SALSA® MLPA® probemix P378-D1 MUTYH
Ucel pouziti

Salsa MLPA kit P378 MUTYH je test pro in vitro diagnostiku (IVD)! nebo pouze pro vyzkumné ucely
(RUO) a slouzi pro detekci deleci nebo duplikaci lidskych gent MUTYH a GREM1 a ve specifickych
oblastech genu SCG5. Dale obsahuje dvé sondy, které mohou detekovat pritomnost bodové mutace
p.Y179C a p.G396D v genu MUTYH. Vyrobek je uréen k potvrzeni potencialni ptriciny a klinické diagndzy
MUTYH-asociované polypdzy (MAP) a dédicného syndromu smisené polypdzy (HMPS1). Tento produkt

mUzZe byt pouZit pro genetické testovani ¢lentd/jednotlivcl v rizikové rodiné.

Tento test je urcen pro poutziti s lidskou DNA izolovanou z periferni krve. Delece nebo duplikace
detekované kitem P378 MUTYH musi byt ovéfeny jinou metodou. Zejména delece nebo duplikace
detekované pouze jedinou sondou, vidy vyZaduji ovéfeni jinym zpUsobem. Vétsina defektl v MUTYH
genu jsou bodové mutace a vétsina z nich nebude detekovdna metodou MLPA. Doporucuje se proto
pouzivat tento kit v kombinaci se sekvenacni analyzou MUTYH genu. Tento test neni uréen k pouziti
jako samostatny test pro klinické rozhodovani. Vysledky tohoto testu musi byt interpretovany

molekularnim genetikem nebo ekvivalentnim odbornikem.
Tento kit mGzZe byt pouZit na nddorovém materialu k detekci deleci a duplikaci ve vyzkumu.

1Berte prosim na védomi, Ze tento kit je pro in vitro diagnostické pouZiti (IVD) v zemich uvedenych
v Osvédceni o analyze, které je k dispozici na www.mlpa.com. Ve vSech ostatnich zemich je vyrobek

urcen pouze pro vyzkumné ucely (RUO).

Klinické pozadi

Gen MUTYH (mutY homolog, E. coli) kodduje DNA glykosylazu, kterd se ucastni oprav oxidaéniho
poskozeni DNA. Mutace v tomto genu maji za nasledek dédi¢nou predispozici k rakoviné tlustého
stfeva, konkrétné MUTYH asociované polypdze (MAP). MAP je autosomalni recesivni znak. Jedna
defektni kopie genu MUTYH muzZe vést k Zddnému nebo jen malému zvyseni rizika pro kolorektalni
nador. V pfipadé bialelického MUTYH defektu, riziko pro kolorektalni nador je 43 % az témér 100 %

bez v€asného sledovani podle NCBI GeneReview pro MAP.

Dvé nejcastéjsi mutace MUTYH spojené s dédicnym kolorektalnim nadorem jsou p.Y179C(c.536A> G)

v exonu 7 a p.G396D (c.1187G> A) v exonu 13. Tyto dvé mutace pokryji pfiblizné 80% zmén


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK107219/

zarodecné linie u pacientll evropského plvodu. Ve vychodoasijskych populacich tyto hotspot mutace
nejsou prevalentni. Pacienti s homozygotni p.G396D nebo heterozygotni p.G396D / p.Y179C mutaci
pY179C (NCBI GeneReview for MAP). Tfeti béZnd mutace je p.E410Gfs * 43(c.1227_1228dupGG)
mutace (Guarinos et al., 2014, Morak et al., 2014). Bialelicky MUTYH-spojeny kolorektalni nddor se v
jedné tretiné pripadl vyskytuje bez polypa. Dalsi informace naleznete v Clinical Utility Gene Card pro

MUTYH (http://www.nature.com/ejhg/journal/v21/n1/full/ejhg2012163a.html).

Duplikace 40 kb upstream od genu GREM1 a 3 'konce SCG?5 je spojena se zvysenym rizikem vzniku
kolorektalniho nadoru. Tento syndrom je znamy jako dédi¢ny syndrom smiSené polypézy (HMPS1).
Tato duplikace vede ke zvySeni exprese specifické alely GREM1 v epitelu tenkého stfeva. Zvysend
exprese GREM1 ziejmé snizuje aktivitu drahy kostniho morfogenetického proteinu (BMP),
mechanismus, ktery je také podkladem tumorgeneze u juvenilni polypdzy tenkého streva (Jaeger et
al. 2012). Dalsi duplikace ~ 16 kb v této oblasti byla popsana nedavno u ¢len( rodiny s atypickym FAP
(Rohlin et al., 2016). Sedm sond je zahrnuto do kitu P378 k detekci 40 kb duplikace (dalsi informace
viz Tabulka 1 a Tabulka 2b). Zmény v poctu kopii zjisténé pouze jednou sondou specifickou pro gen
SCG5 pravdépodobné nebudou mit vztah k testovanému stavu. Dalsi informace o HMPS1 naleznete

na adrese http://omim.org/entry/601228.

Struktura genu

MUTYH gen je umistény na chromozomu 1p34, pokryva ~ 11 kb genomové DNA a obsahuje 16 exon(.
Sekvence LRG je sekvence LRG_220 a je totozna se sekvenci NCBI NG_008189.1. Gen SCG5 je umistény
na chromozomu 15q13, pokryva ~ 55 kb genomové DNA a obsahuje 6 exonl. NCBI NG sekvence pro
gen SCG5 je NG_051230.1. K dispozici neni Zddna LRG sekvence. GREM1 gen, ktery se také nachazi na
chromozomu 15q13, pokryvad ~ 17 kb genomové DNA a obsahuje 2 exony. NCBI NS sekvence pro

GREM1 gen je NG_033791.1. K dispozici neni Zzadna LRG sekvence.

