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1 — Bezpecnostni informace
PrecCtéte si prosim cely tento navod k pouziti a pouzivejte jej béhem pouzivani aktualni VD soupravy.

Souprava IVD by méla byt pouzivana odborniky se dobrymi zkuSenostmi s analyzou DNA a
interpretaci genetickych vysledka.

V pfipadé pochybnosti ohledné popisu metody stanoveni se poradte s vyrobcem. Kontaktujte
telefonicky +34 976 094 603 nebo emailovou adresou customersupport@bdrdiagnostics.com.

IVD kit ma omezenou zivotnost. Pfed pouzitim sady se ujistéte, ze nevyprsela doba pouzitelnosti.
Reagencie ze soupravy po datu exspirace mohou byt znehodnoceny, coz by mohlo zhorsit vysledky.
Reagencie s proslou dobou pouzitelnosti zlikvidujte podle platnych predpisu.

Kontaminace vzorku nebo ¢inidla mize zpusobit nespravné vysledky. Budte opatrni pri extrakci DNA
a manipulaci se vzorky a Cinidly.

Tato sada se mlze béhem prepravy nebo skladovani poskodit. V pripadé podezreni na poskozeni
béhem prepravy soupravu nepouzivejte. Peclivé dodrzujte podminky skladovani popsané na Stitku a
v navodu k pouziti.

Zajistéte, aby bylo s odpadem nakladano v souladu s mistnimi predpisy. Nespravné nakladani
s odpady muze vést ke kontaminaci Zivotniho prostredi.

Toxikologické vlastnosti soupravy nebyly do hloubky studovany, proto se doporucuje vyhnout se
kontaktu s kuzi a sliznicemi. Nepozivejte. Manualni bezpecCnostni listy (MSDS) jsou zakaznikim
k dispozici na vyzadani.

Ujistéte se, Ze tato souprava je vhodna pro analyzu pozadovanou lékarem.

2 - Pouziti

Adellgene® Fragile X je poloautomaticka in vitro diagnosticka souprava urCena pro pouziti
v klinickych laboratofich pro amplifikaci a detekci CGG tripletovych repetic (cytosin-guanin-guanin)
v 5' neprelozené oblasti genu pro mentalni retardaci fragilniho X (,,“ Fragile X mentalni retardace-1":

FMR1). Zaméfuje se na pomoc pfi diagnostice klinickych onemocnéni spojenych se syndromem
fragilniho X (napf.: mentalni retardace, primarni selhani vajecnikd, tfes / ataxie atd....).

Metoda je zalozena na amplifikaci genomové DNA extrahované z periferni krve polymerazovou
fetézovou reakci (PCR) s naslednou fluorescencni analyzou velikosti PCR fragmentt ziskanych
genetickym analyzatorem.

Pacienti, ktefi mohou mit prospéch z tohoto urceni, jsou ti, ktefi jsou doporuCeni specialistou.
Zamyslenym uzivatelem soupravy je technicky personal vyskoleny k provadéni protokolu a
interpretaci vysledkt popsanych v tomto dokumentu.

3 - Souhrn a vysvétleni

Syndrom Fragilniho X (FXS, OMIM # 309550) je onemocnéni vazané na X chromozomu, které je
hlavné zplsobené expanzi tripletovych nukleotidd, CGG, lokalizovanych na 5 neprekladaném
regionu genu FMR1 (“Fragile X Mental Retardation 1) na chromozomu Xqg27 s aberantnim
metylacnim statusem v promotoru genu (Obr. 1 [1].
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V zavislosti na pocCtu repetic tohoto tripletu se rozlisuji tfi kategorie :
Zdrave alely: az 45 nebo 55 CGG repetic bez metylace promotoru genu [2].

Premutacni alely: od 45 nebo 55 do 200 opakovani CGG, obvykle bez aberantni metylace. V tomto
pfipadé jsou jedinci asymptomaticti pro poruchy spojené s FXS, ale mohou byt spojeny se dvéma
klinickymi poruchami: tfes/ataxie spojeny se syndromem X (FXTAS) a kifehky X spojeny s primarni
ovarialniinsuficienci (FXPQI), jejichz zavaznost zavisi na metylaci. stav promotoru [3, 4]. Odhaduje
se, ze prevalence v obecné populaci je 1 na kazdych 110-270 zen a 1 na kazdych 250-810 muzd
[1]. Premutacni alely jsou navic nestabilni a mohou se zvétsSit béhem prenosu z matky na
potomstvo, coz vede k Uplné mutaci [5].

