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Elucigene CF-EU2v1
Katalégovy kod: CF2EUB2 - 50 testov

Uréené pouzitie
Na simultannu kvalitativhu detekciu in vitro nasledujucich ludskych genetickych mutacii

transmembranového regulatora vodivosti cystickej fibor6zy (CFTR) v DNA extrahovanej
z plnej krvi (konzervovanej v EDTA) a vzoriek suchych kvapiek krvi:

TradiCna Podla smernic HGVS Tradi¢na Podla smernic
HGVS
CFTRdele2,3 c.54- G551D C.1652G>A;
5940 273+1025del21kb p.Gly551Asp
E60X €.178G>T; p.Glu60X R553X C.1657C>T;
p.Arg553X
P67L €.200C>T; p.Pro67Leu R560T €.1679G>C;
p.Arg560Thr
G85E €.254G>A; p.Gly85GIu 1811+1.6kbA>G €.1679+1.6kbA>G
394delTT €.262_263delTT; 1898+1G>A c.1766+1G>A
p.Leu88llefs*22
444delA c.313delA; 2143delT €.2010delT;
p.llel05Serfs*2 p.Leu671X
R117C €.349C>T; 2184delA c.2052delA;
p.Arg117Cys p.Lys684fs
R117H €.350G>A; 2347delG c.2215delG;
p.Arg117His p.Val739Tyrfs*16
Y122X €.366T>A; p.Tyrl22X W846X C.2538G>A;
p.Trp846X
621+1G>T €.489+1G>T 2789+5G>A €.2657+5G>A
711+1G>T c.579+1G>T Q890X €.2668C>T;
p.GIn890X
L206W C.617T>G; p.Leu206Trp | 3120+1G>A €.2988+1G>A
1078delT €.948delT; p.Phe316fs 3272-26A>G €.3140-26A>G
R334W €.1000C>T; R1066C c.3196C>T ;
p.Arg334Trp p.Arg1066Cys
R347P €.1040G>C; Y1092X(C>A) C.3276C>A;
p.Arg347Pro p.Tyr1092X
R347H c.1040G>A,; M1101K C.3302T>A;
p.Arg347His p.Met1101Lys
A455E €.1364C>A; D1152H €.3454G>C;
p.Ala455Glu p.Aspl152His
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Tradi¢na Podla smernic HGVS Tradi¢na Podla smernic
HGVS
1507del €.1519 1521delATC; R1158X €.3472C>T
p.lle507del p.Arg1158X
F508del €.1521_1523delCTT; R1162X €.3484C>T,;
p.Phe508del p.Argl1162X
1677delTA €.1545_1546delTA; 3659delC c.3528delC;
p.Tyr515X p.Lys1177fs
V520F €.1558G>T,; p.Val | 3849+10kbC>T €.3717+10kbC>T
520Phe
1717-1G>A €.1585-1G>A S1251N C.3752G>A;
p.Serl251Asn
G542X €.1624G>T; p.Gly542X | 3905insT ¢.3773dupT,;
p.Leul258fs
S549R(T>G) c.1647T>G; W1282X €.3846G>A,;
p.Ser549Arg p.Trp1282X
S549N C.1646G>A; N1303K €.3909C>G;
p.Ser549Asn p.Asn1303Lys

CF-EU2v1 dokaze rozliSit osoby, ktoré su heterozygotné a homozygotné pre vSetky
vys8ie uvedené mutécie a varianty okrem S549R(T>G).

Zhrnutie a vysvetlenie

Cysticka fibréza (CF) je najbeznejSia zivot obmedzujica autozomalna recesivna porucha
u belo3skej populacie. Vyskyt choroby je 1:3200 Zivonarodenych deti medzi belochmi (1).
V beloSskej populacii je frekvencia heterozygotu priblizne 1:25.

Cysticka fibréza postihuje epitel vo viacerych organoch, €o ma za nasledok komplexnu,
multisystémovu chorobu, ktord zahffa exokrinny pankreas, Creva, dychacie cesty,
muzsky genitalny trakt, hepatobiliarny systém a exokrinné potné Zlazy. Prejav choroby sa
liSi podla zavaznosti mutacii CFTR (2), genetickych modifikdtorov (3) a faktorov
zivotného prostredia (4). Rozsah siaha od smrti v ranom detstve v dosledku progresivnej
obstrukénej choroby pluc s bronchiektdzou, cez pankreatickl insuficienciu s postupnou
progresivhou obstrukénou chorobou pluc v adolescencii a zvySenou frekvenciou
hospitalizacii pre plucne choroby vranej dospelosti, az po opakované sinusitidy
a bronchitidy alebo muzsku neplodnost v ranej dospelosti.

Diagnéza cystickej fibrozy sa najCastejSie stanovuje u 0s6b s jednou alebo viacerymi
charakteristickymi fenotypickymi znamkami CF plus dékazom abnormality vo funkcii génu
CFTR na zaklade jedného z nasledujucich: pritomnost dvoch mutacii spdsobujucich
chorobu v géne CFTR alebo dve abnormalne hodnoty kvantitativnej pilokarpinovej
iontoforézy (>60 mEg/l) alebo merania transepitelového nazalneho rozdielu potencialov
(NPD) charakteristické pre CF. Miera detekcie mutacie CFTR sa liSi podla metddy
testovania a etnického pévodu. U niektorych symptomatickych osdb sa da zistit' len jedna
alebo ani jedna mutécia spdsobujuca chorobu, u niektorych nositefov sa mutacia
spOsobujuca chorobu neda zistit'.
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Poruchy spojené s CFTR sa dedia autosomal recessive autozomalnym recesivnym
spdsobom. Surodenci probanda s cystickou fibr6zou maji 25 % pravdepodobnost, Ze
budd postihnuti, 50% pravdepodobnost, Ze budd asymptomaticki nositelia a 25 %
pravdepodobnost, Ze nebudu postihnuti ani nositelia. Molekularne genetické testovanie
na mutacie spodsobujlice chorobyv géne CFTR sa pouziva na detekciu nositefov v
populaénych skriningovych programoch. K dispozicii je prenatalne testovanie u
tehotenstiev so zvySenym rizikom choréb spojenych s CFTR, ak su v rodine zname
mutacie spbsobujlce choroby.

