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Obecny protokol MS-MLPA

PozZadované komponenty

Nazev Kat. cisla Slozeni
syntetické
oligonukleotidy,

SALSA® viz popis oligonukleotidy

MLPA® produktu syntetizované pomoci

probemix probemix nepatogenniho
bakterialniho kmene,
Tris-HCl a EDTA

K pouziti s:

e SALSA® MLPA® Reagent Kit (kat. ¢.: EK1-FAM, EK1-CY5,
EK5-FAM, EK5-CY5, EK20-FAM)

e SALSA® Hhal (kat. &.: SMR50)

o Software pro analyzu dat Coffalyser.Net™
(kat. ¢.: neni k dispozici)

Pro urcité aplikace Ize pouzit s:

Nazev Kat. Cisla Slozeni
Tris-HCI, EDTA,
SALSA® synteticka/kontrolni

plazmidova DNA,
lidska genomova
zenska DNA, DNA
bunécné linie

Binning/Reference SDXXX
Selection DNA

Skladovani a trvanlivost komponent

N/
.

N

Y

Doporu¢ené podminky

)

X—-l?c
-25°C

Pfi skladovani v plivodnim obalu za doporu¢enych podminek je
zarucena trvanlivost do data exspirace, ato ipo otevreni.
Presné datum exspirace je uvedeno na stitku prislusné lahvicky.
Produkty by nemély byt vystaveny vice nez 25 cyklim zmrazeni
a rozmrazeni. Produkty nepouzivejte, pokud je obal pfi dodani
poskozeny nebo otevieny. Produkty ponechejte v plvodnich
obalech. Odpadni material musi byt zlikvidovan v souladu
s narodnimi a mistnimi predpisy.

@ Metylovany cil
O Nemetylovany cil

HoHhal

Obrazek 1. Pracovni postup MS-MLPA

Bezpecnost komponent

Z4dna ze slozek nent lidského ani Zivogisného plivodu a rovnéz
neobsahuje patogenni bakterie ¢i patogenni viry. Na zakladé
pfitomnych koncentraci nepfedstavuje z4dnd ze slozek
nebezpedi, jak je definovdno ve standardu pro sdélovani
nebezpecnosti (Hazard Communication Standard).
Bezpecnostni list (BL) neni pro tyto produkty vyZzadovan: Zadny
z pripravkli neobsahuje nebezpecné latky v koncentracich
vyzadujicich distribuci BL (podle nafizeni (ES) ¢. 1272/2008 [EU-
GHS/CLP] a1907/2006 [REACH] a jejich novelizaci). Pokud
dojde k uniku vyrobku, odistéte jej vodou, pficemz dodrzujte
pfislusné zavedené postupy na pracovisti.

Princip testu (MS-MLPA)

MLPA specifickd pro metylaci (MS-MLPA) je semikvantitativni
technika zalozend na amplifikaci az 60 sond, z nichz kazda
detekuje specifickou sekvenci DNA. Technika zac¢ina denaturaci
DNA ve vzorku (viz obrazek 1 nize). Dale se pfidd smés sond
MLPA, prficemz kazdd sonda sestava ze dvou nebo ftfi
oligonukleotidl. Kdyz je hybridizace vSech oligosond s DNA ve
vzorku dokoncena, smés se rozdéli do dvou zkumavek.

Sondy v obou zkumavkach jsou ligovany, ale druha smés je
upravena také pomoci Hhal, coz vede ke $tépeni sond, které
hybridizovaly s nemetylovanym cilem. Poté se vSechny ligované
sondy amplifikuji sou¢asné pomoci univerzélniho paru primerd
PCR primer, pficemz jeden znich je fluorescenéné znacen.
Vysledkem je sada amplikonl PCR jedine¢nych pro kazdou
sondu, z nichz kazdy ma svou jedinec¢nou délku. Amplikony se
pak oddéli podle délky na pfistroji pro kapildrni elektroforézu.
Vysledné elektroforeogramy specifické pro dany vzorek se
analyzuji pomoci nastroje Coffalyser.Net. Porovnani dat ze
Stépenych az nestépenych vzork( s podobné upravenymi
referencnimi vzorky odhaluje zmény ve stavu metylace cilovych
sekvenci.

