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Princip

Metddu typizacie na zaklade sekvenovania (SBT) HLA opisanu v tomto dokumente povodne
vytvoril D. Sayer v roku 2001%, ktory v roku 2004? vytvoril aj jednoskiimavkovy test. Tato
metdda zahfna pociatocnu amplifikaciu cielovej sekvencie, po ktorej nasleduje enzymatické
spracovanie s ciefom odstranenia nezaclenenych primerov a dNTP. Amplikdn sa ndsledne
pouziva ako templdt na priame automatizované fluorescencné sekvenovanie DNA pomocou
prispdsobenych sekvenénych primerov a sekvenénej chemickej latky terminatora Big Dye’,
zo zariadenia Applied Biosystems™ spolo¢nosti Life Technologies™. Extenéné produkty sa
purifikuju v silade s metdédou etanolovej precipitacie a denaturuju pomocou formamidu Hi-
Di™, zo zariadenia Applied Biosystems™ spolocnosti Life Technologies™, pred separaciou a
detekciou v automatizovanom zariadeni na fluorescencné sekvenovanie DNA. Odporuca sa,
aby sa vysledné Udaje nasledne analyzovali pomocou softvéru na analyzu sekvencie
ASSIGN™ SBT od CareDx Pty Ltd>>.

Uéel poutzitia

Supravy OLERUP SBT™ HLA SBT spolo¢nosti CareDx Pty Ltd sa pouZivaju na typizaciu génov
triedy | (HLA-A, -B a -C) a triedy Il (HLA-DRB1, -DQB1 a -DPB1) HLA v laboratérnych
podmienkach z gendmovej DNA. Kazdd suprava obsahuje reagencie, ktoré zjednodusuju
amplifikaciu PCR a sekvenovanie DNA daného génu. Vysledné sekvencné Udaje sa potom
interpretuju pomocou softvéru ASSIGN™ SBT spolocnosti CareDx Pty Ltd. Je potrebné
poznamenat, Ze tieto sUpravy SBT sa nepouZivaju na diagnostiku ochoreni, ale mozu sa
pouzivat ako sucast procesu pri uréovani kompatibility medzi darcami a prijemcami. Test
predstavuje sekvencny test DNA, ktorého vysledkom je sekvencia DNA casti génu HLA.
Urceni pouzivatelia zariadenia su vhodne vyskolené osoby, ktoré maju znalosti tykajuce sa
frekvencie typov HLA vo svojej populdcii. Testy sa musia vykonavat v regulovanych
laboratériach.
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Zlozenie supravy

Suprava Katalégové ¢. W Obsah PRE-PCR' Obsah POST-PCR
(Pocet vialiek) (Pocet vialiek)
Trieda |
HLA-A XH-PD1.1-2(20) 20 testov DNA POL — HLA-A 1x 2501 AEX1F AEX1R 1x 440, kazda
HLA-A MIX 1x 3526 AEX2F AEX2R
AEX3F AEX3R
AEX4F AEX4R
XH-PD1.1-2(50) 50 testov DNA POL — HLA-A 1x 608l AEX1F AEX1R 1x 1100, kazda
HLA-A MIX 1x 8800l AEX2F AEX2R
AEX3F AEX3R
AEX4F AEX4R
HLA-B BS-PD2.1-2(20) 20 testov DNA POL -~ HLA-B | | 1x 25 BEXLF BEX2F 1x 447, kazda
HLA-B MIX 1x 3526 BEX2R BEX3F
BEX3R BEX4F
BEX4R
BS-PD2.1-2(50) 50 testov DNA POL — HLA-B | | 1x 60l BEXLE BEX2F 1x 1100, kazd4
HLA-B MIX 1x 880¢I BEX2R BEX3F
BEX3R BEX4F
BEX4R
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Suprava Katalégové ¢. W Obsah PRE-PCR" Obsah POST-PCR
(Pocet vialiek) (Pocet vialiek)
HLA-C HH-PD 3.2-2(20) 20 testov DNA POL — HLA-C 1x 250 CEX1F CEX1R 1x 4401, kazda
HLA-C MIX 1x 3520 CEX2F CEX2R
CEX3F CEX3R
CEX4F CEX4R
CEXSF CEX5R
CEX6F CEX6R
CEXT7F
HH-PD 3.2-2(50) 50 testov DNA POL —HLA-C 1x 602 CEX1F CEX1R 1x 1108, kazda
HLA-C MIX 1x 880zl CEX2F CEX2R
CEX3F CEX3R
CEXA4F CEX4R
CEXSF CEX5R
CEX6F CEX6R
CEXT7F
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Suprava Katalégové ¢. W Obsah PRE-PCR" Obsah POST-PCR
(Pocet vialiek) (Pocet vialiek)
Trieda ll
HLA-DRB1 HH-PD5.2-5(20) | 20 testov || DNAPOL-DRB1 | | 1x 108 DRBIEX2F || DRBLEX2R-2 1x 44,
HLA-DRB1 MIX 1x 3708 DRB1EX3R-2 || RB-TG344-R kazda
HH-PD5.2-5(50) 50 testov DNA POL - DRB1 1x 208l DRBIEX2F " DRB1EX2R-2 1x 1108,
HLA-DRB1 MIX 1x 9208 DRB1EX3R-2 || RB-TG344-R kazda
LG-PD5.2-7(20) 20 testov DNA POL — DRB1 1x 108l DRB1EX2F DRB1EX2R-2 1x 44¢al,
HLA-DRB1 MIX 1x 3708l DRB1EX3F~ || DRBLEX3R-7 kazda
RB-TG344-R
LG-PD5.2-7(50) 50 testov DNA POL — DRB1 1x 208l DRB1EX2F DRB1EX2R-2 1x 1100,
HLA-DRB1 MIX 1x 9200l DRB1EX3F-7 DRB1EX3R-7 kazda
RB-TG344-R
HLA-DQB1 PQ-PD6.2-2(20) 20 testov DNA POL — DOB1 1x 108l DOB1EX2F DOB1EX2R 1x 448,
HLA-DOB1 MIX 1x 3708l DOB1EX3F DOB1EX3R kazda
PQ-PD6.2-2(50) 50 testov DNA POL — DQB1 1x 208l DOB1EX2F DOB1EX2R 1x 1100,
HLA-DOB1 MIX 1x 9208l DOB1EX3F DOB1EX3R kazda
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Suprava Katalégové ¢. W Obsah PRE-PCR" Obsah POST-PCR
(Pocet vialiek) (Pocet vialiek)
AN-PD6.2-3(20) 20 testov DNA POL - DOB1 1x 100l DOB1EX2F DOB1EX2R-3 1x 440,
HLA-DQB1 MIX 1x 370@I DOB1EX3F DOB1EX3R kazda
AN-PD6.2-3(50) 50 testov DNA POL - DOB1 1x 200l DOB1EX2F DOB1EX2R-3 1x 1100,
kazda
HLA-DOB1 MIX 1x 9208l DOB1EX3F DOB1EX3R azaa
HLA-DPB1 HH-PD10.1(20) 20 testov DNA POL — DPB1 1x 108l DPB1EX2F DPB1EX2R 1x 440,
kazda
HLA-DPB1 MIX 1x 3708
HH-PD10.1(50) 50 testov DNA POL — DPB1 1x 200@ DPB1EX2F DPB1EX2R 1x 110@l,
kazda
HLA-DPB1 MIX 1x 920e
KD-PD10.2-1(20) | 20 testov || DNA POL - DPB1 1x 1001 DPBI1EX1F DPBI1EX1R 1x 44,
kazda
HLA-DPB1 MIX 1x 3708 DPB1EX2F DPB1EX2R
DPB1EX3F DPB1EX3R
DPB1EX4F DPB1EX4R
DPB1EX5F DPB1EX5R
PB-AG341-R
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Suprava Kataldgové ¢. W Obsah PRE-PCR" Obsah POST-PCR

