TROMBOFILI MULTIPLEKS REAL TIME PCR KiTI B
(4 MUTASYON)

Kat. No:

GIRiS

Trombozis ile ilgili sorunlar, kisilerin farkli pihtilasma problemlerinden

kaynaklanmaktadir. Yapilan calismalar belirli bazi mutasyonlarin pihtilasma
Trombofili Paneli, FII

Uzerinde ©nemli etkileri

FV Leiden,

oldugunu  gostermistir.

Prothrombin, MTHFR 677 ve 1298 mutasyonlarinin analizini

igermektedir.

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 igimasini 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 1gima
meydana gelir. Bu islem sadece hedef bolge iizerinde hibridize olmus problarda
gergeklesir. Amplifikasyon miktari arttikca, reporter boyanin agida gikmasiyla
birlikte floresan isima dogrusal olarak artmakta ve bu artis cihaz tarafindan es-

zamanli olarak tespit edilmektedir.

URUN OZELLIKLERI

Mutasyon bélgelerine uygun, Normal (Wild Tip) ve Mutant olmak Uzere dort
mastermiks ile galigilir. Kit, ilgili mutasyonlara uygun sekans spesifik primerler ve
prob igin dizayn edilmistir. Sistem, mutasyonlara &zgl farkli primer-prob

setlerinin  kombinasyonunu (Multipleks) icermektedir. Sistem ayrica CY5
boyasinda internal kontrol igerigi ile PCR reaksiyonunuzun galismasini da kontrol

etmektedir.

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

dahil Real Time PCR reaksiyonu igin gerekli tim komponentleri igermektedir.

SIiSTEM iCERiGi

Bilesen 20 Test
e TRP-4B Miks 1 (Wild Tip) 400 pl
e TRP-4B Miks 2 (Mutant Tip) 400 pl
o TRP-4B Miks 3 (Wild Tip) 400 pl
e TRP-4B Miks 4 (Mutant Tip) 400 pl
e Kontrol DNA 40 pl

SAKLAMA KOSULLARI

e Tum bilesenler — 20°C de ve karanlikta saklanmalidir.
e Tum bilegenler, Grin kutusunun tzerinde belirtilen son kullanma tarihine
kadar kullanilabilir.

e  Sirekli eritip gdzdurmek, triiniin hassasiyetinde azalmalara neden olabilir.

10R-20-04B
Tablo 1: Mutasyon Boya Tablosu
Tiip Mutasyon Boya
FII Normal FAM
677 Normal Texas Red
Miks 1
BOS JOE / HEX
Internal Kontrol CY5
FII Mutant FAM
677 Mutant Texas Red
Miks 2
BOS JOE / HEX
Internal Kontrol CY5
1298 Normal FAM
BOS Texas Red
Miks 3
FV Leiden Normal JOE / HEX
Internal Kontrol CY5
1298 Mutant FAM
BOS Texas Red
Miks 4
FV Leiden Mutant JOE / HEX
Internal Kontrol CY5
DNA iZOLASYONU

Ornekler steril, EDTA'l (mor kapakli) tiiplere alinmali ve &rnek alindiktan sonra

kanin pihtilasmasina engel olmak amaci ile tiip hafifge kargtirimalidir.

Kan drnekleri uzun siire bekletilecek ise -20°C'de muhafaza edilmelidir.

Kit, SNPure Genomic DNA ve MN NucleoSpin®Blood DNA izolasyon kitine gére

optimize edilmistir.
TEST PROSEDURU

e Normal (Wild Type) ve Mutant Tip master miksler ayri ayri galigiimaldir.

o Nazikge pipetaj yaparak master miksler karistirilir.

e Bir 6rnek igin, her optik kapakli tiip veya strip’e, 20 pl master miks

(Ready to use) aktarilir.

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

e  Optik kapaklar kapatilir ve agadida belirtilen programla test calistirilir.

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

Floresan boya olarak FAM, HEX/JOE, TEXAS RED ve CY5 secilmelidir.

Eder;

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

segenedini seginiz.
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Bu sistemin calisabilecedgi cihazlar;
ABI Prism ® 7000/7300/7500/7900
Bio-Rad CFX96

ANALiz
PCR islemi bittikten sonra, sonuglarinizi FAM, CY5, Texas Red, ve JOE boyasinda

analiz edebilirsiniz. Asagidaki analiz resimleri ABI7500 Fast cihazina aittir.
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Sekil 1: internal kontrol pikleri (CY5)

internal Kontrol pikleri CY5 boyasi ile analiz edilmelidir. DNA eklenmis tim
kuyularda internal kontrol pikleri gozlenmelidir. Cr degeri ise 21 < Cr < 26
araliginda olmaldir (Sekil 1).
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Sekil 2: FII Prothrombin Wild Type — FAM Boyasi (Miks 1 — 2)

Wild tip ve Mutant tip master mikslerin amplifikasyon pikleri Tablo:1'de yer alan
floresan boya igeriklerine gore analiz edilir. Master mikslere ait amplifikasyon
piklerinin Cr 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 gdsterebilir.

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

o Heterozigot drnek 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 =3 ise test tekrar edilmelidir.
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Sekil 3: FV Leiden Heterozygote — JOE/HEX Boyasi (Miks 3 — 4)
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Sekil 4: 677 Homozygote mutant — TEXAS RED Boyasi (Miks 1 — 2)

OLASI PROBLEMLER

Eder internal kontrol calismiyorsa,

o DNA eksikligi,

e Test'te inhibitor varligi.

Eder pikler gec bashyorsa,

e DNA'nin saf olmamasi.

e Kismi inhibitor varligi.

e DNA miktarinin dustkliga.

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

UYARILAR

e  Saklama kosullarina uygun olarak saklanmalidir.

e Oda sicakhiginda unutulmus PCR master miksleri kullanilmamalidir.

e PCR master miksi oda sicakiginda tamamen eritilip, bas asadi edilerek
hafifge karistirildiktan sonra tiiplere bdlinmelidir.

e  PCR master mikslerin raf 6mri 12 aydir. Kullanmadan dnce lretim tarihine
dikkat edilmelidir.

e  Yalnizca in-vitro tani amagl kullanilabilir.
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