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Elucigene
®
 TRP (Οκάδα εμεηάζεσλ θηλδύλνπ ζξόκβσζεο) 

Κσδηθόο θαηαιόγνπ: TH003B2 – 50 εμεηάζεηο (κε MTHFR) 

Κσδηθόο θαηαιόγνπ: TH002B2 – 50 εμεηάζεηο (ρσξίο MTHFR) 

Σεκείσζε: Γηα ηνλ αξηζκφ θαηαιφγνπ TH002B2 αγλνήζηε φιεο ηηο βηβιηνγξαθηθέο αλαθνξέο 
ζε εθθηλεηέο θαη αλάιπζε MTHFR. 

Φξήζε γηα ηελ νπνία πξννξίδεηαη 

Γηα ηελ ηαπηφρξνλε in vitro πνηνηηθή αλίρλεπζε κεηαιιάμεσλ ηνπ παξάγνληα V Leiden 
(R506Q), ηεο πξνζξνκβίλεο (παξάγνληαο II 20210A) θαη ηεο αλαγσγάζεο ηνπ 
κεζπιελνηεηξαυδξνθπιιηθνχ νμένο (MTHFR C677T) ζε DNA πνπ έρεη εθρπιηζηεί απφ νιηθφ 
αίκα (ζπληεξεκέλν ζε  EDTA) ή απφ δείγκαηα απνμεξακέλσλ θειίδσλ αίκαηνο.  

Σύλνςε θαη επεμήγεζε 

Η θιεβηθή ζξφκβσζε πξνθαιεί θαη’ εθηίκεζε 50.000 ζαλάηνπο/έηνο ζηηο Η.Π.Α. θαη έρεη 
επίπησζε 1 ζηνπο 1000 εηεζίσο (1). Υπάξρνπλ πνιινί παξάγνληεο θηλδχλνπ πνπ 
αλαθέξεηαη φηη ζπλεηζθέξνπλ ζηε ζξφκβσζε, φπσο ε ρεηξνπξγηθή επέκβαζε, ε εγθπκνζχλε, 
ηα αληηζπιιεπηηθά απφ ηνπ ζηφκαηνο θαη ε παξαηεηακέλε αθηλεηνπνίεζε (ζχλδξνκν 
νηθνλνκηθήο ζέζεο) (2).  
 
Έλα γελεηηθφ ζηνηρείν επεξεάδεη επίζεο ηελ επαίζζεηε ηζνξξνπία ηεο δηαδηθαζίαο πήμεο ηνπ 
αίκαηνο. Η βηνρεκηθή νδφο ηεο πήμεο είλαη ζχλζεηε θαη πεξηιακβάλεη πνιινχο παξάγνληεο 
πνπ είηε εληζρχνπλ είηε αλαζηέιινπλ ηε δηαδηθαζία, κε απνηέιεζκα είηε ειιηπή (αηκνθηιία) 
είηε ππεξβνιηθή (ζξνκβνθηιία) πήμε. Απφ απηνχο ηνπο παξάγνληεο, έρνπλ αλαγλσξηζηεί 3 
σο βαζηθνί θαη ζε απηνχο νθείιεηαη ε πιεηνλφηεηα ησλ θιεξνλνκηθψλ πεξηζηαηηθψλ 
ζξνκβνθηιίαο (3)(4)(5). Οη κεηαιιάμεηο ησλ γνληδίσλ απηψλ ησλ παξαγφλησλ είλαη ρξήζηκνη 
δείθηεο απμεκέλνπ θηλδχλνπ θιεβηθήο ζξφκβσζεο. Απηνί είλαη ν παξάγνληαο V Leiden 
(R506Q), ν παξάγνληαο II (Πξνζξνκβίλε 20210A) θαη ε MTHFR (677C>T). Η MTHFR 
(αλαγσγάζε ηνπ κεζπιελνηεηξαυδξνθπιιηθνχ νμένο) είλαη βαζηθή γηα ηε δηαηήξεζε ησλ 
επηπέδσλ ηεο νκνθπζηεΐλεο, ε νπνία επεξεάδεη ηε δηαδηθαζία πήμεο ηνπ αίκαηνο. 
 
Ο παξάγνληαο V Leiden είλαη ε πην ζπρλή θιεξνλνκηθή κνξθή ζξνκβνθηιίαο. Δηεξνδπγσηία 
ηνπ παξάγνληα V Leiden εκθαλίδεηαη ζην 3 έσο 8% ηνπ γεληθνχ πιεζπζκνχ ησλ Η.Π.Α. θαη 
ηεο Δπξψπεο (6). Η ζπρλφηεηα νκνδπγσηίαο γηα ηε κεηάιιαμε ηνπ παξάγνληα V Leiden είλαη 
πεξίπνπ 1 ζηνπο 5.000, παξφιν πνπ ν επηπνιαζκφο πνηθίιεη ζεκαληηθά ζε δηαθνξεηηθνχο 
πιεζπζκνχο. Ο θίλδπλνο θιεβηθήο ζξνκβνεκβνιήο εμαξηάηαη ηφζν απφ γελεηηθνχο φζν θαη 
απφ «επίθηεηνπο» παξάγνληεο. Η ειηθία είλαη ζεκαληηθφο παξάγνληαο: φζν απμάλεηαη ε 
ειηθία απμάλεηαη θαη κε κεγαιχηεξν ξπζκφ ν θίλδπλνο ζε αζζελείο κε κεηάιιαμε παξάγνληα 
V Leiden. Έλα άηνκν πνπ είλαη εηεξφδπγν γηα ηε κεηάιιαμε ηνπ παξάγνληα V Leiden είλαη 7 
θνξέο πην πηζαλφ λα αλαπηχμεη θιεβηθή ζξνκβνεκβνιή, ελψ έλα άηνκν πνπ είλαη νκφδπγν 
γηα ηε κεηάιιαμε ηνπ παξάγνληα V Leiden έρεη 80 (νγδφληα) θνξέο πην απμεκέλν θίλδπλν 
(7). Άιινη γελεηηθνί παξάγνληεο (Πξνζξνκβίλε 20210A θαη MTHFR 677C) ζπκβάιινπλ 
επίζεο ζηελ αχμεζε ηνπ θηλδχλνπ, π.ρ. έλαο εηεξνδπγψηεο ηνπ παξάγνληα V Leiden έρεη 20 
θνξέο πην απμεκέλν θίλδπλν εάλ είλαη επίζεο εηεξνδπγψηεο γηα ηελ 20210A (8). Σε γπλαίθεο 
πνπ ρξεζηκνπνηνχλ αληηζπιιεπηηθά απφ ηνπ ζηφκαηνο, ν θίλδπλνο θιεβηθήο ζξφκβσζεο 
είλαη έσο θαη 30 θνξέο πην απμεκέλνο εάλ είλαη εηεξφδπγεο γηα ηνλ παξάγνληα V Leiden ή 
αξθεηέο εθαηνληάδεο θνξέο πην απμεκέλνο εάλ είλαη νκφδπγεο γηα ηνλ παξάγνληα V (9). 
 