(Pocet vialiek) (Pocet vialiek)
KD-PD10.2-1(50) | 50testov || DNA POL - DPB1 1x 208l DPB1EXLF DPB1EXIR 1x 1108,
HLA-DPB1 MIX 1x 9208l DPB1EX2F DPB1EX2R ozda
DPB1EX3F DPB1EX3R
DPB1EX4F DPB1EX4R
DPB1EX5F DPB1EX5R
PB-AG341-R

*Stprava PRE-PCR obsahuje vialku so zmesou PCR $pecifickou pre dany lokus (napr.| HLA-A MIX

), ktora pozostava z timivého roztoku PCR, dNTPs, MgCl,
a primerov PCR 3pecifickych pre dany lokus, ako aj z jednej vialky polymerazy DNA (napr./] DNA POL —HLA- |).

Suprava POST-PCR obsahuje sekvenéné primery (napr.| agxig |-
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Poziadavky na skladovanie

Nadoby na PRE- a POST-PCR mézu byt oddelené a mézu sa skladovat v mraznickach
uréenych pre PRE- a POST-PCR. V pripade skladovania pri -20 °C (teplota v rozsahu -15 °C az
-25 °C je prijatelnd) sa zlozky supravy mdzu pouzivat do exspiracie uvedenej na vonkajsej
nadobe supravy a dokazu tolerovat az 25 cyklov zmrazovania a rozmrazovania.

Zrychlené testovanie stability supravy HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQB1 a -DPB1 uvadza cas
skladovatelnosti dva a pol roka od datumu vyroby, ak sa skladuju pri teplote -20 °C.
Ukonceny potvrdzujuci skutocny c&as testovania. NepouZivajte po uplynuti datumu
exspirdacie.

Ak chce zachovat optimalnu Ucinnost supravy, pred pouzitim by sa zlozky stupravy mali
vybrat z UloZného priestoru s teplotou -20 °C a mali by sa rychlo rozmrazit pri izbovej
teplote. Zlozky stpravy, okrem polymerazy, by sa mali opatrne vortexovat, aby sa zarudilo, Ze
sa zlozky kazdej skimavky vhodne zmieSaju po kaidom rozmrazeni. Supravy/zlozky po
pouZziti sa musia okamZite vratit do prostredia s teplotou —20 °C.
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Nedodané materidly, reagencie a zariadenia

PCR

1. Sterilnd voda

2. Elektronické alebo mechanické pipety a hroty odolné proti aerosélom

3. Termalny cyklér s ohrevnym vekom
Tieto supravy boli schvdlené na pouZivanie s nasledujucimi termalnymi cyklérmi:
MJ Research PTC 225 DNA Engine DYAD™, Applied Biosystems™ spolocnosti Life
Technologies™ Veriti™ termalny cyklér, Gene Amp° PCR System 9700 a Eppendorf
Mastercycler® Pro.
Pouzivanie inych termalnych cyklérov s tymito supravami si vyZzaduje schvalenie
pouzivatelom.

4 Reakéné skumavky termalneho cykléra s 0,2 ml tenkymi stenami (pdsy s 8 jamkami

alebo platnicky s 96 jamkami).
Pouzivajte tie, ktoré sa odporucaju s vasim termalnym cyklérom.

5. Sterilna skimavka 1,5 ml

6. Sterilné pracovné prostredie, ako napriklad biologickd bezpecnostna skrinka alebo
kryt.

7. Centrifuga navrch stola s adaptérmi platni a schopnostou dosiahnut 2 500 x g

8. Vortex

Elektroforéza v agar6zovom géli
9. Pristroj na elektroforézu v agar6zovom géli

10. 1% agardzovy (molekuldrna biologicka trieda) gél TBE s obsahom 0,1Eg/ml
etidiumbromidu.

11. Nanasaci timivy roztok
12. Marker PCR vhodny na pokrytie rozsahu 300 — 1 300 bp

13. Presvecovac UV

Purifikacia vyrobku PCR

14. ExoSAP (USB® ExoSAP-IT®, kat. &. 78200 pre 100 reakeii alebo Illustra™ ExoProStar™,
kat. ¢. US77702 pre 100 reakcii)

15. 2 mM MgCl; (predava spoloénost CareDx Pty Ltd, kéd produktu MgCl2-1.0(50) alebo
MgCI2-1.0(3000))

16. Trepacka

Pouzivanie alternativnych purifikacnych technik PCR si vyZaduje schvalenie zo
strany pouzivatela pred ich pouzitim.
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Sekvencna reakcia

17.

18.

Sekvencnd sUprava pomocou termindtor BigDye® v3.1 alebo v1.1, Applied
Biosystems™ spolocnosti Life Technologies™.

5x sekvencny reakény timivy roztok (CareDx Pty Ltd, kéd produktu SEQ BUF-2.0(400)
alebo SEQ BUF-2.0(5000)) alebo terminator BigDye® v3.1 alebo v1.1 5 X sekvencny
timivy roztok, Applied Biosystems™ spoloc¢nosti Life Technologies™.

Purifikacia sekvenénych reakénych produktov

19.

20.

125 mM EDTA, pH 8 (predava spolo¢nost CareDx Pty Ltd, kod produktu EDTA-
3.0(200) alebo EDTA-3.0(5000)).

Cisty a 80 % etanol. Kazdy cyklus vyZzaduje ¢erstvo pripraveny 80 % etanol s obsahom
¢istého etanolu a sterilnej vody. NEPOUZ{VAITE DENATUROVANY ETANOL (tiez
znamy v niektorych krajinach ako denaturovany alkohol).

Pouzivanie alternativnych sekvencnych purifikacnych technik vyzaduje schvalenie
zo strany pouzivatela pred ich pouzitim.

Denaturalizacia a elektroforéza sekvenénych reakénych produktov

21.

22.

23.

Fomamid Hi-Di™, divizia Applied Biosystems™ spolocnosti Life Technologies™, kéd
produktu 4311320

Automatické zariadenie na sekvenovanie DNA a prislusenstvo (napr. Applied
Biosystems™ spolocnosti Life Technologies™ ABI Prism® 3730) vratane
zhromazdovania Udajov a softvéru.

Tieto sUpravy boli testované a schvalené pre kapildrne sekvenéné zariadenia Applied
Biosystems™ spolocnosti Life Technologies™ 3100, 3730 a 3730xI a softvér.

Pouzivanie inych denaturaliza¢nych technik a sekvenénych platforiem vyZaduje
schvdlenie zo strany pouzZivatela pred ich pouzitim.

Analyticky softvér na sekvenovanie HLA (napr. ASSIGN™ SBT, verzia 4.7 alebo novsia,
CareDx Pty Ltd).

Poziadavky na vzorky

1.

2.

