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MLPA Genel Protokolii

Gerekli bilegenler

Kat.

isim igindekiler
numaralan
sentetik
oligonikleotidler,
SALSA® probemix iirlin | patojenik olmayan
MLPA® acitklamasina | bakteri susu, Tris-HCI
probemix bakin ve EDTA kullanilarak
sentezlenen
oligoniikleotidler

Sunlarla birlikte kullanihir:

e SALSA® MLPA® Reagent Kit (Kat. No: EK1-FAM, EK1-
CY5, EK5-FAM, EK5-CY5, EK20-FAM)
e Veri analizi yaziimi Coffalyser.Net™ (Kat. No: yok)

Belirli uygulamalar igin sunlarla birlikte kullanilabilir:

isim —— icindekiler
numaralari
Tris-HCI, EDTA,
SALSA® sentetik/kontrol
Binning/Reference SDXXX plazmid DNA's,
Selection/Artificial insan genomik disi
Duplication DNA DNA's|, hiicre hatti
DNA'sI

Bilegenlerin depolanmasi ve raf omrii

/Y—JS"C
-25°C

AL

N

Y

Onerilen kosullar

")

Tavsiye edilen kosullarda orijinal ambalajinda saklandiginda,
aclldiktan sonra da son kullanma tarihine kadar raf 6mrii garanti
edilir. Kesin son kullanma tarihi igin tiip etiketlerine bakin.
Uriinler 25'ten fazla dondurma-¢dzme dongiisiine maruz
birakilmamalidir. Uriiniiniiz size ulagtiinda ambalaji agilimig
veya hasarliysa iiriinii kullanmayin. Uriinleri orijinal ambalajinda
muhafaza edin. Atik malzemeler ulusal ve yerel yonetmeliklere
uygun olarak bertaraf edilmelidir.

Sekil 1. MLPA is akisi

Bilegenlerin giivenligi

Higbir bilesen insan, hayvan, patojenik bakteri veya patojenik
virislerden elde edilmemisti. Mevcut konsantrasyonlara
dayanarak, bilesenlerin higbiri Tehlike iletisim Standardi'nda
tanimlandigi sekilde tehlikeli degildir (Hazard Communication
Standard). Bu driinler igin Guvenlik Bilgi Formu (SDS) gerekli
degildir:  Higbir  reaktif, SDS dagitilmasini  gerektiren
konsantrasyonlarda tehlikeli maddeler igermez (Yonetmelik (EC)
No. 1272/2008 [EU-GHS/CLP] ve 1907/2006 [REACH] ve
degisiklikler uyarinca). Dokiilme meydana gelirse suyla temizleyin
ve uygun saha proseddirlerini izleyin.

Test prensibi (MLPA)

SALSA® MLPAZ® her biri belirli bir DNA sekansini tespit eden 60'a
kadar probe'un amplifikasyonuna dayanan yari kantitatif bir
tekniktir. Teknik, 6rnek DNA'sinin denatiirasyonuyla baglar
(asagidaki Sekil 1'e bakin). Daha sonra her biri iki veya g
oligontikleotidden olusan bir MLPA probe karigimi eklenir. Tim
oligolarin 6rnek DNA'sina hibridizasyonu tamamlandiginda
ornek DNA'sina baglanan probe'lar baglanir. Baglanan tim
probe'lar, bir primerin floresanla isaretlendigi evrensel PCR
primer ¢ifti kullanilarak amplifiye edilir. Bu, her probe igin
benzersiz olan ve her biri benzersiz uzunluga sahip olan bi+PCR
amplikonlari dizisiyle sonuglanir. Daha sonra amplikonlar
kapiler elektroforez cihazinda uzunluklarina gore ayrilir. Elde
edilen 6rnege 6zgii elektroferogram, Coffalyser.Net kullanilarak
analiz edilir. Bir ornegin elektroferograminin bir dizi referans
ornegin elektroferogramiyla karsilastirimasiyla ilgili 6rnekte
bulunan genomik hedeflerin sayisi belirlenebilir.
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https://mrcholland.com/r/ifu/mlpa-reagent-kits
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Gerekli ancak saglanmayan materyaller