Expandované alely: vice nez 200 repetic CGG s aberantni metylaci promotoru genu. Tento
genotyp vede k eliminaci genové exprese Vv lidském mozku, ktera je spojena s mentalni retardaci,
autismem a mentalnimi a emocnimi zménami. Pacienti s rozSifenymi alelami vykazuji napadny
fenotyp skladajici se z velkych usi a prominentni Celisti [1]. Zavaznost kognitivni poruchy u pacientd

s FXS neni spojena s velikosti pIné mutace, ale lisi se podle stavu metylace [6].
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Obrazek 1. zobrazeni typt genu FMR1 a jejich tvorba v zavislosti na stupni mutace.
Vytazeno ze [7].

Mnoho alel FMR1 obsahuje vliozené sekvence AGG mezi repeticemi CGG. Predpoklada se, Ze tyto
inzerty mohou poskytnout stabilitu DNA a snizit riziko expanze tripletovych repetic v pfisti generaci.
Pravdépodobnost expanze opakovani CGG u potomku je proto vy$si, kdyz matka nema inzerce AGG
v alele FMR1[5, 8].

Jednou z nejbéznéjsSich metod molekularni diagnostiky Fragile X syndromu je Southern blot
genomoveé DNA Stépené restrikEnimi endonukledzami EcoRI a Eagl a hybridizované se specifickou
sondou [9, 10]. Prestoze tato metoda umoznuje v nékterych pripadech kvantifikovat pocet opakovani
tripletd CGG a urcit stav metylace, ma mnoho nepfijemnosti. Vyzaduje velké mnozstvi vstupni DNA
a ma pracné a Casové narocné protokoly, takze neni vhodna pro vysoky pocet testl. Navic
neumoznuje urcit stav metylace ve vétsiné vzorkd DNA extrahované z choriovych klka (CVS) kvdli

jeji nizké citlivosti a protoze proces metylace je plné dokoncen az po desatém tydnu tehotenstvi [11].

V soucasné dobé je PCR nejrozsirengjsi technologii, ktera je zaloZzena na specifické amplifikaci
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postizené oblasti genu. Tento proces vsak maze byt narusen v disledku pritomnosti sekvence vysoce
bohaté na GC v genu FMR1. Pro prekonani téchto nedostatkd bylo popsano nékolik variaci v procesu
amplifikace. Patfi mezi né pouziti osmotickych adjuvans, modifikovanych nukleotidl a nastaveni
specifickych podminek procesu PCR [12].

4 - Princip testu

Metoda pouzivana soupravou Adellgene® Fragile X je zalozena na specifické amplifikaci
5' neprelozené oblasti genu FMR1, ktera obsahuje CGG tripletoveé repetice, pomoci genomove DNA.

Souprava obsahuje rtizné primery, z nichz jeden je oznacen fluoroforem (FAM) pro jeho naslednou
detekci v genetickém analyzatoru. Pozdéji se velikost PCR fragmentU prevede na pocet CGG repetic
pomoci korekenich faktort pro mobility a velikosti.

5 - Souprava obsahuje
=>» Kat.¢islo AD-FMR1-25 (25 test):
® AD-FMR1-PM: Primer Mix . 1 lahvicka, 25 pL
® AD-FMR1-POM: Polymerase Mix . 1 lahviCka, 12.5 pL
® AD-FMR1-GC: GC-Rich Buffer. 1 lahvi¢ka, 300 pL
® AD-FMR1-SL: ROX 1000 Size Ladder. 1 lahvicka, 50 pL
=>» Kat.¢islo AD-FMR1-100 (100 test):
® AD-FMR1-PML: Primer Mix . 1 lahvi¢ka, 100 uL
®  AD-FMR1-POML: Polymerase Mix . 1 lahvicka, 50 uL
® AD-FMR1-GCL: GC-Rich Buffer. 1 lahvi¢ka, 1,2 ml
® AD-FMR1-SLL: ROX 1000 Size Ladder. 1 lahvicka, 200 pL

6 - Skladovani soupravy

VSechny slozky by mély byt skladovany pfi - 18 °C az -30 °C. Pfi této teploté jsou stabilni do data
expirace

Nezmrazujte/nerozmrazujte lahvicky se smesi primerd (AD-FMR1-PM/AD-FMR1-PML) a smési
polymerazy (AD-FMR1-POM/AD-FMR1-POML) vice nez dvakrat, protoze by to mohlo snizit citlivost
testu . Pokud maji byt testy provedeny s malym poctem vzorkl, doporucuje se pouzit alikvoty ¢inidel.

