SALSA® MLPA® probemix P159-A5 GLA

Ucel pouziti

Salsa MLPA kit P159 GLA je test pro in vitro diagnostiku (IVD)! nebo pouze pro vyzkumné
ucely (RUQ) a slouzi pro detekci deleci nebo duplikaci lidského genu GLA jako pfi¢ina Fabryho
choroby, pro stanoveni diagndzy a za u¢elem potvrzeni klinické a/nebo biochemické diagnozy.

Tento kit muze byt pouzit pro molekularni genetické testovani rodinnych pfislusnik( s rizikem.

Tento test je uréen pro pouziti s lidskou DNA izolovanou z periferni krve. Delece a duplikace
detekované kitem P159 GLA by mély byt ovéfeny jinou metodou. Zejména delece nebo
duplikace detekované pouze jedinou sondou, vzdy vyzaduji ovéfeni jinym zplsobem. VétSina
defektt v GLA genu jsou bodové mutace a vétSina z nich nebude detekovana metodou MLPA.

Doporuduje se proto pouzivat tento kit v kombinaci se sekvenacni analyzou GLA genu.

Tento test neni urCen k pouZiti jako samostatny test pro klinické rozhodovani. Vysledky tohoto

testu musi byt interpretovany molekularnim genetikem nebo ekvivalentnim odbornikem.

'Berte prosim na védomi, Ze tento kit je pro in vitro diagnostické pouZiti (IVD) v zemich
uvedenych na konci tohoto popisu. Ve vSech ostatnich zemich je vyrobek uréen pouze pro

vyzkumné ucely (RUO).

Klinické pozadi

Fabryho choroba (OMIM: 301500) (Andersonova-Fabryho choroba, deficience alfa-
galaktosidazy A), X-vazana porucha glykosfingolipidu, ktera je zplsobena nedostatkem a-
galaktozidazy A v dusledku defektd v genu pro alfa-galaktosidazu (GLA). Fabryho choroba je
spojena s dysfunkci mnoha bunéénych typa a zahrnuje systémovou vaskulopatii (onemocnéni
cév). Jako vysledek, pacienti maji vyrazné zvySené riziko vzniku periferni neuropatie malych
vldken (poruchy periferniho nervového systému), mrtvice, nesCetné srdecni projevy a
chronické onemocnéni ledvin. Prakticky vSechny komplikace Fabryho nemoci jsou
nespecifické povahy a klinicky nerozliSitelné od podobnych abnormalit, které se vyskytuji v

souvislosti s ¢astéjSimi poruchami v béZzné populaci.

Ackoli tato nemoc byla plvodné povazovana za velmi vzacnou, studie zjistily mnohem vys$Si
vyskyt mutaci v genu GLA, coz naznacuje, ze tato porucha je nedostate¢né diagnostikovana
(Schiffmann 2009).

Vice informaci na: https://www.ncbi.nIm.nih.gov/books/NBK1292/.



Struktura genu

Gen GLA (7 exonu) pokryva ~ 17 kb genomové DNA a nachazi se na chromozomu Xqg22.1,
pfiblizné 101 Mb od p-teloméry. GLA LRG_672 je totoZny s GenBank NG_007119.1, dostupné

na www.lrg-sequence.org.

Transkrip¢ni varianty

Jedna transkrip€ni varianta byla popsana: https://www.ncbi.nim.nih.gov/gene/2717. Sekvence
transkripcni varianty 1 GLA (NM_000169.2, 1418 nt, kédujici sekvence 111-1400) je referenci
v projektu NCBI RefSeqGene. V Tabulce 2 jsou ligaéni mista sond GLA MLPA oznacené podle
této sekvence, ktera obsahuje 7 exonu. Pocatek translace ATG se nachazi v exonu1 (111-
113) a stop kodon je umistén v exonu 7 (1398-1400).

