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;; MRC SALSA®

MLPA altalanos protokoll

Sziikséges komponensek

Név Katalégusszamok Osszetevék
szintetikus
oligonukleotidok, nem

SALSA® patogén

lasd a probemix | baktériumtorzs

®
;’\)/::;EeAmix termékleirasat alkalmazésaval
szintetizalt
oligonukleotidok, Tris-
HCI és EDTA

A kovetkezbkkel haszndlandé egyiitt:

e SALSA® MLPA® Reagent Kit (kataldégusszam: EK1-FAM,
EK1-CY5, EK5-FAM, EK5-CY5, EK20-FAM)
e Coffalyser.Net™ adatelemzd szoftver (katalégusszam: n.a.)

Bizonyos alkalmazdsokhoz a kovetkez6kkel hasznalhato egyiitt:

Név Katalégusszamok Osszetevék
Tris-HCI, EDTA,

SALSA® 52|ntet|ku§/kont

Binning/Reference roll plazmid

h o SDXXX DNS, human

Selection/Atrtificial genomidlis nGi

Duplication DNA DN, sejtvonal
DNS

A komponensek tarolasa és eltarthatésaga

/Y—JS"C
-25°C

Az eredeti csomagolasban, az ajanlott korilmények kozott tarolva
a lejarati datumig garantdlt az eltarthat6sdg, felbontds utan is. A
pontos lejarati datumot lasd a csovek cimkéjén. A termékeket
legfeljebb 25 fagyasztasi—felolvasztasi ciklusnak szabad kitenni.
Ne haszndlja a termékeket, ha a csomagolds sériilt vagy
megérkezésekor mar felbontott. Hagyja a termékeket az eredeti
tartalyokban. A hulladékanyagot a nemzeti és helyi el6irdsoknak
megfeleléen kell drtalmatlanitani.
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Ajanlott korilmények

")

1. dbra. MLPA munkafolyamat

A komponensek biztonsagossaga

Az Osszetevék egyike sem szdrmazik emberbdl, allatbdl,
koérokozd baktériumbdl vagy kérokozé virusbol. A jelen 1évé
koncentraciok alapjan egyik Osszetevd sem veszélyes a
Veszélykommunikaciés szabvany (Hazard Communication
Standard) meghatarozasa szerint. Biztonsdgi adatlap (SDS)
nem szikséges ezeknél a termékeknél: egyik készitmény sem
tartalmaz veszélyes anyagokat az SDS kiaddsat igényl6
koncentréacidkban (az 1272/2008/EK rendelet [EU-GHS/CLP],
valamint az 1907/2006/EK rendelet [REACH] és mddositasai
szerint). Ha kiomlik, vizzel takaritsa fel, és kovesse a megfeleld
helyszini eljarasokat.

A vizsgalat elve (MLPA)

A SALSA® MLPA® meghatéarozott DNS-szekvencidkat kimutatd,
legfeljebb 60 proba amplifikaciéjan alapulé félkvantitativ
technika. A technika a minta DNS denaturaldsaval kezdddik
(lasd az 1. 4abrat alabb). Ezt kdvetéen az MLPA-préobak
keverékét adjuk hozza, ahol mindegyik préba két vagy harom
oligonukleotidbdl all. Amikor az dsszes oligonukleotid minta
DNS-sel t6rténé hibridizacidja befejez6dott, a minta DNS-hez
kotott probakat ligaljuk. Az Osszes ligalt probat egy olyan
univerzalis  PCR-primerpar alkalmazasaval amplifikaljuk,
amelynek tagjai kozil az egyik primer fluoreszcensen jelolt. Ez
egy sor PCR-amplikont eredményez, amelyek mindegyike adott
probara jellemzdé egyedi hosszusagu. Az amplikonok ezutan
egy kapillaris-elektroforézis késziiléken hosszuk szerint
szétvdlasztdsra  kerlilnek. A kapott  mintaspecifikus
elektroferogramot a Coffalyser.Net segitségével elemezziik.
Egy minta elektroferogramjanak a referenciamintak készletével
torténé Osszehasonlitdsaval meghatarozhaté a kérdéses
mintaban jelen Iévé genomialis célpontok szama.

