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DO STOSOWANIA W DIAGNOSTYCE IN VITRO

ZASTOSOWANIE

Olerup SSP® HLA sg wysokiej jakosci zestawami diagnostycznymi in vitro do
typowania DNA alleli HLA klasy | i HLA klasy Il. Produkty te sg wykorzystywane
przez przeszkolonych specjalistow medycznych w celu okreslenia fenotypu HLA.
Materiatem zrodtowym poddawanym testom jest DNA.

Oris

Dawniej ludzkie antygeny leukocytarne (HLA) oznaczano na podstawie wynikéw
testow limfocytotoksycznych. Jednak badanie to zostato zastgpione przez techniki
typowania DNA oparte na reakcji tancuchowej polimerazy (PCR) ze wzgledu na
poziom btedu poprzedniej metody i brak rozdzielczosci na poziomie alleli. W
wiekszosci technik opartych na PCR, proces PCR wykorzystywany jest tylko na
etapie amplifikacji potrzebnego DNA docelowego oraz, juz po amplifikacji, do
rozroznienia poszczegodlnych alleli. Tymczasem w metodzie PCR-SSP
(sequence-specific primer — SSP), rozroznienie pomiedzy poszczegolnymi
allelami odbywa sie podczas reakcji PCR. Skraca to i upraszcza etap
poampifikacyjny do prostego etapu detekcji elektroforezy zelowej. Wyniki testu
SSP sg albo pozytywne albo negatywne, co eliminuje koniecznosc
skomplikowanej interpretacji wynikéw. Ponadto rozdzielczo$¢ typowania PCR-
SSP jest wyzsza niz w przypadku innych technik typowania opartych na PCR,
jako ze kazda para starterow (primeréw) definiuje dwa motywy sekwencyjne
Zlokalizowane w pozycji cis, tzn. na tym samym chromosomie. Co wiecej, ze
wzgledu na syntetyczng nature odczynnikbw SSP, zostata ulepszona stabilnosc
oraz zredukowana liczba wariacji ,,/ot to lot”.

ZASADY POSTEPOWANIA

Metodologia PCR-SSP opiera sie na zasadzie, zgodnie z ktorg catkowicie lub
prawie catkowicie dopasowane startery oligonukleotydowe bez btedéw na koricu
3’ sg wykorzystywane bardziej wydajnie w reakcji PCR niz niedopasowane
startery przy pomocy termostabilnych polimeraz DNA bez wifasciwosci korekciji
btedow. Pary starterow sg zaprojektowane tak, by pasowaty do pojedynczych
alleli lub grupy/grup alleli, w zaleznosci od wymaganej rozdzielczosci typowania.
W $&cisle kontrolowanych warunkach PCR, dopasowane lub prawie catkowicie
dopasowane pary starterow umozliwiajg amplifikacje, tzn. dajg wynik pozytywny,
podczas gdy zle dopasowane pary starterow uniemozliwiajg amplifikacje, tzn. dajg
wynik negatywny.

Po zakonczeniu procesu PCR, zamplifikowane fragmenty DNA sg rozdzielane ze
wzgledu na wielkosé, np. przy pomocy elektroforezy na zelu agarozowym,
uwidaczniane przez barwienie bromkiem etydyny i eksponowanie na Swiatto UV,
a nastepnie rejestrowane na fotografiach i analizowane. Interpretacja wynikow
PCR-SSP opiera sie na obecnosci Iub nieobecnosci specyficznego
produktu/specyficznych produktéw PCR. Wzgledne wielkosci specyficznego
produktu/specyficznych produktow PCR mogg by¢ pomocne w interpretacji
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wynikow. Metodologia PCR-SSP dla HLA zostata po raz pierwszy opisana przez
O. Olerupa w 1991 i 19922,

Poniewaz na reakcje PCR mogg wptywac niekorzystnie rézne czynniki (np.btedy
pipetowania, zbyt niskie stezenie DNA, niska jakos¢ DNA, obecnosc inhibitoréw
PCR, stopien doktadnosci termocyklera), w kazdej reakcji PCR zawarta jest para
starterow wewnetrznej kontroli pozytywnej?. Para starterow wewnetrznej kontroli
pozytywnej pasuje do konserwatywnych regionéw ludzkiego genu hormonu
wzrostu, ktory jest obecny we wszystkich probkach ludzkiego DNA. W obecnosci
specyficznego produktu PCR alellu/alleli HLA, pasek produktu wewnetrznej
kontroli pozytywnej moze byc staby lub nieobecny. Amplikony wygenerowane
przez pary starterow specyficznych dla HLA sg krétsze niz amplikony pary
starterébw wewnetrznej kontroli pozytywnej ale wieksze niz niewbudowane startery
(patrz: Oczekiwane wartosci).

ODCZYNNIKI
A. Identyfikacja

Zestawy do typowania Olerup SSp® zawierajg wysuszone, wstepnie
zoptymalizowane startery specyficzne dla danej sekwencji, stuzgce do
amplifikacji alleli HLA i ludzkiego genu hormonu wzrostu, Master Mix PCR z
polimerazg Taq (,Master Mix”), adhezyjne filmy uszczelniajgce ptytke PCR i
ulotke z podstawowg instrukcjg uzytkowania.

Roztwory starteréw sg wstepnie rozporcjowane i wysuszone w oddzielnych
0,2 ml dotkach cienkosciennych ptytek PCR. Kazdy dotek piytki zawiera
wysuszony roztwor starterow, sktadajgcy sie z mieszanki specyficznych
starterow, tzn. starteréw specyficznych dla danego allela lub grupy alleli HLA,
a takze pary starteréw wewnetrznej kontroli pozytywnej, ktére pasujg do nie-
allelicznej sekwencji i sg gotowe do zmieszania z probkg DNA, Master Mix i
H20.

Startery sg przeznaczone do optymalnej amplifikacji PCR przy uzyciu Master
Mix oraz rekomendowanego programu cykli PCR (patrz: Programowanie
termocyklera).

Specyficzne dla danej partii Tabele specyficznosci i interpretacji lub Arkusz
roboczy dla specyficznych alleli HLA amplifikowanych przez kazdg mieszanke
starteréw mozna pobrac z witryny
https://labproducts.caredx.com/products/olerup-ssp/.
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B. Ostrzezenia i Srodki zapobiegawcze

1.
2.

3.

Do stosowania w diagnostyce in vitro.

Niniejszy produkt nie moze stanowi¢ jedynej podstawy do
podejmowania decyzji klinicznej.

Ostrzezenie dotyczgce zagrozenia biologicznego: Wszystkie produkty
krwiopochodne nalezy traktowac¢ jako potencjalne zrodio zakazenia.
Zadna metoda testujgca nie zapewnia catkowitego zniesienia ryzyka
transmisji czynnikdw zakaznych pochodzgcych z ludzkiej krwi.
Ostrzezenie dotyczgce zagrozenia biologicznego: Bromek etydyny
stosowany do barwienia DNA w zelu agarozowym jest czynnikiem
rakotworczym. W zwigzku z tym nalezy uzywac odpowiedniego sprzetu
ochrony osobiste;.

Uwaga: Nalezy uzywac¢ okularéw ochronnych, zabezpieczajgcych przed
Swiattem UV i nie patrze¢ bezposrednio na zrédto swiatta UV podczas
obserwowania i fotografowania zeli.

Pipety i inny sprzet uzywany do pracy z prébkami po PCR nie powinny
by¢ uzywane do pracy z probkami przed PCR.

Szczegdtowe informacje znajdujg sie w Karcie Charakterystyki
Substancji Niebezpiecznych (http://www.labproducts.cardex.com).

C. Instrukcja uzytkowania
Patrz: Wskazowki dotyczgce uzytkowania.

D. Instrukcja przechowywania
Komponenty zestawu nalezy przechowywacC w ciemnosci, w temperaturze
wskazanej na etykietach opakowan.
Nalezy uzywac przed datg wygasniecia waznosci, wydrukowang na
etykietach opakowan.

E: Oczyszczanie i wlasciwy sposéb uzytkowania
Patrz: Wskazowki dotyczgce uzytkowania.

F. Oznaki niestabilnosci

1.

