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SMN1基因及SMN2基因的排列方式

http://www.genephile.com.tw/SMA/index.htm



DHPLC
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DHPLC



Examples of Partial Denaturing Operation Examples of Partial Denaturing Operation 
for Mutation Detectionfor Mutation Detection





SMA carrier

SMA affected

Normal pattern

Normal pattern

SMN1:SMN2=1:2

SMN1:SMN2=0:2

SMN1:SMN2=2:2

SMN1:SMN2=2:1

Chromatography of DHPLC

SMN1SMN2



DHPLC of an individual with an 
SMN1/SMN2 gene ratio 

(a) 2:2          (b) 1:2        (c)1:3          (d) 2:1    
(e), 3:1     (f), SMN2 gene only          (g). SMN1gene only



Misdiagnosis of SMA carrier

SMN 1

SMN 2

SMN 1SMN 1

SMN 2SMN 2

SMN 1SMN 2

SMN 1SMN 2
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DHPLC of multiplex PCR analysis 
with different SMN1/SMN2 ratios.

a~d: Female individuals with various SMN1/SMN2 ratios:
(a) 2:2 (b) 2:1            (c)1:2            (d)1:1 

e~h: Male individuals with variousSMN1/SMN2 ratios:
(e) 2:2 (f)2:1              (g)1:2            (h)1:1

CYBB gene (X-linked)
KRITI gene(7q21-q22 )



Primer ratio
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DNA 

KRITI gene SMN2 SMN1

200 ng

100 ng

10 ng

1 ng



SMN1:SMN2=2:2

CYBB KTIT1 SMN2 SMN1



SMN1:SMN2= 1:2 or 2:3 

SMN1:SMN2

2:2

2:3 or 1:2

2:4 or 1:2

2:3 or 1:2

1:3

1:2

CYBB KTIT1 SMN2 SMN1



何謂"MLPA"？

• MLPA是Multiplex Ligation-dependent 
Probe Amplification的簡稱，由荷蘭的Dr. 
Schouten JP所帶領的研發團隊於2002年發
表，是一種靈敏度極高的相對定量技術，
乃利用簡單的雜合(hydriation)、連接
(ligation)及PCR增福(PCR amplication)反
應，於單一反應管內可同時偵測最多40個
不同的核苷酸序列的拷貝數變化。



MLPA

• Detection of exon deletions/duplication
• Detection of trisomies such as Down’s 

syndrome
• SNP and mutation detection
• DNA methylation
• Relative quantification of mRNAs



MLPA



MLPA

Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification



MLPA

Primer Y

Ligation- dependent probe

Stuffer sequence Primer Y



Primer X     Target specific      Stuffer sequence Primer Y
binding site    sequences                                  binding 

site

Probe design

Target 1

1A 1B

Target 1

Multiplex hybridisation and ligation
No ligation of mismatched 
probes

Fragment Analysis

PCR with universal primers X and 
Y

Synthetic oligonucleotide    M13 derived 
oligonucleotide

2A 1B

1A

2A

1B

2B

Target 2

2A 2B

No exponential amplification
of non ligated probes

MLPA
www.mlpa.com



DNA Denaturation

Dilute the DNA-sample (20-500 ng DNA) with TE to 5 ul.

Heat 5 minutes at 98°C; Cool to 25°C before opening the 
thermal cycler



Hybridisation of the SALSA-
probes

Add: 1.5 -l SALSA Probe-mix (black cap) + 1.5 -l MLPA 
buffer (yellow cap).

Mix with care. Incubate 1 minute 95°C, then 16 hrs at 60°C.



Ligation reaction

Reduce temperature of the thermal cycler to 54°C. While at 
54°C, add 32 ul Ligase-65 mix to each sample and mix.

Incubate 15 minutes at 54°C, then heat 5 minutes at 98°C.



Ligation



PCR reaction



PCR reaction



PCR reaction



P021 SMA-MLPA
• Synthetic control probe : 1
• Control probes : 21
• 5p15.1-14 : 1
• SMN1 custer start : 2
• SMN1 : 2(exon 7,exon 8)
• SMN1 cluster end : 1
• SMN2 cluster start : 2
• SMN2 : 2(exon 7,exon 8)
• SMN1/2 cluster start : 2
• SMN1/2 : 4(exon 1, exon 4, exon 6, exon 8)



MLPA result

SMN1 exon 7 SMN1 exon 8

SMN1 exon 8SMN1 exon 7



Multiplex PCR vs MLPA

• Multiplex PCR
– One pair of primers for each fragment to be 

amplified
• MLPA 

– All fragments are amplified with the use of a 
single PCR primer pair.



Gene scan











MLPA SMA Kit結果判讀要點



SMN1 only



SMN2 only



SMN1:SMN2=1:1



SMN1:SMN2=2:3



SMN1-SMN2 hybrid

T G SMN2-SMN1

C A SMN1-SMN2



SMN1-SMN2 hybrid

SMN2

SMN1

SMN1 SMN1



MLPA KIT P021 SMA評估結果

• SALSA MLPA KIT P021 SMA評估結果，其
DNA量由100 ng~500ng皆可分析，precision
結果一致(Within-technologist 、Between-
technologist 、Within-run 、Between-run )。

• 實驗室做交換檢體測試結果，與不同機器
分析相同MLPA-PCR結果，皆有一致性，
顯示此試劑分析結果不會因操作人員、儀
器設備不同而有不同的結果。



MLPA KIT P021 SMA評估結果

• MLPA同時可以偵測SMN1 exon 7與exon 8，
SMN2 exon 7與exon 8與SMN1+SMN2的exon
1、exon 4、exon 6 、exon 8， 得到的結果
與參考值比對後，可分別得到SMN1、
SMN2 與SMN1+SMN2的copy number，另外
它提供21個位於不同chromosome上的copy 
number control probe，因此對於copy number
的計算更準確且可靠。



MLPA KIT P021 SMA評估結果

• DHPLC以competitive PCR分析SMN total 
copy的結果會受到primer的比例與DNA量的
影響，因此不同次分析的結果並不完全一
致，容易造成判讀上的困擾。尤其對於1:1
的carrier檢體可能會誤判為正常的2:2，而正
常的2:3的檢體可能會誤判成carrier (1:2)。
而MLPA在分析1:1與2:3的檢體時，多次分
析都出現一致明確的結果。



診斷之侷限性

Cannot detect non-deletion or 2:0 carriers
– 少數帶因者並不是缺失型SMN1基因突變，而是
基因內的突變(intragenic mutation)，這些特殊
的突變無法經由本方法檢驗。

– 少數帶因者2套的SMN1基因皆位於同一條染色
體上，另一條染色體上則沒有SMN1基因，此
種特殊的基因型實際上是帶因者，但目前檢驗
的方法無法檢出。



Comparison of  MLPA and DHPLC
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