Η εμέηαζε γεληθά απεπζχλεηαη ζε αζζελείο ειηθίαο θάησ ησλ 50 εηψλ κε θιεβηθή ζξφκβσζε 
θαη ζε αζζελείο ή ζπγγελείο κε νηθνγελεηαθφ ηζηνξηθφ ζξνκβνιπηηθήο λφζνπ. Η εμέηαζε 
ζπληζηάηαη επηπιένλ λα γίλεηαη ζε ζπγγελείο αηφκσλ πνπ είλαη γλσζηφ φηη έρνπλ παξάγνληα 
V Leiden θαη γπλαίθεο κε ππνηξνπηάδνπζεο απνβνιέο, βαξηά πξνεθιακςία ή ζλεζηγελή 
λενγλά. Η γλψζε ηεο θαηάζηαζεο ηνπ παξάγνληα V Leiden κπνξεί λα επεξεάζεη ηελ 
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αληηκεηψπηζε κηαο θχεζεο ή λα επεξεάζεη ηε δηαδηθαζία ιήςεο απνθάζεσλ ζρεηηθά κε ηα 
απφ ηνπ ζηφκαηνο αληηζπιιεπηηθά (10). Μεηά απφ ηελ ηαπηνπνίεζε ηνπ παξάγνληα V 
Leiden, είλαη πνιχ ρξήζηκν λα εμεηαζηνχλ επίζεο θαη νη ππφινηπνη παξάγνληεο θηλδχλνπ 
ζξφκβσζεο φπσο ε πξνζξνκβίλε (παξάγνληαο II) θαη ε MTHFR. Τα νθέιε ηεο 
ηαπηνπνίεζεο ησλ κεηαιιάμεσλ ηνπ παξάγνληα V Leiden ζε αζζελείο κε θιεβηθή ζξφκβσζε 
είλαη φηη ηα αζπκπησκαηηθά κέιε ηεο νηθνγέλεηαο κπνξνχλ λα επηιέμνπλ λα πξνζδηνξίζνπλ 
εάλ δηαηξέρνπλ επίζεο απμεκέλν θίλδπλν θαη απηφ ζπλεπψο λα ηνπο βνεζήζεη λα 
θαηεπζχλνπλ ηελ αληηζξνκβνιπηηθή ηνπο αγσγή ζε πεξηφδνπο πνπ δηαηξέρνπλ κεγαιχηεξν 
θίλδπλν, φπσο ε ρεηξνπξγηθή επέκβαζε, ε εγθπκνζχλε, ε ιήςε αληηζπιιεπηηθψλ απφ ηνπ 
ζηφκαηνο ή κεγάιεο πεξίνδνη αθηλεηνπνίεζεο, γηα παξάδεηγκα αεξνπνξηθά ηαμίδηα κεγάιεο 
δηάξθεηαο (11). 

Αξρέο ηεο δηαδηθαζίαο 

Η κέζνδνο πνπ ρξεζηκνπνηείηαη απφ ηελ εμέηαζε Elucigene TRP βαζίδεηαη ζην ζχζηεκα 
Amplification Refractory Mutation System (ARMS), κηα εηδηθή ηερλνινγία ελίζρπζεο 
αιιειφκνξθσλ κε PCR πνπ κπνξεί λα αληρλεχεη ζεκεηαθέο κεηαιιάμεηο ή κηθξέο ειιείςεηο 
ζην δεζνμπξηβνλνπθιετθφ νμχ (DNA)(12). Η εμέηαζε απνηειείηαη απφ δχν ζπκπιεξσκαηηθά 
κίγκαηα αληίδξαζεο. Τν πξψην κίγκα αληίδξαζεο εληζρχεη εηδηθά φια ηα αιιειφκνξθα TRP 
ηα νπνία δελ επεξεάδνληαη απφ κεηαιιάμεηο ηνπ παξάγνληα V Leiden (R506Q), ηνπ 
παξάγνληα II (Πξνζξνκβίλε 20210A) θαη ηεο MTHFR (677C>T), δειαδή είλαη θπζηθνχ 
ηχπνπ. Αληίζεηα, ην δεχηεξν κίγκα αληίδξαζεο πεξηέρεη εθθηλεηέο νη νπνίνη εληζρχνπλ εηδηθά 
κφλν ηα κεηαιιαγκέλα αιιειφκνξθα R506Q, 20210A θαη 677C>T. Κάζε κίγκα αληίδξαζεο 
πεξηιακβάλεη επίζεο εθθηλεηέο πνπ εληζρχνπλ αιιεινπρίεο DNA εθηφο απηψλ ηνπ 
παξάγνληα V Leiden, ηεο πξνζξνκβίλεο θαη ηεο MTHFR σο εζσηεξηθφ κάξηπξα ελίζρπζεο 
ηεο εμέηαζεο πνπ ππνδεηθλχεη επηηπρή ελίζρπζε. Τα πξντφληα πνπ έρνπλ εληζρπζεί 
(ακπιηθφληα) ησλ δχν κηγκάησλ αληίδξαζεο δηαρσξίδνληαη κε ειεθηξνθφξεζε ζε γέιε 
αγαξφδεο. Η παξνπζία ή απνπζία δσλψλ ζηε γέιε ππνδεηθλχεη ηελ θαηάζηαζε ησλ 
αιιειφκνξθσλ ηνπ παξάγνληα V Leiden (R506Q), ηνπ παξάγνληα II (Πξνζξνκβίλε 20210A) 
θαη ηεο MTHFR (677C>T). 

Πξνεηδνπνηήζεηο θαη πξνθπιάμεηο 

1. Γηα In Vitro δηαγλσζηηθή ρξήζε. 

2. Ο κάξηπξαο DNA πνπ παξέρεηαη ζε απηφ ην θηη είλαη αλζξψπηλεο πξνέιεπζεο θαη 
έρεη εμεηαζηεί μερσξηζηά ρξεζηκνπνηψληαο κέζνδν πνπ βαζίδεηαη ζε PCR θαη έρεη 
δηαπηζησζεί αξλεηηθφ γηα ηνπο ηνχο ηεο επαηίηηδαο Β (HBV), ηεο επαηίηηδαο C (HCV) 
θαη γηα ηνλ ηφ ηεο αλζξψπηλεο αλνζναλεπάξθεηαο 1 (HlV 1). 

3. Θα πξέπεη λα πξνζέρεηε θαηά ηνλ ρεηξηζκφ πιηθνχ αλζξψπηλεο πξνέιεπζεο. Όια ηα 
δείγκαηα ζα πξέπεη λα ζεσξνχληαη δπλεηηθά κνιπζκαηηθά. Κακία κέζνδνο εμέηαζεο 
δελ κπνξεί λα δηαζθαιίζεη απφιπηα φηη απνπζηάδνπλ νη ηνί HBV, HCV, HIV 1 ή άιινη 
κνιπζκαηηθνί παξάγνληεο. Ο ρεηξηζκφο ησλ δεηγκάησλ θαη ησλ ζπζηαηηθψλ ηεο 
εμέηαζεο, ε ρξήζε ηνπο, ε θχιαμε θαη ε απφξξηςή ηνπο ζα πξέπεη λα γίλνληαη 
ζχκθσλα κε ηηο δηαδηθαζίεο πνπ νξίδεη ε αλάινγε εζληθή θαηεπζπληήξηα νδεγία ή 
θαλνληζκφ αζθαιείαο γηα βηνινγηθνχο θηλδχλνπο. 

