Biyoteknoloji

FMF REAL TIME PCR KITi MULTIPLEKS

(26 MUTASYON)

Kat. No:

GiRis

FMF (Ailesel Akdeniz Atesi) genellikle Akdeniz Ulkeleri halklarinda gorilen,
otozomal resesif kaltilan hastaliktir. Marenostrin-Encoding Fever (MEFV)
genindeki farkli mutasyonlar hastaliga sebep olabilmektedir. Kitimiz, ekzon 1'de
R42W, E84K, ekzon 2'de L110P, E148Q, E148V, E167D, E230K/Q, T2671, P283L,
G304R, ekzon 3’de R354W, P369S, R408Q, ekzon 5'de F479L, ekzon 9'da 1591T
ve ekzon 10'da yer alan R653H, M680I(G/C-A), I692DEL, M6941, M694V, K695R,
V726A, A744S, R761H, mutasyonlari olmak Uzere 26 mutasyonu analiz
etmektedir. Kit, tlkemiz ve birgok Ulkede gorilen MEFV mutasyonlarinin 99.8" ini
taramaktadir.

TEST SISTEMiINiN PRENSiBi

Test prensibi, Taq DNA polimerazin 5-3’ exonuclease aktivitesine dayanmaktadir.

Probun 5" ucunda bir reporter boya ve 3’ ucunda da bir quencer boya
bulunmaktadir. Quencer boya reporter boyanin isimasini baskilamakta ayni
zamanda da probun primer gibi davranarak uzamasina engel olmaktadir. PCR
esnasinda enzim aktivitesi ile birlikte reporter ve quencer arasinda bulunan prob
pargalanarak ayrilir ve baskilanmanin ortadan kalkmasiyla floresan isima
meydana gelir. Bu islem sadece hedef bolge iizerinde hibridize olmug problarda
gergeklesir. Amplifikasyon miktari arttikga, reporter boyanin agida gikmasiyla
birlikte floresan isima dogrusal olarak artmakta ve bu artis cihaz tarafindan es-
zamanli olarak tespit edilmektedir.

URUN GZELLIKLER

Her &rnek igin 12 Miks ile galisilir. Sistem uygun sekans spesifik oligoniikleotidler
ile SNP analizinde kullanilan 5 niikleaz PCR igin 6zel olarak dizayn edilmis
kullanima hazir kimyasallan icermektedir. Uriin icerisinde Mutasyon analizleri icin
FAM, JOE/HEX, Texas RED ve Quasar 705 isaretli problar kullaniimaktadir.
Internal kontrol analizi igin ise CY5 ile isaretli prob bulunmaktadir. Mutasyonlar
ve ilgili boyalarn Tablo 1" de gorebilirsiniz. Kullandiginiz kit sistemi “ready to
use” Ozelligine sahiptir. Kit, Taq Polimeraz dahil Real Time PCR reaksiyonu igin
gerekli tim komponentleri igermektedir.

SISTEM iCERiGi

Bilesen 20 Test
e Miks 1 400 pl
e Miks 2 400 pl
e Miks 3 400 pl
e Miks 4 400 pl
e Miks5 400 pl
e Miks 6 400 pl
e Miks 7 400 pl
e Miks 8 400 pl
e Miks9 400 pl
e Miks 10 400 pl
e Miks 11 400 pl
e Miks 12 400 pl
e Kontrol DNA 75 ul

*Kontrol DNA internal kontrol ve bazi mutasyon bdlgelerini igeren sentetik plasmid DNA'dir.
Sentetik DNA ile elde edilmesi beklenilen sonuglar; 1692del Normal, M6941 Normal, M6801
Homozigot Mutant, K695R Normal, A744S Normal, M694V Homozigot Mutant, V726A
Homozigot Mutant ve R761H Homozigot Mutant. Sentetik DNA, érnek DNA'dan bir miktar
farkli amplifikasyon peak goriintiis verebilir.
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Tablo 1 : Tip — Mutasyon - Boya