Transkrip¢ni varianty

Sekvence NM_001128425.1, viz https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001128425.1,
predstavuje transkrip¢ni variantu alpha5 genu MUTYH. Tato sekvence je referenénim standardem v
NCBI RefSeqGene projektu. Translaéni pocatek ATG se nachazi v exonu 1 (217-219) a stop kodon je
umistény v exonu 16 (1864-1866).



Transkript NM 001048172.1 predstavuje variantu gamma2 genu MUTYH s alternativnim pocatecnim

kodonem ve srovnani s variantou transkriptu alpha5, nachdzejici se v intronu 1 transkriptu varianty

alphab. Translacni pocatek ATG je umistén na 147-149 v NM_001048172.1.

Transkript NM 001048174.1 predstavuje variantu beta3 genu MUTYH a ma také alternativni startovaci

kodon v intronu 1 varianty transkriptu alpha5. Translaéni pocatek ATG je umistén v rozmezi 66-68 v

NM_001048174.1.

Sekvence NM 001144757.2 predstavuje transkripéni variantu 1 genu SCG5. Tato sekvence je

referencnim standardem v NCBI RefSeqGene projektu. Translaéni pocatek ATG je lokalizovén v exonu

2 (174-176) a stop kodon je umistén v exonu 6 (810-812).

Sekvence NM 013372.6 predstavuje transkripéni variantu 1 genu GREM1. Tato sekvence je

referenénim standardem v NCBI RefSeqGene projektu. Translaéni pocatek ATG je lokalizovan v exonu

2 (160-162) a stop kodon je umistén v exonu 2 (712-714).

Cislovani exonu

Cislovani exonl pouZité v tomto popisu kitu P378-D1 a v analyze listu P378-D1 Coffalyser.Net je
&islovani exonl podle vy$e uvedenych sekvenci LRG a NCBI NG sekvenci. Cislovani exon a pouZité

sekvence NM jsou od 01/2018, ale mlze byt zménéna (napf. NCBI) po vydani popisu produktu.

Cislovani exon MUTYH se zménilo. Od ¢ervna 2014 jsme pfijali NCBI &islovani exond, které je
pfitomno v sekvenci NG_008189.1 pro tento gen, které je podobné LRG Cislovani exon( (LRG_220).
Toto &islovani exonl se muze ligit od literatury! Cislovani exond pouzité v pfedchozi verzi tohoto
popisu produktu naleznete v zavorkach v Tabulce 2a. Cislovani exond je od 01/2018, ale mize byt

zménéno (napf. NCBI) po vydani tohoto popisu produktu.

Obsah P378-D1 kitu

Kit P378-D1 MUTYH obsahuje 47 MLPA sond s amplifikacnimi produkty mezi 116 a 471 nt. Obsahuje
sondy pro geny MUTYH, SCG5 a GREM1. Pro gen MUTYH, kit obsahuje 18 sond pro pocet kopii a dvé
sondy specifické pro mutace, pro SCG5 a GREM1 je zahrnuto Sest sond pro pocet kopii. Navic kit
obsahuje 15 referencnich sond. Identita gen(l detekovanych referen¢nimi sondami je dostupna

online a v Tabulce 2c.

Tento kit obsahuje devét kontrolnich fragmentd, které generuji amplifikacni produkty mezi 64 a 105

nt: ¢tyfi DNA kvantitativni fragmenty (Q-fragmenty), dva DNA denaturacni fragmenty (D-fragmenty),


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001048172.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001048174.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001144757.2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_013372.6
http://www.mlpa.com/
http://www.mlpa.com/

jeden benchmark fragment, a jeden chromozém X a jeden chromozém Y-specificky fragment (tabulka
nize). Vice informaci o tom, jak interpretovat vysledky z téchto kontrolnich fragmentl, mlzete 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)
952 Benchmark fragment
100 X-fragment (X chromosome specific)
105 Y-fragment (Y chromosome specific)

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 jedincl je nezbytnd, a to zejména pfi
prvnim pouZiti MLPA, nebo pfi zméné zpracovani vzorkl, metodé extrakce DNA nebo pouzivaného
pfistroje. Tato validace by méla vykazovat standardni odchylku <0,10 pro vSechny sondy

v experimentu.

Pozadavky na vzorky
Izolovana DNA z periferni krve bez necistot, které ovliviiuji MLPA reakci. Vice informaci naleznete

v €asti o zpracovani DNA vzorku v MLPA obecném protokolu.

Referen¢ni vzorky

Referencni vzorky DNA by mély byt odvozeny ze stejného typu tkané, zpracovany za pouZiti stejného
postupu a pripraveny za pouZiti stejného zplisobu, jako jsou DNA vzorky z pacienta. Referenéni
vzorky by mély byt odvozeny od zdravych jedinc(l. Dalsi informace tykajici se vybéru a poufziti

referencnich vzorkd Ize nalézt v MLPA obecném protokolu.