D ) COFFALYSER
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Pozadované, ale neposkytované materialy

Ultracista voda

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

Kalibrovany termocykler s vyhfivanym vikem (99-105 °C)
a standardnim laboratornim vybavenim

0,2ml PCR zkumavky/stripy/desticky

Pristroj pro kapilarni elektroforézu, ktery pracuje
v podminkach denaturace ama software pro analyzu
fragment(; dal$i podrobnosti viz tento ¢lanek Centra
napovedy

Vysoce kvalitni formamid

Znaceny velikostni standard: Applied Biosystems
GeneScan™ 500 LIZ®/ROX™; souprava velikostniho
standardu SCIEX CEQ™ DNA Size Standard Kit — 600
Gelovy polymer: POP-1, POP-4 nebo POP-7 (Applied
Biosystems); GenomelLab™ Linear Polyacrylamide
denaturing gel (SCIEX); Spectrum Compact Polymer4
(Promega); Hitachi DS3000 Polymer4 (Hitachi)

Pozadavky na vzorky

50-

250 ng lidské DNA (pokud neni uvedeno jinak) extrahované

z tkédné uvedené v popisu produktu probemix. Vzorky DNA by
mély obsahovat 5-10mM buffer Tris-HCI o pH 8,0-8,5.
Doporucené metody extrakce:

QIAGEN Autopure LS (automatizované) a QlAamp DNA
mini/midi/maxi kit (manualni)
Promega Wizard Genomic
(manualni)

Vysolovani (manudlni)

DNA  Purification Kit

Preventivni opatreni a vystrahy

Obecna preventivni opatfeni

1.

2.

Produkt nepouzivejte, pokud je poskozeny nebo u néj
uplynula doba exspirace.

Pouze pro profesionalni pouziti. Test by méli provadét
odbornici vyskoleni v molekularnich technikach.

Je vyzadovdna interni validace kazdého testu, zejména pfi
jeho prvnim pouziti nebo pfi zméné postupu manipulace se
vzorkem, metody extrakce DNA nebo pouzitych nastrojl.
Pouzijte =16 rlznych vzork( DNA od zdravych jedincd.
Validace by méla vykazovat standardni odchylku < 0,10 pro
kazdou sondu, pokud neni v popisu produktu probemix
popsano jinak.

Osoba odpovédna za interpretaci vysledkd by méla znat
nejnovéjsi védecké poznatky o aplikaci a veskera omezeni
techniky MLPA, ktera by mohla vést k nespravnym
vysledkdm.

Pro analyzu dat by mél byt pouzit ndstroj Coffalyser.Net.
Pouziti jiného softwaru mize vést k nespravnym
vysledkdm.

Pred interpretaci vysledkl vzdy zkontrolujte skore kontroly
kvality. Spolehlivé interpretovat Ize pouze vysledky vzork
s dobrym skére kvality.

Zjevné homozygotni delece by mély byt potvrzeny vizudlnim
prozkoumanim elektroferogramu, aby se vyloucily
nespravné vysledky zplsobené problémy s binningem nebo
nizkymi signaly.

Vysledky MLPA jsou urceny k pouziti ve spojeni s dalSimi
klinickymi a  diagnostickymi nalezy v souladu
s profesiondlnimi standardy praxe, vcetné pfipadného
potvrzeni alternativnimi metodami, vyhodnoceni rodicd,
klinického genetického hodnoceni a poradenstvi. Vysledky
testl by mél interpretovat klinicky molekularni genetik nebo
odbornik se stejnymi zkuSenostmi a znalostmi.

Preventivni opatieni tykajici se kvality vzork(

9.

10.

11.

12.

Depurinace DNA zplsobenad nedostateénou buffrovaci
kapacitou DNA ve vzorku mlze vést k nespravnym
vysledkim. Pokud neni zndmo, zda je pfitomno dostate¢né
mnozstvi bufferu, pfidejte Tris-HCI: 4 pl vzorku s DNA + 1 pl
50mM Tris-HCI pH 8,5.

Kontaminanty zbyvajici po extrakci DNA, vcetné soli,
heparinu, EDTA (> 1,5 mM) a zeleza, mohou ovlivnit vykon
testu.

Sal ve vzorcich DNA miiZe zpUsobit $patnou denaturaci. To
mUze vést ke zdanlivym delecim, dokonce i nékolika sond
rozpoznavajicich sousedni genomové cile. Nepouzivejte
systémy QIAGEN M6, M48 a M96, nebot ty zanechavaji
pfilis mnoho soli. Pro QIAGEN EZ1 pouzijte dopliujici
protokol QIAGEN pro MLPA.
Nekoncentrujte DNA, nebot to
koncentracim EDTA a soli.

vede k vysokym

Bezpecnostni preventivni opatieni pfi provadéni

13.