Vzhledem k fotosenzitivni povaze Cinidla se vyhnéte trvalému vystaveni svétlu
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7 - Material potrebny, ale nedodavany

=» Reagencie

o lzola¢ni a purifikacni Cinidla pro extrakci DNA. DNA Ize extrahovat pomoci jakéhokoli
laboratorné overeného extrakCniho systému, ktery umoznuje ziskat doporuCené
koncentrace a urovné Cistoty pro tento test (viz cast Specifické provozni Udaje)
Destilovana voda bez obsahu DNAazy
POP-7 polymer (ABI, Ref: 4363785 nebo ekvivalent)
Vysoce deionizovany (Hi-Di) formamid (ABI, ref.: 4311320)
Kalibratory pro fluorofory FAM a ROX (ABI, ref.: 4345827)

=» Vybaveni
o Obecné laboratorni vybaveni ur¢ené pro techniky PCR
o Termocykler
Geneticky analyzator s polymerem POP-7 (napf.: ABI: 3130/3130xI, 3730/3730xI nebo
3500/3500xl)
Centrifuga pro PCR desti¢ky/zkumavky
Vortexovy mixér
Pipety (P1000, P200, P20 a P2) a specifickeé filtracni SpiCky pro kazdou pipetu

PCR destiCky/zkumavky s odpovidajicimi kryty/viCky

O O O O

O

O O O O

8 - Odbér vzorku a priprava

Vzorky musi byt odebrany v souladu s pokyny k pouziti odbérového prostfedku (neni soucasti sady)
a v souladu s narodnimi a mezinarodnimi smérnicemi.

Tato souprava by se méla pouzivat pouze se vzorky plné krve konzervovanymi antikoagulacnimi
¢inidly, jako je EDTA nebo citrat. Heparin by mohl interferovat s procesem PCR a je tfeba se mu
vyhnout.

Nepouzivejte hyperlipemické, hemolyzované, ikterické nebo proteinemickeé vzorky.

Tato technika je kompatibilni s nékolika konvenénimi systémy extrakce DNA. Pred dodanim vysledk
s diagnostickymi Ucely provedte ovéfovaci test s pouzitou extrakéni metodou.

POZOR'!

- V8echny biologické a krevni vzorky musi byt povazovany za potencialné infekeni.
Pri manipulaci s nimi dodrzujte odpovidajici zakladni a univerzalni opatfenti.

9 - Pracovni postup
=>» Extrakce DNA

Tato souprava je kompatibilni s jakoukoli standardni metodou extrakce DNA z pIné krve
konzervované EDTA nebo citratem. Nez vSak budete pokraCovat v obecném protokolu, doporucuje
se proveést test pouzité extrakéni metody pro posouzeni hodnot koncentrace (absorbance 260 nm)
a Cistoty (pomér absorbance 260/280 nm).

Doporu¢ené mnozstvi DNA je 20 - 80 ng (napf.: 2 ul DNA o koncentraci 10-40 ng/pl), s pomérem
0D260/280 > 1,7. Ziskanou DNA Ize az do pouziti skladovat pfi -20 °C.

& Adellgene® Fragile X



=>»  Pfiprava a podminky PCR reakce

VAROVANI[ |

o Rozmrazte véechny komponenty zaCatkem testu.
o Porozmrazeni promichejte a odstredte, aby se cely objem Cinidla usadil na
] dné lahvicky.
- o Vzdy pracujte na ledu nebo chladném bloku.a mimimalizujte dobu pfipravy

jak jen to je mozné.

o Stanovte praci v pre- a post-PCR prostoru aby se zamezilo kontaminaci.
Pouzivejte pouze Spicky s filtrem a autoklavované nebo strilni zkumavkyl.
Vzdy noste rukavice a laboratorni plast.

4. Nakonfigurujte termocykler podle nasledujiciho aplikacniho programu:

Number of Temperature . .
o Time (mm:ss)
cycles (°C)
DENATURATION 1 hold 98 05:00
97 00:35
CYCLES 10 cycles 62 00:35
68 04:00
97 00:35
CYCLES 20 cycles 62 00:35
04:00 + 00:20
68 each additional
cycle
FINAL EXTENSION 1 hold 72 10:00
COOLING 1 hold 4 ©

5. Pfipravte nasledujici reakéni smés pro n+1 vzorku:

Objem na vzorek

Slozka

()
Primer Mix (AD-FMR1-PM / AD-FMR1/PML) 1,0
GC-Rich Buffer (AD-FMR1-GC / AD-FMR1/GCL) 12,0
Polymerase Mix (AD-FMR1-POM / AD-FMR1- 05
POML) '
Destilovana voda 4.5
Celkovy objem v kazdé reakci 18,0

& Adellgene® Fragile X



6. Reakeni smés pred rozdélenim do zkumavek pro PCR jemné promichejte 3-5krat
pipetovanim, aby doslo k uplné homogenizaci.