Ultra saf su

TEo.1 (10 mM Tris-HCI pH 8,0 + 0,1 mM EDTA)

Isitmall kapakli (99-105 °C) kalibre edilmis thermocycler
ve standart laboratuvar ekipmani

0,2 ml PCR tlipleri/stripleri/-plate’leri

Denatiire edici kosullarla galisan ve fragman analizi
yazilimina sahip kapiler elektroforez cihazi; daha fazla
ayrinti igin bu Yardim Merkezi makalesine bakin

Yiiksek kaliteli formamid

Etiketli boyut standardi: Applied Biosystems GeneScan™
500 LIZ®/ROX™; SCIEX CEQ™ DNA Size Standard kit - 600
Jel polimeri: POP-1, POP-4 veya POP-7 (Applied Biosystems);
GenomelLab™ Linear Polyacrylamide denaturing gel (SCIEX);
Spectrum Compact Polymer4 (Promega); Hitachi DS3000
Polymer4 (Hitachi)

Ornek gereksinimleri

Probemix (riin agiklamasinda belirtilen dokudan ekstrakte
edilen 50-250 ng insan DNA'si (aksi belirtiimedigi takdirde). DNA
ornekleri 5-10 mM Tris-HCI buffer pH 8,0-8,5 igermelidir.
Onerilen ekstraksiyon ydntemleri:

QIAGEN Autopure LS (otomatik) ve QlAamp DNA
mini/midi/maxi kit (manuel)

Promega Wizard Genomic DNA Purification Kit (manuel)
Tuzla gokeltme (manuel)

Onlemler ve uyarilar

Genel 6nlemler

1.

2.

Uriin hasarliysa veya son kullanma tarihi gecmisse (riinii
kullanmayin.

Sadece profesyonel kullanim igindir. Test, molekiiler
teknikler konusunda egitim almis profesyoneller tarafindan
yapilmalidir.

Her bir testin, 6zellikle ilk kez kullanildiginda veya 6rnek
isleme prosediiri, DNA ekstraksiyon yontemi veya
kullanilan  cihazlar  degistirildiginde  dahili  olarak
dogrulanmasi gerekir. Saglikli bireylerden =16 farkli DNA
ornedi kullanin. Probemix Urin agiklamasinda aksi
belirtilmedigi siirece dogrulama, her probe igin <0,10
standart sapma gdstermelidir.

Sonug yorumlamasindan sorumlu kisi, uygulamayla ilgili en
son bilimsel bilgileri ve MLPA tekniginin yanlis sonuglara yol
acgabilecek sinirlamalarini bilmelidir.

Veri analizi igin Coffalyser.Net kullaniimalidir.
yazilimlarin kullanilmasi yanls sonuglara yol agabilir.
Sonuglari yorumlamadan ©once mutlaka kalite kontrol
degerini kontrol edin. Yalnizca iyi kalite degerine sahip
orneklerin sonuglari giivenilir bir sekilde yorumlanabilir.
Belirgin homozigot delesyonlart, binning sorunlar veya
disiuk sinyaller nedeniyle olusan yanlis sonuglar harig
tutmak igin elektroferogramin gorsel incelemesiyle
dogrulanmalidir.

MLPA sonuglarinin, alternatif yontemlerle dogrulama,
parental degerlendirme, klinik genetik degerlendirme ve
danismanlik gibi uygun durumlarda mesleki uygulama
standartlarina uygun olarak diger klinik ve tanisal bulgularla
birlikte kullanilmasi amaglanmaktadir. Test sonuglarinin bir
klinik molekiiler genetik bilimci veya esdederi tarafindan
yorumlanmasi gerekir.

Baska

Ornek kalite 6nlemleri

9.

10.

11.

12.

Omek DNA'sinin  yetersiz  buffering  kapasitesinden
kaynaklanan DNA depurinasyonu yanlis sonuglara yol agabilir.
Yeterli buffer mevcut olup olmadigi bilinmiyorsa Tris-HCI
ekleyin: 4 pl 6rnek DNA's1 + 1 pl 50 mM Tris-HCI pH 8,5.

DNA ekstraksiyonundan sonra kalan kontaminantlar (tuz,
heparin, EDTA (>1,5 mM) ve demir dahil) test performansini
etkileyebilir.

