IntRaFast-Q SMA TARAMA KiTI
Kat. No: 200R-40-01

GIRis

Spinal Muskiler Atrofi (SMA), Spinal kord ve beyin kdkiinde, dejenerasyon ve
hiicre kaybi sonucu ortaya c¢ikan kas zayifligi ile karakterize bir hastaliktir.
Otozomal resesif olarak kalitiir. Tasiyicl sikligi 1/20 — 1/60 arasinda degisir.
IntRaFast-Q SMA Tarama Kiti, SMN1 genindeki Ekzon 7, Ekzon 8 delesyonunu
ve Ekzon 7 840. niikleotiddeki C/T degisimini Kantitatif Real Time PCR (qPCR)
yontemi ile tespit eder. Kit, tam kan &rneklerinden hedef genler igin tasiyici ve

hasta birey taramasini %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 isima meydana gelir. Bu islem sadece hedef
bolge Uzerinde hibridize olmus problarda gergeklesir. Amplifikasyon miktar
arttikca, reporter boyanin agida g¢ikmasiyla birlikte 1sima dogrusal olarak
artmakta ve bu artis cihaz tarafindan eg-zamanli olarak tespit edilmektedir.
Sistem, referans gen ile hedef gen kantitasyonu arasindaki "AKILLI ORAN" -
“Intelligent Ratio (IR)" prensibine dayanmaktadir. IR degderleri hedef genlere
ve/veya kullanilan Bio-Rad CFX96 Real Time PCR cihazlarina gore bazi farklilklar
gosterebilmektedir. Bu farkliliklar, cihaz validasyonu sirasinda kit igin kullanilan
IntRa-Q Yazihmi ayarlarina tanimlanmaktadir (bkz. Cihaz Validasyonu ve Analiz

Bolimleri).

URUN 6ZELLIKLERE

Her bir 6rnek DNA’si SMN1 geni Ekzon 7 ve Ekzon 8 delesyonu ve ekzon 7 840.
pozisyondaki C/T dedisim bolgesine uygun primer-problar iceren miks ile test
edilir. Bdlge / mutasyon ve ilgili boyalar igin tablo 1’e bakiniz.

Kullandiginiz kit sistemi “ready to use” 4zelligine 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
IntRaFast-Q SMN1 Ekzon 7 FAM
Master Miks SMN1 Ekzon 8 HEX

Referans Gen TEXAS RED
SiSTEM iCERiGi
Bilesen 50 Test 20 Test
e IntRaFast-Q Master Miks 1150 pl 460 pl
e Tagslyici Kontrol DNA* 30 pl 15 pl
e Homozigot Delesyon Kontrol DNA* 30 pl 15 pl
e Normal Kontrol DNA* 30 pl 15 pl

*Kontrol DNA'lar plazmid igermektedir ve spin kolon/otomatik ekstraksiyondan elde edilen DNA'lara
gore ayarlanmistir. Plazmid DNAlarin amplifikasyon egrileri 6rnek DNA egrilerine gore hafif farkliliklar
gosterebilir.

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

Spin Kolon Ve Otomatik Dna Ekstraksiyon;

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

uygundur.

CiHAZ VALIDASYONU iCiN;

Master miks oda sicakliginda erimeye birakilir.

Master miks eridikten sonra nazikge pipetaj yaparak karistirilir,

Her 6rnek igin PCR striplerine/tiplerine 23 pl master miks aktarilir.

Her bir tiipe 2 pl farki Kontrol DNA'lar (tasiyici, homogizot delesyon ve
normal) ve izolasyon sisteminin kontrolii amaciyla galisilacak izolasyon
sistemine ait 5-10 adet bilinmeyen DNA eklenir. Optik kapaklar kapatilir.
Asadida belirtilen programla test calistirilir.

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

Validasyon islemini, her cihaz ve lot icin 2-3 kez yapmaniz yeterlidir.

irtibata gegin

Cihaz validasyonundan sonra standart test protokoliine gegilir.

STANDART TEST PROTOKOLU

Master miks oda sicakliginda erimeye birakilir.

Master miks eridikten sonra nazikge pipetaj yaparak karigtirilir.

Her 6rnek igin, PCR striplerine/tiiplerine 23 pl master miks aktarilir.
Bu tiiplere 2 pl 6rnek DNA' si eklenir ve optik kapaklar kapatilir.
Asadida belirtilen programla test calistirilir.

PCR PROGRAMI
96 °C 2 sn.
35x Dongii
60 °C 40 sn.

Floresan boya olarak FAM, HEX ve TEXAS RED segilmelidir.

PCR siiresi Spin kolon veya otomatik ekstraksiyondan elde edilen DNA ornekleri
icin 52 dakikadir.