7. Do kazdé jamky nebo zkumavky davkujte 18 pl této reakni smési.

8. Pfidejte 2 pl pfislusneho vzorku DNA (10-40 ng/ul) nebo vodu v pripadé kontrolni jamky pro
kontaminaci, abyste dosahli kone¢ného objemu 20 pl.

9. Uzavrete destiCku (nebo zkumavky) krycimi skliCky a provedte kratkou centrifugaci, abyste
odstranili pfipadné bubliny. Ujistéte se, ze se cely objem usadil na dné zkumavky.

10. Umistéte desticku nebo zkumavky do termocykléru a spustte program PCR.

11. Po skonCeni béhu pokraCujte v pripravé vzorku pro kapilarni elektroforézu nebo ulozte
produkt PCR pri -20 °C.

=» Pfiprava vzorku pro kapilarni elektroforézu
1. Rozmrazte formamid a velikostni standard ROXTM 1000.
2. Prfed pouzitim zkumavky voperujte a roztocte.

3. Pripravte nasledujici smés pfidanim slozek uvedenych v tabulce nize pro n+1 vzorku::

Reagencie Objem na vzorek (pl)
Hi-Di™ Formamide 8,0
ROX 1000 size ladder 1,0
Celkovy objem v kazdé reakci 9,0

12. Roztok promichejte a odstredte, aby se shromazdil.
13. Do kazdé jamky kapilarni elektroforézni desticky davkujte 9 pl roztoku.
14. Preneste 1 pl produktu PCR na desticku a promichejte pipetovanim.

15. DestiCku uzaviete a odstfedte, abyste odstranili bublinky. 16. Preneste destiCku do
termocykléru.

16. Denaturujte DNA podle nize uvedeného programu:

Pocet cykld TeE ota Cas (mm:ss)
(°C)
DENATURACE 1 95 02:00
CHLAZENI 1 4 o

17. Po skon&eni béhu preneste destiCku na led a chrarite ji prfed svétlem az do injektu na
genetickém analyzatoru. Translated

=» Moduly genetického analyzatoru

Jsou vhodné nasledujici moduly pro odpovidajici genetické analyzatory.

& Adellgene® Fragile X



Genetic analyser

Parameters

3130/3130xl 3730xl 3500/3500xl
Oven temperature 60°C 63°C 60°C
Current stability 5.0 yA 5.0 HA 5.0 HA
Pre-run voltage 15.0 kV 15.0 kV 15.0 kV
Pre-run time 180 s 180 s 180 s
Injection voltage 2.5 kV 2.5 kV 2.5 kV
Injection time 20s 20s 20s
;/tcélrt)zge number of 20 nK 20 nK 40 nK
Voltage step interval 15 S 15S 15S
Data delay time 60 s 60 s 1s
Run voltage 15.0 kV 15.0 kV 8.5 kV
Run time 2400 S 4000 s 4000 S

POZNAMKA: Modul analyzatoru se mize u riiznych pfistrojd liit a mél by byt uzivatelem validovan.

10 — Vysledky a interpretace

Souprava Adellgene® Fragile X je kvantitativni technika pro stanoveni poCtu CGG tripletovych
repetic v 5'UTR genu FMR1. Souprava umozriuje kvantifikovat expanze az do 200 repetic.

Stanoveni téchto alel je povazovano za obtizné kvili vysoké koncentraci GC, ktera vytvari siinou
sekundarni strukturu, jez brani replikaci této oblasti i pfi pouziti Tag polymerazy za vysokych teplot.
Souprava Adellgene® Fragile X obsahuje rfadu Cinidel, ktera umozniuji amplifikaci této oblasti a
stanoveni pocCtu repetic, coz umoznuje rozliSit mezi neexpandovanymi, premutovanymi a
expandovanymi jedinci.

Pouziti markeru molekularni velikosti se znamou velikosti fragmentl umozriuje softwaru sekvenatoru
vypocitat velikost amplifikovaného produktu pfimo, a to prostrednictvim urCeni velikosti kazdého
piku.

=» Proces standardizace

Pro standardizaci pohyblivosti fragmentll v konkrétnich podminkach elektroforézy, v nichz se
experiment provadi (polymer, geneticky analyzator atd.), se pfi vypoctu poctu opakovani CGG
pouzivaji dva korekeni faktory: korekeni faktor velikosti (C0O) a korekeni faktor specifické pohyblivosti
(mO).