DNA orneklerindeki tuz, zayif denatiirasyona neden olabilir.
Bu, bitisik genomik hedefleri taniyan birkag probe'un bile
belirgin delesyonuna neden olabilir. QIAGEN M6, M48 ve
M96 sistemlerini kullanmayin; bunlar ¢ok fazla tuz birakir.
QIAGEN EZ1 igin, MLPA'ya yonelik QIAGEN Ek Protokollni
kullanin.

DNA'yi buharlastirma veya SpeedVac ile konsantre etmeyin;
bu yiiksek EDTA ve tuz konsantrasyonlarina yol agar.

Uygulama sirasinda alinacak énlemler

13.

14.
15.

16.

17.

18.

19.

20.

Reaksiyon basina 5 pl'den fazla DNA sollisyonu kullanmayin.
Gerekli DNA miktari  probemix iriin  agiklamasinda
belirtiimektedir.

Farkll MLPA probemix lotlarini karistirmayin.
Gece boyunca hibridizasyon sirasinda veya ligasyon ana
karisiminin pipetlenmesi sirasinda kontaminantlarin ve tuz
konsantrasyonlarinin artmasina neden olan buharlagsma
meydana gelebilir. Buharlagmayi énlemek/azaltmak igin:

a. Isleme siiresini kisaltmak icin cok kanalli pipet
kullanin;

Isitmali kapagin dogru calistigindan emin olun;
Isitmali kapagin basincini artirin veya azaltin;

Farkli reaksiyon tiipleri kullanmayi deneyin;

DNA orneginin Uzerine sivi ylizeyini kaplayacak
sekilde kiigiik bir damla mineral yagi damlatin.
Kapilerleri ve polimeri diizenli olarak degistirin. Polimer, >25
°C'ye uzun siire maruz kaldiktan sonra hizla bozulur. Boyut
standardi pikleri tekrar eden sekilde diisiik ve genisse
kapilerler veya polimer bozulmus olabilir.

Formamid isitildiginda asidik hale gelebilir ve PCR
Urlinlerinin deplirinasyonuna ve pargalanmasina neden
olabilir. Yiksek kaliteli formamid kullanin ve alikotlar
halinde -20 °C'de saklayin.

PCR uriininiin hacmi higbir zaman toplam enjeksiyon
karisiminin - %10'undan fazla olmamalidir. Pikler dusiik
oldugunda enjeksiyon siiresini ve/veya gerilimi artirin; daha
fazla PCR Uriini eklemeyin.

Bir veya daha fazla pikin 6lgek disi olmasi durumunda yanlis
sonuglar elde edilebilir. Nispeten diisiik sayida probe igeren
probemix'ler kullanildiinda olgek disi pik riski daha
ylksektir. Sinyali azaltmak igin PCR iriinlerini agagidakileri
kullanarak tekrar calistirin:

a. Dahadusiik enjeksiyon gerilimi / daha kisa enjeksiyon

suresi;

b. Dahaaz miktarda PCR irind.

DNA orneklerinin  tek ekzonlarin cDNA veya PCR
amplikonlari ile  kontaminasyonu, probe sinyalinin
artmasina yol agabilir. Bagimsiz olarak toplanmis ve izole
edilmis ikinci bir DNA 6rneginin analizi bu kontaminasyon
artefaktlarini harig tutabilir.

®oo00o

Uygulamaya 6zgii 6nlemler

Probemix uriin agiklamasina bakin.
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https://www.mrcholland.com/r/ifu/capillary-electrophoresis-devices
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Test prosediirii boliim | — MLPA reaksiyonu

Talimatlar

| Thermocycler programi

1. DNA denatiirasyonu

1.1 0,2 ml tipleri/stripleri/plate’leri etiketleyin.
1.2 Her tiipe 5 pl DNA 6rnegi veya TE (DNA igermeyen kontrol) ekleyin.
1.3 Tupleri thermocycler cihazina yerlestirin, 98 °C'de 5 dakika isitin, ardindan 25 °C'ye sogutun.