14.
15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

V jedné reakci nepouzivejte nikdy vice nez 5 pl roztoku DNA.
PoZadované mnozstvi DNA je uvedeno v popisu produktu
probemix.

Nemichejte rizné Sarze MLPA probemix.

Béhem hybridizace pres noc nebo pfi pipetovani ligacni
smési master mix maze dojit k odparovani, které zvysuje
koncentrace kontaminant(i a soli.

Postup zabranéni/snizeni odparovani:

a. Pouzijte vicekanalovou pipetu,
potfebnou dobu manipulace.
Ujistéte se, Ze vyhfivané viko funguje spravné.

Zvyste nebo snizte tlak vyhfivaného vika.

Zkuste pouzit rlizné reakéni zkumavky.

Naneste malou kapku minerdlniho oleje na vzorek
DNA, abyste pokryli povrch kapaliny.

Pravidelné vyménujte kapilary a polymer. Polymer se po
delSi expozici pfi teplotach > 25 °C rychle kazi. Pokud jsou
piky velikostniho standardu opakované nizké a Siroké,
mohlo dojit k poskozeni kapilar nebo polymeru.

Formamid se muze stat kyselym a zplsobit pfi zahfivani
produktd PCR jejich depurinaci a fragmentaci. Pouzijte
vysoce kvalitni formamid a skladujte jej v alikvotech pfi
teploté —20 °C.

Objem produktu PCR by nikdy nemél byt >10 % celkové
nastrikové smési. Kdyz jsou piky nizké, zvyste dobu nastriku
a/nebo napéti — dalsi produkt PCR nepfidavejte.
Nespravné vysledky mohou byt ziskany, pokud je jeden
nebo vice pik mimo rozsah stupnice. Riziko pikd mimo
rozsah stupnice je vyssi, kdyz se pouzivaji smési sond
probemixes, které obsahuji relativné nizky pocet sond.
Chcete-li snizit signal, spustte znovu analyzu produktt PCR,
pficemz pouzijte:

a.  nizsSi napéti nastriku / kratSi dobu nastfiku,

b.  nizsi mnozstvi produktl PCR.

Kontaminace vzorkd DNA cDNA nebo PCR amplikony
jednotlivych exonli mlze vést ke zvySenému signélu sondy.
Analyza druhého nezavisle odebraného aizolovaného
vzorku DNA mdZe tyto artefakty kontaminace vyloucit.

Ve vSech experimentech MLPA specifickych pro metylaci
(MS-MLPA) by mél byt pouzivan enzym SALSA® Hhal.
Nékteré enzymy prodavané jako ,Hhal” jsou odolné vici
tepelné inaktivaci a NEJSOU kompatibilni s MS-MLPA. Mezi
né patfi mimo jiné enzymy Hhal, ANZA 59 Hhal a FastDigest
Hhal od spole¢nosti Thermo Fisher Scientific.

atim zkratte

®oo00

Bezpecnostni opatreni specificka pro aplikaci

Viz popis produktu probemix.

Obecny protokol MS-MLPA
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Zkusebni postup, cast | — reakce MS-MLPA

Pokyny

| Program termocykleru

1. Denaturace DNA

1.1 Oznacte 0,2ml zkumavky/stripy/desticky.
1.2 Do kazdé zkumavky pridejte 5 pl vzorku DNA nebo TE (kontrola bez DNA).
1.3 Umistéte zkumavky do termocykleru, zahfivejte na 98 °C po dobu 5 minut, ochladte na 25 °C.

98 °C po dobu 5 minut

pozastaveni pfi teploté 25 °C

2. Hybridizace

2.1 Rozmrazte pufr MLPA Buffer a produkt MLPA Probemix, vortexujte a kratce odstredte.
Pipetujte pfi pokojové teploté.
2.2 Pfipravte si [HYBRIDIZAGNI SMES MASTER MIX. Pro jednu reakci*:
O MLPA Buffer: 1,5 pl
@ \ILPA probemix: 1,5 pl
Dobfe promichejte vortexovanim nebo pipetovanim.
2.3 Do kazdé zkumavky pridejte 3 pl [HYBRIDIZAGN] SMESI MASTER MIX. V tomto kroku je nezbytné
presné pipetovani! Promichejte pipetovanim.
2.4 Inkubuijte pfi teploté 95 °C po dobu 1 minuty a hybridizujte pfi teploté 60 °C po dobu
16-20 hodin.