Nie nalezy uzywac ptytek z peknieciami w dotkach lub uszkodzeniami
na ich gornej krawedzi, poniewaz moze to spowodowac parowanie
reakcji podczas PCR. Nie nalezy uzywac¢ paskéw z wieczkami PCR z
peknieciami, poniewaz moze to spowodowal parowanie podczas
amplifikacji PCR.

2. Osady w dotkach powinny mie¢ kolor czerwony. Zabarwienie osadu na
z6to moze wskazywac na degradacije.
3. Master Mix powinien mie¢ kolor czerwony do fioletowego. Zabarwienie
mieszanki na zo6to lub pomaranczowo moze wskazywaé na degradacje.
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WYMAGANIA SPRZETOWE
A. Urzadzenia
Nalezy stosowac termocykler o nastepujgcej, minimalnej specyfikaciji:

podgrzewana pokrywa o temperaturze 104 °C dla pracy bez uzycia
oleju;
blok na préobki (z aluminium, srebra lub poztacanego srebra) do
stosowania albo z 96-dotkowymi ptytkami do PCR albo
cienkosciennymi probowkami o pojemnosci 0,2 ml;

Zestawy Olerup SSP zostaty sprawdzone na cyklerach
wymienionych ponize;.

Zalecane wspoétczynniki ramp:

- GeneAmp 9700: Termocykler GeneAmp 9700 ustawiony na tryb
9600. Odpowiada to wspoétczynnikowi ramp w zakresie od 1,6
°C/s (gérna wartos¢) do 0,8 °C/s (dolna wartosc).

- ProFlex 1xblok 96-dotkowy: Termocykler ProFlex PCR ze
wspoétczynnikiem ramp bloku 3,0 °C/s (kazdy etap 3,0 °C/s).
Wspébtczynnik ramp bloku 3,0 °C/s odpowiada wspétczynnikowi
ramp prébki w zakresie od 1,52 °C/s (goérna wartosc¢) do 1,36 °C/s
(dolna warto$¢).

- ProFlex 2xblok 96-dotkowy: Termocykler ProFlex PCR ze
wspotczynnikiem ramp bloku 3,0 °C/s (kazdy etap 3,0 °C/s).
Wspoétczynnik rampy bloku 3,0 °C/s odpowiada wspétczynnikowi
ramp probki w zakresie od 1,9 °C/s (gérna wartos¢) do 1,6 °C/s
(dolna wartos¢).

Uwaga: Wyzsze wspoiczynniki ramp niz odpowiadajgce
opisanym powyzej mogga mie¢ wpfyw na wyniki typowania.
Nalezy réwniez zauwazy¢, ze wplyw na typowanie moze réznié
sie miedzy réznymi niesprawdzonymi cyklerami w zaleznosci
od ustawien.

zakres temperatury od 4,0 °C do 99,9 °C

doktadnos¢ temperaturowa * 0,25 °C w zakresie od 35 °C do 99,9
°C

jednorodnos¢ temperatury bloku na prébki < 0,75 °C w zakresie od
55°Cdo 95 °C

kalibracja temperatury ustalana na podstawie wzorca odniesienia
(tzw. NIST)
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Nalezy zaprogramowac¢ termocykler stosujgc parametry cykli PCR w
Rozdziale B, ponizej.

Szczegdtowe informacje na temat termocyklera znajdujg sie w instrukciji
obstugi producenta. Termocyklery powinny byC skalibrowane zgodnie z
zasadami akredytacyjnymi ASHI (Amerykanskie Stowarzyszenie ZgodnosSci
Tkankowej i Immunogenetyki) i EFI (Europejska Federacja Zgodnosci
Tkankowe)).

Przed przejsciem do sekcji Wskazowki uzytkowania, nalezy
zaprogramowac termocykler wedtug parametréw przedstawionych ponize;.

B. Parametry cykli PCR

1. 1 cykl 94 °C 2 min. denaturacja
2. 10 cykKli 94 °C 10 sek. denaturacja
65 °C 60 sek. przytgczanie starterow i wydtuzanie
3. 20 cykli 94 °C 10 sek.  denaturacja
61 °C 50 sek.  przytgczanie starteréw
72 °C 30 sek.  wydtuzanie
4. Koniec - zatrzymanie RT jesli krocej niz 8 godzin
4 °C jesli dtuzej niz 8 godzin

Catkowita pojemnosc reakcji w kazdym dotku, 10 pl.

[Te same parametry cykli PCR stosowane sg dla wszystkich zestawow Olerup)
SSP®.
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POBIERANIE | PRZYGOTOWANIE PROBEK

Do typowania SSP potrzebne jest wyizolowane, wysoce oczyszczone DNA.
Prébki DNA uzywane do typowania PCR-SSP HLA powinny by¢ zawieszone w
dH20. Zalecamy, aby wspotczynnik Azsoso  zmierzony za pomocyg
spektrofotometrii UV wynosit 1,6 - 2,0 w celu uzyskania optymalnej widocznosci
paska podczas elektroforezy.

Zaleca sie zautomatyzowang ekstrakcje DNA przy uzyciu systemu do izolacji
DNA z krwi QIAGEN EZ1 DSP. Jako materiat wyjSciowy nalezy zastosowac
krew pobrang na ACD.

Alternatywnie, DNA moze byC ekstrahowane przy uzyciu innej, preferowanej
przez uzytkownika metody pozwalajgcej na uzyskanie czystego DNA. W
przypadku stosowania metod alternatywnych, stezenie DNA powinno wynosic
30 ng/ul. Nie nalezy uzywaé do tych metod krwi heparynizowanej.

Zalecane stezenie DNA przy uzyciu:
metody EZ1 do ekstrahowania DNA, 15 ng/pl.
innych metod do ekstrahowania DNA, 30 ng/pl.

Stezenie DNA przekraczajagce 50 ng/uzwieksza ryzyko wystgpienia
niespecyficznych amplifikacji oraz pojawienia sie stabych dodatkowych
prazkéw, szczegdlnie w przypadku typowania SSP HLA klasy | o wysokiej
rozdzielczosci. W razie koniecznosci, wyizolowane DNA nalezy rozcienczy¢ w
dH20.

Probki DNA nie powinny byé zawieszane w roztworach zawierajgcych
czynniki chelatujace, takie jak EDTA, o stezeniu powyzej 0,5 mM.

Prébki DNA mogg by¢ uzywane natychmiast po izolacji lub przechowywane w
temperaturze +4 °C przez okres maksymalnie 2 tygodni bez niekorzystnego
wptywu na wyniki. Probki DNA mozna przechowywa¢ w temperaturze -20 °C
lub nizszej przez okres 9 miesiecy. Czystos¢ i stezenie wyizolowanych prébek
DNA, ktére byly przechowywane przez dtuzszy czas, powinny by¢ badane w
celu ustalenia czy nadajg sie one do typowania HLA.

Prébki DNA nalezy przewozi¢ w temperaturze +4 °C lub nizszej w celu
zachowania ich dobrego stanu podczas transportu.
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PROCEDURA
A. Dostarczone materiaty

1.
2.

3.

4.

Ptytki ze starterami Olerup SSP®.

Master Mix (odpowiednia pojemnosc¢ dla ptytek zestawu). Ten sam
Master Mix jest uzywany do wszystkich zestawow Olerup SSP®.
Adhezyjne filmy uszczelniajgce ptytke PCR (odpowiednia liczba dla
ptytek zestawu).

Ulotka z podstawowg instrukcjg uzytkowania.

B. Materialy wymagane, ale nie dostarczone

1.
2.
3.

N i

11.
12.

13.
14.

15.

16.
17.
18.

Zestaw/sprzet do izolacji DNA

Spektrofotometr UV

Pipety. Zaleca sie stosowanie jednokanatowej elektronicznej pipety
umozliwiajgcej porcjowanie po 10 ul, w celu dodania DNA-Master Mix-
dH20 do dotkéw ptytki.

Jednorazowe koncowki do pipet

Probéwki polipropylenowe

Mikser Vortex

Mikrowirowka

Statyw na ptytke PCR

Termocykler z podgrzewang pokrywg do PCR, blokiem 96-dotkowym,
gradientem temperaturowym wzdtuz bloku grzejnego < 0,75 °C oraz
ptytka/zasobnikiem na cienkoscienne probdéwki o pojemnosci 0,2 ml.