Tiip | Mutasyon Boya
P369S Normal FAM
A744S Normal TEXAS RED
Miks 1 E84K Normal JOE / HEX
1692DEL Normal QUASAR 705
Internal Control CY5
P369S Mutant FAM
A744S Mutant TEXAS RED
Miks 2 E84K Mutant JOE / HEX
1692DEL Mutant QUASAR 705
Internal Control CY5
G304R Normal FAM
M694V Normal TEXAS RED
Miks 3 E148V Normal JOE / HEX
R42W Normal QUASAR 705
Internal Control CY5
G304R Mutant FAM
M694V Mutant TEXAS RED
Miks 4 E148V Mutant JOE / HEX
R42W Mutant QUASAR 705
Internal Control CY5
E148Q Normal FAM
V726A Normal TEXAS RED
Miks 5 F479L Normal JOE / HEX
R653H Normal QUASAR 705
Internal Control CY5
E148Q Mutant FAM
V726A Mutant TEXAS RED
Miks 6 F479L Mutant JOE / HEX
R653H Mutant QUASAR 705
Internal Control CY5
M694I Normal FAM
E167D Normal TEXAS RED
Miks 7 T2671 Normal JOE / HEX
R408Q Normal QUASAR 705
Internal Control CY5
M6941 Mutant FAM
E167D Mutant TEXAS RED
Miks 8 T2671 Mutant JOE / HEX
R408Q Mutant QUASAR 705
Internal Control CY5
M680I Normal FAM
L110P Normal TEXAS RED
Miks 9 P283L Normal JOE / HEX
1591T Normal QUASAR 705
Internal Control CY5
M680I Mutant FAM
L110P Mutant TEXAS RED
Miks 10 P283L Mutant JOE / HEX
1591T Mutant QUASAR 705
Internal Control CY5
K695R Normal FAM
R761H Normal TEXAS RED
Miks 11 E230K/Q Normal JOE / HEX
R354W Normal QUASAR 705
Internal Control CY5
K695R Mutant FAM
R761H Mutant TEXAS RED
Miks 12 E230K/Q Mutant JOE / HEX
R354W Mutant QUASAR 705
Internal Control CY5




DNA iZOLASYONU

Ornekler steril, EDTAll (mor kapakl) tiiplere alinmali, 6rnek alindiktan sonra
kanin pihtilasmasina engel olmak amaci ile tiip hafifge karnistiriimalidir. Alinan kan
ornekleri izolasyon asamasina kadar +4°C'de saklanmali, kan &rnekleri bir aydan
fazla bir siire bekletilecek ise -20°C'de muhafaza edilmelidir.

Sistemimiz, SNPure® Blood DNA ve MN NucleoSpin®Blood kitine gére optimize
edilmistir. Izolasyonun son asamasinda, elde edilen DNA’ nin 150 pl eliisyon

soliisyonu ile sulandiriimasi tavsiye edilmektedir.

TEST PROSEDURU

e Her 6rnek igin 12 Miks ile galigiimalidir.

e Nazikge pipetaj yaparak master miksler karigtirilir.

e  Bir ornek igin, her optik kapakli tip veya strip’e, 20 pl master miks
(Ready to use) aktarilir.

e Bu tiplere 5 pl (~1-100 ng) hasta DNA'si eklenerek 6rnek hazirlanmig
olur.

*  Optik kapaklar kapatilir ve asadida belirtilen programla test galistirilir.

PCR PROGRAMI
Tablo 2 : PCR Kosullan
95 °C 3 dk. Taq Aktivasyonu
95 °C 15 sn.
30 Dongi
62 °C 1 dk.

Floresan boya olarak FAM, CY5, Texas Red, HEX/JOE ve Quasar 705

segilmelidir.

Bu sistemin calisabilecedgi cihazlar;
Bio-Rad CFX96

ANALiZ

PCR islemi bittikten sonra, sonuglarinizi FAM, CY5, Texas Red, HEX/JOE ve
Quasar 705 boyasinda analiz edebilirsiniz. Asagidaki analiz resimleri Bio-Rad
CFX96 cihazina aittir.