I
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D COFFALYSER
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https://mrcholland.com/r/ifu/mlpa-reagent-kits
https://www.mrcholland.com/r/ifu/coffalyser-net-download
https://www.mrcholland.com/r/ifu/no-sds-required-statement
https://www.mrcholland.com/r/ifu/no-sds-required-statement
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Sziikséges, de nem biztositott anyagok

Ultratiszta viz;

TEo1 (10 mM Tris-HCI [pH 8,0] + 0,1 mM EDTA);

kalibralt thermocycler berendezés f(it6tt fedéllel (99—
105 °C) és szabvanyos laboratériumi felszerelés;

0,2 ml-es PCR-csovek/-cs6sorok/-lemezek;
kapilldris-elektroforézis késziilék, amely denaturald
korilmények kozott mikodik és fragmentumelemzé
szoftverrel rendelkezik; tovabbi részleteket lasd a a Sugo
ezen cikkében;

kivalé minéségl formamid;

jelolt méretstandard: Applied Biosystems GeneScan™
500 LIZ® /ROX™; SCIEX CEQ™ DNA Size Standard

kit - 600;

gél polimer: POP-1, POP-4 vagy POP-7 (Applied
Biosystems); GenomelLab™ Linear Polyacrylamide
denaturing gel (SCIEX); Spectrum Compact Polymer4
(Promega); Hitachi DS3000 Polymer4 (Hitachi).

A mintara vonatkoz6 kovetelmények
A probemix termékleirdsaban feltlintetett szdvetbél kivont

50-

250 ng human DNS (hacsak nincs masképpen megadva).

A DNS-mintaknak 5-10 mM Tris-HCI puffert kell tartalmazniuk,

pH

= 8,0-8,5 érték mellett.

Ajanlott extrakciés modszerek:

QIAGEN Autopure LS (automatizalt) és QlAamp DNA
mini/midi/maxi kit (manualis);

Promega Wizard Genomic DNA Purification Kit
(manudlis)

Kisézas (manudlis)

Ovintézkedések és figyelmeztetések

Altalanos dvintézkedések

1.

Ne hasznadlja a terméket, ha az sériilt vagy lejart.

A minta minéségére vonatkozo dvintézkedések

9.

10.

11.

12.

A minta DNS elégtelen pufferkapacitasa altal okozott DNS-
depurinacié6 hamis eredményekhez vezethet. Ha nem
ismert, hogy elegendd puffer van-e jelen, adjon hozza Tris-
HCI-t: 4 pl minta DNS + 1 pl 50 mM Tris-HCI (pH = 8,5).

A DNS-extrakcié utan megmaradt szennyezddések,
beleértve a sokat, a heparint, az EDTA-t (>1,5mM) és a
vasat, befolyasolhatjak a vizsgalat teljesitményét.

A DNS-mintakban Iévé sé elégtelen denaturaciot okozhat.
Ez latszélagos delécidkat eredményezhet, akar tobb,
szomszédos genomikai célpontot felismer6 prébanal is. Ne
hasznaljon QIAGEN M6, M48 és M96 rendszereket; ezek tul
sok s6t hagynak maguk utén. QIAGEN EZ1 esetén hasznalja
az MLPA-ra vonatkozé QIAGEN kiegészit6 protokollt.

Ne koncentrdlja a DNS-t beparlassal vagy SpeedVac
eszkozzel; ez magas EDTA- és sékoncentraciéhoz vezet.

Ovintézkedések a végrehajtas soran

13.

14.

15.

16.

Soha ne haszndljon 5 pl DNS-oldatnal tobbet reakcionként.
A sziikséges DNS mennyiségét a probemix termékleirdsa
hatarozza meg.

Ne keverje 6ssze az MLPA probemix kiilonb6zé gyartasi
tételeit.
A szennyez6anyagok és a s6 koncentracidjat novel6 parolgas
el6fordulhat az éjszaka folyaman torténé hibridizacié soran
vagy a ligacids mastermix pipettazasakor. A pdrolgas
megel6zése/csokkentése érdekében:

a. haszndljon tobbcsatornas pipettat a kezelési id6
csokkentésére;
gy6z6djon meg a f(itétt fedél megfelelé miikodésérdl;
novelje vagy csokkentse a f(itott fedél nyomasat;
prébaljon kiilénb6zd reakcidcsoveket hasznalni;
tegyen egy kis csepp dasvanyi olajat a DNS-minta
tetejére a folyadék feliiletének befedésére.
Rendszeresen cserélje ki a kapillarisokat és a polimert. A