Cislovani exonu

Cislovani exonl pouzité v tomto popisu produktu P159-A5 GLA a v Coffalyser. Net je Sislovani
exont z transkriptu RefSeq NM_ 000169.2, které je identické s LRG_672 sekvenci. Cislovani
exonu a pouzité sekvence NM jsou od 03/2018, ale mohou byt zménény (napf. NCBI) po

vydani popisu produktu.

Obsah P159-A5 GLA kitu

Kit SALSA MLPA P159 GLA obsahuje 25 sond s amplifikacnimi produkty mezi 146 a 355 nt:
8 sond pro gen GLA (jedna sonda pro kazdy exon a dalSi sonda pro exon 2), 3 ohranicujici
sondy pro geny umisténé pfed GLA (v€etné HNRNPH2) a 3 ohraniéujici sondy pro
downstream geny a 11 referencnich sond pro detekci sekvenci na chromozomu X. Identita

genu detekovanych referenénimi sondami je k dispozici online (www.mlpa.com).

Tento kit obsahuje deset kontrolnich fragmentd, které generuji amplifikacni produkty mezi 64
a 121 nt: ¢tyfi DNA kvantitativni fragmenty (Q-fragmenty), dva DNA denatura¢ni fragmenty (D-
fragmenty), jeden benchmark fragment, a jeden chromozdm X a dva chromozém Y-specifické
fragmenty (tabulka nize). Vice informaci o tom, jak interpretovat vysledky z t&chto kontrolnich

fragmentd, muzete nalézt v MLPA obecném protokolu.



Length (nt) Name
64-70-76-82 Q-fragments (Only visible with <100 ng sample DNA)
88-96 D-fragments (Low signal of 88 or 96 fragment indicates incomplete denaturation)
92 Benchmark fragment
100 X-fragment (X chromosome specific)
105 Y-fragment (Y chromosome specific)
121 Y-fragment: Specific for the Y chromosome

MLPA metoda

Principy MLPA metody (Schouten et al 2002) jsou popsany v MLPA obecném protokolu.

Validace MLPA metody

Interni validace MLPA metody na 16 vzorcich DNA ze zdravych jedincu je nezbytna, a to
zejména pfi prvnim pouziti MLPA, nebo pfi zméné zpracovani vzorkd, metodé extrakce DNA
nebo pouzivaného pfistroje. Tato validace by méla vykazovat standardni odchylku <0,10 pro

v8echny sondy v experimentu.

Pozadavky na vzorky

Izolovana DNA z periferni krve bez necistot, které ovliviuji MLPA reakci. Vice informaci

naleznete v ¢asti o zpracovani DNA vzorku v MLPA obecném protokolu.

Referenc¢ni vzorky

V8echny testované vzorky, v€etné referencnich vzorkd DNA, by mély byt odvozeny ze
stejného typu tkané, zpracovany za pouziti stejného postupu a pfipraveny za pouziti stejného
zpusobu. Referenéni vzorky by mély byt odvozeny od nepfibuznych jedinct bez historie
Fabryho choroby. Doporucuje se pouzivat referen¢ni a pacientské vzorky stejného pohlavi
pro usnadnéni interpretace. DalSi informace tykajici se vybé&ru a pouZziti referenénich vzorki

Ize nalézt v MLPA obecném protokolu.

Pozitivni kontrolni DNA vzorky

MRC-Holland nem0ze poskytnout pozitivni vzorky DNA. Zahrnuti pozitivniho vzorku v
kazdém experimentu je doporu¢eno. Biobanka Coriell (https://catalog.coriell.org) a DSMZ
(https://www.dsmz.de/home.html) maiji rlznorodou sbirku biologickych zdroju, které mohou
byt pouzity jako pozitivni kontrolni DNA vzorek ve vaSich MLPA experimentech. Kvalita

buné&c&nych linii se maze ménit, proto by mély byt vzorky validovany pfed pouzitim.


