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Vseobecny protokol MS-MLPA

PoZadované komponenty

Nazov Kat. ¢isla Zlozenie
syntetické
oligonukleotidy,

SALSA® vid' popis oligonukleotidy

MLPA® produktu syntetizované pomocou

probemix probemix nepatogénneho
bakteridlneho kmenia,
Tris-HCl a EDTA

K pouzitiu s:

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

e SALSA® Hhal (Kat. ¢: SMR50)

e Software pre analyzu dat Coffalyser.Net™ (kat. ¢.: nie je k
dispozicii)

Pre urcité aplikdcie mozno pouZit s:

Nazov Kat. cisla ZloZenie
Tris-HCI, EDTA,
SALSA® synteticka/kontrolna

Binning/Reference
Selection/Artificial
Duplication DNA

plazmidova DNA,
ludskd genémova
zenska DNA, DNA
bunkovej linie

SDXXX

Skladovanie a trvanlivost komponentov

15°C -l
3
-25'C L]

Pri skladovani v pévodnom obale za doporu¢enych podmienok
je zaru¢ena trvanlivost do datumu exspirdcie, a to aj po otvoreni.
Presny datum exspirdcie je uvedeny na Stitku prislusnej
skimavky. Produkty by nemali byt vystavené viac nez 25 cyklom
zmrazenia a rozmrazenia. Produkty nepouzivajte, ak je obal pri
dodani poskodeny alebo otvoreny. Produkty ponechajte v
p6vodnych obaloch. Odpadovy material musi byt zlikvidovany v
sulade s narodnymi a miestnymi predpismi.

“

Doporuéené podmienky

@ Methylated target
QO Unmethylated target

X Hhal

Obrazok 1. Pracovny postup MS-MLPA

Bezpeénost komponentov

Ziadna zo zloZiek nie je fudského ¢&i Zivogisneho pévodu a
neobsahuje patogénne baktérie alebo patogénne virusy. Na
zaklade pritomnych koncentracii nepredstavuje ziadna zo
zloziek nebezpecenstvo, ako je definované v Standarde pre
hlasenie nebezpecnosti (Hazard Communication Standard).
Bezpecnostny list (BL) nie je pre tieto produkty vyZzadovany:
ziadny z pripravkov neobsahuje nebezpecné latky v
koncentréciach, vyzadujucich distriblciu BL (podla nariadeni
(ES) €. 1272/2008 [EU-GHS/CLP] a 1907/2006 [REACH] a ich
novelizacii). V pripade rozliatia vyrobku ho umyte vodou, pricom
na pracovisku uplatnite prislusné zavedené postupy.

Princip testu (MS-MLPA)

Metylacne-$pecifickd MLPA (MS-MLPA) je semikvantitativna
technika, zaloZzena na amplifikacii az 60 sond, z ktorych kazda
deteguje Specificki sekvenciu DNA. Technika zacina
denaturaciou DNA vzorky (vid obrazok 1 nizsie). Dalej sa prida
zmes sond MLPA, pricom kazda sonda zostdva z dvoch alebo
troch oligonukleotidov. Ked' je hybridizacia vSetkych oligosond
s DNA vo vzorke dokonéenda, zmes je rozdelena do dvoch
skimaviek.

Sondy v oboch skumavkach su ligované, ale zmes v druhej
skimavke je opracovand s Hhal, ¢o vedie k Stiepeniu sond,
hybridizovanych na nemetylovany ciel. Nasledne su vsetky
ligované sondy amplifikované pomocou univerzalneho paru
PCR primerov, kde jeden primer je fluorescentne znaceny.
Vysledkom je stbor PCR amplikénov jedine¢nych pre kazdu
sondu, pricom kazdy ma svoju jedine¢nt dizku. Amplikny se
potom rozdelia podla dizky na pristroji pre kapilarnu
elektroforézu. Vysledny elektroferogram, Specificky pre danu
vzorku, sa analyzuje pomocou Coffalyser.Net. Porovnanim
Udajov zo Stiepenych a nestiepenych vzoriek k podobne
opracovanym referenénym vzorkdm sa odhalia zmeny v
metylacnom statuse cielovych sekvencii.

