COLYAK REAL TIME PCR KITI (HLA-DQ2, HLA-DQ8)

Kat. No:

GIRis

Colyak hastaligi; bugday, arpa, cavdar ve yulafli gidalara émir boyu siiren
intolerans ile karakterize bir ince badirsak hastalididir. Giniimiizde g¢olyakl
bireylerin dogustan genetik yatkinliga sahip oldugu ve bu durumun gevresel
faktorlerin de katkisiyla hastalida donustigi dustinilmektedir. Beyaz irkta
goriilme sikhig 1/300 ile 1/80 arasinda oldugu belirtilmektedir. HLA DQ2 varyant
icin DQA1*05, DQB1*02 ve HLA DQ8 varyant igin de DQA1*03, DQB1*0302
haplotipleri golyak hastaliinda belirleyici 6zellige sahiptir.

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, baskilanmanin ortadan kalkmasiyla ig5ma meydana gelir. Bu
islem sadece hedef bdlge Uzerinde hibridize olmus problarda gergeklesir.
Amplifikasyon miktari arttikga, reporter boyanin agida gikmasiyla birlikte 151ma
dodrusal olarak artmakta ve bu artis cihaz tarafindan es-zamanl olarak tespit

edilmektedir.

URUN OZELLIKLERL

Kit, PCR igin gerekli tlim bilesenleri igerisinde bulundurur. Gen bdlgesine spesifik
primer ve problar yardimi ile ornegin igerigi tespit edilir. Sistem multipleks
Ozellige sahiptir. Kit, HEX/JOE boyasini kullanarak tespit ettigi internal kontrol ile
PCR reaksiyonunuzun galigip calismadigini kontrol etmektedir.

Kullanidiginiz kit sistemi “ready to use” &zelligine sahiptir. Kit, Taq Polimeraz

dahil Real Time PCR reaksiyonu igin gerekli tim komponentleri igermektedir.

SIiSTEM iCERiGi

Bilesen 20 Test
e  Colyak Real Time PCR Master Miks 1 400 pl
e  (Codlyak Real Time PCR Master Miks 2 400 pl
e Kontrol DNA 30 pl
Tablo 1: Miksler, gen bolgeleri ve igerdigi boyalar
Tiip Gen bolgesi Boya
DQB1*02 FAM
Miks 1 DQA1*05 TEXAS RED
Internal Kontrol HEX/JOE
DQB1*0302 FAM
Miks 2 DQA1*03 TEXAS RED
Internal Kontrol HEX/JOE

111R-20-04

DNA iZOLASYONU

Ornekler steril, EDTA'l (mor kapakl) tiiplere alinmali, érnek alindiktan sonra
kanin pihtilasmasina engel olmak amaci ile tiip hafifge karistirimalidir. Alinan kan
ornekleri izolasyon agamasina 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 Her miks farkl tiiplerde galisiimalidir.

e  Mix ¢ozildikten sonra hafif pipetaj yaparak bir drnek igin, bir optik kapakl
tlp veya strip’e, 20 pl master miks (Ready to use) kullanilir. Daha sonra
her tiipe 5 pl 6rnek DNA 'si eklenir.

e  Optik kapaklar kapatilir ve asagida belirtilen programla galistirilir.

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

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

Bu sistemin galisabilecedi cihazlar;
ABI Prism ® 7500/7500 Fast*
Bio-Rad CFX96

*Eger;
e ABI Prism® sistemi kullaniyorsaniz, litfen pasif referans olarak “none”
segenedini seginiz.
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ANALiZ
PCR islemi bittikten sonra, sonuglarinizi FAM, TEXAS RED ve HEX/JOE boyasinda

analiz edebilirsiniz. Asagidaki analiz resimleri CFX96 cihazina aittir.
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Sekil 1: Internal kontrol pikleri — HEX/JOE boya

Internal Kontrol pikleri HEX/JOE boyasi ile analiz edilmelidir. DNA eklenmis tim
kuyularda internal kontrol pikleri gozlenmelidir. CT dederi ise 22 < ct < 26

araliginda olmaldir.

Amplification

ot = : . it I ]
0 5 10 15 20 25 30
Cycles

Sekil 2: DQB1*02 Pozitif sonug — FAM boya
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Sekil 3: DQA1*03 Pozitif sonug — TEXAS RED boya

Gen bolgesinin degerlendirmesi FAM ve TEXAS RED boyalari ile analiz edilmelidir.
flgili bélgeye ait amplifikasyon pikleri Tablo:1'de yer alan floresan boya
igeriklerine gdre analiz edilir. Bu asamada cihaziniza uygun olarak yapilmasi
gereken analiz ayarlar hakkinda tech@snp.com.tr adresinden bilgi alabilirsiniz.

Secilen boyada goriilmesi gereken CT deder aralidi ise 21 < ct < 25 dir. Bu
deder, kullanilan DNA konsantrasyonuna bagl olarak 2-3 siklus 6ne veya arkaya
kayabilmekle birlikte, ideal bir sonug igin bu dederler arasinda elde edilen pik

degerleri givenli kabul edilmektedir.
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Sekil 4: DQB1*02 Negatif sonug — FAM boya

Orneginiz master miks ile pik vermemisse sonucu, ilgili bélge icin “negatif”

olarak degerlendirmelisiniz.

OLAST PROBLEMLER

Eder internal kontrol calismiyorsa,

o DNA eksikligi,

e  Test'te inhibitor varligi sz konusudur.

Eder pikler geg bashyorsa,

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 inhibitor igeriyor olabilir.
e Yeterli miktarda DNA elde edememis olabilirsiniz.

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

UYARILAR

e Saklama kosullarina uygun olarak saklanmalidir.

e Oda sicaklidinda unutulmus PCR master miksleri kullaniimamaldir.

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

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

e Yalnizca in-vitro tani amagh kullanilabilir.

SAKLAMA KOSULLARI

e  Tum bilesenler —20°C de ve karanlikta saklanmalidir.

e TUm bilesenler, lriin kutusunun Uzerinde belirtilen son kullanma tarihine
kadar kullanilabilir.

e Sirekli eritip gdzdlirmek, Urliniin hassasiyetinde azalmalara neden olabilir.

Diizenlenme Tarihi: 24.10.2019
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