. Kuchenka mikrofalowa lub ptyta grzejna do podgrzewania roztworu

agarozy

Agaroza do elektroforezy, np. FMC Seakem LE

Bufor 0,5 x TBE; 1 x bufor TBE sktada sie z 89 mM Tris-boranu i 2 mM
dwusodanu EDTA, pH 8,0

Bromek etydyny z kroplomierzem, nr produktu 103.301-10

Pipeta do naktadania prébek na Zel. Zaleca sie stosowanie 8-kanatowe;j
pipety do naktadania prébek na Zel o regulowanym zakresie objetosSci
5-25 ul

Marker DNA o zakresie 50 — 1 000 par zasad (pz), np. marker DNA 100
pz, produkt o numerze 103.202-100 lub marker DNA dla krotkich zeli nr 103.203-100
Aparat do elektroforezy z zasilaczem

Transiluminator UV

System dokumentacji fotograficznej lub obrazowej

C. Procedura krok po kroku
Patrz: Wskazowki dotyczgce uzytkowania.
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WSKAZOWKI DOTYCZACE UZYTKOWANIA
A. Przygotowanie probki

1.

2.

Oczysci¢ genomowe DNA z leukocytéw metodg do wyboru, patrz:
Pobieranie Probek i ich Przygotowanie, powyzej.

Jesli chodzi o szczego6towe informacje na temat przygotowania probki i
jej przechowywania, patrz: Pobieranie Prébek i ich Przygotowanie,
powyzej.

Przeprowadzi¢ reakcje PCR na oczyszczonej probce DNA przy uzyciu
ptytki do typowania Olerup SSP® lub przechowywacé probke DNA do
momentu przeprowadzenia PCR.

B. Przygotowanie odczynnikow/sprzetu

1.

Zaprogramowac termocykler zgodnie z programem PCR Olerup SSP®,
patrz: Wymagania Sprzetowe — Parametry Cykli Reakcji PCR, powyze;.

2. Przygotowac zel do elektroforezy, patrz: Rozdziat C — Przygotowanie

zelu do elektroforezy, ponizej.

C. Przygotowanie zelu do elektroforezy

Dla aparatu do elektroforezy Olerup SSP® Gel System 96 (Numer produktu
103.101-01)

1.

Konfiguracja

e Wypoziomowac zbiornik do wylewania zelu na 1 zel (Numer produktu
103.101-31) lub zbiornik na 3 Zzele(Numer produktu 103.101-33) przy uzyciu
poziomicy i trzech n6zek o regulowanej wysokosci.

e Umiescic¢ saneczki w zbiorniku do wylewania zelu.

2. Przygotowanie zelu agarozowego 2% (w/v)

Nalezy uzy¢ wysokiej jakosci agarozy do elektroforezy, umozliwiajgce;j

rozdziat od 50 do 2000 par zasad fragmentoéw DNA.

e Do 5 ml 10x stezonego buforu TBE (TrisBoranEDTA) doda¢ 150 ml
wody destylowanej i 2 g agarozy w 500 ml szklanej kolbie.

e Rozpusci¢ agaroze przez gotowanie w kuchence mikrofalowej az do
uzyskania jednorodnego roztworu 100 ml.

e Rozpuszczony roztwor zelu pozostawi¢ do schtodzenia do
temperatury 60°C, np. w cieplarce.

e Przed wylaniem zabarwic zel bromkiem etydyny (10 mg/ml), 5 ul na
100 ml roztworu zelu. Dla maksymalnej tatwosci obstugi uzywac
bromku etydyny z zakraplaczem (Numer produktu 103.301-10). Uwaga:
Bromek etydyny jest czynnikiem rakotwérczym. W zwiazku z
tym nalezy uzywa¢ odpowiedniego sprzetu ochrony osobistej.

e Wyla¢ 100 ml roztworu zelu na saneczki umieszczone w zbiorniku
do wylewania zelu. Umiesci¢ 6 grzebieni zelowych (Numer produktu
103.101-21) w rowkach saneczek.

e Pozostawi¢ zel na 15 min w celu spolimeryzowania.

e Wila¢ 750 ml 0,5x stezonego buforu TBE do zbiornika na Zzel.
Zanurzy¢ saneczki z zelem w aparacie do elektroforezy i ostroznie
usung¢ 6 grzebieni przez ich podniesienie.
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Korzystajgc z alternatywnych systemow elektroforezy, nalezy postepowaé

zgodnie z instrukcjami producenta. Jesli majg one by¢ uzywane z zestawami

do typowania HLA Olerup SSP®, to systemy te muszg mie¢ zdolno$¢ do

rozdziatu produktéw PCR w zakresie wielkosci par zasad od 50 do 1100.

D. Procedura krok po kroku

1. Wyjac z miejsc przechowywania we wskazanej
temperaturze/wskazanych temperaturach: odpowiednig liczbe prébek
DNA, ptytke/ptytki ze starterami oraz objetos¢ Master Mix potrzebng do
pracy na wybranych prébkach DNA/ptytkach ze starterami. Rozmrozi¢ w
temperaturze pokojowej (20-25 °C).

Ten sam Master Mix jest uzywany we wszystkich zestawach Olerup)
SSP®.

2. Wymieszac krétko probki DNA przez worteksowanie.
3. Umiescic ptytki ze starterami na statywie na ptytki.
4. Zestawy niskiej i wysokiej rozdzielczosci

e Zworteksowaé Master Mix przed jego rozporcjowaniem.

e Za pomocg recznej jednokanatowej pipety doda¢ w temperaturze
pokojowej Master Mix i dH20 do probdéwki 0,5 ml lub 1,5 ml.
(Potrzebna objeto$¢ moze by¢ zweryfikowana na podstawie informacii
w Tabeli 1).

e Zamkna¢ probowke i worteksowacé przez 5 sek. Zwirowaé probéwke w
miniwirébwce w celu zebrania catego ptynu ze $cianek na dno
probowki.

e Za pomocg jednokanatowej pipety dodaé w temperaturze pokojowej 8
Ml mieszanki Master Mix — dH20 i 2 yl dH20 do dotka z negatywng
kontrolg, tzn. dotka z parg starteréw negatywnej kontroli ptytki ze
starterami.

e Za pomocg jednokanatowej pipety doda¢ w temperaturze pokojowej
probke DNA do pozostatej mieszanki Master Mix - dH20. (Potrzebna
objetos¢ moze by¢ zweryfikowana na podstawie informacji w Tabeli 1).

e Zamkna¢ probowke i worteksowacé przez 5 sek. Zwirowacé probéwke w
miniwirébwce w celu zebrania catego ptynu ze $cianek na dno
probowki.

e Za pomocg elektronicznej pipety jednokanatowej rozdziel po 10 pl
mieszaniny reakcyjnej z probkg DNA do kazdego dotka ptytki, z
wyjatkiem dotka negatywnej kontroli.
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Tabela 1: Objetosci sktadnikéw potrzebnych na jeden test dla réznej liczby dotkéw przy
uzyciu Master Mix.

Liczba | Objetos¢ Master | Objetos¢ Objetosc Liczba | Objetos¢ Master | Objetosé Objetosc
dotkéw | Mix (ul) probki dH20 dotkow | Mix (ul) prébki dH20 (ul)
na test DNA (ul) (uh) na test DNA (ul)
2 12 8 20 25 87 58 145
3 15 10 25 26 90 60 150
4 18 12 30 27 93 62 155
5 21 14 35 28 96 64 160
6 24 16 40 29 99 66 165
7 27 18 45 30 102 68 170
8 30 20 50 31 105 70 175
9 33 22 55 32 108 72 180
10 36 24 60 36 126 84 210
11 39 26 65 40 138 92 230
12 42 28 70 44 150 100 250
13 45 30 75 48 162 108 270
14 48 32 80 52 174 116 290
15 51 34 85 56 186 124 310
16 54 36 90 60 198 132 330
17 60 40 100 64 210 140 350
18 63 42 105 68 228 152 380
19 66 44 110 72 240 160 400
20 69 46 115 76 252 168 420
21 72 48 120 80 264 176 440
22 75 50 125 84 276 184 460
23 78 52 130 88 288 192 480
24 81 54 135 92 300 200 500
96 312 208 520

Wymienione powyzej zalecane objetosci zawierajg objetosci niezbedne do
skompensowania roznic pipetowania oraz strat ptynu na wewnetrznych
Sciankach probéwek.