®oo00

2. Kizért?lag szakember ’é.ltal t6rtén6. ’alkalmazésr’a. A polimer gyorsan tonkremegy, ha hosszabb ideig tartjak
vizsgalatot molekularis ~ technikakban képzett >25°C hémérsékleten. Ha a méretstandardok cstcsai
szakembereknek kell elvégeznidk. e ismételten alacsonyak és szélesek, akkor lehetséges, hogy

3. Minden vizsgalat belsé validalasara sziikség van, kiilonosen a kapillarisok vagy a polimer minésége leromlott.
az els6 alkalmazaskor, illetve a mintakezelési eljaras, a DNS- 17. A formamid savassa valhat ami a PCR-termékek
kivonasi modszer vagy az alkaimazott készilékek depurinacidjat és fragmentalodasat okozhatja melegités
megvaltoztatasakor. Hasznalion egeészseges egyenektdl hatasara. Hasznaljon kivalé mindségl formamidot, és
szarmazé, =16kilonb6z6 DNS-mintat. A validalasnak térolja alikvotokban —20 °C-on.
<0,10-0s eértek(i _szorast k?'! mutatnia n’unden probandl, 18. A PCR-termék térfogata soha nem haladhatja meg a teljes
hacsak a probemix termékleirdsaban masként nem szerepel. befecskendezett keverék 10%-4t. Ha a csticsok alacsonyak,

4. Az eredmények értelmezéséért felelos személynek névelje a befecskendezési idét és/vagy a fesziiltséget — ne
tisztaban kell lennie az alkalmazassal kapcsolatos leguijabb adjon a keverékhez tobb PCR-terméket.
tudomanyos ismeretekkel és az MLPA technika minden 19. Hamis eredményeket kaphatunk, ha egy vagy tobb cstcs a
olyan korlatjdval, amely helytelen eredményekhez vezethet. skalan kivil taldlhato. A skalan kivilli csticsok kockézata

5. Azadatok elemzeslehezl a Coffalyse’r.Net hasznalandé. Mas nagyobb a viszonylag kevés probat tartalmazo probemixek
szoftver allfalmazejsa teves erednjenyelfhe'z vezeth”et.. alkalmazasakor. A jel csokkentése érdekében futtassa tjra

6. Az eredmények értelmezése el6tt mindig ellenérizze a a PCR-termékeket a kévetkezék alkalmazasaval:
mindség-ellendrzési pontszamokat. Kizarélag a j6 mindségi a. alacsonyabb befecskendezési fesziiltség/rovidebb
pontszamu mintak eredményei értelmezheték megbizhatoan. befecskendezési idé:

7. A latszélagos homozigéta delécidkat meg kell erésiteni az b. csdkkentett mennyis'ég(j PCR-termékek.
elektroferogram vizudlis ViZSgéIatéVaI annak érdekében, 20. A DNS-mintak cDNS-sel vagy egyedl exonok PCR-
hogy kizérjak az atlagolasi (binning) problémak vagy az amplikonjaival valé szennyezédése megndvekedett
alacsony jelek okozta hamis eredményeket. o probajelhez vezethet. Egy masodik, fiiggetlenl gy(ijtott és

8. Az MLPA-eredményeket mas klinikai és diagnosztikai izolalt DNS-minta elemzése kizérhatia ezeket a
leletekkel tortén6é egyiittes felhaszndlasra szdnjdk, szennyezdésbo| eredd miitermékeket
0sszhangban a szakmai gyakorlati standardokkal, beleértve
adott esetben az alternativ. mddszerekkel torténé Alkalmazasspecifikus évintézkedések
megerdsitést, a sziil6i értékelést, a Kklinikai genetikai Lasd a probemix termékleirasat.
értékelést és a tanacsadast. A vizsgalatok eredményeit
klinikai molekularis genetikusnak vagy azzal egyenértéki
szakembernek kell értelmeznie.
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https://support.mrcholland.com/kb/articles/what-electrophoresis-devices-can-i-use-for-mlpa-fragment-analysis
https://support.mrcholland.com/kb/articles/what-electrophoresis-devices-can-i-use-for-mlpa-fragment-analysis
https://mrcholland.com/r/ifu/qiagen-ez1-supplementary-protocol
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Vizsgalati eljaras, I. rész — MLPA-reakcid

Utasitas

| A termocikler program

1. DNS-denaturacié

1.1 Cimkézzen fel 0,2 ml-es csoveket/csésorokat/lemezeket.
1.2 Adjon 5 pl DNS-mintat vagy TE-t (DNS-t nem tartalmazd kontroll) minden cséhoz.
1.3 Helyezze a csoveket thermocyclerbe, melegitse 98 °C-on 5 percig, majd hiitse le 25 °C-ra.