http://www.mlpa.com/

Charakteristika vykonu testu

VétSina pacientl s Fabryho chorobou ma patogenni varianty, které jsou snadno detekovany
sekvenacni analyzou. Odhaduje se, Ze pfiblizné ~ 5% vSech pacientl s Fabryho chorobou
maji delece nebo duplikace v GLA genu; bud zahrnujici ¢ast genu, cely gen nebo delece
presahuji GLA gen. Pokud se kromé sekvenacni analyzy GLA pouziva i metoda MLPA, mira
detekce se obecné zvysuje o ~ 5 procentnich bodl. Analyticka citlivost a specifita pro detekci
deleci nebo duplikaci v genu GLA je velmi vysoka a muze byt povazovana za > 99% (na
zakladé literarnich studii 2008-2017).

Analyticka vykonnost mlze byt ohrozena: SNP nebo dalSimi polymorfismy (napf. indels)

v cilové sekvenci DNA, necistotami ve vzorku DNA, neuplnou DNA denaturaci, pouZzitim
nedostateéného nebo pfili§ velkého mnozstvi vzorku DNA, pouZzitim nedostateénych nebo
nevhodnych referenénich vzorkd, problémy s kapilarni elektroforézou nebo Spatnym
postupem normalizace dat a dalSimi technickymi chybami. MLPA obecny protokol obsahuje

technické pokyny a informace o hodnoceni/normalizaci dat.

Analyza dat

Coffalyser.Net software musi byt pouZzit pro analyzu dat v kombinaci s listem pro specifickou
Sarzi - MLPA Coffalyser list. Nejnovéjsi verze by méla byt pouzita a je volné ke staZeni na
www.mlpa.com. Pouziti jiného ne-proprietarniho softwaru muize vést k nepriikaznym nebo
faleSnym vysledkim. Pro vice informaci o MLPA kontrole kvality a analyze dat, viz

Coffalyser.Net Manual.

Interpretace vysledki

Ocekavané vysledky pro GLA sondy, detekujici sekvence na X chromozomu, jsou pocty
kopii alel 2 (normalni u Zzeny, duplikace u muze), 1 (heterozygotni delece u Zeny, normaini u

muze), 3 (heterozygotni duplikace (u Zeny)), nebo 0 (homozygotni delece).

Standardni odchylka vSech sond v referencnich vzorcich by méla byt <0,10 a kvocient davky
(DQ) referenénich sond ve vzorcich pacientt by mél byt mezi 0,80 a 1,20. Pokud jsou tato
kritéria splnéna, nasledujici mezni hodnoty pro DQ sond mohou byt pouzity k interpretaci
vysledkt MLPA:



Copy Number status Dosage quotient
Male samples vs Male reference samples

Normal 0.80 < DQ < 1.20
Deletion DQ=0
Duplication 1.65<DQ < 2.15
Ambiguous copy number All other values
Copy Number status Dosage quotient
Female samples vs Female Reference samples

Normal 0.80 < DQ < 1.20
Homozygous deletion DQ=0
Heterozygous deletion 0.40 < DQ < 0.65
Heterozygous duplication 1.30<DQ < 1.65
Heterozygous triplication/homozygous duplication 1.75<DQ < 2.15
Ambiguous copy number All other values

- Usporadani sond podle chromozomalni polohy usnadriuje interpretaci vysledkd a muze
odhalit mensi zmény, jako jsou zmény pozorované v pfipadech mozaiky. Analyza

rodicovskych vzorkd mlze byt nezbytna pro spravnou interpretaci komplexnich vysledkd.

FaleSné pozitivni vysledky

Vezméte prosim na védomi, Ze abnormality zjiSténé jedinou sondou (nebo vice po sobé
jdoucich sond) maji stale znacnou Sanci byt faleSné pozitivni vysledek. Neuplna DNA
denaturace (napfiklad z divodu kontaminace soli) muze vést ke snizeni signalu sondy,
zejména u sond umisténych v CpG ostrové nebo v jejich blizkosti. Pouziti dalSiho kroku
Cisténi nebo alternativni metody extrakce DNA mUze takové pfipady vyreSit. Navic,
kontaminace DNA vzorkd cDNA nebo PCR amplikony z jednotlivych exont mohou vést

k faleSné pozitivnim duplikacim (Varga et al., 2012). Analyza nezavisle odebraného vzorku

sekundarni DNA muze vyloucit tento typ artefaktu.