5.

Zestawy Combi A-B-DR, A-B-C, A-B-DR-DQ i DQA-DQB-DR
Enhanced oraz HLA-C wysokiej rozdzielczosci dla zestawu do alleli
o wysokiej czestotliwosci

o Zworteksowac Master Mix.

e Przy uzyciu pipety jednokanatowej dodaé¢ w temperaturze pokojowej
520 pl dH20 do dostarczonej 1,5 ml probéwki zawierajgcej 312 pl
Master Mix.

e Zamkng¢ probowke i worteksowac przez 5 sek. Zwirowac probéwke
w miniwirowce w celu zebrania catego ptynu ze scianek na dno
probowki.

e Za pomocg pipety jednokanatowej dodac¢ 8 ul mieszaniny Master Mix
— dH20 i 2 pl dH20 do dotka nr 96 z negatywng kontrolg, tzn. dotka z
parg starteréw negatywnej kontroli.

e Za pomocg pipety jednokanatowej doda¢ w temperaturze pokojowe;j
206 ul probki DNA do pozostatej mieszanki Master Mix — dH20.
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e Zamkng¢ probowke i worteksowac przez 5 sek. Zwirowac probéwke
w miniwirowce w celu zebrania catego ptynu ze scianek na dno
probowki.

e Za pomocg elektronicznej pipety jednokanatowej rozdzieli¢ po 10 pl
mieszaniny reakcyjnej z probkg do kazdego dotka ptytki, z wyjatkiem
dotka negatywnej kontroli nr 96.

Wazne:
Nalezy sie upewnic, ze probka zostata natozona bezposrednio nad osadem
starteréw (wysuszonymi na dnie kazdego dotka ptytki), w celu unikniecia
zanieczyszczenia krzyzowego miedzy dotkami. Nalezy dotkng¢ koncowka
pipety wewnetrznej scianki dotka i wypuscic¢ probke na dno dotka.
Sprawdzi¢, czy wszystkie probki sptynety na dno kazdego dotka. Jesli nie,
nalezy delikatnie postukac ptytkg o blat stotu, aby wszystkie probki osiadty
na dnie dotka przed rozpoczeciem reakcji PCR.

6. PrzykryC plytke/ptytki ze starterami dostarczonymi adhezyjnymi filmami
uszczelniajgcymi PCR. Sprawdzi¢, czy wszystkie dotki reakcyjne sg
catkowicie przykryte, aby zapobiec wyparowaniu podczas amplifikacji
PCR. Mate kompresyjng Olerup SSP®(Numer produktu 103.505-06) mozna
potozy¢ na wierzchu uszczelniajgcych filméw adhezyjnych, aby w ten
sposob zapobiec parowaniu podczas reakcji PCR w termocyklerze.

7. Umiescic ptyke/ptytki w termocyklerze z odpowiednim adapterem
probowka-ptytka. Nie dopuszcza¢ do wiecej niz 5 minut opdznienia
miedzy nastawieniem reakcji PCR a rozpoczeciem reakcji PCR.

8. Wprowadzi¢ swoj numer programu Olerup SSP®. Zdefiniowaé objetosé
reakcyjng na 10 pl.

9. Uruchomi¢ program PCR. Program trwa okoto 1 godz. i 20 min.

10. WyjacC ptytke/ptytki ze starterami z termocyklera. Sprawdzi¢ ptytke PCR,
aby upewni¢ sie, ze w kazdym dotku znajduje sie mniej wiecej taka sam
ilos¢ ptynu. Podda¢ probki elektroforezie, patrz: Rozdziat E -
Elektroforeza Zzelowa, ponizej. Zinterpretowa¢ wyniki typowania za
pomocg wifasciwej dla danej partii Tabeli Specyficznosci i
Interpretacji lub Arkusza Roboczego, patrz: Wartosci Oczekiwane,

ponizej.
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E. Elektroforeza zelowa

1. Po zakonhczeniu reakcji PCR ustawi¢ ptytke ze starterami we wiasciwej
pozycji w stosunku do zbiornika na zel. Porzgdek dotkéw ma by¢ od lewe;j
do prawej i od gory do dotu.

2. Delikatnie zdjg¢ pasek z wieczkami, uwazajgc, zeby nie doprowadzi¢ do
rozchlapania produktéw PCR.

3. Nanies¢ w kolejnosci produkty PCR na 2% zel agarozowy. (Dodanie
buforu obcigzajgcego nie jest konieczne). Do naktadania prébek na Zzel
zaleca sie stosowanie pipety 8-kanatowe;.

4. Nanies¢ marker wielkosci DNA (marker wielkosci DNA 100 pz, numer produktu
103.202-100 lub marker wielkosci DNA dla krotkich zeli 103.203-100) do jednej
studzienki na rzad.

5. Przykry¢ aparat do elektroforezy pokrywa.

6. Przeprowadzi¢ elektroforeze w 0,5 x stezonym buforze TBE, bez
recyrkulacji buforu, przez 15-20 min przy 8-10 V/cm.

7. Przenies¢ saneczki z zelem do transiluminatora UV.
8. Sfotografowac zel z saneczkami i bez saneczek.
9. Oznaczy¢ fotografie zgodnie =z zasadami obowigzujgcymi w
laboratorium.
KONTROLA JAKOSCI

Wytyczne ASHI odnosnie badania HLA méwig o tym, ze za kazdym razem
podczas nastawiania reakcji PCR nalezy doda¢ dotek kontroli negatywne;j
(kontrola zanieczyszczenia). (Normy dla laboratoriéw akredytowanych,
Amerykanskie Towarzystwo Zgodnosci Tkankowej i Immunogenetyki, Normy
ostateczne zatwierdzone przez zarzad ASHI: 31 sierpnia 2007, ostateczna
wersja wytycznych styczen 2008). Dotek kontroli negatywnej znajduje sie we
wszystkich zestawach od partii 01V (zestaw DQ niskiej rozdzielczosci, od partii
06Y).

Patrz takze: Interpretacja zelowa, s. 14.

WYNIKI

Specyficzne dla danej partii Arkusze walidaciji linii komérkowych i Swiadectwa
przeprowadzonych badan sg dostepne w Internecie w  witrynie
https://labproducts.caredx.com/products/olerup-ssp/.

OGRANICZENIA PROCEDURY

1. Proces PCR-SSP wymaga wysoce kontrolowanych warunkow testowych w
celu zapewnienia odpowiedniej amplifikacji réznicujgcej. Nalezy Scisle
przestrzegaé procedury opisanej w instrukcji uzytkowania.

2. Wyizolowana probka DNA jest matrycg dla specyficznej amplifikacji reakcji
PCR. Oczyszczone DNA powinno mie¢ wspétczynnik A2so2s0 wynoszacy
1,6 - 2,0, aby uzyskac optymalng widocznos¢ prazka podczas elektroforezy.

3. Wszystkie przyrzady, na przykiad termocykler i pipety, muszg byc¢
skalibrowane zgodnie z zaleceniami producenta.

4. Informacje dotyczace danej partii podano w broszurze produktu: Informacje
Specyficzne dla danej partii i Arkusz Roboczy specyficzny dla danej partii.
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5. Nizej wymienione substancje zostaty przetestowane pod katem ich wptywu
na wydajnosc¢ testu. Substancje te, testowane przy uzyciu trzech (3) metod
ekstrakcji i w wymienionych stezeniach, nie wykazaty wptywu na wydajnos¢

testu.
Metoda . Stezenie
ekstrakcji _Substan_qa substancji
- .- interferujaca . S
(izolacji) interferujacej
System Bilirubina 200 mg/L
izolacji DNA | Hemoglobina 200 g/L
z krwi EZ1 | Trojgliceryd 30 g/L
DSP Biatko 110 g/L
Zestaw do | Bilirubina 200 mg/L
izolacji DNA | Hemoglobina 200 g/L
z krwi Tréjgliceryd 18,2 g/L
QlAamp | Biatko 77 - 96 g/L
DSP
Bilirubina 200 mg/L
Metoda Hemoglobina 200 g/L
Gentra PEpT
PureGene TIrOnglceryd 18,2 g/L
Biatko 119 -146 g/L

6. Plytki PCR sg fizycznie kompatybilne z wiekszoscig termocykleréw dostepnych

na rynku. Patrz: Tabela kompatybilno$ci termocyklerow, ponize;.

