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1 - 1-1 Bezpecnostni informace
Prectéte si prosim cely tento navod k pouziti a nasledujte jej béhem pouzivani aktualni IVD soupravy.

Souprava VD by méla byt pouzivana odborniky s dobrymi zkusenostmi s analyzou DNA a interpretaci
genetickych vysledku.

V pripadé pochybnosti ohledné popisu metody stanoveni se poradte s vyrobcem. Kontaktujte
telefonicky +34 976 094 603 nebo emailem na adrese customersupport@bdrdiagnostics.com.

IVD kit ma omezenou zivotnost. Pred pouzitim sady se ujistete, 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 predpist.

Kontaminace vzorku nebo Cinidla mize zpusobit nespravne vysledky. Budte opatrni pri extrakci DNA
a manipulaci se vzorky a cinidly.

Tato sada se mUlze béhem prepravy nebo skladovani poskodit. V pfipadé 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 vest ke kontaminaci zivotniho prostredi.

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

Ujistéte se, ze tato souprava je vhodna pro analyzu pozadovanou lekarem.

2 - Pouziti

Adellgene® Fragile X je poloautomaticka in vitro diagnosticka souprava urCena pro pouziti
v klinickych laboratorich pro amplifikaci a kvantitativni stanoveni CGG tripletovych repetic (cytosin-
guanin-guanin) v 5' oblasti genu pro mentalni retardaci fragilniho X (,* Fragile X mentalni retardace-
1" FMR1); v této oblasti nedochazi k translaci. Souprava je urcena jako pomoc pfi diagnostice
klinickych onemocnéni spojenych se syndromem fragilniho X (napf.. mentalni retardace, primarni
selhani vajecniku, tres / ataxie atd.).

Metoda je zalozena na amplifikaci genomove DNA extrahovane z periferni krve polymerazovou
retézovou reakci (PCR) s naslednou fluorescencni analyzou velikosti PCR fragmentl ziskanych
genetickym analyzatorem.

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

3 - Souhrn a vysvétleni

Syndrom Fragilniho X (FXS, OMIM # 309550) je onemocnéni vazane na X chromozomu, ktere je hlavné
zpusobené expanzi tripletovych nukleotidd, CGG, lokalizovanych na 5' neprekladanem regionu genu
FMR1 (“Fragile X Mental Retardation 1) na chromozomu Xqg27 s aberantnim metylacnim statusem v
promotoru genu (Obr. 1)

V zavislosti na poctu repetic tohoto tripletu se rozlisuji tri kategorie :

& Adellgene® Fragile X 3



Zdrave alely: az 45 nebo 55 CGG repetic bez metylace promotoru genu Nejbéznéjsi alely
obsahuji 29 nebo 30 repetic *

Alely stredni nebo Sedée zony: 45 az 54 repetic. Alely v tomto rozmezi nejsou spojeny s FXS
a lze je povazovat za normalni. Nebylo pozorovano, ze by alely intermediarniho typu
béhem jedné generace expandovaly na plnou mutaci, ackoli byly popsany velmi vzacne
pripady expanze na premutaci *2.

Premutacni alely: od 55 do 200 repetic CGG, obvykle bez aberantni metylace. V tomto
pripadé jsou jedinci asymptomaticti pro poruchy spojené s FXS, ale mohou byt asociovani
se dvema klinickymi poruchami: tres/ataxie spojeny se syndromem X (FXTAS) a fragilni X
spojeny s primarni ovarialni insuficienci (FXPOI), jejichz zavaznost zavisi na stavu metylace
promotoru 34 Odhaduje se, ze prevalence v obecné populaci je 1 na kazdych 110-270 zen
a 1 na kazdych 250-810 muzt 5 Premutacni alely jsou navic nestabilni a mohou se zvétsit
béhem prenosu z matky na potomstvo, coz vede k uplné mutaci ©.

Plné zmutovaneé alely: vice nez 200 repetic CGG s aberantni metylaci promotoru genu.
Tento genotyp vede k eliminaci genove exprese v lidskem mozku, ktera je spojena
smentalni retardaci, autismem a mentalnimi a emocnimi zménami. Pacienti
s expandovanymi alelami vykazuji napadny fenotyp skladajici se z velkych usi a
prodlouzeného obliceje * Zavaznost kognitivni poruchy u pacientll s FXS neni spojena
s velikosti plné mutace, ale lisi se podle stavu metylace 7.
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Obrazek 1. zobrazeni typld genu FMR1 a jejich tvorba v zavislosti na stupni mutace.

Vytazeno z*.

