Adellgene®

Fragile X

Kit pro stanoveni poctu CGG tripletovych repetic
v genu FMR1 fragmentacni analyzou

oy

Blackhills Diagnostic Resources S.L.U
Camino del Pilon 86, Casa 7, Local 50011 - www.bdrdiagnostics.com
Zaragoza (Spanélsko)

Rev. 05 - 2024/09/19

CE..

Kat. & UDI-DI

Skladovani:




B

Adellgene”

Fragile X

Obsah

1-
2 -

INformace Pro BeZPECNOSL ...........ccovumvsivsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 2
ZOAMYSLIENE POUZILI ...eveoveesersirsissirssrsssssssissessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 2
SArNULi O VYSVELLONI .....cocovvrivirsissisississsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssens 3
ZASAAY POSEUPU ....ooovecersirsississirssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 4
OBSAN SOUPIAVY ....ovoiesississssssssssssssmsssssssssssssssssssssssssssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 5
SRIAAOVANT SOUPIFAVY .......covesirsississsssssssssssssssssmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 5
PozZadované ale nedodavané materialy ..., 6
OdbEér A PFPIrAVA VZOTRU .......cvuensessessisississsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 7
NGQVOA R POUZILi.c...oorvseriirsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 7
VysledRy a iNterPretace ..........mmmssssssssssssssssssssssssssssssnss 10
KoNtrola RVALILY..........ccocovcvmevisimssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssens 16
Specifiché operacni UAQJe...........cuiimmmsssmssssssssssssssssssssssssssssssasss 17
OMEZENI POSEUPU......oeeiesirsississsissssississsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasss 20
Priivodce odstranovVANim POLIZi.........cummssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 21
BibliOGIaffi@......ocovcnsensessesirsississsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 23
Upozornéni pro RUPUJICINO ............ccccsvssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 24
RUZEIU ZINBN oo eeereessesesmsessssesseseesessssesssssssesmssessssssssessassssssasssesesasessssnns 25
Symboly pouzité pri OZNACOVANI .........ccvvmcvsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 25

Adellgene®Fragile X



B

1 - Informace pro bezpecnost

Prectéte si prosim pozorné tento navod k pouziti a pfi pouzivani této IVD soupravy se jim ridte.

Tuto soupravu IVD by méli pouzivat odbornici s rozsahlymi zkusenostmi s analyzou DNA a
interpretaci genetickych vysledku.

V pripade jakychkoli pochybnosti tykajicich se popisu testovaci metody se poradte
s vyrobcem. Kontaktujte nas telefonicky na Cisle +34 976 094 603 nebo na e-mailove adrese
customersupport@bdrdiagnostics.com.

Tato IVD souprava ma omezenou trvanlivost. Pred pouzitim se ujistéte, ze souprava
neprekrocCila datum exspirace, protoze Cinidla by se mohla degradovat a generovat chybné
vysledky. Reagencie s proslou dobou pouzitelnosti zlikvidujte v souladu s platnymi predpisy.

Kontaminace vzorku nebo cinidla mize vést k nespravnym vysledkiim. Budte opatrni béhem
procesu extrakce DNA a manipulace s Cinidly a vzorky.

Tato sada je nachylna k poskozeni béhem prepravy nebo skladovani. Soupravu nepouzivejte,
pokud existuje podezreni, ze byla poskozena béhem prepravy. Peclivé dodrzujte podminky
skladovani popsané na etiketé a v navodu k pouziti.

Ujistete se, ze s odpady je nakladano v souladu s mistnimi predpisy. Nespravné nakladani
s timto odpadem muze vést ke znecisténi zivotniho prostredi.

Toxikologicke vlastnosti soupravy nebyly studovany do hloubky, proto se doporucuje vyhnout
se kontaktu s kuzi a sliznicemi. Nepolykejte. Bezpecnostni listy (MSDS) jsou zakaznikiim
k dispozici na vyzadani a na webovych strankach vyrobce.

Ujistete se, ze je souprava vhodna pro analyzu pozadovanou lekarem/ekarem.

2 - Zamysleneée pouziti

Adellgene® Fragile X je poloautomaticka diagnosticka souprava in vitro pro pouZziti v klinickych
laboratofich umoznujici  kvantitativni  stanoveni poctu tripletovych CGG repetic v 5
neprekladane oblasti genu pro mentalni retardaci fragilniho X ("Fragile X mental retardation-
1", FMR1; nebo FXS), slouzici jako pomUcka pfi klinické diagnostice onemocnéni spojenych se
syndromem fragilniho X, syndromem fragilniho X-asociovaného tresu/ataxie (FXTAS) a
primarni ovarialni nedostatecnosti spojené s fragilnim X (FXPOL).

Souprava umoznuje kvantifikaci velikosti zdravych, intermediarnich, premutantnich a
expandovanych alel o velikosti mensi nez 200 repetic. Expanze vice nez 200 repetic lze
detekovat, ale ne kvantifikovat.

Postup je zalozen na amplifikaci genomoveé DNA, extrahované z plné krve a/nebo bukalniho
vytéru, pomoci Triplet Repeat Primed polymerazové retézové reakce (TP-PCR)
s fluorescencnimi primery, nasledné analyze velikosti amplifikovanych fluorescencnich
fragmentl v kapilarnim sekvenatoru a prepoctu velikosti fragmentu na odpovidajici pocet
repetic.

Pacient doporuceny prislusnym zdravotnickym specialistou (napf. neurologem) muze byt
podroben tomuto urceni, s prihlédnutim ke slucitelnosti prezentovanych symptomu (zejména
pro FXS: opozdéni vyvoje, mentalni postizeni, charakteristicke kraniofacialni rysy, porucha
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autistického spektra, hyperaktivni a/nebo impulzivhi chovani; pro FXTAS: pozdni nastup,
progresivhi mozecCkova ataxie a/nebo zamerny tres; a pro FXPOI  hypergonadotropni
hypogonadismus pred dosazenim véku 40 let) a/nebo rodinnd anamnéza.

Zamyslenym uzivatelem této soupravy je technicky personal vyskoleny a kvalifikovany
k provadeni protokolu popsaneho v navodu k pourziti a interpretaci jeho vysledku.

3 - Shrnuti a vysvetleni

Syndrom fragilniho X (FXS, OMIM #300624) je onemocnéni vazane na X zalozené hlavné na
genomove expanzi tripletu nukleotidd CGG (cytosin-guanin-guanin), ktery se nachazi v 5'
neprekladane oblasti genu Fragile X Mental Retardation 1 (FMR1) na chromozomu Xg27, a
aberantniho methylacniho stavu promotoru genu (obr. 1)~

Na zakladé poctu triolovych repetic lze stanovit Ctyri kategorie:

Zdravé alely: méné nez 45 repetic CGG bez metylace promotoru genu. Nejbéznégjsi
alely obsahuji 29 nebo 30 repetic. *

Alely stredni nebo Sede zony: od 45 do 54 repetic CGG. Alely v tomto rozmezi nejsou
spojeny s FXS a lze je povazovat za normalni. Nebylo pozorovano, ze by intermediarni
alely expandovaly do plné mutace v jedné generaci, i kdyz byly popsany velmi vzacne
pfipady expanze na premutaci. *?

