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1.Kitin Kullanim Amaci ve Test Prensibi

Gergek zamanli Allele Spesifik Oligoniikleotid (ASO) PCR
analizi, yeni nesil mutasyon tespit teknolojilerinden biridir.
Bu teknoloji 1-gift-bazlik degisimler dahil olmak iizere
bilinen mutasyonlar1 yiiksek hassasiyetle tespit edilmesine
izin vermektedir. SMA, SMN1 (Survival Motor Noron)
genindeki mutasyonlardan kaynaklanan otozomal resesif bir
hastaliktir. SMA hastalarinin yaklasik %95°1, yaygin olarak
kullanilan molekiiler analizlerle tespit edilebilen SMN1 exon
7’nin her iki kopyasindan da yoksunken tasiyici bireylerde bir
kopya bulunur.

TUSEB DiaKit SMA qPCR Tam Kiti, SMN1 genini SMN2
geninden ayiran Exon 7, 840. niikleotiddeki C/T degisimini
Kantitatif Real Time PCR (qPCR) yontemi ile tespit eder. AACt
metodu ile kopya sayisi degisim (CNV= Copy Number
Variation) analizi prensibiyle ¢alismaktadir. Kit, SMN1 geninin
Ekzon7 delesyon tespit islemini tek bir reaksiyonda tek bir test
ile gerceklestirir.

Primer Problar, SMN1 Ekzon 7 (FAM) ve Insan Actin-p
(HEX) genine 6zgiiTagMan teknolojisi ile ¢alismaktadir.

Kit, tasiyicilik siiphesi tasiyan bireylerden aliman Tam kan

ornekleri w bunlardan izole edilen genomik DNA’ya
uygulanmaktadir. Kit minimum %98 spesifite ve %98
sensitivite  oranmna  sahiptir  (9.Smurlamalar  boliimiini
okuyunuz).
2.Kit Icerigi

Raf 6mrii: 12 ay; kutunun iizerindeki son kullanma tarihine
bakimiz. Depolama sicakliginda saklanan her bir reaktif, tiip
tizerinde belirtilen son kullanma tarihine kadar kullanilabilir.
Kitinson kullanma tarihi reaktiflerin son kullanma tarihine gore
belirlenmektedir.

3.Kit Saklama Sicaklig1

Kit, saklama sicakligr (-15°C ile -25 °C arasinda) korundugu
siirece,ambala;j lizerinde yazili olan son kullanma tarihine kadar
stabil kalabilmektedir.

Saklama Sicakhgi: -20°C; Transfer Kosullari: 2-8°C
Birim
Icerik / Kullanim Kanal Icerik Miktar (10 pL Reaksiyon) Reaksiyon
Amaci Tiiketim
100 Reaksiyon
1000 Reaksiyon
DNA polimeraz, dNTP .
miks, reaksiyon tamponu - 2X Master Mix 1 x 500 uL 5uL
ve riboniikleaz inhibitori 4x 1250 pL
SMN1 Exon7 FAM
1x 250 uL 2,5pL
Primer Mix 2x 1250 pL
Insan Actin-B geni HEX
Tablo 1a. Kit igerigi
Saklama Sicakhigi: 2-8°C; Transfer Sicakhigi: 2-8°C
Bilesenler donmussa -20°C'de saklayimz. 1k ¢ézdiirmeden sonra 2-8°C'de saklaymz.
Negatif Kontrol (Niikleaz Icermeyen Su)
E;)tnetgﬁjhzl?syon kontrolii amaciyla, her isletimde NTC 1 x 500 uL 2,5uL
Kontrol DNA: SMN1 Exon7 agisindan saglikli
oldugubilinen DNA numunesi (9. Sinirlamalar PC 1x 50 uL 2,5uL
béliimiinii okuyunuz) ’

Tablo 1b. Kit igerigi-Kontroller
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Kullanicr tarafindan saglanacak olan cihaz ve ekipmanlar

igermeyen)
3. Spin Santrifiij: min.3000 rpm (8’1i strip ve 2 mL
mikrosantrifiij tiipii ile uyumlu)
4. Vorteks