Mnoho alel FMR1 obsahuje vlozené sekvence AGG mezi repeticemi CGG. Predpoklada se, ze tyto
inzerce mohou poskytnout stabilitu DNA a snizit riziko expanze tripletovych repetic v pristi generaci.
Pravdépodobnost expanze opakovani CGG u potomkd je proto vyssi, kdyz matka nema inzerce AGG
v alele FMR1 58

SDR

Adellgene® Fragile X 4



4 - Princip testu

Metoda pouzivana soupravou Adellgene® Fragile X je zalozena na specificke amplifikaci
5' neprelozené oblasti genu FMR1, ktera obsahuje CGG tripletove repetice, pomoci TP-PCR (Triplet-
Repeat-Primed PCR) z genomove DNA.

Souprava obsahuje rtzné primery, z nichz jeden je oznacen fluoroforem FAM. Produkty PCR jsou
separovany kapilarni elektroforézou (CE) a poté detekovany v genetickém analyzatoru. Pozdéji se
velikost PCR fragmentt prevede na pocet CGG repetic pomoci korekenich faktort pro mobilitu a
velikost.

FMR1
Forward CGG primers
Primer
CGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGG ' e
FMR1
Reverse
Primer
- Gene-specific
products
o PR W
~
_.| CGG primed

products

O Y

]

]

g

“.'»\.U,UJJ, ni

TP-PCR umoznuje rychlou detekci produktt PCR pridanim primeru, ktery se vaze v oblasti tripletove
repeticei. Tento repeticni primer presahuje sekvenci opakovani CGG a vytvari nékolik amplikonu,
z nichz kazdy ma rozdil v délce 3 bp. Profil vrchold CGG primerd muize poskytnout informace
o vzorku, jako je zygozita, profil preruseni AGG a dokonce i pocet opakovani, a pridat tak potvrzeni
velikosti.

TP-PCR zvySuje mnozstvi produktu plné délky z alely s nejvétsim poctem opakovani a umoznuje
presné urceni velikosti fragmentl az do 200 opakovani CGG. Tato technika take snizuje riziko
vypadnuti alely z PCR, protoze pritomnost delSich alel je vzdy patrna bez ohledu na to, zda jsou
detekovany produkty plne delky téchto alel.

CGG primed °
products

MMM Full-length
: product - N
, H A WMMW’WMMWWWWMMMWWWWW v"’L._

Obrdzek 3. Muz s plnou mutaci, s > 200 opakovdanimi CGG.
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Béehem CE jsou fragmenty separovany podle velikosti a poté detekovany. Separacni matrici pro CE je
polymer s limitem rozliseni az 200 CGG. Vzhledem k tomuto vnitfnimu omezeni techniky lze
detekovat alely presahujici 200 opakovani, ale nelze presné urcit jejich velikost, a proto jsou tyto alely
identifikovany jako >200 CGG.

5 - Souprava obsahuje

>

Kat.¢islo AD-FMR1-25 (25 testu):

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 lahvicka, 300 pL
AD-FMR1-SL: ROX 1000 Size Ladder. 1 lahvicka, 50 pL

Kat.¢islo AD-FMR1-100 (100 testu):

AD-FMR1-PML: Primer Mix . 1 lahvicka, 100 pL
AD-FMR1-POML: Polymerase Mix . 1 lahvicka, 50 pL
AD-FMR1-GCL: GC-Rich Buffer. 1 lahvicka, 1,2 ml
AD-FMR1-SLL: ROX 1000 Size Ladder. 1 lahvicka, 200 uL

6 - Skladovani soupravy

VSechny slozky by mély byt skladovany pri - 30 °C az -18 °C. Pri teto teploté jsou stabilni do data

expirace.

Nezmrazujte/nerozmrazujte lahvicky vice nez dvakrat, protoze by to mohlo snizit citlivost testu a
ovlivnit vysledky. Pokud maji byt testy provadény pro malé pocty vzorkl, doporucuje se pouzit
alikvoty Cinidel, aby se zabranilo vétsimu poctu cykll zmrazeni/rozmrazeni.

Vzhledem k fotosenzitivni povaze Cinidla se vyhnéte trvalému vystaveni svetlu.

7 - Vybaveni a reagencie, které nejsou soucasti soupravy

B

= Reagencie

Izolacni a purifikacni Cinidla pro extrakci DNA nejsou soucasti . DNA lze extrahovat pomoci
Jjakeéhokoli laboratorné overeneho extrakcniho systemu, ktery umoznuje ziskat doporucene
koncentrace a urovneé cistoty pro tento test (viz cast Specifické pracovni udaje)
Kontroly nejsou soucasti dodavky, ale doporucuje se je pouzit pfi kazdem behu. Jako
pozitivni kontrola mize byt pouzit geneticky referencni panel pro syndrom Fragilného X
(NIBSC, 08/158)° , stejné jako dalsi dobre charakterizované komercné dostupnée bunécne
linie DNA™
Destilovana voda bez obsahu DNAazy
POP-7 polymer: Kat.c: 4363785, Applied Biosystems™; nebo ekvivalent)
Vysoce deionizovany (Hi-Di) formamid: Katc. 4311320 Applied Biosystems™ nebo
ekvivalent)
Souprava kalibratort pro fluorofory FAM a ROX (Kat.¢ 4345827, 4345829: DS-30/31 Matrix
Standard Kit (Dye Set D), Applied Biosystems™; nebo ekvivalent
Vybaveni
Obecné laboratorni vybaveni urcené pro techniky PCR