98 °C-on 5 percig

25 °C-on pihentetés

2. Hibridizacié

2.1 Olvassza fel az MLPA Buffert és az MLPA Probemixet, majd rovid ideig vortexelje és centrifugdlja.
Ha szobahémérsékletre melegedtek, akkor pipettazzon.
2.2 Készitse el a|HYBRIDISATION MASTER MIXET]. Egy reakciohoz sziikséges*:
O MLPA Buffer: 1,5 l
@ \ILPA probemix: 1,5 pl
Vortexeléssel vagy pipettaval alaposan keverje dssze.
2.3 Adjon hozza 3 pl|[HYBRIDISATION MASTER MIXETIminden cséhoz. Ennél a Iépésnél elengedhetetlen a pontos
pipettazas! Pipettazassal keverje 0ssze.
2.4 Helyezze a csoveket thermocyclerbe, inkubalja 95 °C-on 1 percig, és hibridizalja 60 °C-on 16—20 6ran at.

95 °C-on 1 percig

60 °C-on pihentetés
(16-20 éra)

3. Ligacié

3.1 Olvassza fel a Ligase Buffer A-t és a Ligase Buffer B-t, rovid ideig vortexelje és centrifugalja.
Ha szobahémérsékletre melegedtek, akkor pipettdzzon. Melegitse a Ligase-65-0t a kezében
10 masodpercig. Ne vortexelje, csak roviden centrifugalja.

3.2 Készitse el6 a |LIGASE-65 MASTER MIXET}*. Egy reakciéhoz sziikséges*:

Oultratiszta viz: 25 pl
Ligase Buffer A: 3 pl
OLigase Buffer B: 3 pl
@ Ligase-65: 1 pl, utoljara hozzaadva.
Ovatosan fel-le pipettazva keverje alaposan dssze, ne vortexelje.
3.3 Folytassa a thermocycler programot, és hiitse le a csoveket 54 °C-ra.
3.4 54 °C-ndl nyissa ki a csoveket a thermocyclerben , adjon hozzé 32 pl |[LIGASE-65 MASTER MIXET],
pipettazassal alaposan keverje 6ssze, majd zarja le a csoveket, és folytassa az inkubdlast 54 °C-on
15 percig.
3.5 A ligaz inaktivalasa érdekében melegitse fel 98 °C-ra, és inkubdlja 5 percig, majd hiitse le 20 °C-ra.***

54 °C-on pihentetés
54 °C-on 15 percig
98 °C-on 5 percig

20 °C-on pihentetés

4. PCR

4.1 Olvassza fel a PCR Primer Mixet, réviden vortexelje és centrifugdlja. Melegitse a polimerazt a
kezében 10 masodpercig, ne vortexelje, csak roviden centrifugdlja.
4.2 Készitse el a[POLYMERASE MASTER MIXETIEQY reakciohoz szilkséges*:

Oultratiszta viz: 7,5l
® pPCR Primer Mix: 2 pl
O Ppolimeraz: 0,5 pl
Fel-le pipettazva alaposan keverje 6ssze, ne vortexelje.
4.3 20 °C-on minden cs6hoz adjon hozza 10 ul [POLYMERASE MASTER MIXET}, pipettaval alaposan keverje
0ssze, és azonnal folytassa a PCR-programot.
4.4 A PCR utan a szennyezédés elkeriilése érdekében ne nyissa ki a csdveket ugyanabban a helyiségben,
és hasznaljon masik mikropipettat a PCR-termékek kezelésére.
4.5 A PCR-termékeket fényt6l védve 4 °C-on legfeljebb 1 hétig tarolja, vagy —25 °C és —15 °C kozott
hosszabb ideig.

35 PCR-ciklus:
e 95°C-on
30 masodpercig
e 60°C-on
30 masodpercig
e 72°C-on
60 masodpercig

72 °C-on 20 percig

15 °C-on pihentetés

*A mintaeltérések minimalizélasa érdekében készitsen el6 kelléen nagy mennyiségli master mix oldatot: 5-10% térfogattobblet.

**Ha el6re elkésziti a master mixeket (legfeljebb 1 6raval a felhasznalas elétt), tarolja jégen vagy 4 °C-on, és melegitse fel szobahémérsékletre, miel6tt a csdvekhez adna.