Uwaga: Dane w tabeli nalezy traktowac tylko jako wskazowki. W przypadku
zatwierdzonych cyklerow prosze zapoznac sie z rozdziatem: Wymagania
dotyczgce instrumentu — instrument.
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Tabela kompatybilnosci

Producent

Termocyklery

Applied Biosystems

GeneAmp 9700

ProFlex 96-well

ProFlex 2x96-well

Veriti 0,2ml 96-well Block

GeneAmp 2700, 2720, 9600

Agilent (Stratagene)

SureCycler 8800

RoboCycler

Gradient Cycler

Biometra

Uno, Uno |l

T1 Thermocycler

TGradient/TAdvanced

TRobot

TProfessional

Bio-Rad

MJ Mini

7100

iCycler, MyCycler

C1000, S1000

PTC-2(xx)

PTC-100 with 96-well block

Eppendorf

Mastercycler Gradient

Mastercycler EP Gradient, Pro, Nexus

MWG

Primus 96

TheQ Lifecycler

Thermo Scientific

Arktik

Techne

Flexigene, TC-412, TC-4000

Genius, Touchgene, TC-512, TC-5000

TC-PLUS, Prime, PrimeG, Prime Elite

Thermo Scientific Hybaid

PCR Express, Px2, PxE

MultiBlock System & MBS

Omnigene, Omn-E

Gene Technologies GS1, GS4, GSX
Takara TP 3000
OCZEKIWANE WARTOSCI

A. Analiza danych

Obejrze¢ doktadnie zdjecie i okresli¢ sciezki pozytywne.

1. Szybciej migrujgcy, krotszy prgzek bedzie widoczny na zelu, jesli
specyficzne allele HLA zostaty zamplifikowane. Oznacza to pozytywny

wynik testu.

a. Odnotowac fakt obecnosci i nieobecnosci specyficznych produktow

PCR.
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b. Przydatne w interpretacji wynikow jest monitorowanie relatywnych
dtugosci specyficznych produktéw PCR jakie podano w broszurze
produktu specyficznej dla danej partii. Kilka reakcji ma dwie lub
wiecej mozliwych dtugosci specyficznych produktéw PCR. Doftki te
zawierajg wiele par starterow generujgcych produkty PCR o
réznych diugosciach, w zaleznoéci od allelu/alleli HLA probki DNA.

c. DopasowaC wzor sciezek zelowych do specyficznych produktow
PCR zgodnie z informacjg w tabeli Specyficznosci i Interpretacii
specyficznej dla danej partii w celu uzyskania typowania HLA prébki
DNA.

2. Prazek wewnetrznej kontroli pozytywnej, dtuzszy i wolniej migrujacy,
jest kontrolg udanej amplifikacji. W zwigzku z tym powinien by¢
widoczny we wszystkich Sciezkach zelu, z wyjgtkiem sciezki z kontrolg
negatywng. Prgzek wewnetrznej kontroli pozytywnej moze byc¢ staby lub
catkowicie nieobecny w sciezkach pozytywnych.

a. OdnotowacC obecnos¢ i relatywne dtugosci prgzkéw wewnetrznej
kontroli pozytywnej. Réznej wielkosci prazki kontrolne pomogg w
prawidtowej orientacji typowania, a takze identyfikacji zestawu.

b. Brak prazka wewnetrznej kontroli pozytywnej i brak specyficznego
produktu PCR wskazuje na to, ze reakcja PCR nie powiodta sie.

i. Jesli allele HLA mogg by¢ okreslone w przypadku nieudane;j
reakcji PCR, a nieudana reakcja PCR nie ma wptywu na
oznaczenie alleli, wowczas testu nie trzeba powtarzac.

i. Jesli jednak nieudana reakcja PCR mogfa mie¢ wpltyw na
oznaczenie alleli, wowczas typowanie nalezy powtorzyc.

3. Obecnos¢ specyficznego produktu PCR lub prgzka wewnetrznej
kontroli pozytywnej w Sciezce/sciezkach kontroli negatywnej wskazuje
na zanieczyszczenie produktem/produktami PCR i tym samym
uniewaznia wszystkie wyniki testu. Startery niespecyficzne tgczace sie
ze sobg w oligomery o diugosci od 40 do 60 par zasad mogg byé
widoczne na $ciezce/Sciezkach kontroli negatywnej. Nie jest to
wskaznikiem zanieczyszczenia.
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B. Interpretacja zelowa

Reakcja Reakcja Reakcja PCR
pozytywna negatywna nie powiodta
sie

Studzienka | \ \ ‘ ‘ ‘

Prazek

wewnetrznej E—
kontroli

pozytywnej

Prazek
specyficzny

Prazek
starterow

1. Marker wielkosci DNA (marker wielkosci DNA 100 pz, numer produktu
103.202-100 lub marker wielkosci DNA dla krétkich Zeli 103.203-100) w jednej
studzience na rzad, lub zgodnie wytycznymi akredytacyjnymi dla
miejscowego laboratorium.

2. Cho¢ moga pojawi¢ sie prazki dtuzsze niz prgzek wewnetrznej kontroli
pozytywnej, to nie powinny by¢ one brane pod uwage w interpretacji
wynikow typowania.

3. Nie zuzyte startery utworzg rozproszony pragzek krotszy niz 50 bp.

4. Mozna takze zaobserwowacé niespecyficzne tgczenie sie starteréw ze
sobg. Tego typu artefakty mogg by¢ obserwowane na zelu jako dtuzsze
niz pragzek starteréw, ale krétsze niz prgzki specyficzne.

CHARAKTERYSTYKA SPECYFICZNEJ WYDAJNOSCI

Kontrola jakosci zestawu danej partii

Kazdy roztwér starteréw jest badany w stosunku do panelu 48 prébek DNA z
dobrze scharakteryzowanych linii  komérkowych [IHWC, patrz: Arkusz
Walidacyjny Linii Komorkowych specyficzny dla danej parti w broszurze
produktu, Informacja specyficzna dla danej partii.

Porownane Metody - badanie 1

Byto to wieloosrodkowe badanie oceniajgce zgodnos¢ zestawu do
typowania HLA Olerup SSP® DR niskiej rozdzielczosci i zestawu do
typowania DNA HLA One Lambda Micro SSPTM przeprowadzone w trzech
laboratoriach klinicznych w Stanach Zjednoczonych.
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Przeanalizowane wyniki typowania zestawu do typowania HLA Olerup
SSP® DR o niskiej rozdzielczosci i zestawu do typowania DNA HLA One
Lambda Micro SSPTM wykazaty 98,4% (123/125; 95% CI: 94,3 — 99,8)
zgodnosé, podczas gdy dwa niejednoznaczne wyniki Olerup zostaty uznane
za niezgodne. Zgodno$¢ wyniosta 100% (123/123; 95% CI: 97,1 — 100),
kiedy w analizie nie uwzgledniono dwdch niejednoznacznych wynikow
Olerup, co odzwierciedla normalng praktyke kliniczng.

Poréwnanie Metody - badanie 2

Badanie to miato na celu wykazanie zgodnoéci wynikéw typowania allelu HLA
(A, B, C, DQ) o niskiej rozdzielczosci uzyskanych z badawczych zestawéw do
typowania HLA Olerup SSP® oraz zestawdw referencyjnych One Lambda
LABType SSO. Probki krwi petnej ACD pobrano od 95 oséb z 3 osrodkow
klinicznych w Stanach Zjednoczonych. Przeprowadzono ekstrakcje DNA i
uzyskane w ten sposOb oczyszczone DNA przetestowano przy uzyciu
badawczej metody Olerup SSP® oraz referencyjnej metody One Lambda
LabType SSO HLA.

Ogdlna zgodnos¢ dla alleli Klasy | wyniosta 99,6% (278/279; 95% CI: 98,0 —
100). Dla alleli Klasy Il uzyskano zgodnos¢ 100% (94/94; 95% CI: 96,2 — 100).

Tabela 1
Ogodlna zgodnos¢ wynikéw Olerup SSP?® i
OnelLambda SSO dla alleli Klasy | i Klasy
Il.