5 dakika boyunca 98 °C

25 °C duraklama

2. Hibridizasyon

2.1 MLPA Buffer'i ve MLPA Probemix'i ¢ozduiriin, vorteksleyin ve kisa bir siire santrifiijleyin. Oda
sicakliginda pipetleyin.
2.2 [HiBRIDIZASYON ANA KARISIMINI hazirlayin. Bir reaksiyon igin*:

1 dakika boyunca 95 °C

60 °C duraklama

3.2 [LiGASE-65 ANA KARISIMINI HAZIRLAYINI**, Bir reaksiyon igin®:
OUltra saf su: 25 ul
Ligase Buffer A: 3
OLigase Buffer B: 3 pl
© Ligase-65: 1 pl, en son eklenir.
Pipetleme yaparak yavasga yukari asadi hareket ettirerek iyice karistirin, vortekslemeyin.
3.3 Thermocycler programini siirdiiriin ve tiipleri 54 °C'ye sogutun.
3.4 54 °C'de thermocycler iginde tiipleri agin, her tiipe 32 pl [LiGASE-65 ANA KARISIMI ekleyin, pipetleyerek
iyice karistirin, tipleri kapatin ve 54 °C'de 15 dakika daha inkiibe edin.
3.5 Ligazi inaktive etmek icin 98 °C'ye isitin ve 5 dakika inkiibe edin, 20 °C'ye sogutun.***

OMLPA Buffer: 1,5 pl (16-20 saat)
@ \ILPA probemix: 1,5 pl
Vorteksleyerek veya pipetleyerek iyice karigtirin.
2.3 Her tiipe 3 pl [HiBRIDIZASYON ANA KARISIMI| ekleyin. Bu asamada hassas pipetleme gok &nemlidir!
Pipetleyerek karistirin.
2.4 Tupleri thermocycler cihazina yerlestirin, 95 °C'de 1 dakika inkiibe edin ve 60 °C'de 16-20 saat
hibridize edin.
3. Ligasyon
3.1 Ligase Buffer A ve Ligase Buffer B'yi ¢ozdiirlin, vorteksleyin ve kisa bir siire santrifiijleyin. Oda 54 °C duraklama
sicakhginda pipetleyin. Ligase-65'i 10 saniye boyunca elinizde isitin. Vortekslemeyin, yalnizca kisa bir
sire santrifiijleyin. 15 dk boyunca 54 °C

5 dakika boyunca 98 °C

20 °C duraklama

4. PCR

4.1 PCR Primer Karigsimini ¢ozdiiriin, vorteksleyin ve kisa bir siire santrifijleyin. Polimerazi 10 saniye
boyunca elinizde isitin, vortekslemeyin, yalnizca kisa bir siire santrifijleyin.
4.2 [POLIMERAZ ANA KARISIMIN hazirlayin. Bir reaksiyon igin*:

Oultra saf su: 7,5ul
® pPCR Primer Karigimi: 2 pl
O polimeraz: 0,5 pl
Pipetleme yaparak yukari agagi hareket ettirerek iyice karistirin, vortekslemeyin.
4.3 20 °C'de, her tiipe 10 pl [PoLIMERAZ ANA KARISIMI ekleyin, pipetleme yoluyla iyice karistirin ve hemen
PCR programina devam edin.
4.4 PCR sonrasinda kontaminasyonu 6nlemek icin tiipleri ayni odada agmayin ve PCR Uriinlerile galismak
icin farkh bir mikropipet kullanin.
4.5 PCR Urinlerini igiktan koruyarak 4 °C'de 1 haftaya kadar, daha uzun siire igin ise -25 °C ile -15 °C
arasinda saklayin.

35 PCR dongust:
e 30 saniye boyunca
95°C
e 30 saniye boyunca
60 °C
e 60 saniye boyunca
72°C

20 dakika boyunca 72 °C

15 °C duraklama

*Ornek varyasyonunu en aza indirmek igin yeterli miktarda ana karigim soliisyonu hazirlayin: %5-10 hacim fazlasi.

