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Popis produktu
SALSA® MLPA® Probemix P055-D1 PAH

Pro pouziti s Obecnym protokolem MLPA.

Verze D1
Uplnou historii produktu naleznete na strané 9.

Katalogova cisla:

e P055-025R: SALSA MLPA Probemix P055 PAH, 25 reakci.
e P055-050R: SALSA MLPA Probemix P055 PAH, 50 reakci.
e P055-100R: SALSA MLPA Probemix P055 PAH, 100 reakeci.

Pro pouziti v kombinaci s reagen¢nim kitem SALSA MLPA a softwarem Coffalyser.Net pro analyzu dat.
Reagencni kity MLPA jsou dodavéany s PCR primerem oznacenym fluorescenéni barvickou FAM, nebo Cy5.0,
vhodné pro kapildrni sekvenatory znacky Applied Biosystems a Beckman/SCIEX (viz www.mrcholland.com).

Osvédceni o analyze
Informace o podminkach skladovani, testech kvality a vzorového elektroferogramu aktudlni prodejni Sarze

naleznete na www.mrcholland.com.

Bezpecnostni opatieni a varovani

Urceno pouze k profesionalnimu pouziti. Pfed pouzitim se vzdy seznamte s nejnovéjsim produktovym popisem
a obecnym protokolem MLPA: www.mrcholland.com. Je odpovédnosti uzivatele, aby se pred vyvozenim
zavérQ zalozenych na vysledcich tohoto testu seznamil s nejnovéjSimi védeckymi poznatky souvisejicimi s
pouzitim tohoto produktu.

Zamyslené pouziti

SALSA MLPA Probemix P055 PAH predstavuije in vitro diagnosticky (IVD)' nebo vyhradné k vyzkumu urceny
(RUO) semikvantitativni test? slouzici k detekci deleci nebo duplikaci v genu PAH v genomické DNA izolované
ze vzorku lidské periferni pIné krve a DNA z bunék ziskanych bukalnimi stéry. P055 PAH je urcen pro potvrzeni
mozné pFiciny a klinické diagndzy deficitu fenylalaninhydroxylazy u pacientl s diagnostikovanou fenylketonurii
(PKU) a pro molekularné genetické testovani ohrozenych ¢len( rodiny.

Variabilita poctu kopii (CNV) detekovana pomoci P055 PAH by méla byt potvrzena jinou technikou. Zejména
v situaci, kdy je CNV detekovana pouze jednou sondou, je nutné ovéreni jinou metodou. Vétsinu defektd v genu
PAH predstavuji bodové mutace, které MLPA nedetekuje. Doporucuje se proto pouzivat tento test v kombinaci
se sekvenacni analyzou.

Vysledky testu jsou urCeny k pouziti ve spojeni s dalSimi klinickymi a diagnostickymi ndlezy, v souladu s
profesionalnimi standardy praxe, véetné potvrzeni pomoci alternativnich metod, vysetfeni rodicd, klinického
genetického vysetfeni ¢i konzultaci. Vysledky tohoto testu by mély byt interpretovany klinickym molekularnim
genetikem nebo pracovnikem s odpovidajicim vzdélanim.

Tento produkt neni uréen pro pocatecéni diagnostiku PKU, samostatné diagnostické Gcely, preimplantacni nebo
prenatalni testovani, populacni screening, nebo pro detekci, nebo screening ziskanych nebo somatickych
genetickych aberaci.

Berte prosim na védomi, Ze tento probemix je uréen pro in vitro diagnostické pouziti (IVD) v zemich uvedenych na
konci tohoto dokumentu. Ve vSech ostatnich zemich je tento produkt uréen vyhradné pro vyzkumné ucely (RUO).
2 Pro pouziti v kombinaci s reagenénim kitem SALSA MLPA a softwarem Coffalyser.Net.

Klinické pozadi

Fenylketonurie (PKU), podobné jako méné zavazné formy tohoto onemocnéni (nékdy oznacCované jako
variantni PKU nebo non-fenylketonurickd hyperfenylalanemie), predstavuje autosomalné recesivne
onemocnéni vedouci k metabolickému defektu charakterizovaného hyperfenylalaninemii zplsobenou
deficitem fenylalaninhydroxyldzy (98% pfipadl) nebo nespravnou syntézou nebo recyklaci
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tetrahydrobiopterinu (2% pfipadd) (Scriver and Kaufman 2001). NeléCena PKU mize vést k mikrocefalii,
epilepsii, tézké mentdlni retardaci C¢i behaviordlnim potizim. Vice informaci o PKU naleznete na
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1504/.

