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BIOFORTUNA"

— SSPGo

Biofortuna SSPGo™ HLA Tiplendirme Kitleri igin Kullanim Talimatlari
Versiyon 4. Haziran 2011.

Biofortuna HLA SSPGo Kitleri, 'yiksek ¢ozintrlakla' kitlerde HLA allellerini ya da 'orta seviye' ¢ozinurlUklu kitlerde
gruba 6zgu allel amplifikasyonunu belirlemeye yonelik DNA tabanli kalitatif kitlerdir. Orta seviye ¢6ziintrlGgiin yaygin
tanimi, sonuglarin biyik bir kisminin iki basamak seviyesinde agik¢a tanimlanmasidir; 6rn. DQB1*02, DQB1*05 vb.
Yiksek ¢ozunurlik ise genellikle, allellerin biylk bir kisminin DQB1*02:01, DQB1*05:01 vb. gibi dort basamak
seviyesinde olmasi seklinde tanimlanir. Bu Uriin, yalnizca egitimli personel tarafindan kullaniimak Gzere tasarlanmis
bir in vitro diagnostik Grinddr.

HLA molekdlleri, immiinitede ve kendi ile kendi olmayanin taninmasinda kilit rol oynar, bunun sonucunda ¢ogu
transplantasyon bicimi 6ncesinde HLA genotipleme ve HLA eslestirme uygulanmasi zorunludur. HLA antijenleri, T
hicre aracili immiin yanitlarinin 6zginligiunu kisitladigr icin, HLA genotipleme her tiir immiin bozuklukta ya da
patojenlere, asilara ya da tibbi tedaviye karsi immiin yanitinda yararh bir arastirma aracidir. HLA genotipleme ayrica
belirli HLA allellerinin hastalik durumlariyla belirgin sekilde iliskili oldugunun gosterildigi durumlarda hastalik tanisini
desteklemek icin de kullanilabilir.

Cogu HLA geni yiksek derecede polimorfik olup HLA antijenlerinin dogru bir sekilde belirlenmesi icin genellikle DNA
genotiplemesi gerekmektedir. Dizilime Ozgii Primerlerin (SSP)* kullanildigi PCR genotipleme, 6zellikle orta seviyede
¢Ozindrligin gerektigi durumlara uygun, hizh bir HLA genotipleme yontemidir. Biofortuna SSP kitlerinin hepsi,
polimeraz da dahil, tamamen kurutulmus reaksiyonlar gosterir, bu sayede PCR oOncesinde kullanicinin yapmasi
gereken tek sey DNA eklemektir.

Kitlerin yeni IMGT HLA uyumlulastirma sirtmleri ile glncellenmesi icin her tiir ¢aba gosterilmektedir. Kit
glncellemelerine www.biofortuna.com adresinden ulasilabilir.

PCR SSP, yalnizca hedef dizilimle tamamen eslesen 3' terminale sahip primerlerin amplifiye olacagi prensibine
dayanir. Eslesmeyen primerler pozitif amplifikasyon driinleri vermez’. Her bir PCR reaksiyon karisiminda, bir
housekeeping genin korunakli bolgesini amplifiye eden bir dahili kontrol primer ¢ifti bulunur; dahili kontrol primer
¢ifti PCR reaksiyonunun bitlnligini belirtir. SSP genotiplemede genellikle, birlikte analiz edildiklerinde genotipi
belirten birden fazla reaksiyon kullanilir. Amplifiye edilmis trlinler, DNA fragmanlarini boyutlarina gére ayiran agaroz
jel elektroforez sistemleri kullanilarak géruntilenir.
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e 10-40x Polipropilen PCR tepsisi ya da seridi, 1 ila 96 PCR kabindan olusur (kite bagh), her kap 6nceden dispens
edilmis ve dondurularak kurutulmus 10 pl primer, polimeraz, dNTP'ler* ve tampon igerir. Her bir test ya da serit,
bir folyo posetin icinde ayri olarak paketlenir.

. 1x Kullanim talimatlari.

e Yorum tablolari, MSDS ve Analiz sertifikasi, Biofortuna web sitesinin bulundugu www.biofortuna.com
adresinden indirilebilir. Web sitesinden icerik indiremiyorsaniz lttfen yerel Grlin saglayiciniz ile iletisim kurun.