Kit, SMN1 Ekzon 7 ve Ekzon 8 Normal / Taslyici ve Homozigot delesyon
tespiti igin, Intra-Q software uyumlulugundan dolay: yalnizca Bio-Rad CFX96
Cihazi ile kullanilmalidir.

Kit, SMN1 taslyicilik analizi gerekmeyen durumlarda ve sadece SMN1 Ekzon
7 ve Ekzon 8 Homozigot delesyon ile SMN1 Ekzon 7 ve Ekzon 8 Normal
tespiti amaciyla, FAM, HEX ve Texas RED filtresi olan tim cihazlarla
kullanilabilir.
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ANALiZ

Amplification

e Tim boyalar igin threshold degeri 1000 olarak ayarlanmalidir.

o Referans Gen (Texas RED) igin ct degeri = 27 olmalidir. Bu degere uymayan
ornekler tekrar edilmelidir.

e Analiz icin IR degerini hesaplayan IntRa-Q Yazilimi kullanilmaldir. Litfen
IntRa-Q Yazilim kullanim kilavuzuna bakiniz.

o IntRa-Q Yaziimi ile sonuglar Sekil 1'deki gibi goriinmelidir.

RFU (103)

e Sonuglar amplifikasyon egrilerinin gorintdileri ile de degerlendirilebilmektedir
(Sekil 2 —-4).

File: D:\SMA Software 19_BLOOD! i t 54 - Qi Cq Results.xis

1 2 3 4 5 7 8 9 10 11 12

A0t A02 A03 A04 A0S A07 A08 A09 A0 Al A12 Cycles
A | witaType | witd Type | wild Type | Wild Type | wild Type Wild Type | Wild Type | Wild Type | Wild Type | Wild Type | Wild Type
262 288 291 343 343 3.08 318 267 294 343 426

B03 B02 BO1 B04 B05 B06 BO7 B08 B09 B10 B11 B12

B | WidType | wiid Type [RCTIIHAN wild Type | Wild Type | Wild Type | Wild Type | Wild Type | Wild Type | Wild Type | Wild Type | Wild Type
261 284 959 344 316 333 365 3.07 182 270 279 387
co1 c02 c03 co4 c05 c06 cor co8 c09 c10 c11 c12

C | WidType [ wild Type | wild Type ( Wild Type | Wild Type | Wild Type | Wild Type [EELESIREY wild Type | wild Type | Wild Type | wild Type
298 3.26 341 2.83 270 317 3.42 DElE“iiOH 3.30 327 3.83 391

DOt D02 D03 D04 D05 D06 Do7 D08 D09 D10 D11 D12
D | Wild Type [SREETAEIN Wild Type | Wild Type | Wild Type | Wild Type | Wild Type | Wild Type | Wild Type | Wild Type | Wild Type | Wild Type
327 9.0 2.03 2.99 3.08 3.49 3.87 371 377 3.16 337 443

Sekil 3: SMN1 Ekzon 7 ve Ekzon 8 tasiyici 6rnek
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Amplification
EO01 E02 E03 E04 EO05 E06 E07 E08 E09 E10 E11 E12
E Wild Type | Wild Type | Wild Type | Wild Type | Wild Type | Wild Type | Wild Type [P wild Type [SNEEEAN Wild Type | wild Type. 7000
284 327 3.21 270 3.08 3.28 338 347 9.84 3.4 3.89 by P %
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Go1 G02 G03 G04 605 G06 607 G08 G10 G11 612
G | wildType [ wild Type [ wild Type | Wild Type | NoDNA [ETSISENR wild Type | Wild Type wild Type | Wild Type | Wild Type
286 3.36 172 3.04 2 Deletion 347 180 294 3.08 336
=i 4000

_Fo1 Fo2 F03 Foa _F05 F06 Fo7 Fo9 F10 F11 F12
F | wildType | wild Type | Wild Type [SRCSTE wild Type | wild Type | Wild Type | Wild Type | Wild Type | Wild Type | Wild Type | Wild Type
344 343 3.06 359 321 330 376 273 277 316 342

Ho1 HO2 HO3 Ho4 HO5 HO6 HO7 Ho8 HO9 H10 H11 H12 E
H EEREE] Wild Type | Wild Type | Wild Type | Wild Type | Wild Type | Wild Type | Wild Type | Wild Type | Wild Type | Wild Type | Wild Type o
Deletion 2.85 299 247 442 3.51 3.09 273 121 268 293 291 3 D D U
-1
Sekil 1: IntRa-Q Yazihmi ile sonuglarin gériinimi 2000

1000

IntRa-Q Yazilimi, “referans gen kantitasyonu/ SMN1 geni Ekzon 7 ve Ekzon 8

kantitasyonu” orani hesabina dayall IR metodunu temel almaktadir. Referans ve

SMN1 genine ait kantitasyon dederleri yazilim igerisine gomiili slope edrisi ile

hesaplanmakta ve boylece bu degerlerin birbirine orani ile de IR degeri tespit

Sekil 4: SMN1 Ekzon 7 ve Ekzon 8 Homozigot Delesyon Ornek

edilmektedir. Yazilim SMA testini, bu numerik IR degerlerine bagh olarak tastyici,
homozigot delesyon ve normal seklinde géstermektedir®.

