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Zasady

Opisana tu procedura bezposredniego sekwencjonowania (SBT — sequence based typing)
zostala pierwotnie opracowana przez D. Sayera w 2001!, a nastepnie opracowana jako
oznaczenie jednoprobéwkowe w 20042, Procedura obejmuje poczatkowsg amplifikacje
sekwencji docelowej, a nastepnie zastosowanie obrobki enzymatycznej w celu usunigcia
niewlgczonych starteréw i dNTPoOw. Nastepnie amplikon uzyty jest jako matryca w
bezposrednim automatycznym fluorescencyjnym sekwencjonowaniu DNA przy uzyciu
dostosowanych do potrzeb uzytkownika starteréw i odczynnikéw Big Dye® Terminator do
sekwencjonowania, dostepnymi z firmy Applied Biosystems™ by Life Technologies™.
Produkty wydluzania oczyszczane sa metoda wytracania etanolem i denaturowane przy
uzyciu formamidu Hi-Di™ firmy Applied Biosystems™, by Life Technologies™, po czym sa
rozdzielane i wykrywane w aparacie do automatycznego fluorescencyjnego
sekwencjonowania DNA. Zalecane jest, aby zebrane w ten sposob dane byly nastgpnie
analizowane przy pomocy oprogramowania ASSIGN™ SBT do analizowania sekwenciji,
firmy CareDx Pty Ltd*>.

Zastosowanie

Zestawy CareDx Pty Ltd” OLERUP SBT™ HLA SBT uzywane s3 do typowania genow HLA
klasy I (HLA-A, -B i -C) i klasy Il (HLA-DRB1, -DQB1 i -DPB1) w warunkach
laboratoryjnych, z genomowego DNA. Kazdy zestaw zawiera odczynniki umozliwiajace
amplifikacje metoda PCR i sekwencjonowanie DNA danego genu. Otrzymane w ten sposob
dane sekwencji sg nastepnie interpretowane przy uzyciu oprogramowania CareDx Pty Ltd’
ASSIGN™ SBT. Nalezy nadmienié, ze te zestawy SBT nie sa uzywane do diagnozowania
choraob.
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Sklad zestawu

Zestaw Nr katalogowy W Zawarto$¢ odczynnikow do Zawarto$¢ odczynnikoéw do uzycia po PCR
uzycia przed PCR (PRE-PCR) (POST-PCR)
(liczba fiolek) (liczba fiolek)
Klasy I
HLA-A XH-PD1.1-2(20) | 20 testy DNA POL- HLA-A 1x25uL AEX1F AEX1R 1x44uL w
HLA-A MIX 1x352uL AEX2F AEX2R kazde]
AEX3F AEX3R
AEX4F AEX4R
XH-PD1.1-2(50) | 50 testy DNA POL- HLA-A 1 x 60pL AEX1F AEX1R 1x110 uL w
HLA-A MIX 1 x 880uL AEX2F AEX2R kazdej
AEX3F AEX3R
AEX4F AEX4R
HLA-B BS-PD2.1-2(20) | 20 testy DNA POL- HLA-B 1x25uL BEX1E BEX2F 1x44ul w
kazdej
HLA-B MIX 1x352uL BEX2R BEX3F
BEX3R BEX4F
BEX4R
BS-PD2.1-2(50) 50 testy DNA POL- HLA-B 1 x 60uL BEX1E BEX2E 1x110 uL w
kazdej
HLA-B MIX 1x880uL BEX2R BEX3F
BEX3R BEX4F
BEX4R
OLERUP SBT™ [U
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Zestaw Nr katalogowy W Zawarto$¢ odczynnikow do Zawarto$¢ odczynnikoéw do uzycia po PCR
uzycia przed PCR (PRE-PCR) (POST-PCR)
(liczba fiolek) (liczba fiolek)
HLA-C HH-PD 3.2-2(20) | 20 testy DNA POL- HLA-C 1 x25uL CEX1F CEX1R 1x44ul w
HLA-C MIX 1 x352uL CEX2F CEX2R kazdej
CEX3F CEX3R
CEX4F CEX4R
CEXSF CEX5R
CEX6F CEX6R
CEXTF
HH-PD 3.2-2(50) | 50 testy DNA POL- HLA-C 1 x 60uL CEX1F CEX1R 1x110uL w
HLA-C MIX 1 x 880uL CEX2F CEX2R kazdej
CEX3F CEX3R
CEX4F CEX4R
CEXSF CEX5R
CEX6F CEX6R
CEX7F
OLERUP SBT™ [U
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Klasy Il
HLA-DRB1 HH-PD5.2-5(20) | 20 testow DNA POL- DRB1 1x 10uL DRB1EX2F [ DRB1EX2R-2 1x44pul w
HLA-DRB1 MIX 1 x 370uL DRB1EX3R-2 [ RB-TG344-R kazdej
- - 5 - DRB1EX2F | DRBI1EX2R-2
HH-PD5.2-5(50) | 50 testow DNA POL- DRB1 1 x20uL 1x 110uL w
HLA-DRB1 MIX 1x920uL DRB1EX3R-2 [ RB-TG344-R kazdej
LG-PD5.2-7(20) 20 testéw DNA POL - DRB1 1x 10uL DRB1EX2F DRB1EX2R-2 1x 44ul w
HLA-DRB1 MIX 1x370uL DRBIEX3F-7 || DRB1EX3R7 || kazdej
RB-TG344-R
LG-PD5.2-7(50) 50 testow DNA POL - DRB1 1 x 20uL DRB1EX2F DRB1EX2R-2 1x110uL
HLA-DRB1 MIX 1x920uL || pRB1EXSF-7 || DRBiEXSR-7 | | W kazde]
RB-TG344-R
HLA-DQB1 PQ-PD6.2-2(20) | 20 testow || DNA POL- DOB1 1 x 10pL DOB1EX2F DOB1EX2R 1x44uL w
kazdej
HLA-DQB1 MIX 1x370uL DOB1EX3F DOB1EX3R
PQ-PD6.2-2(50) | 50 testéw || DNA POL- DQOB1 1 x 20pL DOB1EX2F DOB1EX2R 1 x 110puL w
kazdej
HLA-DOB1 MIX 1 x920uL DOB1EX3F DOB1EX3R
AN-PD6.2-3(20) | 20 testow DNA POL - DQB1 1x10pL DOB1EX2F DOB1EX2R-3 1x44ul w
HLA-DOB1 MIX 1 x 370uL DOB1EX3F DOB1EX3R kazdej
AN-PD6.2-3(50) | 50 testow DNA POL - DOB1 1 x 20uL DOB1EX2F DOB1EX2R-3 1x110uL
HLA-DOB1 MIX 1 x920uL DOB1EX3F DOB1EX3R w kazdej
OLERUP SBT™ [U
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HLA-DPB1 HH-PD10.1(20) 20 testow DNA POL- DPB1 1 x 10uL DPB1EX2F DPB1EX2R 1x44ul w
HLA-DPB1 MIX 1 x 370uL kazde]
HH-PD10.1(50) 50 testoéw DNA POL- DPB1 1 x20uL DPB1EX2F DPB1EX2R 1 x 110uL w
HLA-DPB1 MIX 1x920uL kazde]
KD-PD10.2-1(20) | 20 testow || pna PoL - DPB1 1x10pL DPB1EX1F DPB1EXIR 1x44pL
HLA-DPB1 MIX 1x370uL DPB1EX2F DPB1EX2R each
DPB1EX3F DPB1EX3R
DPB1EX4F DPB1EX4R
DPB1EX5F DPB1EX5R
PB-AG341-R
KD-PD10.2-1(50) | 20 testéw || pna PoL - DPB1 1x20uL DPB1EXIF || DPBIEXIR 1x110uL
HLA-DPB1 MIX 1x920pL DPB1EX2F DPB1EX2R each
DPB1EX3F DPB1EX3R
DPB1EX4F DPB1EX4R
DPB1EX5F DPB1EX5R
PB-AG341-R
TZestaw PRE-PCR zawiera fiolke swoistej dla danego locus mieszaniny PCR (np.| HLA-AMIX  [) skladajacej si¢ zbuforn PCR trifasforandw

deoksyrybonukleozydéw, MgCl,, swoistych dla danego locus starteréw PCR oraz jednej fiolki polimerazy DNA (np.
Zestaw POST-PCR zawiera startery do sekwencjonowania (np.| agxig |-