*CleanAmp™ dNTP'leri, Trilink Biotechnologies Inc tarafindan Biofortuna SSPGo Uriinlerinde kullaniimak Uzere

lisanslanmistir.

* Uygun pipetleyici ve steril uglar 6rn. 10 pul'lik filtre uglarina sahip P10 pipetleyici.

* DNA izolasyon kiti/donanimi.

e UV spektrofotometresi.

e Polipropilen tipler.

* Steril molekdler kalitede su.

*  PCR sizdirmazlik katmanlari veya kapaklari. (Serit kapaklari serit tiplerine sahip kitler i¢in saglanmaktadir)

e Isitilmis kapagl bulunan 96 kuyulu termal saykhr. Biofortuna kitlerde kullanilan PCR plakalari ile tupleri, MJ
Research PTC-100, PTC-200, Hybaid MBS ve Techne TC-512 termal sayklirlar dahil olmak (izere piyasadaki
termosayklirlarin bliylk bir kismi ile kullanilmak Gzere valide edilmistir. Farkh modeller, kullanici tarafindan
baska validasyon islemlerinin uygulanmasini gerektirebilir.

* Jel elektroforez reaktifleri (agaroz, 0.5x TBE, 1000 bp DNA molekdler agirlik belirleyicisi, 10 mg/ml Etidyum
Brom{ir).

e Jel elektroforez donanimi (jel depolari, gli¢ kaynagi, UV transilliminatorli jel doklimantasyon sistemi).

 Invitro diagnostik kullanim igindir.

e Testler yalnizca uygun sekilde egitilmis personel tarafindan yapilmaldir.

e Tim tiplendirme sonuglar vasifli personel tarafindan dogrulanmali ve eger klinik karar igin kullaniliyorsa
sonuglar baska bir tiplendirme yontemi kullanilarak onaylanmahdir.

e Tim reaktifleri iyi Laboratuvar Uygulamasi uyarinca ele alin.

e PCR dncesi ve sonrasi alanlari birbirinden ayri tutun. PCR sonrasi malzemeleri PCR 6ncesi alana getirmeyin.

* Biyolojik Tehlike Uyarisi: Tim kan Grlinlerini potansiyel bulasici olarak isleme alin.

e Biyolojik Tehlike Uyanisi: Etidyum Bromir potansiyel bir karsinojendir. Bu maddeyi kullaniyorsaniz, daima
eldiven, laboratuvar 6nligu ve koruyucu gozliik kullanin.

e Biyolojik Tehlike Uyarisi: UV kaynaklar kullanirken dikkatli olun - daima eldiven, laboratuvar 6nl{igl ve koruyucu
gozliik kullanin. Dogrudan UV isik kaynagina bakmayin.

* Madde Guvenlik Veri Sayfalarina www.biofortuna.com adresinden ulasilabilir.

Biofortuna SSPGo kitleri 4-30 °C'de saklanmalidir. PCR kaplari, folyo torbalardan gikarildiktan sonra reaktifler 3 saat
icinde DNA ile rehidrasyona tabi tutulmalidir. Son kullanma tarihi icin ambalaja bakin. Basili tarih gectikten sonra
Grlnleri kullanmayin.

Folyo torba yirtilmis ya da delinmisse kitleri kullanmayin.

Bu durum PCR amplifikasyonu sirasinda buharlasmaya sebep olabilecegi icin, DNA ekledikten sonra PCR kaplarinin
sizdirmazhginin saglam bir sekilde saglandigindan emin olun. Kenarlara ve kdselere 6zellikle dikkat edin.
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DNA Numunesi Gereklilikleri

Testteki her reaksiyon 50 - 100 ng arasi DNA kullanilacak sekilde optimize edilmistir, ancak her bir reaksiyonun tam
olarak 10 pl siviyla rehidrasyona tabi tutulmasi blyik 6nem tasir. Dolayisiyla test, 10 pl DNA ile 5-10 ng/ul'de
yapilabilir ya da daha yiiksek konsantrasyonda DNA eklenebilmesini saglamak icin dncelikle bir miktar su eklenebilir,
orn. 9 ul su, ardindan da 50-100 ng/pl'de 1 ul DNA eklenmesi. Heparin PCR'yi engelleyebilecegi icin, DNA'nin
heparinize edilmis kan numunelerinden ekstrakt edilmemesi ©nerilir. DNA numunesindeki ODygp/280 UV
spektrofotometrisi 6lcimiine gore 1.6 ila 2 arasinda olmalidir.