Vétsina pripadl PKU je zplsobena defekty genu PAH. Mezi tyto defekty patfi delece a duplikace celych exond,
které standardni sekvenacni analyza obvykle opomiji. Technika MLPA umoziuje detekovat vétSinu téchto
deleci a duplikaci, ¢imz doplfiuje sekvenacni analyzu genu PAH. Ocekavany pocet chromozomalnich prestaveb
PAH, ktery Ize detekovat pomoci tohoto MLPA probemixu, je mezi 1 a 5% vSech pfipadli PKU ve vétSiné
populaci (viz publikace o probemixu P055 PAH nize).

Struktura genu
Gen PAH zahrnuje ~ 121 kilobazi (kb) na chromozomu 12q23.2 a obsahuje 13 exond. V tuto chvili neni pro

PAH k dispozici Zadnda sekvence LRG. Sekvence chromozomalni DNA GenBank je NG_008690.2.

Transkripcni varianty
Byly definovany dvé transkripéni varianty PAH. Transkripéni varianta 1 (NM_000277.3, 3759 nukleotid( (nt),

kodujici sekvence 115-1473) predstavuje referenéni standard v projektu NCBI RefSeqGene
www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/5053.

Cislovani exond

Cislovani PAH exon( pouzité v tomto P055-D1 PAH dokumentu je &islovani exon( ze sekvence NG_008690.2.
Vzhledem k tomu, Ze po vydani tohoto dokumentu mUze dojit ke zménam v databdzich, sekvence NG_a NM_
a Cislovani exond nemusi byt aktualni.

Obsah probemixu
Tento SALSA MLPA Probemix P055-D1 PAH obsahuje 38 MLPA sond s produkty amplifikace mezi 128 a 427

nt. Konkrétné pak 22 sond pro gen PAH a jednu sondu upstream a downstream genu PAH. Navic je soucasti
14 referencnich sond, které detekuji autozomalni chromozomalni lokusy. Kompletni sekvence sond a popis
genl detekovanych referen¢nimi sondami jsou k dispozici online (www.mrcholland.com).

Nékolik castecné konzervovanych a potencialné regulacnich elementd je umisténo upstream od PAH exonu 1.
Tyto DN&zal hypersenzitivni mista byly popsany Bristeau et al. (2001). V téchto upstream sekvencich byly
umistény dvé sondy (418 nt HSS3 a 154 nt HSS2).

Tento probemix obsahuje devét fragmentt kontroly kvality, které generuji produkty amplifikace 64 az 105 nt:
Ctyri fragmenty kvantity DNA (tzv. Q-fragmenty), dva fragmenty denaturace DNA (tzv. D-fragmenty), jeden
benchmarkovy fragment, jeden chromozom X a jeden chromozom Y-specificky fragment (viz tabulka nize).
Dalsi informace ohledné interpretace téchto kontrolnich fragmentd Ize nalézt v Obecném protokolu MLPA a
online na adrese www.mrcholland.com.

Délka (nt) Nazev
64-70-76-82 | Q-fragmenty (viditeIné pouze u DNA vzork( s <100 ng)
88-96 D-fragmenty (nizky signal indikuje netplnou denaturaci)
92 Benchmarkovy fragment
100 X-fragment (specificky pro chromozom X)
105 Y-fragment (specificky pro chromozom Y)

Technika MLPA
Principy techniky MLPA (Schouten et al. 2002) jsou popsany v Obecném protokolu MLPA

(www.mrcholland.com).

Validace techniky MLPA
Vyzaduje se interni validace techniky MLPA pomoci 16 vzork({i DNA od zdravych jedinc(, zejména pfi prvnim

pouziti MLPA nebo pfi zméné postupu manipulace se vzorkem, pfi zméné metody extrakce DNA nebo pfi
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zméné pouzitych pfistrojd. Vysledkem tohoto validacniho experimentu by méla byt standardni odchylka <0,10
pro vSechny sondy v prlibéhu experimentu.

Pozadované vzorky
Extrahovana DNA z lidské periferni krve nebo z bukalnich stérd, prosta kontaminant(, o nichz je zndmo, Ze

ovliviiuji MLPA reakce. Dalsi informace naleznete v ¢asti o zpracovani vzork DNA v Obecném protokolu
MLPA.