D N COFFALYSER
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Pozadované, ale neposkytované materialy

UltraCista voda

TEo.1 (10 mM Tris-HCI pH 8.0 + 0,1 mM EDTA)
Kalibrovany termocyklér s vyhrievanym vekom (99-
105°C) a standardnym laboratérnym vybavenim

0,2 ml PCR skamavky/stripy /dosticky

Pristroj pre kapilarnu elektroforézu, ktory pracuje v
podmienkach denaturdcie a ma software pre analyzu
fragmentov; dalSie podrobnosti vid tento clanok Centra
pomoci

Vysoko kvalitny formamid

Znaceny velkostny standard: Applied Biosystems
GeneScan™ 500 LIZ®/ROX™; SCIEX CEQ™ DNA Size
Standard kit - 600

Gélovy polymér: POP-1, POP-4 or POP-7 (Applied
Biosystems); GenomelLab™ Linear Polyacrylamide
denaturing gel (SCIEX); Spectrum Compact Polymer4
(Promega); Hitachi DS3000 Polymer4 (Hitachi)

Pozadavky na vzorky

50-250 ng ludskej DNA (ak nie je uvedené inak) extrahovanej z
tkaniva uvedeného v popise produktu probemix. Vzorky DNA by
mali obsahovat 5-10 mM pufor Tris-HCl s pH 8,0-8,5.
Doporucené metddy extrakcie:

QIAGEN Autopure LS (automatizovand) a QlAamp DNA
mini/midi/maxi kit (manudlna)

Promega Wizard Genomic DNA Purification Kit
(manualna)

Vysolovanie (manualna)

Preventivne opatrenia a vystrahy

VSeobecné preventivne opatrenia

1.

2.

Produkt nepouzivajte ak je poskodeny alebo doba jeho
exspiracie uplynula.

Iba pre profesionalne pouZitie. Test by mali vykonévat
odbornici vyskoleni v molekularnych technikach.

Je vyzadované interna validacia kazdého testu, najma pri
jeho prvom pouziti alebo pri zmene postupu manipulacie so
vzorkou, metody extrakcie DNA alebo pouzitych nastrojov.
Pouzite 216 réznych vzoriek DNA od zdravych jedincov.
Validacia by mala vykazovat $tandardnu odchylku <0,10 pre
kazdu sondu, ak nie je v popise produktu probemix uvedené
inak.

40soba zodpovednd za interpretaciu vysledkov by mala
poznat najnovSie vedecké poznatky o aplikécii a vSetky
obmedzenia techniky MLPA, ktoré by mohli viest k
nespravnym vysledkom.

Pre analyzu déat by mal byt pouzity nastroj Coffalyser.Net.
Pouzitie iného software moZe viest k nespravnym
vysledkom.

Pred samotnou interpretaciou vysledkov vzdy skontrolujte
skore kontroly kvality. Spol'ahlivo interpretovat je mozné iba
vysledky vzoriek s dobrym skére kvality.

Zjavné homozygdtne delécie by mali byt potvrdené
vizudlnym preskimanim elektroferogramu, aby sa vylugili
nespravne vysledky spésobené problémami s binningom
alebo nizkymi signalmi.

Vysledky MLPA su urcené k pouzitiu v spojeni s dalSimi
klinickymi a diagnostickymi ndlezmi v sudlade s
profesiondlnymi Standardami praxe, vratane pripadného
potvrdenia alternativnymi metédami, posudeni rodicov,
klinického genetického hodnotenia a poradenstva. Vysledky
testov by mal interpretovat klinicky molekuldrny genetik
alebo odbornik s rovnakymi skisenostami a znalostami.

Preventivne opatrenia tykajlce sa kvality vzoriek

9.

10.

11.

12.

Depurindcia DNA spdsobena nedostato¢nou pufrovacou
kapacitou DNA vzorky moze viest k nespravnym vysledkom.
Pokial' nie je zndme, ¢i je pritomné dostatocné mnozstvo
pufru, pridajte Tris-HCI: 4 pl DNA vzorky + 1 pl 50 mM Tris-
HCI pH 8,5.

Kontaminanty, zostavajlce po extrakcii DNA, vratane soli,
heparinu, EDTA (> 1,5 mM) a Zeleza, m6zu ovplyvnit
Gcinnost testu.

Soli vo vzorkdch DNA mbéze spdsobit nedostatocnu
denaturaciu. To moze viest k zdanlivym deléciam, dokonca
aj niekolkych sond, rozpoznévajucich susedné genémové
ciele. Nepouzivajte systémy QIAGEN M6, M48 a M96,
pretoze tie zanechavaju prili§ mnoho soli. Pre QIAGEN EZ1
pouzite doplnujuci protokol QIAGEN pre MLPA.
Nekoncentrujte DNA odparovanim alebo pomocou
zariadenia SpeedVac, pretoze to vedie k vysokym
koncentraciam EDTA a soli.