PCR Oncesi Yonergeleri

i Sizdirmazhgi saglanmis bir posetten bir SSPGo tepsisi ya da seridini ¢ikarin.
ii.  Tetkiklerin lot numarasini, triin numarasini ve versiyonunu not alin.
iii. Her bir test lokusuna ait ilk reaksiyon renginin kitin geri kalanina gére daima kirmizi olduguna dikkat edin.
iv. Bazi PCR tepsileri, tepsinin son kuyusunda mor renkli bir timlesik ‘sablonsuz kontrol’ reaksiyonu igerir.
v.  Steril donanim kullanarak tepsi ya da seridin her bir reaksiyonuna 10 pl DNA ¢6zeltisi pipetleyin. Béliim 8'de,
DNA Numunesi Gerekliliklerine iliskin nota bakin. Tepsi mor renkli bir timlesik ‘sablonsuz kontrol’ iceriyorsa,
bu durumda 10 pl numune dilienti (DNA'siz) gézenege pipetleyin. Bolim 8'de, Sablonsuz Kontrole iliskin

nota bakin.

vi.  Termal dongiiden dnce, DNA'nin her bir reaksiyondaki kuru reaktiflere temas ettiginden emin olun. Tim DNA
¢Ozeltisinin kuru reaktiflere temas ettiginden emin olmak igin kisa bir Santrifij adimi kullanilabilir.

vii. Bir sizdirmazlik katmaniyla ya da PCR tlpi kapaklariyla reaksiyonlarin sizdirmazhgini saglayin. Buharlasmayi

onlemek icin sizdirmazhk miihriiniin miimkin oldugunca siki oldugundan emin olun. Kenarlara ve koselere
Ozellikle dikkat edin.
viii.  Tepsi ya da seritleri dogrudan termal sayklirin icine yerlestirin. Kaplarin blok icine tamamen girdiginden ve
kapagin tam olarak sikistirildigindan emin olun. Bunlarin yapilmamasi tekil PCR arizalarina yol agabilir. Bazi
PCR makinesi modellerinde, Giriintin blok icinde etkili bir sekilde sikismasini saglamak icin sikistirma pedleri
ya da bloklari kullaniimasi gerekebilir.
ix. PCR programini ¢alistirin (bkz. PCR Parametreleri).

YENIDEN SUSPANSIYON HALINE GETIRME NOTU: Tepsinin folyo posetten c¢ikarilmasini izleyen 3 saat icinde PCR
karisimlarinin DNA numunesi ile yeniden siispansiyon haline geldiginden emin olun.

SABLONSUZ KONTROL NOTU: Bazi kitler, plaka lizerindeki nihai reaksiyon olarak bir sablonsuz kontrol (NTC) icerir. Bu
reaksiyon kendini diger reaksiyonlardan ayiracak bir mor renklendirici icerir ve bunun bir kitte bulundugu, eslik eden
yorum tablolarinda da belirtilir. NTC, PCR kontaminasyonunu ya da DNA'nizi yeniden slispansiyon haline getirmek
icin kullanilan suda mevcut olabilen ve Biofortuna SSPGo kitlerinden gelen genomik DNA kontaminasyonunu
saptamak icin tasarlanmistir. PCR kontaminasyonu mevcutsa c¢esitli boyutlarda amplikonlar goézlemlenir,
kontaminasyon genomik DNA ise 187 bp'lik bir amplikon g6zlemlenir.