Od objavu génu CFTR v roku 1989 (5) bolo popisanych vySe 1700 mutacii a variantov
v géne (6). Mnohé z tychto mutacii su ,sukromné®, teda popisané len u jedného pacienta
alebo rodiny. Bezné testovanie na vSetky mozné mutacie nie je prakticky ani finanéné
mozZné, a preto sa testovanie obmedzuje na najbeznejSie mutacie. CF-EU2v1 je sUprava
na testovanie na cysticku fibrézu, Specialne ur€ena pre najbeznejSie mutacie zistované
u populécii eurépskeho pdvodu. Rozbor identifikuje celkovo 50 mutacii a tiez analyzuje
trakt intron 8 polyT s presnym meranim prifahlého opakovania TG.

Polymorfny tymidinovy trakt v spojeni intronu 8 a exonu 9 ovplyviiuje transkripciu. Pocet
tymidinovych rezidui (5T, 7T alebo 9T) ovplyviuje UCinnost spojenia exonu 9; ak je
pritomna alela 5T, Cast transkriptov exonu 9 bude nepritomna, ¢o bude mat za nasledok
nefunkény protein a variabilné priznaky CF. Bolo hlasené, Ze pocet opakovani TG 5’
v polytymidinovom trakte tiez mdze ovplyvnit spojenie exonu 9 (7). Ak je pritomny v tej
istej alele ako variant 5T, ¢im vy$8i pocet opakovani TG, tym vySSiemu podielu
transkriptov CFTR bude chybat exon 9. Poc¢et opakovani TG mozno zistit pomocou CF-
EU2v1 zmeranim vrcholov amplikénu 5T.

Principy postupu

Metoda uplatnend v stprave Elucigene CF-EU2v1 pouziva fluorescenénu technolégiu na
amplifikaciu Specifickych alel ARMS (amplifikacny refrak&ény mutaény systém), ktory
zistuje bodové mutécie, vloZky alebo vymazania v dezoxyribonukleovej kyseline (DNA)
(8). Princip systému ARMS je, Ze oligonukleotidy s 3’ nespravne priradenym reziduom
nebudu fungovat ako priméry reakcie polymerazového retazca (PCR) za urcitych
podmienok. Voflba vhodnych oligonukleotidov umozriuje amplifikaciu a detekciu
Specifickych mutantnych alebo normélnych sekvencii DNA.

Varovania a bezpe¢nostné upozornenia
1. Na diagnostické pouZitie in vitro.

2. Kontrola DNA dodana v tejto suprave je fludského pévodu a bola nezavisle testovana
pomocou rozboru na baze PCR, a bola negativna na virus hepatitidy B (HBV), virus
hepatitidy C (HCV) a virus ludskej imunodeficiencie 1 (HIV 1).

3. Pri manipulacii s materialom ludského pévodu postupujte opatrne. VSetky vzorky sa
musia pokladat za potencidlne infekéné. Ziadna testovacia metéda nedokaze
absolitne zarucit, ze HBV, HCV, HIV 1 alebo iné infekéné latky su nepritomné.
Manipulacia so vzorkami a zlozkami testu, ich pouzitie, uchovavanie a likvidacia
musia byt v sulade s postupmi definovanymi prisluSnymi narodnymi bezpe&nostnymi
smernicami alebo predpismi pre biologické nebezpedenstvo.

4. Vsetky zlozky uchovavajte v tme pri teplote nizsej ako -20 °C. Fluorescencne farbiva
pouzité v tomto produkte su citlivé na svetlo, vyhybajte sa predlzenému vystaveniu
svetlu. Zlikvidujte 3 mesiace po otvoreni, ak nebola sUprava rozdelena na Casti.

5. Vsulade s aktualnou dobrou laboratérnou praxou musia laboratéria spracovavat

svoje vlastné interné vzorky na kontrolu kvality znameho genotypu v kazdom rozbore,
aby sa mohla vyhodnotit’ validita postupu.
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Symboly pouzité na ozna€eniach

Symboly pouzité na vSetkych ozna&eniach a obaloch vyhovuju harmonizovanej norme
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Dodéavany materiél

Reagencie sa musia uchovavat v oblasti, ktora nie je kontaminovand DNA alebo
produktom PCR.

VSetky reagencie sa dodavaju pripravené na pouzitie. Neotvorené a otvorené reagencie
uchovavajte pri teplote nizSej ako -20 °C. Otvorené reagencie mozno uchovavat
maximalne 3 mesiace.

Dodané su materialy, dostato€né na 50 testov:

2 x 120 pl skumavky CF-EU2v1 reakénej zmesi A, obsahujuce priméry na
amplifikaciu mutantnych alel R347H, R347P, 2789+5G>A, 3120+1G>A, 711+1G>T,
R334W, 1507del, F508del, 3849+10kbC>T, 1677delTA, 1078delT, V520F, L206W,
W1282X, R560T, 2347delG, Q890X, R553X, G551D, S549N, M1101K, G542X,
3905insT, Y1092X(C>A), S1251N, 444delA, 1811+1.6kbA>G, 1717-1G>A, R117H,
R117C, N1303K, Y122X, 394delTT, G85E, R1066C, 1898+1G>A, W846X, 2184delA,
D1152H, CFTRdele2,3, P67L, 2143delT, E60X, 3659delC, 3272-26A>G, 621+1G>T,
A455E, R1162X a R1158X. Tato zmes tiez obsahuje priméry divokého typu na
detekciu normalnej alely F508del, priméry na detekcie polytymidinovych variantov,
IVS8-5T, IVS8-7T, IVS8-9T a priméry na identifikaciu 2 hypervariabilnych znakov
STR — (CF2EUTA).

2 x 120 ul skamavky CF-EU2v1 reakénej zmesi B, obsahujlce priméry divokého typu
na amplifikaciu mutantnych alel R347H, R347P, 2789+5G>A, 3120+1G>A,
711+1G>T, R334W, 1507del, 3849+10kbC>T, 1677delTA, 1078delT, V520F, L206W,
W1282X, R560T, 2347delG, Q890X, R553X, G551D, S549N, M1101K, G542X,
3905insT, Y1092X(C>A), S1251N, 444delA, 1811+1.6kbA>G, 1717-1G>A, R117H,
R117C, N1303K, Y122X, 394delTT, G85E, R1066C, 1898+1G>A, W846X, 2184delA,
D1152H, CFTRdele2,3, P67L, 2143delT, E60X, 3659delC, 3272-26A>G, 621+1G>T,
A455E, R1162X a R1158X. Tato zmes tiez obsahuje priméry na identifikaciu 2
hypervariabilnych znakov STR — (CF2EUTB).

2 x 400 pl skamavky hlavnej zmesi PCR obsahujucej polymerazu HotStartTaq DNA a
deoxynukleotid trifosfaty v pufri — (CRO00TM).