Sterilna voda (negativna/kontrola bez templatu)

Ludskd gendmova DNA s vysokou molekuldarnou hmotnostou (rozsah koncentracie
20— 100 ng/ul v timivom roztoku Tris/EDTA a ODaeo/280> 1,8), extrahovana zo vzoriek
celej krvi antikoagulovanej ACD alebo EDTA. NEPOUZIVAITE vzorky celej krvi obsahujice
heparin.

Pouzivana metdda na izolaciu DNA vyZaduje schvalenie zo strany pouzivatela pred jej
pouzitim.
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AVarovania a bezpecnostné opatrenia

Tuto supravu musi pouzivat vyskoleny a opravneny laboratorny personal.

So vSetkymi vzorkami, zariadeniami a reagenciami sa musi manipulovat v sulade s
dobrymi laboratérnymi praktikami. Predovsetkym vsetok pacientsky materidl sa musi
povazovat za potencialne infekény. Dérazne sa odporicéa pouzivat rukavice a laboratéorne
plaste. So vSetkymi vzorkami manipulujte a likvidujte ich v sulade s lokdlnymi a
narodnymi regulacnymi predpismi.

V Ziadnej zlozke tychto stiprav sa NENACHADZAJU Ziadne nebezpecné latky.
NEPOUZ{VAITE reagencie po datume ich exspiracie.

NEODPORUCA sa pouzivat zlozky suprav z réznych $arii stprav. V danom pripade by
mobhlo dbéjst k ovplyvneniu udinnosti testu.

NEODPORUCA sa pouzivat reagencie, ktoré nie st stcastou tejto stpravy alebo ktoré nie
si uvedené v casti ,Nedodané materidly, reagencie a zariadenia” (napr. alternativne
polymerazy Tag DNA). V danom pripade by mohlo ddjst k ovplyvneniu U¢innosti testu.
Dbajte na to, aby sa predislo krizovej kontamindcii vzoriek DNA. Vymernte hroty medzi
vzorkami DNA.

Aktivity pred a po PCR musia byt bezpodmienecne fyzicky oddelené. Pouzivajte Specificky
uréené zariadenie, reagencie a laboratdrne plaste.

Etidiumbromid je potencidlne karcinogénny. Pri priprave a manipulacii s gélmi sa vidy
musia pouzivat ochranné rukavice. Etidiumbromidové gély a timivé roztoky likvidujte v
sulade s lokalnymi a narodnymi predpismi.

Pri zobrazovani a fotografovani agardzovych gélov pod UV svetlom sa vzdy vyhybajte
priamej expozicii a pouZivajte vhodnu ochranu tvare blokujicu UV, jednorazové rukavice
a laboratérne plaste.

Symboly

PouzZivaju sa nasledujuce neStandardné symboly:
Symbol Opis
HLA-X MIX Zmes PCR Specifickd pre lokus

DNA POL — XXXX Polymeraza DNA

AEX1F Priamy sekvencny primer pre exén 1 HLA-A. Informacie o inych
sekvenénych primeroch ndjdete v casti ,ZloZenie supravy” a v
tabulke 4.

&I Datum vyroby (vyZadujte sa pre trhy mimo EU).
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Metdda

1. PCR

1.1.Pre kazdy lokus, ktory sa ma amplifikovat, ako aj pre kazdu individudlnu vzorku,
ktord sa ma testovat, bude potrebné nastavit samostatnu reakciu PCR. Kazdy cyklus
musi zahfnat vhodné pozitivne kontrolné vzorky zndmeho genotypu a minimalne
jednu negativnu kontrolnu vzorku pre kazdy lokus, ktory sa ma amplifikovat.

1.2. Pripravte cerstvy roztok hlavnej zmesi PCR pri kazdej realizcii PCR. Rychlo pri
izbovej teplote rozmrazte zmes PCR Specificki pre lokus. Po rozmrazeni kratko
zmiesSajte vortexovanim.

1.3.PoZadovany objem zmesi PCR a polymerdzy DNA nadavkujte do sterilnej skimavky
pre pocet vzoriek, ktoré sa maju testovat (pozrite tabulku 1 uvedenu nizsie, kde su
uvedené objemy danych reakcii). Roztok 3- aZ 4-krdt zmieSajte pulznym
vortexovanim.

Lokus A B C DRB1 DQB1 DPB1

Zmes PCR Specificka pre lokus 16@I 16@ 16@l 16,7@1 16,7@1 16,70

N3RPT Hy A-A MIX
Polymerdza DNA i @ i@ o,3@l  o,3@ml 0,3l
napr

DNA POL — HLA-A
Tabulka 1: ZloZenie hlavnej zmesi potrebnej pre vzorku.

1.4.17@hlavnej zmesi nadavkujte do kazdej reakénej jamky.

1.5.Do kazdej reakinej jamky pridajte 3Bl vzorky DNA alebo vhodnej pozitivnej
kontrolnej vzorky. Do reakénej jamky s negativhou kontrolnou vzorkou
pridajte 30l sterilnej vody.

1.6.Reakéné jamky utesnite. Jemne zmiesajte vortexovanim a kratko centrifugujte.

1.7.Reakéné jamky vlozte do termadlneho cykléra a spustite cyklus v sulade s nizsie
uvedenymi podmienkami termalneho cykléra.

95 °C—10 min.

96 °C—-20s
60°C-30s 33{cyklov
72 °C—-3 min.

15 °C - skladovanie
1.8. Kompletna amplifikacia trva priblizne 2,5 hodiny.

1.9.Po ukonceni PCR odstrarnte reakéné jamky/platnicky z termdlneho cykléra a rovno
pristupte ku gélovej elektroforéze alebo ich skladujte pri teplote 4 °C dovtedy, kym
sa to vyZaduje.

POZNAMKA: Purifikdcia amplikénov spracovanim ExoSAP by sa mala vykonat do 24 hodin od
ukonéenia PCR.
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2. Elektroforéza v agar6zovom géli

2.1. Uspesnu amplifikdciu pomocou elektroforézy v agarézovom géli potvrdte pomocou
2 Bl kazdého produktu PCR skombinovaného s 5 Il nanasacieho timivého roztoku
(alternativne objemy nanasacieho tlmivého roztoku musia byt schvalené pred
pouzitim). Odporuca sa pouzivat 1 % agardzovy gél.

2.2.Pocet a ocakavané velkosti vyslednych amplikénov sa budu lisit v zavislosti od lokusu
a vzorky genotypu. Ocakdvané velkosti amplikénov PCR s uvedené v tabulke 2.

Lokus Ocakdavané velkosti prazkov
HLA-A = 2 kbp

HLA-B = 2 kbp

HLA-C = 1,1 kbp a 1,4 kbp

HLA-DRB1  =450bp-850bp  (HH-PD5.2-5)
~630bp-980bp  (LG-PD5.2-7)

Vzor pruzkov sa bude [iSit v zavislosti od
pritomnosti Specifickych skupin alel.

HLA-DQB1 = 300 bp a 500 bp (PQ-PD6.2-2)
=400bpa500bp (AN-PD6.2-3)

HLA-DPB1 =400 bp (HH-PD10.1)
=400 bp, =780 bp a 1470 bp (KD-PD10.2-1)

Tabulka 2: O¢akdavané velkosti produktov pre kazdy test.

