
دستورالعمل

اساس تست( 3
بدنبالومی‌شوداستخراجمعتبرتجاریکیتیکازاستفادهباخوننمونه‌یدرموجودژنومیDNAابتداروش،ایندر
دراختصاصیناحیه‌‌ییکمنظور،اینبرای.می‌شودانجامPCRتایمریلازاستفادهباژنومیهدفتکثیرواکنشآن،

عدموجودوبررسیبه‌منظور.می‌شودگرفتهدرنظرتشخیصیهدفبعنوانانسانیژنومرویبرSMN1ژن۷اگزون
لوروسنتفرنگدارایالیگونوکلئوتیدیاختصاصیپروبیکوپرایمرجفتیکاز۷اگزوندرC840Tجهشوجود

به‌گونه‌ایپروب‌این.(TaqMan probe)می‌شوداستفاده۳´انتهایدرکوئنچرو۵´انتهایدر(FAMفلوروکروم)
وحشی،آللوجودصورتدرPCRتایمریلانجامحین.است(C)وحشیآللشناساییبهقادرکهاستشدهطراحی
شدهفعالپلیمرازآنزیمهدف،DNAتکثیربه‌منظور.می‌شوندمتصلمربوطهنواحیبهاختصاصیپروب‌هایوپرایمرها

اگزونوکلئازیتفعالیازاستفادهباآنزیماینجدید،رشته‌هایسنتزحیندر.می‌کندجدیدرشته‌هایسنتزبهشروعو
نتیجهدروهشدجدافلوروکرومازکوئنچرنتیجهدروشدهمربوطههدفناحیه‌یبهشدهمتصلپروب‌هیدرولیزباعث
منحنیصورتبهآن‌هاثبتوخوانشبهقادرReal-time PCRدستگاهکهمی‌شودساطعFAMفلوروسانترنگ

نتیجهدرنیست۷اگزوندرهدفناحیهبهاتصالبهقادرمذکورپروب(Tآلل)C840Tجهشوجودصورتدر.می‌باشد
Gene target failureتایمریلانجامحینبنابراینومی‌دهدرخPCRفلوروکرومبرایFAMنخواهدمشاهدهمنحنی

جهتاستکوئنچروHEX(VIC)فلوروکرومدارایکهدیگرپروبیکوپرایمرجفتیکبعلاوه.(Drop out)شد
بهلازم.می‌شونداستفاده(Internal control)داخلیکنترلبعنوانانسانیHousekeepingژنیکازبخشیشناسایی

.داردکاربردژنوماستخراجونمونه‌گیریفرآیندارزیابیجهتداخلی،کنترلکهاستذکر

کیتمحتوای(4
:می‌باشدزیراجزایدارایواستتشخیصیتست24انجامبرایحاضرکیت

مقادیر *ریجنت ها

میکرولیترx۳60تیوب‌1 SMA Master Mix 1

میکرولیترx100تیوب‌1 SMN1 Wildtype Control 2

میکرولیترx100تیوب‌1 SMN1 Mutant Control 3

میکرولیترx100تیوب‌1 No Template Control (NTC) 4

Delta SMA Real-time PCR Kit

 
24 tests

(دلتا)دلسا تشخیص آریا 

کیتکاربرد(2
ژن۷اگزوندرژنتیکیجهشوجودعدمیاوجودشناساییجهتDelta SMA Real-time PCRکیت

SMN1نمونه‌ها‌یدرDNAیآتروفبیماریبهمبتلانوزادانغربالگریبه‌منظورخونازشدهاستخراج
Probe-based real-time PCRتکنیکاساسبرتشخیصیتستاین.می‌شوداستفادهنخاعیعضلانی