SMN1 normal/taslyici ve homozigot delesyon degerlendirmesi igin FAM (SMN1
Ekzon 7 - mavi egri), HEX (SMN1 Ekzon 8 — yesil egri) ve TEXAS RED (Referans
gen - kirmizi egri) boyalar birlikte analiz edilmelidir. Taslyici ve homozigot

GOz 6niinde bulundurulmasi gereken 6nemli noktalar;
delesyon gikan drnekler tekrar edilmelidir.

. Homozigot delesyon ve taslyici olarak bulunun &rnek sonuglari, cihaza ait
yaziimin data analiz ekranindan amplifikasyon egrisi gorintiisii olarak da

Amplification

teyit edilmelidir.
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. PCR ttipui igerisinde hava kabarcigi olusumu, 6rnek yiikleme vb. PCR hatalari
nedeniyle ortaya gikan amplifikasyon egrilerinden bazi 6rnekler sekil 5, 6, 7
ve 8 de gosterilmistir. Lutfen amplifikasyon egrilerini gdzden gegiriniz ve
uygun olmayan PCR amplifikasyon edgrilerine sahip ornekler igin galismayi
tekrar ediniz.

. Eger 6rnek SMN1 Ekzon 8 taslyici ve Ekzon 7 normal ise, 6rnek kit ile tekrar
test edilmelidir. Sonug ayni sekilde bulunur ise, test DNA sekans analizi ile

dogrulanmalidir.

. Eder 6rnek SMN1 Ekzon 7 taslyici ve Ekzon 8 Normal ise, 6rnek dogrulama

igin tekrar kit ile test edilmelidir.
Cycles

Sekil 2: SMN1 Ekzon 7 ve Ekzon 8 Normal 6rnek
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Sekil 5: Uygun olmayan PCR amplifikasyon egrileri

Biyoteknoloji

IntRaFast-Q SMA Tarama Kiti, SMN1 geni Ekzon 7 ve Ekzon 8 lizerinden tasiyicilik ve
homozigot delesyon taramasi yapmaktadir. Bu nedenle kit, SMA hastaliina neden olan
diger nadir intragenik mutasyonlari (% 2-4) tespit etmemektedir.

IntRaFast-Q SMA Tarama Kiti, SMN1 geninin kopya sayisini tespit etmektedir. Normal
bir bireyde her kromozomda 1'er adet olmak iizere toplamda 2 kopya SMN1 geni
bulunur (1+1). Ancak ender durumlarda (%1-4) bir kromozomda hic SMN1 geni
bulunmazken diger kromozomda duplike olmus sekilde 2 adet SMN1 geni bulunabilir
(2+0). Bu durumda IntRaFast-Q SMA Tarama testi ile sonug iki kopya SMN1 ve normal

olarak rapor edilirken, s6z konusu birey SMA hastaligi igin tasiyici durumdadir.

OLAST PROBLEMLER
Eder kuyuda hic amplifikasyon olmamissa,
S «  DNA eksikiigi,
5000 L : < . Ornekte DNA inhibitér(lerin) varhig séz konusudur.
s Texas Redﬁ/ Liitfen sorulariniz igin bizimle temasa gegin. tech@snp.com.tr
/ UYARILAR
2 3000°1 }7‘]EX «  Saklama kosullarina uygun olarak saklanmalidir.
2000 L / l/ . Oda sicakliginda unutulmus PCR master miksleri kullanilmamalidir.
V4 . PCR master mikslerin raf émrii 24 aydir. Kullanmadan 6nce Uretim tarihine dikkat edilmelidir.
Ll E oA . Yalnizca in-vitro tani ve arastirma amagli kullanilabilir.
04 : ; ; ; e N i SAKLAMA KOSULLARI
0 ’ v ® cycleszo » 30 ’ % . Tum bilesenler — 20°C de ve karanlikta saklanmalidir.
. Tium bilesenler, Griin kutusunun tzerinde belirtilen son kullanma tarihine kadar kullanilabilir.
FAM . Strekli eritip gézdiirmek (>5X), Urtinlin hassasiyetinde azalmalara neden olabilir.
Sekil 6: Uygun olmayan PCR amplifikasyon egrileri
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Sekil 7: Uygun olmayan PCR amplifikasyon egrileri
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Sekil 8: Uygun olmayan PCR amplifikasyon egrileri
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