4. Φπιάζζεηε φια ηα ζπζηαηηθά ζε ζεξκνθξαζία ρακειφηεξε απφ -20 °C. Απνξξίςηε 3 
κήλεο κεηά απφ ην άλνηγκα εθηφο εάλ ππνθιαζκαηνπνηεζνχλ. 

5. Σχκθσλα κε ηελ ηξέρνπζα νξζή εξγαζηεξηαθή πξαθηηθή, ηα εξγαζηήξηα ζα πξέπεη 
λα αλαιχνπλ ηα δηθά ηνπο δείγκαηα εζσηεξηθνχ πνηνηηθνχ ειέγρνπ γλσζηνχ 
θαηλνηχπνπ ζε θάζε πξνζδηνξηζκφ, νχησο ψζηε λα κπνξεί λα αμηνινγεζεί ε 
εγθπξφηεηα ηεο δηαδηθαζίαο. 
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Σύκβνια πνπ ρξεζηκνπνηνύληαη ζηηο εηηθέηεο 

Τα ζχκβνια πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη ζε φιεο ηηο εηηθέηεο θαη ηηο ζπζθεπαζίεο ζπκκνξθψλνληαη 
κε ην ελαξκνληζκέλν πξφηππν EN 980 
 

   Παξαζθεπαζηήο 
 

   Αξηζκφο εμεηάζεσλ 
 

   Γείηε ηηο νδεγίεο ρξήζεο 
 

  Φπιάζζεηε ζε ρακειφηεξε ζεξκνθξαζία απφ ηελ 
αλαγξαθφκελε 

   Φξήζε πξηλ απφ ηελ αλαγξαθφκελε εκεξνκελία 
 
 
 
    Κσδηθφο θαηαιφγνπ 
 
 
 

Αξηζκφο παξηίδαο 

 
  

X°

C 

REF 

LOT 
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Υιηθά πνπ παξέρνληαη 

Η θχιαμε ησλ αληηδξαζηεξίσλ ζα πξέπεη λα βξίζθεηαη ζε πεξηνρή πνπ δελ πεξηέρεη 
κνιπζκαηηθφ DNA ή πξντφλ PCR. 

Όια ηα αληηδξαζηήξηα παξέρνληαη έηνηκα γηα ρξήζε. Φπιάζζεηε ηα κε αλνηγκέλα θαη ηα 
αλνηγκέλα αληηδξαζηήξηα ζε ζεξκνθξαζία -20 °C. Τα αλνηγκέλα αληηδξαζηήξηα κπνξνχλ λα 
θπιάζζνληαη επί έσο θαη 3 κήλεο. 

Παξέρνληαη επαξθή πιηθά γηα 50 δνθηκαζίεο: 

1. 2 θηαιίδηα x 450 µl κίγκαηνο εθθηλεηψλ A (TA) ηα νπνία πεξηέρνπλ εθθηλεηέο πνπ είλαη 
εηδηθνί γηα ηελ ελίζρπζε αιιειφκνξθσλ πνπ δελ επεξεάδνληαη απφ ηηο κεηαιιάμεηο 
ηνπ παξάγνληα V, ηνπ παξάγνληα II ή ηεο MTHFR, εθθηλεηέο καξηχξσλ θαη 
ηξηθσζθνξηθά δενμπλνπθιενηίδηα ζε ξπζκηζηηθφ δηάιπκα (TH003TA, TH002TA 

(ρσξίο MTHFR)).  

2. 2 θηαιίδηα x 450 µl κίγκαηνο εθθηλεηψλ B (TB) ηα νπνία πεξηέρνπλ εθθηλεηέο πνπ είλαη 
εηδηθνί γηα ηελ ελίζρπζε αιιειφκνξθσλ πνπ επεξεάδνληαη απφ ηηο κεηαιιάμεηο ηνπ 
παξάγνληα V, ηνπ παξάγνληα II ή ηεο MTHFR, εθθηλεηέο καξηχξσλ θαη 
ηξηθσζθνξηθά δενμπλνπθιενηίδηα ζε ξπζκηζηηθφ δηάιπκα (TH003TB, TH002TB 

(ρσξίο MTHFR)). 

3. 1 θηαιίδην x 600 µl ρξσζηηθήο θφξησζεο (LD). (CR000TR)  

4. 1 θηαιίδην x 200 µl ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο αξαίσζεο (DB). (CR000TV) 

5. 1 θηαιίδην x 50 µl κάξηπξα DNA (DC), θπζηνινγηθνχ γηα ηηο κεηαιιάμεηο 
ηνππαξάγνληα V Leiden R506Q, ηεο πξνζξνκβίλεο 20210A θαη νκφδπγνπ γηα ηελ 
παξαιιαγή ηνπ αιιειφκνξθνπ MTHFR 677C. (CR002TX) 

Απαηηνύκελα πιηθά πνπ δελ παξέρνληαη 

Δξγαζηεξηαθά αλαιψζηκα – γάληηα, ζσιελάξηα κηθξνθπγνθέληξηζεο κε βηδσηφ πψκα, ξχγρε 
πηπεηψλ, ιεπηνηνηρσκαηηθά θηαιίδηα PCR ησλ 0,2 ml ή ησλ 0,5 ml (ε ρξήζε δχν θηαιηδίσλ 
δηαθνξεηηθνχ ρξψκαηνο ζα ζπκβάιιεη ζηελ ηαπηνπνίεζε ηνπ κίγκαηνο εθθηλεηψλ). 

Πξνεηνηκαζία DNA – Σηείξν απηνληζκέλν λεξφ θαιήο πνηφηεηαο, ρισξηνχρν λάηξην (NaCl), 
δηλάηξην άιαο ηνπ αηζπιελνδηακηλνηεηξανμηθνχ νμένο (EDTA), ζθαηξίδηα πδξνμεηδίνπ ηνπ 
λαηξίνπ (NaOH), θξπζηαιινπνηεκέλε 2-άκηλν-2-πδξνμπκέζπιν-1,3-πξνπαλνδηφιε (βάζε 
Tris), πδξνρισξηθφ νμχ 36% sp.gr.1.18 (HCl), ρισξηνχρν ακκψλην (NH4Cl).  

Δλίζρπζε PCR – Διαθξχ ιεπθφ νξπθηέιαην Sigma*, ζηείξν απεζηαγκέλν λεξφ θαιήο 
πνηφηεηαο, AmpliTaq Gold (Applied Biosystems). 

Ηιεθηξνθφξεζε – Υιηθά ειεθηξνθφξεζεο γέιεο, ζπκπεξηιακβαλνκέλεο ηεο αγαξφδεο 

NuSieve 3:1 (Lonza), θιίκαθα 50 δεπγψλ βάζεσλ (GE Healthcare), βξσκηνχρν αηζίδην.  