Razem
Lokus n/N % zgodnosci
HLA (95% CI)
100
A 95/95 (96,2 — 100)
100
B 90/90 (96,0 — 100)
98,9
Cc 93 /94 (94,2 — 100)
Wszystkie 99 6
Loci IKlasy 2781279 (98,0 — 100)
Loci Klasy 100
noa) | %/9% | (96,2 100)

Badanie powtarzalnosci wynikdw uzyskanych przy uzyciu zestawu.

W badaniu poréwnano wyniki typowania HLA Olerup SSP® miedzy trzema
laboratoriami  testujgcymi HLA za pomocg panelu 10 dobrze
scharakteryzowanych probek DNA, ktérych zgodne wyniki zostaty zawarte w
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banku DNA HLA UCLA dla HLA Klasy | (A, B i C), powszechnych alleli Klasy |l
(DRB1 *, DRB3 */DRB4 */DRBS5 * i DQB1 *) oraz rzadziej badanych alleli Klasy
Il (DQA1 *, DPA1 * i DPB1 *).

Tabela 2: Podsumowanie wynikéw badania powtarzalnosci zestawu
Olerup SSP® HLA

% doktadnosci typowania
n/N
Typ allelu HLA 95% przedziat zaufania (LL, UL)
Wynik Wynik
niejednoznaczny, niejednoznaczny,
uznawany za uznawany za
niezgodny nieokreslony i
wytgczony z analizy
Klasa | niskiej 98,3 100
rozdzielczosci (59/60) (59/59)

(A i B potgczone) 91,1, 100 93,9, 100
Klasa | wysokiej 94,7 98,6
rozdzielczosci (142/150) (142/144)

(A, B i C potgczone) 89,8, 97,7 95,1, 99,8
Klasa Il niskiej 100 100
rozdzielczosci (DRB1 * i (60/60) (60/60)
DRB3 */DRB4 */DRB5 *) 94,0, 100 94,0, 100
Klasa Il wysokiej 98,3 100
rozdzielczosci - (118/120) (118/118)
powszechne allele 94,1, 99,8 96,9, 100
(DRB17,

DRB3*/DRB4*/DRB5* i

DQB1*)

Klasa Il wysokiej 83,3 86,2
rozdzielczosci (75/90) (75/87)
Rzadziej badane allele 74,0, 90,4 77,2,92,7

(DQA1 *, DPAT * i
DPB1 *)

W badaniu wykorzystano panel dziesieciu

(10) probek DNA z dobrze

scharakteryzowanymi wynikami typowania HLA.

Nizsze zgodnosci obserwowane w przypadku rzadziej badanych alleli wysokiej
rozdzielczosci Klasy |l odzwierciedlajg wiekszg niepewnos¢ w ,wynikach
zgodnych” probek DNA UCLA z uwzglednieniem niepetnej informacji o
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sekwencji dostepnej dla alleli DQA1*, DPA1* i DPB1*. Dla 9 z 11 niezgodnych
wynikébw zaobserwowanych podczas badania powtarzalnosci wynikéw (
DQA1*0505 uzyskany przy uzyciu Olerup SSP® w poréwnaniu z DQA1* 0501
deklarowanym jako ,typowanie zgodne”) wszystkie trzy osrodki testujgce
otrzymaty ten sam wynik wskazujgcy na powtarzalnos¢ wynikdw zestawu
Olerup DQA1*.

BIBLIOGRAFIA

1. Olerup O, Zetterquist H. HLA-DRB1*01 subtyping by allele-specific PCR-
amplification: A sensitive, specific and rapid technique. Tissue Antigens 1991:
37: 197-204.

2. Olerup O, Zetterquist H. HLA-DR typing by PCR amplification with sequence-
specific primers (PCR-SSP) in 2 hours: An alternative to serological DR typing
in clinical practice including donor-recipient matching in cadaveric
transplantations. Tissue Antigens 1992: 39: 225-235.

3. Liste aktualnych alleli HLA mozna znalez¢ na:

a. http://www.ebi.ac.uk/imgt/hla lub
b. http://www.anthonynolan.org.uk/HIG
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RozwIAZYWANIE PROBLEMOW

Problem

Przyczyna

Dziatanie

Brak amplifikacji
(zaréwno amplifikaciji
fragmentéw wewnetrznej
kontroli, jak i amplifikaciji
specyficznych
produktow).

Za mata ilos¢ DNA.

Zmierzy¢ stezenie DNA i
sprawdzi¢, czy dodana do
reakcji ilos¢ DNA jest
prawidtowa.
Zanieczyszczenie RNA
moze spowodowac
przeszacowanie stezenia
DNA przez pomiar
spektrofotometryczny.
Powtorzy¢ starannie
ekstrakcje DNA ze $wiezo
przygotowanymi
roztworami.

Zaleca sie
zautomatyzowang
ekstrakcje DNA przy uzyciu
systemu do izolacji DNA z
krwi QIAGEN EZ1 DSP.

DNA zawiera inhibitory
PCR, na przykfad biatka,
etanol (z etapow
precypitacyjnych),
zanieczyszczenia ztozem
z fazy statej podczas
ekstrakcji DNA.

Zmierzy¢ jakos¢ DNA.
Zalecamy, aby
wspotczynnik A260/A280
wynosit 1,6 — 2,0
Zmierzony za pomocg
spektrofotometrii UV.
Nalezy postepowac
dokfadnie zgodnie z
protokotem izolacji DNA.
Dokona¢ ponownego
wyizolowania DNA.
Zaleca sie
zautomatyzowang
ekstrakcje DNA przy uzyciu
systemu do izolacji DNA z
krwi QIAGEN EZ1 DSP.

DNA zostato
wyizolowane z krwi
heparynizowanej.

Nalezy uzy¢ krwi
nieheparynizowanej lub
zastosowac sie do
protokotow ekstrakcji DNA
z krwi heparynizowanej.

DNA jest rozpuszczane
w buforze zawierajgcym
EDTA.

Powtdrzy¢ ekstrakcje DNA
i zawiesi¢ DNA w dH20.

0412-LBL v02 Olerup SSP® zestaw do typowania HLA wraz z polimerazg Taq

Zmieniono w grudzien 2020 r.

C€

0197

Do stosowania w diagnostycein vitro

Strona 21 z 31




é CareDx

Instrukcja uzytkowania

Olerup SSP® zestaw do typowania HLA wraz z polimeraza Taq

Problem

Przyczyna

Dziatanie

Cd.:

Brak amplifikacji
(zaréwno amplifikaciji
fragmentéw wewnetrznej
kontroli, jak i amplifikacji
specyficznych
produktow).

Przypadkowe dostanie sie
srodka dezynfekcyjnego do
testu.

Nalezy sprawdzi¢, w
ktorym miejscu mogt
zosta¢ wprowadzony
Srodek dezynfekcyjny.

Zestawy nie sg
przechowywane w
odpowiedniej
temperaturze.

Przechowywac zestawy
w temperaturze -20 °C.

Termocykler nie dziata
prawidtowo.

Wykalibrowac
termocykler i sprawdzic
program PCR.
Termocykler uzywany
rutynowo do typowania
PCR-SSP powinien by¢
kalibrowany co 6-12
miesiecy.

Nieodpowiedni kontakt
miedzy blokiem grzejnym
termocyklera a ptytkg do
typowania SSP.

Uzy¢ prawidtowej ptytki
dla0,2mlz
cienkosciennymi dotkami,
sprawdzi¢ dane w
instrukcji obstugi
termocyklera.

Losowe niepowodzenie
amplifikacji (drop-outs).

Folie uszczelniajgce
PCR/wieczka probowek
PCR, ktore nie sg
szczelnie zamkniete,
przyczyniajg sie do
parowania i w
konsekwencji do
niepowodzenia amplifikaciji.

Upewnic sie, ze
wszystkie filmy
uszczelniajgce
PCR/wieczka probowek
sg szczelnie zamkniete.
Mate kompresyjng
Olerup SSP® (Nr produktu
103.505-06) mozna potozyc¢
na wierzchu filmow
uszczelniajgcych PCR,
aby zapobiec parowaniu
podczas reakcji w
termocyklerze.

Btedy w natozeniu prébek
na zel.

Sprawdzi¢, czy
prawidtowa liczba dotkéw
zostata zatadowana i czy
kazdy dotek zawiera w
przyblizeniu takg samag
ilos¢ mieszaniny PCR.

Uzycie niewykalibrowanych
pipet.