1 x 50 pl skimavka kontroly DNA, normalnej pre mutécie zistené supravou Elucigene
CF-EU2v1 — (CRO06TX).

Materialy potrebné, no nedodavané

Laboratérne spotrebné materialy — rukavice, skimavky do mikroodstredivky so zavitovym
uzaverom, 0,2 ml skumavky PCR, 3picky pipiet.

Priprava DNA — Suaprava QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen GmbH, katalégové Ccislo
51304/51306) alebo ekvivalent.

Kapilarna elektroforéza — velkostny Standard GeneScan 600 LIZ (katalégové Cislo ABI
4366589), velkostny Standard GeneScan 600v2 LIZ (katalégové Cislo ABI 4408399),
multikapilarny matricovy Standard DS-33 (suprava farbiva G5) (katalégové cislo ABI
4345833), polymér POP-6 (katalogové cislo ABI 4316357) alebo polymér POP-7
(katalogoveé Cislo ABI 4352759), 10 x pufer pre geneticky analyzator (katalégové &islo ABI
402824) a Hi-Di formamid (katalégové &islo ABI 4311320).
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Potrebné vybavenie

Laboratérne vybavenie — presné pipety (2 sUpravy: 1 na manipulaciu pred amplifikaciu
a 1 po amplifikacii, podla moznosti pipety s pozitivnym posunom), ochranné oblecenie,
virivy mixér, mikroodstredivka, odstredivka, 96-jamkova mikrotitraéna platnicka.
Amplifikdcia PCR - termalny cyklér na umiestnenie 96-jamkovych mikrotitracnych
platniciek alebo 0,2 ml skimaviek s teplotnou presnostou +/-1 °C medzi 33 °C a 100 °C a
statickou teplotnou vyrovnanostou +/-1 °C.

Kapilarna elektroforéza — geneticky analyzator ABI 3100/3130/3500 (so softvérom na
fragmentovan( analyzu), 36 cm alebo 50 cm (ABI3500) kapilarny rad, 96-jamkové optické
platni¢ky, 96-jamkové priehradky, 96-jamkové kazety.

Odber a uchovéavanie vzoriek
Mozno pouzit vzorky plnej krvi (EDTA) a suché kvapky krvi.

Obgas bolo hlasené, Ze zariadenia na odber vzoriek su Skodlivé pre neporuSenost
urc¢itych analytov a mohli by rusit niektoré metodické technolégie (9). Odporuca sa, aby
kazdy pouzivatel zaistil, aby sa zvolené zariadenie pouzivalo podla pokynov vyrobcu
a aby zariadenia na odber vzoriek boli kompatibilné s tymto testom.

Pred pripravou DNA sa vzorky krvi musia skladovat pri teplote -20 °C. Opakovane
nezmrazujte a nerozmrazujte.

Priprava DNA zo vzoriek plnej krvi (EDTA)

Désledné vysledky sa ziskavaji s DNA extrahovanou pomocou suUpravy QlAamp 96 DNA
Blood Kit (alebo supravy QlAamp DNA Mini Kit s pouzitim proteinazy K) pri dodrzani
protokolu tak, ako je popisané v priru¢ke s QlAamp, poc&inajuc s 200 ul tekutej plnej krvi a
vylihovanim v 200 ul vody molekularnej biologickej kvality.

Priprava DNA zo suchych kvapiek krvi

Dosledné vysledky sa ziskavaju s DNA extrahovanou pomocou supravy QlAamp DNA
Mini Kit pri dodrzani protokolu tak, ako je popisané v priruc¢ke s QlAamp, no pocinajuc s 2
x 3 mm diskami zo suchych kvapiek krvi a vyldhovanim v 100 pl vody molekularnej
biologickej kvality.

Obe supravy QlAamp DNA Mini Kit a QlAamp 96 DNA Blood Kit sa UspesSne pouzivaju
na extrakciu DNA.

Za optimalnych podmienok PCR a pri pouziti odporu¢anych nastaveni nastreku vzoriek
(pozri poznamku v Casti Kapilarna elektroforéza) uvedenych v moduloch chodu
kapilarnych stipcov, désledné vysledky sa ziskavaju s DNA extrahovanou pomocou
stpravy QlAamp DNA Mini Kit a QlAamp 96 DNA Blood Kit. Pre menej koncentrované
vzorky DNA mozno pouzit vacsi objem vody na vyluhovanie. Pre koncentrovanejSie
vzorky DNA mozno pouzit mensi objem vody na vyluhovanie.

Prijatelné vysledky sa bezne ziskavaju z DNA extrahovanej pomocou vysSie uvedenych
metdd pri koncentraciach medzi 1,5 ng/ul a 25 ng/ul.

Odporuca sa dokladné vyhodnotenie alternativnych metéd extrakcie DNA a typov vzoriek
testom Elucigene CF-EU2v1 skér, nez sa vysledky pouZiju na diagnostické ucely.
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Protokol testu
Amplifika€ny postup

Poznamka: Na minimalizaciu rizika kontaminacie sa kroky 3 — 5 musia vykonat v oblasti,
kde sa nenachadza produkt PCR. V kazdom chode PCR musi byt zahrnuta negativna
kontrola.

1. Termalny cyklér naprogramujte na jednostupriovy cyklus na aktivaciu HotStart Taq pri
teplote 94 °C na 20 minut, prepojeny na program striedania amplifikacii na 1 minudtu
pri 94 °C (denaturacia), 2 minGty pri 58 °C (zihanie) a 1 minutu pri 72 °C (predizenie)
na 30 cyklov. To ma byt napojené na subor s 20-minutovym C¢asovym oneskorenim
pri teplote 72 °C (predizenie) v poslednom cykle.

V kazdom chode PCR musi byt zahrnuta negativna kontrola.

3. Rozmrazte zmesi priméru a hlavni zmes PCR a kratko ich odstredte, aby sa ziskal
obsah na spodku skumaviek. Jemne premiesSajte virenim a skimavky znovu kratko
odstredte. Pripravte dostato€né mnozstvo reakénej zmesi na pocet vzoriek a kontrol,
ktoré sa idu testovat (tabulka 1).

