SPINAL MUSKULER ATROFI (SMA) ANALiz KiTi
Kat. No: 200R-10-01

GiRris

Spinal Muskdiler Atrofi (SMA), Spinal kord ve beyin kokiinde, dejenerasyon ve
hiicre kaybi sonucu ortaya gikan kas zayifligi ile karakterize bir hastaliktir.
Otozomal resesif olarak kalitilir. Tagtyici sikhdi 1/20 — 1/60 arasinda degisir. SMA
Real Time PCR Tarama Kiti, SMN1 genindeki Ekzon 7 delesyonunu ve 840.
niikleotiddeki C/T dedisimini Kantitatif Real Time PCR (qPCR) yontemi ile tespit
ederek hasta birey taramasini kandan ve Dry Blood Spot (DBS) orneklerinden

%100 spesifite ve %100 sensitivite ile yapmaktadir.

TEST SiSTEMININ PRENSiBi

Test 5’ Niikleaz Assay yontemini kullanmaktadir. Bu yontem, Taq 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 igimasini 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 1sima meydana gelir. Bu islem sadece hedef
bolge Uzerinde hibridize olmus problarda gergeklesir. Amplifikasyon miktar
arttikga,
artmakta ve bu artis cihaz tarafindan es-zamanli olarak tespit edilmektedir.

reporter boyanin agia c¢ikmasiyla birlikte 1gima dogrusal olarak

URUN OZELLIKLERI

Her hasta DNA’si SMN1 Ekzon 7 ve 840. pozisyondaki C/T degisim bdlgesine
uygun, spesifik primer-problar igeren bir miks ile galisiir Bolge / mutasyon ve
ilgili boyalar igin tablo 1'e bakiniz.

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

Tablo 1: Bolge/Mutasyon ve ilgili boyalar

Tiip Bdlge / Mutasyon Boya
SMA SMN1 Ekzon 7 FAM
Master Miks | poferans Gen HEX

SISTEM iCERIGI
Bilesen 50 Test 20 Test
e  SMA Master Miks 1000 pl 400 pl
e Solusyon E 1700 pl x3 1000 pl x2
e Homozigot Delesyon Kontrol DNA* 40 pl 20 pl
e Normal Kontrol DNA* 40 pl 20 pl

* Kontrol DNA'lar plazmid icermektedir ve amplifikasyon egrileri 6rnek DNA egrilerine gére
hafif farkliliklar gosterebilir.

DNA iZOLASYONU

Kit, 0,5 ng/ul DNA tespit seviyesine (Limit of Detection=LOD) sahiptir.

Kan Ornekleri igin;

Kit, spin kolon ve otomatik ekstraksiyon sistemlerinden elde edilen DNA'lar igin

uygundur.

DBS ornekleri igin;

Sistem yenidogan topuk kani alinmis DBS 6rnekleri igin uygundur.

DBS’den DNA izolasyonu igin kit igeriginde bulunan Soltsyon E kullanilir.
Soliisyon E'yi oda sicakiginda erimeye birakin. ilk kullanimdan sonra
Soliisyon E oda sicakliginda saklanabilir.

1.5'lik temiz bir santrifiij tiipii igine 1 parca DBS (1 punch - 3 mm)
koyun.

Sollisyon E'yi ters diiz yaparak kanstirin ve 100 pl Solisyon E'yi punch
lizerine ekleyin. DBS pargasinin soliisyon iginde kaldigindan emin olun.

92 °C'de 15 dakika inkiibe edin.

Tipun sivi kismindan PCR igin Direkt 5 ul kullanin.

TEST PROTOKOLU

Master miks oda sicakliginda erimeye birakilir.

Master miks eridikten sonra nazikge pipetaj yaparak karigtirilir.

Her 6rnek igin, PCR striplerine/tiiplerine 20 pl master miks aktarilir.
Bu tiiplere 5 pl 6rnek DNA' si eklenir ve optik kapaklar kapatilir.
Asadida belirtilen programla test calistirilir.

