Y KROMOZOM MIKRODELESYON MULTIPLEKS

REAL TIME PCR KITI (8 BOLGE)

Kat. No:

GIRis
Y Kromozomu {zerindeki mikrodelesyonlar Klinefelter sendromundan sonra en
sik gorllen spermatogenesis eksikligi sebebidir. Y kromozomundaki Ydq11.23
(AZFa, AZFb,

spermatogenesis  sorumlu

bolgelerinin ve AZFc) V ve VI tekrarlanan bdlgeleri

genlerini  igermektedir.  Bu  bdlgelerdeki

mikrodelesyonlar azospermia’ ya neden olmaktadir.

KiT 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 isima meydana gelir. Bu
islem sadece hedef bdlge Uzerinde hibridize olmus problarda gergeklesir.
Amplifikasyon miktari arttikga, reporter boyanin agida gikmasiyla birlikte 151ma
dogrusal olarak artmakta ve bu artis cihaz tarafindan eg-zamanli olarak tespit
edilmektedir.

URUN OZELLIKLERT

Sistem, PCR igin gerekli tiim bilegenleri igerisinde bulundurur. Y kromozomunun
ilgili bolgelerine ait spesifik primerler ve problarla multipleks analiz yapilmaktadir.
Sistem ayrica her tiipte CY5 boyasi ile isaretli internal kontrol (Prothrombin geni -
FII; OMIM: 176930) ile PCR reaksiyonunuzun galismasini kontrol etmektedir.

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

dahil Real Time PCR reaksiyonu igin gerekli tim komponentleri igermektedir.

KiT icERiIGI

Bilesen 10 Test
e YD-08 Miks 1 200 pl
o YD-08 Miks 2 200 pl
e YD-08 Miks 3 200 pl
e  Kontrol DNA 40 pl

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 gdzdurmek, triiniin hassasiyetinde azalmalara neden olabilir.

DNA iZOLASYONU

Kandan Genomik DNA izolasyonu, herhangi bir spin kolon yontemiyle yapilabilir.
DNA elde edildikten sonra — 20°C de saklanmalidir. Y Mikrodelesyon 8 Bolge Real
Time PCR Kiti, MN NucleoSpin®Blood ve SNPure Genomic DNA izolasyon kitine

gore optimize edilmistir.

15R-20-08

Tablo 1: Bolge - Boya Tablosu

Tiip AZF Bolgesi Boya
SY14 - SRY (Kontrol) FAM
ZFY (Kontrol) HEX/JOE
Miks 1
SY84 (AZFa) — USP9Y Texas Red
Internal kontrol CY5
SY127 (AZFb) FAM
SY255 (AZFc) HEX/JOE
Miks 2
SY86 (AZFa) Texas Red
Internal kontrol CY5
SY254 (AZFc) FAM
SY134 (AZFb) HEX/JOE
Miks 3
BOS Texas Red
Internal Kontrol CY5
TEST PROSEDURU

e Her miks ayr tiiplerde galigiimalidir.

e Mix gozildiikten sonra hafif pipetaj yaparak bir 6rnek igin, her optik kapakh

tlp veya strip’e, 20 pl master miks (Ready to use) kullanilir. Daha sonra

her tiipe 5 pl 6rnek DNA 'si eklenir.

o Optik kapaklar kapatilir ve asagida belirtilen programla 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 segilmelidir.

Eger;

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

segenegdini seginiz.

Bu sistemin galisabilecedi cihazlar;

ABI Prism ® 7000/7300/7500/7900

Bio-Rad CFX96
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ANALiz
PCR islemi bittikten sonra, sonuglarinizi FAM, HEX/JOE, TEXAS RED ve CY5

boyasinda analiz edebilirsiniz.  internal Kontrol pikleri CY5 boyasi ile, AZF

bolgeleri ise FAM, HEX/JOE ve TEXAS boyas! ile analiz edilmelidir. Hangi

(Bolge-Boya Tablosu) bakiniz.
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Sekil 1: CY5 Boyasinda internal Kontrol

internal kontrol DNA eklediginiz tiim kuyularda CY5 boyasinda pik vermeli ve CT
dederi 18 < X < 25 aralifinda olmalidir (Sekil: 1). Pik alamadiginiz durumlar

igin “olasi problemler” boliimiine bakabilirsiniz.
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Sekil 2: Miks 2, FAM Boyasi — SY127 Delesyon negatif

o Orneginiz master miks de ilgili boya ile pik vermisse sonucu, O bélge igin

“Delesyon negatif” olarak degerlendirmelisiniz (Sekil: 2).

Amplification Plot
375,000
350,000
325 000
300 000
275,000
250,000
225,000
200,000

ARN

175,000
160,000
125,000
100,000
75,000
50,000
25,000
o

2 4 8 & W@ 12 14 W W WM 2 M W W ;W B W

Cycle

Lagand

| E ¢ WD ME HF Hc EH
AZF Bolgesi - Pik Yok / Delesyon Var - (Fam Boyasi)

Sekil 3 : Miks 3, HEX/JOE Boyasi — SY134 Delesyon Pozitif

o Orneginiz master miks de ilgili boya pik vermemisse sonucu, o bélge icin
“Delesyon pozitif” olarak degerlendirmelisiniz (Sekil: 3).

AZF bolgeleri igin FAM, HEX/JOE ve TEXAS RED boyasinda analiz yapmaniz
gerekmektedir. Bu boyada gérmeniz gereken CT degder araligi ise 18 < X < 25
dir. Bu deger, kullanilan DNA konsantrasyonuna bagl olarak 2-3 siklus 6ne veya
arkaya kayabilmektedir.

OLASI PROBLEMLER

Eder internal kontrol calismiyorsa,

o DNA eksikligi,

e  Test'te inhibit6r varligi ,

s6z konusudur.

Eder pikler gec bashyorsa,

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

o Orneginizin DNAs! saf degildir veya az miktarda inhibitor igeriyor olabilir.
e Yeterli miktarda DNA elde edememis olabilirsiniz.

Boyle durumlarda galisma tekrar edilmeli eger ayni problem devam ediyorsa
yeniden DNA izolasyonu yapilmalidir.

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

UYARILAR

e  Saklama kosullarina uygun olarak saklanmalidir.

e Oda sicakhiginda unutulmug 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 &nce (retim tarihine
dikkat edilmelidir.

e  Yalnizca in-vitro tani amagl kullanilabilir.
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