Bezpecnostné opatrenia pocas vykonavania

13.

14.
15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

V jednej reakcii nepouzivajte nikdy viac nez 5 pl roztoku
DNA. Pozadované mnozstvo DNA je uvedené v popise
produktu probemix.

NemiesSajte rozne Sarze probemix MLPA.

Pocas hybridizacie cez noc alebo pri pipetovani liga¢ného
master mixu moéze dojst k odparovaniu, ktoré zvysuje
koncentraciu kontaminantov a soli. Postup na zabranenie/
znizenie odparovania:

a. PouZite viackanalovu pipetu a tim skrétte potrebnu
dobu manipulécie.
Uistite sa, Ze vyhrievané veko funguje spravne.
Zvyste alebo znizte tlak vyhrievaného veka.
Skuste pouzit rozne reakéné skimavky.

Naneste malu kvapku mineralneho oleja na vzorku
DNA, aby ste pokryli povrch kvapaliny.

Pravidelne menite kapilary a polymér. Polymér sa po dlhsej
expozicii pri teplotdch >25°C rychlo kazi. Ak su piky
velkostného standardu opakovane nizke a Siroké, mohlo
dojst k poskodeniu kapildr alebo polyméru.

Formamid sa moze stat kyslym a spésobit pri zahrievani
PCR produktov ich depurinaciu a fragmentaciu. Pouzite
vysoko kvalitny formamid a skladujte ho v alikvétoch pri
teplote -20°C.

Objem produktu PCR by nikdy nemal byt >10% celkovej
nastrekovanej zmesi. Ak su piky nizke, zvyste dobu nastreku
a/alebo napatia — dalSi produkt PCR nepridavajte.
Nesprévne vysledky mézu byt ziskané, ak je jeden alebo
viac pikov mimo rozsahu stupnice. Riziko pikov mimo
rozsahu stupnice je vy$sie, ked sa pouzivaji zmesi sond
probemix, ktoré obsahuju relativne nizky pocet sond. Ak
chcete znizit signal, spustite analyzu produktov PCR znovu,
priCom pouzite:

a.  nizsie napatie pri nastreku / kratSiu dobu nastreku;

b.  nizSie mnoZstvo produktov PCR.

Kontaminacia vzoriek DNA s cDNA alebo PCR amplikénmi
jednotlivych exdnov méze viest k zvysenému signélu sondy.
Analyza druhej, nezavisle odobranej a izolovanej vzorky
DNA méze tieto artefakty kontamindcie vylugit

SALSA® Hhal enzym by mal byt pouzity vo vsetkych
metylacne  $pecifickych  (MS-MLPA)  experimentoch.
Niektoré enzymy, preddvané ako “Hhal” su rezistentné na
tepelnd inaktivaciu a NIE SU s MS-MLPA kompatibilné. Tieto
zahfiiajy, ale nemusia byt obmedzené na, Thermo Fisher
Scientific enzymy Hhal, ANZA 59 Hhal a FastDigest Hhal.

®ooo

Bezpecnostné opatrenia Specifické pre aplikaciu

Vid' popis produktu probemix.

Vseobecny protokol MS-MLPA
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Postup testovania, €ast | — reakcia MS-MLPA

Pokyny

Program termocykléra

1. DNA denaturation

1.1 Oznacte 0,2ml skimavky/stripy /dosticky.
1.2 Do kazdej skimavky pridajte 5 pl vzorku DNA alebo TE (kontrola bez DNA).
1.3 Umiestnite skimavky do termocykléra, zahrievajte na 98°C po dobu 5 minut, ochladte na 25°C.

98°C po dobu 5 minut

pozastavenie pri teplote
25°C

2. Hybridisation

2.1 Rozmrazte pufor MLPA Buffer a produkt MLPA Probemix, vortexujte a kratko odstredte. Pipetujte ak
ma izbovu teplotu.
2.2 Pripravte si [HYBRIDIZAGNU ZMES MASTER MIX. Pre jednu reakciu*:
O MLPA Buffer: 1,5 yl
®\LPA probemix: 1,5 pl
Dobre premiesajte vortexovanim alebo pipetovanim.
2.3 Pridajte 3 ul [HYBRIDIZACNEJ ZMESI MASTER MIX| do kaZdej skdmavky. V tomto kroku je nevyhnutné
presné pipetovanie! Premiesajte pipetovanim.
2.4 Umiestnite skimavky do termocykléra, inkubujte pri teplote 95°C po dobu 1 mindty a hybridizujte pri
teplote 60°C po dobu 16-20 hodin.