Referencni vzorky
Do kazdého experimentu MLPA by mél byt zahrnut dostatecny pocet (=3) referenénich vzork(, a to za i¢elem

normalizace dat. VSechny testované vzorky, véetné referencnich vzork DNA, by mély pochéazet ze stejného
typu tkané, mélo by se s nimi zachazet stejnym postupem a mély by byt pripraveny stejnou metodou extrakce
DNA, pokud je to mozné. Referencni vzorky by mély byt ziskany od riznych nepfibuznych jedincl pochazejicich
z rodin, v jejichz anamnéze se (varianta) PKU nevyskytuje. Vice informaci o vybéru a pouZiti referenénich
vzorkd Ize nalézt ve Obecném protokolu MLPA (www.mrcholland.com).

Pozitivni kontrolni DNA vzorky
MRC Holland nedodava pozitivni vzorky. Je vSak doporu¢eno do kazdého experimentu pozitivni vzorek

zahrnout. Coriell Institute (https://catalog.coriell.org) a Leibniz Institute DSMZ (https://www.dsmz.de/) nabizi
rozmanité sbirky biologickych zdroju, které |ze vyuzit jako pozitivni kontrolu v rdmci vasich MLPA experiment(.
Kvalita bunécnych linii mize byt proménliva, proto je vhodné vzorky pred pouzitim validovat.

Vykonové charakteristiky
Ocekavané procento chromozomalnich prestaveb PAH, ktery Ize detekovat pomoci tohoto MLPA probemixu,

je mezi 1 a 5% vsech pfipadl PKU ve vétsiné populaci (viz publikace o probemixu P055 PAH nize). Analyticka
citlivost a specificita pro detekci deleci/duplikaci v genu PAH je velmi vysoka a lze ji stanovit jako >95%.

Analyticky vykon mize byt ohrozen: SNV nebo jinymi polymorfismy v cilové sekvenci DNA, necistotami ve
vzorku DNA, nedplnou denaturaci DNA, pouzitim nedostate¢ného nebo pfilis velkého mnozstvi vzorku DNA,
pouzitim nedostatecnych nebo nevhodnych referenénich vzorkd, problémy s kapilarni elektroforézou, $patnym
postupem normalizace dat ¢&i jinymi chybami technického rdzu. Instrukce a informace ohledné
vyhodnoceni/normalizace dat jsou uvedeny v Obecném protokolu MLPA.

Analyza dat
K analyze dat by mél byt pouzivan software Coffalyser.Net, a to v kombinaci s pfislusnym MLPA Coffalyser

listem specifickym pro danou Sarzi. V obou pfipadech by méla byt pouzita nejnovéjsi verze. Software
Coffalyser.Net je volné ke stazeni na www.mrcholland.com. Pouziti jiného softwaru m(iZe vést k neprikaznym
nebo falesnym vysledkim. Dalsi podrobnosti ohledné kontroly kvality a analyzy dat, véetné jejich normalizace,
naleznete v pfiru¢ce Coffalyser.Net Reference Manual.

Interpretace vysledkii
Ocekdavané vysledky u sond MLPA specifickych pro oblast PAH jsou pocet kopii alel 2 (normalni), 1

(heterozygotni delece), 0 (homozygotni delece), 3 (heterozygotni duplikace) nebo prilezitostné 4 (homozygotni
duplikace nebo heterozygotni triplikace).

Standardni odchylka kazdé jednotlivé sondy napfi¢ vSemi referencnimi vzorky by méla byt < 0,10 a konecny
pomeér (FR) kazdé jednotlivé referen¢ni sondy v pacientskych vzorcich by mél byt mezi 0,80 a 1,20. Pokud jsou
tato kritéria splnéna, Ize pro interpretaci vysledkd MLPA v pfipadé autozomalnich chromozomi nebo
pseudoautozomalnich oblasti pouzit nasledujici mezni hodnoty FR sond:

Status dle poctu kopii Konecény pomér (FR)
Normalni 0,80<FR< 1,20
Homozygotni delece FR=0
Heterozygotni delece 0,40<FR<0,65
Heterozygotni duplikace 1,30<FR< 1,65
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Status dle poctu kopii

Koneény pomér (FR)