Aktivacia enzymu Striedanie cyklov Posledné
predizenie
94 °C 94 °C
20 mindt | 1 minGty 72 °C 72°C
1 minaty 20 minat
58 °C
Teplota okolitého 2 minaty
prostredia
30 cyklov

Tabulka 1: ZloZenie reak&nej zmesi

Pocet vzoriek na testovanie
1 10 25 50
Zmes priméru (pl) 4,5 45 112,5 225
Hlavna zmes PCR (ul) 7,5 75 187,5 375
Celkom (pl) 12 120 300 600

4. Pipetujte 10 yl kazdej reakénej zmesi na dno prisluSne oznacenych 0,2 ml skimaviek
PCR.

5. Pomocou osobitnych Spiciek pipiet pridajte 2,5 pl skuSobnej vzorky DNA do kazde;j
skumavky a nasadte vrchnak. Pre negativnu kontrolu nepridavajte do skiumavky
DNA, nahradte ju 2,5 ul sterilnej deionizovanej vody.

6. Skumavky PCR kratko odstredte, aby sa ziskal obsah na spodku skimaviek.

7. Skumavky pevne zasadte do bloku termalneho cykléra. Spustite jednostupriovy
cyklus pri teplote 94 °C a po hom program striedania amplifikacii.
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8. Po ukonceni programu striedania amplifikacii mozno vzorky uchovavat pri izbovej

teplote cez noc, alebo pri teplote 2 — 8 °C maximélne 7 dni pred analyzou kapilarnou
elektroforézou.

Kapilarna elektroforéza

Odporuca sa, aby kazdy pouzivatel zaistil, aby sa zvolené pristroje pouzivali podla
pokynov vyrobcu a boli kompatibilné s tymto testom. V tomto kontexte su kluc¢ovymi
parametrami polymér a kapilarny rad. Optimalne vysledky mozno ziskat za nasledujlcich
podmienok kapilarnej elektroforézy:

1.

ZmieSajte 6,8 pl velkostného Standardu GS600v2 LIZ s 250 pl Hi-Di formamidinom a
dokladne ich premieSajte (dostatoénid zmes na 16 jamiek). Do kazdej jamky
96-jamkovej optickej platnicky nadavkujte 15ul zmesi.

Pridajte 3 pl produktu PCR do zmesi velkostného Standardu (z kroku 1), ktora uz je
nadavkovana v platnicke.

Produkt PCR nadavkovany na optickej platnicke denaturujte na termalnom cykléri
s pouzitim nasledujucich parametrov: 94 °C na 3 minlty s prepojenim na 4 °C na
30 sekund.

Platni¢ku kratko odstredte, aby sa ziskal obsah na spodku skumaviek a aby sa
odstranili vSetky bubliny v jamkach, potom ju vlozte do genetického analyzatora.

Poznamka: Nastavenia nastreku vzoriek mozZno upravit tak, aby vyhovovali mnoZstvu

amplikénu vyprodukovanému pocas PCR, ktoré sa méZe lisit podfa mnoZstva
vstupnej pridanej genomickej DNA. Menej amplikénu mozno aplikovat na stipec na
analyzu znizenim bud’ Casu alebo napétia nastreku. A naopak, viac amplikénu
mozno aplikovat na stlpec na analyzu zvysenim bud’ éasu alebo napétia nastreku.
Vzorky, ktoré uz boli amplifikované, mozno nastrekovat viackrat na opakovanu
analyzu.

InStrumenty 3100 ABI:
Je potrebné vytvorit modul CF-EU2, ktory potom mozZno pouZit na kazdy chod CF-EU2.

Vytvorte modul CF-EU2 v editorovi modulov softvéru na zber tdajov 3100.
Skontrolujte, &i je ako Sabldna zvolené GeneScan36_POPS6.

Zadajte nastavenia uvedené v tabulke nizSie:

36 cm kapilarny modul

€. Nazov parametra Hodnota | Rozsah
1 Run Temperature (Teplota chodu) 60 int 18...65 stup. C
2 Cap Fill Volume (Objem kapilarneho 184 int 1...200 krokov
plnenia)
3 Current Tolerance (Aktualna tolerancia) 100 int 1...100 uAmp
4 Run Current (Prud chodu) 100 int 1...200 uAmp
5 Voltage Tolerance 0,6 premenlivé 0,25...
(Tolerancia napétia) 2,0 kVolt
6 Pre Run Voltage (Napétie pred chodom) 15 premenlivé 0...15 kVolt
7 Pre Run Time (Cas pred chodom) 180 int 1...1000 s
8 Injection Voltage (Napéatie nastreku) 3 premenlivé 1...15 kVolt
9 Injection Time (Cas nastreku) 12 int1...600 s
10 | Run Voltage (Napétie chodu) 15 premenlivé 0...15 kVolt
11 | Number of Steps (Pocet krokov) 10 int 1...100 nk
12 | Voltage Step Interval (Interval kroku 20 int1...60s
napatia)
13 | Data Delay Time (Cas oneskorenia 1 int 1...3600 s
Gdajov)
14 | Run Time (Cas chodu) 3000 int 300...14000 s
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Poznamka: Potrebny ,Cas chodu” sa bude lisit v zavislosti na teplote okolitého prostredia
v lokalite, kde je nainStalovany geneticky analyzator. Viac informacii ako vytvarat moduly
chodov najdete v pouZivatelskej prirucke k instrumentu.

Na spustenie vzoriek si vytvorte harok so vzorkami pomocou editora platnicky.
Skontrolujte, ¢i su zvolené nasledujuce parametre:

. Farbivo: oranzové
. Suprava farbiv: G5
. Modul chodu: CF-EU2 (pozri vysSie)

InS§trumenty 3130 ABI:

Je potrebné vytvorit modul chodu a protokol CF-EU2, ktory potom mozno pouzit na
kazdy chod CF-EU2.

Vytvorte modul chodu CF-EU2 v manazérovi modulov softvéru na zber udajov 3130.
Skontrolujte, ¢i st zvolené nasledujlice parametre:

. Typ: bezny
. Sabléna: FragmentAnalysis36_POP7
*  Zadajte nastavenia uvedené v tabulke nizSie:
36 cm kapilarny modul

¢. Nazov parametra Hodnota Rozsah
1 Oven Temperature 60 int 18...65 stup. C
(Teplota pece)
2 Poly_Fill_Vol 6500 6500...38000 krokov
3 Current Stability 5,0 int 0...2000 uAmp
(Aktuélna stabilita)
4 PreRun_Voltage 15,0 0...15 kVolt
(Napatie pred chodom)
5 Pre_Run_Time 180 1...1000 s
(Cas pred chodom)
6 Injection_Voltage 3,0 1...15 kVolt
(Napétie nastreku)
7 Injection_Time 12,0 1...600 s
(Cas nastreku)
8 | Voltage_Number_Of Steps | 20 1...100 nk
(Pocet krokov napéatia)
9 Voltage_Step_Interval 15 1..60s
(Interval kroku napatia)
10 Data_Delay_Time 60 1...3600 s
(Cas oneskorenia Gidajov)
11 Run_Voltage 15,0 0...15 kVolt
(Napatie chodu)
12 Run_Time 1200 300...14000 s

(Cas chodu)

Poznamka: Potrebny ,Cas chodu® sa bude lisit' v zavislosti na teplote okolitého prostredia
Vv lokalite, kde je nainstalovany geneticky analyzator. Viac informacii ako
vytvarat moduly chodov néjdete v pouZivatelskej priru¢ke k instrumentu.

