Optimalisatie en validatie van de GAA-FGF14 ataxie test
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*DNA extractie methode
*Type PCR toestel

Conclusie

e De resultaten van dit onderzoek bevestigen dat deze methode werkt voor de opsporing

Methode

Selectie Optimalisatie
In totaal werden er 41 patiénten geselecteerd op basis van vier 1. PCR 2. TP-PCR

van intronische GAA-repeats in het FGF14 gen.

: o e De validatie toonde een hoge mate van reproduceerbaarheid en herhaalbaarheid + we
verschillende criteria:

In eerste instantie werden twee verschillende primers getest, namelijk Ook hier werden twee primers getest, ook deze van Bonnet et al hebben een detectielimiet vastgesteld en onze test is consistent ongeacht variaties
e 10 patiénten hadden een specifieke aanvraag naar GAA- deze van Bonnet et al en Rafehi et al. Voor het enzym werden zowel de (biderectioneel) en Rafehi et al (unidirectioneel). Tot slot werd ook hier het PCR-toestel of extractiemethode.
FGF14 ataxie; enzymmix van Qiagen als die van Roche getest. Tot slot werden de PCR- PCR-programma bepaald.
y- . Qlag & Pros P e Daarnaast werd ontdekt dat bij hoge aantallen repeats soms een onderbreking op-
e 20 patiénten testten negatief voor cerebellar ataxia with condities op punt gesteld door het PCR-programma te bepalen.

treedt, wat erop wijst dat er geen sprake is van een zuivere GAA-repeat expansie, maar
neuropathy and vestibular areflexion syndrome (CANVAS);

10x Expand Long Template Buffer 2
Expand Long Template Enzyme mix (5 U/ul
dNTP's {20 mM )

Betaine (5 M)

H20

Forward Primer 3' (5 pmol/pl)

M13 Primer 3" {5 pmol/pl)
Reverse Primer 3" (5 pmol/pl)

dat er ook andere conformaties aanwezig zijn. De pathogeniteit van deze sequenties

* 6 patiénten testten negatief voor een panel van SCA genen; moet nog verder worden onderzocht. Dit onderzoek zal voortgezet worden na afloop

e en 5 patiénten testten negatief voor zowel CANVAS als het van mijn stage.

SCA-genpanel.

e Deze studie leidt tot een verbeterde identificatie en behandeling van ataxiepatiénten.
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PCR programma

10x Expand Long Template Buffer 2

Primer van Bonnet (10 pmol/pl) 1 hold 98°C - 10 min. E:TI“:JE'I'EF:'-!,S Eé%ngnmmplaze Enzyme mix (5 U/pl)
Taq PCR Mastermix van Qiagen Betaine (5 M)
H-0 97°C - 35 sec. H20
Forward Primer 3 (5 pmol/l) Ik wil graag Valérie Race, Amélie Van Eesbeeck en Steve Smekens bedanken. Jullie wa-
10 cycli 53°C - 2 min. W13 Primer 3' (5 pmol/pl)
1 hold 95°C - 4 min. Reverse Primer 3' (5 pmol/ul) ren altijd bereid om mijn vragen te beantwoorden en stonden altijd voor me klaar wan-
68°C - 2 min.
95°C - 30 sec. neer ik dit nodig had. Jullie steun gedurende deze hele stage van 9 weken apprecieer ik
1 hold 72°C - 5 min.
30 cycli 59°C - 30 sec. enorm. Dankzij jullie begeleiding heb ik me altijd gesteund gevoeld en ik waardeer de
97°C - 35 sec. |
72°C- 2 min. ; tijd en moeite die jullie hebben gestoken in het begeleiden van mijn leerproces. De in-
25 cycli 53°C - 2 min. . ..
1 hold 72°C- 5 min. teressante opdracht waaraan ik mocht werken, heeft me enorm veel geleerd en mijn
+ 20 sec/cyclus 68°C - 2 min. . .
1 hold 4C- oo kennis en vaardigheden vergroot.
1 hold 4°C- oo
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