Heterozygotni triplikace nebo homozygotni duplikace

1,75<FR<2,15

Nejednoznacny pocet kopii

VSechny ostatni hodnoty

Poznamka: Termin ,davkovaci kvocient”, pouzivany ve starsich verzich dokumentd, byl nahrazen terminem
,konecny pomér”, aby byl v souladu s terminologii softwaru Coffalyser.Net. (Vypoéty, mezni hodnoty a
interpretace zlstdvaji nezménény.) Vezméte prosim na védomi, ze software Coffalyser.Net také zobrazuje
libovolné hranice jako soucdst statistické analyzy vysledk(l ziskanych v experimentu. Jako takové jsou

libovolné hranice odlisné z kone¢nych meznich hodnot poméru uvedenych vyse.

Usporadéni sond dle chromozomalniho umisténi usnadnuje interpretaci vysledk( a méze pomoci odhalit
drobné zmény, jako jsou zmény pozorované u pfipad(l s mozaicismem. V pfipadé komplexnich vysledku
mUze byt pro spravnou interpretaci vysledkd nezbytna analyza rodi¢ovskych vzorkd.

Falesné pozitivni vysledky: Méjte na paméti, Ze u abnormalit detekovanych jednou sondou (nebo vice po
sobé jdoucimi sondami) stale existuje nemald Sance, Ze jde o fale$né pozitivni vysledek. Sekvenéni zmény
(napf. SNV, bodové mutace) v cilové sekvenci detekované sondou mohou byt jednou z pficin. Nelplna
denaturace DNA (napf. z diivodu kontaminace soli) m(ize také vést ke snizenému signdlu sondy, zejména
u sond umisténych uvniti nebo v blizkosti oblasti bohaté na GC pary nebo uvnitf &i v blizkosti genu PAH. V
takovych pfipadech mize pomoci dodatecny purifikaéni krok nebo alternativni metoda extrakce DNA.
Kontaminace DNA vzork( cDNA nebo PCR amplikony jednotlivych exonl mize zpUsobit zvySeni signalu
sondy (Varga et al. 2012). Analyza druhého, nezavisle odebraného vzorku DNA mize tyto kontaminanty
vylougcit.

Normdlni variabilita poctu kopii u zdravych jedincl je popséna v databdzi genomickych variant:
http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home. Pfi interpretaci svych zjisténi by uzivatelé méli vzdy konzultovat
nejnovéjsi aktualizaci databaze a védeckou literaturu.

Ne vSechny abnormality detekované MLPA jsou patogenni. U nékterych genl byly zjistény intragenni
delece, které maji za nésledek velmi mirné nebo zadné onemocnéni (jak je popséno v pfipadé DMD ve
Schwartz et al. 2007). U mnoha genl existuje vice nez jedna transkripéni varianta. Zmény poctu kopii exond,
které nejsou pritomny ve vSech transkripcnich variantach, nemusi byt klinicky vyznamné. Duplikace, které
zahrnuji prvni nebo posledni exon genu (napf. exony 1-3), nemusi vést k inaktivaci této kopie genu.

Zmény poctu kopii detekované referenénimi sondami nebo ohraniéujicimi (flanking) sondami
pravdépodobné nesouvisi s onemocnénim, na které je zkouska provadéna.

Pokud se jeden nebo vice pikli nachazi mimo méfitko, mize dochézet k fale$né pozitivnim vysledkim.
Napfiklad duplikace jednoho nebo vice exonl mze byt skryta, pokud jsou piky mimo méfitko, coz vede k
falesné negativnim vysledkdm. Riziko pikll nachazejicich se mimo meéfitko je vys$si, pokud jsou pouzity
probemixy, které obsahuji relativné nizky pocet sond. Na rozdil od jinych program( software Coffalyser.Net
varuje pred piky presahujicimi méfitko, zatimco jiny software ne. Pokud je jeden nebo vice pikli mimo
méfitko, opakujte kapildrni elektroforézu, a to bud pfi nizS§im injektaznim napéti, nebo pfi nizsi dobé
nastriku, nebo pfi snizeném mnozstvi vzorku zfedénim PCR produktd.

Specifické poznamky pro P055:

PKU je zptsobena defekty v genu PAH a predstavuje autozomalné recesivni onemocnéni. Pfedpoklada se,
Ze k PKU vede inaktivace obou kopii genu PAH. U pfenasecl je obvykle pozorovana inaktivace pouze jedné
kopie genu PAH.