95 °C po dobu 1 minuty

pozastaveni pri teploté 60 °C
(16-20h)

3. Ligace a ligace/Stépeni

3.1 Rozmrazte pufry Ligase Buffer A a Ligase Buffer B, vortexujte a kratce odstred'te. Pipetujte pfi
pokojové teploté. Zahrejte roztok Ligase-65 a Hhal v rukou po dobu 10 sekund. Nevortexuijte,
pouze kratce stocte.

3.2 Pripravte hlavni smési (master mix). Pro jednu reakci*:

HLAVNI SMES (MASTER MIX)| HLAVNi SMES (MASTER MIX)| HLAVNI SMES (MASTER MIX)|
LIGASE BUFFER A| L|GASE—65|**: LIGASE-DIGESTION[**:
OUltragista voda: 10 pl Oultragista voda: 8,25 pl Oultratisté voda: 7,75 pl
Ligase Buffer A: 3 pl O Ligase Buffer B: 1,5 pl O Ligase Buffer B: 1,5 yl
© Ligase-65: 0,25 l, piidan jako @ Ligase-65: 0,25 pl
posledni. OSALSA Hhal: 0,5 i,

pridan jako posledni.
Dobie promichejte jemnym pipetovanim nahoru a dold, nevortexujte.

pozastaveni pfi teploté 20 °C
pozastaveni pfi teploté 48 °C
48 °C po dobu 30 minut

98 °C po dobu 5 minut

pozastaveni pfi teploté 20 °C

3.3 Pokracujte v programu termocykleru a ochlad'te zkumavky na 20 °C.

3.4 Do kazdé zkumavky pfidejte 13 pl [HLAVNI SMEsI (MASTER Mix) LIGASE BUFFER A Dobfe promichejte
jemnym pipetovanim nahoru a dol(.

3.5 Umistéte druhou sadu zkumavek do termocykleru, preneste 10 pl smési z kazdé zkumavky do
druhé zkumavky a pokracujte v programu se zahfivanim na 48 °C.

3.6 Priteploté 48 °C oteviete zkumavky v termocykleru a do kazdé plvodni zkumavky pridejte 10 pl
smési [LIGASE-65 MASTER MIX], dobFe promichejte pipetovanim a zkumavky uzavrete.

3.7 Do kazdé druhé zkumavky pridejte 10 pl smési [LIGASE-DIGESTION MASTER MiX| a dobfe promichejte
pipetovanim.

3.8 Uzavrete zkumavky a pokracujte v inkubaci pri teploté 48 °C po dobu 30 minut.

3.9 Zahrejte na 98 °C a inkubujte po dobu 5 minut, aby se ligadza inaktivovala. Ohlad'te na 20 °C.***

4. PCR

4.1 Rozmrazte smés PCR Primer Mix, vortexujte a kratce stocte. Polymerazu zahrejte v rukou po
dobu 10 sekund, nevortexujte, pouze kratce stocte.

4.2 Pripravte si polymerazovou smés [MASTER MIX|. Pro jeden par reakci*:
OUltragista voda: 7,5l
® pCR Primer Mix: 2 yl
O Polymeraza: 0,5 pl
Dobre promichejte pipetovanim nahoru a dold, nevortexuijte.
4.3 P¥i teploté 20 °C pridejte do kazdé zkumavky 5 pl polymerézové smési dobfe
promichejte pipetovanim, ale zkumavky neotdacejte; ihned pokracuijte v programu PCR.
4.4 Abyste zabranili kontaminaci, neotevirejte zkumavky po PCR ve stejné mistnosti a pro
manipulaci s produkty PCR pouZzijte jinou mikropipetu.
4.5 Produkty PCR skladujte chranéné pred svétlem pfi teploté 4 °C po dobu aZ 1 tydne anebo
v rozmezi teplot =25 °C az -15 °C po delsi dobu.

35 cykll PCR:
e 95 °C po dobu 30 sekund
e 60 °C po dobu 30 sekund
e 72 °C po dobu 60 sekund

72 °C po dobu 20 minut

pozastaveni pri teploté 15 °C

*Abyste minimalizovali variace vzork, pfipravte dostate¢né velké objemy roztokd smési master mix: Pfebytek objemu 5-10 %.
**Pokud jsou smési master mix pfipraveny predem > 1 hodinu pred pouzitim, skladujte je na ledu nebo pfi teploté 4 °C a pfed pfidanim d

o zkumavek je zahfejte na pokojovou teplotu.