1. Real-Time PCR Cihazi: 4 kanalli, Ramp rate >3 °C/sec.
2.1-10 pL mikropipet ve uyumlu pipet ucu (DNaz ve Rnaz

5.PCR kurulumu i¢in UV kabini

6. Soguk Tiip stand1 (mikrosantrifijj tiipleri ve PCR
tiip/stripleriigin)

7. Tek kullanimlik, pudrasiz, nitril eldiven.

Tablo 1c¢. Kullanici tarafindan saglanacak olan cihaz ve ekipmanlar

4. Valide Cihazlar

TUSEB DiaKit SMA gPCR Tam Kiti Tablo 2°de verilen cihazlar ile valide edilmistir.

Tablo 2. Valide gPCR Sistemi ve Ekstraksiyon Sistemi

Bio-Rad CFX96 TouchqPCR Sistemi*

Molgen PurePrep-96 Niikleik Asit Ekstraksiyon Sistemi

*Bio-Rad CFX96 qPCR cihaziyla yalnizca beyaz plate/beyaz strip kullanin!

5.Tam kan Orneklerinin Toplanmasi, Saklanmasi ve
Transferi

Tam kan 6rnekleri K2-EDTA’1 tiiplere toplanmalidir.
Orneklerlaboratuvara gelene kadar 2-8°C'de saklanmali
ve tasmnmalidir. Ornekler 10 giin iginde laboratuvara
aktarilmalidir. Sevkiyatta bir gecikme bekleniyorsa,
numuneler -70°C'de dondurulmali ve kuru buz ile
gonderilmelidir. Orneklerin tekrarlanan dondurma-
¢Ozdlirmeye maruz birakilmamasi 6nemlidir.

6. qPCR Uygulama Protokolii

Analize baslamadan 6nce asagidaki bilgileri g6z oniinde
bulundurunuz:

» Kit, sadece toplam qPCR hacminin %25°1 kadar olan kalip

niikleik asit hacmi i¢in valide edilmistir.
» Kit, periyodik bakim kayitlar1 olmayan real time PCR
cihazlartyla kullanilmamalidir.

* PCR cihazim asagida belirtilen sekilde
programlayiniz ve reaktifleri qPCR tiiplerine
asagida belirtildigi sirasiyla ekleyiniz, tiipleri
kapatiniz, qPCR cihazina yerlestiriniz ve
isletimi baglatiniz (Tablo 3).
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Uyarnilar

Kiti niikleik asit kaynaklarindan ve qPCR
amplikonlarindan uzakta saklayiniz.

Kit bilesenlerini farkli lot numaralariyla veya ayni adi
tasiyan ancak farkli tireticilere ait kimyasallarla
karistirmayiniz.

Ana stok reaktiflerini PCR kurulumu sirasinda soguk

bloktatutunuz.
Miimkiinse, PCR'yi soguk blokta kurunuz.
Kullanmadan 6nce kit bilesenlerini yavasga karistiriniz.

. qPCR karisimlarimi ve template niikleik asitleri pipetlemek

i¢in ayr1 mikropipetler kullaniniz.

. Swvi1 transferleri diginda template niikleik asit ve

pozitifkontrol tiiplerini her zaman kapali tutunuz.

. Testin yapildigi oda, tezgéh ve cihazlarin silinebilir

yiizeylerini %10 NaClO ile diizenli olarak temizleyiniz.

. gPCR’1 tamamlanmis reaksiyon tiiplerini laboratuvarda

acmadan uzaklastiriniz.

Reaksiyon Kurulumu qPCR
Programi
Icerik Hacim Dongii Sayisi Sicakhik Siire
2X Master Mix 5uL 1 95°C 10 dk
Primer Mix 2,5uL 95°C 15 sn
39
Ornek Niikleik Asit 2,5ul 60°C 1 dk
Toplam reaksiyon hacmi 10 uL. FAM / HEX Okuma

Tablo 3. Reaksiyon kurulumu ve gPCR program detaylar
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8.Test Sonu¢larimin Yorumlanmasi

Analiz, test edilen numunedeki hedef gen ve referans gen arasindaki farkin, Hedef gen agisindan saglikli oldugu bilinen
(wildtype) numunenin hedef geni ve referans geni arasindaki fark ile karsilastirildigi, karsilastirmali Ct* metoduna
(AACt metodu) dayanmaktadir. Metod prensibi asagida tarif edilmigtir®*.