Pozitivni kontrolni DNA vzorky

MRC-Holland nem{ze poskytnout pozitivni vzorky DNA. Zahrnuti pozitivniho vzorku v kazdém
experimentu je doporuceno. Institut Coriell (https://catalog.coriell.org) a DSMZ
(https://www.dsmz.de/home.html) maji rdznorodou shirku biologickych zdrojd, které mohou byt
pouzity jako pozitivni kontrolni DNA vzorek ve vasich MLPA experimentech. Vzorky s identifikacnim

¢islem HG00097, HG01095, HG01500, HGO1685, NA19789 a NA20522 od Institutu Coriell byly


http://www.mlpa.com/

testovany v MRC-Holland a mohou byt pouZity jako pozitivni kontrolni vzorek (y) k detekci
heterozygotni mutace MUTYH p.G396D. Kvalita bunéénych linii se mGze ménit, proto by mély byt
vzorky validovény ptred pouzitim. Pro uréeni mutacni zatéze mutaci p.Y179C a p.G396D by mél byt

pouZzit pozitivni vzorek stejné kvality.

SALSA SD022 Binning DNA

SD022 Binning DNA dodavana s timto kitem mUzZe byt pouZita jako Binning DNA vzorek pro binovani
dvou mutace-specifickych sond (sonda MUTYH 18416-SP0654-L23441 pro mutaci pY179C a sonda
MUTYH 18417-SP0655-123442 pro mutaci p.G396D). SD022 Binning DNA je smés genomové DNA od
zdravych jedincu a syntetické DNA, ktera obsahuje cilové sekvence detekované vyse uvedenymi
sondami. Zahrnuti jedné reakce s 5 ul SDO22 Binning DNA v pocatecnich experimentech MLPA je
zasadni, protoZze muze byt pouZito pro sdruzovani dat profilu pikll pomoci Software Coffalyser.Net.
Navic Binning DNA by méla byt zafazena do experimentu vzdy, kdyZ byly aplikovany zmény v
nastaveni pfistroje kapilarni elektroforézy (naptiklad kdyz byly kapilary obnoveny). Binning DNA by
nikdy neméla byt poutzita jako referenéni vzorek v analyze dat MLPA, ani pro kvantifikaci mutaéniho
signalu (signall), protoZe pro tento Ucel slouzi skutecné pozitivni vzorky od pacientl s mutaci nebo z
bunécné linie. Dlrazné doporucujeme pouzit vzorek DNA a referencni vzorky DNA extrahované
stejnou metodou a odvozené ze stejného zdroje tkané. Pro dalsi informace prosim nahlédnéte do
popisu produktu SD022 Binning DNA. Tento vyrobek je ur¢en pouze pro vyzkumné ucely (RUO), s
vyjimkou pfipadi, kdy je pouzivan v kombinaci s kitem pro diagnostické tcely in vitro (IVD), jak je

uvedeno na konci tohoto popisu produktu.

Charakteristika vykonu testu

Clinical Utility Gene Card pro MUTYH uvadi, Ze delece nebo duplikace pro MUTYH jsou vzacné
udalosti, ale dvé béZzné MUTYH mutace se vSak vyskytuji u 80 % vSech hlasenych mutantnich alel u
jedincl severozapadni Evropy. Penetrance u bialelickych nosic¢l mutaci je az 100 %. Analyticka
citlivost a specificita pro MAP je témér 100 %, pokud je pouZito sekvenovani vsech 16 exonl v

kombinaci s MLPA.

Na rozdil od MAP je HMPS1 dédén dominantnim zplsobem. Bylo prokazano, Ze HMPS1 je zplsoben
duplikacemi 3 'konce genu SCG5 a upstream oblasti GREM1 lokusu (Jaeger et al.2012, Rohlin a kol.
2015). Tento kit obsahuje sedm sond zamérenych na tuto oblast, viz Tabulka 1 a Tabulka 2b pro vice

informaci.



Analyticka vykonnost mize byt ohroZzena: SNP nebo dalsimi polymorfismy (napf. indels) v cilové
sekvenci DNA, necistotami ve vzorku DNA, nelplnou DNA denaturaci, pouzitim nedostatecného nebo
prilis velkého mnoiZstvi vzorku DNA, pouZitim nedostate¢nych nebo nevhodnych referencnich vzorka,
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 pouzit pro analyzu dat v kombinaci s listem pro specifickou Sarzi

- MLPA Coffalyser list. Nejnovéjsi verze by méla byt pouZita a je volné ke staZzeni na

www.mlpa.com. PouZiti jiného ne-proprietarniho softwaru muze vést k nepriikaznym nebo faleSnym

vysledklm. Pro vice informaci o MLPA kontrole kvality a analyze dat, viz Coffalyser.Net Manual.

Interpretace vysledki

Ocekavané vysledky pro detekci MUTYH, SCG5 a GREM1 sond jsou pocty kopii alel 2 (normalni), 1
(heterozygotni delece) nebo 3 (heterozygotni duplikace). Pocet kopii 4 (heterozygotni
triplikace/homozygotni duplikace) nebo 0 (homozygotni delece) se mohou vyskytovat, ale jsou velmi

vzacné.

Standardni odchylka viech sond v referencnich vzorcich by méla byt <0,10 a kvocient davky (DQ)
referencnich sond ve vzorcich pacientd 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 vysledki MLPA pro

autozomadlni a pseudo-autozomalni chromozomy:

Copy Number status Dosage quotient
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 mGze odhalit
mensi zmény, jako jsou zmény pozorované v pripadech mozaiky. Analyza rodicovskych vzork( mze

byt nezbytna pro spravnou interpretaci komplexnich vysledkd.