***Kdyz jsou zkumavky odvezeny do samostatné laboratore pro PCR, pfedehfejte termocykler pro PCR, napf. nastavte na teplotu 95 °C na 1 sekundu a poté pozastavte pfi 20 °C.
Minimalizujte dobu pfenosu (napf. < 5 min.), vliozte zkumavky do termocykleru a pokracujte krokem 4.1. To minimalizuje tvorbu nespecifickych piku.

Obecny protokol MS-MLPA
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Zkusebni postup, ¢ast Il — separace fragmenti

Interpretace a potvrzeni vysledku a vlastnosti z hlediska

1. Nastaveni nastriku pro bézné pouzivana zarizeni pro funkéni zplsobilosti
kapilarni elektroforézu podporovana v nastroji Zavisi na aplikaci; viz popis produktu probemix.
Coffalyser.Net
Znacka PCR primer: FAM Omezeni ’ L o ) )
Kapilary: 28 cm 1. Ve vétsiné populaci a pro vétSinu aplikaci MLPA jsou hlavni
Nastiikova smés: pricinou genetickych defektd malé (bodové) mutace,
WB ul z nichZ vétsinu MLPA neodhali.
o GS500 Size Standard (velikostni 2. MLPA neodhali vétSinu inverzi, vyvazenych translokaci
ABI'S ) standard) 0,3 pl (ROX/LIZ) nebo zmén poctu kopif, které leZi (¢aste¢né&) mimo sekvenci
eqStudio iDi i detekovanou sondou MLPA.
e HiDi formamid 12 pl €
Uzavfete injekéni desticku, 3. Analyticky vykon mdze byt ohrozen necistotami ve vzorku
zahfivejte pfi teploté 86 °C po dobu DNA, neuplnou denaturaci DNA (napf. v dUsledku
3 minut, ochlazujte pfi teploté 4 °C kontaminace soli), pouZitim nedostatecného nebo prilis
po dobu 2 minut. velkého mnozstvi DNA vzorku, nedostatednymi nebo
ABI Prism 3100 Kapilary: 36 nebo 50 cm nevhodnymi referenénimi vzorky, problémy s kapilarni
ABI 3130 (xL) Nastfikova smés: elektroforézou nebo $patnym postupem normalizace dat
ABI 3500 (xL)  PCR produkt 0,7 pl a dal$imi technickymi chybami.
ABI 3730 (xL) * GS500 Size Standard (velikostni 4. Drobné rozdily v provedeni experimentu mohou ovlivnit vzor
ABI Segstudio Flex standard) 0,3 ul (ROX) nebo pikéi MLPA. Do analyzy zahrfite pouze vzorky, které a) byly
RUO/Dx O',z !’I (Li2) . zahrnuty do stejného experimentu MLPA a b) byly testovany
Hitachi DS3000* N H'P' formanydI oul . se stejnou Sarzi produktu probemix.
Uzavrete injekéni destickuy, . . - oL . . .
zahfivejte pfi teploté 86 °C po dobu 5. V’nekteroych prlpafjech r’nuze bXT pro ’spravnouolnterpretam
3 minut, ochlazujte pfi teploté 4 °C vysledkd nezbytna analyza rodicovskych vzorkd.
Promega Spectrum po dobu 2 minut 6. Urgité aberace poé&tu kopii mohou byt zplsobeny
Compact* ' somatickymi zménami, véetné rozséhlych deleci a duplikaci
*Pouze 36cm kapilary. celych chromozomi.
Znagka PCR primer: Cy5 7. Malé zmény (napf. SNVs, malé indels) v sekvenci, na kterou
Kapiiary 33 om je’ sonda zatfl'lena, m9hou zpUsobit f’aleéné pozitivni
NéstFikdvé smas: vysledky, i kdyZ jsou vzdaleny > 20 nt od mista ligace sondy.
SCIEX CEQ 2000 W ul S'ekvenénf zmény njopou snizit signal sondy. ;abténénim
SCIEX CEQ 8000 « SS600 Size Standard (velikostni Ilgace ollgobnukleotldu sondy nebo destablllz?c[ va%by
SCIEX CEQ 8800 standard) 0,5 il oligonukleotidu sondy k DNA ve vzorku. Sekven¢ni zmény
SCIEX GenomelLab e HiDi formamid / Beckman SLS v misté Hhal mohou interferovat se stépenim Hhal a mohou
GeXP 28,5 yl vést k falesné pozitivnimu metyla¢nimu signalu. Odchylky
Pridejte 1 kapku vysoce kvalitniho zjisténé MLPA by mély byt potvrzeny a odchylky s jednou
mineralniho oleje. sondou vzdy vyzaduji potvrzeni. Doporucuje se sekvenovani
2. Nastaveni elektroforézy cilové oblasti.
Pouzijte vychozi nastaveni analyzy fragmentd vhodné pro 8. DNA z amplifikacnich reakci celého genomu neni vhodna
aplikaci, pfistroj, polymer a délku kapilary. Nastaveni pro MS-MLPA kvli zkresleni amplifikace a odstranéni
pfistroje mlze vyZzadovat optimalizaci, aby se zajistilo, Zze metylaéni znacky.
signaly spadaji do optimalniho rozsahu detekce a Ze béh je 9. Testy MLPA poskytuji priimérny pocet kopii a stav metylace
dostatecné dlouhy k detekci vech fragmentd. Optimalni cilovych sekvenci v buiikach, ze kterych byl vzorek DNA
rozsahy signalu (v RFU) a minimalni/maximalni signaly extrahovan. V pfipadé, ze nékolik sond cilicich na sousedni
ggégfl;zfﬂzirme Ize nalézt v Referencni prirucce k nastroji sekvence ma neobwyklou hodnoty, ale nedosahuje
~Olayser. el obvyklych prahovych hodnot pro deleci/duplikaci, je
Kontrola kvality a analyza dat moznou pFi¢inou mozaicismus. Jemné zmény, jako jsou ty
pozorované v pfipadech mozaiky, Ize rozliSit pouze tehdy,
[: D F FA '_\( 5 E R kdyz jsou sondy usporadany podle umisténi chromozomd.
10. Ne vSechny zmény poétu kopii a metylace detekované
pomoci MLPA jsou patogenni. Spole¢nost MRC Holland
Pro kontrolu kvality a analyzu dat by méla byt pouZita nejnovéjsi nemUze poskytnout informace, zda konkrétni delece nebo
verze nastroje Coffalyser.Net™ (ke stazeni z webovych stranek duplikace ¢i aberantni metylace bude mit za ndsledek
MRC Holland). Podrobné pokyny naleznete v Referencni onemocnéni.
pfiruéce k ndstroji Coffalyser.Net. 11. Vzorky DNA oSetiené bisulfitem nejsou vhodné pro reakce
MS-MLPA.
Prectéte si take tyto Clanky v nasem Centru ndpovedy: 12. Vétsina sond MS-MLPA detekuje metylaci jednoho mista