**Onceden hazirlandiginda (kullanimdan en fazla 1 saat énce) ana karigimlari buz iizerinde veya 4 °C'de saklayin ve tiiplere eklemeden 6nce oda sicakligina getirin.
***T(ipler PCR igin ayr bir laboratuvara géturildigiinde PCR igin-thermocycler't 6nceden isitin (6rnegin 95 °C'de 1 saniye) ve ardindan 20 °C'de duraklatin. Transfer siiresini en aza

indirin (6rnegin <5 dk), tiipleri thermocycler'a yerlestirin ve 4.1. adimla devam edin. Bu, spesifik olmayan pik olusumunu en aza indirir.
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Test prosediirii boliim Il - Fragman ayrimi

1. Coffalyser.Net'te desteklenen yaygin olarak kullanilan
kapiler elektroforez cihazlari i¢in enjeksiyon ayarlan
PCR primer etiketi: FAM

Kapilerler: 28 cm

Enjeksiyon karisimi:

e PCR iriinii 0,8 pl

e GS500 Size Standard 0,3 pl
ABI SeqgStudio (ROX/LIZ)

e HiDi formamid 12 pl
Enjeksiyon plakasini kapatin,
86 °C'de 3 dakika isitin, 4 °C'de

2 dakika sogutun.

ABI Prism 3100 Kapilerler: 36 veya 50 cm

ABI 3130 (xL) Enjeksiyon kanigimu:

ABI 3500 (xL) e PCR urlini 0,7 pl

ABI 3730 (xL) o (GS500 Size Standard 0,3 pl

ABI SeqStudio Flex (ROX) veya 0,2 ul (LIZ)

RUO/Dx e HiDi formamid 9 pl

Hitachi DS3000% Enjeksiyon plakasini kapatin,
86 °C'de 3 dakika isitin, 4 °C'de
2 dakika sogutun.

Promega Spectrum

*
Compact *Sadece 36 cm kapilerler.

PCR primer etiketi: Cy5

Kapilerler: 33 cm
Enjeksiyon karisimi:

SCIEX CEQ 2000 e PCR Uriini 1 pl

SCIEX CEQ 8000 e SS600 Size Standard 0,5 pl

SCIEX CEQ 8800 ¢ HiDi formamid / Beckman SLS

SCIEX GenomelLab 28,5l

GeXP 1 damla yuksek kaliteli mineral yagi
ekleyin.

2. Elektroforez ayarlari

Uygulamaya, cihaza, polimere ve kapiler uzunluguna uygun
varsayilan fragman analizi ayarlarini kullanin. Sinyallerin
optimum tespit araligina girmesini ve ¢alismanin tim
fragmanlari tespit etmeye yetecek kadar uzun olmasini
saglamak igin cihaz ayarlarinin optimizasyonu gerekebilir.
Optimum sinyal araliklari (RFU cinsinden) ve cihaz basina
minimum/maksimum sinyaller surada bulunabilir:
Coffalyser.Net Referans Kilavuzu.

Kalite kontrol ve veri analizi

COFFALYSER/:

Kalite kontrol ve veri analizi igin en son Coffalyser.Net™ slirimii
(MRC _Holland web sitesi baglantisindan indirilebilir)
kullanilmalidir.  Ayrintili  talimatlar igin bkz. Coffalyser.Net
Referans Kilavuzu.

Yardim Merkezimizdeki su makaleleri de inceleyebilirsiniz:
¢ Miktar ve Denatiirasyon kontrol fragmanlari hakkinda

aciklama
e DNA'siz kontroller hakkinda bilgi

Sorun giderme konusunda daha fazla yardim igin MRC Holland
Yardim Merkezi'ndeki sorun giderme sayfalarini ziyaret edin.

Sonuglarin ve performans 6zelliklerinin yorumlanmasi ve
dogrulanmasi
Uygulamaya baghdir; probemix uriin agiklamasina bakin.

Sinirlamalar

1.

10.

Cogu popiilasyonda ve cogu MLPA uygulamasinda, genetik
defektlerin baglica nedeni kiigiik (nokta) mutasyonlardir ve
bunlarin gogu MLPA tarafindan tespit edilemez.

MLPA, MLPA probe'u tarafindan tespit edilen sekansin
(kismen) disinda kalan ¢ogu inversiyonu, dengeli
translokasyonu veya kopya sayisi degisimini tespit etmez.
Analitik performans, DNA ornegindeki safsizliklar, eksik DNA
denatiirasyonu (6rnegin tuz kontaminasyonu nedeniyle),
yetersiz veya gok fazla 6rnek DNA'sI kullanimi, yetersiz veya
uygun olmayan referans ornekleri, kapiler elektroforez
sorunlari veya yetersiz veri normalizasyon prosediirii ve diger
teknik hatalar nedeniyle tehlikeye girebilir.