95°C po dobu 1 minuty

pozastavenie pri teplote
60°C (16-20 h)

3. Ligacia a ligacia/sStiepenie

3.1 Rozmrazte pufre Ligase Buffer A a Ligase Buffer B, premiesajte vortexovanim a kratko odstredte.
Pipetujte ak maju izbov teplotu. Zahrejte roztok Ligase-65 a Hhal v ruke po dobu 10 sekund.
Nevortexujte, iba kratko stoCte.

3.2 Pripravte master mixy. Pre jednu reakciu *:
|LicASE BUFFER AMASTERMIX|  |LIGASE-65 MASTER MIXJ**:

Oultragisté voda: 10 ul OUltragisté voda: 8,25 l
Ligase Buffer A: 3 OLigase Buffer B: 1,5 pl
@ Ligase-65: 0,25 yl, pridany ako
posledny.

|LIGASE-DIGESTION MASTER MIX[**:
OUltragist voda: 7,75 pl
OLigase Buffer B: 1,5 pl

O Ligase-65: 0,25 pl

O SALSA Hhal: 0,5 pl, pridany
ako posledny.

Dobre premiesajte jemnym pipetovanim hore a dolu, nevortexujte.

3.3 Pokracujte v programe termocykléra a ochladte skiimavky na 20°C.

3.4 Do kazdej skiimavky pridajte 13 pl |LIGASE BUFFER A MASTER MIX|. Dobre premiesajte jemnym
pipetovanim hore a dolu.

3.5 Do termocykléra vlozte druhl sadu skimaviek, preneste 10 ul zmesi z kazdej skimavky do druhej
skumavky a pokracujte programom ohrevu na 48°C.

3.6 Pri 48°C otvorte skumavky v termocykléri, do kazdej pévodnej skamavky pridajte 10 pl
dobre premiesajte pipetovanim, uzavrite skimavky.

3.7 Do kazdej z druhych skimavok pridajte 10 pl [LIGASE-DIGESTION MASTER MIX], dobre premiesajte
pipetovanim.

3.8 Uzavrite skimavky a pokracujte v inkubacii pri 48°C po dobu 30 minut.

3.9 Ohrejte na 98°C a inkubujte 5 minut pre inaktivaciu ligazy. Nasledne schladte na 20°C.***

pozastavenie pri teplote
20°C

pozastavenie pri teplote
48°C

48°C po dobu 30 minut
98°C po dobu 5 minut

pozastavenie pri teplote
20°C

4. PCR

4.1 Rozmrazte zmes PCR Primer Mix, vortexujte a kratko stoc¢te. Polymerazu zohrejte v ruke po dobu 10
sekund, nevortexuijte, iba kratko stocte.
4.2 Pripravte si smes [POLYMERASE MASTER MIX|. Pre jeden pér reakcie*:
OUltragisté voda: 7,54l
® pCR Primer Mix: 2 pl
O Polymeraza: 0,5 yl
Dobre premiesajte pipetovanim hore a dolu, nevortexujte.
4.3 Pri teplote 20 °C pridajte do kaZdej skiimavky 5 pl [POLYMERASE MASTER MIX| premie$ajte pipetovanim
ale necentrifugujte a ihned' pokracujte v programe PCR.
4.4 Aby ste zabranili kontaminacii, po PCR neotvarajte skimavky v rovnakej miestnosti a pre manipuléciu
s produktami PCR pouzite ini mikropipetu.
4.5 Produkty PCR skladujte chranené pred svetlom pri teplote 4°C po dobu az 1 tyZzdna alebo v rozmedzi
teplot —25°C az —15°C po dlhsiu dobu.

35 cyklov PCR:
e 95°C po dobu 30
sekind
e 60°C po dobu 30
sekdnd
e 72°C po dobu 60
sekund

72°C po dobu 20 minut

pozastavenie pri teplote
15°C

* Aby ste minimalizovali varidcie vo vzorkach, pripravte dostato¢ne velké objemy roztokov zmesi master mix: Prebytok objemu 5-10%.