PCR PLAKA/SERIT YUKSEKLIK PROFiLIi NOTU: Ayni PCR makinesine yerlestirildiklerinde plakalarin ve seritlerin
yukseklik profilinin esdeger olmasi onerilir. Yikseklik profillerinin farkli olmasi PCR makinesinin isitilan kapagiyla
yeterli temas saglanmamasina sebep olabilir. Bu da, yetersiz ya da basarisiz PCR amplifikasyonuna yol acabilir.
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PCR Parametreleri

Asagidaki PCR parametrelerinin kullanilmasi gerekir. Rampanin saniyede en az 1 °C hiza sahip oldugundan emin olun
ve isitilan kapagi etkinlestirin. Kullanim talimatlari icin litfen termal saykhr Greticisinin kullanim kilavuzuna bakin.
Termal sayklirlar, American Society of Histocompatibility and Immunogenetic (ASHI) veya European Federation of
Immunogenetics (EFI) akreditasyon kurallari uyarinca kalibre edilmelidir.

94 °C'de 5 dakika denatiire edin

96 °C'de 15 saniye denatiire edin

66 °C'de 50 saniye sertlestirin j 10 dongl
72 °C'de 30 saniye genisletin

96 °C'de 15 saniye denatire edin

64 °C'de 50 saniye sertlestirin t| 20 dong
72 °C'de 30 saniye genisletin

15 °C'de BEKLETIN

Jel Elektroforezi

Bu talimatlar yatay agaroz jel elektroforezi icin gecerlidir:  0.5x TBE tampon icinde %2'lik agaroz jeli hazirlayin. Jel
soguyarak yaklasik 60 °C'ye distiginde, 0.5 pug/ml'lik nihai konsantrasyona sahip olacak sekilde etidyum bromir
ekleyin. Jeli eritin ve icine mikrotitre bigimlendirme taraklari sokun (6rn. 9 mm bosluklu 12x8 kuyu). Katilastiktan
sonra, taraklari ¢cikarin ve jeli 0.5x TBE tampon igine kapatin. Her bir tepsi ya da serit reaksiyonundan en az 5 pl, en
fazla 10 ul'lik bir miktari, her reaksiyonun pozisyonuna dikkat ederek, jel (izerindeki ilgili kuyuya aktarin. 100 bp'lik bir
merdiven, boyutun belirlenmesine yardimci olabilir. Jeli 20 dakika boyunca 10 V/cm'de calistirin.

Ozel donanim ayrintilari igin elektroforez sistem reticisinin kullanim talimatlarina bakin. Jeller, UV transilliminatérli
bir UV jel dokiimantasyon sistemi kullanilarak goérintiilenmelidir.

SSPGo kitleri, www.biofortuna.com adresinde bulunan yorum tablolarinin kullaniimasiyla sonuglarin manuel olarak
belirlenebilecegi sekilde tasarlanmistir. Web sitesine ulasmakta sorun yasarsaniz litfen yerel Griin saglayiciniz ile
iletisim kurun.

Jelin fotografini, kit ve versiyon numaralarini eslestirerek ilgili yorum formuna tutturun. Jel resmini inceleyin. Her
reaksiyon bir pozitif kontrol bandi icermelidir. Bu farkli SSPGo (rlnlerinde farkh boyutta olabilecegi icin yorum
tablolarina bakin. Allele 6zgli bantlar mevcut oldugunda dahili kontrol bantlari cok daha zayif gériinebilir. Eger allele
0zgl bir bant mevcutsa fakat kontrol bandi mevcut degilse, bu yine de pozitif sonug olarak degerlendirilmelidir. 70
bp'den disiik bantlari, bunlar baglanmamis primerler oldugu icin yoksayin.

Pozitif reaksiyonlari belirleyin. Pozitif reaksiyonlari, yorum tablolarinda belirtildigi gibi, beklenen boyutlardaki
bantlar ifade eder. Verili bir reaksiyonda birden fazla triin boyutu olabilecegini aklinizda tutun — bunlar ¢oklamali
reaksiyonlar olup yorum tablolarinda belirtilmektedir.