Delece jednoho nebo vice exonll obvykle zplsobuje inaktivaci dané kopie genu. V pfipadé delece jediného
exonu vsak existuje vyznamné riziko faleSné pozitivniho vysledku. U hyperfenylalaninemického pacienta
(Chen et al. 2002) byla nalezena delece 3,7 kb v 5'-ohranicujici oblasti genu PAH, véetné hypersenzitivnich
mist DNazyl (oblast HSS2 a HSS3, popsano Bristeau et al. (2001)).

umisténa pfimo v blizkosti pldvodni sekvence, coz vede k defektni transkripci. V pfipadé duplikace
kompletniho genu PAH se vSak neocCekava, ze povede k onemocnéni.
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- U delece nebo duplikace ohraniéujicich sond pro ASCL1 a IGF1 se nepfedpoklad3, ze jsou pfic¢inami PKU.
Tyto sondy jsou pouzity pouze k vymezeni rozsahu velkych deleci a duplikaci.

Omezeni postupu

- U vétsiny populaci jsou hlavni pfi¢inou genetickych defektd genu PAH malé (bodové) mutace, z nichz
vétsinu nelze pomoci SALSA MLPA Probemixu P055 PAH detekovat.

- MLPA nedetekuje zadné zmény, které lezi mimo cilovou sekvenci sond, a nezjisti pocet kopii neutralni
inverze nebo translokace. | kdyz MLPA neodhali Zadné aberace, je mozné, Ze se biologické zmény v daném
genu nebo chromozomalni oblasti nachazi, jen nebyly detekovany.

- Zmény (napf. SNV, bodové mutace) v cilové sekvenci detekované sondou mohou zpUsobit falesné pozitivni
vysledky. Mutace/SNV (i >20 nt od mista ligace sondy) mohou redukovat signal sondy tim, Ze brani ligaci
oligonukleotidd sondy nebo destabilizuji vazani oligonukleotidi sondy ke vzorku DNA.

Potvrzeni vysledk
Pokud jsou zmény poctu kopii detekovany pouze jednou sondou, vzdy provedte ovéreni dalSi metodou. Zjevna

delece detekovana jedinou sondou mize byt zplsobena napf. mutacemi/polymorfismy, které zabranuji ligaci
nebo destabilizuji vazani oligonukleotid(i na vzorek DNA. Sekvenéni analyza mlize pomoci urcit, zda jsou v
cilové sekvenci pro danou sondu pfitomny mutace Ci polymorfismy. ZjiSténi heterozygotni mutace nebo
polymorfismu naznacuje, ze se ve vzorku DNA nachdzi dvé rGzné alely sekvence a Ze se jedna o falesné
pozitivni vysledek MLPA.

Zmeény poctu kopii detekované vice po sobé nasledujicimi sondami by mély byt potvrzeny dalsi nezavislou
metodou, napf. long-range PCR, qPCR, array CGH ¢i Southern blotting, kdykoli je to mozné. Delece/duplikace
delSi nez 50 kb je obvykle mozné potvrdit pomoci metody FISH.

Databaze mutaci PAH
http://www.biopku.org/home/pah.asp. Uzivatellm dlrazné doporuc¢ujeme ukladat pozitivni vysledky do

databdze Phenylalanine Hydroxylase Gene Locus-Specific Database. Doporuceni ohledné oznacovani
deleci/duplikaci jednoho nebo vice exon( Ize nalézt na adrese http://varnomen.hgvs.org/.

Hlaste prosim zmény poctu kopii detekované referenénimi sondami, falesné pozitivni vysledky zplisobené SNV
a neobvyklé vysledky (napf. duplikace PAH exonll 6 a 8, ale ne exonu 7) MRC Holland, a to na:
info@mrcholland.com.
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Tabulka 1. SALSA MLPA Probemix P055-D1 PAH

Délka (nt) SALSA MLPA sonda Chromozomalni pozice (hg18)°
Reference PAH

64-105 Kontrolni fragmenty — pro vice informaci viz tabulka v ¢asti vénované obsahu probemixu
128 Referencni sonda 00797-L00093 5q
136 Referen¢ni sonda 07292-L06929 6q
142 PAH sonda 02326-L01823 Exon 7