Wykalibrowac rutynowo
wszystkie pipety zgodnie
z zaleceniami

dostawcy.
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Problem Przyczyna Dziatanie
Btedy pipetowania. Nalezy pipetowac
bardziej starannie i
ostroznie.
Master Mix i probka DNA | Przed uzyciem
nie zostaty prawidtowo wymieszac je krotko
wymieszane przed przez worteksowanie.
uzyciem. Zalecamy worteksowac
po kazdym rzedzie.
Do dotkow zostata dodana | Nalezy pipetowac
nierébwna objetos¢ bardziej starannie i
mieszaniny DNA - Master |ostroznie.
Mix.
Stabe fragmenty Zanieczyszczone DNA. Zmierzy¢ jakos¢ DNA.

wewnetrznej kontroli

Wspotczynnik Azsor280
zZmierzony za pomocg
spektrofotometrii UV
powinien wynosic 1,6 -
2,0.

Zanieczyszczenie RNA
moze spowodowaé
przeszacowanie stezenia
DNA przez
spektrofotometr.
Zdegradowane DNA jest
widoczne jako smugi w
Sciezkach zelu.
Powtdrzy¢ starannie
ekstrakcje DNA ze
Swiezo przygotowanymi
roztworami.

Zaleca sie
zautomatyzowang
ekstrakcje DNA przy
uzyciu systemu do
izolacji DNA z krwi
QIAGEN EZ1 DSP.

Za mata ilos¢ DNA.

Zmierzy¢ stezenie DNA i
dostosowac do 30 ng/ul
lub do 15 ng/ul dla DNA
wyizolowanego przez
system QIAGEN EZ1
DSP DNA Blood System.
Zanieczyszczenie RNA
moze spowodowaé
przeszacowanie stezenia
DNA podczas pomiaru
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Problem

Przyczyna

Dziatanie

spektrofotometrycznego.
Zdegradowane DNA jest
widoczne jako smugi w
Sciezkach zelu.
Powtorzy¢ starannie
ekstrakcje DNA ze
Swiezo przygotowanymi
roztworami.

Zalecamy
zautomatyzowang
ekstrakcje DNA za
pomocg systemu do
izolacji DNA z krwi
QIAGEN EZ1 DSP DNA
Blood System.

Cd.:
Stabe fragmenty
wewnetrznej kontroli

Zbyt wysoka temperatura
przytgczania starterow,
termocykler nie jest
wykalibrowany.

Wykalibrowac
termocykler i sprawdzi¢
program PCR.
Termocykler uzywany
rutynowo do typowania
PCR-SSP powinien by¢
kalibrowany co 6-12
miesiecy.

Master Mix PCR byt
przechowywany w
temperaturze + 4 °C przez
okres dtuzszy niz 2
tygodnie.

Przechowywac¢ Master
Mix PCR w sposéb
zgodny z zaleceniami.

Amplifikacja
niespecyficzna (drabinki
lub smugi)

Uzycie nadmiaru prébki
DNA.

Zmierzyc¢ stezenie DNA i
rozcienczy¢ do 30 ng/pl
lub do 15 ng/ul dla DNA
wyizolowanego przez
system QIAGEN EZ1
DSP DNA Blood System.
Niektore startery
wykazujg wiekszg
tendencje do
niespecyficznej
amplifikacji, patrz:
przypis na Tabeli
Specyficznosci
specyficznej dla danej
partii.

Zanieczyszczone DNA.

Wszystkie fragmenty
wieksze niz fragment
kontroli wewnetrznej
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Problem

Przyczyna

Dziatanie

nalezy poming¢ podczas
interpretacji uzyskanych
wynikow.

Sprawdzi¢ jakos¢é DNA.
Powtdrzy¢ ekstrakcje
DNA.

Zaleca sie
zautomatyzowang
ekstrakcje DNA przy
uzyciu systemu do
izolacji DNA z krwi
QIAGEN EZ1 DSP.
Niektore startery
wykazujg wiekszg
tendencje do
niespecyficznej
amplifikacji, patrz:
przypis na Tabeli
Specyficznosci
specyficznej dla danej
partii.

Stabniecie prazkéw na
zelu w miare uptywu
czasu

Stary roztwér bromku
etydyny do barwienia zelu
agarozowego.

Przygotowac swiezy
roztwér bromku etydyny
w celu uzyskania
lepszego barwienia zelu
agarozowego i lepszego
sygnatu. ,Chmurka”
niezwigzanych starteréw
jest widoczna na zelu,
jesli zabarwienie zelu
agarozowego jest
prawidtowe.

Jedna z lamp UV jest
uszkodzona.

Sprawdzi¢ urzgdzenie do
oswietlania UV.
,Chmurka”
niezwigzanych starteréw
jest widoczna na zelu,
jesli swiatto UV jest
prawidtowe.

Uzyto za mato prébki DNA.

ZmierzyC stezenie DNA i
dostosowac do 30 ng/pl
lub do 15 ng/ul dla DNA
wyizolowanego przez
system QIAGEN EZ1
DSP DNA Blood System.
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Problem

Przyczyna

Dziatanie

Zbyt wysoka temperatura
przytgczania starterow,
termocykler nie jest
wykalibrowany.

Wykalibrowac
termocykler i sprawdzic
program PCR.
Termocykler uzywany
rutynowo do typowania
PCR-SSP powinien by¢
kalibrowany co 6-12
miesiecy.

Nieoczekiwane wzory
amplifikacji

Uzyto niewtasciwej Tabeli
interpretacji/arkusza
specyficznych dla danej
partii.

Sprawdzi¢ numer
wykorzystanej partii
produktu oraz Tabeli
interpretacji/arkusza.

Niewtasciwa kolejnos¢
natozenia zelu.

Sprawdzi¢ ustawienie
mieszanin i Sciezek zelu.

Wz6r amplifikacyjny
zawiera wyniki fatszywie
dodatnie.

Patrz ponize;j.

Wzor amplifikacyjny
zawiera wyniki fatszywie
ujemne.

Patrz ponizej.

Amplifikacje fatszywie
dodatnie

Zanieczyszczenie DNA.

Uzywac rekawiczek,
koncowek do pipet z
filtrem oraz oddzielnych
pomieszczen do
przygotowania reakcji
PCR i pracy z probkami
po reakcji PCR.
Upewnic sie, ze na
kazdym etapie wszystkie
prébki sg doktadnie
pipetowane.

Sprawdzi¢ poziom
zanieczyszczenia przy
uzyciu zestawu Olerup
SSP® Wipe Test.

Zanieczyszczone DNA.

ZmierzyC jakos¢ DNA.
Nalezy postepowac
dokfadnie zgodnie z
protokotem izolacji DNA.
Sprobowac innych metod
izolacji DNA.

Dokona¢ ponownego
wyizolowania DNA.
Zalecamy
zautomatyzowang
ekstrakcje DNA za
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Problem Przyczyna Dziatanie
pomocg systemu do
izolacji DNA z krwi
QIAGEN EZ1 DSP DNA
Blood System.

Uzycie nadmiaru DNA. ZmierzyC stezenie DNA i
rozcienczy¢ do 30 ng/pl
lub do 15 ng/pl dla DNA
wyizolowanego przez
system QIAGEN EZ1
DSP DNA Blood System.

Zbyt niska temperatura Wykalibrowac

przytgczania starteréw. termocykler i sprawdzic
program PCR.
Termocykler uzywany
rutynowo do typowania
PCR-SSP powinien by¢
kalibrowany co 6 -12
miesiecy.

Zbyt duze opoznienie Opobznienie przed

miedzy nastawieniem amplifikacjg nie powinno

reakcji PCR a by¢ wieksze niz 5 min.
rozpoczeciem amplifikaciji.

Opoznienie miedzy UzyC wstepnie

umieszczeniem ptytek do | ogrzanego termocyklera.

typowania w termocyklerze

a rozpoczeciem cyklingu.

Cd.: Uzyto nadmiaru bromku Uzy¢ zalecanej ilosci

Amplifikacje fatszywie
dodatnie

etydyny.

bromku etydyny.

Niewtasciwa interpretacja
artefaktu jako
specyficznego pragzka.

Sprawdzi¢ rozmiar
prazka przy uzyciu
odpowiedniej Tabeli
Interpretacyjnej i Tabeli
Specyficznosci wraz z
przypisami.