FaleSné pozitivni vysledky

Vezmeéte prosim na védomi, Ze abnormality zjiSténé jedinou sondou (nebo vice po sobé jdoucich
sond) maji stale zna¢nou Sanci byt faleSné pozitivni vysledek. Netplna DNA denaturace (napfiklad z
dlvodu kontaminace soli) mliZe vést ke sniZeni signalu sondy, zejména u sond umisténych v CpG
ostrové nebo v blizkosti gent MUTYH, SCG5 a GREM1. Pouziti dalSiho kroku cisténi nebo alternativni
metody extrakce DNA mUze takové pripady vyresit. Navic, kontaminace DNA vzorkd cDNA nebo PCR
amplikony z jednotlivych exond mohou vést k falesné pozitivnim duplikacim (Varga et al., 2012).

Analyza nezdvisle odebraného vzorku sekundarni DNA mUZe vyloucit tento typ artefakta.

- Normalni pocty kopii variant u zdravych jedincl jsou popsany v databazi genomovych variant.

Uzivatelé by méli vzdy konzultovat nejnovéjsi aktualizaci databaze a védecké poznatky pfi

interpretaci jejich vysledku.

- Ne vSechny odchylky zjisténé MLPA jsou patogenni. V nékterych genech, intragenové delece jsou
znamy a vedou k velmi mirné nebo Zadné chorobé (Schwartz et al., 2007). Pro mnoho genl, existuje
vice neZ jedna transkripc¢ni varianta. Zmény v poctu kopii exon(, které nejsou pritomny ve vsech
transkripnich variantach, nemusi mit klinicky vyznam. Duplikace, které zahrnuji prvni nebo posledni
exon genu (napriklad exony 1-3), mohou v nékterych pfipadech mit za nasledek inaktivaci této kopie

genu.

- Zmény v poctu kopii detekované referen¢nimi sondami nebudou mit pravdépodobné zadny vztah

k testovanému onemocneéni.

- Stanoveni mutacniho zatéze: jako referenci pro mutace p.Y179C a p.G396D poutijte pozitivni vzorky

stejné kvality jako ma vzorek.

Limitace metody

e Ve vétsiné populaci jsou hlavni pfi¢inou genetickych defektd v MUTYH genu malé
(bodové) mutace, z nichZ vétsina nebude detekovana pomoci MLPA kitu P378

MUTYH.


http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home

o  MLPA nemlZe zjistit Zadné zmény, které lezi mimo cilovou sekvenci sond
a nezjisti pocet kopii neutralni inverze nebo translokace. | kdyz MLPA nedetekuje
Zadné aberace, z(stava moznost, Ze existuji biologické zmény v tomto genu nebo
chromozomalni oblasti, ale z(stavaji nedetekované.

e Zmeény sekvence (napf. SNP, bodové mutace, malé indels) v cilové sekvenci
sondy mohou zpUsobit falesné pozitivni vysledky. Mutace / SNP (i kdyz> 20 nt od
liga¢niho mista sondy) m(ize sniZovat signal sondy tim, Ze brani ligaci
oligonukleotidové sondy nebo destabilizuje vazbu sondy na DNA.

e  P¥i poufZiti na vzorcich nadort (pouze pro vyzkum): Analyza MLPA na vzorcich nadort
poskytuje informace o primérné situaci v burikach, ze kterych byl purifikovan vzorek
DNA. Zisky nebo ztraty genomickych oblasti nebo genti nemusi byt zjistény vyse
uvedenym DQ, pokud je procento nadorovych bunék nizké a pokud je zde moznost
subklonality. Navic existuje vidy moznost, Ze jedna nebo vice referencnich sond
ukazuje pocet zmén kopii ve vzorku pacienta. Diagnostické pouziti P378 s DNA

extrahovanou z nadorové tkané nebylo validovano.

Potvrzeni vysledku

Zmény v poctu kopii detekované pouze jedinou sondou vzdy vyZzaduji ovéreni jinou metodou. Zfejma
delece detekovana jedinou sondou muze byt zplsobena napf. mutaci / polymorfismem, ktery
zabranuje ligaci nebo destabilizuje vazbu sondy na DNA. Sekvenacni analyza mizZe stanovit, zda
mutace nebo polymorfismy jsou pfitomny v cilové sekvenci sondy. Nalezeni heterozygotni mutace
nebo polymorfismu poukazuje na to, Ze dvé odlisné alely jsou pfitomné ve vzorku DNA a falesné

pozitivni vysledek MPLA Ize ziskat.

Zmény v poctu kopii detekované jednou nebo vice neZ jednou po sobé jdoucich sond by mély byt
potvrzeny jinou nezdvislou metodou, jako je long-range PCR, qPCR, array CGH nebo Southern

blotting, kdykoli je to mozné. Delece / duplikace delsi nez 50 kb mohou byt ¢asto potvrzeny FISH.

Databaze mutaci MUTYH: Dlrazné doporucujeme uZivatelm ukladat pozitivni vysledky do MUTYH
LOVD. Doporuceni pro nomenklaturu popisujici delece / duplikace jednoho nebo vice exon( Ize

nalézt na adrese http://varnomen.hgvs.org/.