DNA POL- HLA-A ).
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Wymagania dotyczace przechowywania

Pudetka ze sktadnikami PRE-PCR i POST-PCR moga by¢ rozdzielone i przechowywane w
przeznaczonych do PRE-PCR i POST-PCR zamrazalnikach. Sktadniki zestawu moga by¢
uzywane do daty uplywu waznosci, podanej na zewnetrznych pojemnikach zestawu, i toleruja
do 25 cykli zamrazania i odmrazania, gdy przechowywane sa w temperaturze -20°C
(dopuszczalny jest zakres temperatur od -15°C do -25°C).

Przyspieszone testy trwatosci zestawow HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQB1 i -DPB1 wykazaty,
ze okres ich trwato$ci wynosi dwa i pot roku od daty produkcji, gdy przechowywane sg w
temperaturze -20°C. Podczas, gdy testowanie potwierdzajace w czasie rzeczywistym jest w
toku, zaleca si¢ usilnie NIE uzywanie tych zestawow po uplywie ich daty waznosci.

Aby utrzymaé optymalne dziatanie zestawu, nalezy przed uzyciem wyjac sktadniki zestawu z
miejsca, gdzie sg przechowywane w temperaturze -20°C, i szybko odmrozi¢ w temperaturze
pokojowej. Sktadniki zestawu, za wyjatkiem polimerazy, nalezy wtedy podda¢ tagodnemu
worteksowaniu, aby sie upewni¢, ze skladniki kazdej probowki zostaly odpowiednio
zmieszane po odmrozeniu. Po uzyciu nalezy natychmiast przywrocic¢ zestawy/sktadniki do ich
miejsca przechowywania w temperaturze -20°C.

Nie dostarczone materialy, odczynniki i sprzet

PCR

1. Sterylizowana woda

2. Pipety elektroniczne i mechaniczne i koncowki pipet z bariera dla aerozolu

3. Termocykler z dogrzewana pokrywa
Te zestawy byty poddane weryfikacji przy uzyciu nastepujacych termocyklerow:
MJ Research PTC 225 DNA Engine DYAD™, Applied Biosystems™ by Life
Technologies™, termocykler Veriti™ Gene Amp® PCR System 9700 i Eppendorf
Mastercycler® Pro.
Uzycie innych systeméw z tymi zestawami wymaga poddania tych systeméw
weryfikacji przez uzytkownika.

4. Cienkos$cienne probowki reakcyjne do termocyklera o pojemnosci 0,2mL (paski do 8
dotkow lub ptytki do 96 dotkow)
Nalezy uzywac¢ probowek zalecanych dla uzywanego termocyklera.

5. Sterylne probowki 1,5mL

6. Sterylny obszar roboczy, np. komora biologiczna lub wyciag laboratoryjny.

7. Wiréwka stotowa z adapterami na plytki i mozliwo$cig osiggnigcia przyspieszenia
2500 x g

8. Worteks

Elektroforeza agarozowa
9. Aparat do elektroforezy agarozowej

10. 1% zel agarozowy (gatunek dla molekularnej biologii) z TBE, zawierajacy 0,1 1g/mL
bromku etydyny.

11. Bufor obcigzajacy
12. Marker PCR pokrywajacy zakres 300 — 1300 bp

OLERUP SBT™ [U
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13.

Transiluminator UV

Oczyszczanie produktow reakcji PCR

14.

15.

16.

EXoSAP (USB® ExoSAP-IT® nr kat 78200 na 100 reakcji lub Illustra™
ExoProStar™ nr kat. US77702 na 100 reakcji)

2 mM MgCl; (Dostepne do nabycia w firmie CareDx Pty Ltd, kod produktu MgCl2-
1.0(50) lub MgCl2-1.0(3000))

Wstrzasarka

Uzycie innych metod oczyszczania metoda PCR wymaga weryfikacji przez
uzytkownika przed uzyciem.

Reakcja sekwencjonowania

17.

18.

Zestaw do cyklicznego sekwencjonowania BigDye® Terminator v3.1 lub v1.1,
Applied Biosystems™ by Life Technologies™.

5x stezony bufor do sekwencjonowania (CareDx Pty Ltd, kod produktu SEQ BUF-
2.0(400) lub SEQ BUF-2.0(5000)) lub BigDye® Terminator v3.1 lub v1.1 5X stezony
bufor do sekwencjonowania, Applied Biosystems™ firmy Life Technologies™.

Oczyszczanie produktéw reakcji sekwencjonowania

19.

20.

125 mM EDTA, pH 8,0 (dostepny do nabycia w firmie CareDx Pty Ltd, kod produktu
EDTA-3.0(200) lub EDTA-3.0(5000)).

Etanol absolutny i 80%. Do kazdego przebiegu konieczny jest §wiezo przygotowany
80% etanol sktadajacy sie z absolutnego etanolu i sterylnej wody. NIE UZYWAC
DENATUROWANEGO ETANOLU (w niektorych krajach zwanego takze
spirytusem metylowanym).

Uzycie innych metod oczyszczania produktéw reakcji sekwencjonowania
wymaga weryfikacji przez uzytkownika przed uzyciem.

Denaturacja i elektroforeza produktéw reakcji sekwencjonowania

21.

22.

23.

Formamid Hi-Di™, Applied Biosystems™ by Life Technologies™, kod produktu
4311320

Automatyczny sekwenator DNA i akcesoria (np. Applied Biosystems™ by Life
Technologies™ ABI Prism® 3730), w tym modul pobierania danych i
oprogramowanie.

Te zestawy byty testowane i weryfikowane przy pomocy sekwenatoréw kapilarnych i
oprogramowania Applied Biosystems™ by Life Technologies™ 3100, 3730 i 3730xI.

Uzycie innych metod denaturacji i platform sekwencjonowania wymaga
weryfikacji przez uzytkownika przed uzyciem.

Oprogramowanie do analizy sekwencji HLA (np. ASSIGN™ SBT, wersja 3.6+ lub
wyzsza, firmy CareDx Pty Ltd).

Wymagania dotyczace probki

1. Sterylizowana woda (kontrola ujemna/bez matrycy).

OLERUP SBT™ [U
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2. Ludzki genomowy DNA o wysokiej masie czasteczkowej (zakres stezen 20-100ng/pL w
buforze Tris/EDTA i 0 stosunku ODzsos0> 1,8), wyekstrahowany z probek petnej krwi,
antykoagulowanych przy uzyciu cytrynianu sodowego z kwasem (ACD) lub EDTA. NIE
uzywac probek pelnej krwi zawierajacych heparyne.