Premutacni alely: od 55 do 200 repetic CGG, bez aberantni metylace. V tomto pripadé
jsou jedinci asymptomaticti pro poruchy spojené s FXS, ale mohou byt spojeny se
dvéma klinickymi poruchami: Tres/ataxie spojena se syndromem fragilniho X (FXTAS)
a fragilni X-spojena s primarni ovarialni insuficienci (FXPOI), jejiz zavaznost zavisi na
stavu methylace promotoru 34 Odhaduje se, ze prevalence v obecné populaci je 1 z
kazdych 130-250 zen a 1 z kazdych 250-810 muz(® Premutacni alely jsou navic
nestabilni a mohou se zvetsovat beéhem prenosu matky na potomky, coz vede k uplne
mutaci.®

Uplné mutaéni alely: vice nez 200 repetic CGG, s aberantni hypermetylaci promotoru
genu. Tento genotyp vede k potlaceni genové exprese v lidském mozku, coz je spojeno
s mentalni retardaci, autismem a duSevnimi a emocionalnimi zménami. Pacienti s
rozsirenymi alelami vykazuji napadny fenotyp skladajici se z velkych usi a
prodlouzeného oblicejel. Zavaznost kognitivniho poskozeni u pacientll s FXS neni
spojena s velikosti plné mutace, ale méni se se stavem metylace.”

Mnoho alel FMR1 obsahuje rozptylené AGG sekvence mezi repeticemi CGG. Predpoklada se,
ze tyto inzerce mohou propujcit stabilitu DNA a snizit riziko expanze tripletovych repetic
v dalsi generaci. Proto je pravdépodobnost expanze repetic CGG u potomkd vyssi, pokud
matka nevykazuje AGG inzerce v alele FMR1. ©®
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Obrazek 1. Zobrazeni typu genu FMR1 a jejich produkce v zavislosti na stupni mutace.
Prevzato z odkazu 11.

4 - Zasady postupu

Tento test je zalozen na kapilarni sekvencni analyze velikosti fluorescencnich fragmentt
ziskanych technologii Triplet-Repeat PCR (TP-PCR).

Pro amplifikaci TP-PCR se pouziva:

Par primerl pro amplifikaci fragmentu genu FMR1 se zajimavymi repeticemi triplett
CGG. Jeden ze primerl tohoto paru je na 5' konci oznacen fluoroforem FAM,

Treti komplementarni primer s tripletovou sekvenci CGG.

Reakce TP-PCR generuje v zavislosti na repeticich v analyzované DNA amplifikované
fragmenty rlznych velikosti znacene FAM. Tyto fragmenty jsou nasledné separovany podle
sve velikosti v pristroji pro kapilarni elektroforézu (CE). Kapilarni elektroforézni analyza
produktd TP-PCR generuje:

Alelové specifickeé piky maji byt identifikovany a prevedeny na pocet repetic CGG
pomoci korekenich faktord pro velikost (co) @ mobilitu (mo).

Primované piky CGG repetic, ("stutter’ peak pattern) odpovidaji jednotlivym PCR
amplikonim z kazdé kombinace komplementarnino primeru s reverznim primerem.
Tyto piky jsou od sebe vzdaleny 3 pary bazi.

Komplementarni primer s tripletovou sekvenci CGG se nehybridizuje s prerusenimi
AGG. Pritomnost preruseni AGG vytvari ostré poklesy (propady) v intenzité vzoru
‘zadrhavani'.

Adellgene®Fragile X
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Obrazek 1. Elektroferogram ziskany pomoci soupravy Adellgene® Fragile X

Timto testem je mozné nasledujici

Detekce a urceni velikosti alel s méné nez 200 repeticemi CGG.

Detekce alel s vice nez 200 CGG repeticemi, ale neurceni jejich velikosti. Tyto alely
by mély byt identifikovany jako >200 CGG repetic.

Odvodi pocet preruseni AGG z profilu repetic CGG.

5 - Obsah soupravy

>

AD-FMR1-PM: 1 lahvicka x 250 pl Primer Mix - modry uzaver

AD-FMR1-MM: 1 lahvicka x 200 ul Master Mix - Cervené vicko

AD-FMR1-C+: 1 lahvicka x 15 pl Positive Control- zelené vicko

AD-RB: 1 lahvicka x 100 ul Reaction Blank- pruhledny uzaveér

AD-RED-X: 1 l[ahvicka x 25 pyL Red 1000 Size Ladder- nepruhledna hnéda lahvicka

AD-FMR1-PML: 1 lahvicka x 1000 pl Primer Mix - modry uzaver

AD-FMR1-MML.: 1 lahvicka x 800 ul Master Mix - Cervené vicko

AD-FMR1-C+: 1 lahvicka x 15 pl Positive Control- zelené vicko

AD-RB: 1 lahvicka x 100 pl Reaction Blank- pruhledny uzavér

AD-RED-L.: 1 lahvicka x 100 pL Red 1000 Size Ladder- neprihledna hnéda lahvicka

6 - Skladovani soupravy

VSechny soucasti soupravy by mély byt po obdrzeni skladovany v teploté -30 °C az -18 °C,
s vyjimkou komponent AD-RED-X/L, které by mély byt po prvnim pouziti skladovany pri 4°C.
Za téchto podminek si souprava zachovava svou funkcnost az do data expirace uvedeneho

na stitku.

Neprovadeéjte vice nez 3 cykly zmrazeni/rozmrazeni na lahvickach patricich k soupravée,
protoze to muze snizit citlivost testu a ovlivnit vysledky. Pokud ma byt test proveden na malem

Adellgene®Fragile X



poctu vzorkud, doporucuje se rozdeélit slozky na pomérne casti (alikvoty), aby se snizil pocet
cykld zmrazeni/rozmrazeni.

Vzhledem k fotosenzitivni povaze cCinidla se vyhnéte trvalemu vystaveni svétlu.

7 - Pozadované ale nedodavané materialy

2>

Jednorazove rukavice
Laboratorni plast

Spicky s filtrem (P1000, P20, P2)

1,5 ml autoklavovaneé zkumavky

PCR desticky/zkumavky kompatibilni s pouzitym pristrojem s odpovidajicimi
uzavery/kryty.

Polymer POP-7 (odkaz: 4363785, Applied Biosystems™), Spectrum Compact
Polymer7 (odkaz: CE237A, Promega™) nebo ekvivalentni

Vysoce deionizovany (Hi-Di) formamid (odkaz: 4311320, Applied Biosystems™)
nebo ekvivalentni

Virovy mixer (Vortex)

Odstredivka na desticky/zkumavky na PCR

Mikropipety (P1000, P20, P2)

Spektrofotometr Nanodrop 1000 (Thermo Scientific™) nebo ekvivalentni
Termocyklery. Validovano bylo nasledujici vybaveni:

o VeritiPro™ a VeritiFlex™ Thermal Cycler, 96-Well, Applied Biosystems™

o Biometra Analytik Jena T Profesionalni termocykler PCR W/ /Module g6 070-
o1

Pristroje pro kapilarni elektroforezu. Validovany byly nasledujici pristroje:

o Propolymer POP-7.