Adellgene® Fragile X 6



®  Termocykler

®  Geneticky analyzator s polymerem POP-7 ™/POP1 ™
o 3130/3130xlL Genetic Analyzer, Applied Biosystems™
o 3730/3730xl Genetic Analyzer, Applied Biosystems™
o 3500/3500xL Genetic Analyzer, Applied Biosystems™
o SeqgStudio™ Genetic Analyzer, Applied Biosystems™

® Centrifuga pro PCR desticky/zkumavky

® Vortexovy mixer

® Pipety (P1000, P200, P20 a P2) a specificke filtracni Spicky pro kazdou pipetu
® PCR desticky/zkumavky s odpovidajicimi kryty/vicky

® Software pro analyzu dat: GeneMapper™ nebo ekvivalent

8 - Odbér a priprava vzorku

Vzorky musi byt odebrany v souladu s pokyny k pouziti odbéroveho prostredku (neni soucasti sady)
a v souladu s narodnimi a mezinarodnimi smernicemi.

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

Nepouzivejte hyperlipemicke, hemolyzovaneé, ikterické nebo proteinemicke vzorky.

Tato metoda je kompatibilni s rznymi konvencnimi systemy extrakce DNA. Pred dodanim vysledkd
za diagnostickym ucelem provedte validacni test s pouzitou extrakéni metodou.

POZOR!'!
VSechny biologicke a krevni vzorky musi byt povazovany za potencialné infekcni.

Pri manipulaci s nimi dodrzujte odpovidajici zakladni a obecna opatreni.

9 - Pracovni postup
=>» Extrakce DNA

Tato souprava je kompatibilni s jakoukoli standardni metodou extrakce DNA z plne krve
konzervované EDTA nebo citratem. Doporucuje se vyhodnotit koncentraci (OD260) a Cistotu
(OD260/280) precisténe DNA. Ziskana DNA by méla byt az do pouziti skladovana pri -20 "C.

Doporucené mnozstvi DNA je 20 - 80 ng ( UL DNA o koncentraci 10-40 ng/pl), s pomérem OD260/280
~18.

=» Nastaveni PCR reakce
VAROVANI !

® Definujte praci v pre- a post-PCR prostoru, které musi byt oddéleny, aby se snizilo
O riziko kontaminace. Pouzivejte pouze Spicky s filtrem a autoklavované sterilni

— zkumavky.

® Vzdy noste rukavice a laboratorni plast.

® Nechte vsechny komponenty plné roztat pred zacatkem testu. Se smési
polymerazy pracujte na ledu béhem celého postupu.

& Adellgene® Fragile X 7



1. Rozmrazte smés primerd a GC-Rich Buffer pri pokojove teploté a promichejte.
Polymerazovou smés umistéte na led a po Uplném rozmrazeni peclivé promichejte.
Kratce odstredte, abyste zachytili objem na dné zkumavek.

Pripravte reakéni smés pro n+1 vzorkd s pouzitim mnozstvi uvedenych v nasledujici

tabulce:
(Reagent | Obemmavzorek( |
Primer Mix 1.0
GC-Rich Buffer 12.0
Polymerase Mix 05
Destilovana voda 4.5
Celkovy objem 18.0

Dukladné promichejte a odstredte, aby se veskery objem usadil na dné zkumavky.
2. Pipetujte 18 pl této smesi do desticek/zkumavek pro PCR.

Do kazde jamky pridejte 2 ul DNA (doporucena koncentrace 10-40 ng/pb), abyste dosahli
konecného objemu 20 L.

4. Uzavrete desticky/zkumavky pomoci vhodneho tésniciho prostredku a kratce odstredte,
aby se veskery objem usadil na dné jamky. Pokud je to mozne, ujistéte se, ze v jamkach
nejsou zadne bubliny.

5. Umistéte desticky/zkumavky do termocykleru a nastavte amplifikacni program
termocykleru podle popisu v nasledujici casti.