o Vysvétleni kontrolnich fragmentd pro stanoveni mnozstvi
a denaturaci
e Informace o kontroldch bez DNA

Hhal (GC™GC) nalezeného v sekvenci detekované sondou.
Pokud pro toto konkrétni misto CpG metylace chybi, nemusi
to nutné znamenat, Ze je cely ostrlivek CpG nemetylovany!
Nemame z4adna data ukazujici, Ze metylace detekovana
konkrétni sondou skute¢né ovliviiuje hladinu mRNA tohoto
genu.

Dal$i pomoc s feSenim problém( naleznete na stréankéach
s feSenim problémm v Centru ndpovédy MRC Holland.
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Vyvojovy diagram pro feseni problému

1. Je viditelny vzor pikd znacky
velikosti?

Ano

2. Je viditelna fluorescencni
znacka amplikon’ MLPA?

Ano

3. Je vzor piku znacky velikosti
normalni?

4. Nevraci se piky sondy MLPA
na zakladni linii elektroforézy?

Ne

5. Je ve vzoru piku sond MLPA
viditelny sklon signalu, ale ne
podle velikostniho standardu?

Ne

6. Jsou signdly sondy MLPA
nizké?

Ne

7. Jsou signdly sondy MLPA nad
optimalnim rozsahem signdlu?

il

Ano

DNA ovliviujici polymerazu

Ano

Ano Ne
ﬁl Viditelny vysoky pik primer? H

Jsou nespecifické piky (40-75 nt) Ne

koncentrace DNA dostatecna)