Pozitif reaksiyonlari yorum tablolariyla karsilastirin. Reaksiyonda goriilen bir pozitif sonug, yorum tablosunda bunun
karsisinda listelenen allellerden en az birinin mevcut oldugunu belirtir. Herhangi bir verili allel cesitli tliplerde
amplifiye olabilir — allel mevcutsa, ilgili tim reaksiyonlarda bir pozitif reaksiyon olmalidir.
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Elektroforez
yonu

Sekil 1 Allele 6zgil bantlar ve kontrol bantlarinin mevcudiyeti ile belirtilen pozitif reaksiyon (reaksiyon 1-3); kontrol
bantlarinin mevcudiyeti allele fakat 6zglin bantlarin mevcut olmamasi ile belirtilen negatif reaksiyon (reaksiyon 4-7);
ve herhangi bir bandin mevcut olmamasiyla belirtilen basarisiz reaksiyon (reaksiyon 8) oérnekleri.

Kontrol Bandi

Allele Ozgli Bant

Kit versiyonunun yorum tablosundaki versiyonla dogru bir sekilde eslestiginden emin olun.

Herhangi bir Griin Biofortuna'dan ayrilmadan 6nce her SSPGo serisi kalite kontroliinden gecer. Dogru performanstan
emin olmak icin, her kit serisindeki numuneler, taniml bir insan DNA numunesi paneli ile karsilastirilarak kontrol
edilir. Her reaksiyon en az 48 adet iyi karakterize edilmis hiicre cizgisi DNA numunesiyle karsilastirilarak
dogrulanmistir. Biofortuna, her laboratuvarin tim tiplendirme UrUnlerini klinik numuneler Gzerinde kullanmadan
once dahili olarak dogrulamasini onerir. Diagnostik tiplendirme islemini yalnizca tam olarak egitilmis ve vasifli
personel uygulamali ve sonuglar, baska bir egitimli Gye ya da ¢alisan tarafindan ¢apraz kontrolden gecirilmelidir.

1) Bunce M et al Tissue Antigens. 1995 Nov;46(5):355-67.
2) Saiki RK et al. Nature. 1986 Nov 13-19;324(6093):163-6.

Test sayisi

EC Temisilcisi

kullanim talimatlarina bakin
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FranCaise: Traductions disponibles
Deutsch: Ubersetzungen verfiigbar
Espafiol: Traducciones disponibles
Italiano: Traduzioni disponibili
Ceské: Preklady k dispozici
Danske: Tilgengelige oversaettelser
‘EAAnvec: SlaBéotueg petadpaoelg
Magyar: Forditasok

Norske: Oversettelser tilgjengelig
Polska: Dostepne ttumaczenia
Portugués: Tradugdes disponiveis
Poccuio: MNepeBoabl AOCTYMNHbI
Slovenskému: Preklady k dispozicii
Turkge: Ceviriler mevcut

Svenska: Oversittningar tillgéngliga

www.biofortuna.com
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Sorun

Olasi Neden

Coziim Yolu

Higbir reaksiyonda
amplifikasyon olmuyor

0088

Yanlis DNA konsantrasyonu
kullanilmaktadir

DNA miktarini 6l¢lin ve reaksiyon basina, 10 pl'lik bir
hacme toplamda 50 - 100 ng DNA'nin eklendiginden
emin olun.

DNA numunesinde PCR
inhibitorleri vardir

Heparinize edilmis kan kullanmaktan kacginin, ya da bu
mumkiin degilse, heparinin DNA'ya temas etmeyecegi
sekilde, yikanmis intakt lenfositlerden DNA ekstrakt edin.

DNA numunelerinden heparini ¢cikarmak icin heparinaz
kullanilan protokoller tanimlanmistir.

DNA'yi yeniden ekstrakt edin. DNA ekstraksiyon kitinin
kullanimi igin Uretici yonergelerine bakin.

Distik kaliteli DNA numunesi
kullanilmaktadir

DNA kalitesini 6l¢tin. A260/A280 orani, UV
spektrofotometrisiyle 6l¢lildigliinde 1.6 — 2.0 olmalidir.

Kullanmadan 6nce DNA'nin ¢Ozelti icinde tamamen
yeniden slispansiyon haline geldiginden emin olun.