= Konfigurace termocykleru

1. Nastavte odpovidajici amplifikacni profil

Denaturation 05:00
97 00:35
Cycles 10 62 00:35
68 04:00
97 00:35
Cycles 20 62 0035
68 04:00 + 00:20 each
additional cycle
Final extension 1 72 10:00
Cooling 1 4 o

2. Po skonceni béhu pokracujte v priprave vzorku pro kapilarni elektroforezu nebo ulozte
produkt PCR pri -20 °C.

BD R Adellgene® Fragile X o



=» Priprava vzorku pro kapilarni elektroforézu

VAROVAN:I !

o CHEMICKE NEBEZPECI. S formamidem je tfeba zachazet velmi opatrné, protoze kontakt s
nim muze zplsobit podrazdéni a popaleni oci, podrazdéni klze, vyrazku a poskozeni
reprodukcnich organd.

1. Rozmrazte formamid a velikostni standard ROXTM 1000. Pred pouzitim zkumavky
centrifuguijte.

2. Pripravte nasledujici smeés pridanim slozek uvedenych v tabulce nize pro n+1 vzork(:

Hi-Di™ Formamide 8.0
ROX 1000 Size Ladder 1.0
Celkovy objem 9.0

Promichejte roztok a stocte, aby byl vysledny roztok na dné.

Do kazdé jamky CE desticky davkujte 9 ul roztoku.

Preneste 1 pl produktu PCR na desticku a promichejte pipetovanim 2-3x.
Desticku uzavrete a odstredte, abyste odstranili bublinky.

Preneste desticku do termocykléru a nastavte nasledujici program:

Denaturation 02:00

o0 AW

Cooling 1 4 o

7. Po skonceni béhu preneste desticku na led a chrante ji pred svétlem az do aplikace do
genetickeho analyzatoru.

=» Nastaveni genetického analyzatoru

1. Pri nastaveni sbéru dat v genetickém analyzatoru postupujte podle pokynt vyrobce.
Ujistéte se, ze je pristroj kalibrovan pro detekci barviv ROX a FAM.

2. Jako zakladni protokol pouzijte vychozi modul béhu pro analyzu dlouhych fragmentd pro
konkrétni polymer a déelku kapilary pristroje.

3. Upravte podminky nastriku a dobu béhu podle doporucenych vychozich hodnot
uvedenych v tabulce nize.Jsou vhodné nasledujici moduly pro odpovidajici geneticke

analyzatory.

3130 /3130xL  36cm 25 kV 2400s
3730/3730xL  50cm 2.5 kV 20s 4000s
3500/3500xL 50cm 2.5 kV 20s 4000s
SeqgStudio™  28cm 1.2 kV 7s 6200s

BD R Adellgene® Fragile X .



POZNAMKA: Modul analyzatoru se mlze u rlznych pfistrojd lisit a finalizace béhu a davkovaci
podminky by mély byt uzivatelem validovany.

=» Likvidace

Odpadni produkty je treba likvidovat v souladu s lokalnimi narizenimi

10 - Vysledky a interpretace

Souprava Adellgene® Fragile X je kvantitativni metoda pouzivana pro stanoveni poctu CGG
tripletovych repetic v 5UTR genu FMR1. Souprava umoznuje detekci vsech typu alel (normalni,
stredni, premutované a zmutovane alely) a kvantifikaci expanze az do 200 repetic.

Stanoveni téchto alel je povazovano za obtizné kvuli vysoké koncentraci GC, ktera vytvari silnou
sekundarni strukturu, jez brani replikaci teto oblasti i pri pouziti Taq polymerazy za vysokych teplot.
Souprava Adellgene® Fragile X obsahuje fadu cinidel, ktera umoznuji amplifikaci této oblasti a
stanoveni poctu repetic, coz umoznuje rozlisSit mezi neexpandovanymi, premutovanymi a
expandovanymi jedinci.

= Interpretace elektroforegramu

Po dokonceni behu CE je treba vysledky importovat do analytickeho softwaru, jako je GeneMapper™
nebo ekvivalentni software.

1. Importujte soubory .fsa do softwaru a analyzujte data podle metod analyzy, panell a
velikostnich standardl urcenych pro soupravu Adellgene® Fragile X. Tyto soubory jsou
k dispozici na webovych strankach https://www .bdrdiagnostics.com/ nebo je mizete
ziskat od naseho oddéleni technicke podpory na adrese
customersupport@bdrdiagnostics.com. Alternativné lze vysledky analyzovat take
pomoci obecnych standardnich metod.

2. Prohlédnéte si piky zebricku ROX 1000 pro kazdy vzorek, véetné kontrol. Vsech 21 pikl
by mélo byt detekovano a spravne oznaceno, jak je znazorneno na obrazku nize. Velikosti
pikd zebricku ROX 1000 jsou nasledujici: 79, 90, 105, 131, 151, 182, 201, 254, 306, 337, 362,
425, 486, 509, 560, 598, 674, 739, 799, 902, 1007 bp.