- Normalni pocty kopii variant u zdravych jedincu jsou popsany v databazi genomovych
variant: http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home. Uzivatelé by méli vzdy konzultovat nejnovéjsi

aktualizaci databaze a védecké poznatky pfi interpretaci jejich vysledku.

- Ne vSechny odchylky zjisténé MLPA jsou patogenni. U nékterych genu jsou znamy
intragenni delece, které vedou k velmi mirnému nebo Zadnému onemocnéni (Schwartz a
kol., 2007). Duplikace zahrnujici prvni nebo posledni exon genu (napf¥. exony 1-3) nemusi v

nékterych pfipadech vést k inaktivaci této kopie genu.

- Zmény v poctu kopii detekované referenénimi sondami nebudou mit pravdépodobné zadny

vztah k testovanému onemocnéni.



Poznamky k interpretaci vysledkl pro SALSA MLPA kit P159 GLA:

- Nepfedpoklada se, ze delece nebo duplikace pouze ohraniéujicich sond budou pfi¢inou
Fabryho choroby. Tyto sondy byly zahrnuty pouze k vymezeni rozsahu velkych deleci a

duplikaci.

Limitace metody

o Ve veétsiné populacich jsou hlavni pfi€inou genetickych defektd v GLA genu malé
(bodové) mutace, z nich vétSina nebude detekovana pomoci MLPA kitu P159 GLA.
e MLPA nemuze zjistit zadné zmény, které lezi mimo cilovou sekvenci sond
a nezjisti pocet kopii neutralni inverze nebo translokace. | kdyZz MLPA nedetekuje
zadné aberace, zUstava moznost, Ze existuji biologické zmény v tomto genu nebo

chromozomalni oblasti, ale zistavaji nedetekované.

. Zmény sekvence (napf. SNP, bodové mutace, malé indels) v cilové sekvenci
sondy mohou zpusobit faleSné pozitivni vysledky. Mutace / SNP (i kdyz> 20 nt od
ligacniho mista sondy) mize snizovat signal sondy tim, Ze brani ligaci

oligonukleotidové sondy nebo destabilizuje vazbu sondy na DNA.

Potvrzeni vysledku

Zmény v poctu kopii detekované pouze jedinou sondou vzdy vyzaduji ovéfeni jinou metodou.
Zitejma delece detekovana jedinou sondou mUze byt zplsobena napf. mutaci

/ polymorfismem, ktery zabrariuje ligaci nebo destabilizuje vazbu sondy na DNA. Sekvenacni
analyza muze stanovit, zda mutace nebo polymorfismy jsou pfitomny v cilové sekvenci
sondy. Nalezeni (heterozygotni) mutace nebo polymorfismu poukazuje na odliSnou alelu u
muzl a na pfitomnost dvou odliSnych alel u Zen ve vzorku DNA, a Ze fale$né pozitivni
vysledek MPLA byl ziskan.

Zmény v poctu kopii detekované jednou nebo vice nez jednou po sobé jdoucich sond by
meély byt potvrzeny jinou nezavislou metodou, jako je long-range PCR, qPCR, array CGH
nebo Southern blotting, kdykoli je to mozné. Delece / duplikace delSi nez 50 kb mohou byt

Casto potvrzeny FISH.

Databaze GLA mutaci: https:/databases.lovd.nl/shared/genes/GLA . Darazné doporucujeme

uzivatelim ukladat pozitivni vysledky do GLA databaze. Doporuceni pro nomenklaturu



popisujici delece / duplikace jednoho nebo vice exonu Ize nalézt na adrese

http://varnomen.hgvs.org/.