Hodnoty CO a mO Ize vypocitat pomoci sdruzené kontrolni DNA (Cinidlo s korek&nim faktorem). Tato
kontrola je smési nékolika produktt PCR zahrnujicich alely FMR1 se znamym poctem tripletovych

9
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opakovani a pohybuijicich se v celém rozsahu velikosti pikd (<200 opakovani). Hodnoty CO a mO se
urci z linearniho prizptsobeni poctu opakovani a velikosti fragmentd pro tyto alely.

Katalogové Cislo CGG,AEEEZ%Z%OS:;;g?raW
NA20235 29. 45
NA20236 3154
NA06891 18
NA20239 20,199

Tabulka 1 Referen¢ni DNA templaty tvorici ¢inidlo s korekénim faktorem. DalSi informace
naleznete na adrese https://www.coriell.org/

Pro vypocet hodnot korekénich faktort, které se pouziji v experimentu, postupujte takto:

1. Analyzujte Cinidlo s korekénim faktorem v béhu a vypocitejte velikost pikl pro kazdou z alel
FMR1. Doporucuje se stanovit pramérnou velikost alel v parech bazi ze dvou samostatnych
behu.

2.V programu Excel nebo podobném programu vytvorte tabulku s pfedchozimi udaji a poctem
tripletovych opakovani kazdé alely a viozte rozptylovy graf. Provedte linearni regresi a

ziskejte odpovidajici rovnici linearni shody (obrazek 2).

Correction factor reagent plot
700 -
600 -
500 - 31
20
300 -

118

200 A y = 20633 + 228,26
100 - R®=0.9999
o) T T T T )
0 25 50 75 100 125
Number of repeats

Size in base pairs

Z rovnice této regresni shody urCete korekéni faktory: CO odpovida priseciku linearni shody,
zatimco mO odpovida sklonu pfimky. V zobrazeném grafu je CO = 228,26 a m0 = 2,9633.

y =2,9633x + 228,26R* = 0,9999

10
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=> Interpretace elektroferogramti
Chcete-li urCit pocCet opakovani CGG, identifikujte v elektroferogramech vrcholy produktt specifické
pro dany gen v plné délce (odpovidajici pIné velikosti alel). Zruste vybér vrchold CGG zebficku, aby
zUstal vybran pouze amplifikacni produkt specificky pro dany gen. Priklad viz obrazek 3.

2w w n .0 w

o Gene-specific
products

CGG primed
products

Obrazek 3. Elektroferogram identifikujici produkty specifické pro dany gen.

Obrazek 4 ukazuje pokyny pro identifikaci hlavnich cilovych vrchold mezi vrcholy genové
specifickych produktd.

Rozsah alel Pokyny jak vybrat nejvyssi Priklady
pik

23 31

Vyberte nejvyssi  vrchol
jedné skupiny alel.

V pfipadé heterozygotnich
alel s jednim rozdilem

Normalniaz | opakovani CGG (napt. || . . . ok Jk I
stredni 29/30) nemusi byt dvé
skupiny alel zcela
oddéleny. V  takovém
pfipadé je tfeba vybrat dva 29 30

nejvyssi vrcholy.
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skupiny. 196 :
Premutované | v/ pripadé alel s nékolika 89 v
alely vrcholovymi skupinami T ll
vyberte  nejvyssi  vrchol
kazdé skupiny. S [H “‘
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Obrazek 4 ldentifikace hlavnich pikd v elektroforeogramu
=>» Vypodéet poétu opakovani CGG

Pro vypocet poctu repetic odpovidajicich kazdé alele je tfeba pouzit rovnici uvedenou nize:

(Peak size — ()

my

No.of triplet repeats =

Velikost piku (v parech bazi)
CO0 - korekeni faktor velikosti
mQ - korek&ni faktor mobility

Korekeni faktory Ize urcit postupem popsanym v oddile "Standardizacni proces". Tyto hodnoty se
mohou v jednotlivych laboratofich liSit, zvazte pouziti pozitivnich kontrol, abyste si ovéfili pfesnost
odhadu poctu opakovani pfi prvnim pouziti soupravy.