3. Purifikacia vyrobku PCR

POZNAMKA: Purifikatné systémy iné ako ExoSAP-IT® alebo ExoProStar™ (napr. Agencourt’
AMPure® XP alebo systémy zaloZené na stipcoch) sa mozu pouzivat na purifikaciu tychto
produktov PCR. DoOrazne sa odporuca, aby pouZivatelia schvalili tieto metédy pred ich
pouzitim. Ak sa ma pouzivat spracovanie ExoSAP, odporuca sa, aby pouzivatelia dodrziavali
nizsie uvedeny postup.

3.1.Pripravte hlavni zmes s obsahom 4 [l pripravku ExoSAP-IT" alebo ExoProStar™ a 8 &l
pripravku 2 mM MgCl, pre vzorku, ktord sa ma purifikovat. Jemne zmieSajte
impulznym vortexovanim. Do kazdej reakénej jamky kazdej reakénej vzorky
nadavkujte 1201 hlavnej zmesi. Jamky utesnite, zmiesSajte vortexovanim a potom
bud’ vlozte do trepacky, alebo jemne zmiesajte vortexovanim pocas 2 minut. Pred
vlozenim do termalneho cykléra kratko centrifigujte. Termalny cyklér spustite v
sulade s nasledujicim profilom:

37 °C-30 min.
80 °C—15 min.
4 °C — skladovanie

3.2.Po ukonceni purifikovany produkt rozriedte sterilnou vodou v pomere 1 :4. Tato
etapa riedenia zaruci, Ze existuje dostato¢ny templat na vykonanie sekvencénych
reakcii, ako aj to, Ze koncentracia templdtu je dostatocnd na generovanie
sekvencnych udajov dobrej kvality.
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POZNAMKA: MbZe sa vyzadovat vysoky faktor riedenia (napr. 1 : 8), ak sa kon$tantne zistuju
vysoké signaly, prislusny Sum a artefakty. Slabsie produkty PCR mézu vyzadovat nizsi faktor

riedenia.

3.3.Vzorky spracované pomocou ExoSAP sa méZu skladovat pri 4 °C dovtedy, kym
nebudu pripravené na pouzitie. Tieto vzorky sa mo6zu skladovat pri teplote 4 °C
maximalne jeden tyZderi pred pouZitim, ale dlhodobo® sa méZu skladovat pri teplote
-20°C.

4. Sekvencna reakcia

POZNAMKA: V pripade, 7e sa musia vyriedit heterozygotné nejednoznaénosti s
hemizygotnymi sekvenénymi primermi, ako napriklad HARPS®, pozrite si ndvod na poufZitie
OLERUP SBT™ HARPS".

4.1.V tabulke 3 sa nachadzaju sekvenéné primery, ktoré sa maju pouzivat pre kazdy

lokus.
HLA-A HLA-B HLA-C
AEX1F AEX1R BEX1F BEX2F CEX1F CEX1R
AEX2F AEX2R BEX2R BEX3F CEX2F CEX2R
AEX3E AEX3R BEX3R BEX4F CEX3F CEX3R
AEXAF AEXAR BEX4R CEX4F CEX4R
CEX5F CEX5R
CEX6F CEX6R
CEXTF
HLA-DRB1" HLA-DQB1 HLA-DPB1
DRB1EX2F || DRB1EX2R-2 DOB1EX2F || DOBI1EX2R DPB1EX2F || DPB1EX2R
DRB1EX3R-2" RB-TG344-R! DOB1EX3F || DOBI1EX3R
Alebo Alebo Alebo
DRB1EX2F DRB1EX2R-2 DOB1EX2F DOB1EX2R-3 DPB1EXIF DPB1EX1R
DRB1EX3F-7 (| DRB1EX3R-7 DOB1EX3F DOB1EX3R DPB1EX2F DPB1EX2R
RB-TG344-R DPB1EX3F DPB1EX3R
DPB1EXAF DPB1EX4R
DPB1EXSF DPB1EX5R
PB-AG341-R*

Tabulka 3: Sekvenéné primery dodané na pouZitie pre kazdy lokus.

'RB-TG344-R je HARP® uréeny pre dimorfizmus kodénu 86. Jeho poutitie je volitelné.
*PB-AG341-R je HARP® uréeny pre dimorfizmus kodénu 85 v DPB1. Jeho poutitie je tieZ volitelné.
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ADRB1EX3R-2 je sekvenény primer DRB1 v supravach HH-PD5.2-5, ktory funguje podobne ako
HARP a je ureny na sekvenovanie nasledujucich skupin alel: *3, *8, *11, *12, *13, *14, *15 a
*16. Tento primer bude generovat bud heterozygotné, hemizygotné, alebo Ziadne sekvencné
Udaje v zavislosti od genotypu vzorky, ktord sa typizovala. Pri analyze uUdajov DRB1EX3R-2 v
ASSIGN™ v porovnani s referenciou DRB1-FullX2 sa vysledné Udaje exdnu 3 budd analyzovat v
samostatnej vrstve a povolia rozliSenia poctu nejednoznacnych alel v exéne 3, ako napriklad
nejednoznacnost DRB1*14:01 vs. *14:54. Jeho pouZitie je volitelné v zavislosti od stratégie
typizacie pouzivanej v laboratériu. Toto neplati pre supravy LG-PD5.2-7, pretozZe je k dispozicii
dvojsmerné sekvenovanie pre exén 3.

4.2.Pri vykonavani kazidej sekvencnej reakcie pripravte Ccerstvy roztok zmesi
sekvencného primeru na lade. ZloZenia a objemy zmesi sU uvedené nizsie pre
kazdua vzorku.

Zlozka Objem
Sekvenény primer 2 ul
Sterilnd voda 11,5 pl
Terminatory BigDye® 1l

TImivy roztok 5x Seq Rxn 3,5 pl

4.3.Opatrne premiesajte kazdu sekvenénu reakénd zmes impulznym vortexovanim.
4.4.Do kazdej vhodnej reakénej jamky nadavkujte 18 pl sekvencnej reakénej zmesi.

POZNAMKA: Pri cykloch, ktoré vyZaduju maly pocet vzoriek s mnohymi sekvenénymi
primermi, je prijatelné nadavkovat sekvenény primer (2 ul) priamo do individudlnych
reakénych jamiek. Nasledne je mozné wvytvorit hlavni zmes zloZzenl zo sterilnej vody,
termindatora BigDye® a timivého roztoku 5x Seq Rxn, z ktorej sa musi do kazdej reakénej
jamky nadéavkovat 16 ul. Dérazne sa odporuca, aby pouzivatel pred implementaciou schvalil
pouzivanie tejto alternativnej metddy.

4.5. Do kazdej reakénej jamky pridajte 2 pl purifikovaného produktu PCR.

POZNAMKA: Postupujte opatrne, aby sa predislo krizovej kontaminacii sekvenénych reakcii.

4.6. Reakéné jamky utesnite, opatrne zamieSajte a kratko odstredujte, aby sa zarucilo, Ze
obsah sa nachddza na dne kaZzdej reakénej jamky.

4.7.Reakéné jamky vloZzte do termadlneho cykléra a spustite cyklus v sulade s
nasledujucim profilom:

Pocet cyklov Teplota a cas
25 96°C-10s
50°C-5s
60 °C =2 min.
1 4 °C - skladovanie

4.8. Po ukonceni programu odstrarite reakéné jamky/platnicky z termalneho cykléra a
bud rovno pristupte k purifikacii reakénych produktov, alebo ich skladujte na

tmavom mieste pri teplote 4 °C dovtedy, kym je to potrebné. Odporuca sa, aby sa
vzorky purifikovali a spracovali v zariadeni na sekvenovanie DNA do 24 hodin.