= 3130xl Geneticky analyzator, Applied Biosystems™ (%)

= 3500xl Geneticky analyzator, Applied Biosystems™ (%)
o Pro polymer POP-1.

= Geneticky analyzator SeqStudio, Applied Biosystems™
o Pro kompaktni polymer Spectrum7:

= Spectrum Compact CE system, Promega™ (")

(") Zarizeni musi byt kalibrovano pro fluorofory FAM a ROX (DS-30 Matrix Standard kit, Dye Set D, 4345827
ThermoFisher; nebo ekvivalent).

Adellgene®Fragile X



8 - Odbeér a priprava vzorku

Vzorky musi byt odebrany v souladu s havodem k pouziti pouzitého prostredku (heni soucasti
sady) a odpovidajicimi narodnimi a mezinarodnimi smérnicemi.

Tento test by mél byt proveden s genomovou DNA extrahovanou z bukalniho vytéru nebo
plnou krvi odebranou ze zkumavek s EDTA antikoagulanciem nebo citratem (viz bod 12).

Tato technika je kompatibilni s nekolika systémy extrakce DNA. Byly testovany néktere
potencialné rusive latky, které by mohly ovlivnit vysledky (viz bod 12). Pred vydanim vysledku
pro diagnostickeé ucely musi byt provedena validacni zkouska pouzitou extrakéni metodou.

POZOR!

0 Vsechny biologické vzorky by mély byt povazovany za potencialné infekcni. Pri
- manipulaci s nimi je treba dodrzovat odpovidajici zakladni a obecna opatreni.

v

9 - Navod k pouziti

2>

Doporucuje se zkontrolovat koncentraci (absorbance pfi 260 nm) a cCistotu (absorbancni
pomér 260/280 nm a A260/230) vstupni DNA pomoci spektrofotometru. Vzorky musi
splnovat hodnoty A260/280 > 1.8 a A260/230 > 1.3. Vzorky s hodnotami pomeérd nizSimi nez
stanovené hodnoty musi byt znovu extrahovany.

Pro optimalni vykon se doporucuje upravit pocatecni koncentraci DNA na 16 ng/pl.

>
POZOR!
Definujte pracovni prostory pred a po PCR, ktere by mély byt oddéleny, aby
- se snizilo riziko kontaminace. Pripravte si amplifikacni reakci v pre-PCR
oblasti.

Noste jednorazovy laboratorni plast a rukavice.

Pracujte na ledu nebo na studené podlozce. Minimalizuje se doba, ktera
uplyne mezi pripravou reakce a zahajenim zkousky.

Doporucuje se, aby do kazdeho behu byly prilozeny Reaction Blank
(negativni kontrola) Positive Control (pozitivni kontrola) dodavané se
soupravou.

1. Pred zahajenim testu rozmrazte lahvicky Primer Mix (PM), Master Mix (MM), Reaction
Blank (RB) a Positive Control (C+). Vortexujte PM lahvicku a jemné promichejte MM
lahvicku. Kratce odstredte, aby se cely objem shromazdil na dné lahvicek.

2. Pronvzorkl (+10 % prebytek) pripravte nasledujici reakéni smés:

B Adellgene®Fragile X



Objem na vzorek (ul)

Master Mix 8
Primer Mix 10

Dobre promichejte a kratce odstredte, aby se veskery obsah ulozil ha dno zkumavek.
3. Pridejte 18 ul reakéni smési do kazdeé zkumavky/jamky na PCR desticce.

4. Do kazdé zkumavky/jamky pridejte 2 ul DNA (doporucena koncentrace 16 ng/ul), RB
nebo C+.

5. Zkumavky uzavrete nebo utésnéte desticku PCR pomoci vhodného tésnéni, kratce
promichejte a odstredte, aby se cely objem nanesl na dno jamky.

6. Nakonfigurujte amplifikacni program, jak je uvedeno v nasledujici casti.

1. Zvolte teplotni ramec termocykleru v rozsahu 3 az 3,9°C/s.

2. Nastavte nasledujici amplifikacni program:

1 08 05:00
99 00:45
5 62 00:45
68 04:00 + 20 s navic v kazdem cyklu
99 00:45
25 64 00:45
68 04:00 + 20 s navic v kazdem cyklu
1 72 30.00
1 4 P

3. Umistete zkumavky/desticku do termocykleru a spustte test.
Po amplifikaci pokracCujte pripravou vzorku pro kapilarni elektroforéezu. Pokud nepokracujete

primo se sekvenovanim, skladujte PCR produkty pfi 4°C po dobu maximalné 1 tydne nebo pri
-20°C po delsi dobu.

&DR Adellgene® Fragile X



OPATRNE!

o S formamidem by se mélo zachazet s extrémni opatrnosti, protoze mize zpUsobit
podrazdéni klize, dychacich cest a oci. Vyhnéte se vdechovani jeho par tim, ze s
nimi budete manipulovat v dostatecné vétranych digestorich.

1. Rozmrazte formamid. Rozmrazte AD-RED-X/L, pokud jej pouzivate poprve. Pokud to
neni poprve, vyjméte toto Cinidlo z chladnicky. Pred pouzitim zkumavky promichejte
a odstredte.

2. Pronvzorkl + 10% prebytek pripravte nasledujici reakéni smés:

Objem na vzorek (pl)

Hi-Di™ formamid 11
AD-RED-X/L 1
Celkovy objem 12

Smeés se homogenizuje a kratce se odstreduje tak, aby byl cely objem na dné
zkumavky.

3. Pridejte 12 pl smési do kazde jamky CE desticky.

4. Pridejte 2 pl amplifikacniho produktu a 5 krat promichejte pipetou, aby bylo zajisténo
dudkladné promichani.

5. Elektroforézni desticka se uzavie vhodnym krytem a kratce se odstreduje, aby se
zajistilo, ze cely objem bude ulozen na dné jamky. Zkontrolujte, zda na ném nejsou
zadne bubliny.

6. Vlozte desticku do termocykleru a nastavte nasledujici denaturacni program:

Pocet cyklu Teplota (°C)

1 95 05:00
1 4 05:00
1 4 o

7. Jakmile je denaturace dokoncena, udrzujte desticku pri 4°C chranénou pred svetlem,
dokud nebude vstfikovana do pristroje pro kapilarni elektroforézu. Za téchto
podminek je pripravek stabilni az 24 hodin.

1. Pri konfiguraci ziskavani dat postupujte podle pokynu vyrobce pristroje. Pristroj musi
byt kalibrovan pro detekci fluorofort FAM a ROX.

Adellgene®Fragile X



2. Jako z&kladni protokol pouzijte vychozi pracovni modul Fragment Analysis pro
konkréetni polymer a déelku kapilary pristroje.