Deneysel uygulamadaki kiglik farklliklar MLPA pik
modelini etkileyebilir. Analize yalnizca a) ayni MLPA
deneyine dahil edilen ve b) ayni probemix lotuyla test edilen
ornekleri dahil edin.

Bazi durumlarda sonuglarin dogru yorumlanmasi igin
parental 6rneklerin analizi gerekebilir.

Bazi kopya sayisi sapmalari, blyiik delesyonlar ve tim
kromozomlarin duplikasyonu gibi somatik degisikliklerden
kaynaklanabilir.

Bir probe tarafindan hedeflenen sekanstaki kigiik
degisiklikler (6rnedin SNV'ler, kiiglik indel’ler) probe
ligasyon bolgesinden >20 nt uzakta olsa bile yanlig pozitif
sonuglara neden olabilir. Sekans degisiklikleri, probe
oligoniikleotidlerinin ligasyonunu &nleyerek veya bir probe
oligontikleotidinin 6rnek DNA'sina baglanmasini destabilize
ederek probe sinyalini azaltabilir. MLPA ile tespit edilen
sapmalarin dogrulanmasi gerekir ve tek probe'lu sapmalarin
her zaman dogrulanmasi gerekir. Hedef bdlgenin
sekanslanmasi onerilir.

Tim genom amplifikasyon reaksiyonlarindan elde edilen
DNA, amplifikasyon sapmasi nedeniyle MLPA igin uygun
degildir.

MLPA testleri, DNA 6rneginin ekstrakte edildigi hiicrelerdeki
hedef sekanslarin ortalama kopya sayisini verir. Bitisik
sekanslar hedefleyen birden fazla probe'un aligilmadik bir
degere sahip olmasi ancak bir delesyon/duplikasyon igin
olagan esik degerlerine ulasmamasi durumunda mosaisizm
olasi bir nedendir. Mozaik vakalarda gozlenenler gibi
belirsiz degisiklikler yalnizca probe'lar kromozomal konuma
gore diizenlendiginde ayirt edilebilir.

MLPA ile tespit edilen kopya sayisi degisikliklerinin hepsi
patojenik degildir. MRC Holland, belirli bir delesyonun veya
duplikasyonun hastaliga yol agip agmayacagi konusunda
bilgi saglayamaz.

MLPA Genel Protokoli

Sayfad/6
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Sorun giderme akis semasi

1. Boyut belirtecinin pik modeli | Hay Enjeksiyon karisimina boyut
gorluntyor mu? belirteci eklenmedi
— — PCR drinlerini yeniden yikleyin ve
Evet Enjeksiyon karisimina PCR drind kapiler elektroforezi tekrarlayin
eklenmedi

2. MLPA amplikonlarinin Hayir
floresan etiketi goriiniiyor mu?

PCR'ye probe veya primer
karigimi eklenmedi

MLPA reaksiyonunu tekrarlayin |

Yanlis floresan primer; FAM

L

Evet (ABI), Cy5 (SCIEX) kullanin
3. Boyut belirtecinin pik modeli Eksik pikler H Calisma siresi gok kisaydi Calisma siresini artirin |
normal mi? : — - -
- ‘ N l > Kapiler dizide hava kabarciklari Kapiler elektroforez cihazini kontrol
‘ ‘ ‘ | ‘ Hayr, Eetaleiey veya toz pargaciklari mevcut edin ve temizleyin
Pik genislemesi Eski buffer, eski polimer, eski Gerektlgl'nde t'n{ff'er |:P0'I|Ir11er|.ve./
. P, . . veya kapiler diziyi degistirin, Hi-Di
kapiler dizi, koti/eksik formamid formamid kullanin