AOstrzeienia i sSrodki ostroznosci

e Ten zestaw musi by¢ uzywany przez wyszkolony i autoryzowany personel.

e Ze wszystkimi probkami, sprzetem i odczynnikami nalezy si¢ obchodzi¢ zgodnie ze
standardami dobrej praktyki laboratoryjnej. W szczeg6lno$ci, wszystkie materiaty
pochodzace od pacjenta nalezy traktowaé jako potencjalnie zakazone. Usilnie
zalecane jest uzywanie r¢kawic i fartuchéw laboratoryjnych. Przy obchodzeniu sig i
usuwaniu wszystkich materiatow zwigzanych z probka nalezy przestrzega¢ przepisow
lokalnych i krajowych.

e Zaden ze skladnikow zestawu NIE zawiera niebezpiecznych substancji.
e NIE uzywa¢ odczynnikéw po uptywie daty waznosci.

e Uzywanie skladnikow zestawu pochodzacych z roznych serii zestawu NIE jest
zalecane. Uzywanie takich sktadnikow moze wptyna¢ na jakos¢ analizy.

e Uzycie odczynnikdéw nie wlaczonych do tego zestawu ani nie wymienionych w czesci
,,Nie dostarczone materiaty, odczynniki i sprzet” (np. alternatywnej polimerazy Taq)
NIE jest zalecane. Uzywanie takich sktadnikow moze wptynaé na jakos$¢ analizy.

e Nalezy dotozy¢ staran, aby zapobiec krzyzowemu zanieczyszczeniu probek DNA.
Kiedykolwiek jest to mozliwe, nalezy zmienia¢ koncowki do pipet migdzy probkami.

e Drziatania Pre-PCR i Post-PCR musza by¢ S$cisle fizycznie rozdzielone. Nalezy
uzywac specjalnie wyznaczonego sprzetu, odczynnikow i fartuchdéw laboratoryjnych.

* Bromek etydyny jest substancja potencjalnie rakotworcza. Przy przygotowywaniu i
obchodzeniu si¢ z zelami nalezy zawsze uzywac rekawic ochronnych. Zeli i buforow
zawierajacych bromek etydyny nalezy pozbywa¢ sie zgodnie z lokalnymi i

krajowymi wytycznymi.
e Przy podgladzie i fotografowaniu zeli agarozowych pod swiattem UV nalezy zawsze

unika¢ bezposredniej ekspozycji i uzywaé odpowiedniej ochrony twarzy blokujacej
promienie UV, jednorazowych rekawic i fartucha laboratoryjnego.

Symbole

Uzyto nastepujacych niestandardowych symboli:
Symbol Opis

HLA-X MIX Swoista dla danego locusa mieszanina PCR

DNA POL- XXXX Polimeraza DNA

AEX1E Starter przedni do sekwencjonowania eksonu 1 genu HLA-A Inne

OLERUP SBT™ [U
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Symbol Opis

startery do sekwencjonowania opisane sa w czeSci ,,Sklad
zestawu” i w tabeli 4.

: | l Data produkcji (wymagana dla rynkéw poza UE).
Procedura
1. PCR

1.1. Dla kazdego namnazanego locus i dla kazdej indywidualnej badanej prébki konieczne
bedzie przygotowanie oddzielnej reakcji PCR. Kazdy przebieg musi zawierac
odpowiednie dodatnie kontrole, zawierajace znany/-e genotyply, oraz przynajmniej
jedna kontrole ujemng dla kazdego namnazanego locus.

1.2.Nalezy przygotowa¢ nowy roztwor mieszaniny amplifikacyjnej PCR (PCR master
mix) za kazdym razem, gdy przeprowadzana jest PCR. Predko odmrozi¢ swoista dla
danego locus mieszaning PCR w temperaturze pokojowej. Po rozmrozeniu, szybko
worteksowac.

1.3.Rozdzieli¢ do sterylnej probowki liczb¢ mieszanin PCR i polimerazy DNA

wymagang dla ilosci probek, ktore maja by¢ badane (objetosci na reakcj¢ podane sa
ponizej, w tabeli 1). Worteksowa¢ ten roztwor impulsowo 3-4 razy.

Locus A B C DRB1 DQBl1 DPB1

Swoista dla danego locusa mieszanina 16uL 16uL  16uL  16,7uL  16,7uL  16,7uL
PCR

np. HLA-A MIX

Polimeraza DNA L 1pL  1pl O3uL  0,3uL  0,3uL
np.| DNA POL- HLA-A

Tabela 1: Sklad mieszaniny amplifikacyjnej wymagany dla kazdej probki.

1.4.Rozdzieli¢ 17yl mieszaniny amplifikacyjnej do kazdego dotka reakcyjne.

1.5.Doda¢ 3uL. DNA z prébki lub odpowiednich dodatnich kontroli do kazdego dotka
reakcyjnego. Doda¢ 3uL sterylnej wody do dotka reakcyjnego ujemnej kontroli.

1.6. Zamkng¢ szczelnie dotki reakcji. Delikatnie wymiesza¢ przez worteksowanie i krotko
wirowac.

1.7. Umiesci¢ dolki reakcyjne w termocyklerze i przeprowadzaé reakcje w nizej podanych
warunkach obiegu cieplnego.

95°C - 10 minut

96°C - 20 sekund
60°C - 30 sekund } 33 obiegi
72°C - 3 minuty

15°C - wstrzymanie
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1.8. Pelna amplifikacja zabiera okoto 2,5 godzin

1.9.Po zakonczeniu PCR nalezy wyja¢ dotki reakcyjne/plytk¢ z termocyklera i
kontynuowa¢ do elektroforezy zelowej lub przechowa¢ w temperaturze 4°C do
momentu, gdy beda potrzebne.

UWAGA: Amplikony powinny zosta¢ oczyszczone przy uzyciu ExoSAP w ciagu 24 godzin
od zakonczenia PCR.

2. Elektroforeza agarozowa

2.1. Pomys$lng amplifikacj¢ nalezy potwierdzi¢ za pomocg elektroforezy agarozowe;,
uzywajac 2ul kazdej reakcji PCR w polaczeniu z Spul. buforu obcigzajacego
(alternatywne objetosci buforu obcigzajacego nalezy zweryfikowaé przed uzyciem)
Zalecane jest uzycie 1% zeli agarozowych.

2.2. Liczba i oczekiwane wielkosci powstatych amplikonéw beda si¢ r6zni¢ zaleznie od
locusa i genotypu probki. W tabeli 2 podane sa oczekiwane wielkosci amplikonow

PCR.
Locus Oczekiwane wielkos$ci fragmentow
HLA-A =~ 2 kbp
HLA-B =~ 2 kbp
HLA-C ~ 1,1 kbpil,4kbp
HLA-DRB1 ~ 450 bp - 850 bp (HH-PD5.2-5)
~ 630 bp - 980 bp (LG-PD5.2-7)

Rozlozenie fragmentow bedzie si¢ rozni¢ zaleznie
od obecnosci okreslonych grup alleli

HLA-DQB1 ~ 300 bp i 500 bp (PQ-PD6.2-2)
~ 400 bp i 500 bp (AN-PD6.2-3)
HLA-DPB1 =~ 400 bp (HH-PD10.1)

~400 bp, =780 bp i <1470 bp (KD-PD10.2-1)

Tabela 2: Oczekiwane wielko$ci produktéow kazdego oznaczenia.