3. Prizpusobte podminky vstfikovani a dobu chodu konkrétnim pristrojum, kde bude
analyza provadéna. Intenzita pikl se lisSi mimo jiné v zavislosti na vstupni koncentraci
gDNA, tepelném cykleru a teplotni rychlosti pouzité béhem kroku zesileni, stejné jako
na pristroji pro kapilarni elektroforézu. V nasledujici tabulce jsou uvedena nastaveni
pouzita k dosazeni hodnot uvedenych v casti 12;

Kapilarni sekvenator

Parametry _ S
SeqStudio C
ompact

Provozni napeti 15.0 kV 15.0 kV 7000 V 14.0 kV
Doba béhu 2800 s 2600 s 2300 s 6000 s
Vstrikovaci napéti 2.5 kV 2.5 kV 2500 V 4.0 kV
Doba vstrikovani 30s 20s 20s 20s
Teplota pece 60°C 60°C - 60°C
Poly Fill Vol. 7300 kroky - - -
Stabilita proudu 5.0 pA - - -
Predprovozni napeti 15.0 kV 15.0 kV - -
Doba pred spustenim 180 s 180 s - -
Napéti Pocet krokl 20 nK - - -
Interval kroku napéti 15s = - -
Doba zpozdéni dat 60 s 60s - -

Predchozi nastaveni jsou saturacni podminky zamérené na dosazeni citlive detekce
mutovanych alel s vyssivelikosti. Za téchto podminek by se piky specificke pro wild-type alelu
s mensi velikosti mohly jevit jako nasycené, coz mize branit jejich pfesnemu urceni. V téchto
pripadech se doporucuje zkratit dobu injekce o 50 % az 75 %, dokud se hodnoty intenzit pikd
wild-type alely neupravi podle pouzitého nastroje pro kapilarni elektroforezu.

2>

VSechny odpadni produkty musi byt zlikvidovany v souladu s mistnimi predpisy.

10 - Vysledky a interpretace

4

Analyza vysledkll se provadi pomoci specifického softwaru pouzitého kapilarniho
sekvenatoru podle navodu vyrobce k pouziti.

&DR Adellgene® Fragile X
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Vysledky spusteni kapilarni elektroforézy (soubory *.fsa) je nutné importovat do analytickeho
softwaru, jako je GeneMapper™ nebo ekvivalentni. Vysledky by mély byt analyzovany
v souladu s navodem k pouziti vyrobce softwaru a v souladu s metodou analyzy a konfiguraci
sady znacek velikosti pro Adellgene® Fragile X. Pouziti paneld s rozsahy repetic stanovenymi
na zakladé GeneReviews®iError! No se encuentra el origen de la referencia. a na hodnotach
Co @ M, ziskanych v nasich instalacich mize usnadnit prezentaci vysledkud. Tyto soubory jsou
k dispozici na vyzadani z e-mailove adresy customersupport@bdrdiagnostics.com.

Pritomnost markeru molekulové hmotnosti

Aby bylo mozné provest spravne urceni velikosti alel, je nezbytneé pridat marker molekulove
hmotnosti (AD-RED-X/L) do vsech jamek, ktere budou analyzovany v kapilarnim sekvenatoru.
Piky odpovidajici markeru molekulové hmotnosti by tedy mély byt detekovany ve vSech
analyzovanych vzorcich veetné pozitivni kontroly a slepé reakce (Positive Control a Reaction
Blank).

Elektroferogram ROX kanalu vsech testovanych jamek by mél ukazovat 23 pikl (od 50 do 1000
bp) od markeru molekulove hmotnosti. Velikost pikl je nasledujici: 50, 75, 100, 125, 150, 200,
250, 300, 350, 400, 450, 475, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950 a 1000 zakladnich
paru.

Pred identifikaci pikd je nutné zkontrolovat, zda se marker molekulové hmotnosti chova podle

oCekavani ve vsech analyzovanych vzorcich. 23 pikl musi byt detekovano a oznaceno
spravng, jak je znazornéno na nasledujicim obrazku.
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Obradzek 2. PiRy znacRy AD-RED-X/L

V nékterych pripadech lze pozorovat spektralni presah PCR produktu v ROX kanalu, ktery se
objevuje mezi piky velikostniho markeru. Existence tohoto piku by neméla byt v rozporu
s algoritmem kalibrace velikosti analytickeho softwaru. Pokud presahuje, odznacte tento pik
a rucne opravte pfirazeni pikl znacky.

Adellgene®Fragile X
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Obrazek 3. Piky markeru AD-RED-X/L se spektralnim prekryvem PCR
Jamky, které maji méné nez 23 pikl velikosti markeru, by mély byt z analyzy vylouceny a znovu
testovany.

Jakmile je ovéreno spravné chovani markeru molekulové hmotnosti kazdého vzorku,
pokracuje se vizualizaci a vybérem pikl na elektroferogramech, jak je uvedeno nize.

Vizualizace TP-PCR reakce

Po CE by mély byt v kanalu FAM pozorovany signaly z amplifikovanych fragmentu
generovanych reakci TP-PCR:

Alelové specificke piky by mély prekrocit hodnoty intenzity uvedené v nasledujici

tabulce:
Kapilarni sekvenator Mezni hodnota (RFU)

3130xl 50
SeqStudio 175
3500xL 175
Spektrum Compact 175

Vzory "koktani" naznacuji pritomnost repetic CGG. Intenzita fluorescence vzoru
‘stutter” mize byt nizsi nez intenzity stanovené pro piky specifickeé pro alely, jak je
podrobné uvedeno v nasleduijici tabulce:

Adellgene®Fragile X 12
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Kapilarni Mezni hodnota (RFU)
sekvenatorer

3130xl
SeqgStudio
3500xL

Spektrum Compact

10

50

50

50

Typicke elektroforeticke vzory pro TP-PCR reakci jsou znazornény na nasledujicich obrazcich.

" Produkt 1]
spemﬁcky pro ‘

|
\
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ObrazeR 4. Elektroferogramy odpovidajici vzorku se dvema alelami divokeho typu (vlevo) a vzorku s jednou alelou divokého

Produkt specificky

pro alelu
&
“u
Opakovany produkt CGG |‘|
~“ |

typu a druhou mutovanou alelou s >200 CGG (vpravo) ziskané pomoci soupravy Adellgene® Fragile X

2>

Tvar alelove specifickych pikt zavisi na jejich poloze v elektroferogramu. Proto je pro

identifikaci téchto piku treba vzit v uvahu jejich velikost.

0 VAROVANI!

Tato sada je navrzena tak, aby detekovala mutované alely, které jsou vétsi nez

alely divokeho typu. Z tohoto dlvodu se intenzita fluorescence alel divokého
typu muze jevit jako nasycena. V téchto pripadech mize byt pro spravné
prifazeni velikosti nasycenych pikd nutné znovu analyzovat v kapilarnim
sekvenatoru amplifikovany produkt po zredéni vodou v pomeéru 1:100 za pouziti
vySe popsanych podminek vstrikovani nebo znovu analyzovat v kapilarnim
sekvenatoru plvodné pripravenou smes zkracenim doby vstrikovani o 50 % az

75 %.