Pratik olmasi agisindan protokoliin sonundaki Tablo 2'den (analiz tablosu)

yararlanabilirsiniz.
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Resim 1 : internal kontroller — CY5 boya

internal Kontrol pikleri CY5 boyasi ile analiz edilmelidir. DNA eklenmis tiim
kuyularda internal kontrol pikleri gézlenmelidir. CT degeri ise 21 < ct < 26

araliginda olmalidir.
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Resim 2 : E230K/Q Normal érnek — Hex boya

Mutasyonlarin amplifikasyon pikleri ilgili boya ile analiz edilir*. CT degerleri
21 < CT = 26 arasinda olmalidir. Bu CT degerleri SNPure® Blood DNA ve MN
NucleoSpin®Blood kitine gére optimize edilmistir. izolasyon protokollerine gére

+2/3 siklus farkliliklar gosterebilir.

Homozigot “Wild-Tip” 6rnek sadece “Wild Tip” master mikslerde pik verir.

Heterozigot 6rnek hem “Wild-Tip”, hem de “Mutant Tip"” master miksde pik

verir.

Homozigot mutant 6rnek sadece “Mutant Tip” master miksde pik verir.

Heterozigot 6rneklerde “Wild-Tip” piki ile “Mutant Tip” pikleri arasinda en
fazla 3 siklus fark olmalidir. Bu fark 4 < CT <6 siklus aralijinda ise test
tekrar edilmelidir.

*Liitfen Tablo 17 kontrol ediniz.
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Amplification
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Resim 3 : E148Q Heterozigot Mutant 6rnek — Fam boya

UYARILAR
e Saklama kosullarina uygun olarak saklanmaldir.
Amplification . X
7000 4T T T e Oda sicakhidinda unutulmus PCR master miksler kullaniimamalidir.

e PCR master miksi oda sicakliginda tamamen eritilip, hafifce kanistirildiktan
sonra tiplere bolinmelidir.

e PCR master mikslerin raf dmrii 12 aydir. Kullanmadan 6nce uretim tarihine
dikkat edilmelidir.

e Yalnizca in-vitro tani amagh kullanilabilir.

2000
e SAKLAMA KOSULLARI
: : : ; : e Tum bilegenler —20°C de ve karanlikta saklanmalidir.
03 ! t : e e s - - - -
i ) i R 3 B Es e Tim bilesenler, Griin kutusunun {zerinde belirtilen son kullanma tarihine
Cycles kadar kullanilabilir.

Resim 4 : M694V Homozigot Mutant érmek — Texas Red boya e Sirekli eritip gdzdiirmek, triinlin hassasiyetinde azalmalara neden olabilir.