Sinyal egimli
Evet Daha az PCR urtint kullanin
Enjeksiyon karisiminda ok fazla (enjeksiyon karisiminin toplam
4. MLPA probe piklerinin PCR Griind hacminin en fazla %10'u)
elektroforez bazal degerine
donmesi basarisiz mi oluyor? PCR Urtiniinh ultra saf su ile seyreltin
r ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ Evet
[ Enjeksiyon gerilimi ve/veya Enjeksiyon gerilimini ve/veya siiresini
suresi ok yuksek azaltin
Termosikler isitmall kapak Minera.l yagi kullanin (6rnegin Vapor-
S diizgiin calismiyor veya kapak lock, Qiagen 981611)
basinci yanlis (gok diistik veya Termosiklerin isitilmis kapagini |
Hayr T cok yiiksek) kontrol edin
S Gece boyunca hibridizasyon Toolerin duzean bir sekild
) . sirasinda buharlasma Uplerin duzgun bir sekilde |
5. MLPA probe'larinin pik : Tupler termosikler icinde diizgiin kapatildigindan emin olun
modelinde sinyal egimi —>
P b kapatilmamis veya deforme Gerektiginde ttip markasini degistirin
f;r:dl;yrg:;g:iilmuc;\gl:tmu? —>| olmus (yanlis kapak basinci veya (6rnegin Thermo Fisher seritleri AB-
- - BT Ligasyon adimi sirasinda || tip uyumu) 0773, AB-0451)
Ny buharlasma L) Pipetleme sirasinda tiipler gok isleme siiresini azaltin (6rnegin cok
‘*\\ uzun stire agik kaliyor kanall pipetler kullanin)
‘ T I LS Polimerazi etkileyen 6rnek Ornek DNA'sini seyreltin (DNA
= DNA'sinda kontaminantlar konsantrasyonu yeterliyse)
Ek bir DNA saflagtirma adimi
Hayir
Evet gergeklestirin
. =] Evet = 5 7 R Hayir e . Hayir
6. MLPA probe sinyalleri diistk H Yuksek primer piki gorliyor Spesifik olmayan pikler (40-75 nt) Eid e stashivaies sl
mu? mu? goruluayor mu? L R

artirin

Hayir Evet

Sicak baslatma PCR programi
kullanildi

Protokolde belirtildigi gibi PCR'yi oda

7. MLPA probe sinyalleri N
sicakliginda baslatin

optimum sinyal araliginin
Uzerinde mi?

Enjeksiyon siresini ve/veya gerilimini
azaltin

Evet

Cok fazla PCR urlinli enjekte
edildi

Daha az PCR riini kullanin
(enjeksiyon karisiminin toplam
hacminin en fazla %10'u)

Hayir
PCR Urtintini ultra saf su ile seyreltin

8. Q-fragment’lar 92 nt'lik
benchmark parcasinin 1/

o . 5
3'Unden daha mi yiiksek? H Yetersiz DNA kullanildi

Evet
Q-Fragment’lar

50 ila 250 ng arasinda DNA kullanin |

Ligasyon basarisiz oldu (daha az
olasi)

MLPA reaksiyonunu tekrarlayin |

Ornek DNA'si depurine edildi

Ornek igin yeterli buffering saglayin |

e R R s e I

o MR VBT AL (daha az olasi)
Hayir \/ P A
DNA Itin (DNA
9. D-fragment’lar (88 ve 96 konsaor::r(:;i/nc::j\:/r:tel:lji\(/se)
nt'de) 92 nt'lik benchmark 3 DNA denatiirasyonu Ornek DNA'sinda kontaminantlar,
argasinin %50'sinden daha mi érnegin >

su;jk? o tamamlanmadi ornegin >40 mM tuz Ek bir DNA saflagtirma adimi

o gerceklestirin

YALNIZCA 1-3. sorulara "Evet" ve 4-9. sorulara "Hayir" yanitini verdiginizde veri analizine gegin. Reaksiyonlarin diagnostik bir
ortamda kargilastirmali analize uygun olmasi icin yesil FRSS ve FMRS skoruna sahip olmasi gerektigini liitfen unutmayin.

CSM.QUAL-001 Suriimii: 04
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Daha fazla detay
Cevrimici egitim videosu MLPA reaksiyonu nasil gerceklestirilir.

Schouten JP et al. (2002). Relative quantification of 40 nucleic acid sequences by multiplex ligation-dependent probe amplification.
Nucleic Acids Res. 30:e57.