Vytvorte protokol CF-EU2 v manazérovi protokolu a skontrolujte, &i su zvolené
nasledujlice parametre:

»  Typ: bezny
. Modul chodu: CF-EU2 (pozri modul chodu vysSie)
*  Suprava farbiv: G5

Na spustenie vzoriek si vytvorte harok so vzorkami pomocou manazéra platnicky
a skontrolujte, Ci je zvoleny spravny protokol pre CF-EU2v1 ako protokol inStrumentu
(pozri vyssie).
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In§trumenty 3500 ABI:
Je potrebné vytvorit protokol inStrumentu CF-EU2, ktory potom mozno pouzit na kazdy
chod CF-EU2v1.

Vytvorte protokol inStrumentu CF-EU2 prostrednictvom databazy 3,500 protokolov
inStrumentu. Skontrolujte, €i su zvolené nasledujuce parametre:

. Modul chodu: FragmentAnalysis50_POP7

*  Zadajte nastavenia uvedené na obrazku nizSie:

E Edit Instrument Protocol CFEU2 @
Setup an Instrument Protocol ﬁ
(2]
Application Type: |Fragment v Capillary Length: |50 " am Polymer: |POPT ~
Dye Set: ‘GS v
Instrument Protocol Properties
* Run Module ‘FragmentAnaIyslsSO_POP7 v

* Protocol Name:  CFEU2

Description:

Oven Temperature (*C): 60 Run Voltage (kVolts): 19.5 PreRun Voltage (kVolts): 15 Injection Voltage (kVolts): 3

Run Time (sec.): 1200 PreRun Time (sec): 180 Injection Time {sec.): 12 Data Delay {sec.): 1

» Advanced Options

Close

Na spustenie chodu vzoriek vytvorte platnicku so vzorkami kliknutim na ,,Create Plate
from Template® (vytvorit’ platnicku podla $ablény) na ,,Dashboard” (ovladacom paneli)
a skontrolujte, €i bol priradeny spravny protokol inStrumentu pre CF-EU2v1 (pozri vy3Sie).

Nastavenie harku so vzorkami pre GeneMarker:

Softvér GeneMarker umozriuje priame porovnanie Udajov A a B tej istej osoby. Preto je
dolezité, aby bolo pomenovavanie suboru fsa désledné pri vSetkych vzorkach
a zmesiach. Harok so vzorkami musi obsahovat jedineény nazov vzorky pre kazdu
vzorku, ktora sa testuje, s pridanim koncovky bud _A alebo _B, podla toho, ktora zmes
sa testuje. Ak sa ma do nazvu suboru fsa pridat’ ID platni¢ky, potom sa musi zakazdym
pouzivat pevny format, napriklad CFEU2 DDMMRRRR.

Na inStrumente 3100 ma byt ,Setting Preferences® (nastavenie preferencii) nastavené

tak, aby bol nazov vzorky zahrnuty do néazvu suboru fsa, napriklad
A01_1234,5 A CFEU2 DDMMRRRR.
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Setting Preferences

]

Na inStrumente 3130 maju byt ,Results Destination® (umiestnenie vysledkov) parameter
nastavené tak, aby bol nazov vzorky zahrnuty do nazvu suboru fsa, napriklad CFEU2
DDMMRRRR_1234,5_A_A01.

It Resnlis o patHiton

General | Analysis Desiinatmn

’V Flate 1D Sample Name Well Position =nane=

’7 =none=

(o ) [ caren |

Na inStrumente 3500 ma byt spdsob pomenovania siboru nastaveny tak, aby bol nazov
vzorky zahrnuty do nazvu suboru fsa, napriklad CFEU2 DDMMRRRR_1234,5_A_A01.
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_E test - Create Mew File Name Convention
Setup a File Name Convention

@ Name is a required field. Pravide a unique value

* Mame: Color: | Black A

Select File Mame Attributes
Preview of File Name:  <Sample Name>

Available Attributes Selected Attributes
Amplicon Name . Add Sample Name
Analysis Protocol Mame
Assay Mame
Capillary Number
Custom Textl
Custom Text2 Mave Up

Custom Text3
Flatn nf Boe = Move Down

 Delimiters

Select a delimiter Underscore {_) =
Add between attributes Add >

Add a custam value to available attributes {aptianal}

Custam Text 1: Custom Text 2: Custam Text 3:
Select File Lacation

@ DefaultFile Location  D:\Applied Biosystems\3500\Data

Custom File Location Browse.

Applyta Plate | [ Save ta Library

Interpretécia vysledkov

Pocas zberu udajov sa budu pozorovat fragmenty PCR ako modré (mutantné) vrcholy
alebo zelené (divokého typu) vrcholy na elektroferograme nespracovanych uddajov.
Clovek ma dve képie génu CFTR. Tam, kde maju tieto kdpie rovnaku sekvenciu pre
ktorékolvek dané miesto, sa osoba popisuje ako homozygotna pre toto miesto. Tam, kde
sa koépie liSia v sekvencii pre dané miesto, sa osoba popisuje ako homozygotna pre toto
miesto.

Po ukonéeni zberu udajov sa velkost fragmentov CF-EU2v1 PCR ma porovnat s
velkostou velkostnych Standardov GS600v2 LIZ pomocou softvéru na analyzu
fragmentov.

Dokument priruéky k analytickému softvéru Elucigene CF-EU2v1 uvadza dalSie
podrobné informacie o nastaveni, analyze ainterpretacii softvéru. Postupy v
prirucke k analytickému softvéru su dostupné pre softvér GeneMapper a
GeneMarker na webovej stranke spoloénosti Gen-Probe: www.gen-probe.com

(Mutantna) zmes A urCuje, Ci je osoba nositefom mutacie a preukazuje sa pritomnostou
modrého vrcholu. Mutantna zmes tiez obsahuje priméry pre normalnu alelu F508del,
preto tato zmes moéze urcit, Ci je osoba normalna pre F508del (len zeleny vrchol),
homozygotna pre F508del (len modry vrchol) alebo heterozygotna pre F508del (modry a
zeleny vrchol).