** Pokial st zmesi master mix pripravené vopred (viac nez 1 hodinu pred pouzitim), skladujte ich na l'ade alebo pri teplote 4°C a pred pouzitim ich zahrejte na izbovu teplotu.
*** Ked' st skimavky premiestnené do samostatného laboratéria pre PCR, predhrejte termocyklér pre PCR, napr. nastavte na teplotu 95°C na 1 sekundu a potom pozastavenie pri
20°C. Minimalizujte dobu prenosu (napr. < 5 min.), vlozte skimavky do termocykléra a pokracujte krokom 4.1. To minimalizuje tvorbu nespecifickych pikov.

Vseobecny protokol MS-MLPA
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Postup testovania, €ast Il - separacia fragmentov

1. Nastavenie nastreku pre bezne pouzivané zariadenie
pre kapilarnu elektroforézu podporovanti v Coffalyser.Net

Oznacenie PCR primeru: FAM

Kapilary: 28 cm

Zmes nastreku:

e PCR produkt 0,8 pl

e GS500 size standard 0,3 pl

ABI SeqStudio (ROX/LIZ)

e HiDi formamid 12 pl

Uzavrite injekEnu dosticku, zahrejte
na 86°C po dobu 3 minut, ochladte
na teplotu 4°C po dobu 2 minut.

ABI Prism 3100 Kapilary: 36 alebo 50 cm

ABI 3130 (xL) Zmes nastreku:

ABI 3500 (xL) e PCR produkt 0,7 pl

ABI 3730 (xL) ¢ GS500 size standard 0,3 ul (ROX)
ABI SeqStudio Flex or 0,2 ul (LIZ)

RUO/Dx e HiDi formamid 9 pl

Hitachi DS3000* Uzavrite injekEnu dosticku, zahrejte

na 86°C po dobu 3 minut, ochladte
na teplotu 4°C po dobu 2 minut.

Promega Spectrum

*
Compact *Iba 36 cm kapilary.

Oznacenie PCR primeru: Cy5

Kapilary: 33 cm
Zmes nastreku:

SCIEX CEQ 2000 e PCR produkt 1 pl

SCIEX CEQ 8000 e SS600 size standard 0,5 pl
SCIEX CEQ 8800 e HiDi formamid / Beckman SLS
SCIEX Genomelab 28,5l

GeXP Pridajte 1 kvapku vysoko kvalitného

minerdlneho oleja.

2. Nastavenie elektroforézy

Pouzite vychodiskové nastavenie analyzy fragmentov
vhodné pre aplikaciu, pristroj, polymér a dizku kapilary.
Nastavenie pristroja méZe vyZzadovat optimalizaciu, aby sa
zaistilo, ze signaly spadaju do optimalneho rozsahu
detekcie a ze beh je dostatocne dlhy k detekcii vSetkych
fragmentov. Optimalne rozsahy signalu (v RFU) a
minimalne/maximalne signalu daného pristroja je mozné
najst v Referencnej prirucke k nastroju Coffalyser.Net.

Kontrola kvality a analyza dat

COFFALYSER

Pre kontrolu kvality a analyzu d&t by mala byt pouzita najnovsia
verzia nastroja Coffalyser.Net™ (k stiahnutiu z webovych
strdnok MRC Holland). Podrobné pokyny najdete v Referencnej

prirucke k ndstroju Coffalyser.Net.

Precitajte si tiez tieto ¢lanky v naSom Centre pomoci:

e Vysvetlenie kontrolnych fragmentov pre stanovenie
mnozstva a denaturdcie

e Informacie o kontroldch bez DNA

Dal$iu pomoc s rie$enim problémov najdete na strankach s

rieSenim problémov v Centre pomoci MRC Holland.

Interpretacia a potvrdenie vysledkov a vlastnosti z hladiska
funkénej sposobilosti
Zavisi na aplikacii; vid popis produktu probemix.

Obmedzenia

1. Vo véacsine populdcie a pre vacsinu aplikacii MLPA su
hlavnou pri¢inou genetickych defektov malé (bodové)
mutdcie, z ktorych vacsinu MLPA neodhali.

2. MLPA neodhali vaésinu inverzii, vyvazenych translokacii
alebo zmien pocétu koépii, ktoré lezia (Ciastotne) mimo
sekvencie detegovanych sondou MLPA.