Strana 16 z 28 Na diagnostické pouzitie in-vitro



5. Purifikacia sekvencnych reakcnych produktov

POZNAMKA: Purifikdcia reakénych produktov sa méze realizovat aj pomocou inych metéd,
ako je tu opisand metdda etanolovej precipitdcie. Dorazne sa odporuca, aby pouzivatelia
schvalili tieto metddy pred ich pouzitim.

5.1.Reakéné jamky/platnicky kratko centrifigujte pred ich spracovanim. Ak sa pocas
cyklu termalneho cykléra pouZivali opakovane pouzitelné veka/uzavery,
vekda/uzavery oznalte, aby sa predislo krizovej kontaminacii.

5.2.Opatrne odstrante tesnenia.

5.3.Do kazdej reakcnej jamky pridajte 5 pl pripravku 125 mM EDTA, pH 8. Dbajte na to,
aby sa pripravok EDTA dostal na dno reakénej jamky.

5.4.Do kazdej reakénej jamky pridajte 60 pl 100 % etanolu. Jamky/platni¢ky utesnite a
kratko, no dokladne zmiesajte vortexovanim, aby sa zarucilo dokladné premiesanie.

5.5.Exten¢né produkty centrifigujte 45 minGt pri 2 000 x g. OKAMZITE PREJDITE NA
DALSIU ETAPU. V pripade, Ze to nie je moZné, znova centrifugujte daldich 10 minut
pred pokracovanim.

5.6.Z reakénych jamiek odstrante tesnenia a supernant zlikvidujte otocenim reakénych
jamiek na papierovu utierku alebo vreckovku.

5.7.Invertované reakcéné jamky a papierové utierky alebo vreckovky dajte do centrifugy.
Centrifugujte 1 minutu pri 350 x g s cielom odstranenia zvySného supernantu.

5.8.Reakéné jamky odstrante z centrifugy a polozte ich v kolmej polohe na pracovny stol.
Zlikvidujte papierové utierky alebo vreckovky.

5.9. Pripravte Cerstvy roztok 80 % etanolu s Cistym etanolom a sterilnou vodou.

5.10. Do kaidej jamky pridajte 60 ul 80 % etanolu. Jamky znova utesnite a kratko
zamiesajte vortexovanim.

5.11. Centrifagujte 5 minut pri 2 000 x g.
5.12. Zopakujte kroky 5.6 a 5.7.

5.13. Reakéné jamky vyberte z centrifigy a zlikvidujte papierovu utierku. Znova utesnite
reakéné jamky a pristupte k denaturalizatnému kroku. V opacnom pripade
skladujte pri teplote —20 °C na tmavom miestel®. Odporuca sa, aby sa extenéné
produkty spracovali v zariadeni na sekvenovanie DNA do 24 hodin po nastaveni
sekvenénych reakcii.

6. Denaturalizacia a elektroforéza sekvencnych reakénych produktov

POZNAMKA: Metéda denaturalizacie extenénych produktov vo formamide Hi-Di™ opisana v
tomto dokumente nemusi byt potrebnd, ak sa pouzivali iné metddy purifikacie ako etanolova
precipitacia. DOrazne sa odporuca, aby pouZivatelia schvalili alternativne metdédy pred
pokracovanim.

6.1. Do kazdej reakénej jamky pridajte 12 ul formamidu Hi-Di™. Jamky/platnicky kratko
vortextujte a centrifugujte.
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6.2.Reakéné jamky inkubujte 5 minuat pri 98 °C. Po inkubdcii zaructe, aby sa reakéné
jamky rychlo schladili na izbovu teplotu (napr. poloite ich na lad alebo pouZite
termalny cyklér na vykonanie denaturacie a chladenia) pred ich umiestnenim do
zariadenia na sekvenovanie. Po opdtovnej resuspendacii vzorky do formamidu Hi-Di
sa odporuca, aby sa okamzite vloZila do pristroja. Vzorka bude v pristroj stabilna 24
hodin&.

POZNAMKA: Zaructe, aby sa v reakénych jamkach nenachadzali ziadne vzduchové bubliny.
Mohli by vojst do kapilar a poskodit ich.

6.3.Reakéné jamky/platnicky vioite do automatického zariadenia na sekvenovanie a
pripravte subor na zhromazidovanie Udajov v sulade so Specifikaciami vyrobcu
zariadenia na sekvenovanie.

6.4. Nasledujuce parametre pristroja boli schvalené vyrobcom pri pouzivani sekvenénej
supravy s terminatorom Big Dye® v3.1 a POP-7™. Tieto parametre mézu vyzadovat
schvalenie zo strany pouzivatela pre ostatné polyméry, sekvencné chemické latky a
pristroje. Podrobny navod a pokyny najdete v prislusnej pouzivatelskej prirucke
pristroja (napr. zaructe, aby nastavenia supravy farbiva boli vhodné pre poZivané
chemické latky, napriklad sekvenénd chemicka latka s terminatorom v1.1 Big Dye®
vyZaduje ina supravu farbiva).

Parameter Nastavenie

Suprava farbiva Z BigDyeV3
Subor mobility KB_3730_POP7_BDTV3
Basecaller KB.bcp

Modul cyklu Regular
FastSeq50_POP7

Cas vstrekovania  15s

Cas cyklu 3000s

6.5.Pouzite softvér na zhromaZzdovanie Udajov s ciefom spracovania nespracovanych
zhromazdenych udajov a na vytvorenie sekvenénych suborov. Podrobny navod a
pokyny najdete v prislusnej pouzivatelskej prirucke pristroja.

7. Uprava a analyza elektroferogramov

Sudpravy OLERUP SBT™ suU navrhnuté, uréené a schvalené na pouZivanie so softvérom
OLERUP ASSIGN™ SBT vytvorenym spolo¢nostou CareDx Pty Ltd. PouZivatefom sa odporuca,
aby pouZivali softvér ASSIGN™ SBT verzie 3.6+ a novsej (ASSIGN™ SBT V4.7 alebo OLERUP
ASSIGN™ SBT V471), pretoZe tieto verzie softvéru pouZivaju nastavenia a referenéné subory
$pecidlne uréené pre typizaciu stipravy OLERUP SBT™ a HARPS’. Podrobnosti o pouZivani
tychto softvérov najdete v prislusnych pouzivatelskych priru¢kach dostupnych na prebratie
na webovej lokalite spoloénosti CareDx (http://www.CareDx.com).