3. Oczyszczanie produktow reakcji PCR

UWAGA: Produkty tych reakcji PCR moga by¢ oczyszczane za pomocg innych systemow
niz ExoSAP-IT® lub ExoProStar™ (np. Agencourt® AMPure® XP lub systemy bazowane
na kolumnach). Zaleca sie¢ usilnie weryfikacje tych procedur przed kontynuowaniem
oczyszczania przy ich pomocy. Jesli uzywana bedzie obrobka ExoSAP, zalecane jest
uzywanie nizej opisanej procedury.

3.1.Nalezy przygotowaé gtdéwng mieszanine reakcyjng zawierajaca 4ul. EXoSAP-1T® lub
ExoProStar™ i 8uL 2 mM MgCl: na kazda oczyszczana probkg. Lagodnie
worteksowa¢ impulsowo, aby wymiesza¢. Rozdzieli¢ 12uL mieszaniny reakcyjnej
do dotka reakcyjnego kazdej reaktywnej probki. Zamkngé szczelnie dofki,
worteksowac, po czym umiesci¢ na wstrzgsarce lub delikatnie worteksowac przez 2
minuty. Krétko wirowaé przed umieszczeniem w termocyklerze. Nastawic¢ przebieg
w termocyklerze wedtug nastepujacego profilu:
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37°C — 30 minut
80°C — 15 minut
4°C - wstrzymanie

3.2.Po zakonczeniu rozcienczyé oczyszczony produkt 1:4 sterylng woda. Ten etap

rozcienczania

zapewni

wystarczajaca

ilos¢ matrycy,

aby moc

wykonaé

sekwencjonowania i zapewni wystarczajaco wysokie stezenie matrycy, aby dane z
sekwencjonowania byly dobrej jakosci.

UWAGA: Jesli obserwowane sa konsekwentnie wysokie sygnaly i zwigzane z tym wysokie
szumy i artefakty, moze by¢ wymagane zwigkszenie czynnika rozcienczenia (np. 1:8).
Stabsze produkty reakcji PCR mogg wymagac nizszego czynnika rozcienczenia.

3.3.Probki poddane dziataniu ExoSAP mozna przechowywa¢ w temperaturze 4°C do
czasu, gdy beda gotowe do uzycia. Probki te mozna przed uzyciem przechowywaé w
temperaturze 4°C przez okres do tygodnia, ale dlugoterminowo nalezy je
przechowywa¢ w temperaturze -20°C.

4. Reakcja sekwencjonowania

UWAGA: W przypadkach,

gdy jest

potrzeba

rozwigzania

heterozygotycznych
niejednoznacznosci przy pomocy hemizygotycznych starteréw do sekwencjonowania, takich
jak HARPS®, nalezy si¢ zapozna¢ z instrukcjg uzycia starterow OLERUP SBT™ HARPS®.

4.1. W tabeli 3 wymienione sa startery do sekwencjonowania, ktore nalezy uzy¢ dla
kazdego locusa.

HLA-A HLA-B HLA-C
AEX1F AEX1R BEX1F BEX2F CEX1F CEX1R
AEX2F AEX2R BEX2R BEX3F CEX2F CEX2R
AEX3F AEX3R BEX3R BEX4F CEX3F CEX3R
AEX4F AEX4R BEX4R CEX4F CEX4R
CEX5F CEX5R
CEX6F CEX6R
CEX7F
HLA-DRB1' HLA-DQB1 HLA-DPB1
DRB1EX2F DRB1EX2R-2 DOB1EX2F DOB1EX2R DPB1EX2F DPB1EX2R
DRB1EX3R-2" RB-TG344-Rt DOB1EX3F DOB1EX3R
Lub Lub
OLERUP SBT™ U
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DRB1EX2F DRB1EX2R-2 DOB1EX2F DOB1EX2R-3 DPB1EX1F DPB1EX1R

DRB1EX3F-7 [| DRBIEX3R-7 DOB1EX3F DOB1EX3R DPB1EX2F DPB1EX2R

RB-TG344-Rt DPB1EX3F DPB1EX3R
DPB1EX4F DPB1EX4R
DPB1EX5F DPB1EX5R
PB-AG341-R*

Tabela 3: Startery do sekwencjonowania dostarczone dla kazdego locusa.

'RB-TG344-R to starter HARP® skierowany na dymorfizm kodonu 86. Uzycie go jest opcjonalne.
*PB-AG341-R to starter HARP® skierowany na dymorfizm kodonu 85 w DPB1. Uzycie go jest
opcjonalne.

~DRB1EX3R-2 to starter sekwencjonowania DRB1 w zestawach HH-PD5.2-5, ktéry zachowuje
si¢ podobnie jak HARP i jest przeznaczony do sekwencjonowania nastgpujacych grup alleli: *03,
*08, *11, *12, *13, *14, *15 oraz *16. W zaleznosci od sekwencjonowanego rodzaju probki starter
ten bedzie dawatl dane heterozygotyczne, hemizygotyczne lub brak danych sekwencjonowania.
Podczas analizowania danych DRB1EX3R-2 w ASSIGN™ wobec odniesienia DRB1-FullX2,
uzyskane dane eksonu 3 beda analizowane na oddzielnej warstwie iumozliwig rozdzielanie
szeregu niejednoznacznosci w eksonie 3, takich jak niejednoznacznos¢ DRB1*14:01 wobec
*14:54. Jej zastosowanie jest opcjonalne zaleznie od stosowanej przez laboratorium strategii
typowania. Nie dotyczy to zestawdéw LG-PD5.2-7, poniewaz dla eksonu 3 dostepne jest
sekwencjonowanie dwukierunkowe.

4.2.Do kazdej reakcji sekwencjonowania nalezy przygotowa S$wiezg mieszaning
starterow do sekwencjonowania i trzymac jg na lodzie. Sktad i objetos¢ mieszaniny
podane sg na kazda probke.

Skladnik Objetos¢
Starter do sekwencjonowania 2uL
Sterylna woda 11,5uL
Terminatory BigDye® luL

5X bufor do sekwencjonowania  3,5uL

4.3. Wymiesza¢ delikatnie kazdg mieszanine reakcyjna, worteksujac impulsowo.

4.4.Rozdzieli¢ po 18uL mieszaniny reakcyjnej do kazdej reakcyjnej probéwki/dotka.

UWAGA! W przypadkach, gdy w przebiegu reakcji uczestniczy mata liczba probek z
wieloma starterami do sekwencjonowania, dopuszczalne jest dozowanie startera do
sekwencjonowania (2uL) bezposrednio do poszczegdlnych dotkow reakcyjnych. Mozna
wtedy stworzy¢é glowng mieszaning reakcyjng ztozong ze sterylnej wody, terminatorow
BigDye® oraz 5x stezonego buforu reakcyjnego do sekwencjonowania, z czego 16uL bedzie
rozdzielane do kazdego dotka reakcyjnego. Zaleca sig¢ usilnie, aby uzycie innych procedur

zostalo zweryfikowane przez uzytkownika przed ich zastosowaniem.

4.5. Doda¢ 2pL oczyszczonego produktu reakcji PCR do kazdego odpowiedniego dotka.

UWAGA: Nalezy dotozy¢ staran, aby zapobiec krzyzowemu zanieczyszczeniu reakcji
sekwencjonowania.
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4.6. Zamkng¢ szczelnie dolki reakcyjne, wymieszac delikatnie i krotko wirowac, aby si¢
upewnic, ze zawarto$¢ znajduje si¢ na dnie kazdego dotka.