Prosim, oznamte zmény v poctu kopii detekované referenénimi sondami, faleSné pozitivni

vysledky kvuli SNP a neobvyklé vysledky (napfiklad duplikace GLA exonll 2 a 4, ale ne
exonu 3) do MRC-Holland: info@mlpa.com.

Table 1. SALSA MLPA probemix P159-A5 GLA

Length Chromosomal position (hg18)

(ngtl) S Reference Flanking GLA

64-121 Control fragments — see table in probemix content section for more information
146 Reference probe 01394-101042 Xp21

154 - Flanking probe 2 01274-101640 Xq22.2; 2369 kb upstream GLA
160 Reference probe 16675-120191 Xpil
166 Reference probe 02927-L03721 Xq27
178 GLA probe 05153-104557 Exon 1
185 GLA probe 05158-L08283 Exon 5
190 Reference probe 07653-114466 Xpil

196 - Flanking probe 5 06926-L06506 Xq22.1; 48 kb downstream GLA
206 GLA probe 05154-1L28096 Exon 2
217 GLA probe 05159-128097 Exon 6
222 GLA probe 05178-128098 Exon 2
229 Reference probe 02922-104201 Xp21.2

238 GLA probe 05160-L04564 Exon 7
247 Reference probe 03650-L03063 Xp22

256 GLA probe 05156-L04560 Exon 3

265 = HNRNPH2 probe 05181-L04553 Xq22.1; 0.3 kb upstream GLA

275 Reference probe 04124-103481 Xg23

283 - Flanking probe 3 05183-L04555 Xq22.1; 2 kb downstream GLA

291 - Flanking probe 1 05856-L05256 Xq22.3; 7144 kb upstream GLA

298 Reference probe 06476-126217 Xp22

310 Reference probe 03493-102870 Xg28

319 GLA probe 06500-L04561 Exon 4
328 Reference probe 12605-113689 Xgi2

337 = Flanking probe 4 06911-1L06491 Xq22.1; 26 kb downstream GLA

355 Reference probe 13524-114330 Xq21.2

(a) Cislovani exonl pouzité v tomto popisu produktu P159-A5 GLA a v Coffalyser. Net je

Cislovani exonu z transkriptu RefSeq NM_ 000169.2, které je identické s LRG_672 sekvenci.

Cislovani exond a pouzité sekvence NM jsou od 03/2018, ale mohou byt zmé&nény (napf.

NCBI) po vydani popisu produktu.

- Doprovodnd/ohrani€ujici sonda: Zahrnuta, aby pomohla ur€it rozsah delece/

duplikace. Zména v poctu kopii pouze té&chto sond nebo referenénich sond

pravdépodobné nesouvisi s testovanym stavem.



mailto:info@mlpa.com

Table 2. P159 probes arranged according to chromosomal location

Length | SALSA MLPA GLA Ligation site™ | Partial sequence!® (24 nt | Distance to
(nt) probe exon® NM_000169.2 adjacent to ligation site) next probe
291 -~ 05856-L05256 | Flanking probe 1 TGATGGAATTCC-AGGGCCACCAGG 4775.3 kb
154 - 01274-L01640 | Flanking probe 2 AGCCACAAAGCA-GACTAGCCAGCC 2368.6 kb
265 = 05181-L04553 | HNRNPH2 gene TTAGAGGTTGGT-GTGTGGGTGGGA 0.5 kb