Spectral ___
151 overlap ~ frofy
131 sample
254 560 8
J9 337 486 59
10 0 6
° | 20 e oo " 730
182 dz
306 42k 799 9
1007
.9
| |
b uwh&w} AN S— . .Jw__.,g__n_m_Jl_JL_;t_w LWM'J_W!WWJWL

Obr 4. ROX1000 size ladder peaks/piRy zebricku velikosti

V kanalu ROX lze pozorovat spektralni prekryv produktu PCR, ktery se objevuje mezi piky standardu
velikosti. Tento pik by nemél narusovat algoritmus urcovani velikosti v analytickem softwaru, v opacnem
pripadé by mél uzivatel zrusit vybér tohoto piku a opravit calling. Vzorky bez spravné oznaceného
zebricku by mély byt vylouceny z dalsi analyzy.

& Adellgene® Fragile X 10



3. Zkontrolujte vysledky kontrol, pokud jsou zahrnuty. Negativni kontrola by neméla
v elektrofroreogramu hlasit zadne piky v kanalu FAM a pozitivni kontroly by mély splnovat
specifikace. Pokud vysledky kontrol nejsou spravne, vzorky by mély byt analyzovany
Znovu.

4. Zkontrolujte vysledky vzorkl a urcete velikost genové specifickych fragmentu.

. w wa 0 e

- Gene-specific
products

a0

o

CGG primed
products

00

H

DU

Obr 5. Elektroforegram identifikujici genove-specifické produkty.

Chcete-li v elektroforegramech detekovat vrcholy produktt specifickych pro dany gen, ktere odpovidaji
plné velikosti alel, zruste vybér vrcholt CGG zebricku, aby zustal vybran pouze produkt amplifikace
specificky pro dany gen. Priklad viz obrazek 6. Tyto CGG piky jsou produktem opakovaného navazovani
primerl v oblasti repetic, ¢imz vznika vice amplikonu.

V tabulce 1 jsou uvedeny pokyny pro identifikaci hlavnich cilovych pikd mezi ostatnimi piky produktu.

g

MummMJ "B I

Obr 6. Elektroforegramy ukazujici deselekci genové nespecifickych piku.
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Allele ranges Guidelines to select main peaks “

Vyberte nejvyssi vrchol jedné

skupiny alel. 23 31 2 - =

NeET = \Y pFi!oadé heteroz’ygotnich alelvsjednim ‘ o

stiedni alely rozdllem opakovjaml CGQ (napr. 29/30)
nemusi byt dve skupiny alel zcela

oddéleny. V takovem pripadé je treba

vybrat dva nejvyssi vrcholy.
WWJ‘J

Vyberte nejvyssi vrchol skupiny.

Premutacni Vv pripadé alel s nékolika vrcholovymi
alely skupinami  vyberte nejvyssi  vrchol
kazde skupiny.

Vyberte skupinu vrchold s nejvyssim

Zmutovane vrcholem. VSechny piky v mutantnim

alely rozsahu jsou identifikovany jako >200
CGG

= Vypocet poétu opakovani CGG
Pro vypocet poctu repetic odpovidajicich kazde alele je treba pouzit rovnici uvedenou nize:
(Peak size — )
No.of triplet repeats = — —
My

Kde Co je korekeni faktor velikosti, mo - korekeni faktor mobility a velikost piku je vyjadrena v parech
bazi.
Korekeni faktory lze urCit postupem popsanym v oddile "Proces standardizace'. Tyto hodnoty se

mohou Vv jednotlivych laboratorich lisit, zvazte pouziti pozitivnich kontrol, abyste si ovérili presnost
stanoveni pocCtu repetic pfi prvnim pouziti soupravy.

Teoreticke hodnoty téchto korekcnich faktort jsou nasledujici:

Co 230
Mo 3

POZNAMKA: Pro zajisténi presného stanoveni poétu CGG repetic se dirazné doporucuje vypocet
specifickych korekcnich faktort a pouziti pozitivni kontroly.
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=» Proces standardizace

Pro standardizaci pohyblivosti fragmentl v konkrétnich podminkach elektroforézy, ve kterych se
experiment provadi (polymer, geneticky analyzator atd.), se pri vypoctu poctu CGG repetic pouzivaji dva
korekeni faktory: korekéni faktor velikosti (Co) a korekéni faktor specifické pohyblivosti (mo).

(Paak siza — Cy)

No.of triplet repeats =
My

Hodnoty Co a mo lze vypocitat pomoci poolovanéeé kontroly DNA. Tato kontrola by méla byt smési
nékolika produktti PCR zahrnujicich alely FMR1 se znamym poctem tripletovych repetic v rozsahu
velikosti vrcholll (<200 opakovani). Hodnoty Co a mo jsou stanoveny na zaklade linearniho prizplsobeni
poctu repetic a velikosti fragmentl pro tyto alely.

Tuto smésnou kontrolu DNA lze pfipravit smichanim amplikond PCR. Viz nize uvedené komercné
dostupné reference.