.استشدهطراحی

کیت تشخیص بیماری آتروفی عضلانی نخاعی  بر اساس ریل تایم پی سی آر

:توجه*
.شوندنگهداریسانتیگراددرجه-2۵تا-1۵دمایدرکیتاجزایتمامی✓
.استشدهدرجآنرویبرکیتانقضایتاریخ✓
.دهدکاهشراتستحساسیتاستممکنزیرا.شودخودداریکیتاجزایشدنفریزوذوبازامکانحدتا✓
.شوداستفادههفتهیکازکمتردرسانتیگراد،درجه4دمایدرکیتنگهداریصورتدر✓
.شودتهیهالیکوتنیازاساسبراجزاازهرکدامازنیازصورتدر✓
.نگیردارقرمستقیمنورمعرضدرامکانحدتاواستفلوروکرومباشدهنشاندارپروبوپرایمرحاویMaster mixمحلول✓
.شودانجاماسپین/ورتکسکیت،درموجودمحلول‌هایازهرکدامازاستفادهازقبلحتما✓

استفادهموردبالینینمونه ی(6
رویبرواقعSMN1ژن۷اگزوندرC840TجهششناساییاساسبرSMAبیماریاختصاصیتشخیص

بعنوانژنومیDNAبهنیازحاضر،(غربالگری)تشخیصیتستانجاممنظوربهبنابراین،.می‌باشدانسانژنوم
باکالیاخوننمونه‌یازراژنومیDNAمی‌توانمنظور،اینبرای.استPCRتایمریلواکنشدرالگو

روتکلپدرSMAبیماریتشخیصجهتاستفادهموردبالینینمونهبهمربوطئیاتجز.کرداستخراجنوزادان
FDAکیتارزیابیبرایآمریکاEonis SCID-SMA kitکمپانیساختPerkinElmerاستشدهوردهآ:

https://www.accessdata.fda.gov/cdrh_docs/reviews/K203035.pdf

یکازمی‌شودپیشنهادبنابراین،.داردشدهاستخراجDNAکیفیتومقداربهبستگیحاضرکیتپرفورمنسوکارایی
ایدبکارانجاممراحلتمامی.شوداستفاده(اتوماتیکچهودستیچه)معتبرDNAاستخراجروشیکیاکیت
ومقرراتاساسبربایدنمونه‌هاوریجنت‌هابافرها،ریختندور.شودانجامدیدهآموزشافرادتوسط

:شودانجاممربوطهگایدلاین‌های
https://currentprotocols.onlinelibrary.wiley.com/doi/epdf/10.1002/9780471729259.mc01a01s13

DD060-001-24

تستانجامپروتکل(7
آرامیبهتاشونددادهقرارسانتیگراددرجه4دمایدردقیقه1۵مدتبهکیتاجزایتمامیتستانجامازقبل
حلرایبسپس.می‌شودپیشنهادمرحلهایندرمحلول‌هانگهداریمنظوربهکرایورکازاستفاده.شوندذوب
دراتشونداسپینمحلول‌هاتمامیبعد،مرحلهدر.شوداستفادهورتکسازمحلول‌هاکردنهموژنوکردن
.شودکشیدهمیکروتیوبتهبهباشدتیوب‌هادربرویمحلولقطراتکهصورتی

هردرونراSMA Master mixازمیکرولیتر15مقدارنمونههرازایبهاستیشن،ورکیکزیردر(1-7
.نماییداضافه(تایی8تیوباستریپازتیوبهریا)Real-time PCRمخصوصپلیتازچاهک

میکسبهراشده‌استخراجهایDNAازیکهرازمیکرولیتر5مقداردیگراستیشنورکیکزیردر(2-7
.نماییداسپینواضافهقبلمرحله‌ی

:نکات
،SMN1 Wildtype Controlمثبتکنترل‌هایازکدامهرازمیکرولیتر۵مقدارموازیبطورمرحله،ایندر✓

SMN1 Mutant ControlمنفیکنترلوNo Template Control(NTC)به‌صورتنیزکیتدرموجود
.شونداضافهواکنشمیکسحاویچاهکیکبهجداگانه