4.7.Umiesci¢ probowki reakcyjne w termocyklerze i przeprowadzi¢ reakcje w nizej
podanych warunkach obiegu cieplnego.

Liczba obiegéw Temperatura i czas

25 96°C — 10 sekund
50°C — 5 sekund
60°C — 2 minuty

1 4°C - wstrzymanie

4.8.Po zakonczeniu programu wyjac¢ dolki reakcyjne/ptytki z termocyklera i przejsé
bezposrednio do oczyszczania produktow reakcji lub przechowywac w ciemnosci w
temperaturze 4°C do momentu, gdy bgda potrzebne. Zaleca si¢ aby oczyszczenie
probek i reakcje w sekwenatorze DNA wykonane zostaly w ciagu 24 godzin

5. Oczyszczanie produktow reakcji sekwencjonowania

UWAGA: Oczyszczanie produktéw reakcji moze by¢ przeprowadzane w inny sposob, niz
opisane ponizej wytrgcanie etanolem. Zaleca si¢ usilnie weryfikacje tych procedur przed
kontynuowaniem oczyszczania przy ich pomocy.

5.1. Probowki/plytki krotko wirowaé przed kontynuowaniem procedury. Jesli w czasie
obiegu cieplnego uzywane byly wielorazowe pokrywki/kapturki, nalezy je
oznakowac¢, aby unikng¢ krzyzowego zanieczyszczenia.

5.2. Ostroznie zdja¢ uszczelnienie.

5.3.Do kazdej probowki reakcyjnej doda¢ Syl 125mM EDTA, pHS,0. Upewni¢ sie, ze
EDTA dociera do dna probdwki.

5.4.Doda¢ 60ul. 100% etanolu do kazdego dotka reakcyjnego. ZamknaC szczelnie
dotki/ptytke 1 worteksowa¢ krotko, ale dokladnie, aby osiagnag¢ doktadne
wymieszanie.

5.5. Odwirowa¢ produkty wydluzania wirujac przy przyspieszeniu 2000g przez 45 minut.
NATYCHMIAST PRZEJSC DO NASTEPNEGO ETAPU. Jedli to nie jest
mozliwe, przed kontynuacja do nastgpnego etapu powtdrzy¢é wirowanie przez
dodatkowe 10 minut.

5.6.7Zdja¢ nakrywki dotkéw reakcyjnych i wyla¢ supernatant odwracajac probowki na
recznik papierowy lub serwetke.

5.7.Umiesci¢ te odwrocone proboéwki oraz recznik papierowy lub serwetke w wirdwce.
Wirowac przy 350g przez 1 minutg, aby usungé wszelki pozostaty supernatant.

5.8. Wyja¢ dolki reakcyjne z wird6wki i umie$ci¢ dnem do dotu na stole. Wyrzuci¢
papierowy recznik lub serwetke.

5.9. Przygotowaé S$wiezy 80% roztwér etanolu uzywajac absolutnego etanolu i
sterylizowanej wody.

5.10. Doda¢ do kazdego dotka 60ul. 80% etanolu. Zamkna¢ szczelnie dotki i krotko
worteksowac.

5.11. Wirowa¢ przy 2000g przez 5 minut.
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5.12. Powtorzy¢ etapy 5.615.7.

5.13. Wyja¢ probowki z wirdwki i wyrzuci¢ papierowy regcznik. Zakry¢é ponownie
szczelnie probowki i przej$¢ do etapu denaturacji, lub przechowaé w ciemno$ci w
temperaturze -20°C. Zalecane jest, zeby rozdzielanie produktow w sekwenatorze
DNA przeprowadzane byto w ciggu 24 godzin od rozpoczecia reakcji
sekwencjonowania.

6. Denaturacja i elektroforeza produktow reakcji sekwencjonowania

UWAGA! Przeprowadzenie opisanej tu procedury denaturacji produktéw wydtuzania w Hi-
Di™ Formamide moze nie by¢ konieczne, jesli uzyto procedur oczyszczania innych niz
wytracanie etanolem. Zaleca si¢ usilnie, aby uzytkownicy weryfikowali inne procedury przed
kontynuacja.

6.1. Doda¢ do kazdej probowki 12uL formamidu Hi-Di™. Worteksowa¢ dotki/ptytki i
krotko wirowac.

6.2. Inkubowa¢ dotki reakcyjne przez 5 minut w temperaturze 98°C. Po inkubacji nalezy
zadba¢ o to, zeby dolki reakcyjne zostaly szybko ochtodzone do temperatury
pokojowej (np. przez umieszczenie ich na lodzie lub przeprowadzenie etapow
denaturacji i chlodzenia w termocyklerze) zanim zostang umieszczone Ww
sekwenatorze.  JeSli nie jest mozliwe przeprowadzenie natychmiast dalszego
przebiegu ptytek, nalezy je przechowa¢ w temperaturze 4°C do momentu, gdy beda
potrzebne.

UWAGA: Nalezy zadba¢ o to, aby w dotkach reakcyjnych nie byto zadnych babelkéw
powietrza. moga one bowiem wnikna¢ do kapilarow i uszkodzic je.

6.3. Zaladowaé plytke reakcyjna do automatycznego sekwenatora i przygotowaé plik
kolekcji danych zgodnie z zaleceniami jego producenta.

6.4. Nastepujace parametry instrumentu zostaly zweryfikowane przez producenta przy
uzyciu zestawu do sekwencjonowania Big Dye® Terminator v3.1 i polimeru POP-
7™, Parametry te moga wymaga¢ weryfikacji przez uzytkownika, gdy uzywane sa
inne polimery, inne systemy chemiczne do sekwencjonowania i inne instrumenty.
Doktadne instrukcje i pomoc mozna otrzyma¢ po zapoznanie si¢ z Podrecznikiem
uzytkownika odpowiedniego instrumentu (np. nalezy si¢ upewnié, ze zestawienie
zestawu barwnikoéw jest prawidlowe w odniesieniu do stosowanych reakcji
chemicznych; na przyktad reakcje chemiczne wykonywane z uzyciem zestawu vl.1
Big Dye® Terminator bedg wymagaty innego zestawu barwnikow).

Parametr Ustawienie

Dye set (Zestaw odczynnikéw Dye) Z BigDyeV3

Mobility file (Plik Mobility) KB_3730_POP7_BDTV3
Basecaller KB.bcp

Run Module (Modut operacji) Regular FastSeq50_POP7
Injection time (Czas iniekcji) 15 sekund

Run time (Czas dziatania) 3000 sekund

6.5. Nalezy uzywaé oprogramowania pobierania danych w celu przetworzenia zebranych
surowych danych i stworzenia plikow sekwencji. Doktadne instrukcje i pomoc
mozna otrzymaé po zapoznanie si¢ z Podrecznikiem uzytkownika odpowiedniego
instrumentu.
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7. Edycja i analiza elektroferograméw

Zestawy OLERUP SBT™ zostaty opracowane i zweryfikowane przy uzyciu oprogramowania
OLERUP ASSIGN™ SBT, opracowanego przez firm¢ CareDx Pty Ltd. Zaleca sig, aby
uzytkownicy postugiwali si¢ oprogramowaniem ASSIGN™ SBT wersji 3.6+ i wyzszych,
gdyz ustawienia i pliki referencyjne stosowane w tych wersjach oprogramowania opracowane
zostaly specjalnie dla zestawow do typowania OLERUP SBT™ i HARPS®. Bardziej
szczegdtowe informacje dotyczace dziatania tych oprogramowan mozna uzyskac¢ zapoznajac
si¢ z odpowiednimi podrecznikami uzytkownika, ktore sa dostepne do pobrania w witrynie
internetowej firmy Olerup (http://www.olerup.com).