* Γηα ελίζρπζε πνπ δηελεξγείηαη ζε θηαιίδηα PCR 0,5 ml ή ζεξκηθνχο θπθινπνηεηέο ρσξίο 
ζεξκαηλφκελα θαπάθηα 

Απαηηνύκελνο εμνπιηζκόο 

Δξγαζηεξηαθφο εμνπιηζκφο – πηπέηεο αθξηβείαο (2 ζεη: 1 γηα ηνλ ρεηξηζκφ πξηλ απφ ηελ 
ελίζρπζε θαη 1 γηα ηνλ ρεηξηζκφ κεηά ηελ ελίζρπζε:- θαηά πξνηίκεζε πηπέηεο ζεηηθήο 
κεηαηφπηζεο), γπάιηλνο εξγαζηεξηαθφο εμνπιηζκφο, πξνζηαηεπηηθφο ξνπρηζκφο, 
αλαθηλεηήξαο πεξηδίλεζεο ηχπνπ vortex, κηθξνθπγφθεληξνο, δπγαξηά, ζηαηψ ζσιελαξίσλ. 

Πξνεηνηκαζία DNA – Θεξκαληηθφ ζηνηρείν (ζέξκαλζε ζε ζεξκνθξαζία 100 °C). 

Δλίζρπζε – Θεξκηθφο θπθινπνηεηήο πνπ δέρεηαη θηαιίδηα 0,5 ml ή 0,2 ml (κε αθξίβεηα 
ζεξκνθξαζίαο +/-1 °C κεηαμχ 33 °C θαη 100 °C θαη νκνηνκνξθία ζηαηηθήο ζεξκνθξαζίαο 
+/-1 °C), πξναηξεηηθφ ζεξκαηλφκελν θαπάθη. 
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Ηιεθηξνθφξεζε – Οξηδφληηα ππνβξχρηα δεμακελή γέιεο, ζπζθεπή ηξνθνδνζίαο, ζπζθεπή 
κηθξνθπκάησλ, πδαηφινπηξν γηα ηελ ςχμε αγαξφδεο, ζπζθεπή ππεξηψδνπο αθηηλνβνιίαο, 
θσηνγξαθηθφ ζχζηεκα. 

Σπιινγή θαη θύιαμε δεηγκάησλ 

Μπνξνχλ λα ρξεζηκνπνηεζνχλ δείγκαηα νιηθνχ αίκαηνο (EDTA) θαη θειίδσλ αίκαηνο.  

Οη δηαηάμεηο ζπιινγήο δεηγκάησλ έρεη αλαθεξζεί φηη, θαηά πεξηπηψζεηο, είλαη επηβιαβείο γηα 
ηελ αθεξαηφηεηα νξηζκέλσλ αλαιπφκελσλ νπζηψλ θαη κπνξεί λα παξεκβάιινληαη ζε 
νξηζκέλεο ηερλνινγίεο κεζφδσλ(9). Σπληζηάηαη λα επηβεβαηψλεη θάζε ρξήζηεο φηη ε επηιεγκέλε 
δηάηαμε ρξεζηκνπνηείηαη ζχκθσλα κε ηηο νδεγίεο ηνπ θαηαζθεπαζηή θαη φηη νη δηαηάμεηο 
ζπιινγήο δεηγκάησλ θαη νη ελαιιαθηηθέο κέζνδνη πξνεηνηκαζίαο DNA είλαη ζπκβαηέο κε απηή 
ηελ εμέηαζε. 

Τα δείγκαηα αίκαηνο ζα πξέπεη λα θπιάζζνληαη ζε ζεξκνθξαζία -20 °C πξηλ απφ ηελ 
πξνεηνηκαζία ηνπ DNA. Να απνθεχγεηαη ε επαλεηιεκκέλε θαηάςπμε θαη απφςπμε.  

Πξνεηνηκαζία DNA από δείγκαηα νιηθνύ αίκαηνο (EDTA) 

1. Μεηαθέξεηε κε πηπέηα 80 µl θάζε δείγκαηνο αίκαηνο ζε ζσιελάξην κηθξνθπγνθέληξηζεο 
κε βηδσηφ πψκα. 

2. Μεηαθέξεηε κε πηπέηα 320 µl δηαιχκαηνο NH4Cl 170 mM (9,09 g/l) ζε θάζε ζσιελάξην. 

3. Αλακίμηε γηα 20 ιεπηά κε ήπηα πεξηδίλεζε θαη αλαζηξνθή. Απνθχγεηε ηε έληνλε 
αλάδεπζε θαη ηνλ ζρεκαηηζκφ αθξνχ. 

4. Φπγνθεληξίζηε θάζε ζσιελάξην γηα 2 ιεπηά ζηα 12.000 g κέρξη λα ζρεκαηηζηεί έλα 
ζθαηξίδην θπηηάξσλ. 

5. Φξεζηκνπνηψληαο κηα πηπέηα αθαηξέζηε θαη απνξξίςηε ην ππεξθείκελν πγξφ. 

6. Μεηαθέξεηε κε πηπέηα 300 µl δηαιχκαηνο NaCl 10 mM (0,58 g/l)/EDTA 10 mM (3,72 g/l) 
ζε θάζε ζσιελάξην θαη επαλαησξήζηε ηα θχηηαξα αλακεηγλχνληαο κε αλαθηλεηήξα 
πεξηδίλεζεο ηχπνπ vortex. 

7. Φπγνθεληξίζηε θάζε ζσιελάξην γηα 1 ιεπηφ ζηα 12.000 g κέρξη λα ζρεκαηηζηεί έλα 
ζθαηξίδην θπηηάξσλ. 

8. Δπαλαιάβεηε ηα βήκαηα 5 έσο 7 ηνπιάρηζηνλ δχν αθφκε θνξέο κέρξη λα απνκαθξπλζεί 
φιε ε νξαηή θφθθηλε ρξψζε ζην ππεξθείκελν πγξφ. 

9. Φξεζηκνπνηψληαο κηα πηπέηα αθαηξέζηε θαη απνξξίςηε ην ππεξθείκελν πγξφ. 

10. Μεηαθέξεηε κε πηπέηα 200 µl δηαιχκαηνο NaOH 50 mM ζε θάζε ζσιελάξην θαη 
επαλαησξήζηε ηα θχηηαξα αλακεηγλχνληαο κε αλαθηλεηήξα πεξηδίλεζεο ηχπνπ vortex. 

11. Δπσάζηε ζε ζεξκαηλφκελν ζηνηρείν ζε ζεξκνθξαζία 100 °C γηα 10 ιεπηά. 

12. Μεηαθέξεηε κε πηπέηα 40 µl δηαιχκαηνο βάζεο Tris 1 M (121,1 g/l)/HCl (pH 7,5) ζε θάζε 
ζσιελάξην θαη αλακίμηε κε αλαθηλεηήξα πεξηδίλεζεο ηχπνπ vortex. 

13. Πξνζζέζηε 1 ml ζηείξνπ απηνληζκέλνπ λεξνχ ζε θάζε ζσιελάξην κηθξνθπγνθέληξηζεο 
γηα λα δεκηνπξγεζεί φγθνο δείγκαηνο DNA 1,24 ml. 

14. Φπγνθεληξίζηε θάζε ζσιελάξην γηα 1 ιεπηφ ζηα 12.000 g κέρξη λα ζρεκαηηζηεί έλα 
ζθαηξίδην ππνιεηκκάησλ θπηηάξσλ. Τν DNA πεξηέρεηαη εληφο ηνπ ππεξθείκελνπ πγξνχ. 