Katalogovée cislor SRR R
Adellgene® Fragile X kit.

NA20235 29, 45
NA20236 31,54
NA06891 118

NA20239 20,199

Tabulka 2 Referencni DNA templaty pro pripravu sdruzené kontroly DNA.
Dalsi informace naleznete nahttps.//www.coriellorg/

Pro vypocet hodnot korekcnich faktorl, které se pouziji v experimentu, postupujte nasledovné:

1. Analyzujte kontrolni smés DNA v béhu a vypocitejte velikost pikt pro kazdou z alel FMR1.
Doporucuje se stanovit primernou velikost alel v parech bazi ze dvou samostatnych
béhu.

31

45
20

Obr. 7. Poolovany DNA kontrolni elektroforegram
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2.V Excelu nebo podobném programu vytvorte tabulku s velikosti fragmentl a poctem
tripletovych repetic kazde alely a vlozte rozptylovy graf. Provedte linearni regresi a
ziskejte odpovidajici rovnici linearni primky (Graf 1).

700 -~
600 -

500 1 118

400 -~

300 T 2
y = 2,0633x + 228,26
200 - 29 R? - 0,9999

100 A

Velikost part bazi

O T T T T 1
o 25 50 75 100 125
Pocet repetic

Graf 1. Poolovany DNA kontrolni plot

Z rovnice této regresni shody se urci korekeni faktory: Co, odpovida pruseciku linearni primky, zatimco
mo odpovida sklonu primky. V uvedenem grafu je Co = 228,26 a mo = 2,9633.

Uzivatel mlze otestovat pravdivost korekcnich faktort pomoci pozitivnich kontrol, jako je Geneticky
referencni panel syndromu Fragilniho X (NIBSC, 08/158) a dalsi dobre charakterizované komercné
dostupné bunécne linie DNA *°

= Vysledky elektroforegramu

Priklady vysledku elektroforegramt ziskanych pomoci této soupravy jsou uvedeny na nasledujicich
obrazcich: zdrava heterozygotni zena (Obrazek 8), heterozygotni zena se zdravou alelou a dalsi
premutaci nebo expandovanou alelou (Obrazky 9-10) a muz s expanzi (obrazek 11).

Obrazek.8 : Zdrava heterozygotni zena 22/31 CGG
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Obrazek. 9: Heterozygotni zena s permutovanou alelou v mozaice 35/89, 106, 117, 128 CGG

Obrazek 11: Muz s expanzi

Primery Adellgene® Fragile X jsou specificke pro CGG repetice a nehybridizuji s AGG sekvencemi,
ktere se bézné vyskytuji v genu FMR1. Proto udoli signalu, ktera se objevuji na elektroforegramu,
odpovidaji pritomnosti prokladanych oblasti AGG.
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Predpoklada se, ze preruseni AGG propuUjcuji DNA stabilitu a snizuji riziko expanze v potomstvu &
Obrazek 12 ukazuje vzorek zdravé zeny, ktery poskytuje vzor slozeny z CGG a AGG tripletd, jak je
uvedeno.

Il .
‘( M

|| ‘ u | |
.“,‘.““\p r‘ rH R‘l

Obrazek 12: Vzorek zdrave zeny, ktery ukazuje charakteristicky vzor tvoreny
amplikony primeru CGG a 2 prerusenimi AGG

oA WU U

Profil amplikont primeru CGG muze poskytnout informace o preruseni AGG a sekvenci alel
na zakladé pocitani pikt a udoli signalu. Ackoli nekdy nemusi byt mozné na zakladé tohoto
profilu sekvencné mapovat pozice AGG, nejpravdépodobnéjsi interpretaci lze odvodit
s ohledem na nejcastéjsi haplotypy AGG. Specifické rozliseni vzorce AGG muze vyzadovat
dalsi postupy.

V pripade, ze se na elektroforegramu objevi saturovany pik, zvazte nastaveni nastriku a
parametrd béhu nebo novy nastrik po zredéni produktd PCR (napr.1:10), aby se presngji
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 v genetickem analyzatoru
kalibrovany.

V kazdém béhu analyzy by méla byt pridana negativni kontrola, aby se zajistilo, ze test
neobsahuje kontaminanty. Dlrazné se take doporucuje pouziti pozitivni kontroly.

Aby bylo mozné spravne zmeérit velikost alel, musi byt do vSech jamek pridan standard
velikosti alel. U vSech vzorkul (véetné negativni kontroly) musi byt detekovany vsechny piky
standartu velikosti alel.

Negativni kontrola by neméla v elektroforegramu vykazovat zadné piky v kanalu FAM a
pozitivni kontroly by mély splnovat specifikace. Pokud vysledky kontrol nejsou spravne,
vzorky by mély byt znovu analyzovany.