3. Analyticky vykon moze byt ohrozeny necistotami v DNA
vzorke, neulplnou denaturdciou DNA (napr. v dosledku
kontaminacie solami), pouzitim nedostato¢ného alebo
prili§ velkého mnoZstva DNA vzorky, nedostatoénymi alebo
nevhodnymi referenénymi vzorkami, problémami s
kapildrnou elektroforézou alebo nesprdvnym postupom
normalizacie dat a d'alSimi technickymi chybami.

4. Drobné rozdiely vo vykonani experimentu mézu ovplyvnit
vzor pikov MLPA. Do analyzy zahrrite iba vzorky, ktoré a)
boli zahrnuté do rovnakého experimentu MLPA a b) boli
testované s rovnakou Sarzou produktu probemix.

5.V niektorych pripadoch méZze byt pre spravnu interpretaciu
vysledkov nevyhnutnd analyza rodic¢ovskych vzoriek.

6. UrCité aberacie poctu koépii moézu byt sposobené
somatickymi zmenami, vratane rozsiahlych delécii a
duplikéacii celych chromozémov.

7. Malé zmeny (napr. SNVs, malé indels) v sekvencii, na ktoru
je sonda zacielend, mozu sposobit faloSne pozitivne
vysledky, aj ked su vzdialené > 20 nt od miesta ligacie
sondy. Sekvenéné zmeny mozZu znizit signal sondy
zabranenim ligacie oligonukleotidov sondy alebo
destabilizaciou vazby oligonukleotidu sondy k DNA vzorke.
Sekvenéné zmeny v Hhal mieste mozu viest k falosne
pozitivnemu metylacnému vysledku. Odchylky zistené
MLPA by mali byt potvrdené a odchylky s jednou sondou
vzdy vyzaduju potvrdenie. Odpori¢a sa sekvenovanie
cielovej oblasti.

8. DNA z celogenémovych amplifikaénych reakcii nie je
vhodna pre MS-MLPA kvoli skresleniu amplifikacie a
odstraneniu metylacného podpisu.

9. Testy MLPA poskytuju priemerny pocet kopii cielovych
sekvencii v bunkach, z ktorych bola vzorka DNA
extrahovana. V pripade, ze niekolko sond cieliacich na
susedné sekvencie ma neobvykld hodnotu, ale nedosahuje
obvyklych prahovych hodnét pre deléciu/duplikaciu, je
moznou pri¢inou mozaicismus. Jemné zmeny, ako su tie
pozorované v pripadoch mozaiky, je mozné rozlisit iba
vtedy, ked suU sondy usporiadané podla umiestnenia
chromozémov.

10. Nie vSetky zmeny poctu kdpii a metylacie detegované MLPA
sl patogénne. MRC Holland neméZe poskytnut informacie,
Ci konkrétna delécia alebo duplikdcia ¢&i aberantna
metyldcia bude mat za nésledok ochorenie.

11. DNA vzorky o$etrené bisulfitom nie s vhodné pre MS-
MLPA reakcie.

12. V&cSina sond MS-MLPA deteguje metyldciu jedného Hhal
miesta (GC™GC), néajdeného v sekvencii detegovanej
sondou. Ak pre toto konkrétne miesto CpG metylacia chyba,
nemusi to nevyhnutne znamenat, Ze je cely ostrovéek CpG
nemetylovany! Nemame Ziadne déta ktoré by ukazovali, Ze
metyl4cia, detegovand konkrétnou sondou skutocne
ovplyviuje hladinu mRNA tohto génu.
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Vyvojovy diagram pre rieSenie problémov

1. Je viditelny vzor pikov Nie Velkostny tandard nebol do
velkostného Standardu? ndstrekovej zmesi pridany
. — Znovu pridajte produkty PCR a
Ano Produkt PCR nebol pridany do opakujte kapilarnu elektroforézu
- néstrekovej zmesi
2. Je viditelné fluorescencné e 5
znacenie amplikénov MLPA? Zmes sond alebo primerov
melieli iGN Gl (NOR Opakuijte reakciu MLPA |
Zly fluorescenéni primer; pouzit
Ano FAM (ABI), Cy5 (SCIEX)
3. Jo vaor pika velkostného Chybajtice piky {——>| Doba behu bola prilis krétka [———>| Zvyste dobu behu |
standardu normalny? Vzduchové bubliny alebo - ST
] p ) A rees P A Skontrolujte a vygistite pristroj pre
Nie Piky naviac prachové ¢astice pritomné v L A
Kabila kapildrnu elektroforézu
apilare
“ | | [