149 « = ASCL1 sonda 02327-L01835 Exon 2
154 HSS2 sonda 12251-L14053 upstream
161 PAH sonda 02328-L11413 Exon 8
168 PAH sonda 16487-L23233 Exon 1
174 Referen¢ni sonda 01823-L23229 16p
180 PAH sonda 16488-L23230 Exon 2
187 PAH sonda 02331-L23231 Exon 9
194 Referencni sonda 05703-L06959 3q
201 £ PAH sonda 16489-L18945 Exon 3
211 PAH sonda 02333-L01826 Exon 10
220 Referencni sonda 01782-L01346 13q
227 PAH sonda 17737-L21083 Exon 6
235 PAH sonda 02334-1.23232 Exon 4
242 PAH sonda 02335-L14055 Exon 11
247 Referencni sonda 07695-L07419 21q
256 PAH sonda 02336-L01821 Exon 5
265 PAH sonda 02337-L02469 Exon 12
274 Referen¢ni sonda 15473-L17313 1p
283 PAH sonda 16491-L18947 Exon 6
292 PAH sonda 02339-L01829 Exon 13
300 Referencni sonda 01575-L01147 22q

310~ IGF1 sonda 02340-L01834 Exon 2

319 Referencni sonda 06440-L05966 3p
337 PAH sonda 12254-L14056 Exon 1
346 PAH sonda 16492-L.18948 Exon 5
352 PAH sonda 12256-L14058 Exon 7

359 X Referencni sonda 13731-SP0136-L15212 15q

365X £ PAH sonda 16493-SP0373-L18949 Exon 3
373 PAH sonda 16494-L.18950 Exon 2
382 Referencni sonda 13974-L15543 79
391 Referencni sonda 12522-L13572 18q
400 PAH sonda 12260-L14061 Exon 4
409 Referencni sonda 10063-L10487 8q
418 HSS3 sonda 12261-L13203 upstream
427 Referencni sonda 05915-L17921 14q

a Dalsi informace viz ¢ast Cislovani exon(l na strané 2.

+ SNP rs192439649 mze ovliviiovat signal 365 nt sondy a SNP rs542737289 mize ovliviiovat 201 nt sondu. V pfipadé
zjevnych deleci je doporu¢eno sekvenovat oblast, na kterou tato sonda cili.
« Sonda umisténd uvniti nebo blizko oblasti bohaté na GC. Nizky signal mdze byt zplsoben vzorkem DNA

kontaminovanym soli, coz zplsobuje netplnou denaturaci DNA, zejména oblasti bohatych na GC.

X Tato sonda se sklada ze tfi ¢asti a ma dvé ligaéni mista. Nizky signal této sondy muze byt zplsoben depurinaci vzorku

DNA, napr. v disledku nedostatecné pufracni kapacity ¢i delSi doby denaturace. Kdyz k tomu dojde u referenc¢nich
vzorkd, mUGze to vypadat jako zvySeny signdl v testovacich vzorcich.

- OhraniCujici sonda. Zahrnuta za uc¢elem uréeni rozsahu delece/duplikace. Je nepravdépodobné, Zze by zmény poctu
kopii ohranic¢ujicich nebo referenénich sond souvisely s onemocnénim, na které je zkouska provadéna.
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SNV lokalizované v cilové sekvenci sondy mohou ovlivnit hybridizaci sondy a/nebo ligaci sondy. Méjte na
védomi: ne v§echny znamé SNV jsou uvedeny v tabulkach vyse. Aberace jedné sondy musi byt potvrzeny jinou
metodou.