12 - Specificka operac¢ni data
=» Analyticka specificita

Primery této soupravy jsou specificke pro lidsky gen pro Fragilni Mentalni Retardaci X (FMR1)
(NC_000023.10) a zahrnuji oblast opakovani CGG v 5'UTR genu (NT_011681. 16). Specificka
amplifikace této oblasti byla ovérena sekvenovanim DNA a testovanim vzorkl od zdravych
jedincl a dobre charakterizovanych pacientl. Nebyly zaznamenany zadneé pripady zkrizene
reaktivity s jinym genem z genomove DNA.
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= Analyticka senzitivita

S cilem urcit nejvhodnéjsi mnozstvi DNA pro tento test bylo provedeno nékolik testu, pri
nichz bylo analyzovano pét rlznych vzorkl (zeny zdrave, 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 pouzitem mnozstvi DNA. Doporuceny pracovni rozsah je mezi 20 a
80 ng DNA.

=» Diagnosticka specifiita

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

Mutace (bodove mutace, inzerce, delece) v hybridizacnich bodech amplifikacnich primert
jsou mozné a mohou vest k nedostatecnemu definovani alely. V téchto pripadech muze byt
k rozliseni alel zapotrebi jinych technologii.

Diagnosticka specificnost byla hodnocena v jedné externi a jednée interni studii, pricemz bylo
analyzovano celkem 34 vzorkl s nasledujicimi vysledky:

Typ vzorku Pocet analyz?vanych
vzorkt

2 normalni alely (do 45 nebor 55 CGG repetic) 7
1 premutacni alela (45 nebo 55-200 CGG repetic) 18
1 expandovana alela (>200 CGG repetic) 9
Celkovy pocet analyzovanych vzorkt 34

Vsechny vysledky se shodovaly s predchozimi dostupnymi informacemi o téchto vzorcich,
ktere byly dfive analyzovany rutinni metodou zdrojove laboratore.

=» Diagnosticka senzitivita.

Souprava Adellgene® Fragile X dokaze priradit pocet tripletovych repetic CGG az do 200.
To umoznuje klasifikovat alely pritomné ve vzorku jedince jako zdrave (do 45 nebo 55 CCG),
premutované (45 nebo 55 az 200 CGG) nebo expandovane (>200 CGQG).

=» Presnost
Interference

V existujici literature je popsana rada latek, které mohou byt pritomny v periferni krvi a které
mohou potencialné interferovat pri PCR a inhibovat aktivitu polymerazy. Proto pred
provedenim testu doporucujeme posoudit Cistotu DNA. Vétsina standardnich extrakcnich
metod umoznuje tyto latky vyloucit, a proto pred provedenim testu doporucujeme rovnez
validovat pouzitou extrakcni metodu.

Pravdivost

Presnost pocCtu vypoctenych repetic byla stanovena porovnanim velikosti ziskanych
technikou Sangerova sekvenovani s touto soupravou. Byla tak stanovena prijatelna
variabilita 1 repetice pro zdrave alely a 3 pro premutovane alely.

R )\ adetigene® Fragite x
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13 - Omezenipostupu

® Tato sada dokaze kvantifikovat vSechny alely az do 200 repetic CGG.

® Mutace a polymorfismy v komplementarnich oblastech k sekvenci primert jsou mozné a
mohou vest k nedostatecnému urceni alely. K rozliseni téchto alel mtze byt zapotrebi
Jjinych technologii.

® VsSechna doporuceni uvedena v tomto dokumentu by méla byt peclivé dodrzovana.
Jakékoli provedeni, které témto pokynim neodpovidaji, mohou veést ke Spatnym
vysledkdam.

® Nepouzivejte soupravu, pokud existuje podezreni 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 prizptisobena mistnim predpistim.

®  Nemichejte komponenty z jinych souprav nebo Cisel Sarzi.

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

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

® Udaje a interpretaci vysledkt by mél revidovat kvalifikovany personal.

® Tento vyrobek je pomocnym nastrojem pro diagnostiku pacientt s podezrenim 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 Opakujte experiment s novymi alikvoty Primer mixu, Polymerase mixu/ vody

® Kontaminace pre-PCR prostoru
o Cistéte povrchy, nastroje, laboratorni plasté a vyménujte spotiebni material a
reagencie. Opakujte analyzu.
® Chyby pipetovani
o Prikazdem pridani DNA do jamky vymeénte spicku pipety. Zkontrolujte, zda vzorek
pridany do jamky odpovida tomu, co je napsano v pracovnim listu.

=» Nespravna velikost nebo poéet bandu
® Pourzita nespravna souprava
o Overte, zda pouzivate odpovidajici soupravu

® Nespravny program termocykleru
o Overte nastaveni termocykleru

® Nespravna velikost standardu pro kapilarni elektroforezu nebo chybna detekce piku
o Overte ze pouzity standard je spravny

® PCR - kontaminace
o Oveérte negativni kontrolu.
o Pokracujte podle protokolu pro dekontaminaci anebo opakujte PCR abyste
identifikovali ptvod kontaminace.