Piky alel s nizkym poctem repetic se objevuiji v leve Casti elektroferogramu jako piky s vysokou
fluorescencni intenzitou (nasycené), kterym predchazeji piky nizsi intenzity. Alelove specificky
pik je povazovan za nejvyssi pik skupiny pikl, obvykle vrchol zcela vpravo. V pripadé vzorkl s
alelami, které se liSi v nékolika repeticich, jsou pozorovany dva piky podobné intenzity, kterym
predchazeji piky nizsi intenzity. Vyberte dva intenzivnéjsi vrcholy jako alelové specificke.

Adellgene®Fragile X
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Obradzek 5. Elel?troferograr:n vzorku heterozygota s alelami divokeho typu lisicimi se ve vice nez 1 repetic.

Jak se velikost alel (a pocet repetic) zvysuje, tvar pikil se méni a stava se shlukem nebo shluky
pikl. Alelové specificky signal je doprovazen signalem "stutter” piku od zacatku panelu
k poslednimu shluku pikd. Jako aleloveé specificky pik vyberte nejvyssi vrchol kazdého shluku

pikd.

{
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Obrdzek 6. Elektroferogram premutovanéeho vzorku (<200 repetic CGG) (vlevo)). Signal "stutter” "sekaneého”

Mk

L

piku je pozorovan od zacdtku panelu a dosahne posledniho shluku piku.

Alely s vysokym poctem repetic (>200 CGG) se jevi jako hora naskladanych vrchold. Jako
alelové specificky pik vyberte nejvyssi vrchol. V téchto pripadech by mél byt take pozorovan
,Stutter” "zadrhavajici" vzor pik od zacatku panelu, ktery slabne s rostouci velikosti fragmentu
a ztraci se drive, nez se objevi hora naskladanych vrcholu.

M‘ ' |
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Obrazek 7. Elektroferogram homozygotniho muzskeho vzorku s mutovanymi alelami (>200 reptic CGG).
Na konci panelu je pozorovan pik slozeny z naskladanych piku a odpovidajici mutovane alele. V téchto
pripadech je ‘stutter” "zasekavajici" vzorec vrcholu pozorovan od zacdtku panelu a ztrati se drive, nez se

Adellgene®Fragile X

objevi hora naskladanych vrcholu.
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Pary bazi alelové specifickych pikd by mély byt prevedeny na pocet repetic, jak je uvedeno
v nasledujici ¢asti.

VAROVANI!
0 Piky odpovidajici poctu repetic CGG vetsSimu nez 200 by mély byt kategorizovany
w Jjako repetice >200 CGG, bez ohledu na pocet repetic ziskanych pri vypoctu.

2>

Pary bazi sledovaného piku se ziskaji porovnanim s velikosti fragmentd markerd molekulove
hmotnosti. Fragmenty s repeticemi CGG a fragmenty markeru molekulove hmotnosti maji
riznou mobilitu, takze; Pro spravny prevod pard bazi na pocet repetic je nutné pouzit korekeni
faktory velikosti (C0) a korekéeni faktor mobility (mo). Zakladni pary pikd by mély byt prevedeny
na pocet repetic CGG pomoci nasledujiciho vzorce:

(Part bazi piku — cy)

Pocet tripletovych repetic =
my

VAROVANI!

Hodnoty ¢, a mo se lisi v zavislosti na faktorech, jako je kapilarni sekvencer, délka
kapilary, typ polymeru a provozni podminky. Aby byl zajistén presny odhad poctu
repetic, doporucuje se pred pouzitim soupravy vypocitat specifickeé korekcni
faktory co a mo na zakladé vzorkl se znamym poctem repetic.

Nasledujici tabulka ukazuje hodnoty mo a co vypoctene v nasich zafizenich:

S e

3130xl 3.0233 232.04
SeqgStudio 3,0218 23318
3500xL 3,0281 232,87
Spektrum Compact 3.0317 229.01

Alely pikl, pro které je ziskano cislo vétsi nez 200 repetic, musi byt kategoricky typizovany
Jjako >200 CGG repetic, bez ohledu na jejich polohu na elektroferogramui.

2>

V zavislosti na poctu ziskanych repetic a rozsazich navrzenych v GeneReviews*iError! No se
encuentra el origen de la referencia., alely lze klasifikovat podle nasleduijici tabulky:

Adellgene®Fragile X
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Klasifikace alel Pocet. repetic CGG

Normalni 5-44

Intermediarni

(5eda zona nebo hraniéni) 45-54
Premutace 55-200
Plna mutace >200

Rozsah reportovatelnych repetic CGG je mezi 5 a 200 repeticemi. Nad 200 repetic by mély byt
alely kategoricky prirazeny jako >200 CGG repetic.

11 - Kontrola kvality

Souprava obsahuje Reaction Blank (slepou reakci) a Positive Control (pozitivni kontrolu), ktere
musi byt soucasti kazdého testu. Pokud se kontrolni vzorky chovaji podle ocekavani, je to
zaruka spravneho fungovani kazde reakce.

U jamek se Reaction Blank (slepym vzorkem) by se v ROX kanalu pro marker molekulove
hmotnosti mélo objevit pouze 23 piku.

U elektroferogramu Positive Control (pozitivni kontroly) by mélo byt pritomno 23 pikd v kanalu
ROX z markeru molekulove hmotnosti a dva piky v kanalu FAM ekvivalentni fragmentu 25
repetic a dalSimu fragmentu >200 repetic, jak je znazornéno na nasledujicim obrazku.

Pozitivni kontrola (Positive Control)

w0t

1 |
AT ¥ L

Obrazek 8. Kontrolni elektroferogram pozitivni kontroly (Positive Control) soupravy Adellgene® Fragile X

Pokud se kontrolna vzorky testu chovaji podle ocekavani, pokracujte v interpretaci vysledku
podle pokynu v predchozi ¢asti tohoto dokumentu.

Vysledky jsou povazovany za neplatne a mély by se opakovat, pokud:

Fluorescencni signal je pozorovan v kanalu FAM v jamkach Reaction Blank (slepé
rakce)

Adellgene®Fragile X
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Ocekavané signaly/ocCekavané velikosti nejsou pozorovany v jamkach pro Positive
Control (pozitivni kontrolu).

Nespravne chovani markeru molekulove hmotnosti ROX. Tyto vzorky by meély byt
povazovany za pochybné a musi byt znovu analyzovany.

12 - Specifické operacéni udaje

4

V ramci aktivit zameérenych na stanoveni analyticke specificity byla provedena interni studie
se vzorky genomove DNA, jejichz pocet repetic CGG byl dfive stanoven jinym systémem nez
Adellgene®. Pocet repetic ziskanych pomoci soupravy Adellgene® Fragile X je v naprosté
shodé s repeticemi ziskanymi alternativni metodou, jak je uvedeno v tabulce nize:

o : Pocet . 5
Pocet repetic CGG testovanych alel Shoda vysledku

Normalni (CGGs-44) 151 Ano
Stredni (CGGys-s4) 9 Ano
Premutace (CGGss-200) 41 Ano
Plna mutace (CGGsz00) 9 Ano

"Podle kritérii tolerance stanovenych pro tuto sadu (¢1 repetic pro <57 repetic CGG; £3 repetic CGG mezi
58-120 repeticemi; 5 % 121-200 repetic CGG; NA >200 repetic CGG).