Tabulka 2. PAH sondy usporadané podle chromozomalni pozice

. . . S . Vzdalen
Délka | SALSA MLPA Exon genu® Misto ligace Césteéna sekvence® (24 nt, I‘(j Z:@?St
(nt) sonda 9 NM_000277.3 sousedici s ligaénim mistem) sonds
149 « - 02327-L01835 Gen ASCL1 ACCTGCATCTTT-AGTGCTTTCTTG 38,9 kb
418 12261-L13203 | Oblast Hss3 | 32381t pr$d EXONEM | AATGGTTGGGT-AATCTTCAACTT 2.0 kb
154 12251-L14053 | Oblast Hss2 | 1280 p’fd EXONEM | TGGTAGAACCA-AGAGTTAAACCA 1,0 kb
PAH start
oo 115-117 (Exon 1)
337 12254-L14056 PAH exon1 | 291 nt pfed exonem 1 | GGCTTAGTCCAA-TTGCAGAGAACT 04 kb
168 16487-L23233 | PAH exon 1 72-73 CTGCCTGTACCT-GAGGCCCTAAAA 41 kb
373 16494-118950 PAH exon2 | 191 nt pfed exonem 2 | GTAGCATCATTG-ATCATTTAATTG 0,4 kb
180 16488-L23230 PAH exon 2 73 nt po exonu 2 AGTTAGATGCAA-TGAAAAGAACAC 17,6 kb
365X 16493-SP0373- 235 and 201 nt pred ATTTTCATGTGA-34 nt spanning
+ 118949 PAH exon 3 exonem 3 0ligo-CCTGCCACTTAG 0.4 kb
201 + 16489-L18945 PAH exon 3 33 nt poexonu 3 CAACATAAGTAA-CTCCACACTGTC 17,2 kb
235 02334-L23232 | PAH exon 4 484-485 GGTTCCCAAGAA-CCATTCAAGAGC 0,1 kb
400 12260-L14061 PAH exon 4 3 nt po exonu 4 GACCACCCTGTG-AGTCCATGGCCC 10,7 kb
346 16492-L18948 PAH exon 5 104 nt pfed exonem 5 | CCAAGGGAAGGA-GACATGCACTGT 0,2 kb
256 02336-L01821 PAH exon 5 613-614 ACATTGCCTACA-ACTACCGCCAGT 11,2 kb
283 | 16491-L18947 | PAHexon6 | 100N f;?/gr‘;)éonem ® | TGAGCTGCCATC-ACTTGCTACAGT 0,1 kb
227 17737-L21083 PAH exon 6 665-664 reverse CCCATGTTTTCT-TTTCTTCCTCCA 2,4 kb
142 02326-L01823 | PAH exon 7 877-878 CTCGGGATTTCT-TGGGTGGCCTGG 0,1 kb
352 12256-L14058 PAH exon 7 37 nt po exonu 7 TTGCCAGGCACA-ATGAGCGCCATC 1,1 kb
161 02328-L11413 PAH exon 8 986-987 GTTGGGACATGT-GCCCTTGTTTTC 4,8 kb
187 02331-L23231 PAH exon 9 1067-1066 reverse CGAGCTTTTCAA-TGTATTCATCAG 2,5 kb
211 02333-L01826 PAH exon 10 1142-1143 CATAAAGGCATA-TGGTGCTGGGCT 0,6 kb
242 02335-L14055 | PAH exon 11 1230-1231 CTGGAGAAGACA-GCCATCCAAAAT 3,3 kb
265 02337-L02469 | PAH exon 12 1385-1386 GATTGAGGTCTT-GGACAATACCCA 1,3 kb
292 02339-L01829 | PAH exon 13 1471-1472 AGAAAATAAAGT-AAAGCCATGGAC 363,4 kb
PAH stop )
wodon 1471-1473 (Exon 13)
310 - 02340-L01834 Gen IGF1 AGGTAGAAGAGA-TGCGAGGAGGAC

a Dal$i informace viz &ast Cislovéani exon(i na strané 2.
b Zobrazeny jsou pouze ¢astecné sekvence sond. Kompletni sekvence sond jsou k dispozici na www.mrcholland.com.
Prosim upozornéte nas na jakékoli pfipadné chyby: info@mrcholland.com.

+ SNP rs192439649 mUze ovliviiovat signdl 365 nt sondy a SNP rs542737289 muze ovliviiovat 201 nt sondu. V pfipadé
zjevnych deleci je doporu¢eno sekvenovat oblast, na kterou tato sonda cili.

« Sonda umisténa uvnitf nebo blizko oblasti bohaté na GC. Nizky signal mize byt zplsoben vzorkem DNA
kontaminovanym soli, coz zplsobuje netplnou denaturaci DNA, zejména oblasti bohatych na GC.

X Tato sonda se sklada ze tfi ¢asti a ma dvé ligaéni mista. Nizky signal této sondy muze byt zplsoben depurinaci vzorku
DNA, napr. v disledku nedostatecné pufraéni kapacity i delsi doby denaturace. Kdyz k tomu dojde u referenc¢nich
vzork(, mlze to vypadat jako zvyseny signal v testovacich vzorcich.
- OhraniCujici sonda. Zahrnuta za uc¢elem uréeni rozsahu delece/duplikace. Je nepravdépodobné, ze by zmény poctu
kopii ohranic¢ujicich nebo referenénich sond souvisely s onemocnénim, na které je zkouska provadéna.