Prosim, oznamte zmény v poctu kopii detekované referencnimi sondami, falesné pozitivni vysledky
kv(li SNP a neobvyklé vysledky (naptiklad duplikace MUTYH exonU 6 a 8, ale ne exonu 7) do MRC-
Holland.


http://www.lovd.org/mutyh
http://www.lovd.org/mutyh
mailto:info@mlpa.com
mailto:info@mlpa.com

Table 1. SALSA MLPA Probemix P378-D1 MUTYH

Length Chromosomal position (hg18) ™
(nt) i e Reference  MUTYH GREM1 5CG5
£4-105 Control fragments — see table in probemin content section for more information
116 * Reference probe S0472-L30486 Apl2
123 * Reference probe 21531-L30487 Gp22
130 * Reference probe 16316-L18705 3g21
136 «ha GREM1 probe 154583-L23305 Exon 1
148 ¥ MUTYH probe 15777-L.29704 Exon 3
152 ¥ Reference probe 14199-1 25033 2g13
157 %[ SCGS probe 18309-130392 Exon 6
16l «Aa GREM1 probe 18350-L236%2 Exon 1
166 MUTYH probe 15780-L17837 Exon &
172 MUTYH probe 15781-L17538 Exon 4
184 § MUTYH probe 18416-5P0654-L23441 Y179C=c. 53640
190 MUTYH probe 15783-L18347 Exon 14
196 * MUTYH probe 21351-129755 Exon 11
202 SCGS probe 18310-L1410% Exon 3
208 * Reference probe 21495-L16542 10926
214 MUTYH probe 20514-128225 Exon 10
220 J SCGS probe 18352-123308 Exon 4
2T SCGS probe 21353-1L29757 Downstream
232 MUTYH probe 15788-L17545 Exon 5
Imtrom 1
238 @ MUTYH probe 15789-L17546 {Alt. first exon in
HM_001048172.1)
244 MUTYH probe 15787-L18348 Exon 15
250 SCGS probe 18353-123307 Exon 2
258 oo MUTYH probe 18417-SP0855-L23442 G396D=c.1187G>4A
267 * Reference probe 21354- 29758 2p13
274 ¥ MUTYH probe 15791-L30755 Exon 1
283 MUTYH probe 15732-L1754%9 Exon 2
292 % MUTYH probe 21355-129759 Exon 12
301 Reference probe 02266-L01752 Ip25
310 « | GREM1 probe 18354-1L23308 Upsiream
318 * MUTYH probe 21356-L25750 Exon 8
328 MUTYH probe 18355-12330% Exon 13
337 * Reference probe 07367-L07014 2024
345 « [ GREM1 probe 18358-L23310 Upstream
351 * Reference probe 16520-123853 11p12
363 GREM1 probe 18355-123312 Exon 2
T2 Reference probe 05953-128763 2p22
Ja2 GREM1 probe 18350-123314 Exon 2
LT SCGS probe 21357-129761 Exon 5
400 MUTYH probe 18420-123445 Exon 9
409 * Reference probe 17462121218 12p13
418 * MUTYH probe 21358-L30391 Exon 16
Introm 1
427 @ MUTYH probe 18422-123447 {alt. first exon in
MM_001048174.1)
432 % MUTYH probe 21359-129753 Exon 8
445 * Reference probe 16571-L19062 11gl3
457 * Reference probe 19636-L26295 10p11
463 * Reference probe 14955-L16688 6022
471 * Reference probe 21532-127372 11p15

(a) Cislovani exon( pouzité v tomto popisu kitu P378 MUTYH a v analyze listu P378 MUTYH a v

Coffalyser.Net je identické s Cislovanim ve vyse uvedenych LRG sekvenci a NCBI NG sekvenci.

* Nové ve verzi D1 (od Sarze D1-1217 dale).




¥ Zménéno ve verzi D1 (od Sarze D1-1217 dale). Mald zména v délce, Zadna zména v
detekované sekvenci.

§ Sonda specificka pro mutaci. Tato sonda generuje pouze signal, pokud je pfitomna mutace
p.Y179C. Tato sonda se sklada ze tfi ¢asti a ma dvé ligacni mista. Nizky signal této sondy muze
byt zplsoben depurinaci vzorku DNA, napt. v disledku nedostateéné pufrovaci kapacity nebo
prodlouzené doby denaturace.

oo Sonda specifickd pro mutaci. Tato sonda generuje signal pouze tehdy, je-li pfitomna
mutace p.G396D. VSimnéte si toho, Ze sonda nemusi generovat signdl, pokud je mutace
p.G396D pfitomna na stejné alele jako patogenni p.E410Gfs * 43 mutace. Signal této sondy
mUze byt rovnéz snizen v pfitomnosti depurinace vzorku DNA, napf. kvili nedostatecné
pufrovaci kapacité nebo prodlouzené dobé denaturace.

"Sonda se nachazi v regionu bohatém na GC nebo v jeho blizkosti. Nizky signal maze byt
zpUsoben kontaminaci soli ve vzorku DNA, coZ vede k nelplné denaturaci DNA, zvlasté u
oblasti bohatych na GC.

A Vice variabilni. Tato sonda muZe byt citliva na urcité experimentalni zmény. Aberantni
vysledky by mély byt hodnoceny pozorné.

@ Intronova sonda. Tato sonda je zaméfena na alternativni variantu transkriptu s pouZitim
alternativniho startovaciho kodonu. Vyznam deleci nebo duplikaci pro tyto sondy neni jasny.

o Vyznam pouze delece exonu 1 neni jasny, protoZe tento exon je nekdduijici.