Diizenlenme Tarihi: 18.10.2017
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P369S / FAM G304R / FAM m\_pmo | FAM M694I / Fam M6801 / FAM K695R / FAM
A744S | T. RED M694V / T. RED V726A/ T. RED E167D / T. RED L110P / 7. RED R761H/ T. RED
A E84K / JOE-HEX E148V | JOE-HEX F479L /| JOE-HEX T2671 / JOE-HEX P283L / JOE-HEX E230K/Q / JOE-HEX
1692DEL / QUA 705 R42W / QUA 705 R653H / QUA 705 R408Q / QUA 705 1591T / QUA 705 R354W / QUA 705
Int. Control / CY5 Int. Control / CY5 Int. Control / CY5 Int. Control / CY5 Int. Control / CY5 Int. Control / CY5
E— E— — B — N
P369S | FAM G304R / FAM E148Q/ FAM M694I /| Fam M6801 / FAM K695R / FAM
AT744S | T. RED M694V / T. RED V726A/ T. RED E167D / T. RED L110P / 7. RED R761H/ T. RED
B E84K | JOE-HEX E148V | JOE-HEX F479L | JOE-HEX T2671 ] JOE-HEX P283L / JOE-HEX E230K/Q / JOE-HEX
1692DEL / QUA 705 R42W | QUA 705 R653H / QUA 705 R408Q / QUA 705 1591T / QUA 705 R354W | QUA 705
Int. Control / CY5 Int. Control / CY5 Int. Control / CY5 Int. Control / CY5 Int. Control / CY5 Int. Control / CY5
I I — I I
P369S / FAM G304R | FAM E148Q/ FAM M694I / FAM M680I / FAM K695R | FAM
AT44S | T. RED M694V / T. RED V726A/ T. RED E167D / T. RED L110P / T. RED R761H/ T. RED
C E84K | JOE-HEX E148V | JOE-HEX F479L | JOE-HEX T2671/ JOE-HEX P283L / JOE-HEX E230K/Q | JOE-HEX
1692DEL / QUA 705 R42W / QUA 705 R653H / QUA 705 R408Q / QUA 705 1591T / QUA 705 R354W | QUA 705
Int. Control / CY5 Int. Control / CY5 Int. Control / CY5 Int. Control / CY5 Int. Control / CY5 Int. Control / CY5
P369S / FAM G304R / FAM E148Q/ FAM M6941 / FAM M6801 / FAM K695R / FAM
A744S | T. RED M694V / T. RED V726A/ T.RED E167D / T RED L110P / 7. RED R761H/ T. RED
D E84K / JOE-HEX E148V | JOE-HEX F479L | JOE-HEX T2671 | JOE-HEX P283L / JOE-HEX E230K/Q / JOE-HEX
1692DEL / QUA 705 R42W | QUA 705 R653H / QUA 705 R408Q / QUA 705 1591T / QUA 705 R354W | QUA 705
Int. Control / CY5 Int. Control / CY5 Int. Control / CY5 Int. Control / CY5 Int. Control / CY5 Int. Control / CY5
——— I ——— ——— I
P369S / FAM G304R | FAM E148Q / FAM M694I / Fam M6801 / FAM K695R / FAM
AT44S | T. RED M694V / T. RED V726A/ T. RED E167D / T. RED L110P / 7. RED R761H/ T. RED
E E84K | JOE-HEX E148V | JOE-HEX F479L | JOE-HEX T2671 / JOE-HEX P283L / JOE-HEX E230K/Q / JOE-HEX
1692DEL / QUA 705 R42W / QUA 705 R653H / QUA 705 R408Q / QUA 705 1591T / QUA 705 R354W | QUA 705
Int. Control / CY5 Int. Control / CY5 Int. Control / CY5 Int. Control / CY5 Int. Control / CY5 Int. Control / CY5
I I I I R
P369S /| FAM G304R / FAM E148Q/ FAM M694I / FAM M6801 / FAM K695R / FAM
A744S | T. RED M694V / T. RED V726A/ T. RED E167D / T. RED L110P / . RED R761H/ T. RED
F E84K | JOE-HEX E148V | JOE-HEX F479L | JOE-HEX T2671 | JOE-HEX P283L / JOE-HEX E230K/Q /| JOE-HEX
1692DEL / QUA 705 R42W / QUA 705 R653H / QUA 705 R408Q / QUA 705 1591T / QUA 705 R354W / QUA 705
Int. Control / CY5 Int. Control / CY5 Int. Control / CY5 Int. Control / CY5 Int. Control / CY5 Int. Control / CY5
I I I I I
P369S / FAM G304R | FAM E148Q/ FAM M694I / FAM M6801 / FAM K695R / FAM
AT744S | T. RED M694V / T. RED V726A/ T. RED E167D / T. RED L110P / . RED R761H/ T. RED
G E84K /| JOE-HEX E148V | JOE-HEX FA479L | JOE-HEX T2671 | JOE-HEX P283L / JOE-HEX E230K/Q / JOE-HEX
1692DEL / QUA 705 R42W | QUA 705 R653H / QUA 705 R408Q / QUA 705 1591T / QUA 705 R354W | QUA 705
Int. Control / CY5 Int. Control / CY5 Int. Control / CY5 Int. Control / CY5 Int. Control / CY5 Int. Control / CY5
P369S / FAM G304R | FAM E148Q / FAM M694I / FAM M680I / FAM K695R / FAM
A744S | T. RED M694V / T. RED V726A/ T.RED E167D / T. RED L110P / T. RED R761H/ T RED
H E84K / JOE-HEX E148V | JOE-HEX FA79L | JOE-HEX T2671 | JOE-HEX P283L / JOE-HEX E230K/Q / JOE-HEX
1692DEL / QUA 705 R42W / QUA 705 R653H / QUA 705 R408Q / QUA 705 1591T / QUA 705 R354W / QUA 705
Int. Control / CY5 Int. Control / CY5 Int. Control / CY5 Int. Control / CY5 Int. Control / CY5 Int. Control / CY5
——— N I —— ——