***Amikor a csoveket kiilon laborba viszik a PCR-hez, melegitse el a thermocyclert a PCR-hez, példdul allitsa 95 °C-ra 1 masodpercre, majd pihentesse 20 °C-on. Minimalizalja az

atviteli id6t (pl. < 5 perc), helyezze a cs6veket athermocyclerbe, és folytassa a 4.1 lépéssel. Ez minimalizélja a nem specifikus csticsok kialakulasat.
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Vizsgalati eljaras, Il. rész — Fragmentumok szétvalasztasa

1. A Coffalyser.Net altal tamogatott, gyakran hasznalt
kapillaris-elektroforézis eszk6zok befecskendezési
bedllitasai

PCR-primer cimke: FAM

Kapillarisok: 28 cm
Befecskendezett keverék:

e PCR-termék, 0,8 pl

e GS500 Size Standard, 0,3 pl
ABI SeqgStudio (ROX/LIZ)

e HiDi formamid, 12 pl

Zdrja le az injektald lemezt,
melegitse 86 °C-on 3 percig, majd
hitse 4 °C-on 2 percig.

ABI Prism 3100
ABI 3130 (xL)
ABI 3500 (xL)

Kapillarisok: 36 vagy 50 cm
Befecskendezett keverék:

e PCR-termék, 0,7 pl

ABI 3730 (xL)  GS500 Size Standard, 0,3 pl
ABI SeqStudio Flex (ROX) vagy 0,2 pl (LIZ)

RUO/Dx e HiDi formamid, 9 pl

Hitachi DS3000* Zarja Ig az injektalo Iemezjt, '
melegitse 86 °C-on 3 percig, majd
hitse 4 °C-on 2 percig.

Promega Spectrum

*
Compact *Kizarélag 36 cm-es kapillarisok.

PCR-primer cimke: Cy5

Kapillarisok: 33 cm
Befecskendezett keverék:

e PCR-termék, 1 pl

SCIEX CEQ 8000 e SS600 Size Standard, 0,5 pl
SCIEX CEQ 8800 ¢ HiDi formamid/Beckman SLS,
SCIEX GenomelLab 28,5 pl

GeXP Adjon hozza 1 csepp kivalo
mindségu asvanyi olajat.

SCIEX CEQ 2000

2. Az elektroforézis beallitasai

Hasznalja az alkalmazéasnak, a miszernek, a polimernek és
a kapillaris hosszanak megfelel6 alapértelmezett
fragmentumelemzési beallitasokat. El6fordulhat, hogy a
késziilékbeallitdsok optimalizalast igényelnek annak
biztositasara, hogy a jelek az optimalis érzékelési
tartomanyon beliilre essenek, és a futtatds elég hosszu
legyen az 0sszes fragmentum észleléséhez. Az optimalis
jeltartoményok (RFU-ban) és a késziilékenkénti
minimalis/maximalis jelek a Coffalyser.Net Referencia

kézikdnyvében talalhatdk meg.

Mindség-ellenérzés és adatelemzés

COFFALYSER

A Coffalyser.Net™ legUjabb verzioja (let6lthet6 az MRC Holland
weboldalarél) hasznalandé mindség-ellendrzésre és
adatelemzésre. A részletes Utmutatékért lasd a Coffalyser.Net
Referencia kézikdnyvét.

Tekintse meg ezeket a cikkeket is a Stugoban:

e Explanation about Quantity and Denaturation control
fragments (Magyarazat a mennyiségi és denaturacios
kontrollfragmentumokrol)

¢ Information on no-DNA controls (Informéciék a DNS-mentes
kontrollokrol

Ha tovdabbi segitségre van sziiksége a hibaelharitashoz, keresse
fel a hibaelharitasi oldalakat az MRC Holland Sugo felliletén.

Eredmények és teljesitményjellemzék értelmezése és
megerésitése
Alkalmazasfiiggd; lasd a probemix termékleirasat.

Korlatozasok

1. A legtobb populacidban és a legtobb MLPA-alkalmazas
esetében a genetikai rendellenességek f& okozdi kis
mutéciok (pontmutéciok), amelyek tobbségét az MLPA
nem fogja kimutatni.

2. Az MLPA nem érzékeli a legtobb inverziét, kiegyensulyozott
transzlokaciot, vagy koépiaszam-valtozast, amelyek
(részben) kivil esnek az MLPA-préba 4dltal észlelt
szekvencian.

