FV Y1702C REAL TIME PCR KITi

Kat. No:

GiRis

Pihtlasma faktéri V (FV), hem prokoagiilan yolunda hem de protein C
antikoagdilan yolunda, trombin olusumunda hemostatik dengenin korunmasinda
6nemli bir rol oynar. FV eksikligi degisken fenotipik ekspresyonu olan nadir bir
kanama bozuklugudur. FV Y1702C mutasyonunun varlidi, tip I FV eksikligi ile
iliskilidir. Bu nadir pihtilasma bozuklugunun altinda yatan mutasyonlarin
molekiiler temelini belirlemek, FV eksikligi olan hastalarin degisken klinik
fenotiplerinde yer alan mekanizmalar hakkinda daha fazla bilgi edinilmesine
yardimci olacaktir.

TEST SiSTEMININ 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, baskilanmanin ortadan kalkmasiyla i1sima meydana gelir. Bu
islem sadece hedef bdlge Uzerinde hibridize olmus problarda gergeklesir.
Amplifikasyon miktar arttikga, reporter boyanin agida gikmasiyla birlikte 1s1ma
dogrusal olarak artmakta ve bu artis cihaz tarafindan eg-zamanli olarak tespit
edilmektedir.

URUN OZELLIiKLERI

Her hasta igin, her mutasyon bdlgesine uygun, Normal ve Mutant olmak (izere iki
master miks calisilir. Sistem, SNP analizinde kullanilan 5’ niikleaz PCR igin ozel
olarak hazirlanmis kullanima hazir  kimyasallari  saglamaktadir ve ilgili
mutasyonlara uygun sekans spesifik primerler ve problar igermektedir.

Sistem iki farkli primer-prob seti igermektedir. Mutasyon analizleri igin FAM
isaretli, sistemin dogru sekilde galisip calismadigini kontrol eden internal kontrol
analizi igin ise HEX/JOE boyasi ile isaretli prob kullaniimaktadir.

Kullandiginiz kit sistemi “ready to use” ozelligine sahiptir. Kit, Taq Polimeraz

dahil Real Time PCR reaksiyonu igin gerekli tim komponentleri icermektedir.

SISTEM iCERiGi

Bilesen 20 Test
e FV 1702 Normal PCR Master Miks 400 pl

e FV 1702 Mutant PCR Master Miks 400 pl

e Kontrol DNA 20 pl

SAKLAMA KOSULLARI

e  TUm bilesenler —20°C de ve karanlikta saklanmalidir.
e Tum bilesenler, {riin kutusunun Uzerinde belirtilen son kullanma tarihine
kadar kullanilabilir.

e  Sirekli eritip gdzdiirmek, Uriiniin hassasiyetinde azalmalara neden olabilir.

109R-10-01

DNA iZOLASYONU

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

Sistemimiz, 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 Normal (Wild Type) ve Mutant Tip master miksler ayri ayri galisiimalidir.

o Nazikge pipetaj yaparak master miksler karistirilir.

e  Bir drnek igin, her optik kapakl tip veya strip’e, 20 pl master miks
(Ready to use) aktarilr.

e Butiiplere 5 pl hasta DNA'si eklenerek 6rnek hazirlanmis olur.

e Optik kapaklar kapatilir ve asagida belirtilen programla test calistirilir.

PCR PROGRAMI
95 °C 3 dk. Taq Aktivasyonu
95 °C 15 sn.
30 Déngui
60 °C 1 dk.

Floresan boya olarak FAM ve HEX/JOE secilmelidir.

Eder;

e ABI Prism® sistemi kullaniyorsaniz, liitfen pasif referans olarak “none”
segenedini seginiz.

e Mic gPCR Cycler kullaniyorsaniz, litfen “Adjust Gain Settings” kisminda
Green Auto Gain degerini 20’ ye, Yellow Auto Gain dederini 10’ a

ayarlayin.

Bu sistemin galisabilecedi cihazlar;
ABI Prism ® 7000/7300/7500/7900
Bio-Rad CFX96

Roche LightCycler® 480 System

Rotor Gene Q

Mic gPCR Cycler
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ANALiz

PCR islemi bittikten sonra, sonuglarinizi FAM ve HEX/JOE boyasinda analiz

edebilirsiniz. Asagidaki analiz resimleri ABI7500 cihazina aittir.
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internal Kontrol pikleri HEX/JOE boyasi ile analiz edilmelidir. DNA eklenmis tiim
kuyularda internal kontrol pikleri gézlenmelidir. CT dederi ise 22 < ct < 26

araliinda olmalidir.
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Wild tip ve Mutant tip master mikslerin amplifikasyon pikleri FAM boyas ile
analiz edilir. Master mikslere ait amplifikasyon piklerinin Ct dederleri 21 < Cr <
26 arasinda olmaldir. Bu Cr degerleri SNPure® Blood DNA ve MN
NucleoSpin®Blood kitine gére optimize edilmistir. izolasyon protokollerine gére
+2/3 siklus farkliliklar gésterebilir.

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 drneklerde “Wild Tip” piki ile “Mutant Tip” pikleri arasinda en
fazla 3 siklus fark olmalidir. Bu fark 4 < Cr <6 siklus aralidinda ise test
tekrar edilmelidir.
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OLASI PROBLEMLER

Eder internal kontrol calismiyorsa,

o DNA eksikligi,

e  Test'te inhibitor varligi s6z konusudur.

Eger pikler geg bashiyorsa,

Oncelikle 6rneklerinizin piklerini pozitif kontrol DNA pikleri ile karsilagtirin. Eger
pozitif kontrol DNA da bir sorun yoksa,

o Orneginizin DNA's! saf degildir veya az miktarda inhibitér iceriyor olabilir.
e Yeterli miktarda DNA elde edememis olabilirsiniz.

Litfen sorulariniz igin bizimle temasa gegin. tech@snp.com.tr

UYARILAR

e  Saklama kosullarina uygun olarak saklanmalidir.

e Oda sicakhginda unutulmus PCR master miksler kullanilmamalidir.

e PCR master miksi oda sicakliginda tamamen eritilip, hafifge kanistirildiktan
sonra tliplere bolinmelidir.

e PCR master mikslerin raf émrii 12 aydir. Kullanmadan &nce uretim tarihine
dikkat edilmelidir.

e  Yalnizca in-vitro tani amagl kullanilabilir.
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