Oparte na sekwencjonowaniu dane typowania wygenerowane przy uzyciu zestawdw do
typowania OLERUP SBT™ powinny by¢ analizowane wobec nastgpujacych plikow
referencyjnych ASSIGN™, ktore sg dostarczone przez firmg¢ CareDx Pty Ltd:

Oznaczenie Kod produktu Plik referencyjny
ASSIGN
OLERUP SBT™ HLA-A XH-PD1.1-2 A.xml
OLERUP SBT™ HLA-B BS-PD2.1-2 B.xml
OLERUP SBT™ HLA-C HH-PD3.2-2 C.xml lub Cw.xml
OLERUP SBT™ HLA-DRB1 HH-PD5.2-5 DRB1-FullX2.xml
LG-PD5.2-7 527_DRB1.xml
OLERUP SBT™ HLA-DQB1 PQ-PD6.2-2 DQB1.xml
AN-PD6.2-3 623_DQB1.xml
OLERUP SBT™ HLA-DPB1 HH-PD10.1 DPB1.xml
KD-PD10.2-1 DPB1.xml

Charakterystyka dzialania

Dokladnos¢

Panele do 93 probek pochodzacych z programu badania sprawnosci (proficiency testing
program) (2008- 2010) UCLA International DNA Exchange (Centrum Mig¢dzynarodowej
Wymiany DNA Uniwersytetu Kalifornijskiego w Los Angeles ), uzywane do lokalnego testu
zestawOow OLERUP SBT™ daty nastepujace wyniki:

Locus Liczba Czulosé Swoistosé Liczba Liczba Liczba
testowanych diagnostyczna diagnostyczna niezgodnych heterozy-  unikalnych
probek (% % préobek goty;gzbr;)((ch alleli
pomysinych uzyskanych P
reakcji PCR) genotypow)
HLA-A 81 100% 100% 0 74 20
HLA-B 82 100% 98,8% 0 79 81
HLA-C 39 97,5% 97,5% 0 35 21
HLA-DRB1 93 96,7% 96,7% 0 84 39
OLERUP SBT™ [U
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Locus Liczba Czulos$é Swoistosé Liczba Liczba Liczba
testowanych diagnostyczna diagnostyczna niezgodnych heterozy-  unikalnych

prébek (% (% préobek QOtY‘ff)”)l/(Ch alleli

pomysinych uzyskanych probe

reakcji PCR) genotypow)
HLA-DQB1 42 100% 100% 0 36 14
(PQ-PD6.2-2)
HLA-DQB1 38 100% 100% 0 34 15
(AN-PD6.2-3)
HLA-DPB1 77 100% 100% 0 60 18
(HH-PD10.1)
HLA-DPB1 16 100% 100% 2* 14 13

(KD-PD10.2-1)

* Dwie niezgodne probki zawieraly dodatkowe informacje sekwencyjne poza eksonem 2,
ktore nie zostaly zgtoszone przez program badania sprawnosci (proficiency testing program)
UCLA International DNA Exchange (Centrum Miedzynarodowej Wymiany DNA
Uniwersytetu Kalifornijskiego w Los Angeles ). Jedna probka zawierata 131:01, ale zostata
zgtoszona jako 13:01 przez program badania sprawnosci Centrum Migdzynarodowe;j
Wymiany DNA UCLA. Allele r6znity si¢ eksonami 3 i 4. Inna probka zawierata 107:01, ale
zostata zgloszona jako 13:01 przez program badania sprawnosci Centrum Migdzynarodowej
Wymiany DNA UCLA. Allele te roznity si¢ w eksonie 1.

W przypadku zestawéw OLERUP SBT™ HLA-DRB1 (kod produktu LG-PD5.2-7) do testow
wewngtrznych typowano takze panel 23 dobrze scharakteryzowanych probek obejmujacych
szeroki zakres alleli. Ponadto typowano takze panel 293 pochodzacych z zewnatrz probek bez
wczesniejszej wiedzy na temat innych danych typowania HLA. Probki te badano takze za
pomoca oznaczenia OLERUP SBT™ HLA-DQB1 (PQ-PD6.2-2). W tych przypadkach, gdzie
uzyskano wynik homozygotyczny, powigzania DQB1/ DRB1 dla tych prébek badano w celu
potwierdzenia wyniku oraz wykrywania przypadkéw mozliwego wystepowania niewykrycia
allelu.

Badanie dalo nastepujace wyniki:

Locus Liczba Czulos¢  Swoistosé Liczba Liczba Liczba
probek  diagnosty diagnosty niezgodny heterozygoty unikalny
czna czna ch prébek cznych ch alleli
préobek
HLA-DRB1 23 100% 100% 0 23 12
286* 97,9% 99,6% 0 253 33

* Amplifikacja szesciu probek nie powiodla si¢ ze wzglgdu na niska jakos¢ probek DNA.
Stwierdzono, ze jedna probka zawiera zanieczyszczajace DNA, ktorego zrodlo wystgpito
w laboratorium, z ktérego uzyskano probki. W wyniku zanieczyszczenia dla tej prébki nie
mogl by¢ uzyskany genotyp.

Analiza sekwencji odcinkow starterow uzytych do PCR i sekwencjonowania oraz badania
oceny dziatania nie zidentyfikowaty zadnych powszechnych i dobrze udokumentowanych
alleli, ktore nie sg amplifikowane przy uzyciu tych zestawdéw w zalecany sposob. Dalsze
informacje mozna uzyska¢ z dokumentu OLERUP SBT™ Primer Analysis, dostgpnego do
pobrania wraz z kazdym wydaniem bibliografii oprogramowania OLERUP ASSIGN™ SBT
w witrynie internetowej firmy Olerup (http://www.olerup.com).
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Granica wykrywalnosci

Zalecanym stezeniem ludzkiego genomowego DNA o wysokiej masie czasteczkowej jest 20-
100ng/uL. Wewnetrzne proby wykazaly, ze nawet probki o stezeniu tak niskim jak 5Sng/uL
tez moga by¢ uzywane. Prawidtowe genotypy otrzymano réwniez z DNA o niskiej jakosci
lub z popekanego DNA.

Swoistos¢

Zestawy CareDx Pty Ltd’s OLERUP SBT™ sg swoistymi oznaczeniami dla danego locusa.
Uzycie tych zestawow zgodnie z instrukcja powinno amplifikowaé tylko jeden locus. W
wigkszosci przypadkdéw uzycie starter6w do sekwencjonowania zawartych w kazdym z
zestawow doprowadzi do typowania HLA bez potrzeby dalszego uscislania. W przypadkach,
gdy pozostaja heterozygotyczne niejednoznacznosci, zalecane jest uzycie uscislajacych
starteréw (np. OLERUP SBT™ HARPS®),

Nalezy nadmieni¢, ze mutacje na odcinkach starteréw amplifikacji lub sekwencjonowania sg
mozliwe i moga spowodowaé¢ niewykrycie allela. Prébki, ktorych rezultaty typowania
sugeruja homozygotycznos¢ musza by¢ zweryfikowane przy uzyciu innych procedur.