Kromé toho bylo in silico analyzovano zarovnani ruznych primeru proti genomove databazi
DNA. Nebyla detekovana zadna nespecificka usporadani a nebyla hlasena zadna zkrizena
reaktivita s genomovou DNA.

Pritomnost variant ve vazebnych mistech primert mize ovlivnit ziskané vysledky. Synteticke
plazmidy obsahujici nasledujici varianty ve vazebnych mistech primert byly testovany ve
tfech vyhotovenich s touto sadou Adellgene® : rs1405653254, rs1327127886, rs111485627,
rs1557174013 a rs371928026. Pritomnost variant nema vliv na velikost (pary bazi) alelove
specifického piku v pouzitych plazmidech. Pritomnost variant rs1405653254 (C>GT),
rs1327127886 (C>T,A) nebo rs111485627 (G>C) je spojena s vyraznym poklesem fluorescence
alelové specifického piku v pouzitych plazmidech.

Byl take analyzovan vliv nékterych potencialné interferujicich latek na vysledky ziskanée
pomoci této soupravy Adellgene®. Latky byly pridany do genomové DNA, ktera byla nasledné
analyzovana pomoci soupravy. Ztrata rozsifené alely a/nebo ztrata ,stutterkoktaveho”
signalu je pozorovana v pritomnosti nékterych interferujicich latek pfi koncentracich vyssich
nez IC50. Nasledujici tabulka podrobné popisuje hodnoty IC50 nastavené pro tuto sadu:

Adellgene®Fragile X
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Interferujici substance

Hemoglobin 1,12 g/l
Imunoglobulin G 0,47 g/l
FeCl3 0,80 MM
Heparin 10,1 mg/1

Citrat 2,8 mM
K2-EDTA 591 mM

Ethanol 13.97 %
Trazodon 0,25 g/l

Pritomnost potencialné rusivych latek musi byt eliminovana béhem krokl extrakce a cisténi
DNA. Pred vydanim diagnostickych vysledkd ma byt provedena validace metody extrakce a
purifikace.

2>

Mez detekce byla stanovena jako mnozstvi mutovaneé alely (>200 repetic CGG), které muze
byt detekovano v pozadi wild-type alely. Za timto ucelem byly prfipraveny rlizné smési z
mutovaneho vzorku a homozygotniho vzorku divokého typu, s nasledujicim obsahem 50%,
25%, 10%, 5%, 2,56% a 1% v mutované alele a pri zachovani mnozstvi celkové DNA na 32 ng.
Alelove specificky mutovany pik byl pozorovan nad stanovenou mezni hodnotou v pfitomnosti
2,5 % mutovane alely, coz odpovida detekci 0,8 ng mutované alely v pritomnosti 31,2 ng divoke
alely. Detekeni limit, ktery zajistuje robustni a reprodukovatelnou detekci mutovane alely
s vice nez 200 CGG repetic, je stanoven na 5% mutované alely v pfitomnosti 95% wild-type
alely.

Vzorky se znamym poctem repetic byly testovany v celém rozsahu repetic. Minimalni pocet
repetic, které je souprava schopna detekovat, je 5 repetic CGG. Linearita je stanovena mezi 5
a 200 repeticemi. Alely s vice nez 200 repeticemi musi byt kategoricky identifikovany jako
>200 CGG.

Byl proveden sériovy test fedéni (mezi 32 a 1 ng vstupni DNA (")) 2 mutantnich vzorku
(CGG>200). Kazda uroven redéni byla testovana ve trojim vyhotoveni. Minimalni mnozstvi DNA,
které poskytuje presné vysledky, bylo stanoveno na 4 ng.

Vzorky mutantt (CGG>200) byly analyzovany v sériovem redéni, pokryvajici koncentrace mezi
512 a 32 ng (). Adekvatni vykon byl pozorovan v celém rozsahu testované DNA. Pri vyssich
vstupnich koncentracich DNA muze byt pro urceni part bazi pik divokého typu nutné znovu
analyzovat smés v kapilarnim sekvenatoru s pouzitim kratsiho ¢asu vstrikovani. Presnost
tykajici se poctu repetic nebyla ovlivhéna mnozstvim vychozi DNA.

Pro optimalni reakcni vykon se doporucuje pridat do sméesi 32 ng DNA (2 ul DNA pri 16 ng/pb.

Souprava funguje spravné, bez Upravy podminek vstrikovani, v rozmezi koncentraci mezi 20 a
100 ng.

Adellgene®Fragile X
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(") Koncentrace DNA byla mérena spektrofotometrem Nanodrop 1000 (Thermo Scientific).
>

Studie opakovatelnosti spociva v méreni variability v ramci testu analyzou vzorkl s alelami
pokryvajicimi rozsah velikosti, které je souprava schopna detekovat (normalni, premutantni a
mutovane alely). Kazdy vzorek byl analyzovan duplicitné.

Souprava Adellgene® Fragile X vykazovala 100% opakovatelnost.

Studie reprodukovatelnosti umoznuje posoudit variabilitu mezi experimenty, Sarzemi a
pristroji. Do této studie byly zahrnuty vzorky s alelami pokryvajicimi rozsah velikosti, ktere je
souprava schopna detekovat (hormalni, premutantni a mutované alely). Ctyfi $arze Cinidla byly
testovany na dvou rtiznych pristrojich v rznych dnech.

Souprava Adellgene® Fragile X vykazovala 100% reprodukovatelnost.

Blizkost poctu repetic CGG vypocitanych pomoci této soupravy k tém, které byly vypocteny
pomoci referencni Sangerovy metody, byla vyhodnocena ve vzorcich s maximalnim poctem
101 repetic. Vysledky ziskané pomoci této soupravy jsou mezi Sarzemi stabilni a jsou
ekvivalentni vysledkdm ziskanym Sangerovym sekvenovanim.

Presnost vypocteneho poctu repetic zavisi na velikosti a morfologii pikd. Vsechna Cisla repetic
byla ur¢ena pomoci nejvyssiho vrcholu shluku pikd. Presnost z hlediska poctu repetic byla
stanovena v neprospéech Sangerove v rozmezi od 5 do 101 repetic. Mezi 102 a 200 repeticemi
CGG byla presnost porovnavana s poctem jednotlivych pikdl CGG ve vzoru “stutter” koktani.
Pri vyskytu nad 200 repetic CGG by mély byt alely kategoricky identifikovany jako >200. Jsou
stanoveny nasleduijici tolerance;

Pocet opakovani CGG Tolerance v poctu repetic CGG

<57 ohl
58-120 +3
121-200 + 5%
> 200 NA

Kromé toho byla presnost soupravy vyhodnocena testovanim 5 vzorkd z mezinarodniho
standardu WHO pro Syndrom Fragilniho X 1. mezinarodniho genetickeho referencniho panelu
Narodniho institutu pro biologicke standardy a kontrolu (kod NIBSC: 08/158). Kazdy vzorek byl
testovan duplicitné ve Ctyrech sarzich reagencii, pomoci dvou rtiznych nastroju.