Sekvenovanie zaloZené na Udajoch typizacie vygenerovanych pomocou suprav OLERUP SBT™
na typizaciu sa musia analyzovat v porovnani s nasledujucimi referenénymi subormi
ASSIGN™ SBT, ktoré poskytuje spolo¢nost CareDx Pty Ltd:

Test Kéd produktu Referencny subor
ASSIGN
OLERUP SBT™ HLA-A XH-PD1.1-2 A.xml
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OLERUP SBT™ HLA-B

OLERUP SBT™ HLA-C

OLERUP SBT™ HLA-DRB1

OLERUP SBT™ HLA-DQB1

OLERUP SBT™ HLA-DPB1

BS-PD2.1-2
HH-PD3.2-2
HH-PD5.2-5
LG-PD5.2-7
PQ-PD6.2-2
AN-PD6.2-3

HH-PD10.1
KD-PD10.2-1

B.xml
C.xml or Cw.xml
DRB1-FullX2.xml

527_DRB1.xml
DQB1.xml

623_DQB1.xml
DPB1.xml
DPB1.xml
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Vykonnostné vilastnosti

Presnost

Panely s maximalne 93 vzorkami z programu vykonového testu UCLA International DNA
Exchange (2008 — 2010) pouZitymi na interné testovanie pre supravy OLERUP SBT™ poskytli
nasledujuce vysledky:

Lokus Pocet Diagnosticka  Diagnosticka Pocet Pocet Pocet
testovanyc citlivost $pecifickost nezhodnych heterozygotnyc  jedinecnyc
h vzoriek , ; vzoriek h vzoriek h alel
(% (% ziskanych
uspesnych genotypov)
PCR)
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
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)

* Dve nezhodné vzorky obsahovali informdcie o doplnkovej sekvencii mimo exdnu 2, ktoré
neboli hldsené programom vykonového testu UCLA International DNA Exchange. Jedna
vzorka obsahovala 131:01, ale bola nahlasend ako 13:01 programom vykonového testu UCLA
International DNA Exchange. Alely sa liSili pri exdnoch 3 a 4. Ind alela obsahovala 107:01, ale
bola nahlasena ako 13:01 programom vykonového testu UCLA International DNA Exchange.
Tieto alely sa liSili pri exdne 1.

Pokial ide o supravy OLERUP SBT™ HLA-DRB1 (kdd produktu LG-PD5.2-7), pri internom
testovani sa pouzival panel 23 dobre charakteristickych vzoriek, ktoré pokryvaju Siroka Skalu
alel. Okrem toho sa typizacia realizovala aj na paneli s 293 externe ziskanymi vzorkami bez a
priori v znalosti inych Udajov o typizacii HLA. Tieto vzorky sa tieZ testovali pomocou testu
OLERUP SBT™ HLA-DQB1 (PQ-PD6.2-2) V tychto pripadoch sa dosiahli homozygotné
vysledky, analyzovala sa asocidcia DQB1/DRB1 tychto vzoriek, aby sa potvrdil vysledok a

zdetegovali pripady, ked' mohli chybat Gdaje o alelach.

Z testovania vyplynuli nasledujuce vysledky:

Lokus Pocet Diagnosticka  Diagnosticka Pocet Pocet Pocet
testovanyc citlivost $pecifickost nezhodnych heterozygotnyc jedinecnych
h vzoriek vzoriek h vzoriek alel
HLA-DRB1 23 100 % 100 % 0 23 12
286* 97,9 % 99,6 % 0 253 33
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* Sest vzoriek sa nedokdzalo amplifikovat kvéli slabej kvalite vzoriek DNA. Zistilo sa, Ze jedna
vzorka obsahovala kontaminovanu DNA, ktorej zdroj bol v laboratdriu, kde sa ziskavali
vzorky. Kvéli kontamindcii nebolo mozné zo vzorky ziskat genotyp.

Sekvencénd analyza PCR, miesta sekvencnych primerov a studie na hodnotenie vykonnosti
neidentifikovali Ziadne spolo¢né a dobre dokumentované alely, ktoré neboli amplifikované
odporucanym spO6sobom pouZivania tychto suprav. Podrobnejsie informdacie ndajdete v
dokumente OLERUP SBT™ Primer Analysis, ktory je dostupny pre kazdé referencné vydanie
OLERUP ASSIGN™ SBT a ktory si moiete prebrat z webovej lokality CareDx
(http://www.CareDx.com).

Detekcné limity

Odporucana koncentracia ludskej gendmovej DNA s vysokou molekuldarnou hmotnostou
20-100 ng/@l.  Z interného testovania vyplyva, Ze sa mbzu pouzivat aj vzorky s
koncentraciami nizs$imi ako 5 ng/@l. Spravne genotypy sa ziskali aj z DNA slabej alebo
narusenej kvality.

Specifickost

Sudpravy OLERUP SBT™ spoloc¢nosti CareDx Pty Ltd predstavuju testy Specifické pre dany
lokus PouZivanie stprav v stlade s tymito pokynmi moze amplifikovat iba jeden lokus. Vo
vacsine pripadov sa pri pouZivani sekvencnych primerov zahrnutych v kazdej stiprave vytvori
typizacia HLA pre vacsinu vzoriek bez potreby dalSieho rozlisenia. V tychto pripadoch, kde sa
i nadalej zaznamenavaju heterozygetné nejednoznacnosti, sa odporuca pouzivat rozliSovacie
sekvenéné primery (ako napriklad OLERUP SBT™ HARPS®).

Je potrebné poznamenat, Ze v oblastiach amplifikacie alebo sekvenovania primerov sa mézu
objavit mutacie a tie mdzu sposobit chybajlce informacie o alelach. Vzorky, ktoré poskytuju
homozygotné vysledky typizacie, sa musia potvrdit alternativnymi metédami.

Interferujuce latky

Spoloc¢nost CareDx Pty Ltd identifikovala dobre zndme potencialne interferujuce latky, ktoré
mozZu ovplyvnit test. Pozrite tabulku nizsie.

Inhibitor Potencidlny zdroj Riziko Poznamky
EDTA Tlmivy roztok TE, Velmi nizke DNA resuspendovana v Tris-HCl pH8 alebo TE s <1 mM
skiumavku na odber EDTA. PouZivajte komerc¢ne dostupné supravy na
krvi pripravu DNA krvi a/alebo vyhybajte sa pouzivanie
skumaviek EDTA na odber krvi.
Alkoholy Etanol, izopropanol, Nizke Zaructe, aby sa pelety alebo gul6cky DNA vysusili na
izoamyl alkohol vzduchu a vizudlne skontrolujte kvapocky etanolu (1 %
etanol = 1,25 pl 80 % etanolu v 100 pl reakcie PCR).
Nadmerné KCl, NaCl, CsCl, NaAc Velmi nizke | Zaructe dékladné preplachnutie peliet alebo gul6cok
mnoZstvo soli DNA v 80 % etanole. Zaructe, aby sa dosiahla gendmova
DNA s OD 230/260 ~2.
Chaotropické soli | Guanidinium Cl; Velmi nizke | Zaructe dékladné prepldchnutie peliet alebo gul6¢ok
MgCL2; urea DNA v 80 % etanole. Zaructe, aby sa dosiahla gendmova
DNA s OD 230/260 ~2.
Fenol: Organicky prenos Velmi nizke Komponent Casto pouzivanych a komeréne dostupnych
chloroform extrakénych metdd Trizol DNA. Zaructe dékladné
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Inhibitor Potencidlny zdroj Riziko Poznamky
preplachnutie peliet alebo gul6¢ok DNA v 80 % etanole.
Zaructe, aby sa dosiahla gendmova DNA s OD 230/260
~2.
Proteiny BSA, PEG, krvny Velmi nizke Pouzite komercne dostupné supravy na prikladu DNA
albumin krvi. Zaructe, aby sa dosiahla genémova DNA s OD
260/280 > 1,8.
Heme, Krv Velmi nizke | NepoutZivajte krvné vzorky, ktoré sa vyznacuju velkou
hemoglobin, hemolyzou. Pouzite komercne dostupné supravy na
imunoglobuliny prikladu DNA krvi. Zaructe, aby sa dosiahla gendmova
DNA s OD 260/280 > 1,8.
Detergenty/DDT Deoxicholat sodny, Velmi nizke | Zaructe dékladné preplachnutie peliet alebo gul6cok
sarkosyl, SDS, NP40, DNA v 80 % etanole. Zaructe, aby sa dosiahla gendmova
Twin 20, Triton X- DNA s OD 230/260 ~2.
100, N-oktyl
glukozid
Proteazy Proteaza K, Velmi nizke | PouZite komercne dostupné supravy na pripravu DNA
manipuldcia so krvi alebo slin. VZdy pouzivajte rukavice.
vzorkami
Nukledzy Manipulacia so Velmi nizke Pouzite komercne dostupné supravy na prikladu DNA
vzorkami, restrikéné krvi. VZidy pouzivajte rukavice.
enzymy,
mikrokokalna
nukledza
Exogénna Prenos, Velmi nizke | Pripravte gendmovu DNA v Specifickom prostredi pred
DNA/RNA kontaminacia PCR
Prendsace RNA, heparin, Velmi nizke | Pouzite komercne dostupné supravy na pripravu DNA
glykogén krvi a/alebo vyhybajte sa pouZivaniu skimaviek na odber
krvi s heparinom.
Nadmerné Mg2+ z timivého Velmi nizke | Zaructe dokladné preplachnutie peliet alebo gul6éok
mnozstvo idonov roztoku PCR, iony Fe DNA v 80 % etanole. Zaructe, aby sa dosiahla gendmova
kovu DNA s OD 230/260 ~2.
Antivirdlne lieky Krv Velmi nizke | Pouzite komeréne dostupné supravy na prikladu DNA
(napr. acyklovir) krvi. Zaructe, aby sa dosiahla ggendmova DNA s OD
260/280 > 1,8.
Pudrované Puadrované rukavice Velmi nizke | PouZivajte rukavice bez pudru.
rukavice
Skdamavky PCR UV Uprava Velmi nizke | Vyhybajte sa Uprave UV plastovych nadob.