Reaktifler tamamen yeniden
slispansiyon haline
gelmemistir

DNA eklendikten sonra peletlerin tamamen rehidrasyona
tabi tutuldugundan emin olun. Gerekirse, plakayi kisaca
santrifiije tabi tutun.

Reaksiyon basina 10 pl DNA ¢ozeltisi kullanildigindan
emin olun.

Termal sayklir dogru bir
sekilde ayarlanmamistir

PCR programinin kullanim talimatlari uyarinca dogru bir
sekilde girildiginden emin olun.

Termal saykhrin isitilmis kapaginin yerine ge¢mis
oldugundan ve yeteri kadar sikildigindan emin olun.

Daha fazla yardim icin termal sayklirin kullanim
talimatlarina bakin.

Elektroforez sorunlari

Elektroforez deposuna giic gittiginden emin olun — gli¢
paketini kontrol edin ve elektrotlari temizleyin.

Jeli 0.5X TBE tampon icinde calistirin.

0.5 pg/ml taze etidyum bromdur kullanildigindan emin
olun.

Jelleri gorintilerken yeterli UV illiiminasyonu olup
olmadigini kontrol edin.

Daha fazla yardim icin jel deposu ve gii¢ paketi
Ureticisinin talimatlarina bakin.

Plakalarin sizdirmazligi dogru
bir sekilde saglanmamistir.

Plaka dokunulmazliginin yeterli bir sekilde saglanmamasi
PCR sirasinda buharlasmaya sebep olabilir. Biofortuna
onerilen sizdirmazlik katmanlarini temin eder (liriin
numarasi BF-40-11).

Tum kuyular arasinda yeterli sizdirmazlik materyali
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Co6ziim Yolu

oldugundan emin olun. PCR tepsi ya da serit kenarlarina
yakin kuyulara 6zellikle dikkat edin.

Kontrol ve/veya allele
6zgii amplikonlarin
rasgele atlanmasi.

0088

Jel hatalari

Tum kuyularin jel Gzerine dogru sirayla yiklendiginden
ve her birine ayni hacimde PCR reaksiyonu eklendiginden
emin olun.

Pipetleyicileri Uretici talimatlarinda aciklanan sekilde
kalibre edin.

Jel icinde kuyularin dizgin bir sekilde olusup
olusmadigini kontrol edin.

Kuyularin alt kismi yirtilabilecegi icin taraklari ¢ikarirken
dikkatli olun.

Jeli eritmeden dnce agarozun tamamen ¢oziindiginden
emin olun.

Kiguk amplikonlar ugtan kagabilecegi icin jelin fazla uzun
bir stire ¢alistirlmadigindan emin olun.

Jelin, bantlarin ayrilmasina yetecek kadar uzun siire
¢ahistirildigindan emin olun.

Taze etidyum bromiir ¢ozeltisi kullanin.

Termal sayklir sorunlari

Ozellikle tetkik kenari cevresindeki arizalar kapagin yeteri
kadar sikilmamasindan kaynaklanabilir. Bu durum, PCR
reaksiyonunun buharlasmasina ve PCR kabinin yarisina
kadar yogunlasmasina sebep olabilir ve PCR arizasina yol
acabilir.

Termal sayklirinizin bakimi ve kalibrasyonu icin Gretici
talimatlarina uydugunuzdan emin olun.

PCR parametrelerinin kullanim talimatlari uyarinca dogru
olup olmadigini kontrol edin.

Buharlasma sorunlari

Tum kuyular arasinda yeterli sizdirmazlik materyali
oldugundan emin olun. PCR tepsi ya da seritlerinin
kenarlarina yakin kuyulara 6zellikle dikkat edin.

Isitilmis kapagin etkinlestirildiginden ve kapak araciligiyla
yeterli sikistirma uygulandigindan emin olun. Biofortuna
onerilen sizdirmazlik katmanlarini temin eder (tiriin
numarasi BF-40-11).

DNA sorunlarina bagli sporadik
ariza

DNA yoktur: Tiim kuyularda DNA oldugundan emin olun.

Yanhs hacim: Her reaksiyona 10 ul DNA ¢ozeltisi
eklendiginden emin olun.