. Celkovy o %V
Kategoricky Rada NIBSC Adellgene® CGG vy Celkovy poéet | ogekavané

ID vzorku . pocet .
genotyp CGG repetice testi m rozmezi
. 19-24 22 8
07/120  Zena, wild-type 16 100%
28-33 31 8
5 30-36 34 8
07/122 iz, 105 4 16 100%
premutace 100-132
106 4

&DR Adellgene® Fragile X
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115 7

116 1
> ; 33-41 39 8

07/168 Zena, plna 16 100%
mutace 300-401 () >200 8

Mz, plna . %

07/170 mutace 353-960 (1) >200 8 8 100%
z 111 8

07/174 Muz, 97-127 16 100%
premutace 119 8

(") Pocet repetic je vétsi nez 200 repetic CGG. Adellgene® Fragile X klasifikuje jakoukoli alelu s vice nez
200 CGG repeticemi jako >200 CGG repetic.

Souprava spravné klasifikuje a dimenzuje mezinarodni referencni standardy pro Fragilni X od
Svétovée zdravotnicke organizace (WHO) a Narodniho institutu pro biologické standardy a
kontrolu (NIBSC).

2>

Vzorky DNA byly analyzovany pomoci této soupravy v rznych externich laboratorich. Pocet
repetic CGG byl stanoven jinou metodikou nez Adellgene®. Byly ziskany nasledujici vysledky:

Pocet repetic CGG joces t:ls: l° VRN Shoda vysledku*

Normalni (CGG5-44) 58 Ano
Stredni (CGG45-54) 5 Ano
Premutace (CGG55-200) 15 Ano
Plna mutace (CGGszo0) 7 Ano
Totalni 85 Ano

"Podle kritérii tolerance stanovenych pro tuto sadu (¢1 repetic pro <57 repetic CGG; £3 repetic CGG mezi
58-120 repeticemi; £5 % mezi 121-200 repeticemi CGG; NA >200 repetic CGG).

Existuje 100% shoda mezi vysledky ziskanymi pomoci soupravy Adellgene® Fragile X a
genotypy ziskanymi pomoci jiného systemu pro stanoveni poctu tripletovych repetic CGG
v genu FMR1 .

13 - Omezeni postupu

Souprava dokaze detekovat alely s poctem repetic od 5 a kvantifikovat az do 200.

Tato sada heumoznuje presné urCeni poctu a mista preruseni AGG. Pro rozlisenitéchto
alel jsou doporuceny dalsi analyzy.

Pritomnost variant v oblastech, kde se primery hybridizuji, mize mit za nasledek
nedostatecnou definici alely nebo nahly pokles intenzity (viz bod 12). Pro rozliseni
téchto alel mohou byt nezbytné jiné technologie.

Doporuceni obsazena v tomto dokumentu musi byt presné dodrzovana. Jakakoli
odchylka od téchto doporuceni muze vést k chybam ve vysledcich.

Adellgene®Fragile X
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Soupravu nepouzivejte, pokud existuje podezieni na moznou ztratu reaktivity,
kontaminaci, poskozeni vnéjsino boxu nebo jakykoli jiny incident, ktery by mohl ovlivnit
vykon soupravy.

Veskerd manipulace s Cinidly Adellgene® musi byt provadéna v souladu s obecnou
spravnou laboratorni praxi, ktera by méla byt pfizplsobena mistnim predpistim.

Nemichejte komponenty z jinych sad a/nebo Sarzi.

Soupravu nepouzivejte po uplynuti doby pouzitelnosti. Reagencie s proslou dobou
pouzitelnosti zlikvidujte v souladu s platnymi mistnimi predpisy.

Veskere laboratorni vybaveni pouzité k provedeni této zkousky musi byt kalibrovano
a/nebo udrzovano v souladu s doporucenimi vyrobce a musi byt pouzivano podle
jeho navodu k pouziti.

Interpretace ziskanych vysledkl musi byt vzdy pod dohledem kvalifikovaného
personalu.

Kit neni kvantitativni, proto v pritomnosti jedineho alelové specifickeého piku by méla
byt genotypizace uvedena jako pravdépodobna/nejpravdépodobnéjsi/konzistentni
s homozygotem, protoze moznost nedetekovani jedné z alel nemohla byt vyloucena.

Tento produkt je pomocnym nastrojem pro diagnostiku pacienttl s podezrfenim na
Fragilni X. Tyto vysledky pouzijte spole¢neé s klinickymi udaji a vysledky dalsSich testt
provedenych na pacientovi.

T~ ¥

14 - Privodce odstranovanim potizi

4
Chyba davkovani (pipetovani).

o Spicku pipety vyménte pokazdé, kdyz pridate DNA do jamky.
o Zkontrolujte, zda vzorek pridany do jamky odpovida vzorku
zaznamenanému na listu.

Kontaminace injek¢ni lahvicky se smési primert Primer Mix / Master Mix / Reaction
Blank.

o Test opakujte s novymi pomérnymi podily.
Misto pripravy PCR je kontaminovane.

o Cistéte povrchy, nastroje, laboratorni plasté a ménte spotiebni material a
Cinidla. Test opakujte.

Injekéni parametry kapilarniho sekvenatoru a/nebo PCR protokolu nejsou vhodné:

o Zkontrolujte protokoly vstrikovani a amplifikace vzorku. Zkontrolujte pouzitou
matici.

Uvedend mnozstvi kazdého z cinidel nebyla pfidana do reakéni smési/Spatné
promichani slozek reakci:
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o Opakujte reakci PCR/kapilarni elektroforezy a ujistéte se, ze vsechny slozky
byly pridany a smichany ve vhodném mnozstvi.

Cinidlo nefunguje spravné.

o Ujistéte se, ze je souprava skladovana pri vhodné teploté (mezi -30 °C a -18
°C) a chranéna pred svétlem. Vyhnéte se zbytecnym cyklim
zmrazovani/rozmrazovani. Nepouzivejte po uplynuti doby pouzitelnosti.

Spatna kvalita pouzitého vzorku DNA:

o Zkontrolujte hodnotu absorbance A260/230 a vyradte vzorky s hodnotami
nizsimi nez 1,2. Vyhnéte se pritomnosti inhibitort. Opakujte odbér vzorku a
extrakci DNA.

Nevhodna koncentrace DNA.

o Upravte koncentraci DNA na doporuceny rozsah koncentrace.
o Zkontrolujte, zda je koncentrace DNA nad limitem detekce.

Nedostatecné mnozstvi PCR produktu vstriknutého do DNA analyzatoru:

o Upravte mnozstvi produktu PCR.
o Znovu analyzujte vzorek prodlouzenim doby vstrikovani do kapilarniho
sekvenatoru.