Ograniczenia i przestrogi

e Zaleca si¢ usilnie, aby uzytkownicy zweryfikowali te zestawy przed uzyciem ich w
laboratorium, uzywajac probek, ktorych typ HLA zostal okreslony za pomoca innych
procedur bazowanych na molekularnych metodach. W szczeg6lnosci, uzytkownik musi
przeprowadzi¢ weryfikacje przed zastosowaniem w przypadku wszelkich odchylen od tej
procedury (np. uzycie innych procedur przeprowadzania PCR lub oczyszczania
produktow reakcji sekwencjonowania).

e Te zestawy zostaly zweryfikowane przy uzyciu paneli probek, ktorych genotypy
reprezentuja szeroki zakres alleli. Nalezy jednak zauwazy¢, ze moga by¢ obecne rzadkie
allele, i allele polimorficzne na odcinkach starterow uzywanych do PCR i
sekwencjonowania, ktorych amplifikacja lub sekwencjonowanie moze nie by¢ mozliwe.

e Typowanie HLA na podstawie sekwencji ma wlasciwosci, ktore umozliwiajg czynnikom
innym niz mieszanina reakcyjna PCR spowodowaé wybiorczg amplifikacje lub
niewykrycie allela. Dlatego rezultaty typowania wskazujace na homozygotyczno$é
powinny by¢ potwierdzone przy uzyciu innych metod i/lub genotypowania cztonkow
rodziny.

o Kazdy przebieg PCR musi obejmowac kontrolg dodatnig (ludzki DNA) i kontrolg ujemna
(sterylng wodg). Kontrola dodatnia musi wytworzy¢ produkt reakcji PCR o odpowiedniej
wielkosci, zaleznie od poddanego amplifikacji locusa i wynikajaca z tej reakcji sekwencja
musi odpowiadac¢ genotypowi probki. W ujemnej kontroli matrycy zadnego eksperymentu
nie powinien by¢ obecny zaden produkt reakcji PCR. Jesli widoczny jest pasek, na
ktéryms$ poziomie musiato zaistnie¢ zanieczyszczenie i trzeba powtoérzy¢ przebieg.

e (Czasem moga by¢ widoczne wigksze, niewyrazne produkty PCR. Te dodatkowe paski nie
maja wptywu na rezultaty ani jako$¢ sekwencji.

Licencja

Zestawy OLERUP SBT™ zawierajg polimeraze Hot Start (DNA POL) GoTaq®, ktorej
producentem jest Promega do dystrybucji przez CareDx Pty Ltd. Licencjonowana do firmy
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Promega i objeta Patentami Stanéw Zjednoczonych Nr 5.338.671 i 5.587.287 i
odpowiadajagcym im patentom zagranicznym.
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DRB1 DNA sequencing based typing: an approach suitable for high throughput typing
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A multicentre international evaluation of single-tube amplification protocols for
sequencing-based typing of HLA-DRB1 and HLA-DRB3, 4, 5. Tissue Antigens 63: 412-
423.

ASSIGN™ SBT v3.6+ Operator Manual, CareDx Pty Ltd
ASSIGN™ SBT v4.7 Operator Manual, CareDx Pty Ltd
OLERUP ASSIGN™ SBT v471 Operator Manual, CareDx Pty Ltd

Wigcej informacji dotyczacych Program Wymiany DNA UCLA mozna znalez¢ pod
adresem: http://www.hla.ucla.edu/celI DNA/DNA/programInfo.htm.

Aktualne allele HLA mozna znalez¢ pod adresem http://www.ebi.ac.uk/imgt/hla.

Rozwigzywanie problemow

Problem Mozliwa przyczyna Rozwiazanie

(przyczyny)
Brak produktu reakcji Niska jakos¢ DNA Nalezy oceni¢ jakos¢ DNA za
PCR lub jest staby. pomoca zelowej elektroforezy.

Nienaruszony DNA powinien
mierzy¢ okoto 3kb nie rozmyte
na zelu, lub tylko z niewielkim
rozmyciem. Nalezy ponownie
wyekstrahowac DNA i
powtorzy¢ PCR, jesli to

mozliwe.
Niedostateczna ilo§¢ DNA | Nalezy sprawdzi¢, czy stezenie
uzyta do PCR DNA wynosi 20 - 100 ng/uL.
Nalezy ponownie

wyekstrahowac DNA i
powtorzy¢ PCR, jesli to

mozliwe.
Obecnos¢ inhibitorow PCR w | Nalezy = unika¢  uzywania
genomowym DNA. probek petne;j krwi
zawierajacych heparyne.
Nalezy ponownie

wyekstrahowac DNA i
powtérzy¢ PCR, jesli to
mozliwe.

Nie dodano polimerazy DNA | Powtorzy¢  PCR.  Nalezy
do mieszaniny reakcyjnej lub | zadba¢ o to, aby sktadniki
mieszanina  reakcyjne  nie | mieszaniny reakcyjnej zostaly

zostata dostatecznie | dodane i dostatecznie
wymieszana przed dodaniem | wymieszane przez
OLERUP SBT™ IU

Strona 20 z 25 Tylko do diagnostyki in vitro



http://www.hla.ucla.edu/cellDNA/DNA/programInfo.htm
http://www.ebi.ac.uk/imgt/hla

Problem Mozliwa przyczyna Rozwigzanie
(przyczyny)
prébek. worteksowanie.

Problemy z obiegiem cieplnym

Sprawdzi¢ parametry
przebiegu obiegu cieplnego.
Sprawdzi¢ historie przebiegu,
aby si¢ upewnic¢, ze nie zostat
przedwczesnie zakonczony.
Zadba¢ o to, aby termocykler
dziatat zgodnie ze
specyfikacjami producenta i
zeby byt regularnie
konserwowany.

Do zZelu nie dodano bromku
etydyny.

Zanurzy¢ zel w roztworze
barwigcym zawierajagcym 1X
TBE z 0,5 mg/mL bromku
etydyny. Odbarwi¢  w
roztworze 1X TBE przed
sfotografowaniem zelu.

Upewni¢ sie, ze  przed
rozpoczeciem wylewania zelu

zostat do niego dodany
bromek etydyny.
Probki DNA sa wymywane lub | W miar¢  mozliwosci  uzy¢
rozcienczane w wodzie, ktéra | sterylnej wody 0 obojetnym
moze mie¢ lekko kwasne pH. pH.
Brak lub staby produkt Niska jakos¢ DNA Amplifikacja probek bardzo
reakcji PCR dla prazka niskiej jakosci moze
eksonu 3-5 dla spowodowaé staba
oznaczenia KD-PD10.2- amplifikacje amplikonu

1

eksonu 3-5. Typowanie mozna
nadal osiggna¢, wykorzystujac
dane sekwencjonowania
eksonu 1 i 2. Alternatywnie
ponownie ekstrahowa¢ DNA

i W miarg mozliwosci
powtorzy¢ reakcje PCR.
Nieprawidtowe Uzyto nieodpowiedniego | Sprawdzic, czy uzyto
wielkosci paskow zestawu odpowiedniego zestawu.
Zastosowano  nieodpowiedni | Sprawdzi¢ parametry obiegu

program obiegu cieplnego.

cieplnego.