Πξνεηνηκαζία DNA από απνμεξακέλεο θειίδεο αίκαηνο 

1. Τξππήζηε δίζθνπο 2 x 3 mm(β) απφ ηελ θάξηα δείγκαηνο θαη ηνπνζεηήζηε ηνπο ζε 
ζσιελάξην 1,5 ml κε βηδσηφ πψκα. 
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Οη θειίδεο ζα πξέπεη λα δηαηξώληαη από κία πεξηνρή ηεο θάξηαο πνπ είλαη πιήξσο 
εκπνηηζκέλε κε αίκα. 

Τξππήζηε δηάθνξεο «θαζαξέο» θειίδεο απφ ηηο θάξηεο θαη απνξξίςηε ηηο πξηλ απφ ηε ιήςε 
θάζε δείγκαηνο γηα λα απνηξέςεηε ηελ επηκφιπλζε απφ κεηαθνξά δείγκαηνο. 

2. Πξνζζέζηε 1 ml δηαιχκαηνο  NaCl 10 mM (0,58 g/l)/EDTA 10 mM (3,72 g/l) θαη αλακίμηε 
ζε πεξηζηξνθηθφ αλαθηλεηήξα γηα 15 – 20 ιεπηά. Δάλ δελ ππάξρεη δηαζέζηκνο 
πεξηζηξνθηθφο αλαθηλεηήξαο, ηφηε νη πιχζεηο κπνξεί λα ρξεηάδεηαη λα επεθηαζνχλ έσο 
θαη 30 ιεπηά ε θαζεκία. 

3. Αθαηξέζηε θαη απνξξίςηε ην δηάιπκα πιχζεο. 

4. Δπαλαιάβεηε ηα βήκαηα 2 θαη 3 κία αθφκε θνξά. 

5. Σε απηφ ην ζεκείν ζα πξέπεη λα έρεη εθινπζηεί ε κεγαιχηεξε πνζφηεηα ρξσζηηθήο αίκεο 
απφ ηνλ δίζθν. Γελ είλαη αζπλήζηζηε ε αρλή θαθέ ρξψζε ησλ θειίδσλ αίκαηνο ζε απηφ 
ην ζηάδην. 

6. Μηθξνθπγνθεληξίζηε ζχληνκα (3 δεπηεξφιεπηα) γηα λα ζπιιέμεηε ην ππφινηπν δηάιπκα 
πιχζεο ζηνλ ππζκέλα ηνπ ζσιελαξίνπ. Φξεζηκνπνηψληαο πηπέηα, αθαηξέζηε θαη 
απνξξίςηε φζν ην δπλαηφλ κεγαιχηεξε πνζφηεηα δηαιχκαηνο, ρσξίο λα δηαηαξάμεηε ηηο 
θειίδεο. 

7. Απηφ ην ζχληνκν βήκα κηθξνθπγνθέληξηζεο ζπλήζσο αθαηξεί ηηο πξφζζεηεο ρξσζηηθέο 
αίκεο απφ ηηο θειίδεο αίκαηνο. 

8. Πξνζζέζηε 150 κl δηαιχκαηνο NaOH 50 mM (2 g/l) ζε θάζε ζσιελάξην. Φηππήζηε 
ειαθξά, γξήγνξα θαη πξνζεθηηθά κε ην δάθηπιν γηα λα ηα αλακίμεηε. 

9. Βξάζηε ζε θαπηφ ζηνηρείν γηα 10 ιεπηά. Τν θαπηφ ζηνηρείν ζα πξέπεη λα εμηζνξξνπεζεί 
ζηνπο 100 °C. 

10. Μηθξνθπγνθεληξίζηε ζχληνκα γηα λα ζπιιέμεηε ην ππεξθείκελν ζηνλ ππζκέλα ηνπ 
ζσιελαξίνπ. 

11. Μεηαθέξεηε κε πηπέηα 30 κl δηαιχκαηνο βάζεο Tris 1 M (121,1 g/l)/ HCl (pH 7,5) ζε θάζε 
ζσιελάξην γηα εμνπδεηέξσζε θαη αλακίμηε πξνζεθηηθά. 

12. Πξνζζέζηε 420 κl ζηείξνπ λεξνχ Sigma ζε θάζε ζσιελάξην DNA γηα λα δεκηνπξγεζεί 
ζπλνιηθφο φγθνο 600 µl. 

13. Αλακίμηε ηα δείγκαηα θαιά θαη κηθξνθπγνθεληξίζηε γηα ζπιινγή. 

14. Μεηαθέξεηε ην ππεξθείκελν ζε θαηλνχξγην ζσιελάξην κε βηδσηφ πψκα θαη εηηθέηα. 

Φπιάμηε ην DNA πνπ εμάγεηαη ζε ζεξκνθξαζία -20 °C. 

(β) Τν ζπλνιηθφ εκβαδφλ δείγκαηνο αίκαηνο πνπ ζα ρξεζηκνπνηεζεί ζα πξέπεη λα είλαη 
ηνπιάρηζηνλ ηζνδχλακν κε απηφ ησλ θπθιηθψλ θειίδσλ αίκαηνο 2 x 3 mm. Γηα παξάδεηγκα, 
είλαη δπλαηφλ λα ρξεζηκνπνηεζνχλ θειίδεο θαξηψλ 1 x 6 mm, εάλ είλαη βνιηθφ. 

Τν θηη QIAmp DNA Blood Kit (Qiagen) έρεη επίζεο ρξεζηκνπνηεζεί γηα πξνεηνηκαζία DNA 
απφ νιηθφ πγξφ αίκα θαη έρεη βξεζεί δεκηνπξγεί αλαπαξαγψγηκα θαη εξκελεχζηκα 
απνηειέζκαηα. 

Οη κέζνδνη πξνεηνηκαζίαο DNA πνπ πεξηγξάθνληαη παξαπάλσ ζπληζηψληαη απφ ηελ Gen-
Probe Life Sciences θαη έρεη θαηαδεηρζεί φηη δεκηνπξγνχλ ζπλεπή θαη αμηφπηζηα 
απνηειέζκαηα. Τν DNA πνπ πξνεηνηκάδεηαη κε ρξήζε άιισλ κεζφδσλ ή άιισλ ηχπσλ 
δείγκαηνο ελδέρεηαη λα κελ είλαη ε βέιηηζηε γηα ηελ εμέηαζε Elucigene TRP θαη κπνξεί λα 
δεκηνπξγήζεη ππνβέιηηζηα απνηειέζκαηα. Τα βαζηθά θξηηήξηα ελαιιαθηηθψλ κεζφδσλ 
πξνεηνηκαζίαο DNA είλαη ε ζπγθέληξσζε ηνπ DNA θαη ε απνπζία αλαζηνιέσλ PCR. 

Σπληζηάηαη ε ελδειερήο αμηνιφγεζε ελαιιαθηηθψλ κεζφδσλ θαη ηχπσλ δεηγκάησλ κε ηε 
δνθηκαζία Elucigene TRP πξηλ απφ ηε ρξήζε ησλ απνηειεζκάησλ γηα δηαγλσζηηθνχο 



TH003BY009EL Αλαζ. 11/2011 Σειίδα 8 απφ 12 

 

ζθνπνχο. Η εμέηαζε δεηγκάησλ DNA ζε ζπγθεληξψζεηο <10 ng/5 µl δελ ζπληζηάηαη. Υπφ 
βέιηηζηεο ζπλζήθεο PCR ηα απνηειέζκαηα ιακβάλνληαη ζπλεπψο ζε ζπγθεληξψζεηο DNA 
κεηαμχ 10 θαη 100 ng/5 κl. 