Ak sa pozoruje akakolvek ind mutacia, vzorku mozno amplifikovat zmesou B (WT) na
stanovenie homozygotného alebo heterozygotného stavu. Pritomnost zeleného vrcholu
pre konkrétnu alelu v zmesi WT indikuje, Ze osoba je heterozygotna a nepritomnost
zeleného vrcholu indikuje, Ze osoba je homozygotna pre konkrétnu mutéaciu.

V oboch zmesiach sa nachadzaju hypervariabilné znaky STR (Eervené). To umoziuje
porovnanie vzorky amplifikovanej mutantnou zmesou a vzorky aplifikovanej zmesou WT
na znizenie moznosti zameny vzoriek, odliSny profil STR u kazdej z dvoch zmesi indikuje
zamenu vzoriek. Nepritomnost tychto znakov STR indikuje neuspeSnu vzorku.
Pritomnost znakov STR pri velmi nizkych relativnych fluorescenénych jednotkach
indikuje slabu vzorku, ktora sa musi analyzovat opatrne.
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Poznamka: Navod na rieSenie problémov sa nachadza v prilohe 1.

Zistené znaky

NizSie uvedena tabulka uvadza suhrn znakov zistenych zmesou CF-EU2v1. Znaky su

zoradené podla rozsahu velkosti pozorovaného produktu PCR.

Zistené znaky

Rozsah velkosti
Dl Zial zékladnych parov pre
produkt (Gdaje

3130/POP7)
01 R347H 110,5-116,5
02 R347P 117-123
03 2789+5G>A 124-130
04 3120+1G>A 132,5-138,5
05 711+1G>T 141,5-147,5
06 R334W 147,5-154
07 1507del 156-162,5
08 F508del 163-169
09 3849+10KbC>T 172-178
10 1677delTA 180-188
11 1078delT 193-199
12 V520F 205-214
13 L206W 219-222
14 W1282X 224,5-230,5
15 R560T 234,5-240,5
16 2347delG 242-247
17 Q890X 250-255
18 R553X 255,5-261,5
19 G551D 264-270
20 S549R(T>G)* 267,5-269
21 S549N 275-280
22 M1101K 282-288
23 G542X 289-295,5
24 3905insT 297-303,5
25 Y1092X(C>A) 308-314
26 S1251N 315-321
27 444delA 323-330
28 1811+1,6kbA>G 332-338
29 1717-1G>A 341,5-347,5
30 R117H 349-355
31 R117C 357-361
32 N1303K 360-366,5
33 Y122X 367-373
34 394delTT 377-383
35 G85E 384-390
36 R1066C 391-397
37 1898+1G>A 398,5-404,5
38 W846X 406-411
39 2184delA 413-419,5
40 D1152H 423-429
41 CFTRdel2,3 433-439
42 P67L 439,5-445,5
43 2143delT 447-451,5
44 E60X 453,5-460,5
45 3659delC 461-466,5
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Rozsah velkosti
il Znak zakladnych pérov pre
produkt (Gdaje
3130/POPY)
46 3272-26A>G 470-476
47 621+1G>T 485,5-491,5
48 A455E 496-503
49 R1162X 506-512
50 R1158X 518,5-524,5
5T** IVS8-5T 110-130
T IVS8-7T 140-160
9T IVS8-9T 175-195
*S549R(T>G)

Vrchol 20 je pritomny len v zmesi A.

** Vel'kosti alel 5T

Rozsah velkosti

zakladnych péarov pre

Znak produkt POP7/3130
Rozsah (Udaje
3130/POP7)
5T (9) 117,25 -118,75
5T (10) 119,25 -120,75
5T (11) 121,25 -122,75
5T (12) 123,25 - 124,75
5T (13) 125,25 - 126,75

POZNAMKA: Velkosti znakov sa mézu lisit podfa pouzitého in§trumentu a polyméru.

Priklady interpretacie

1507del

Vdaka lokalite 1507del v géne CFTR mozno zistit pritomnost tohto znaku pomocou
posunu 3 zakladnych parov vo velkosti vrcholu F508del, ako aj vrcholu Specifického pre

mutant 1507del.

Tam, kde je pritomnéa jedna mutantna alela 1507del, sa bude pozorovat mutantny vrchol
1507del ako modry vrchol pri priblizne 159 zakladnych paroch. Vrchol divokého typu
F508del sa bude pozorovat ako pritomny, no s priblizne poloviénou vyskou vrcholu
zvy€ajne spajaného s homozygotnym genotypom divokého typu; toto sa ukazuje ako
zeleny vrchol pri asi 167 zakladnych paroch. Okrem toho sa bude pozorovat dalSi zeleny

vrchol pri asi 164 zakladnych péaroch.
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Heterozygotna vzorka 1507del

110 150 130 230 270 310 350 390 a0 470 510
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Vzorka 1507del/F508del vytvori posunuty zeleny vrchol F508del WT pri priblizne 164
zakladnych paroch (o 3 zakladné pary menej nez normalne), modry vrchol M F508del pri
166 zakladnych paroch a modry vrchol M 1507del pri asi 159 zakladnych paroch.

Vzorka 1507del/1507vytvori modry vrchol pri priblizne 159 zakladnych paroch a jeden
zeleny vrchol pri priblizne 164 zakladnych péaroch (o 3 zadkladné pary menej nez normalny
vrchol F508del pozorovany, ked 1507del nie je pritomna).

F508del

Pritomnost’ mutacie F508del brani funkcii priméru 1507del. Preto osoba homozygotna pre
F508del nebude mat ziadny vrchol F508del WT v zmesi WT (pozri nizSie).
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Znizena vySka vrcholu 1507del WT a 2 vrcholy v rozstupe 3 zakladnych parov v poziciach

10 a 12 v zmesi WT (pozri nizSie) sa budu pozorovat vo vysledkoch zmesi B od osoby
heterozygotnej pre F508de|
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Vlozky a vymazania

Kvéli povahe dizajnu supravy CF-EU2v1, pritomnost vloziek a vymazani, pre ktoré nie su
v zmesi zahrnuté priméry, mozno zistit zmenou velkosti amplikénov v zmesi divokého
typu (B). Tieto boli vyratané a su k dispozicii v osobitnom dokumente na webovej stranke
spolo¢nosti Gen-Probe: www.gen-probe.com

CF2EUBYO001SK Rev.11/2011 Strana 16 z 23


http://www.gen-probe.com/

Priklady dopadu na vloZzky a vymazania zistené sipravou na profil zmesi B su ukazané
nizsie.