**HEX= referans gen (Insan Actin-B), FAM= Hedef gen (SMN1 Exon7)

Bilinen Saghikli numune/kontrol DNA (A) ACt= Ct(FAM) — Ct(HEX)
Hedef DNA/hasta DNA (B) ACt= Ct(FAM) — Ct(HEX)
AACt= (B)-(A)

Hesaplama yapildiktan sonra SMN1 Exon7 ifadesinin bulunmasi i¢in 2 22t degeri hesaplanur.

2 “MACtyalue

Saglikli (2 Kopya Exon7) > 0,62

0,59 < Gri zon*** < 0,62

Heterozigot delesyon/Tasiyict (1 Kopya Exon7) < 0,59

Tablo 4. 2 A Degerlerine gore analiz sonuglari

*Ct degeri; numunenin Real-Time PCR sisteminde anlamli 1s1ma vermeye basladig1 dongii sayisimi ifade eder. Trashold
¢izgisi, numune grafiginin sigmoid egriliginin baglangi¢ noktasina gekilir ve bu noktadaki Ct degeri baz alinir. Hesaplamalar
sirasinda qPCR cihazi tarafindanatanan otomatik trashold degeri kullanilabilir.

**% Gri bolge sonug araliginda degere sahip bir numune olmasi durumunda, ¢alismanin DNA ekstresi iizerinde
tekrarlanmasi ve ayni sonucun elde edilmesi durumunda PCR ¢aligsmasinin ekstraksiyon asamasindan itibaren tekrarlanmasi
onerilir.

Ko?tl.‘.()l Ismi Kontrol Amaci Beklenen Sonug
Tiirii
NTC NTC Kontaminasyon kontrol Cq Yok=Gecgerli
eklenmesi
Templatekekleme NRC Reaktif kontaminasyon kontrol Cq Yok=Gecerli
yo

Tablo 5. Kit kontrollerinin beklenen performansi

Herhangi bir kontrol Tablo 5’te aciklandig gibi calismazsa, ¢alisma gegersiz sayilir ve test tekrarlanir.

1. Gegersiz NRC: Uretici ile iletisime geciniz, reaktifleri yenileyiniz ve reaksiyonu tekrarlayiniz.

2. Gegersiz NTC: “Uyarilar” bolimiine dikkat ederek analizi tekrarlaymiz. Tiim kontroller gecerliyse, sonuclarin
yorumlanmasina geginiz.

9. Smirlamalar

e Kit, SMNI1 genindeki ekzon7 delesyon disindaki nadir mutasyonlari (% 2-4) tespit edemez.

e Saglikli numuneler normal olarak maternal ve paternal (1+1) olarak iki adet SMN1 genine sahiptir. Nadiren (% 1-4)
bazi SMN1 ekzon7

delesyon tasiyici bireyler, ayni alelde (2+0) veya (0+2) iki kopya SMNI1 genine sahiptir, bu durumlarda kit iki kopya
(sagliklr) olarak sonug verir.

o Kit, referans gen ile hedef gen arasindaki Ct farkinin Saglikli referans DNA ile karsilagtirilmasi prensibiyle kopya
sayisinin hesaplanmasi teknigine dayali sonug verir. Dolayist1 ile her ¢alisma icin SMN1 exon 7 agisindan, en az 1 adet
saglikli oldugu bilinen DNA ¢aligmaya eklenmelidir.

« Kitin bahsedilen spesifite ve sensitivite degerlerine ulagabilmesi i¢in, referans DNA ile 6rnek DNA’nin, ayni kit/metot
ile elde edilmis olmas1 6nerilmektedir.

o Hedef gen ile referans gen i¢in Taqgman probe tasarimlari, sonuglarin DNA degradasyonundan minimal diizeyde
etkilenmesi iginmiimkiin oldugunca yakin bdlgelerden secilmistir. Ancak yiiksek dogruluk orani i¢in 15 glinden eski
tam kan ile calisilmamasi tavsiye edilmektedir.
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