HLA B52 REAL TIME PCR KiTI

Kat. No:

GIRis

HLA B5 (Human Leukocyte Antigen B5 ) kromozom 6 lzerinde yer alan ve MHC
lokus B tarafindan kodlanan sinif I doku uygunluk antijenlerinden biridir. HLA B5
pozitiflii Behget Hastaligi ile iligkilendiriimektedir. Behget Hastalidina sahip
bireylerin % 70 — 80 ‘inde HLA B5 pozitiftir. Kit, IMGT/HLA Gene FASTA
3.32.0 database’ da yer alan tim HLA B52 alt tiplerini yliksek spesifite ile analiz
eder.

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

URUN OZELLIKLERL

Kit, HLA B52 bdlgesine uygun sekans spesifik primerler ve prob ile hazirlanmistir
ve 5’ niikleaz PCR yontemine uygun kimyasallari igerir.

Her hasta igin HLA B52 bdlgesine uygun, iki master miks ile galisilir. Miks 1'de ve
Miks 2'de HLA B52 igin FAM isaretli boyay! analiz etmeniz gerekmektedir. Ayrica
Her iki miskte de PCR calismasini kontrol eden, HEX/JOE boyasi ile isaretli
internal kontrol mevcuttur.

Kullanidiginiz kit sistemi “ready to use” ozelligine sahiptir. Kit, Taq Polimeraz
dahil Real Time PCR reaksiyonu igin gerekli tim komponentleri igermektedir.

Kit, 1 ng/pl tespit limiti (LOD) ile gok yliksek hassasiyet saglar.

SISTEM iCERiGi

Bilesen 20 Test
e HLA B52 Miks 1 400 pl

e HLA B52 Miks 2 400 pl

e  Pozitif Kontrol DNA* 20 pl

e Negatif Kontrol DNA* 20 pl

*Kontrol DNA'lar plazmid icermektedir ve Plazmid DNA’larin amplifikasyon pikleri
ornek DNA piklerine gore hafif farklliklar gosterebilir.

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.

504R-10-01

DNA iZOLASYONU

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

Kitimiz, SNPure 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 Miks 1 ve Miks 2 ayri tiiplerde galisiimalidir.

e Miksler gozildikten sonra hafif pipetaj yaparak bir 6rnek igin, her optik
kapakli tiip veya strip’e, 20 pl master miks (Ready to use) kullanilir.
Daha sonra her tiipe 5 pl 6rnek DNA ‘si eklenir.

e Asadida belirtilen programla galistirilir.

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

Floresan boya olarak FAM ve HEX/JOE segilmelidir.

Eder;

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

e Mic gPCR Cycler kullaniyorsaniz, litfen “Adjust Gain Settings” kisminda
Green Auto Gain degerini 20’ ye, Yellow Auto Gain degerini 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 Bio-Rad CFX96 cihazina aittir.
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Sekil 1: internal Kontrol (HEX/JOE Boyasi)

Internal Kontrol pikleri HEX/JOE boyasi ile analiz edilmelidir. DNA eklenmis tim
kuyularda internal kontrol pikleri gézlenmelidir. CT dederi ise 20 < ct < 26
araliginda olmaldir (Sekil: 1)
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Sekil 2: HLA B52 Pozitif Ornek (FAM Boyas, iki miks sonucu da pozitif)

o Orneginiz iki Master miskte de (FAM Boyasl) pozitif ise testin sonucu “HLA
B52 Pozitif” olarak degerlendiriimelidir (Sekil: 2).
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Sekil 3: HLA B52 Negatif Ornek (FAM Boyasi, sadece Miks 1 sonucu pozitif, Miks 2 Negatif)

o Orneginiz ki Master miskten (FAM Boyasi) sadece birinde pozitif ya da her
iki master miks igin negatif ise testin sonucu “HLA B52 Negatif” olarak
degerlendirilmelidir (Sekil: 3-4-5).
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Sekil 4: HLA B52 Negatif Ornek (FAM Boyasi, sadece Miks 2 sonucu pozitif, Miks 1 Negatif)
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Sekil 5: HLA B52 Negatif Ornek (iki master miks de negatif)

OLASI PROBLEMLER

Eder internal kontrol negatifse,

o DNA eksikligi,

e  Test'te inhibitor varligi sz konusudur.

Eder pikler gec bashyorsa,

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 sicakidinda unutulmus PCR master miksleri kullaniimamaldir.

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

e PCR master mikslerin raf 6mri 12 aydir. Kullanmadan 6nce Uretim tarihine
dikkat edilmelidir.

e Yalnizca in-vitro tani amagh kullanilabilir.
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