Σεκείσζε: Λφγσ θπκαηλφκελεο πνηφηεηαο θαη απφδνζεο ηνπ DNA κπνξεί κεξηθέο θνξέο λα 
είλαη απαξαίηεην λα αξαησζεί ην ηειηθφ δηάιπκα DNA θαηά επηπιένλ 5 θνξέο γηα λα 
δηαζθαιηζηεί απνηειεζκαηηθή ελίζρπζε. 

Πξσηόθνιιν εμέηαζεο 

Διαδικαζία ενίζτσζης 

Οη αξηζκνί πνπ δίλνληαη ζηνπο πίλαθεο 1 θαη 2 κπνξνύλ λα απμεζνύλ αλαινγηθά γηα 
αξηζκνύο εμεηάζεσλ εθηόο από απηέο πνπ θαζνξίδνληαη. Ωζηόζν, ιόγσ ησλ κηθξώλ 
όγθσλ πνπ εκπιέθνληαη, ε Gen-Probe Life Sciences ζπληζηά λα κελ πξνεηνηκάδνληαη 
ιηγόηεξεο από 5 εμεηάζεηο θάζε θνξά. 

1. Πξνγξακκαηίζηε ηνλ ζεξκηθφ θπθινπνηεηή γηα αξρείν ρξνλνθαζπζηέξεζεο γηα ηελ 
ελεξγνπνίεζε ηνπ AmpliTaq Gold ζε ζεξκνθξαζία 94 °C γηα 20 ιεπηά, ζπλδεδεκέλν κε 
έλα πξφγξακκα θχθινπ ελίζρπζεο 30 δεπηεξνιέπησλ ζε ζεξκνθξαζία 94 °C 
(απνδηάηαμε), 2 ιεπηψλ ζε ζεξκνθξαζία 58 °C (πβξηδνπνίεζε) θαη 1 ιεπηνχ ζε 
ζεξκνθξαζία 72 °C (επηκήθπλζε) γηα 35 θχθινπο. Απηφ ζα πξέπεη λα ζπλδεζεί ζε αξρείν 
ρξνλνθαζπζηέξεζεο δηάξθεηαο 20 ιεπηψλ ζε ζεξκνθξαζία 72 °C (επηκήθπλζε) ζηνλ 
ηειηθφ θχθιν. 

Σεκείσζε: Επηιέμηε ηελ κέζνδν«Block» ζηνλ ζεξκηθό θπθινπνηεηή γηα PCR ζε 
θηαιίδηα ησλ 0,5 ml. 

2. Απνςχμηε θαη θπγνθεληξίζηε ηα θηαιίδηα ηνπ κίγκαηνο εθθηλεηψλ A (TA), ηνπ κίγκαηνο 
εθθηλεηψλ B (TB), ηνπ AmpliTaq Gold (δελ παξέρεηαη), ηεο ρξσζηηθήο θφξησζεο (LD) θαη 
ηνπ ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο (DB) γηα 10 δεπηεξφιεπηα ζηα 12.000 g, αλακίμηε ήπηα κε 
αλαθίλεζε ζε αλαθηλεηήξα ηχπνπ vortex θαη θπγνθεληξίζηε μαλά ηα θηαιίδηα γηα 10 
δεπηεξφιεπηα. 

Σεκείσζε: Τα βήκαηα 3 - 6 πξέπεη λα δηελεξγνύληαη ζε πεξηνρή πνπ δελ πεξηέρεη 
DNA 

3. Σπκβνπιεπφκελνη ηνλ πίλαθα 1 πξνεηνηκάζηε επαξθή αξαίσζε ηνπ δηαιχκαηνο AmpliTaq 
Gold ζην ξπζκηζηηθφ δηάιπκα αξαίσζεο θαη ζηε ρξσζηηθή θφξησζεο πνπ παξέρνληαη θαη 
ζηείξν απεζηαγκέλν λεξφ γηα ηνλ αξηζκφ ησλ δεηγκάησλ θαη ησλ καξηχξσλ πνπ πξφθεηηαη 
λα εμεηαζηνχλ. Αλακίμηε ελδειερώο κε ήπηα αλαξξόθεζε θαη απνβνιή από ηελ 
πηπέηα. 

 

Πίλαθαο 1. Αξαίσζε ηνπ AmpliTaq Gold 

 Αξηζκόο απαηηνύκελσλ 
εμεηάζεσλ 

 5 10 20 50 

Όγθνο ζηείξνπ απεζηαγκέλνπ λεξνχ (µl) 21 42 84 210 
Όγθνο ρξσζηηθήο θφξησζεο (µl) 30 60 120 300 
Όγθνο ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο 
αξαίσζεο (µl) 

6 12 24 60 

Όγθνο AmpliTaq Gold (µl) 3 6 12 30 

Οιηθφο φγθνο (µl) 60 120 240 600 
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4. Σπκβνπιεπφκελνη ηνλ πίλαθα 2, πξνεηνηκάζηε ηα κίγκαηα αληίδξαζεο A θαη B. Αθαηξέζηε 
ηελ θαηάιιειε κεξίδα κίγκαηνο εθθηλεηψλ A ζε ζσιελάξην κηθξνθπγνθέληξηζεο κε 
εηηθέηα. Δπαλαιάβεηε κε ην κίγκα εθθηλεηψλ B ζε δεχηεξν ζσιελάξην κηθξνθπγνθέληξηζεο 
κε εηηθέηα. Φξεζηκνπνηψληαο δηαθνξεηηθά ξχγρε πηπεηψλ πξνζζέζηε ηνλ θαηάιιειν φγθν 
αξαησκέλνπ δηαιχκαηνο AmpliTaq Gold (απφ ην βήκα 3) ζε θάζε ζσιελάξην 
κηθξνθπγνθέληξηζεο. Αλακίμηε ήπηα κε αλαθίλεζε ζε αλαθηλεηήξα ηχπνπ vortex θαη 
θπγνθεληξίζηε μαλά ηα θηαιίδηα γηα 10 δεπηεξφιεπηα ζηα 12.000 g. 

Πίλαθαο 2. Πξνεηνηκαζία ησλ κηγκάησλ αληίδξαζεο A θαη B 

 Αξηζκόο απαηηνύκελσλ εμεηάζεσλ 

 5 10 20 50 

 A B A B A B A B 

Όγθνο κίγκαηνο εθθηλεηψλ Α (µl) 82,5  165  330  825  
Όγθνο κίγκαηνο εθθηλεηψλ Β (µl)  82,5  165  330  825 

Όγθνο αξαησκέλνπ ελδχκνπ (µl) 27,5 27,5 55 55 110 110 275 275 

Οιηθφο φγθνο (µl) 110 110 220 220 440 440 1100 1100 

5. Δπηζεκάλεηε έλα θηαιίδην κε ηελ έλδεημε «A» θαη έλα θηαιίδην κε ηελ έλδεημε «B» γηα θάζε 
δείγκα ή εάλ δηαηίζεληαη ρξσκαηηζηά θηαιίδηα ρξεζηκνπνηήζηε δηαθνξεηηθφ ρξψκα γηα 
θάζε κίγκα εθθηλεηψλ. 