J Sondy v rdmci 40kb duplikace 3'-konce SCG5 a upstream oblasti GREM1, kterd mize
zpusobit HMPS1 (Jaeger a kol., 2012).

Poznamka: Cislovani exonli MUTYH se zménilo. Od ¢ervna 2014 jsme pfijali NCBI &islovani exond,

které je pfitomno v sekvenci NG_008189.1 pro tento gen, které je podobné LRG Cislovani exonl

(LRG_220). Toto &islovani exonl se m@ze lisit od literatury! Cislovani exonl pouZité v predchozi verzi

tohoto popisu produktu naleznete v zavorkach v Tabulce 2a. Cislovani exond je od 01/2018, ale méze

byt zménéno (napf. NCBI) po vydani tohoto popisu produktu.



Table 2. P378 probes arranged according to chromosomal location
Table 2a. MUTYH

Length | SALSAMLPA | MUTYH Ligation site® | Partial sequence® (24 nt | Distance
(nt) probe exon® / | NM_001128425.1 | adjacent to ligation site) | "Xt
mutation = : probe
start codon 217-219 (ex 1)
274 | 15791-130765 Exon 1 50-51 CTCGTGGCTAGI-TCAGGCGGAAGG 0.4 kb
2380 | 15789-L17844 I'(“t'on 1 NM_001048172.1 alt. | CepAATTGCCTA-TTGGCCTGTGCT 0.1 kb
ex 2) exl; 48-49
4270 | 18422-123447 I?S:';)l Nr“—‘l?f?f'géf’;il At | GGGCCTCCGTGT-TCTGCTGTCTTC 5.5 kb
283 | 15792117840 | Exon 2 (4) 352353 ACAACAGTCAGG-CCAAGCCTTCIG 0.0 kb
148 | 15777-120704 | Exon 3 (5d) 487-488 TCAGAGACGTAG-CTGAAGTCACAG 0.2 kb
172 | 15/81-L1/838 |  Exon 4 (6) 9 ntafter exon4 | CTGGTCAGTACA-TCTCCTGAGAGC 0.1 kb
232 | 15788117845 | Exon5(7) 635-636 GCTGCAGCAGAC-CCAGGTTGCCAC 0.2 kb
166 | 15/80-L17837 | _ Exon6 (8) 3 nibefore exon 6| TGCCTGTGGCTA-TAGAAGTGGCCT 0.2 kb
154y | LB4IOSPOSA | p¥179C 752-751 and 724-723 | CACGAGAATAGC-28 nt spanning 01 kb
L23441 =C.536A>G reverse oligo-CTCCTGTGGGTA
318 | 21356-129760 | Exon 8 (10) 3/nt ?_‘;2‘2;5"0“ 8 | TATAAGACACCC-AAGACTCCTGGG 0.1 kb
432 | 21359129763 | Exon 8(10) 836-837 TACAGCAGAGAC CCTGCAGCAGCT 0.2 kb
400 | 18420123445 | Exon 9 (11) 971-972 CATTGGIGCTGA-TCCCAGCAGCAC 0.2 kb
214 | 20514128229 | Exon 10 (12) 1069-1070 CAGCCATGGAGC-TAGGGGCCACAG 0.2 kb
196 | 21351-129755 | Exon 11 (13) 1158-1157 reverse | AAGAGCTGTTCC-TGCTCCACCTGA 0.3 kb
202 | 21355129759 | Exon 12 (14) 1283-1282 reverse | TGGGGAAGTTGA-CCACTCCCAGGG 0.3 kb
Seg e | 18417-5P06SS- | p.G396D 1403-1404 and 1438- | CTCCCTCTCAGA-35 nt spanning 01 kb
123442 =c.1187G>A 1439 oligo-CCTGGGAGCCCT
328 | 18355123309 | Exon 13 (19) 1535-1534 reverse | CACTTACCTCCC-CAAGGTGCCGGA 0.1 kb
190 | 15783-L18347 | Exon 14 (16) 1569-1570 CACATCAAGCTG-ACATATCAAGTA 0.7 kb
244 | 15787118348 | Exon 15 (17) Intron 14-1693 CTTCTTGTCTAG-GTTTTCCGTGTG 13 kb
418 | 21358130301 | Exon 16 (18) 1874-1873 reverse | ATGGGGGCTTTC-AGAGGTGTCACT
stop codon 1864-1866 (ex 16)

(a) Cislovani exon{i pouZité v tomto popisu produktu P378-D1 a v analytickych listech Coffalyser.Net

s

s

je totozné s Cislovanim exont v sekvenci LRG_220 a sekvenci NCBI NG_008189.1.

(b) Ligacni mista sond P378 MUTYH MLPA jsou indikovana podle sekvence Refseq

NM_001128425.1, obsahujici 16 exon(. Pouze intronové sondy 238 a 427 nt jsou oznaceny podle
sekvence NM_001048172.1 a sekvence NM_001048174.1. Pouzité sekvence NM jsou od 01/2018,

ale mohou byt zménény (napf. NCBI) po zverejnéni tohoto popisu produktu.

c) Pouze ¢ast sekvence sond je uvedena. Kompletni sekvence sond jsou k dispozici na strance.

Prosim, dejte nam védét, pokud najdete néjaké chyby.

§ Sonda specificka pro mutaci. Tato sonda generuje pouze signal, pokud je pfitomna mutace
p.Y179C. Tato sonda se sklada ze tfi ¢asti a ma dvé ligacni mista. Nizky signal této sondy muze

byt zplisoben depurinaci vzorku DNA, napt. v disledku nedostatecné pufrovaci kapacity nebo

prodlouzené doby denaturace.

