Export Export the last run program.




9 Quick start

9.1 Login
O 1. Open the list.
User: Hoben [~ ]
PIN: [
[T | O]
_achir User Logi (a) 2. Select the user.
User 0 .
@ 3. Confirm your selection.
PIN:

User: Nellie -
PIN: [~

006
0006
999

4. Switch to the PIN: field.

5. Enter and confirm the PIN.




9.2  Creating folders and programs
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1. Select the user or folder.

2. Press the New Folder or New softkey.
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3. Enter the name and comment and
confirm.

9.3 Copying folders and programs
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1. Select the folder or program.
2. Press the Copy softkey.

3. Confirm the prompt.
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4. Mark the target folder or user.
5. Press the Paste softkey.




9.4 Deleting folders and programs
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1. Mark the folder or program.

2. Press the del key.

3. Press the enter key.

9.5 Editing programs

Eppan des NOAON I S

=8 Nl

v iF FRecerty Ursd

B chwscks
& TMEERN
o9 HA
B il
3 donyg
=& Dives Usasy
G

Pog. | Ed | Cor | St | Ewpee

1. Select the program.

2. Open the program editor.
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3. Press the Heoder softkey.
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6. Set the temperature control.

7. Confirm your entries.
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@ 14. Confirm your entries.
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9.6 Stopping and starting programs
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1. Mark the program.

2. Insert the sample tubes.
3. Close the heated lid.
4. Start the program.
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5. If several cyclers are connected:
highlight the cycler.

6. Confirm input.
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7. The following options are available in
the status view:
« Stop the program: press the Stop
softkey.
» Abort the program: press the Abort
softkey.
* Resume the program: press the
Resume softkey.