Nebyl pridan zadny vzorek:
o Opakujte test pridanim vzorku.
Pritomnost polymorfismi nebo mutaci na vazebnych mistech primer(:

o Kontaktujte nase oddéleni technické podpory prostrednictvim e-mailove
adresy customersupport@bdrdiagnostics.com.

Pritomnost interferujicich latek mize vést ke ztraté rozsirené alely a/nebo ke ztraté
vzoru "stutter” a/nebo ke ztraté signalu divoke alely:

o Vyhnéte se pritomnosti inhibitorl. Opakujte test s novym vzorkem DNA a
extrakcei.

Chyba pfi pipetovani:
o Oveérte, zda je objem pridany do kazde jamky spravny.
Prilis mnoho PCR produktu:

o Zfedte produkt PCR.
o Znovu analyzujte vzorek zkracenim doby vstrikovani do kapilarniho
sekvenatoru.
Nespravnée parametry v kapilarnim sekvenatoru:

o Zkontrolujte parametry vstrikovani kapildrniho sekvenatoru a v pripadé
potreby je upravte.
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23 vrcholl znacky velikosti neni spravné prifazeno:

o Rucné opravte a priradte piky spravné velikosti v souladu se schematem
popsanym v bodé 10 této prirucky.
Ve znacce velikosti je vice nez 23 vrcholl:

o Neékteré z téchto vrcholl nepatfi ke znacce. Vrcholim znacky priradte
spravnou velikost v souladu se schematem popsanym v bodé 10 této prirucky.

Ve znacce velikosti je méné nez 23 vrcholl:

Zvyste dobu béhu tak, aby byly detekovany vsechny vrcholy znacky.
Opakujte sekvenovani vzorku z PCR produktu. Pred pfipravou sekvenacni
smési se ujistéte, ze je formamid rozmrazen/pouziti spravneho objemu
velikostniho markeru/je spravné promichan/ v jamce nejsou zadnée bubliny.

Pouziti nespravné sady
o Zkontrolujte, zda byla pouzita spravna sada.

Velikostni  znacka se  nechova podle ocekavani béhem  kapilarni
elektroforezy/nespravné alokace pikU.

o Prohlednéte si vrcholy znacek velikosti.
Kontaminovany PCR produkt:

o Zkontrolujte elektroferogram reakcniho Reaction Blank (slepého vzorku)
Nevhodné parametry pri kapilarni elektroforeze.

o Zkontrolujte parametry a pouzitou spektralni matici.

Kontaminovana vychozi DNA:
o Test se opakuje s novym vzorkem.

Vzorek s mozaikou.
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16 - Upozornéni pro kupujiciho
Tento produkt byl vyvinut pro diagnostickeé ucely in vitro.

Pokud je tato sada pouzivana v jakemkoli clenskem staté Evropske unie, pokud dojde
k néjakemu incidentu souvisejicimu s jejim pouzivanim, musi to uzivatel nahlasit
vyrobci (requlatory@bdrdiagnostics.com) a pfislusSnému organu své zeme a/nebo
zemé pacienta. Hlaseni zavaznych incidentl pro vsechny ostatni zemeé by mélo byt
provadéno v souladu s mistnimi pozadavky kazdé zemeé.

Souhrn bezpecnosti a funkcni zpusobilosti (SSP) je nahran do databaze EUDAMED a je
pristupny vsem uzivatelim soupravy
(https:~/ec.europa.eu/tools/eudamed/#/screen/home).

Produkty Blackhills Diagnostic Resources SLU. nesmi byt dale prodavany,
upravovany pro dalsi prodej nebo pouzivany k vyrobé jinych komercnich produktd bez
pisemneho souhlasu spolec¢nosti Blackhills Diagnostic Resources S.L.U.

Informace v tomto dokumentu mohou byt zmenény bez predchoziho upozornéni.
Spolecnost Blackhills Diagnostic Resources, S.L.U. neprebira zadnou odpoveédnost za
Jjakeékoli chyby, které mohou byt nalezeny v tomto dokumentu. Tento dokument je
povazovan za uplny a presny v dobé jeho zverejnéni. Spolecnost Blackhills Diagnostic
Resources, S.L.U. za zadnych okolnhosti henese odpovédnost za ndhodné, zvlastni,
vicenasobneé nebo nasledne skody vyplyvajici z pouziti tohoto dokumentu.

Zakoupenim tohoto produktu ziskavate kupujicimu prava podle urcitych patentt
spolecnosti Roche, které se pouzivaji pouze k poskytovani diagnostickych sluzeb.
Nakupem se neudéluje zadny obecny patent ani jina licence jakéhokoli druhu kromé
tohoto konkrétniho prava na uzivani nakupem.

FAM™ a ROX™ jsou ochranné znamky spolecnosti Life Technologies Corporation.

FAM™ a ROX™ mohou byt chranény jednim nebo vice patenty vlastnénymi
spolecnosti Applied Biosystems, LLC. Kupni cena tohoto produktu zahrnuje omezena,
neprevoditelna prava.

GeneMapper™ je registrovana ochranna znamka spolecnosti Applied Biosystems.

Adellgene® je ochranna znamka spolecnosti Blackhills Diagnostic Resources S.L.U.
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17 - Rizeni zmén

Rev. 00 Vytvoreni dokumentu
Rev. 01 Oprava casti "Zasady postupu’

Oprava typografickych a prekladovych chyb. Nove sekce: "Presnost’,
"Bezpecénostni informace’, 'Rizeni zmén" a 'Symboly pouzité pfi oznaovani'.

Rev. 02 Informace tykajici se zamysleneho uzivatele a cilové populace. Novy format
dokumentu.
Oprava chyb v prekladu. Vice informaci v sekcich "Zasady postupu’ a
Rev. 03 "Vysledky a interpretace’. Zmény doporucenych parametrl genetického

analyzatoru, vCetné pristroje SeqgStudio.

Pouze pro vyzkumne ucely (RUO). Zména obsahu, formatu a prezentace

stavebnice. Zahrnuti pozitivni kontroly (Positive Control), slepe reakce
Rev. 04 (Reaction Blank). Zména protokolu a reakcnich objemt. Zména v interpretaci

vysledkld. Zména markeru molekularni velikosti. Zména udaju o vykonu.

Zmeéna validovanych nastroju.

Zména oznaceni CE - podle IVDR je pridaneé Cislo notifikované osoby (NB).
Rev. 05 V odstavci 13 je pridano noveé omezeni. Je aktualizovane ,Zamyslené pouziti*.

Oprava chyby v odstavci 17 "Rizeni zmén".

18 - Symboly pouzité pri oznacovani

Diagnosticky zdravotnicky ,
IVD prostredek in vitro Datum spotreby
REF| |Katalogové cislo W Obsahuje dostate¢né mnozstvi pro <n> testy
LOT| |Kod sarze “ Vyrobce
-
Teplotni limit //|\? Uchovavejte mimo dosah svételnych zdroji
a
" o Nahlédnéte do elektronickeho navodu k
mn Positive Control oo
pouziti
c € Tento vyrobek splnuje pozadavky narizeni (EU) 2017/746 o in vitro testech.
diagnosticky zdravotnicky prostredek
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