=>» Vysledky elektroforeogramu

Priklady vysledku elektroferogram ziskanych pomoci této soupravy jsou uvedeny na nasledujicich
obréazcich: zdrava heterozygotni Zzena (obrazek 5), heterozygotni zena se zdravou alelou a dalsi
premutaci nebo rozsifenou alelou (obrazky 6-7) a rozsifeny muz (obrazek 8).

|L LI

Obrazek.5 : Zdrava heterozygotni zena 22/31 CGG

12
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Obrazek. 6: Heterozygotni zena s permutovanou alelou v mozaice 35/89, 106, 117, 128 CGG

-

Obrazek. 7: Heterozygotni zena s expanzi 39/~200 CGG

- o . - o e

Obrazek 8: Epandovany muz

Primery Adellgene® Fragile X jsou specifické pro CGG repetice a nehybridizuji s AGG sekvencemi,
které se beézné vyskytuji v genu FMR1. Proto signalni udoli, ktera se objevuji na elektroforeogramu,

i

odpovidaji pfitomnosti prokladanych oblasti AGG.

Predpoklada se, Ze preruseni AGG propuijcuji DNA stabilitu a snizuji riziko expanze v potomstvu [8].
Obrazek 9 ukazuje vzorek zdravé Zeny, ktery poskytuje vzor slozeny z CGG a AGG tripletd, jak je
uvedeno.

13
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Obrazek 9 Vzorek zdrave Zeny vykazujici charakteristicky vzorec tvoreny triplety CGG a AGG

V pfipadé, Ze se na elektroferogramu objevi saturovany pik, Ize provést novy nastrik zfedénim
produktt PCR (1:100, 1:200), aby se presnéji stanovila velikost piku.

11 - Kontrola kvality

Vzhledem ke kvantitativni povaze tohoto testu a s cilem zajistit spravnou detekci fluorescencniho
signalu musi byt fluorofory FAM a ROX kalibrovany v genetickém analyzatoru.

Aby bylo mozné spravné zmerit velikost alel, musi byt do vSech jamek pfidan marker molekulové
hmotnosti. U vSech vzorkd (v€etné negativni kontroly) musi byt detekovany vsechny piky markeru
molekulové hmotnosti.

V kazdém kole analyzy by méla byt pfidana kontrola bez Sablony, aby se zajistilo, ze test neobsahuje
kontaminanty.

12 — Specificka operacni data
=>» Analyticka specificita

Primery této soupravy jsou specifické pro lidsky gen pro fragilni xmentalni retardaci X (FMR1)
(NC_000023.10) a zahrnuji oblast opakovani CGG v 5'UTR genu (NT_011681. 16). Specificka
amplifikace této oblasti byla oveéfena sekvenovanim DNA a testovanim vzorkd od zdravych jedinct
a dobre charakterizovanych pacientl. Nebyly zaznamenany zadné pripady zkfizené reaktivity
s jinym genem z genomové DNA.

=>» Analyticka senzitivita

S cilem urcit nejvhodnéjsi mnozstvi DNA pro tento test bylo provedeno nekolik testd, pfi nichz bylo
analyzovano pét rlznych vzorkl (zeny zdravé, s premutaci a s expanzi zeny a muzi s premutaci a
expanzii), a to v mnozstvi od 10 ng do 200 ng. Prifazeni ziskané velikosti piku bylo nezavislé na
pouzitéem mnozstvi DNA. Doporuceny pracovni rozsah je mezi 20 a 80 ng DNA.

14
Adellgene® Fragile X



=» Diagnosticka specifiita

Adellgene® Fragile X je specificky test pro detekci poctu CCG repetic v 5'UTR genu FMR1.
Souprava umoziuje kvantifikaci zdravych a premutovanych alel sestavajicich z poctu opakovani az
200. Umoznuje také vizualizaci expandovanych alel (> 200 opakovani CGG).

Mutace (bodové mutace, inzerce, delece) v hybridiza¢nich bodech amplifikacnich primerd jsou
mozné a mohou veést k nedostatecnému definovani alely. V téchto pfipadech muze byt k rozliseni
alel zapotrebi jinych technologii.

Diagnosticka specificnost byla hodnocena v jedné externi a jedné interni studii, pfiCemz bylo

analyzovano celkem 34 vzorkd s nasledujicimi vysledky:

Typ vzorku Pocet analyzovanych vzorkt
2 normalni alely (do 45 or 55 CGG repetic) 7
1 premutované alelye (45 or 55-200 CGG repetic) 18
1 expandovane alely (>200 CGG repetic) 9
Celkovy pocet analyzovanych vzorkt 34

B

VSechny vysledky se shodovaly s pfedchozimi dostupnymi informacemi o téchto vzorcich, které byly
drive analyzovany rutinni metodou zdrojové laboratore.

=» Diagnosticka senzitivita.

Souprava Adellgene® Fragile X dokaze prifadit pocCet tripletovych repetic CGG az do 200. To
umoznuje klasifikovat alely pritomné ve vzorku jedince jako zdravé (do 45 nebo 55 CCG),
premutované (45 nebo 55 az 200 CGG) nebo expandované (>200 CGG).

