SPINAL MUSKULER ATROFI YENI DOGAN TARAMA KiTi

Kat. No:

GiRis

Spinal Miskiler Atrofi (SMA), Spinal kord ve beyin kdkiinde, dejenerasyon ve
hiicre kaybi sonucu ortaya cikan kas zayifligi ile karakterize bir hastaliktir.
Otozomal resesif olarak kaltilr. Tasiyici sikigi 1/20 — 1/60 arasinda degisir.
Spinal Mukstler Atrofi Yeni Dogan Tarama Kiti, SMN1 genindeki ekzon 7
delesyonunu ve 840. niikleotiddeki C/T degisimini Kantitatif Real Time PCR
(qPCR) yontemi ile tespit ederek hasta yeni dogan taramasini %100 spesifite ve
%100 sensitivite ile yapmaktadir.

TEST SiSTEMiININ PRENSiBi

Test 5’ Nikleaz Assay yontemini kullanmaktadir. Bu yontem, Tagq 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 isimasini 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,
baskilanmanin ortadan kalkmasiyla isima meydana gelir. Bu islem sadece hedef
bélge Uzerinde hibridize olmus problarda gergeklesir. Amplifikasyon miktari
arttikca, reporter boyanin agida ¢ikmasiyla birlikte 1sima dogrusal olarak
artmakta ve bu artig cihaz tarafindan es-zamanli olarak tespit edilmektedir.

URUN OZELLIiKLERI

Her hasta igin SMN1 Ekzon 7 ve 840. pozisyondaki C/T degdisim bdlgesine uygun,
spesifik primer-problar igeren bir miks kullanilir. Sistem iki farkli primer-prob seti
icermektedir. SMN1 igin FAM ve referans gen igin TEXAS RED boyasi ile isaretli
prob kullaniimaktadir.

Kullandiginiz kit sistemi “ready to use” ozelligine sahiptir. Kit, Taq Polimeraz
dahil gPCR reaksiyonu igin gerekli tim bilesenleri igermektedir.

SISTEM iCERiGI

Bilesen 50 Test
e  SMA Master Miks 1000 pl
e Homozigot Delesyon Kontrol DNA* 50 pl

e Wild-Type Kontrol DNA* 50 pl

* Kontrol DNAlar PCR cihazinin ve testin performansim dogrulamak
icin kullanilmalidir.

DNA iZOLASYONU

Kit, DBS (Dry Blood Spot) ‘den alinan bir parga’dan (3 mm) elde edilen DNA’ya
gore optimize edilmistir. DNA safligi test igin gok 6nemlidir. Bu nedenle SNP DBS
DNA Ekstraksiyon Kiti'nin (Kat # 215-03-50) kullaniimasi tavsiye edilmektedir.
Kit, 0.4 ng/ul tespit seviyesine (Limit of Detection=LOD) sahiptir.
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CiHAZ VALIDASYONU iCiN;

e  Master miks oda sicakliginda erimeye birakilir.

e Master miks eridikten sonra nazikge pipetaj yaparak karistirilir.

e Her 6rnek igin PCR striplerine/tiiplerine 20 pl master miks aktarilir.

e Butiiplere 5 pl Kontrol DNA' si eklenir ve optik kapaklar kapatilir.

e Asadida belirtilen programla test galistirilir.

« Kontrol drnekleri, cihaz validasyonu igin beklenen genotipleri tespit etmelidir.
Eder beklenen sonuglari alamazsaniz litfen bizimle irtibata gegin
(tech@snp.com.tr).

o Validasyon islemini, her cihaz igin sadece bir kez yapmaniz yeterlidir.

« Cihaz validasyonundan sonra standart test protokoliine gegilir.

STANDART TEST PROTOKOLU

e  Master miks oda sicakliginda erimeye birakilir.

e Master miks eridikten sonra nazikge pipetaj yaparak karistirilir.

e Her 6rnek igin, PCR striplerine/tiplerine 20 pl master miks aktarilir.
e Butiiplere 5 pl 6rnek DNA' si eklenir ve optik kapaklar kapatilir.

e Asadida belirtilen programla test galistirilir.

PCR PROGRAMI
95 °C 3 dk. Taq Aktivasyonu
95 °C 15 sn.
40 Déngl
60 °C 1 dk.

Floresan boya olarak FAM ve TEXAS RED segilmelidir.
Bu sistemin galisabilecedi cihazlar;

Bio-Rad CFX96

LightCycler 480 System

ABI 7500 / 7500 Fast

Rotor-Gene Q
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ANALiZ

Sonuclarn analiz etmeden 6nce her iki boya icin de threshold cizgisini

1000’e ayarlayiniz.
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Sekil 1: SMN1 Wild-Type Ornek

Her iki boyada da (Texas Red ve FAM) pik varsa, 6rnek SMN1 geni icin Wild-

Type'tr.
Amplification
L ) S o e
~ . Texas Red -
) : :
e :
=]
i
N
=]
'8
o
S N 1 N (I NI A TR e e PRSI A S LI SN R, Ji
0+ , o)
0 10 20 30 40
Cycles

Sekil 2: Homozigot Delesyon Ornek

Eger FAM boyasinda pik yok ve TEXAS RED boyasinda pik varsa, Ornek SMN1
geni icin Homozigot Delesyon’ dur.

OLASI PROBLEMLER

Eder kuyuda hic amplifikasyon olmamissa,

DNA eksikligi,
Test'te inhibit6r varligi séz konusudur.

Latfen sorulariniz igin bizimle temasa gegin. tech@snp.com.tr

UYARILAR

Homozigot Delesyon gikan 6rnekler, DNA izolasyon problemi ihtimaline karsi
tekrar edilmelidir.

Saklama kosullarina uygun olarak saklanmaldir.

Oda sicakliginda unutulmug PCR master miksleri kullaniimamalidir.

Calisma sirasinda pudrasiz eldiven kullaniimaldir.

PCR master miksi oda sicakliinda tamamen eritilip, bas asadi edilerek
hafifge karistiriidiktan sonra tiiplere boltinmelidir.

PCR master mikslerin raf émrii 12 aydir. Kullanmadan énce tretim tarihine
dikkat edilmelidir.

Yalnizca in-vitro tani ve aragtirma amagh kullanilabilir.

SAKLAMA KOSULLARI

Tum bilesenler — 20°C de ve karanlikta saklanmalidir.
TUm bilesenler, Griin kutusunun (zerinde belirtilen son kullanma tarihine
kadar kullanilabilir.

Siirekli eritip gozdiirmek, Griiniin hassasiyetinde azalmalara neden olabilir.
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