راآن‌هافریزر،ازآن‌هاکردنخارجازپسشده،استخراجهایDNAکیفیتحفظبه‌منظورکارانجامحیندر✓
.نماییدنگهداریوحملمخصوصکرایورکبرروی

.نماییداجرارازیرجدولدرشدهآوردهبرنامه‌یوکردهمنتقلReal-time PCRدستگاهبهراواکنش‌ها(3-7

(ثانیه)زمان  (درجه سانتیگراد)دما  مرحله سیکل

۳00 9۵ فعال‌شدن‌آنزیم‌پلیمراز X 1
1۵ 9۵ الگوDNAباز‌شدن‌رشته‌های‌

X 401۵ 46 جفت‌شدن‌پرایمرها

۳0* ۷2 سنتز‌رشته‌های‌جدید

۳0 2۵ خنک‌شدن X 1
.شودانجاممرحلهایندرHEX (VIC‌)وFAMکانال‌هایدرفلوروسنتخوانش*

.شودانجامزیرجدولاساسبرنتایجتفسیر،PCRانجامازبعد(4-7

oفلوروکرومباوحشیآللکننده‌یشناساییپروبFAM ژنکننده‌یشناساییپروبوHousekeepingانسانی
.(زیرشکل)استشدهنشاندارHEX (VIC)با(داخلیکنترلبعنوان)

oکنترلیکویافتهجهشآللبراییکی،وحشیآللبراییکیکنترلنمونه‌ینوع۳دارایحاضرکیتNTCاست.
همچنین.‌باشد۳0تا20بینبایدSMN1 Wildtype Controlکنترل‌برایHEXوFAMکانالدوهرCtمقادیر
منحنیFAMکانالبرایو‌باشد۳0تا20بینبایدSMN1 Mutant Controlکنترل‌برایHEXکانالCtمقادیر
CtیاCtفاقدبایدحاضرکیتNo Template Controlکنترلنمونه‌ی.(Ctفاقد)نمی‌شودمشاهدهتایمریل

آمادهحیندرتکنیکیآلودگی‌هاییاژنومیDNAباکیتریجنت‌هایآلودگیوجودصورتدر.‌باشد۳۵ازبزرگتر
ورتصدر.شودخوانشدستگاهتوسطمذکورکانال‌‌هایدرفلوروسنترنگکهاستممکن،PCRواکنشسازی

.شوندتکرارآزمایشاتتامی‌شودپیشنهادNTCنمونه‌یبرای ۳۵ازکمترCtمقادیرمشاهده‌ی

FAM HEX تفسیر

+ (Ct ≤ 35) ± (نیستSMAفرد‌مورد‌آزمایش‌مبتلا‌به‌بیماری‌)وجود‌آلل‌وحشی‌

- (Ct > 35) + (Ct ≤ 35) (استSMAفرد‌مورد‌آزمایش‌مبتلا‌به‌بیماری‌)وجود‌آلل‌جهش‌یافته‌

- (Ct > 35) - (Ct > 35)

(تکرار‌آزمایش)نمونه‌گیری‌به‌درستی‌انجام‌نشده‌است‌
(تکرار‌آزمایش)استخراج‌ژنوم‌به‌درستی‌انجام‌نشده‌است‌

(تکرار‌آزمایش)در‌نمونه‌ی‌استخراج‌شده‌PCRاحتمال‌وجود‌مهارکننده‌ی‌

SMN1نمونه‌ی‌حاوی‌جهش‌در‌ژن‌

(SMAمثبت‌از‌نظر‌بیماری‌)
SMN1نمونه‌ی‌فاقد‌جهش‌در‌ژن‌

(SMAمنفی‌از‌نظر‌بیماری‌)

مقدمه( 1
کهاستمغلوباتوزومیژنتیکیبیمارییک(SMAیاSpinal muscular atrophy)نخاعیعضلانیآتروفیبیماری
تلومریناحیه‌یدرواقع)SMN1ژندرژنتیکیجهش‌هایوقوعنتیجه‌یدرSMN1پروتئینعملکرداختلالبدلیل