oziarené UV

skimaviek PCR

Obmedzenia a upozornenia

e Dorazne sa odporuca, aby tieto supravy schvalil pouzivatel pred ich implementaciou v
laboratériu pomocou vzoriek, ktorych typ HLA bol uréeny inymi molekuldrnymi
metddami. Predovsetkym akékolvek odchylky od tejto metddy (napr. pouZivanie
alternativnych sekvenénych purifikaénych metéd PCR alebo DNA) musi schvdlit
pouzivatel pred ich implementaciou.

e Tieto supravy boli schvalené panelmi vzoriek, ktorych genotypy pokryvaju Siroku skalu

alel.
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primerov je mozné zistit zriedkavé alely a alely s polymorfizmami a tie sa nemusia
amplifikovat ani sekvenovat.

Princip typizacie HLA zaloZeny na sekvenovani spociva v tom, Ze faktory iné ako zmesi
PCR modziu spodsobit preferenéni amplifikaciu alebo neposkytni dostatok Udajov o
alelach. V dosledku toho je potrebné potvrdit zdanlivé homozygotné vysledky typizacie
pomocou alternativnych metdd a/alebo genotypizacie skupin.

Sucastou kazdého cyklu PCR musi byt pozitivha kontrolnd vzorka (fludska DNA) aj
negativna kontrolna vzorka (sterilnd voda). Pozitivna kontrolnd vzorka musi generovat
produkt PCR vhodnej velkosti v zdvislosti od amplifikovaného miesta a vysledna
sekvencia musi byt v sulade s genotypom vzorky. Pri Ziadnom experimente sa v
negativnej kontrolnej vzorke templdtu nesmu nachadzat Ziadne produkty PCR. Ak je
pruzok evidentny, ku kontaminacii mohlo ddjst na niektorej drovni a cyklus bude
potrebné zopakovat.

Niekedy mézu byt evidentné doplnkové, slabsie produkty PCR. Tieto doplnkové pruzky
neinterferuju s vysledkami ani kvalitou sekvencie.

Licencia

Stpravy OLERUP SBT™ obsahuju hot-start polymerazu GoTaq” (DNA POL), ktort vyraba
spoloc¢nost Promega Corporation a distribuuje spolo¢nost CareDx Pty Ltd. Licenciu ma na fiu
spoloc¢nost Promega na zaklade patentu USA €. 5, 338, 671 a 5, 587, 287 a dalsich prislusnych
zahrani¢nych patentov.
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RieSenie problémov

Problém

Mozné priciny

Riesenie

Ziaden alebo slaby
produkt PCR

Nizka kvalita DNA

Zhodnotte kvalitu DNA pomocou gélovej
elektroforézy. Neporusend DNA musi byt
priblizne 3 kb s malym alebo Ziadnym
znecistenim gélu. Znova extrahujte DNA, a ak je

to mozné, zopakujte PCR.

Nedostatocné Skontrolujte, ¢i sa koncentracia DNA nachadza v
mnozstvo DNA | rozmedzi 20 — 100 ng/@l. Znova extrahujte DNA,
pridané do PCR. a ak je to mozné, zopakujte PCR.

Pritomnost Inhibitory PCR su pritomné vo vsetkych

inhibitorov PCR v
gendmovej DNA.

telesnych tekutinach vratane krvi, séra a plazmy.
Inhibitory PCR predstavuju rézne skupiny latok s
réznymi vlastnostami a mechanizmami reakcie.
Najcastejsie inhibitory v krvi si hemoglobin, 1gG
a laktoferin. Okrem toho hormdny alebo
antiviralne latky, ako je napriklad acyklovir, ako
aj niektoré antibiotikd moZu  ovplyvnit
amplifikdciu génu'* 3. NepouZivajte vzorky celej
krvi s obsahom heparinu. Specifikacie najdete v
referenénych rukopisoch'* 3, EDTA: mdze tiez
ovplyvnit koncentricie Mg2+ a blokovat
polymerazu DNA pri niektorych
koncentracidch'®. Vo vseobecnosti plati, Ze
skimavky s citratom sodnym poskytuju DNA
vysokej kvality®™.

Metdédy na extrakciu/purifikdciu DNA mozu
Uc¢inne odstranit inhibitory PCR. Zakaznik by mal
zhodnotit metddy na extrakciu/purifikaciu DNA,
aby sa zarucila purifikacia vzorky.

Znova extrahujte DNA, a ak je to moiné,
zopakujte PCR.

Polymeraza DNA

nepridana do
hlavnej zmesi alebo
nedostatocne

zmiesSana hlavna

zmes pred pridanim
do vzoriek.

Zopakujte PCR. Zaructe, aby zlozky hlavnej
zmesi boli pridané a dostatoCne premiesané
vortexovanim.

Problémy s
termalnym cyklérom

Skontrolujte prevadzkové
termalneho cykléra
Skontrolujte prevadzkovu histériu, aby sa
zarucilo, Ze cyklus nebol predcasne ukonceny.
ZaruCte, aby sa termalny cyklér pouzival v
sulade so Specifikdciami vyrobcu a bol
pravidelne udrziavany.

parametre

Do gélu nebol
pridany Ziaden
etidiumbromid.

Gél ponorte do farbiaceho kipela s obsahom 1X
TBE s 0,5 mg/ml etidiumbromidu. Odfarbte v 1X
TBE pred zosnimanim obrazu gélu.