GLA probes
start codon 111-113 (Exon 1)
178 05153-L04557 Exon 1 221-222 AATGGATTGGCA-AGGACGCCTACC 38 kb
206 05154-L28096 Exon 2 329-330 ATGGAGATGGCA-GAGCTCATGGTC 0.1 kb
222 05178-L28098 Exon 2 427-428 AGAAGGCAGACT-TCAGGCAGACCC 2.1 kb
256 05156-L04560 Exon 3 564-565 GTTTTGGATACT-ACGACATTGATG 1.0 kb
319 06500-L04561 Exon 4 697-698 TAGGACTGGCAG-AAGCATTGTGTA 1.8 kb
185 05158-L08283 Exon 5 789-790 GCAATCACTGGC-GAAATTTIGCTG 0.5 kb
217 05159-128097 Exon & 1057-1058 GGATAAGGACGT-AATTGCCATCAA 0.5 kb
238 05160-L04564 Exon 7 1237-1238 GGGTAAAGGAGT-GGCCTGTAATCC 21 kb
stop codon | 1398-1400 (Exon 7)
283 = 05183-L04555 | Flanking probe 3 AGAGCCATCAAT-ACAATTCCGCTT 24.2 kb
337 = 06911-L06491 | Flanking probe 4 AAATTTCAATCA-TTGAAAGGTTCC 21.7 kb
196 — 06926-L06506 | Flanking probe 5 TCCCACTTTCAA-AATTCTTCTGAG

(a) Cislovani exonli pouzité v tomto popisu produktu P159-A5 GLA a v Coffalyser. Net je
Cislovani exonu z transkriptu RefSeq NM_ 000169.2, které je identické s LRG_672 sekvenci.
Cislovani exoni a pouzité sekvence NM jsou od 03/2018, ale mohou byt zménény (napf.

NCBI) po vydani popisu produktu.

(b) Liga¢ni mista P159 GLA MLPA sond jsou oznaCena podle sekvence RefSeq NM_
000169.2, ktera obsahuje 7 exona.

(c) Pouze Cast sekvence sond je uvedena. Kompletni sekvence sond jsou k dispozici ha

www.mlpa.com. Prosim, dejte nam védét, pokud najdete né&jaké chyby na info@mlpa.com.

= Doprovodna/ohranicujici sonda: Zahrnuta, aby pomohla ur€it rozsah delece/ duplikace.
Zména v poctu kopii pouze téchto sond nebo referennich sond pravdépodobné nesouvisi s

testovanym stavem.

Souvisejici SALSA MLPA Kkity

- P164 IDS: Obsahuje sondy pro gen IDS, zapojeného do dal$iho X-vazaného onemocnéni

skladovani lysozomalni.
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Historie produktu P159

P159 Product history

Version | Modification

A5 The length of the Y control fragment has been elongated from 118 nt to 121 nt.

A4 Four reference probes have been replaced.

A3 The 88, 96 and 118 nt control fragments have been replaced.

A2 Two reference probes have been replaced. Three extra reference probes, probes for genes nearby

GLA and extra control fragments at 88, 96, 100 and 105 nt have been added.

(A) First release.

Implemented changes in the product description

Version A5-01 - 19 April 2017 (04)

- Product description restructured and adapted to a new template.

Version 13 — 03 March 2017 (55)

- Changed "HNRPH2" to the more common "HNRNPH2" in Table 2.

- Several minor textual changes.

Version 12 — 10 January 2017 (55)

- Product description adapted to a new lot (lot number added, small changes in Table 1, new pictures
included).

- Various minor textual changes on page 1.

- Related product added.

- Table 1 footnotes updated to lot AS.

Version 11 — 17 August 2016 (55)

- New reference added on page 1.

- Manufacturer's address adjusted.

- Minor textual and layout changes.

Version 10 - 21 January 2015 (54)

- Product description adapted to a new lot (lot number changed, small changes in Table 1 and Table 2, new
pictures included).

- Various textual changes.

- Updated link for "Database of Genomic Variants”.

Version 09 (48)

- Electropherogram pictures using the new MLPA buffer (introduced in December 2012) added.

More information: www.mlpa.com; www. mlpa.eu
d MRC-Holland bv; Willem Schoutenstraat 1
1057 DL, Amsterdam, The Netherlands
E-mail info@mlpa.com (information & technical questions); order@mlpa.com (orders)
Phone +31 888 657 200

IVD| | curoper CE€
ALL OTHER COUNTRIES

“comprising EU (candidate) member states and
members of the European Free Trade Association (EFTA).
The product is for RUQ is all other European countries.




