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Princip metody digitalni MLPA

Metoda Digital Multiplex Ligation-dependent Probe
vysSetreni: Amplification (digiMLPA)
SALSA® digitalMLPA probemix D0O01; Hereditary cancer panel (MRC -
Holland)

Princip metody:

Princip vySetrfeni digitalni MLPA je zalozen na amplifikaci 690ti sond, z
nichz kazdd detekuje specifickou sekvenci DNA. DNA je nejprve
denaturovana a nasledné je k ni prfiddna smés sond
a barkodl. Kazdd MLPA sonda se sklddad ze dvou oligonukleotidl, které
hybridizuji
do bezprostredni blizkosti, aby v dalSim kroku mohlo dojit k jejich ligaci.
Béhem néasledné PCR reakce jsou vSechny zligované sondy soucasné
amplifikovany pomoci jednoho paru primerd
a amplikony jsou nasledné kvantifikovany (detekce copy number variations -
CNV
na sekvenatorech lllumina). Vyhodnoceni probiha pomoci softwaru Coffalyser
digitalMLPA, ktery detekuje, zda doslo k amplifikaci nebo deleci konkrétnich
Usekl DNA.

D001 Hereditary Cancer Panel zahrnuje geny APC, ATM, BAP1, BARD]1,
BMPR1A, BRCA1l, BRCA2, BRIP, CDH1, CDK4, CDKN2A, CHEK2, EPCAM,
GREM1, MITF, MLH1, MSH2, MSH6, MUTYH, NBN, PALB2, PMS2, POLE, PTEN,
RAD51C, RAD51D, SCG5, SMAD4, STK11 a TP53. Obsahuje také mutacné-
specifické proby pro varianty ¢.156 157insAlu exon3 v BRCA2, c.1100delC v
CHEKZ2, p.E318K v MITF, 10Mb inversi v MSHZ2, intron 7 SVA element inzerci v
PMS2 a c.1270C>G v POLE.

Limitace metody:

Analyza MLPA nedetekuje malé (bodové) mutace. Nem(ze také detekovat
zmeény lezici mimo oblast pokrytou sondami a nedetekuje také vétSinu
inverzi a translokaci. Sekvencni zmény (napf. SNP, bodové mutace, malé
delece) v cilové sekvenci sond mohou zpUsobit faleSné pozitivni vysledky.
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