3. Az analitikai teljesitményt ronthatjak a DNS-mintéban lévé
szennyez&dések, a DNS nem teljes denaturacidja (pl.
s6szennyezddés miatt), a nem elegendd vagy tul sok DNS-
minta haszndlata, az elégtelen vagy nem megfelel
referenciamintak, problémdak a kapilldris-elektroforézis
sordn, vagy az adatok rossz normalizalasi eljarasa, illetve
egyéb technikai hibak.

4. A kisérletes munka soran el6fordulé kisebb eltérések
hatassal lehetnek az MLPA csucsmintazatara. Kizarélag
azokat a mintdkat vegye bele az elemzésbe, amelyek
a) ugyanabban az MLPA-kisérletben szerepeltek, és
b) ugyanazzal a tételszamu probemix hasznalataval
vizsgaltak 6ket.

5. Bizonyos esetekben az eredmények helyes értelmezéséhez
sziikség lehet a sziil6i mintak elemzésére.

6. Bizonyos kopiaszam-rendellenességek szomatikus
elvaltozasok miatt kovetkezhetnek be, beleértve a teljes
kromoszémak nagy delécidit és duplikacioit.

7. Aproba altal megcélzott szekvenciaban lévé kis valtozasok
(pl. egynukleotidos variacidk [SNV-k], kis indelek) téves
pozitiv eredményeket okozhatnak, még abban az esetben
is, ha > 20 nt tavolsagra vannak a proba ligalasi helyétdl. A
szekvenciavaltozasok csokkenthetik a préba jelét azaltal,
hogy megakadalyozzak a préba oligonukleotidjainak
ligaldsat, vagy destabilizaljak a préba oligonukleotidjanak
kotédését a minta DNS-hez. Az MLPA A&ltal észlelt
eltéréseket meg kell erésiteni, valamint az egyetlen préba
altal mutatott eltérések mindig megerdsitést igényelnek. A
célrégio szekvenalasa javasolt.

8. A telijes genom amplifikdciés reakciokbdl szarmazé DNS
nem alkalmas MLPA-ra az amplifikaciés torzitas miatt.

9. Az MLPA tesztek a célszekvencidk dtlagos képiaszamat
adjak meg azokban a sejtekben, amelyekb6l a DNS-mintat
kivontak. Abban az esetben, ha tobb szomszédos
szekvenciat célzé préba szokatlan értékkel rendelkezik, de
nem éri el a delécié/duplikéacié szokasos kiiszobértékeit,
annak a mozaikossag lehet az oka. A finom valtozasok,
mint amilyeneket mozaikos esetekben figyeltek meg, csak
akkor kiilonboztetheték meg, ha a probdkat kromoszomalis
elhelyezkedésiik szerint csoportositjak.

10. Nem minden, az MLPA dltal észlelt képiaszam-valtozas
patogén. Az MRC Holland nem tud tajékoztatast adni arrdl,
hogy egy adott delécid vagy duplikacié betegséget
eredményez-e.
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Hibaelharitasi folyamatabra

1. Lathaté-e a méretmarker
csuics mintazata?

Igen

2. Lathatd-e az MLPA-
amplikonok fluoreszcens
jelolése?

A befecskendezett keverékhez
nincs hozzdadva méretmarker

A befecskendezett keverékhez
nincs hozzdadva PCR-termék

%

Toltse be Ujra a PCR-termékeket
és ismételje meg a kapillaris-
elektroforézist

Igen

A PCR-hez nincs hozzaadva préba
vagy a primer mix

Rossz fluoreszcens primer; FAM
(ABI), Cy5 (SCIEX) hasznalata

Ismételje meg az MLPA-reakcidt |

3. Normalis-e a méretmarker
csticsmintdzata?

A futtatdsi id6 tul rovid volt

-

Novelje a futtatdsi id6t |

Légbuborékok vagy
porrészecskék vannak jelen a
kapilldrisrendszerben

Ellendrizze és tisztitsa meg a
kapillaris-elektroforézis készuléket

Igen

Régi puffer, régi polimer, régi
kapillarisrendszer, rossz/hianyzé
formamid

4. Az MLPA-préba csticsai nem
térnek vissza az elektroforézis
alapvonaldhoz?

Sziikség esetén cserélje ki a puffert,
a polimert és/vagy a kapilldris
rendszert, hasznaljon Hi-Di
formamidot

Tul sok PCR-termék a
befecskendezett keverékben

Kevesebb PCR-terméket hasznaljon
(a befecskendezett keverék teljes
térfogatanak max. 10%-at)