SALSA MLPA Probemix P055 PAH

Stranka 7 of 10


http://www.mrcholland.com/
mailto:info@mrcholland.com

&
& MRC SALSA®

®
Popis produktu verze D1-06-CS1; vydano 25. fijna 2022 >’ Holland  MLPA

SNV lokalizované v cilové sekvenci sondy mohou ovlivnit hybridizaci sondy a/nebo ligaci sondy. Méjte na
védomi: ne v§echny znamé SNV jsou uvedeny v tabulkdch vySe. Aberace jedné sondy musi byt potvrzeny jinou
metodou.

Souvisejici SALSA MLPA probemixy
P076 ACADVL-SLC22A5 Obsahuje sondy pro gen ACADVL, ktery se podili na deficitu acylkoenzymu A
dehydrogenasy s velmi dlouhym Fetézcem (VLCAD).
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Historie produktu P055

Verze Zmeény

DT Byla pfidana jedna sonda pro PAI-V| exon 6, jedna sonda pro PAH exon 12 (wild-type sekvence
u mutace R408W). Jedna referenéni sonda byla nahrazena.

c1 Nahrazeno sedm PAH sond a osm referen¢nich sond. Nové 88 a 96nt kontrolni fragmenty
(QDX2).

B1 NavysSeni PAH sond, ze 13 na 22. Nové kontrolni fragmenty.

Al Prvni vydani.

Provedeni zmén v popisu produktu
Verze D1-06-CS1 - 25. fijna 2022 (04P)
- Maroko bylo odstranéno ze seznamu zemi se statusem IVD.
Verze D1-05-CS1 - 15. fijna 2021 (04P)
- Popis produktu byl pfizplsoben nové Sabloné .
- R(zné drobné zmény v textu .
- Pod tabulkou 1 a 2 pfidano varovani pro SNP (sonda 201 nt).
- Byla provedena mala korekce na ligacnich mistech 187 nt sondy a 283 nt sondy v tabulce 2.
- Vybrana sekce publikace byla aktualizovana .
- Spojené kralovstvi pfidano do seznamu zemi v Evropég, které pfijimaji znacku CE .
Verze D1-04-CS1 - 29. ¢ervna 2020 (02P)
- PFedchozi verze dokumentu jsou k dispozici pouze v anglictiné.
- Popis produktu byl upraven a pfizplsoben nové sabloné.
- lzrael byl pridan jako zemé, kde ma produkt status IVD.
- Ligacni mista sond cilicich na gen PAH byla aktualizovana podle nové verze referencni sekvence NM.
- NG referencni sekvence byla aktualizovana.
- Pridana pozndmka k sondé pro PAH exon 3 (365 nt) ohledné mozného vlivu SNP.
Verze D1-03 - 17. Cervence 2018 (04)
- Popis produktu byl upraven a pfizplsoben nové Sabloné.
- Pouziti IVD zahrnuje nové Maroko.
- Odstranény informace z tabulky 1 a 2 o novych a zménénych sonddach ve verzi D1 ve srovnani s C1.
Verze D1-02 - 4. dubna 2017 (03)
- Popis produktu byl upraven a pfizplsoben nové Sabloné.
- PFidany nové publikace, které vyuzivaji P055.
Verze D1-017 - 18. ledna 2016 (02)
- Popis produktu byl upraven a pfizplisoben nové Sabloné.
Aktualizace seznamu vybranych publikaci.

Vice informaci: www.mrcholland.com; www.mrcholland.eu

I MRC Holland bv; Willem Schoutenstraat 1
1057 DL, Amsterdam, Nizozemsko
E-mail info@mrcholland.com (informace a technické dotazy)

order@mrcholland.com (objednavky)
Telefon +31 888 657 200

IVD] | EvrRopax C€ o:
IZRAEL

VSECHNY OSTATNI
ZEME
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Popis produktu verze D1-06-CS1; vydano 25. fijna 2022

* y¢etné Clenskych (kandidatskych) statd EU a ¢lenskych stati Evropského sdruzeni volného obchodu
(EFTA) a UK. Ve vsech ostatnich evropskych zemich je tento produkt urcen pro RUO.
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