Zanieczyszczenie reakcji PCR

Sprawdzi¢, czy ujemna
kontrola wskazuje na
zanieczyszczenie.

Odkazi¢ obszar roboczy i
powtorzy¢ PCR.

Powtorzy¢ PCR w celu
zidentyfikowania zrodia
zanieczyszczenia. Rozwazy¢

uzycie nowego zestawu.

Jesli wyglada na to, zZe
genomowy DNA prébki jest
zanieczyszczony, nalezy
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Problem

Mozliwa przyczyna
(przyczyny)

Rozwiazanie

ponownie wyekstrahowaé
DNA lub uzy¢ innego zrodia
DNA.

Staba intensywnos$¢
sygnalu na
elektroferogramie.

Staby produkt PCR

Sprawdzi¢  zdjecie  zelu.
Sekwencjonowanie  stabych
paskbw PCR NIE  jest
zalecane, poniewaz jako$¢
sekwencji moze nie by¢
dostateczna dla SBT.

Nalezy  rozwazy¢  uzycie
nizszego czynnika
rozcienczenia (np. 1:2, 1:3) po
oczyszczeniu reakcji PCR.

Niewystarczajgca ilos¢
produktu  reakcji zostala
przeniesiona do sekwenatora.

Sprawdzi¢ parametry
sekwenatora. Moze  by¢
konieczne zwiekszenie czasu
wstrzykiwania i napigcia.

Problemy z
produktow
sekwenatora.

oczyszczaniem
reakcji z

Supernatant nalezy usuwac
bardzo ostroznie, bo moze to
przemiescic¢ osad.

Intensywno$¢ sygnatu
jest za wysoka (obecnosc
wysokich szczytow
fluorescencyjnych —
artefakty)

Za duzo produktu reakcji PCR

Sprawdzi¢ zdjecie zelu. Nalezy
rozwazy¢ uzycie Wyzszego
czynnika rozcienczania po
oczyszczeniu reakcji PCR.
Sprawdzi¢ ilos¢ polimerazy
DNA uzytej w reakcji PCR.

Za duza ilo§¢ produktu reakcji

Sprawdzié parametry

Zakltocona linia zerowa
(szum tla)

zostala przeniesiona do | instrumentu. Nalezy rozwazy¢

sekwenatora. zmniejszenie czasu
wstrzykiwania i napigcia.

Zanieczyszczony produkt | Patrz dzialanie korekcyjne

reakcji PCR podane powyzej.

Amplifikacja bardzo | Sprawdzi¢ parametry obiegu

podobnych genéw HLA.

cieplnego.

Stabe oczyszczanie rezultatow
PCR

Upewni¢ si¢, ze procedura
ExoSAP  wykonywana jest
wedtug instrukcji uzycia.

Upewni¢ si¢, ze mieszanina

PCR jest doktadnie
wymieszana z  EX0SAP.
Nalezy  rozwazy¢  uzycie
ExoSAP wedlug procedury
zalecanej przez producenta
(zwickszajac  ilos¢ enzymu)
lub innej metody
oczyszczania.

Zanieczyszczone reakcje | Upewni¢ sig, ze powzigte

sekwencjonowania

zostaly wszystkie kroki, aby
zapobiec krzyzowemu
zanieczyszczeniu.  Zmieniaé
koncowki pipet gdy tylko jest
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Problem

Mozliwa przyczyna Rozwiazanie
(przyczyny)
to mozliwe. Dodawa¢ plyny w
gornej czescl dotka
reakcyjnego. Zapobiegac
powstawaniu aerozoli.
Zanieczyszczony starter do Sprawdzi¢ jakos¢ sekwencji
sekwencjonowania innych starterow do
sekwencjonowania i innych
probek  sekwencjonowanych
przy uzyciu tego samego
startera.
Nalezy  rozwazy¢  uzycie

Swiezej porcji starterow do
sekwencjonowania.

Zanieczyszczona  mieszanina
barwionych terminatorow lub
bufor do sekwencjonowania

Powtorzy¢ sekwencjonowanie
uzywajac Swiezych alikwot
odczynnikdw.

Stabe oczyszczenie produktow
sekwencjonowania

Powtoérzy¢ sekwencjonowanie
i upewnié si¢, Ze oczyszczanie
przeprowadzane jest zgodnie z
instrukcjami producenta.

Obecnos¢ szczytow
barwnika

Stabe oczyszczenie produktow
sekwencjonowania

Oczyszczanie produktow
nalezy wykonywa¢ zgodnie z

instrukcja  dostarczong =z
zestawem.
Nalezy si¢ upewnié, ze

produkty sa dostatecznie myte
80% etanolem.

Spokrewnione Produkty

Zestawy diagnostyczne in vitro (IVD) z oznakowaniem CE
ASSIGN™ SBT V3.6+

ASSIGN™ SBT v4.7
OLERUP ASSIGN™ SBT V471

OLERUP SBT™ HARPS®)
Instrukcje uzytkowania — OLERUP SBT™ HARPS®

Tylko do uzytku w celach naukowych:

OLERUP SBT™

AN-PD11.0-0(20)
AN-PD11.0-0(50)

AN-PD12.0-0(20)
AN-PD12.0-0(50)

AN-PD13.0-0(20)
AN-PD13.0-0(50)
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Kod produktu: CGX0036+

Kod produktu: CGX00470
Kod produktu: CGX00471

Zestaw OLERUP SBT™ HLA-DRB3 (20 i 50 testow)
Zestaw OLERUP SBT™ HLA-DRB4 (20 i 50 testéw)

Zestaw OLERUP SBT™ HLA-DRBS5 (20 i 50 testow)
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LC-PD2.9(20) Zestaw OLERUP SBT™ HLA-B57 (20 i 50 testow)
LC-PD2.9(50)

Uwaga: wymienione wyzej produkty sa licencjonowane w Australii jako wyroby do
diagnostyki in vitro.

Odczynniki laboratoryjne ogblnego zastosowania
MgCI2 — 1.0(50) 2mM MgCl,

MgCI2 - 1.0(3000))

SEQ BUF — 2.0(400) 5x Seq Rxn Buffer
SEQ BUF — 2.0(5000)

EDTA — 3.0(200) 125mM EDTA, pH8.0
EDTA - 3.0(5000)

W celu uzyskania bardziej szczegdlowych informacji nalezy si¢ skontaktowa¢ z miejscowym
dystrybutorem.

C €ouer q
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Zestawy z wlasnym zaswiadczeniem:

HH-PD3.2-2(20)  Zestaw OLERUP SBT™ HLA-C (20 i 50 testow)
HH-PD3.2-2(50)

PQ-PD6.2-2(20)  Zestaw OLERUP SBT™ HLA-DQBL1 (20 i 50
PQ-PD6.2-2(50) testow)

AN-PD6.2-3(20)

AN-PD6.2-3(50)

HH-PD10.1(20) Zestaw OLERUP SBT™ HLA-DPB1 (20 i 50
HH-PD10.1(50) testow)

KD-PD10.2-1(20)

KD-PD10.2-1(50)

Informacje dotyczace pomocy i dane kontaktowe

CareDx Pty Ltd

PO Box 1294

Fremantle 6959

Western Australia

Australia

Tel.: +61-08-9336-4212

email: olerup-aus@caredx.com
Strona internetowa: www.olerup.com

Aby pozna¢ szczegoly dotyczace zamowien, nalezy odwiedzi¢ strong Olerup
(http://www.olerup.com).
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