Nem

Higitsa fel a PCR-terméket ultratiszta
vizzel

Tal magas a befecskendezési
feszliltség és/vagy az id6

Csokkentse a befecskendezési
feszlltséget és/vagy id6t

5. Az MLPA-prébak
csticsmintajaban lathato jel
ferde, de a méretstandard
esetén nem?

A thermocycler fiit6tt fedele
nem mkoédik megfeleléen, vagy
a fedél nyomasa nem megfelelé
(tdl alacsony vagy tul magas)

Haszndljon asvanyi olajat (pl. Vapor-
lock, Qiagen 981611)

Ellenérizze a thermocycler fiitott
fedelét

A csovek nem megfelelGen
zarédnak vagy deformdlédtak a
termociklerben (nem megfelel8
fedélnyomas vagy csGillesztés)

Gy6z6djon meg arrdl, hogy a csdvek
megfelel6en zarva vannak

Sziikség esetén valtoztassa meg a
csovek markajat (pl. Thermo Fisher
csGsorok — AB-0773, AB-0451)

A csovek tul hosszan nyilnak ki
pipettazas kozben

Csokkentse a kezelési id6t (pl.
tobbcsatornas pipettak hasznélata)

6. Alacsonyak-e az MLPA-préba
jelei?

Higitsa fel a minta DNS-t (ha
elegendd a DNS-koncentracio)

Nem

7. Az MLPA-prdba jelei az
optimalis jeltartomany felett
vannak?

Nem specifikus csuicsok
(40-75 nt) lathatok?

Végezzen egy extra DNS-tisztitasi
lépést

Igen \l/

Novelje a befecskendezési id6t
és/vagy a feszultséget

Forro kezdésii PCR-program lett
alkalmazva

Inditsa el a PCR-t
szobah6mérsékleten, a protokollban
leirtak szerint

Nem \I/

8. A Q-fragmentumok
magasabbak-e, mint a 92 nt-os
benchmark fragmentum 1/3-a?

Q-fragmentum

=

]

Nem
Nem
Csucsok hianyoznak H
Nei Extra cstcsok H
Csucskiszélesedés
Ferde jel
Igen
—>
Pérolgds az éjszakai
> 9r08as az clszs —
hibridizacié soran
—>
lgen Pérolgas a ligacios lépés
sordn
—>
A polimerazt befolyasold
—>! szennyezG6dések a DNS-
mintdban
Igen
Igen Nem
Magas primercsucs lathat6? H
Igen
Igen

Tul sok PCR-terméket
fecskendeztek be

Csokkentse a befecskendezési id6t
és/vagy a fesziiltséget

Kevesebb PCR-terméket haszndljon
(a befecskendezett keverék teljes
térfogatanak max. 10%-at)

Higitsa fel a PCR-terméket ultratiszta
vizzel

Elégtelen az alkalmazott DNS
mennyisége

50-250 ng DNS-t hasznaljon |

Nem

9. A D-fragmentumok (88 és
96 nt-nal) alacsonyabbak-e,
mint a 92 nt-os benchmark

fragmentum 50%-a?

Igen
HI A DNS-denaturacié nem teljesl%

Nem \l/

S

A ligalas nem sikerult (kevésbé
valdszind)

Ismételje meg az MLPA-reakcidt |

A minta DNS depurinalt (kevésbé
valdszind)

Biztositson elegendé mintapuffereléstl

Szennyezd anyagok a DNS-
mintaban, pl. > 40 mM s6

Higitsa a DNS-mintat (ha a DNS-
koncentracio elegendd)

o I A e

Végezzen egy extra DNS-tisztitasi
l1épést

KIZAROLAG akkor folytassa az adatelemzést, ha az 1-3. kérdésre igennel, a 4-9. kérdésre pedig nemmel vélaszolt. Kérjiik, vegye
figyelembe, hogy a reakciéknak zold FRSS és FMRS pontszammal kell rendelkezniiik, hogy alkalmasak legyenek a diagnosztikai
kérnyezetben végzett Gsszehasonlit6 elemzésre.

CSM.QUAL-001 Verzié: 04.
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Tovabbi részletek
Online oktaté vided How to perform an MLPA reaction (Hogyan hajtsunk végre egy MLPA-reakciot?).

Schouten JP et al. (2002). Relative quantification of 40 nucleic acid sequences by multiplex ligation-dependent probe amplification.
Nucleic Acids Res. 30:e57.