,

oo Sonda specificka pro mutaci. Tato sonda generuje signdl pouze tehdy, je-li pfitomna

mutace p.G396D. VSimnéte si toho, Ze sonda nemusi generovat signal, pokud je mutace

p.G396D pfitomna na stejné alele jako patogenni p.E410Gfs * 43 mutace. Signal této sondy

mUze byt rovnéz snizen v pfitomnosti depurinace vzorku DNA, napf. kvili nedostatecné

pufrovaci kapacité nebo prodlouzené dobé denaturace.



http://www.mlpa.com/

@ Intronova sonda. Tato sonda je zaméfena na alternativni variantu transkriptu s pouZitim

alternativniho startovaciho kodonu. Vyznam deleci nebo duplikaci pro tyto sondy neni jasny.

Poznamka: Cislovani exonli MUTYH se zménilo. Od ¢ervna 2014 jsme prijali NCBI &islovani exond,

které je pfitomno v sekvenci NG_008189.1 pro tento gen, které je podobné LRG Cislovani exonl

(LRG_220). Toto &islovani exonl se mize lisit od literatury! Cislovani exonl pouZité v pfedchozi verzi

tohoto popisu produktu naleznete v zavorkach v Tabulce 2a. Cislovani exond je od 01/2018, ale méze

byt zménéno (napf. NCBI) po vydani tohoto popisu produktu.

Table 2b. SCG5 and GREM1

Length | SALSA MLPA| SCG5 Ligation site(® Partial sequence® (24 nt |Distance to
(nt) probe exon® | NM_001144757.2 | adjacent to ligation site) |next probe
start codon 174-176 (ex 2)
250 | 18353123307 Exon 2 104-195 AGGATGGTCTCT-ACCATGCTATCT 36.2 kb
202 [ | 18310-L14109 Exon 3 477478 TGACTGGAGACA-ACATTCCTAAGG 4.7 kb
220 [ |18352-123306 Exon 4 581-582 AACACCCCTGAC-ACTGCAGAGTTC 7.2 kb
301 [ [21357-129761 Exon 5 715-716 ACGAAAGCGGAG-GGTAACACGTGC 49 kb
157 J |18309-130392 Exon 6 865-866 TCAGCATGGCTT-ATGTGCACGTGT 43 kb
226 [ |21353-129757 | Downstream | o8 ”l_teifetfs"eem” © | AGGTAATTCCAC-CTTTCCCTCTGT 8.6 kb
stop codon 810-812 (ex 6)
Length | SALSA MLPA| GREM1 Ligation site™ Partial sequence(® (24 nt |Distance to
(nt) probe exon® NM_013372.6 adjacent to ligation site) |next probe
start codon 160-162 (ex 2)
345 « [ | 18356-L23310 Upstream | 8423 nt before exon 1 | AGAAACAAACAC-TGCAGGCAAGGT 2.9 kb
310 « | | 18354-123308 Upstream | 5570 nt before exon 1 | ACAGGTTACCCT-GTCTGCAGACAA 5.6 kb
136 «Aa | 18483-123305 Exon 1 4-5 TGCCTGGCACTC-GGTGCGCCTTCC 0.1kb
161 «Aw | 18350-123692 Exon 1 153-154 ACCCGCCGCACT-GACAGGTGAGCG 12.7 kb
363 | 18358123312 Exon 2 292293 ACAATGACTCAG-AGCAGACTCAGT 0.3 kb
382 | 18360-123314 Exon 2 502-593 GCTCCTTCTGCA-AGCCCAAGAAAT
stop codon 712-714 (ex 2)

(a) Cislovani exon(i pouZité v tomto popisu produktu P378-D1 a v analytickych listech Coffalyser.Net

je totozné s Cislovanim exonl v NCBI NG_051230.1 sekvenci pro SCG5 a v NCBI NG_033791.1

sekvenci pro GREM1.

(b) Ligacni mista sond P378 MUTYH MLPA jsou indikovana podle sekvence NM_001144757.2 pro

SCG5, obsahujici 6 exonl,, a NM_013372.6 pro GREM1, obsahuijici 2 exony. Pouzité sekvence NM

jsou od 01/2018, ale mohou byt zménény (nap¥. NCBI) po zvefejnéni tohoto popisu produktu.

c) Pouze cast sekvence sond je uvedena. Kompletni sekvence sond jsou k dispozici ha strance.

Prosim, dejte ndam védét, pokud najdete néjaké chyby.

"Sonda se nachazi v regionu bohatém na GC nebo v jeho blizkosti. Nizky signal mize byt

zpUsoben kontaminaci soli ve vzorku DNA, coZ vede k nelplné denaturaci DNA, zvlasté u

oblasti bohatych na GC.
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A Vice variabilni. Tato sonda muiZe byt citlivd na urcité experimentalni zmény. Aberantni
vysledky by mély byt hodnoceny pozorné.

» Vyznam pouze delece exonu 1 neni jasny, protoze tento exon je nekdduijici.

[ Sondy v rdmci 40 kb duplikace 3'-konce SCG5 a upstream oblasti GREM1, kterd mlze
zpUsobit HMPS1 (Jaeger a kol., 2012).