=» Piesnost

Interference

V existujici literature je popsana rada latek, které mohou byt pfitomny v periferni krvi a které mohou
potencialne interferovat pfi PCR a inhibovat aktivitu polymerazy. Proto pfed provedenim testu
doporucujeme posoudit Cistotu DNA. VétSina standardnich extrakénich metod umozriuje tyto latky
vyloucit, a proto pred provedenim testu doporuCujeme rovnéz validovat pouzitou extrakéni metodu.

Pravdivost

Presnost poctu vypoctenych repetic byla stanovena porovnanim velikosti ziskanych technikou
Sangerova sekvenovani s touto soupravou. Byla tak stanovena prijatelna variabilita +1 repetice pro

zdravé alely a +3 pro alely, které obsahuji 50-200 opakovani.

13 - Omezeni postupu

Tato sada dokéaze kvantifikovat vSechny alely az do 200 repetic CGG.

Mutace (bodové mutace, inzerce, delece) v komplementarnich oblastech k sekvenci primert jsou
mozné a mohou vést k nedostatecnému urceni alely. K rozliSeni téchto alel maze byt zapotrebi
jinych technologii.

VS8echna doporuceni uvedena v tomto dokumentu by méla byt peclivé dodrzovana. Jakekoli
provedeni, které témto pokyndm neodpovidaji, mohou vést ke Spatnym vysledkdm.
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Nepouzivejte soupravu, pokud existuje podezifeni na moznou ztratu reaktivity, kontaminaci,
poskozeni vnéjsi krabiCky nebo jakykoli jiny pripad, ktery by mohl ovlivnit vykon soupravy.

Veskera manipulace s Cinidly Adellgene® musi byt provadéna v souladu s obecnou spravnou
laboratorni praxi a musi byt pfizplsobena mistnim predpistim.

Nemichejte komponenty z jinych souprav nebo Cisel Sarzi.

Nepouzivejte soupravu po uplynuti doby pouzitelnosti. Proslé reagencie likvidujte v souladu
s platnymi predpisy.

Termocykler musi byt kalibrovan podle doporuceni vyrobce a mél by byt pouzivan v souladu
s pokyny vyrobce.

Udaje a interpretaci vysledkd by mél revidovat kvalifikovany personal.

Tento vyrobek je pomocnym nastrojem pro diagnostiku pacientl s podezfenim na poruchy
souvisejici s genem FMR1. Tyto vysledky pouzivejte ve spojeni s klinickymi udaji a vysledky dalSich
testl provedenych u pacienta.

14 - Pravodce problémy

=» PCR negativni kontrola je pozitivni

Kontaminace Primer mixu

o] Opakuijte experiment s novymi alikvoty Primer mixu, Polymerase mixu/ vody

0 S komponenty zachazejte podle bézné doporuCované praxe, aby
nedochazelo ke kontaminacim.

0 Ovérte podminky skladovani a manipulace

o] Zlikvidujte kontaminované reagencie

Kontaminace pre-PCR prostoru

o] Ovérte vSechna opatreni v prostoru pre-PCR .
0 Overte mozné problémy kontaminace v jinych metodach PCR
0 Ovérte vlastnosti pouzivaného spotrebniho materialu (zkumavky, pipetovaci
Spicky)
Chyby pipetovani
o] Ovérte, ze vzorky odpovidaji pracovnimu protokolu.

=» Nespravna velikost nebo poéet bandt

Pouzita nespravna souprava
0 Oveérte, zda pouzivate odpovidajici soupravu
Nespravny program termocykleru
o} Ovérte nastaveni termocykleru
Nespravna velikost standardu pro kapilarni elektroforézu nebo chybné detekce piku
0 Ovérte Ze pouzity standard je spravny
PCR — kontaminace
0 Ovérte negativni kontrolu. Pokracujte podle protokolu pro dekontaminaci
anebo opakujte PCR abyste identifikovali plvod kontaminace.