6. Μεηαθέξεηε κε πηπέηα 20 µl ηνπ πξνεηνηκαζκέλνπ κίγκαηνο αληίδξαζεο A ζηνλ ππζκέλα 
θαηάιιεινπ αξηζκνχ θηαιηδίσλ PCR πνπ επηζεκαίλνληαη κε ηελ έλδεημε «Α». 
Δπαλαιάβεηε κε ην κίγκα αληίδξαζεο B ζε θαζέλα απφ ηνλ θαηάιιειν αξηζκφ θηαιηδίσλ 
PCR πνπ επηζεκαίλνληαη κε ηελ έλδεημε «Β». 

7. Φξεζηκνπνηψληαο δηαθνξεηηθά ξχγρε πηπεηψλ θάζε θνξά πξνζζέζηε 5 µl ηνπ δείγκαηνο 
DNA ζε θάζε θηαιίδην ηνπ δεχγνπο Α θαη Β. Πξνζζέζηε κία ζηαγφλα απφ ην ειαθξχ ιεπθφ 
νξπθηέιαην Sigma γηα λα θαιχςεηε ηελ πδαηηθή θάζε*. Δπαλαηνπνζεηήζηε ζηαζεξά ην 
πψκα. 

8. Γηα ηνλ αξλεηηθφ κάξηπξα κελ πξνζζέζεηε DNA ζε έλα δεχγνο θηαιηδίσλ A θαη B. 
Πξνζζέζηε 1 ζηαγφλα απφ ην ειαθξχ ιεπθφ νξπθηέιαην Sigma γηα λα θαιχςεηε ηελ 
πδαηηθή θάζε*. Δπαλαηνπνζεηήζηε ζηαζεξά ην πψκα. 

9. Φπγνθεληξίζηε μαλά ηα θηαιίδηα A θαη B γηα 10 δεπηεξφιεπηα ζηα 12.000 g. 

10.Τνπνζεηήζηε φια ηα θηαιίδηα ζηαζεξά ζην ζηνηρείν ηνπ ζεξκηθνχ θπθινπνηεηή. Ξεθηλήζηε 
αξρείν ρξνλνθαζπζηέξεζεο ζηνπο 94 °C, αθνινπζνχκελν απφ ην πξφγξακκα θχθινπ 
ελίζρπζεο. 

11.Απνξξίςηε φια ηα κε ρξεζηκνπνηεκέλα αξαησκέλα δηαιχκαηα AmpliTaq Gold θαη 
πξνεηνηκαζκέλα κίγκαηα αληίδξαζεο A θαη B πνπ απνκέλνπλ. 

12.Καηά ηελ νινθιήξσζε ηνπ πξνγξάκκαηνο θχθινπ ελίζρπζεο, ηα δείγκαηα είλαη δπλαηφλ 
λα θπιάζζνληαη ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ φιε ηε λχρηα ή ζε ζεξκνθξαζία 2-8 °C γηα 
έσο θαη 7 εκέξεο πξηλ απφ ηελ αλάιπζε κε ειεθηξνθφξεζε γέιεο. 

 

* Γηα ελίζρπζε πνπ δηελεξγείηαη ζε θηαιίδηα PCR 0,5 ml ή ζεξκηθνχο θπθινπνηεηέο ρσξίο 
ζεξκαηλφκελα θαπάθηα. 
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Ηλεκηροθόρηζη γέλης 

Σπληζηάηαη λα επηβεβαηψλεη θάζε ρξήζηεο φηη ν επηιεγκέλνο εμνπιηζκφο ρξεζηκνπνηείηαη 
ζχκθσλα κε ηηο νδεγίεο ηνπ θαηαζθεπαζηή θαη φηη είλαη ζπκβαηφο κε απηή ηε δνθηκαζία. Σε 
απηφ ην πιαίζην, νη βαζηθέο παξάκεηξνη είλαη νη δηαζηάζεηο ηεο κήηξαο γέιεο θαη ηνπ ρηεληνχ 
(εμάξηεκα ζρεκαηηζκνχ θπςειίδσλ). Τα απνηειέζκαηα έρνπλ ιεθζεί κε ρξήζε ησλ 
παξαθάησ ζπλζεθψλ ειεθηξνθφξεζεο: 

1. Τν πξντφλ ηεο PCR ειεθηξνθνξήζεθε ζε γέιε αγαξφδεο 3% NuSieve® 3:1, 
ρξεζηκνπνηψληαο δηάιπκα tris-βνξηθνχ κε βξσκηνχρν αηζίδην (TBE/EtBr) σο ξπζκηζηηθφ 
δηάιπκα εξγαζίαο. Τν δηάιπκα TBE/EtBr πξνεηνηκάζηεθε σο ξπζκηζηηθφ δηάιπκα βάζεο 
Tris 134 mM (16,2 g/l), βνξηθνχ νμένο 74,9 mM (4,63 g/l), EDTA 2,55 mM (0,95 g/l) κε  
0,1 µg/ml βξσκηνχρνπ αηζηδίνπ. 

2. 3 g δηαιχκαηνο NuSieve® 3:1 δηαιχζεθαλ ζε 100 ml δηαιχκαηνο TBE/EtBr θαη εθρχζεθαλ 
ζε νξηδφληην δίζθν γέιεο 15 x 12 cm κε εμαξηήκαηα ζρεκαηηζκνχ θπςειίδσλ 
1,5 mm x 5 mm, ηα νπνία αλαξηήζεθαλ 1 mm πάλσ απφ ηε βάζε. 

3. Θα πξέπεη λα θνξηψλεηαη 15 µl πξντφληνο PCR απφ θάζε θηαιίδην PCR ζε γεηηνληθέο 
ζέζεηο θπςειίδσλ ζηελ πξνεηνηκαζκέλε γέιε αγαξφδεο.  

4. Αλαιχζεθε κία θιίκαθα 50 δεπγψλ βάζεσλ (GE Healthcare) δίπια απφ ηα δείγκαηα, σο 
δείθηεο κνξηαθνχ βάξνπο. 

5. Η ειεθηξνθφξεζε πξαγκαηνπνηήζεθε ζηα 5 έσο 6 V/cm κεηαμχ ησλ ειεθηξνδίσλ, κέρξη 
ην κέησπν ηεο ρξσζηηθήο λα είρε κεηαηνπηζηεί θαηά 4 cm απφ ηα πεγάδηα θφξησζεο 
πξνο ηελ άλνδν (1 έσο 1,5 ψξεο). 

6. Μεηά απφ ηελ ειεθηξνθφξεζε νη γέιεο ηνπνζεηήζεθαλ ζε ζπζθεπή ππεξηψδνπο 
αθηηλνβνιίαο ζηα 260 nm θαη, ζηε ζπλέρεηα, απεηθνλίζηεθαλ θαη θσηνγξαθήζεθαλ.  

Εξκελεία ησλ απνηειεζκάησλ 

1. Ο αξλεηηθφο κάξηπξαο πξέπεη λα κελ παξνπζηάδεη δψλεο εληφο ηελ πεξηνρήο πνπ 
νξίδεηαη απφ ηηο επάλσ θαη θάησ δψλεο καξηχξσλ (βι. εηθφλα 1). 