F508del/1677del TA
Dva vrcholy v rozstupe 1 zakladného paru v pozicii 12 (V520F WT) budd pozorované vo
vysledkoch zmesi B od osoby heterozygotnej pre mutacie F508del/1677delTA.
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V520F

Vrchol divokého typu so znizenou vySkou v pozicii 10 (1677delTA WT) bude pozorovany
vo vysledkoch zmesi B od osoby heterozygotnej pre mutaciu V520F, pretoze to brani
funkcii priméru 1677delTA WT. Vrcholy 10 a 12 vypadnu zvysledkov pre osobu
homozygotna pre mutéciu V520F.
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394delTT

Dva vrcholy v rozstupe 2 zakladnych parov v pozicii 35 (G85E WT), 42 (P67L WT) a 44
(E60X WT) budl pozorované vo vysledkoch zmesi B od osoby heterozygotnej pre
mutaciu 394delTT. Vrchol 34 vypadne a vrcholy 35, 42 a 44 budu mat ofakavanu vysku,
no s posunom o 2 zakladné pary mensim, nez je o€akavana velkost vo vysledkoch pre
osobu homozygotnl pre mutaciu 394delTT.

10 150 130 230 270 310 350 330 430 a7 510

394delTT WT
peak

F508del/CFTRdele2,3

ZniZzené vysky vrcholu v pozicii 34 (394delTT), 35 (G85E WT), 41 (CFTRdele2,3 WT), 42
(P67L WT) a 44 (E60X WT) budd pozorované vo vysledkoch zmesi B od osoby
heterozygotnej pre mutaciu CFTRdele2,3. Vrcholy 34, 35, 41, 42 a 44 vypadnu
z vysledkov pre osobu homozygotnu pre mutaciu CFTRdele2,3.
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444delA

Dva vrcholy v rozstupe 1 zakladného paru v pozicii 30 (R117H WT), 31 (R117C WT), 33
(Y122X WT) a 47 (621+1 WT) budd pozorované vo vysledkoch zmesi B od osoby
heterozygotnej pre mutaciu 444delA. Vrchol 27 vypadne a vrcholy 30, 31, 33 a 47 budd
mat oCakavanu vysSku, no s posunom o 1 zakladny par menSim, nez je oakavana
velkost vo vysledkoch pre osobu homozygotnu pre mutaciu 444delA.
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Dva vrcholy v rozstupe 1 zakladného paru v pozicii 39 (2184delA WT) a 43 (2143delT
WT) budd pozorované vo vysledkoch zmesi B od osoby heterozygotnej pre mutaciu
2347delG. Vrchol 16 vypadne avrcholy 39 a 43 budd mat ofakavanu vysku, no s
posunom o 1 zakladny par mensim, nez je oCakavana velkost vo vysledkoch pre osobu
homozygotnu pre mutéciu 2347delG.
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Dva vrcholy v rozstupe 1 zkladného péru v pozicii 26 (S1251N WT) budd pozorované vo
vysledkoch zmesi B od osoby heterozygotnej pre mutéaciu 3905insT. Vrchol 24 vypadne
a vrchol 26 bude mat oCakavanu vysku, no s posunom o 1 zakladny par vacsi, nez je
oCakavana velkost vo vysledkoch pre osobu homozygotnu pre mutaciu 3905insT.
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R1158X

Znizena vyska vrcholu v pozicii 49 (R1162X WT) bude pozorovana vo vysledkoch zmesi
B od osoby heterozygotnej pre mutaciu R1158X. Vrchol 49 vypadne z vysledkov pre
osobu homozygotnu pre muticiu R1158X.
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Polymorfizmus rs4148721 (delAT) v introne 19

Dva vrcholy v rozstupe 2 zakladnych parov v pozicii 45 (3659delC WT), 49 (R1162X WT)
a 50 (R1158X WT) budi pozorované vo vysledkoch zmesi B od osoby heterozygotnej
prepolymorfizmus rs4148721 (vymazanie AT) v introne 19. Vrcholy 45, 49 a 50 budu mat’
oCakavanu vysku, no s posunom o 2 zakladné pary menSim, nez je oCakavana velkost
vo vysledkoch pre osobu homozygotnu pre polymorfizmus rs4148721.
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Pri vyvoji testu sa vynaloZilo maximalne usilie, aby nedo$lo k ruSeniu funkcie testu
pritomnostou inych hlasenych polymorfizmu a mutécii génu CFTR.

Zriedkava mutacia R1283M bola vyhodnotena na krizovu reaktivitu a siprava Elucigene
CF-EU2v1 ju nezistila, Okrem toho test nezistil nasledujice polymorfizmy: 1655T/G
(F508C), 1651A/G.

Hodnotenie zndmych mutécii a polymorfizmov v géne CFTR zvyraznilo nasledujice
ucinky na vysledky supravy Elucigene CF-EU2v1:

1. Primér mutantu G551D v zmesi A tiez zisti mutaciu S549RT>G, Softvér toto oznaci
ako vrchol 20. V zmesi B nebude koreSpondujuci vrchol divokého typu.

2. Primér mutantu 2184delA v zmesi A bude krizovo reagovat s mutantnou sekvenciou
DNA 2183AA>G a spOsobi mutantny vrchol v pozicii 2184delA.
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3. Primér mutantu 1078delT v zmesi A bude krizovo reagovat s mutantnou sekvenciou
DNA F316L a spdsobi mutantny vrchol v pozicii 1078delT.

4. Primér mutantu R347P v zmesi A bude krizovo reagovat s mutantnou sekvenciou
DNA R347H a spdsobi mutantny vrchol v pozicii R347P so znizenou vySkou
v porovnani so skutoénym vrcholom R347P.

5. Pritomnost polymorfizmu F508C (1655T>G) spdsobi zmensenie vysky vrcholu 1507del
v zmesi CF-EU2v1 B.

6. Pritomnost R117H spbsobi zmensenie vysky vrcholu R117C v zmesi CF-EU2v1 B. Vo
vzorke homozygotnej pre R117H bude vrchol R117C nepritomny.

7. Pritomnost G85E spOsobi zmenSenie vysky vrcholu 394delTT v zmesi CF-EU2v1 B.
Vo vzorke homozygotnej pre G85E bude vrchol 394delTT nepritomny.