Ne Znacka velikosti nebyla pridana
do nastfikové smési
— Znovu vloZte produkty PCR
Produkt PCR nebyl pfidan do a opakujte kapilarni elektroforézu
nastiikové smési
Ne
Smés sond Probe nebo primer
nebyla pfidana do PCR Opakuijte reakci MLPA |
Spatny fluorescenéni primer;
pouzit FAM (ABI), Cy5 (SCIEX)
Chybéjici piky H Doba béhu byla pfili$ kratkd H Zvyste dobu béhu |
Piky navic Vzdu'::hoye: bubliny nebo Zkontrolujte a vycistéte pFistroj pro
Ne 4 \efacpi?a'vr?licr?nspt)lgﬁ [PrTiEmIn kapilarni elektroforézu
Rozsiten piku Stary buffer, stary polymer, staré V pfipadé potieby vymérite buffer,
kapilarni pole, $patny/zadny polymer a/nebo kapildrni pole,
formamid poufZijte Hi-Di formamid
Sklon signalu
Pouzijte méné produktu PCR
PFili§ mnoho produktu PCR ve (max. 10 % z celkového objemu
nastikové smési nastrikové smési)
Ztedte produkt PCR ultracistou
Ano vodou
Napéti a/nebo ¢as nastfiku jsou SniZte napéti nastfiku a/nebo zkratte
prilis vysoké Cas nastriku
Vyhfivané viko termocykleru PouZijte mineralni olej (napt. Vapor-
) nefunguje spravné nebo tlak vika lock, Qiagen 981611)
nen}’ spravny (je pfili$ nizky nebo Zkontrolujte vyhfivané viko |
N Odpafovani béhem || piilis vysoky) termi)cyklervu : —
hybridizace pres noc Zkumavky nejsou spravné Ujistéte se, Ze jsou zkumavky Fadné |
| uzaviené nebo jsou yzavreny
deformované v termocykleru V ptipadé potreby zmérite znacku
—=>! (nespravny tlak vika nebo zkumavek (napt. prouzky Thermo
Ano Odparovani béhem kroku usazeni zkumavky) Fisher AB-0773, AB-0451)
ligace N Zkumavky se béhem pipetovani Zkratte dobu manipulace (napf.
oteviraji pfilis dlouho poutzijte vicekandlové pipety)
LS Kontaminanty ve vzorku Ziedte vzorek DNA (pokud je

Provedte dal3i krok purifikace DNA

viditelné?

Ano \I/

ProdluZte dobu nastfiku a/nebo
zvyste napéti ndstriku

Pouzity program PCR se

spusténim za tepla

8. Jsou fragmenty Q-fragments
vy$si nez 1/3 92nt benchmark
fragmentu?

Q-fragments

Ano

9. Jsou fragmenty D-fragments
(na 88 a 96 nt) nizsi nez 50 %
92nt benchmark fragmentu?

Ne\|/

Bylo nastfiknuto pfilis mnoho
produktu PCR

Spustte PCR pfi pokojové teploté, jak
je uvedeno v protokolu

Zkratte dobu nastfiku a/nebo snizte
napéti nastriku

Pouzijte méné produktu PCR
(max. 10 % z celkového objemu
nasttikové smési)

Ztedte produkt PCR ultracistou
vodou

H Pouzita nedostatecnd DNA

:

Pouzijte mezi 50 a 250 ng DNA |

Ligace selhala (méné
pravdépodobné)

DNA ve vzorku depurinovana

%' Opakujte reakci MLPA |

(méné pravdépodobné)

Ano
HI Denaturace DNA neuplna l%

Kontaminanty ve vzorku DNA,
napf. > 40 mM soli

Zajistéte dostatecné buffrovani
vzorku

Zredte vzorek DNA (pokud je
koncentrace DNA dostate¢na)

Provedte dalsi krok purifikace DNA

V analyze dat pokracujte POUZE tehdy, kdyz jste odpovédéli ,,Ano” na otazky 1-3 a ,Ne“ na otazky 4-9. Vezméte prosim na védomi,
Ze reakce museji mit zelené skére FRSS a FMRS, aby byly vhodné pro srovnavaci analyzu v diagnostickém prostiedi.
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Dalsi podrobnosti
Online instruktazni video Jak provést reakci MLPA.

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

Nygren AO et al. (2005). Methylation-specific MLPA (MS-MLPA): simultaneous detection of CpG methylation and copy number changes
of up to 40 sequences. Nucleic Acids Res. 33:€128.