® Nespravne nastaveni genetickeho analyzatoru

& Adellgene® Fragile X 18



o Ovérte modul analyzatoru

=» Slaby signal elektroforegramu

® Nespravné nastaveni genetického analyzatoru
o Zkontrolujte modul béhu a pouzitou kalibracni matici. Upravte parametry
vstrikovani a chodu.

® Nizka kvalita nebo nizka koncentrace vstupni DNA / produktu PCR
o Upravte koncentraci DNA na doporucené hodnoty pro tento test.
o Nepouzivejte plnou krev, ktera obsahuje heparin. V pripadé potreby opakujte
extrakci DNA a PCR.
o Upravte mnozstvi produktu PCR

® Degradace soupravy
o Zkontrolujte, zda byla souprava skladovana v souladu s pokyny vyrobce.
o Nezmrazujte/nerozmrazujte reagencie vice nez dvakrat.
o 'V pripadé potreby pripravte alikvoty Cinidel.
o Opakujte analyzu s cerstvou davkou cinidel. Slaby produkt PCR

=» Vysoka intenzita fluorescence

®  P¥ilis mnoho PCR produktu
o Zredte PCR produkt.

® Nespravné nastaveni genetického analyzatoru
o Zkontrolujte modul béhu a pouzitou kalibracni matici. Upravte parametry
vstrikovani a chodu.

= Vysoké pozadi (zahlcena zakladni linie)

® Kontaminace PCR
o Vizvyse

® Spatna kvalita PCR produktu
o Vizvyse
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16 - Upozornéni pro zakaznika

® Tento produkt byl vyvinut pro diagnosticke ucely in vitro.

®  Pokud je souprava pouzivana na uzemi kteréehokoli clenského statu Evropskée unie a pokud
dojde k zavaznéemu incidentu v souvislosti s pouzitim soupravy, musi to uzivatel nahlasit
vyrobci (regulatory@bdrdiagnostics.com) a prislusnéemu organu sve zeme a/nebo zemi
pacienta. Hlaseni zavaznych incidentd pro vsechny ostatni zemé 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 komercnich
vyrobkud bez pisemného souhlasu spolecnosti Blackhills Diagnostic Resources S.L.U.

® VsSechny informace obsazené v tomto dokumentu mohou doznat zmén bez predchoziho
upozornéni. Spolec¢nost Blackhills Diagnostic Resources S.LU. nenese zadnou
odpovédnost za pripadné chyby v dokumentu. Tento dokument je povazovan za uplny a
presny v dobé jeho zverejnéeni. Spolecnost Blackhills Diagnostic Resources S.L.U. v zadnem
pfipadé nenese odpovednost za nahodné, zvlastni, vicenasobné nebo odvozené skody
vznikleé v dusledku pouziti tohoto dokumentuento vyrobek je urcen pro in vitro
diagnosticke pouziti.

® Zakoupeni tohoto vyrobku dava kupujicimu pravo na pouziti jistych patentt firmy ROCHE,
potrebnych pro provadéni vitro diagnostickych sluzeb. Nedava obecny patent nebo jinou
licenci jakehokoliv druhu nez toto specificke pravo pouziti.

® FAM ™ aROX ™ jsou obchodni znamky firmy Life Technologies Corporation

® FAM ™ a ROX ™ mohou byt pokryty jednim nebo vice patenty vlastnénymi 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 zmeén

Rev. 00 Prvni verze dokumentu
Rev. 01 Oprava chyb v odstavci “Postup”.

Oprava chyb v psani a prekladu. Nove oddily: Presnost, Informace pro
bezpecnost, Kontrola zmén a Vysvétleni symbold pouzitych na etiketach.
Informace tykajici se urceneho uzivatele a urceneho pacienta. Novy format
dokumentu.

Rev. 02

Oprava chyb v psani a prekladu. Doplnéni dalSich informaci v oddilech "Zasady
Rev. 03 postupu’ a "Vysledky a interpretace’. Zmény v doporucenych parametrech
genetického analyzatoru, pridani pristroje SegStudio™.
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18 - Vysvétleni symbolu pouzitych na stitku

In vitro diagnosticky .
IVD zdravotnicky prostredekice g Datum expirace
REF Katalogové Cislo W Obsah staci pro <n> testd
LOT Cislo sarze “ Vyrobce
N
Jf Teplotni omezeni j/{t Chrante pred sluncem
|

U}J Prostudujte si elektronicky navod k pouziti

Tento vyrobek splhuje pozadavky Evropske Direktivy 98/79/EC pro in vitro diagnosticke
c € zdravotnicke prostredky
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