PCR PROGRAMI
96 °C 3 sn. Kan Grnekleri icin 30 Déngi
60 °C 40 sn. DBS 6rnekleri icin 40 Ddngii

Floresan boya olarak FAM ve HEX segilmelidir.

Bu sistemin calisabilecedgi cihazlar*;
Bio-Rad CFX96

LightCycler 480 System
ABI 7500 / 7500 Fast
Rotor-Gene Q

*Sistem FAM ve HEX filtresine sahip tiim cihazlara uygundur.

SNP Biyoteknoloji Arastirma Gelistirme Ve Uretim Sanayi ve Tic. Ltd. Sti.

Universiteler Mah. 1596. Cad. Hacettepe Teknokent 1 nolu Ar-ge Binasi No: 97/10 Beytepe - Cankaya / Ankara

Tel: 312 299 23 28 o

Faks: 312 299 23 48

L3 www.snp.com.tr L3 info@snp.com.tr



Biyoteknoloji

ANALiz
e Tim boyalar igin threshold degeri 800 olarak ayarlanmaldir.
e Referans Gen (HEX) igin ct dederi kandan elde edilen DNA'lar icin = 27,

DBS’den elde edilen DNAlar igin = 37 olmaldir. Bu dedere uymayan

ornekler tekrar edilmelidir.

o Ardindan amplifikasyon egrilerine bakarak sonuglarinizi analiz edebilirsiniz.

o Asadidaki amplifikasyon edrileri Bio-RAD CFX96 cihazina aittir. Diger
cihazlar igin litfen iletisime geginiz (tech@snp.com.tr).
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Sekil 1: SMN1 Ekzon 7 Normal — Kan 6rnegi
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Sekil 2: SMN1 Ekzon 7 Taslyict — Kan 6rnegi

Her iki boyada da (HEX ve FAM) amplifikasyon varsa, 6érnek SMN1 geni igin

Normal‘dir.
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Sekil 3: SMN1 Ekzon 7 Homozigot Delesyon - Kan Ornegi

Eder FAM boyasinda amplifikasyon yok ve HEX boyasinda amplifikasyon varsa,

Iki boyada da

amplifikasyon olmadigi durumlarda 6rnek, izolasyondan aren tekrar
edilmelidir.

Ornek SMN1 geni icin Homozigot Delesyon’ dur.
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Sekil 4: SMN1 Ekzon 7 Normal — DBS Ornegi

Amplification
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Sekil 5: SMN1 Ekzon 7 Homozigot Delesyon — DBS Ornegi
OLASI PROBLEMLER
Eger kuyuda hic amplifikasyon olmamissa,
. DNA eksikligi,
. Test'te inhibit6r varligi séz konusudur.
Litfen sorulariniz igin bizimle temasa gegin. tech@snp.com.tr

UYARILAR

. Homozigot Delesyon gikan drnekler, DNA izolasyon/inhibitor problemleri intimaline karsi tekrar edilmelidir.

. Saklama kosullarina uygun olarak saklanmalidir.

. Oda sicakliginda unutulmus PCR master miksleri kullaniimamalidir.

. Calisma sirasinda pudrasiz eldiven kullaniimalidir.

. PCR master miksi oda sicakliinda tamamen eritilip, bas asagi edilerek hafifge karistirildiktan sonra tiplere
bolinmelidir.

. PCR master mikslerin raf 6mrii 24 aydir. Kullanmadan 6nce uretim tarihine dikkat edilmelidir.

. Yalnizca in-vitro tani ve arastirma amagli kullanilabilir.

SAKLAMA KOSULLARI

. Solisyon D harig tim bilesenler — 20°C de ve karanlikta saklanmalidir. Solisyon D oda sicakliginda
saklanmalidir.

. Tum bilegenler, triin kutusunun Gzerinde belirtilen son kullanma tarihine kadar kullanilabilir.

. Strekli eritip gozdiirmek, Grlintin hassasiyetinde azalmalara neden olabilir.
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