Daha fazla bilgi

www.mrcholland.com; destek.mrcholland.com

d MRC Holland BV; Willem Schoutenstraat 1
1057 DL, Amsterdam, Hollanda

E-posta info@mrcholland.com (bilgi ve teknik sorular);
order@mrcholland.com (siparigler)

Telefon +31 888 657 200

MRC Holland, SALSA, MLPA, digitalMLPA, Coffalyser.Net, Coffalyser digitalMLPA ve bunlarin logolari, MRC Holland BV'nin ticari markalari
veya tescilli ticari markalaridir. Burada yer alan diger tiim markalar ve isimler ilgili sahiplerinin miilkiyetindedir.

3

Protokolde uygulanan degisiklikler

Surim 010-TR1 - 21 Mayis 2025
- ABI SeqStudio Flex, sayfa 4'te ABI SeqStudio Flex RUO/Dx olarak yeniden adlandirildi.

Siiriim 009-TR1 - 21 Mayis 2024

- Protokol yeni bir yapiya ve yeni bir tasarima kavugmustur.

- SALSA MLPA test bilesenlerindeki tablolar, bilesenlerin triin agiklamalarina yapilan referanslarla degistirilmistir.

- Standart ambalaj etiketleriyle ilgili bolim kaldinimistir.

- MLPA prensibine iligkin bélim yeniden yazilmistir ve is akisinin sekli iyilestiriimistir. Hesaplamalara iligkin sekil kaldirilmistir.

- Gerekli ancak saglanmayan materyaller bolimii glincellenmistir.

- Ornek isleme ve saklama béliimiindeki bilgiler yeniden diizenlenmistir. Béliim kisaltilmistir ve Ornek gereksinimleri olarak
yeniden adlandiriimistir. Bazi bilgiler Onlemler ve Uyarilar bélimiine taginmistir.

- Referans ve diger kontrol 6rneklerinin segilmesi bolimd, bu bilginin riin agiklamalarinda da mevcut olmasi nedeniyle
kaldinlmistir.

- Bolim 3 Baglamadan 6nce okunmasi gereken notlar kismindaki bilgiler Test prosediirii kisim I'e taginmistir.

- Bolim 5 ve 6'daki bilgiler (Kisaca MLPA protokolii ve MLPA protokolii) Test prosediirii kisim I'de yeni bir tablo formatinda
birlestirilmistir.

- Denatiirasyondan sonra tiiplerin thermocycler'dan gikarilmasi ve gikarilan Hibridizasyon ana karigimi eklendikten sonra tekrar
yerlestirilmesine yonelik talimat.

- Polimeraz ana karisimini eklemeden 6nce tiipleri-thermocycler'a yerlestirme talimati kaldinlmistir ¢iinkli daha &nceden
bunlan gikarmaya yonelik bir talimat yoktur.

- Test prosediri kisim l'e, tiiplerin PCR igin ayri bir laboratuvara gotiirilmesi durumuna iliskin talimatlar veren bir dipnot
eklenmistir.

- Béliim 7.1'deki bilgiler. Baglamadan énce okunmasi gereken notlar, Onlemler ve uyarilar béliimiine taginmistir.

- Bolim 7.2'deki kapiler elektroforez cihazlarindaki sinyal araliklar hakkindaki tablo, Coffalyser.Net Referans Kilavuzu'ndaki
ilgili tabloya yapilan bir referansla degistirilmistir.

- Bolim 8'deki bilgiler (kalite kontrol ve sorun giderme) Coffalyser.Net Referans Kilavuzu'na ve kontrol fragmanlari ile DNA
icermeyen kontroller hakkindaki bilgi tabani makalelerine yapilan referanslarla degistirilmistir.

- Bolim 9 (Veri analizi) Coffalyser.Net'i indirme ve Coffalyser.Net Referans Kilavuzu'nu okuma talimatiyla degistirilmistir.

- Béliim 10'daki (Yorumlama ve dogrulama) bilgiler, Onlemler ve uyarilar bélimiine, Sinirlamalar bélimiine taginmistir veya
belirli uygulamalara 6zgii oldugu igin kaldiriimigtir.
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