Nespravné nastaveni genetického analyzatoru
0 Overte modul analyzatoru
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=>» Slaby signal elektroforeogramu

Slaby produkt PCR
0 Oveérte konocentraci DNA oudle doporucenych hodnor pro tento test
o] Vyhybejte se pouzivani plné krve , ktera obsahuje heparin. Pokud je treba,
opakujte extrakci DNA a PCR .
Nedostatecné mnozstvi DNA aplikovano do DNA analyzatoru
o] Nestavte spravne mnozstvi produktu.
Nedostate¢né mnozstvi pridané smési primerd a/nebo smési polymerazy nebo nedostatecné
promichani slozek PCR.
0 Opakujte PCR a ujistéte se, ze vsechny slozky byly spravné smichany a bylo
pridano spravné mnozstvi.
Taqg polymeraza ztratila aktivitu
0 Zkontrolujte aktivitu polymerazové smési.
0 Opakuijte s novou lahvi¢kou Polymerase Mix.
Degradace soupravy
0 Zkontrolujte, zda byla souprava skladovana v souladu s pokyny vyrobce.
o] Nezmrazujte/rozmrazujte reagencie vice nez dvakrat.
o] V pfipadé potreby pfipravte alikvoty reagencii.
o] Opakujte analyzu s Cerstvou davkou &inidel.

=>» Vysoka intenzita fluorescence

Prilis mnoho PCR produktu
0 Oveérte gel. Zredte PCR produkt.

Nespravné nastaveni genetického analyzatoru
0 Viz dale

Chyba pipetovani
o] Ovérte, Ze je prfidany spravny objem v kazdé jamce.
=>» Vysoké pozadi (zahlcena zéakladni linie)

Kontaminace PCR t
o] Viz vyse
Spatna kvalita PCR produktu
0 Viz vyse
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16 - Upozornéni pro zakaznika

Tento produkt byl vyvinut pro diagnostické ucely in vitro.

Pokud je souprava pouzivana na uzemi kteréhokoli ¢lenského statu Evropské unie a pokud dojde
k zavaznému incidentu v souvislosti s pouzitim soupravy, musi to uzivatel nahlasit vyrobci
(regulatory@bdrdiagnostics.com) a prisluSnému organu své zeme a/nebo zemi pacienta. Hlaseni
zavaznych incidentl pro vSechny ostatni zemeé musi byt provedeno v souladu s mistnimi
pozadavky pro kazdou zemi.

® Vyrobky spolecnosti Blackhills Diagnostic Resources S.L.U. by nemély byt dale prodavany,
upravovany za Ucelem dalsiho prodeje nebo pouzivany k vyrobé jinych komerc¢nich vyrobkl bez
pisemného souhlasu spole¢nosti Blackhills Diagnostic Resources S.L.U.

® Vsechny informace obsazené v tomto dokumentu mohou doznat zmén bez predchoziho
upozorneéni. Spole¢nost Blackhills Diagnostic Resources S.L.U. nenese zadnou odpovednost za
pripadné chyby v dokumentu. Tento dokument je povazovan za uplny a presny v dobé jeho
zvefejnéni. Spole¢nost Blackhills Diagnostic Resources S.L.U. v zadném pfipadé nenese
odpovédnost za nahodné, zvlastni, vicenasobné nebo odvozené Skody vzniklé v disledku pouziti
tohoto dokumentu.ento vyrobek je urcen pro in vitro diagnostické pouziti.

® Zakoupeni tohoto vyrobku dava kupujicimu pravo na pouziti jistych patentd firmy ROCHE,
potfebnych pro provadéni vitro diagnostickych sluzeb. Nedava obecny patent nebo jinou licenci
jakéhokoliv druhu nez toto specifické pravo pouziti.

® FAM ™ g ROX ™ jsou obchodni znamky firmy Life Technologies Corporation

® ROX ™ a FAM ™ mohou byt pokryty jednim nebo vice patenty vliastnénymi firmou Applied
Biosystems, LLC. Kupni cena tohoto vyrobku zahrnuje omezena prava , ktera nejsou prenosna.

® ADELLGENE je obchodni znamka firmy BLACKHILLS DIAGNOSTIC RESOURCES, S.L.U

17 — Kontrola zmén

Verze Popis zmény

Rev. 02 Oprava chyb v psani a prekladu. Nové oddily: Presnost, Informace
pro bezpecnost, Kontrola zmén a Vysvétleni symboll pouzitych na
etiketach. Informace tykajici se urCeného uzivatele a urCeného
pacienta. Novy format dokumentu.
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18 — Vysvétleni symboll pouzitych na stitku

IVD In vitro diagnosticky prostredeki g Datum expirace

Obsah staci pro <n> testl

REF Katalogové &islo

Chrante pred sluncem

LOT Cislo sarze u Vyrobce
Z2AN

/ﬂ/ Teplotni omezeni

k:DHTHDL + E]B Prostuduite si elektronicky

Pozitivni kontrola navod k pousit

Tento vyrobek splfiuje pozadavky Evropské Direktivy 98/79/EC pro in vitro
diagnostické zdravotnické prostfedky
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