Y MIKRODELESYON 8 BOLGE MULTIPLEKS

TiP II PCR SISTEMi
Kat. No: DZYD-M8

GIRiS
Y Kromozomu uzerindeki mikrodelesyonlar Klinefelter
sendromundan sonra en sk gorilen spermatogenesis
eksikligi ~ sebebidir. Y  kromozomundaki  Ydq11.23
bolgelerinin (AZFa, AZFb, AZFc ve AZFd) V ve VI
tekrarlanan bdlgeleri spermatogenesis sorumlu genlerini
icermektedir. Bu

bélgelerdeki mikrodelesyonlar

azospermia’ ya neden olmaktadir.

TEST SiSTEMININ PRENSiBi
Test prensibi klasik PCR ve Agaroz Jel Elektroforezidir.

PCR, nikleik asitlerin in-vitro olarak (canl organizma
diginda), uygun  kosullar  altnda  gogaltimasina
dayanmaktadir. Codaltilmak istenen bolgenin iki ucuna
0zgui, bu bolgedeki baz dizilerine tamamlayici olan, 18-25
baz uzunlugunda bir cift sentetik oligoniikleotid primer
kullanarak, bu iki primer ile sinirlandirlan bdlgenin
enzimatik olarak sentezlenmesi saglanir.

DNA'nin elektroforetik analizinin temeli, bu molekilin
elektriksel  bir alanda, jel (zerinde hareketine

dayanmaktadir.

URUN OZELLIKLERI
Sistem, PCR igin gerekli tiim bilesenleri igerisinde
bulundurur. Y kromozomunun ilgili bolgelerine ait spesifik
primerler yardimi ile analiz yapilmaktadir. Sistem ayrica
internal kontrol igerigi ile PCR reaksiyonunuzun galismasini
da kontrol etmektedir.

SISTEM ICERIGI

No Bilesen 10 test 20 test
1 Miks 1 495 pl 990 pl
2 Miks 2 495 pl 990 pl
3 Miks 3 495 pl 990 pl
4 Hot Start Tag DNA Pol. 35 pl 70 pl

SAKLAMA KOSULLARI

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

e Tum bilesenler, triin kutusunun Uzerinde belirtilen son
kullanma tarihine kadar kullanilabilir.

e Surekli eritip ¢6zdlirmek, Urinin hassasiyetinde
azalmalara neden olabilir.

DNA iZOLASYONU

Sistem genomik DNA ile galigmaktadir. Kaynak olarak tam
kan kullanilmal, kanlar EDTA’l tiplere alinmali, alindiktan
hemen sonra bir kag kez tiipl gevirmek suretiyle kanin
pihtilasmadan tlp igerigindeki EDTA ile karismasi
saglanmalidir. Kan tipleri, bir iki hafta iginde DNA
izolasyonu vyapilacaksa + 4 °C ‘de, daha uzun sire
bekletilecekse — 20 °C de saklanmalidir.

Kandan Genomik DNA izolasyonu, herhangi bir spin kolon,
sollisyon bazli kit, ya da manuel ydntemle yapilabilir. DNA
elde edildikten sonra — 20 °C de saklanmaldir. Y
Mikrodelesyon 8 Bélge Multipleks Tip II PCR Sistemi, MN
NucleoSpin®Blood kitine gére optimize edilmistir.

TEST PROSEDURU

e Her miks ayri ayn tiiplerde galisiimalidir.

e Bir 6rnek igin, her 0,2 ml PCR tlipiine, 44 pl master
miks ve 1 pl Hot Start Taq DNA Polimeraz,
konulur. Daha sonra 5 pl (~10-100 ng) 6rnek DNA
‘st ilave edilir.

» Hafifge pipetlenerek kanstirilir.

¢ Asadida belirtilen programla galistirilir.

e Birden fazla drnek igin, Master miks ve Hot Start Taq
DNA Polimeraz miktarlari, galisilacak 6rnek sayisi ile
carpilmali, olusan karigimdan 45 pl tiplere bélinmeli ve

ayri ayri 6rnek DNA'lari konulmaldir.

PCR PROGRAMI
95 °C 10 dk.
95 °C 15sn.

35 dongil

60 °C 1 dk.




ANALiz
PCR iglemi bittikten sonra, PCR urinleri % 2.5 lik Agaroz

jelde, tank bly(kligine uygun voltaj ve stirede yuritilGr.
Bu siire 10 cm x 10 cm bir jel igin ortalama 160 V ve 40
dakikadir. Bu degerler farkh tank ebatlarina goére
degdisebilir. Jel yiritildikten sonra UV tablasi (izerine
alinip, ilgili bantlar agisindan analiz edilir. Eger bant yoksa
“delesyon vardir” sonucu verilir. Her bdlgeye ait AZF

bdlgesi ve bant uzunluklari asagidaki tabloda verilmistir.

Miks 1
Bolge Uzunluk (bp)
ZFY (Kontrol) 495
SY84 (AZF a) 420
SY134 (AZF b) 298
internal 123
Miks 2
Bolge Uzunluk (bp)
SY14 (Kontrol) 470
SY86 (AZF a) 318
SY127 (AZF b) 274
internal 123
Miks 3
Bolge Uzunluk (bp)
SY254 (AZF ¢) 380
Internal 312
SY255 (AZF ¢) 124

A ve B DNA: Normal Erkek DNA, M: marker, 1: Miks 1, 2: Miks 2, 3:
Miks 3, C DNA: Normal Kadin DNA’si D DNA: Tiim bolgeleri delesyon
iceren erkek DNA's!.

OLASI PROBLEMLER

Eder bantlar silikse,

o Ornek DNA’s| saf degildir veya az miktarda inhibitér
igeriyor olabilir.

¢ Yeterli miktarda DNA elde edilememis olabilir.

e Hot Start Taq DNA yetersizdir ya da iyi karismamig
olabilir.

Daha fazla soru ve problem igin, litfen Ar - Ge bolimd ile
temasa geciniz. research@drzeydanli.com.tr

iLGILi URUNLER

Kat No. Uriin

DzZYD-15 Y Mikrodelesyon 15 Bélge Tip II PCR Sistemi

DZYD-8 Y Mikrodelesyon 8 Bolge Tip II PCR Sistemi

DZTAE50 | TAE (Tris-Asetik Asit-EDTA) Sollisyonu 50X

DZTBE10 | TBE (Tris-Borik Asit-EDTA) Soltisyonu 10X

DZEB Etidyum Bromid Stok Sollisyonu

Jel yiikleme Soliisyonu (Bromo Fenol Blue
DZBF

bazl)

UYARILAR

e Saklama kosullarina uygun olarak saklanmalidir.

e Oda sicakhdinda unutulmus PCR master miksleri
kullaniimamalidir.

e PCR master miksi oda sicakliginda tamamen eritilip,
bas asad edilerek hafifce karistirildiktan sonra tiiplere
bolinmelidir.

e Master miksler tiiplere béliindiikten sonra Hot Start
Taq DNA Polimeraz ve DNA eklenerek hemen PCR
islemine gegilmelidir.

e  Belirtilenden fazla Hot Start Tag DNA Polimeraz
koyulmamalidir.

e Yukarida belirtilen PCR programini uygulanmalidir.

e  PCR master miksleri vicut icinde kullanima uygun
degildir. Sadece belirtilen tirlerin tespitinde vicut digi
test sistemi olarak kullanilir.

e PCR master mikslerin raf émrii 6 aydir. Kullanmadan
once uretim tarihine dikkat edilmelidir.
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