J L Rozsirenie pikov Stary fufor, stary polymér, staré V pripade potreby vymerite pufor,
kapilarne pole, zly/Ziadny polymér a/alebo kapilary, pouzite Hi-Di
formamid formamid

Sklon signalu
Ano Pouzite menej PCR produktu (max. 10
Prili& vela PCR produktu v % Z cglkového objemu nastrekovej
4.Nevracajt sa piky sondy MLPA nastrekovej zmesi il
. PR P
nar zakiadniliniilelekiroforezy; Zried'te PCR produkt ultracistou vodou
; H‘ Ano
lJ | \
LR Wl Napétie a/alebo Cas nastreku su Znizte napétie nastreku a/alebo
- prili§ vysoké skrétte Cas nastreku
Pouzite minerélny olej (napr. Vapor-
Vyhrievané veko termocykléru lock, Qiagen 981611)
i nefun.guje“sPrévne ?Iebo tlak' . Skontrolujte vyhrievané veko
Nie vgka je prilis vysoky alebo prili$ termocyklara
Odparovanie podas nizky
hybridizacie cez noc Uistite sa, Zze st skimavky dobre
5 dﬁjte IYt)’ arkT plkov S?lnd 'I\ALEA Skdmavky nie sd spravne WPV
v n'(e r:y ,sh OPts'gdna:'f e nie uzavreté alebo st deformované Pripadne zmerite znacku skimaviek
velkostneho standardu’ An (nespravny tlak veka alebo (napr. ThermoFisher AB-0773, AB-
Odparovanie po¢as vsadenie v bloku) 0457)
ligaéného kroku
Skumavky boli pocas pipetovania Skréatte dobu manipulacie (napr.
| otvorené prilis dlho pouzite viackanalovu pipetu)
Ia JUALAIETIA
i Kontaminanty v DNA vzorke [ X - [
ovplyviultice polymerazu { Vykonajte dalsi krok purifikdcie DNA
Zried'te DNA vzorku (pokial je
Nie ) fae koncentracia DNA dostatocna)
Ano Nie Nie

6. St signaly sondy MLPA nizke? HI Viditelny vysoky pik primeru? H

7. Su signaly sondy MLPA nad
optimalnym rozsahom signalu?

Su nespecifické piky (40— 75 nt)
viditelné?

Predizte dobu a/alebo zvyste napétie
néstreku

Ano

Pouzity Hot Start PCR program

Spustte PCR pri izbovej teplote, ako je
uvedené v protokole

8. Su Q-fragmenty vyssie nez 1/3
z 92nt benchmark fragmentu?

Q-Fragments

Bolo nastreknuté prilis vela PCR
produktu

Znizte dobu a/alebo napétie nastreku

Pouzite menej PCR produktu (max. 10
% z celkového objemu nastrekovej
zmesi)

Zried'te PCR produkt ultraéistou vodou |

—

Pouzita nedostatocnd DNA

Pouzite medzi 50 a 250 ng DNA |

9. St D-fragmenty (88 a 96 nt)
nizsie nez 50 % z 92nt
benchmark fragmentu?

Nie \l/

Ano

Ligdcia zlyhala (menej
pravdepodobné)

Opakujte reakciu MLPA |

DNA vzorky depurinovana (menej
pravdepodobné)

Zaistite dostato¢né pufrovanie
vzoriek

ﬁl Neuplna denaturdcia DNA

>

Kontaminanty vo vzorke DNA,
napr. > 40 mM soli

Zriedte DNA vzorku (pokial je
koncentracia DNA dostato¢nd)

i A R e

Vykonajte dalsi krok purifikdcie DNA

V analyze dat pokraéujte JEDINE vtedy, ak ste odpovedali Ano na otdzky1-3 a Nie na otazky 4-9. Vezmite na vedomie, Ze reakcie musia
mat zelené skére FRSS a FMRS, aby boli vhodné pre porovnavaciu analyzu v diagnostickom prostredi.
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Dalsie podrobnosti
Online instruktazne video Ako vykonat reakciu 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:e128.