دستازباعثنهایتاکهمی‌شوندSMN1ژن۷اگزونحذفبهمنجرجهش‌هاایناکثر.می‌شودایجاد(۵کروموزوم
ازوداردموثرینقشحرکتینورون‌هایبقایدرSMN1پروتئین.می‌شوندژناینازشدهکدپروتئینعملکردرفتن
ازیاریبس.می‌شودافراددربیماریعلایمشروعحرکتینورون‌هایرفتنبینازبهمنجرآنعملکردرفتندست

موقعیتدرجهشیکدارایمواقعدرصد9۵تقریبادرSMAبهمبتلابیمارانکهداده‌اندنشانمطالعات
وشدهژناین۷اگزوندراسپلایسینگکاراییکاهشباعثکههستند(C840T)ژناینترنسکریپت840نوکلئوتیدی

نامبهدیگرژنیک،SMN1ژنبرعلاوه.می‌شودپروتئیننسخه‌هایازبرخیعملکردرفتندستازبهمنجرنهایتا
SMN2ژنپارالوگکهداردوجود۵کروموزومتلومریناحیه‌یدرSMN1هستندمشابهژندواینتوالی،نظراز.است

یاSMN2ژنترنسکریپت840ناحیه‌یبهمربوطتفاوت‌هااینازیکی.دارندتفاوتیکدیگربانوکلئوتیدپنجدرفقطو
اینوسطتشدهکدپروتئینعملکردرفتندستازباعثمی‌تواندشدذکرقبلاکههمانطورکهاستC840Tهمان
بهابتلانظرازنوزادانغربالگریبرایSMN1ژندرC840Tجهشوجودعدمیاوجودشناساییبنابراین.شود‌نیزژن

.داردکاربردSMAبیماری

توضیحات تعداد مصرفی/ دستگاه 

اضافهبرایدیگریوPCR mixتهیهبراییکی
.استکیتکنترل‌هایوژنومیDNAکردن

عدد2 (PCRکابینت‌)ورک‌استیشن‌ 1

.دشودادهقراراستیشنورکهرزیردرستیکهر ست2 ست‌سمپلر‌با‌حجم‌های‌مختلف 2

.شوددادهقراراستیشنورکهرزیردرکدامهر عدد2 ورتکسر/‌اسپین‌مینی 3

پلیتایتیوب‌هااستریپکردنسانتریفوژمنظوربه
دستگاهدردادنقرارازقبلPCRواکنشحاوی

Real-time PCRمی‌شوداستفاده.
عدد1

یپ‌خور‌مینی‌اسپین‌با‌روتور‌استر
یا‌سانتریفیوژ‌پلیت‌خور 4

،FAMکانال2حداقلدرخوانشقابلیتدارایدستگاه
HEX(VIC)باشدآن‌هاموجطولمعادلیا.

عدد1 Real-time PCRدستگاه‌ 5

نمونه‌هایوکیتاجزاینگهداریوحملبرای
DNAمی‌شوداستفادهکارحیندر.

به‌تعداد‌لازم (کرایو‌رک)کول‌رک‌ 6

سفیدنوعازReal-time PCRدستگاهنوعاساسبر
.می‌شوداستفادهشفافیا

به‌تعداد‌لازم وص‌استریپ‌تیوب‌یا‌پلیت‌مخص
Real-time PCR

7

تفادهاسوسایلتمامیوسطوحکردنتمیزمنظوربه
.می‌شود

به‌مقدار‌لازم
رنده‌محلول‌از‌بین‌بحاوی‌اسپری

(RNaseZAP)نوکلئازها‌
8

.باشندRNaseوDNaseازعاریباید به‌تعداد‌لازم ختلفسر‌سمپلر‌فیلتر‌دار‌در‌حجم‌های‌م 9

لازممصرفی هایوتجهیزاتسایر(5
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