DIREKT HLA B27 REAL TIME PCR KiTI

Kat. No:

GiRis

HLA B27 (Human Leukocyte Antigen B27) kromozom 6 {izerinde yer alan ve MHC
lokus B tarafindan kodlanan sinif I doku uygunluk antijenlerinden biridir. B27
pozitifliginin birgok otoimmun hastalikla iliskili oldugu belirlenmistir. En sik
gorileni ankilozan spondilit'tir. Hastalarin % 90-96'sinda HLA B27 pozitif oldugu
gorilir. JRA (junenil romatoid artrit), Reaktif artrit (Reiter sendromu gibi) ve
izole Akut Anterior Uveit HLA B27 pozitifligi ile iligkili gorilen diger hastaliklardir.
Ayrica Inflamatuvar Barsak Hastaliklari ve bazi kronik hastaliklarda da pozitifligi
saptanabilmektedir. Kit, HLA B27' yi DNA izolasyonuna gerek olmadan tam
kandan direkt tespit edebilir. Kit, IMGT/HLA Gene FASTA 3.32.0 database’
da yer alan B27:07:01, B27:07:04, B27:24, B27:32 ve B27:70 disindaki tim HLA
B27 alt tiplerini yiiksek spesifite ile analiz eder (Bkz Tablo 1).

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 151ma
dogrusal olarak artmakta ve bu artis cihaz tarafindan eg-zamanli olarak tespit
edilmektedir.

URUN OZELLIKLERL

Kit, HLA B27 bdlgesine uygun sekans spesifik primerler ve prob ile hazirlanmistir
ve 5’ niikleaz PCR yontemine uygun kimyasallar igerir. Her hasta HLA B27
bélgesi igin Direkt miks galisilir. Miks iki farkl primer-prob seti igermektedir. HLA
B27 bolge analizi igin FAM isaretli boya kullanilmistir. Ayrica miskin iginde, PCR
calismasini kontrol eden (internal kontrol) HEX/JOE boyas! ile isaretli internal
kontrol mevcuttur. Kullanidiginiz kit sistemi “ready to use” &zelliine sahiptir.
Kit, Taq Polimeraz dahil Real Time PCR reaksiyonu igin gerekli tim komponentleri
igermektedir.

SISTEM iCERiGi

Bilesen 20 Test 50 Test
e HLA B27 Direkt Miks 400 pl 1000 pl
e  Pozitif Kontrol* 20 pl 40 pl

e Negatif Kontrol * 20 pl 40 pl

*Kontroller plazmid igermektedir ve Plazmid DNA'larin amplifikasyon pikleri érnek
DNA piklerine gore hafif farkliliklar gdsterebilir.

SAKLAMA KOSULLARI

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

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

e  Sirekli eritip gdzdurmek, triiniin hassasiyetinde azalmalara neden olabilir.

501R-10-03

DNA iZOLASYONU
Kit, DNA izolasyonuna gerek duymadan tam kantan direkt olarak galismaya

uygundur.

TEST PROSEDURU

e Miksi gbziinmesi igin oda sicakligina birakilir

e  Mikx g¢oziildiikten sonra hafif pipetaj yaparak karistirilir.

e Her bir 6rnek igin, beyaz PCR Plate / tiipe 20 pl Direkt Miks boliin(r.
e Periferik tam kan tiipi ters diiz edilerek karigtirilir.

e Daha sonra Direkt Mikslerin oldugu her tipe 0.5 pl 6rnek kani eklenir.
o Optik kapaklar kapatilir ve asagida belirtilen programla calistirilir.

PCR PROGRAMI
95 °C 5 dk. Taq Aktivasyonu
95 °C 10 sn.
35-40 Dongu *
63°C 1 dk.

Floresan boya olarak FAM ve HEX/JOE secilmelidir.

*Programdaki doéngii sayisi kullanilan cihaza ve/veya kullanilan PCR

tiiplerine gore dedisiklik gosterebilir.
Eger;
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;
Bio-Rad CFX96, Opus 96

ABI Prism ® 7500/7500 Fast

Roche LightCycler® 480 System

Rotor Gene Q

Mic gPCR Cycler

Long Gene

ANALiZ

PCR islemi bittikten sonra, sonuglarinizi FAM ve HEX/JOE boyasinda analiz
edebilirsiniz. Asadidaki analiz resimleri Bio-RAD CFX96 cihazina aittir. internal
Kontrol pikleri HEX/JOE boyasi ile analiz edilmelidir. DNA eklenmis tiim kuyularda
internal kontrol pikleri gdzlenmelidir (Sekil 1). internal kontrol ve B27
amplifikasyon piklerinin ct aralklari 25 < x < 34 olmalidir (Sekil 1-2). FAM
boyasinda amplifikasyon piki var ise testin sonucu “HLA B27 Pozitif” olarak
degerlendirilmelidir. Pozitif drnekler icin; internal Kontrol ve HLA B27 pikleri
Ustliste veya birbirine yakin olmalidir (Sekil: 2).