Dalsie informéacie
www.mrcholland.com; support.mrcholland.com

“ MRC Holland BV; Willem Schoutenstraat 1
1057 DL, Amsterdam, the Netherlands
E-mail info@mrcholland.com (informécie a technické otézky);
order@mrcholland.com (objednévky)
Telefén +31 888 657 200

MRC Holland, SALSA, MLPA, digitalMLPA, Coffalyser.Net, Coffalyser digitalMLPA a ich logd su ochranné znamky alebo registrované
ochranné znamky spolo¢nosti MRC Holland BV. VSetky ostatné tu uvedené znacky a ndzvy su majetkom ich prislusnych vlastnikov.

3

Implemented changes in the protocol
Verzia 014-SK1 - 21. méja 2025
- ABI SegStudio Flex premenované na ABI SeqStudio Flex RUO/Dx na strane 4.
- Chyba vo vyvojovom diagrame na strane 5 bola opravena.
Verzia-013-SK1 — 20. juna 2024
- Predchadzajuce verzie dokumentu su dostupné iba v anglictine.
- Protokol dostal novu Struktdru a novy design.
- Tabulky v komponentoch testu MLPA SALSA boli nahradené odkazmi na popisy komponentov produktov.
- Cast o dal$ej reagenénej stiprave pre PCR bola odstranena.
- Cast o standardnych stitkoch na obaloch bola odstranena.
- Cast o principe MS-MLPA bola prepisana a bol vylep$eny obrazok pracovného postupu. Obrazok o vypo&toch bol odstraneny.
- Cast ,Pozadované, ale neposkytované materidly” bola aktualizovana.
- Informéacie v Casti ,Spracovanie a skladovanie vzoriek” bola preusporiadand. Tato Cast je teraz kratSia a nesie ndzov
,Poziadavky na vzorky"“. Niektoré informacie boli presunuté do ¢asti ,Preventivne opatrenia a vystrahy”.
- Cast ,Vyber referenénych a inych kontrolnych vzoriek” bola odstranend, pretoze tieto informéacie su tiez uvedené v popisoch
produktov.
- Informacie v kapitole 3 ,Poznamky, ktoré je potrebné si precitat pred zahajenim” boli presunuté do ¢asti | skiSobného
postupu.
- Informacie v kapitole 5 a 6 (Skrateny protokol MS-MLPA a Protokol MS-MLPA) boli spojené v Casti | ski§obného postupu v
novom tabulkovom forméte.
- Pokyn k vynatiu skimaviek z termocykléra po denaturdcii a ich umiestneni spat po pridani hybridizaénej zmesi master mix
bol odstraneny.
- Pokyn k vynatiu skimaviek z termocykléra po hybridizacii a ich umiestneni spat po pridani Ligase-65 a Ligase-Digestion
master mix bol odstraneny.
- Pokyn k umiestneniu skimaviek do termocykléra pred pridanim polymerazové zmesi master mix bol odstraneny, pretoze
neexistuje ziaden predchadzajuci pokyn k ich vynatiu.
- Bol pridany pokyn, aby sa skimavky po pridani Polymerase master mix neotacali.
- Do casti | skiSobného postupu bola pridand pozndmka pod ¢iarou s pokyny pre situacie, kedy su skimavky odnesené do
samostatného laboratéria pre PCR.
- Informacie v ¢asti 7.1. ,Poznamky, ktoré je potrebné si precitat pred zahéjenim,” sa presunuli do ¢asti Preventivne opatrenia
a vystrahy.
- Tabulka o rozsahu signalov v pristrojoch pre kapildrnu elektroforézu v ¢asti 7.2. bola nahradena odkazom na zodpovedajucu
tabul'ku v Referenénej prirucke k nastroju Coffalyser.Net.
- Informacie v kapitole 8 (Kontrola kvality a rieSeni problémov) boli nahradené odkazy na Referencnu prirucku k nastroju
Coffalyser.Net a ¢lanky vedomostnej baze o kontrolnych fragmentoch a kontrolach bez DNA.
- Kapitola 9 (Analyza dat) bola nahradena pokynmi k stiahnutiu néstroja Coffalyser.Net a prestudovaniu Referencnej prirucky
k nastroju Coffalyser.Net.
- Informacie v kapitole 10 (Interpretécia a potvrdenie) boli bud’ presunuté do Casti ,Preventivne opatrenia a vystrahy”, do Casti
,Obmedzenia“ a/alebo boli odstranené, pretoze su Specifické pre urcité aplikacie.
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