Table 2c. Reference probes

Length | SALSA MLPA . Partial sequence Location
(nt) probe Il Location |54 nt adjacent to ligation site)|  (hg18)
372 | 05953-128763 SPAST 222 GCAAGTTGTGCT-AGTTCTTTTTGG | 02-032.222
367 | 21354-120758 DYSE YTE GAACCARAGTCA-TCAAGAACAGCG | 02-071.562
152 | 14199-L25033 EDAR 2a13 GAGAGTTCTGTG-GGTGGAGAGAAG | 02-108.804
337 | 0736/-L07014 SCNIA 2024 GCAACAGGAGGC-AGCTCAGGTAAA | 02-166.611
301 | 02266-101752 GHRL 3p25 GGCTTTTCGCTT-GCTTCTGCAGCA | 03-010.302
130 | 16316-L18705 RAB/A 5021 CACAATAGGAGCTGACTTTCTGAC | 03-130.000
123 | 21531-130487 | KIAAO31O 6p22 GAGGAGGAACAA-GTGGGACGGCGA | 06-024.754
116 | S0472-L30486 PKHD1 Bp12 GTAACCATCTCA-GGTCTCTGATGA | 06-052.018
463 | 14955-116688 LANA2 6022 CATGTCAATGTA-ATGGACACAGCA | 06-120.601
450 | 19636-126295 PARD3 10pil CCTGCAGCAMAT-ARAGAGCAGTAT | 10-034.712
308 | 21495-116542 UROS 10026 AGTGTATGTGGT-TGGAMATGCTAC | 10-127.491
471 | 21532127372 SVPDI 11pi5 CTGCTGAAGATA-GCACCACCTGCC | 11-006.369
351 | 16520123853 RAG2 iipi2 GTTTAGCGGCAA-AGATTCAGAGAG | 11-036.576
445 | 16571-119062 | SHANK? 11q13 TCGAGGTACGAT-GCGAAGGCAGA | 11-070.014
400 | 17462-121218 GRIN2B 1opis CTGTTCTGGCAAGCCTGGCATGGT | 12-013.611

Colorectal cancer (CRC) related SALSA MLPA probemixes

Lynch Syndrome (HNPCC) PO03, MEO11,
P248 (Confirmation of
P003), ME042
MSH2 P0O03, MEO11,
P248 (Confirmation of
P003)
MSHG P072, MEO11
PMS2 P0O08, MEOD11
EPCAM PO03, PO72
Polyposis Syndrome MAP MUTYH P378, P043, PO72
AFAP APC P043

FAP APC P043
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Historie produktu P378

P378 Product history

Version | Modification

D1 One new reference probe has been added and 11 have been replaced; MUTYH exon 8, 11, 12,
and exon 16 probes have been replaced, MUTYH exon 8 probe has been added, and MUTYH exon
7 probe has been removed; SCG5 exon 5 probe has been replaced and SCG5 downstream probe
(enhancer probe upstream GREMI) has been added; and several probes have a small change in

length.
Cci A target probe for MUTYH exon 10 has been included.
B1 Seven target probes have been replaced and 12 new target probes have been added (MUTYH,

GREMI and SCG5), including mutation specific probes for MUTYH Y179C and G396D; all reference
probes have been replaced.

A2 The 88 and 96 nt control fragments have been replaced (QDX2); the 258 nt probe has a small
change in length.
Al First release.

Implemented changes in the product description

Version D1-01 — 23 February 2018 (04)

- Product description restructured and adapted to a new template.

- Product description adapted to a new product version (version number changed, changes in Table 1 and
Table 2).

- Various minor textual changes.

Version 14 — 30 October 2017 (TO8)

- Warning added in Table 1 and 2, 135 nt probe 18483-123305, 160 nt probe 18350-L23692, and 310 nt
probe 18354-123308.

Version 13 — 23 November 2016 (TO8)

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




- Two new references added on page 2.
- Ligation sites of probes for SCG5 gene updated due to changing to ancther transcript as a reference
sequence (from NM_001144757.1 to NM_001144757.2).
- Various minor textual changes.
Version 12 — 15 January 2015 (T07)
- Product description adapted to a new product version (version number changed, lot number added, small
changes in Table 1 and Table 2, new pictures included).
- Various minor textual changes and corrections throughout the document.
- Updated link for “"Database of Genomic Variants”.
Version 11 — 16 September 2014 (T06)
- Various minor textual changes on page 1.
- New related probemix ME043 added on page 2.
- New reference added on page 2.
- Table 2b adjusted to contain information on which probes are expected to be duplicated in case of 40kb
upstream duplication of GREM1.
Version 10 — 13 June 2014 (T06)
- Exon numbering of the MUTYH gene has been updated in Table 1 and 2a due to changing to the new NG
exon numbering (NG_008189.1).
- New references added on page 2.
Version 09 — 02 October 2013 (T03)
- Adjusted SD text on page 1 & 2.
Version 08 — 16 August 2013 (T0O3)
- Adjusted SD text on page 2.
Version 07 — 02 July 2013 (TO3)
- Product description is adapted to a new product version (version number changed, lot number added,
tables 1 and 2 adapted and new pictures included).
- Various textual changes and information on the GREM1 and SGC5 gene added on page 1.
- Information about Sample DNA is added on page 2.
- Analysis method has been adapted for use on tumour DNA on page 2.
- Warning added on page 2 about consequences of low tumour cell percentage for MLPA analysis.
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d MRC-Holland bv; Willem Schoutenstraat 1
1057 DL, Amsterdam, The Netherlands
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Phone +31 888 657 200
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