2. Οη επάλσ θαη θάησ δψλεο καξηχξσλ πξέπεη λα είλαη εκθαλψο νξαηέο ζε φια ηα δείγκαηα 
(βι. εηθφλα 1). 

3. Η ζέζε ησλ επάλσ θαη θάησ δσλψλ καξηχξσλ ζα πξέπεη λα ππνδεηθλχνπλ ην ζσζηφ 
κνξηαθφ βάξνο (βι. εηθφλα 1). 

Δάλ δελ ηεξεζεί νπνηνδήπνηε απφ ηα παξαπάλσ ζεκεία, δελ ζα πξέπεη λα εξκελεχνληαη ηα 
απνηειέζκαηα θαη ζα πξέπεη λα δηελεξγείηαη επαλαιεπηηθή εμέηαζε. 

Η εηθφλα 1 παξνπζηάδεη δηαγξακκαηηθά ην κέγεζνο, ηα δεχγε βάζεσλ θαη ηε ζρεηηθή ζέζε ησλ 
πξντφλησλ PCR ζε γέιε πνπ αλακέλεηαη γηα εηεξφδπγν γνλφηππν ζξφκβσζεο (πνπ θέξεη ηηο 
κεηαιιάμεηο ηνπ παξάγνληα V, ηνπ παξάγνληα II ή ηεο MTHFR) ρξεζηκνπνηψληαο ην 
αληηδξαζηήξην ηεο εμέηαζεο θηλδχλνπ ζξφκβσζεο. 
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Εηθόλα 1 

Επάλσ κάξηπξαο

Παξάγνληαο v

MTHFR

Κάησ κάξηπξαο

526 bp

423 bp

200 bp

140 bp

97 bp

50 bp

100 bp

150 bp

200 bp

250 bp

300 bp

350 bp

400 bp

500 bp

600 bp

ΚΛΙΜΑΚΑ PCR ΜΕΓΕΘΟΣ ΜΕΤΑΛΛΑΞΗ

260 bp Παξάγνληαο II

Επάλσ κάξηπξαο

Φπζηνινγηθό Μεηαιιαγκέλν

 

 

Σεκείσζε: Τα αιιειόκνξθα MTHFR δελ αληρλεύνληαη από ηελ εμέηαζε Elucigene 
TRP, κε αξηζκό θαηαιόγνπ TH002B2 

 

Φαξαθηεξηζηηθά απόδνζεο 

Δμεηάζηεθαλ ηξηάληα δείγκαηα, ηα νπνία είραλ γνλνηππεζεί πξνεγνπκέλσο κε ρξήζε 
αλάιπζεο πέςεο κε πεξηνξηζηηθά έλδπκα, κε ην θηη Elucigene TRP (TH003B2) ζε κία 
εζσηεξηθή κειέηε, κε ρξήζε ηνπ ζπληζηψκελνπ θηη πξσηνθφιινπ. Δίθνζη ελληά δείγκαηα DNA 
εληζρχζεθαλεπηηπρψο κε ρξήζε ηνπ θηη Elucigene TRP. Έλα δείγκα DNA δελ κπφξεζε λα 
εληζρπζεί αιιά έδσζε απνδεθηφ απνηέιεζκα ζηελ επαλαιεπηηθή εμέηαζε. Δίθνζη έμη 
δείγκαηα βξέζεθαλ ζεηηθά κε ηελ εμέηαζε γηα κεηαιιάμεηο πνπ αληρλεχνληαη κε ην θηη 
Elucigene TRP. Γελ αληρλεχζεθαλ κεηαιιάμεηο ζε ηέζζεξα δείγκαηα. Απφ ηα 30 δείγκαηα 
πνπ εμεηάζηεθαλ, 7 ήηαλ ζεηηθά γηα ηε κεηάιιαμε ηνπ  παξάγνληα V (R506Q), 10 ήηαλ ζεηηθά 
γηα ηε κεηάιιαμε ηνπ παξάγνληα II (Πξνζξνκβίλε 20210A) θαη 16 ήηαλ ζεηηθά γηα ηε 
κεηάιιαμε ηεο MTHFR (677C>T). Όια ηα απνηειέζκαηα πνπ πξνζδηνξίζηεθαλ απφ ην θηη 
Elucigene TRP επηβεβαηψζεθαλ απφ ηα αξρηθά απνηειέζκαηα ηεο γνλνηχπεζεο.  

Δμεηάζηεθαλ ηξηάληα αληηζηνηρηζκέλα δείγκαηα νιηθνχ αίκαηνο θαη θειίδσλ αίκαηνο, ηα νπνία 
είραλ ιεθζεί απφ ηξηάληα άηνκα, κε ην θηη Elucigene TRP (TH003B2) ζε κία εζσηεξηθή 
κειέηε, κε ρξήζε ηνπ ζπληζηψκελνπ θηη πξσηνθφιινπ. Γεθανθηψ απφ ηα αληηζηνηρηζκέλα 
δείγκαηα βξέζεθαλ ζεηηθά κε ηελ εμέηαζε γηα κεηαιιάμεηο πνπ αληρλεχνληαη απφ ην θηη 
Elucigene TRP. Τν απνηέιεζκα πνπ ιήθζεθε απφ θάζε δείγκα νιηθνχ αίκαηνο ήηαλ 
ζχκθσλν κε απηφ πνπ ιήθζεθε ρξεζηκνπνηψληαο ην δείγκα θειίδαο αίκαηνο απφ ην ίδην 
άηνκν. 
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Πεξηνξηζκνί ηεο δηαδηθαζίαο 

1. Τα απνηειέζκαηα απφ απηφλ θαη άιινπο δηαγλσζηηθνχο πξνζδηνξηζκνχο ζα πξέπεη λα 
εξκελεχνληαη ζε ζπλδπαζκφ κε θιηληθά θαη εξγαζηεξηαθά δεδνκέλα πνπ έρεη ζηε δηάζεζή 
ηνπ ν θιηληθφο ηαηξφο. 

2. Η απνπζία κεηαιιάμεσλ πνπ αληρλεχνληαη απφ απηφ ην θηη δελ απνηειεί εγγχεζε φηη δελ 
ππάξρνπλ άιιεο κεηαιιάμεηο ζηα γνλίδηα ηνπ παξάγνληα V Leiden, ηνπ παξάγνληα II θαη 
ηεο MTHFR. Δίλαη πηζαλή ε παξνπζία άιισλ κεηαιιάμεσλ θαη απηέο δελ αληρλεχνληαη 
απφ απηφ ην θηη. 

3. Όπσο ηζρχεη κε νπνηαδήπνηε γελεηηθή εμέηαζε, είλαη δπλαηφλ λα ιεθζνχλ εζθαικέλα 
απνηειέζκαηα απφ δείγκαηα αίκαηνο πνπ έρνπλ ιεθζεί κεηά απφ πξφζθαηε κεηάγγηζε 
αίκαηνο. 

Ο ρξήζηεο απηψλ ησλ δνθηκαζηψλ ζα πξέπεη λα ηνλίζεη απηά ηα ζεκεία θαηά ηελ αλαθνξά 
απνηειεζκάησλ ζηνλ θιηληθφ γηαηξφ πνπ ζα θαζνξίζεη ηε δηάγλσζε ή ζηνλ γελεηηθφ 
ζχκβνπιν. 
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