Zaructe, aby sa etidiumbromid pridal do gélu
pred naliatim.

Vzorky DNA  su

Kedykolvek je to moZné, pouzivajte sterilnu
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vymyté alebo
zriedené vo vode,
ktora mbze mat
mierne kyslé pH.

vodu s neutralnym pH.

Ziaden alebo slaby
produkt PCR pre
pruzok exénov 3 -5
pri teste KD-PD10.2-1

Nizka kvalita DNA

Amplifikacia vzoriek velmi slabej kvality méze
viest k slabej amplifikacii amplikdnu exdnov
3-5. Typizacia sa stdle mbze dosiahnut
pomocou sekvenénych udajov exénov 1 a 2.
Alternativne znova extrahujte DNA, a ak je to
mozné, zopakujte PCR.

Nespravna velkost
pruzkov

PouZivanie
nespravnej supravy

Skontrolujte, ¢i sa pouziva vhodna slprava.

PouZivanie
nespravneho
programu
termalneho cykléra.

Skontrolujte parametre termalneho cykléra.

Kontaminacia PCR

Skontrolujte negativhu kontrolnd vzorku, i
nedoslo ku kontamindacii.

Dekontaminujte pracovny priestor a zopakujte
PCR.

Zopakujte PCR s cielom identifikacie zdroja
kontamindcie. Zvazte poutzitie Cerstvej slpravy.
Ak sa zisti, Ze gendmova DNA vzorky je
kontaminovand, znova extrahujte alebo ziskajte
alternativny zdroj DNA.

Stala intenzita signdlu
na elektroferogramoch

Slaby produkt PCR

Skontrolujte obraz gélu. NEODPORUCA sa
sekvenovat slabé prazky PCR, pretoze kvalita
sekvencie nemusi byt dostato¢na na SBT.

Skuste po purifikacii PCR pouzit nizsi faktor
riedenia (napr.1:2,1:3).

Do zariadenia na | Skontrolujte parametre zariadenia na
sekvenovanie  boli | sekvenovanie. MoZno bude potrebné zvysit ¢as
vloZzené vstrekovania a napatie.

nedostatocné

reakéné produkty.

Problémy pocas | Budte mimoriadne opatrni pri likvidacii
purifikacie supernantu, pretoZze sa moze vypudit z pelety.
produktov

zariadenia na

sekvenovanie

Intenzita signalu je
velmi vysoka
(pritomnost
vysokofluorescenénych
vrcholov — artefaktov)

Velmi vela produktu
PCR

Skontrolujte obraz gélu. Po purifikacii PCR
pouzite vyssi faktor riedenia.
Skontrolujte mnozstvo polymerazy DNA poufZite]

v PCR.

Velmi vela
reakénych

produktov pouzitych
v zariadeni na

sekvenovanie.

Skontrolujte parametre pristroja. Skuste skratit
¢as vstrekovania a napaétie.

Zakladna linia
zaSumena (vyrazné
poradie)

Kontaminovany
produkt PCR

Pozrite si vy$Sie uvedené napravné kroky.

Strana 26 z 28

Na diagnostické pouzitie in-vitro




Amplifikacia  velmi
blizka génom HLA

Skontrolujte parametre termalneho cykléra.

Slaba purifikacia PCR

Zaructe, aby sa spracovanie pomocou ExoSAP
vykonalo v sulade s pouzivatelskou priru¢kou
supravy.

Zaructe, aby sa zmes PCR dékladne zmiesala
pomocou ExoSAP

Skuste pouzit ExoSAP v sulade s postupmi
vyrobcov (zvySte mnoZstvo enzymov) alebo
pouzite alternativnu techniku purifikacie.

Kontaminované
sekvencné reakcie

Zaructe, aby sa vSetky etapy vykonali tak, aby sa
predislo krizovej kontaminacii. V pripade
potreby vymernte hroty pipiet. Navrch reakénych

jamiek pridajte  kvapaliny. Vyhybajte sa
aerosdlom.
Kontaminovany Skontrolujte kvalitu sekvencie inych

sekvenény primer

sekvenénych primerov a inych vzoriek pomocou
rovnakého primeru.

Skuste pouzit Cerstvy alikvét sekvencéného
primeru.

Kontaminovana

Sekvenovanie zopakujte s cerstvym alikvotom

zmes  termindtora | reagencii.
farbiva alebo
kontaminovany
sekvencny timivy
roztok.
Slaba purifikdcia | Sekvenovanie zopakujte a zaructe, aby sa
sekvencénych purifikacia vykonala v stlade s pokynmi vyrobcu.
produktov.
Pritomnost Skvrniek Slaba purifikacia | Vykonajte purifikaciu produktov v sulade s
farbiva sekvencnych pokynmi na pouZivanie supravy.
produktov ZarucCte, aby sa produkty dostatocne premyli v

80 % etanole.

Podobné produkty

IVD oznacené CE:
ASSIGN™ SBT 3.6+
ASSIGN™ SBT v4.7

Kod produktu: CGX0036+

Kéd produktu: CGX00470

OLERUP ASSIGN™ SBT v471 Kéd produktu: CGX00471

OLERUP SBT™ HARPS"®

Cely zoznam produktov néjdete v ndvode na pouZitie OLERUP SBT™ HARPS".

Iba na vyskumné ucely:

Supravy na typizovanie HLA OLERUP SBT™

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

Strana 27 z 28

Suprava na HLA-DRB3 OLERUP SBT™ (20 a 50
testov)

Na diagnostické pouzitie in-vitro




AN-PD12.0-0(20)  Stprava OLERUP SBT™ HLA-DRB4 (20 a 50 testov)
AN-PD12.0-0(50)

AN-PD13.0-0(20)  Stprava OLERUP SBT™ HLA-DRB5 (20 a 50 testov)
AN-PD13.0-0(50)

LC-PD2.9(20) Stprava OLERUP SBT™ HLA-B57 (20 a 50 testov)
LC-PD2.9(50)

Poznamka: Vyssie uvedené produkty su licencované ako IVD v Australii.

Laboratérne reagencie na vSeobecné ucely

MgCl2 —1.0(50) 2 mM MgCl;

MgCl2 —1.0(3000))

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

EDTA —3.0(200) 125 mM EDTA, pH 8,0

EDTA —3.0(5000)

Podrobnosti vam poskytne lokdlny distributor.

C Eors
C€

Samohodnotiace supravy:
HH-PD3.2-2(20) Stprava OLERUP SBT™ HLA-C (20 a 50 testov)
HH-PD3.2-2(50)

PQ-PD6.2-2(20) Stprava OLERUP SBT™ HLA-DQB1 (20 a 50 testov)

PQ-PD6.2-2(50)

AN-PD6.2-3(20)

AN-PD6.2-3(50)

HH-PD10.1(20) Suprava OLERUP SBT™ HLA-DPB1 (20 a 50 testov)

HH-PD10.1(50)

KD-PD10.2-1(20)

KD-PD10.2-1(50)

Kontaktné informacie

Vyrobca

CareDx Pty Ltd

PO Box 1294

Fremantle 6959

Zapadna Australia

Austrdlia

Tel.: +61-08-9336-4212

E-mail: orders-aus@caredx.com

Webova lokalita: www.CareDx.com

Podrobnosti o podpore a objednavani najdete na webovej lokalite CareDx

(http://www.caredx.com).
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