FAM boyasinda pik yok ise testin sonucu “HLA B27 Negatif” olarak
degerlendirilmelidir (Sekil: 3).
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Sekil 3: HLA B27 Negatif Ornek (FAM Boyast)

OLASI PROBLEMLER
Eder internal kontrol negatifse,

Ornek eksikligi,

Ornekte ciddi PCR inhibitdrii varligi séz konusudur.

Liitfen testi tekrar ediniz.

Daha fazla sorulariniz igin bizimle temasa gegin. tech@snp.com.tr

UYARILAR

Saklama kosullarina uygun olarak saklanmalidir.

Oda sicakhiginda unutulmus PCR Direkt miksleri kullanilmamalidir.

PCR Direkt miksi oda sicakliginda tamamen eritilip, bas asadl edilerek hafifge

karistiriidiktan sonra tiiplere bolinmelidir.

PCR Direkt mikslerin raf 6émrii 12 aydir. Kullanmadan once tretim tarihine dikkat

edilmelidir.

Yalnizca in-vitro tani amagli kullanilabilir.

Tablo 1: Kitin tespit ettigi HLA B27 alt tiplerinin listesi.
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HLA B27 Alttipleri

B*27:01 B*27:05:18:01 B*27:118 B*27:207
B*27:02:01:01 B*27:05:18:02 B*27:123 B*27:208
B*27:02:01:02 B*27:05:23 B*27:131 B*27:209
B*27:02:01:03 B*27:05:31 B*27:137 B*27:210
B*27:02:01:04 B*27:05:32 B*27:142 B*27:211
B*27:02:01:05 B*27:05:33 B*27:144:01 B*27:212N
B*27:02:01:06 B*27:05:34 B*27:146 B*27:213
B*27:02:01:07 B*27:05:35 B*27:150 B*27:214
B*27:02:01:08 B*27:05:36 B*27:157 B*27:216
B*27:02:05 B*27:05:37 B*27:158 B*27:217
B*27:02:06 B*27:05:39 B*27:162 B*27:218
B*27:03 B*27:05:40 B*27:163 B*27:219
B*27:04:01 B*27:05:41 B*27:165 B*27:220
B*27:05:02:01 B*27:05:42 B*27:169 B*27:221
B*27:05:02:02 B*27:05:43 B*27:170 B*27:222
B*27:05:02:03 B*27:05:44 B*27:173 B*27:223N
B*27:05:02:04Q B*27:05:45 B*27:174 B*27:224
B*27:05:02:05 B*27:05:46 B*27:175 B*27:227
B*27:05:02:06 B*27:05:48 B*27:176N B*27:229
B*27:05:02:07 B*27:05:49 B*27:177 B*27:230
B*27:05:02:08 B*27:05:5 B*27:178:01 B*27:231
B*27:05:02:09 B*27:05:51 B*27:178:02 B*27:232
B*27:05:02:10 B*27:05:52 B*27:179 B*27:233
B*27:05:02:11 B*27:05:53 B*27:180 B*27:234
B*27:05:02:12 B*27:05:54 B*27:181 B*27:235
B*27:05:02:13 B*27:05:55 B*27:182 B*27:236
B*27:05:02:14 B*27:05:56 B*27:184 B*27:237
B*27:05:02:15 B*27:06:01:01 B*27:185Q B*27:238
B*27:05:02:16 B*27:06:01:02 B*27:186 B*27:239
B*27:05:02:17 B*27:08 B*27:187 B*27:240
B*27:05:02:18 B*27:09 B*27:188 B*27:241
B*27:05:02:19 B*27:10 B*27:189 B*27:242
B*27:05:02:20 B*27:12:01:01 B*27:190 B*27:243N
B*27:05:02:21 B*27:12:01:02 B*27:191 B*27:244
B*27:05:02:22 B*27:12:01:03 B*27:192 B*27:245
B*27:05:02:23 B*27:13:01 B*27:193 B*27:246N
B*27:05:02:24 B*27:14 B*27:194 B*27:247
B*27:05:02:25 B*27:15 B*27:195 B*27:248
B*27:05:02:26 B*27:17 B*27:196 B*27:249
B*27:05:02:27 B*27:19:01:01 B*27:197 B*27:250
B*27:05:02:28 B*27:19:01:02 B*27:200 B*27:251
B*27:05:02:29 B*27:20 B*27:201 B*27:252
B*27:05:02:30 B*27:21:02 B*27:202 B*27:253Q
B*27:05:02:31 B*27:25 B*27:203 B*27:254N
B*27:05:02:32 B*27:30 B*27:204:01:01 B*27:255
B*27:05:03 B*27:90:04 B*27:204:01:02
B*27:05:05 B*27:91 B*27:205
B*27:05:07 B*27:101 B*27:206
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