DalSi informace
www.mrcholland.com; support.mrcholland.com

d MRC Holland BV; Willem Schoutenstraat 1
1057 DL, Amsterdam, Nizozemsko

E-mail info@mrcholland.com (informace a technické otazky);
order@mrcholland.com (objedndvky)
Telefon +31 888 657 200

MRC Holland, SALSA, MLPA, digitalMLPA, Coffalyser.Net, Coffalyser digitalMLPA a jejich loga jsou ochranné zndmky nebo registrované
ochranné znamky spolec¢nosti MRC Holland BV. VSechny ostatni zde uvedené znacky a nazvy jsou majetkem jejich pfislusnych vlastnikd.

Ce

Provedené zmény v protokolu
Verze 014-CS1 - 21. kvétna 2025
- ABI SeqStudio Flex pfejmenovano na ABI SeqStudio Flex RUO/Dx na strané 4
Verze 013-CS1 - 20. ¢ervna 2024
- Protokol dostal novou strukturu a novy design.
- Tabulky v komponentéch testu MLPA SALSA byly nahrazeny odkazy na popisy komponent produkt(.
- Cast o dalsi reagenéni soupravé pro PCR byla odstranéna.
- Cést o standardnich $titcich na obalech byla odstranéna.
- Cast o principu MS-MLPA byla prepsana a byl vylep$en obrazek pracovniho postupu. Obrézek o vypoétech byl odstranén.
- Cast ,Pozadované, ale neposkytované materidly” byla aktualizovana.
- Informace v ¢asti ,Zpracovani a skladovani vzork(” byla preusporadana. Tato ¢ast je nyni kratsi a nese nazev ,Pozadavky na
vzorky"“. Nékteré informace byly pfesunuty do ¢asti ,Preventivni opatfeni a vystrahy".
- Cast ,Vybér referen¢nich a jinych kontrolnich vzork“ byla odstranéna, protoZe tyto informace jsou také uvedeny v popisech
produktd.
- Informace v kapitole 3 ,Poznéamky, které je tfeba si precist pred zahajenim” byly pfesunuty do ¢asti | zkusebniho postupu.
- Informace v kapitole 5 a 6 (zkraceny protokol MS-MLPA a protokol MS-MLPA) spojené v ¢asti | zkuSebniho postupu v novém
tabulkovém formatu.
- Pokyn k vyjmuti zkumavek z termocykleru po denaturaci a jejich umisténi zpét po pfidani hybridizaéni smési master mix byl
odstranén.
- Pokyn k vyjmuti zkumavek z termocykleru po hybridizaci a jejich umisténi zpét po pridani smési Ligase-65 a Ligase-Digestion
master mix byl odstranén.
- Pokyn k umisténi zkumavek do termocykleru pred pfidanim polymerazové smési master mix byl odstranén, protoze
neexistuje zadny predchozi pokyn k jejich vyjmuti.
- Byl pfidan pokyn, aby se zkumavky po pfidani polymerazové master smési neotacely.
- Do c¢asti | zkuSebniho postupu byla pfidana poznamka pod ¢arou s pokyny pro situaci, kdy jsou zkumavky odvazeny do
samostatné laboratore pro PCR.
- Informace v ¢asti 7.1. ,Pozndmky, které je tfeba si precist pfed zahdjenim,” se pfesunuly do &asti Preventivni opatfeni
a vystrahy.
- Tabulka o rozsahu signald v pfistrojich pro kapilarni elektroforézu v ¢asti 7.2. byla nahrazena odkazem na odpovidajici
tabulku v Referenc¢ni pFirucce k nastroji Coffalyser.Net.
- Informace v kapitole 8 (kontrola kvality afeseni problému() byly nahrazeny odkazy na Referenc¢ni pfirucku k nastroji
Coffalyser.Net a ¢lanky znalostni baze o kontrolnich fragmentech a kontrolach bez DNA.
- Kapitola 9 (Analyza dat) byla nahrazena pokyny ke staZeni nastroje Coffalyser.Net a prostudovani Referencni pfirucky
k néstroji Coffalyser.Net.
- Informace v kapitole 10 (Interpretace a potvrzeni) byly bud' prfesunuty do ¢asti ,Preventivni opatfeni a vystrahy”, do casti
,Omezeni“ anebo byly odstranény, protoze jsou specifické pro ur¢ité aplikace.
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