Fazla DNA eklenmistir: 200 ng'den yiiksek konsantrasyon
PCR arizasina sebep olabilir.
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Co6ziim Yolu

DNA'daki kontamine edici maddeler sporadik ya da
yaygin amplifikasyon arizasina sebep olabilir.

Lekeli Jel Goruintisu

DNA konsantrasyonu ve safligini kontrol edin. PCR
reaksiyonlarina fazla DNA eklenmesi lekeli jel
gorintilerine sebep olabilir.

Zayif amplifikasyon.

DNA konsantrasyonu sorunu

DNA konsantrasyonunu kontrol ederek ne fazla yiiksek
ne de fazla distk oldugundan emin olun. Reaksiyon
basina, 10 pl icinde 100 ng DNA hedefleyin.

Termal sayklir sorunlari

Termal sayklirinizin bakimi ve kalibrasyonu icin Uretici
talimatlarina uydugunuzdan emin olun.

PCR parametrelerinin kullanim talimatlari uyarinca dogru
olup olmadigini kontrol edin.

Jel hatalari

Her kuyuya, 5 ulila 10 pul arasinda olacak sekilde, ayni
hacimde reaksiyon eklendiginden emin olun.

Pipetleyicileri Uretici talimatlarinda aciklanan sekilde
kalibre edin.

Taze etidyum bromiir ¢ozeltisi kullanin.

Ozgiin olmayan
amplifikasyon

DNA konsantrasyonu sorunu

DNA konsantrasyonunu kontrol ederek ne fazla yliksek
ne de fazla diislik oldugundan emin olun. Reaksiyon
basina, 10 pl icinde 50 - 100 ng arasi DNA hedefleyin.

Reaksiyonlar yanlis sirada
yluklenmistir

PCR ve jel seritlerinin hizasini kontrol edin.

Fazla yikleme yapmamak ve taraklari ¢cikarmadan 6nce
jelin katilastigindan emin olmak suretiyle elektroforezde
bitisik kuyulardan fiziksel tasmayi 6nleyin.

Yeni allel tanimlanmistir

Yeni bir amplifikasyon yapisiyla, 6nceden dizilime tabi
tutulmamis alleller mevcut olabilir. Eski yorum sayfalari
kullaniyorsaniz, bu durumda www.biofortuna.com
adresinden daha giincel bir uyumlulastirma giincellemesi
indirin. Bu yeni yapiyla uyum saglamazsa, farkli bir
Biofortuna kiti kullanarak kontrol etmeniz ya da dizilimi
dizilim tabanl tiplendirme ile tanimlamaniz gerekir.
Alternatif olarak, daha fazla yardim ve éneri igin
Biofortuna teknik servisiyle iletisim kurun.

Amplifikasyon yapisi
yorumlanabilir degil

q3

0088

Bir artefaktin 6zgiin bir bant
olarak yanhs yorumlanmasi

Dogru bant boyutu i¢in versiyona 6zgii Yorum Tablolarini
kontrol edin.

Tum 6zglin amplifikasyonlarin dogru boyutta olup
olmadigini ya da bir artefaktin (tasinma, primer dimer)
amplifikasyon olarak yanlis yorumlanip
yorumlanmadigini kontrol edin.

Reaksiyonlar yanlis sirada
yluklenmistir

PCR ve jel seritlerinin hizasini kontrol edin.

Tekil PCR arizasi

Tum dahili pozitif kontrollerin mevcut olup olmadigini
kontrol edin. Herhangi bir reaksiyonu eksik birakmadan
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yeniden yorumlayin.

Kiguk amplikonlar eksiktir

Fazla elektroforez uygulanmistir, kiiciik amplikonlar jelin
ucundan kagmis ya da etidyum bromiirden olusan 6n
kismi gecmistir veya onceki jel kuyusuna girerek
dagilmistir. Jel sisteminiz icin uygun elektroforez kosullari
kullanin.

Numunede yeni allel
tanimlanmistir

Mevcut allellere karsilik gelmeyen bir amplifikasyon
yapisina yol acacak sekilde, kimi zaman yeni alleller
kesfedilebilir. Lutfen yerel Grin saglayiciniz ile iletisim
kurun.

q3