Wzér amplifikacyjny
zawiera wyniki fatszywie
dodatnie.

Sprawdzi¢, czy wszystkie
specyficzne amplifikacje
majq prawidtowy rozmiar
oraz czy artefakt
(przeniesienie, dimer
starterow) nie zostat
btednie zinterpretowany
jako amplifikacja.

Niewtasciwa kolejnos¢
natozenia prébek na zel.

Sprawdzi¢ ustawienie
ptytki z produktami PCR
wzgledem Sciezek zelu.
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Problem

Przyczyna

Dziatanie

Amplifikacje fatszywie
ujemne

Termocykler nie jest
wiasciwie skalibrowany.

Wykalibrowac
termocykler i sprawdzic
program PCR.
Termocykler uzywany
rutynowo do typowania
PCR-SSP powinien by¢
kalibrowany co 6-12
miesiecy.

Jesli rekalibracja nie
przyniosta rezultatu,
przeprowadzi¢ ponownie
test typowania przy
uzyciu probki
referencyjnej o takiej
samej specyficznosci.
Jesli wynik negatywny
potwierdzi sie, nalezy
skontaktowac sie z
dziatem obstugi klienta.

Niewtasciwa kolejno$¢
natozenia probek na zel.

Sprawdzi¢ ustawienie
ptytki z produktami PCR
wzgledem Sciezek zelu.

Ogodine problemy z zelem

(rozmyte zele i/lub
sciezki ze smugami).

Zdegradowana probka
DNA.

Uwidacznia sie jako
smuga w sciezkach zelu.
Wyizolowa¢ DNA ze
Swiezej prébki.

Wyrazne smugi w
losowych dotkach.

Nierownomierne
zawieszenie DNA.
Upewnic sie, czy probka
DNA zostata
rozpuszczona przed
pobraniem porcji.
Zworteksowac
rozpuszczong probke
DNA.

Produkt PCR wyptynat z
doftka.

Przytozy¢ ostroznie

koncowke pipety do
dotka w zelu i powoli
dozowac probke.

Bufor elektroforetyczny
mogt byC za ciepty.

Przygotowaé nowy bufor
TBE.

Przeprowadzic¢
elektroforeze przy
nizszym napieciu.

Zastosowanie zelu
agarozowego o

Nalezy sie upewnic, ze
uzyto zalecany 2% zel
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nieprawidtowym stezeniu
agarozy.

agarozowy.

Agaroza niekompletnie
rozpuszczona.

Krotko ponownie
podgrzewac agaroze do
jej rozpuszczenia.

Niewtasciwe stezenie TBE.

Uzy¢ zalecanego
stezenia 0,5 x TBE.

Uzyto zbyt Swiezo
wylanych zeli.

Nalezy uzywac zeli nie
wczesniej niz 15 min po
ich wylaniu.

Zbyt stare zele.

Nie nalezy wylewac zeli z
nazbyt duzym
wyprzedzeniem
czasowym.

Uzyty grzebien zelowy ma
zbyt grube szczeliny.

Uzywac cienkich
grzebieni (4 x 1 mm).

Saneczki nie sg
przepuszczalne dla swiatta
UV.

Przed ogladaniem
usungc zel z saneczek.

Zdjecie zelu zbyt jasne.

Uzyto zbyt duzo bromku
etydyny.

Sprawdzi¢ ustawienia
kamery.

Zdjecie zelu zbyt ciemne.

UzyC zalecanej ilosci
bromku etydyny.
Sprawdzi¢ ustawienia
kamery.

Ogdlne problemy z
amplifikacjq falszywie
dodatnia lub problemy
podobnej natury
zwigzane z przebiegiem
procesu amplifikacji

Zbyt wysokie ustawienie
wspotczynnika ramp.

Zestawy Olerup SSP sg
zwalidowane przy uzyciu
termocyklera GeneAmp
9700 ustawionego w
trybie 9600 i ProFlex ze
wspoétczynnikiem ramp 3
°Cls. Wyzsze
wspoétczynniki ramp niz
réownowazne do tych
podanych powyzej moga
mieC ptyw na wyniki
typowania.
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ZNAKI HANDLOWE UZYTE W TYM DOKUMENCIE/PRODUKCIE

Olerup SSP® jest zastrzezonym znakiem towarowym firmy CareDx AB.
Qiagen™ jest znakiem towarowym firmy QIAGEN.

GWARANCJA

CareDx AB gwarantuje nabywcy, ze jego produkty pozbawione sg wad
materiatowych i wykonawczych, pod warunkiem ich normalnego uzytkowania i
stosowania. CareDx AB zobowigzuje sie do wymiany, bez zadnych optat,
kazdego produktu, ktéry nie spetnia standardow jakosci okres$lonych w arkuszu
specyfikacji produktu.

Niniejsza gwarancja dotyczy wytgcznie produktéw, z ktérymi obchodzono sie i
ktére przechowywano zgodnie z zaleceniami CareDx AB, i nie dotyczy
produktéw, ktore zostaty zmodyfikowane lub byty niewtasciwie uzywane czy tez
stosowane niezgodnie ze swoim przeznaczeniem.

Wszelkie reklamacje w ramach niniejszej gwarancji nalezy kierowac
bezposrednio do CareDx AB na pismie wraz z kopig faktury. Niniejsza
gwarancja zastepuje wszelkie inne gwarancje, wyrazone lub domniemane, w
tym gwarancje przydatnosci handlowej i przydatnosci do okreslonego celu. W
zadnym wypadku CareDx AB nie ponosi odpowiedzialnosci za szkody
przypadkowe lub wtérne.

Niniejszy produkt nie moze byC¢ przeformutowany, przepakowywany ani
odsprzedawany w jakiejkolwiek formie bez pisemnej zgody CareDx AB,
Franzéngatan 5, SE-112 51 Sztokholm, Szwecja.

Ze wszystkimi prébkami nalezy obchodzi¢ sie tak, jak z probkami zakaznymi.
Podczas pracy z nimi nalezy zawsze uzywacC rekawiczek ochronnych oraz
innego rodzaju adekwatnego zabezpieczenia.

OKRES GWARANCJI

CareDx AB gwarantuje, ze startery na ptytkach do typowania Olerup SSp® majg
specyficznos¢ podang w Tabelach Interpretacji i Specyficznosci specyficznych dla
danej partii zamieszczonych w broszurze produktu.
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ADRESY:

Producent:

CareDx AB, Franzéngatan 5, SE-112 51 Stockholm, Szwecja
Tel.: +46-8-508 939 00

Faks: +46-8-717 88 18

E-mail: orders-se@caredx.com

Strona internetowa: http://www.labproducts.caredx.com

Dystrybucja:

CareDx AB, Franzéngatan 5, SE-112 51 Stockholm, Szwecja
Tel.: +46-8-508 939 00

Faks: +46-8-717 88 18

E-mail: orders-se@caredx.com

Strona internetowa: http://www.labproducts.caredx.com

CareDx Lab Solutions Inc., 901 S. Bolmar St., Suite R, West Chester, PA 19382
Tel.: 1-877-653-7871

Faks: 610-344-7989

E-mail: orders-us@caredx.com

Strona internetowa: http://www. labproducts.caredx.com

CareDx Pty Ltd., 20 Collie Street, Fremantle WA 6160, Australia
Tel: +61 8 9336 4212

E-mail: orders-aus@caredx.com

Strona internetowa: http://www.labproducts.caredx.com/

Aby uzyskac informacje na temat dystrybutorow CareDx na catym $wiecie,
nalezy skontaktowac sie z CareDx AB.

0412-LBL v02 Zestaw do typowania HLA Olerup SSP® wraz z polimerazg Taq zostat
przettumaczony na jezyk polski z anglojezycznego dokumentu 0192-LBL v04 IFU Olerup SSP®
HLA typing kit w Taq.

Zmiany w wersji 0192-LBL v04 w poréwnaniu do wersji 0192-LBL v03:
1. Zmieniono dane kontaktowe.

Zmiany w wersji 0192-LBL V03 w poréwnaniu do wersji 0192-LBL V02:

1. Data dodania zmiany.

2. Dokumenty objasniajgce informacje podane w broszurze produktu specyficznej dla
danej partii.

3. CareDx Pty Ltd dodano jako dystrybutora.
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