Tovabbi informaciok
www.mrcholland.com; support.mrcholland.com

d MRC Holland BV; Willem Schoutenstraat 1
1057 DL, Amszterdam, Hollandia
E-mail info@mrcholland.com (informacids és miiszaki kérdések);
order@mrcholland.com (megrendelések)
Telefon +31 888 657 200

Az MRC Holland, SALSA, MLPA, digitalMLPA, Coffalyser.Net, Coffalyser digitalMLPA és logdik az MRC Holland BV védjegyei vagy
bejegyzett védjegyei. Az itt taldlhatd dsszes tobbi marka és név a megfelel6 tulajdonosok tulajdona.

3

A protokollban végrehajtott valtoztatasok

070-HU1-es verzié — 2025. majus 21.
- Az ABI SeqgStudio Flex atnevezve ABI SeqStudio Flex RUO/Dx-re a 4. oldalon.

009-HU1-es verzié — 2024. majus 21.

- A dokumentum korabbi verzi6i csak angol nyelven érhetdk el.

- A protokoll ] felépitést és uj dizajnt kapott.

- A SALSA MLPA vizsgalati 6sszetevdk tablazatait az 0sszetevék termékleirasaira vald hivatkozasokkal helyettesitették.

- Aszabvéanyos csomagolasi cimkékre vonatkoz6 rész el lett tavolitva.

- Az MLPA-elvrél sz616 rész atirasra keriilt és a munkafolyamat dbraja javitva lett. A szamitasokrél sz616 abra el lett tavolitva.

- A sziikséges, de nem biztositott anyagok rész frissitésre keriilt.

- A mintakezelés és tarolds részben taldlhaté informaciok atalakitasra keriiltek. Ez a rész lerdvidiilt, 4j neve: A mintara
vonatkoz6 kdvetelmények. Néhany informacié atkeriilt az Ovintézkedések és figyelmeztetések kozé.

- A referencia- és egyéb kontrollmintak kivalasztasa rész el lett tavolitva, mivel ezek az informaciok a termékleirdsokban is
megtalalhatok.

- A 3. Megjegyzések cim( fejezetben taldlhatd informdciok, amelyeket a kezdés elétt el kell olvasni, atkerdiltek a Vizsgalati
eljaras |. részébe.

- Az 5. és 6. fejezetben talalhatd informaciok (az MLPA protokoll réviden és az MLPA protokoll) a Vizsgélati eljaras I. részében
egy Uj formatumu tablazatban lettek egyesitve.

- A csovek thermocyclerbdl torténd, denaturaciét koveté eltavolitasdra és a Hybridisation master mix hozzaaddsa utani
visszahelyezésére vonatkoz6 utasitasok eltavolitasra keriiltek.

- A Polymerase master mix hozzaadasa el6tt a csdvek thermocyclerbe torténé elhelyezésére vonatkoz6 utasitas el lett
tavolitva, mert nincs korabbi utasitas az eltavolitasukra.

- A vizsgalati eljaras |. részéhez labjegyzetet adtak hozza, amely utmutatast ad arra a helyzetre, amikor a csoveket kiilon
laboratériumba viszik a PCR-hez.

- Informécidk a 7.1 részben. A kezdés el6tt elolvasandd megjegyzések &tkeriiltek az Ovintézkedések és figyelmeztetések
részhez.

- A 7.2fejezetben taldlhatd, a kapillaris-elektroforézis késziilékek jeltartomdényairél szélé tabldzatot a Coffalyser.Net
Referencia kézikdonyv megfelel6 tablazatdra vald hivatkozdssal cserélték ki.

- A8. fejezetben (MinGség-ellenérzés és hibaelharitas) szerepl6 informaciok helyébe a Coffalyser.Net Referencia kézikonyvre
és a kontrollfragmentumokrol, valamint a DNS nélkiili kontrollokrél sz616 tudasbaziscikkekre valé hivatkozasok kerdiltek.

- A 9. fejezet (Adatelemzés) helyébe a Coffalyser.Net letoltésére és a Coffalyser.Net Referencia kézikdnyv elolvasdséra
vonatkoz6 utasitas kertiilt.

- A 10. fejezetben (Ertelmezés és megerésités) szereplé informaciok vagy atkeriiltek az Ovintézkedések és figyelmeztetések,
vagy a Korlatozasok kozé, vagy eltavolitottak, mert bizonyos alkalmazasokra vonatkoznak.
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