8. Niekedy mozno pozorovat vefmi maly vrchol artefaktu v pozicii I507del vo vysledkoch
z heterozygotu F508del a konkrétne v homozygotnej vzorke F508del.

9. Nasledujuce mutacie, ktoré neboli skontrolované na moznu krizovu reaktivitu kvoli
nedostupnosti relevantnych vzoriek, a mézu rusit funkciu testu: R117P, R117L, 1717-
2A>G, 621+2T>C, 621+2T>G, R553G, R553Q, R347L, I1506T, 1506S, 1506V a
zriedkava kombinacia 1507del s polymorfizmom 1651A/G.

Vykonnostné charakteristiky

Vykonal sa slepy test stodesat vzoriek DNA extrahovanej z tekutej plnej krvi (EDTA)
pomocou supravy Elucigene CF-EU2v1. Pat vzoriek zlyhalo po PCR kvéli nizkej
koncentracii DNA (menej nez 1,5 ng/ul). Zo vzoriek, ktorych vysledky bolo mozné
interpretovat, 96 bolo normalnych, 5 bolo heterozygotnych pre F508del, 1 bola
heterozygotna pre 1717-1, 1 bola heterozygotna pre G551D, 1 bola heterozygotna pre
621+1, 1 bola heterozygotna pre G542X a 1 bola zmieSana heterozygotna pre
G542X/F508del.

Vykonal sa slepy test stotri vzoriek DNA extrahovanej zo suchych kvapiek krvi pomocou
supravy Elucigene CF-EU2vl1. 39 vzoriek zlyhalo po PCR kvdli zlej kvalite/nizkej
koncentracii DNA (menej nez 1,5 ng/ul). Zo vzoriek, ktorych vysledky bolo mozné
interpretovat, 55 bolo normalnych, 3 boli heterozygotné pre F508del, 2 boli heterozygotné
pre G551D, 1 bola heterozygotna pre G542X, 1 bola heterozygotna pre W1282X, 1 bola
heterozygotna pre R553X a 1 bola heterozygotna pre D1152H.

Okrem toho sa amplifikovalo 46 vzoriek DNA s potvrdenym stavom mutacie pri piatich
réznych prilezitostiach. VSetky vzorky mali ocakavané vysledky bez akychkolvek
faloSnych negativnych alebo faloSnych pozitivnych vysledkov, ¢o preukazalo 100 %
klinicku Specificitu a citlivost.

Obmedzenia postupu

1. Vysledky ziskané pomocou tohto alebo akéhokolvek iného diagnostického testu sa
musia pouzivat a interpretovat len v kontexte celkového klinického obrazu.
Spolo€nost Gen-Probe Life Sciences Ltd. nie je zodpovedna za Ziadne klinické
rozhodnutia, ktoré sa urobia.

2. Nepritomnost mutacii zistenych touto stpravou nie je zarukou, Ze nie su pritomné
iné mutacie génu CFTR. Iné mutacie su mozné a tato suprava ich nezisti.

3. Frekvencia mutacii sa lidi urdéznych populacii. Udaje o frekvencii mutécii
u populacii su dostupné od Konzorcia pre genetick( analyzu cystickej fibrézy (6).

Pouzivatel tejto supravy musi zddraznit tieto body pri hlaseni vysledkov diagnostickému
lekarovi/genetickému poradcovi.

CF2EUBYO001SK Rev.11/2011 Strana 20 z 23



Dalsie podrobnosti o interpretacii idajov st dostupné v postupoch v prirucke k
analytickému softvéru Elucigene CF-EU2v1.
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Priloha 1

Navod na rieSenie problémov — Elucigene CF-EU2v1

Ak test Elucigene CF-EU2v1 nepodava rovnaky vykon vo vasom laboratériu, pozrite si
navrhované rieSenia v nizSie uvedenych tabulkach. Normalna kontrola DNA dodana
v sUprave poskytuje cenné informacie na pomoc pri procese rieSenia problémov. Ak sa
normalna kontrola DNA neamplifikuje rovnako, postup rieSenia problémov sa musi
sustredit na PCR a podmienky elektroforézy. Ak normdalna kontrola DNA nie je
ovplyvnena, pri€ina problému je pravdepodobnejSie v testovanych vzorkach alebo
metdde pripravy DNA.

Ak potrebujete dalSie rady, kontaktujte skupinu technickej podpory, ktora vam s radostou
pomaoze pri rieSeni problémov.

1.  Ziadne diagnostické vrcholy alebo vrcholy STR

Mozna pricina Navrhovany krok
DNA Nedostatoéna Sablona DNA. Vzorku znovu nastreknite do genetického
analyzatora na dlhSiu dobu, napriklad 24
sekind.

Znovu extrahujte vzorku.

PCR Nespravny protokol, napriklad Pozrite si protokol odkazujuci na navod na
hlavna zmes PCR nie je pouzitie. Zopakujte testy a dodrziavaijte
zmie$ana so zmesou priméru. metddy popisané v navode na pouzitie.

PouZil sa nespravny program.

2.  Slabé diagnostické vrcholy alebo vrcholy STR

Mozna pricina Navrhovany krok
DNA Slaba kvalita DNA alebo Skontrolujte metddu pripravy, roztoky
pritomnost inhibitora PCR. a uchovavanie.

Zriedte extrahovanu DNA 1 ku 5 a zopakujte
test.

Znovu pripravte DNA pomocou odporu¢anej
metddy a zopakuijte test.

Malé mnozZstvo Sablony DNA. Znizte prah amplitudy vrcholu na 50
a zopakujte analyzu.

Vzorku znovu nastreknite do genetického
analyzatora na dlh&iu dobu, napriklad 24
sekund.

Znovu extrahujte vzorku.

PCR Pouzil sa nespravny program. Skontrolujte termalny cyklér a rozpis
kalibracii/servisu a zopakujte test.

Nespravny protokol, napriklad Pozrite si protokol odkazujuci na navod na
hlavna zmes PCR nie je pouzitie. Zopakujte testy a dodrziavajte
zmieSana so zmesou priméru metddy popisané v navode na pouzitie.
V spradvnom pomere.
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3. Prelomové vrcholy

Mozna pric¢ina Navrhovany krok
DNA Nadmerna Sablona DNA. Zvyste prah amplitudy vrcholu a zopakujte
analyzu.

Vzorku znovu nastreknite do genetického
analyzatora na kratSiu dobu, napriklad 3
sekundy.

Zriedte DNA a znovu amplifikujte.

PCR Pouzil sa nespravny program. Skontrolujte termalny cyklér a rozpis
kalibracii/servisu a zopakujte test.
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