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In vitro diagnostikai

PAREDZETAIS LIETOJUMS

Olerup SSP® HLA tipizéSanas komplekti ir kvalitativi in vitro diagnostikas testi HLA |
klases un HLA Il klases al€lu DNS tipizé3anai. Produktus izmanto apmaciti profesionali
medicinas iestadés, lai noteiktu HLA fenotipu. Parbaudamais izejmaterials ir DNS.

KOPSAVILKUMS UN SKAIDROJUMS

Cilvéka leikocitu antigénus (Human leukocyte antigens — HLA) agrak noteica ar
limfocitotoksicitates testu. Tomer Sis tests ir aizstats ar DNS tipizéSanas metodém, kuru
pamata ir polimerazes kédes reakcija (PKR), jo ta kludu biezums un alélu limena
izSkirtspéjas trikums. Lieldkaja dala metozu, kuru pamata ir PKR, PKR process tiek
izmantots tikai ka nepiecieSamas mérka DNS amplifikacijas solis, un ir nepiecieSams
pécamplifikacijas solis, lai atSkirtu dazadas aléles. Turpretim PKR-SSP metodologija
(secibai specifisks praimeris (sequence-specific primer — SSP)) dazado alélu
atSkirsana notiek PKR procesa laika. Tas saisina un vienkarSo pécpastiprindsanas soli
lldz vienkarSai gela elektroforézes noteik§anas solim. SSP testa rezultati ir pozitivi vai
negativi, kas novérs nepiecieSamibu péc sarezgitas rezultatu interpretacijas. Turklat
PKR-SSP tipizé3anas izSkirtspé&ja ir augstaka neka citam uz PKR balstitam tipizéSanas
metodém, jo katrs praimera paris nosaka divus secibas motivus, kas atrodas cis, t. i.,
taja pasa hromosoma. Turklat SSP reagentu sintétiska rakstura dé| ir uzlabota stabilitate
un samazinatas daudzu partiju atskiribas.

PROCEDURAS PRINCIPS

PKR-SSP metodologijas pamata ir princips, ka pilnigi vai gandriz pilnigi piesaistijusies
oligonukleotidu praimeri bez neparotiem 3 galiem tiek efektivak izmantoti PKR reakcija
neka neparoti praimeri ar termostabilam DNS polimerazém bez korektlras Tpasibam.
Praimeru pari ir paredzéti, lai tos parotu ar atseviskam aléléem vai alélu grupu(-am),
atkariba no nepiecieSamas tipiz€Sanas izSkirtspéjas pakapes. Stingri kontroleétos PKR
apstaklos piesaistiti vai gandriz pilnigi piesaistiti praimeru pari lauj notikt amplifikacijai,
t.i., rodas pozitivs rezultats, turpretim nepiesaistiti praimeru pari nelauj notikt
amplifikacijai, t. i., rodas negativs rezultats.

Péc PKR procesa pastiprinatie DNS fragmenti tiek atdaliti péc izméra, piem., ar agarozes
gela elektroforézi, vizualizéts, krasojot ar etidija bromidu un paklaujot ultravioleto
gaismu, dokumentéts ar fotografiju un interpretéts. PKR-SSP rezultatu interpretacija
balstas uz specifiska(-u) PKR produkta(-u) esamibu vai neesamibu. Konkréta(-o) PKR
produkta(-u) relativie izméri var but noderigi rezultatu interpretacija. PKR-SSP
metodologiju HLA sakotnéiji aprakstija O. Olerups 1991. un 1992. gada'?.

Ta ka PKR procesu var nelabveéligi ietekmét dazadi faktori (pieméram, pipetéSanas
kladas, parak zema DNS koncentracija, slikta DNS kvalitate, PCR inhibitoru klatbdtne,
amplifikatora neprecizitate), katrd PKR reakcija tiek ieklauts iekS€&jais pozitivas
kontroles praimeru paris?. lek$&jais pozitivas kontroles praimeru paris atbilst cilvéka
augS$anas hormona géna konservétajiem regioniem, kas atrodas visos cilvéka DNS
paraugos. Konkréta HLA aléles(-u) PKR produkta klatbdtné iekSejas pozitivas
kontroles joslas produkts var bat vaj$ vai nebit. Konkréto HLA praimeru paru generétie
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amplikoni ir Tsaki neka iek$éja pozitivas kontroles praimeru para amplikoni, bet lielaki
par neinkorporétajiem praimeriem (skatiet sadalu “Paredzamas veértibas”).

REAGENTI

A. ldentifikacija
Olerup SSP® tipizé$anas komplekti satur Zavétus, iepriek§ optimizétus, secibai
specifiskus praimerus HLA alélu un cilvéka augSanas hormona géna PKR
amplifikacijai, PKR Master Mix bez Taq polimerazes (“Master Mix”) un adhezivus
PKR blivéjumus.

Praimeru Skidumus iepriekS sadala alikvotos un zavé 0,2 ml iedobés sagrieztu,
plansienu PKR paplatém. Katra paplates iedobé ir zavéts praimeru Skidums, kas
sastav no noteikta praimera maisijuma, t. i., al€lei un grupai specifiski HLA praimeri,
ka arl iekSejais pozitivas kontroles praimeru paris, kas atbilst nealéliskam
sekvencém un ir gatavi DNS parauga, Master Mix un H20 pievienoSanai.

Praimeri ir paredzéti optimalai PKR pastiprindSanai, izmantojot Master Mix un
ieteicamo DNS cikla programmu (skatiet sadalu “Amplifikatora programmeésana”).

Partijai raksturigajas specifikacijas un interpretacijas tabulas vai darblapas
konkrétajam HLA alélém, ko pastiprina katrs praimera maisijums, var izgtt timekla
vietné www.caredx.com.

B. Bridinajumi un piesardziba lietoSana

1. Invitro diagnostikai.

2. So produktu nevar lietot ka vienigo pamatu kiiniska [émuma pienemsanai.

3. Biologiskas bistamibas _bridingjums. Visi asins produkti jauzskata par
potenciali infekcioziem. Neviena zinama(-as) testéSanas metode(-as) nevar
sniegt garantiju, ka produkti, kas ieguti no cilveéka asinim, neparnésas
infekcijas izraisitajus.

4. Biologiskas bistamibas bridinajums. Etidija bromids, ko izmanto DNS
krasoSanai agarozes gela elektroforéze, ir kancerogéns. Rikojieties ar
atbilstoSiem individualajiem aizsardzibas lidzekliem.

5. Uzmanibu! Valkajiet UV blok&joSu acu aizsargu un, skatoties vai fotograféjot
gelus, neskatieties tieSi uz UV gaismas avotu.

6. Pipetes un citu aprikojumu, ko izmanto manipulacijam péc PKR, nedrikst
izmantot manipulacijam pirms PKR.

7. Detalizétu informaciju skatiet droSibas datu lapa (www.caredx.com).

C. Lietosanas instrukcija
Skatiet lietoSanas instrukciju.

D. Uzglabasanas instrukcijas
Uzglabajiet komplekta sastavdalas tumsa un temperatira, kas noradita uz
iepakojuma etiketém.

Izlietojiet pirms deriguma termina beigdm, kas noradits uz iepakojuma etiketes.
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E. AttiriSana vai arstésana, kas nepiecieSama lietosanai
Skatiet lietoSanas instrukciju.

F. Nestabilitates indikacijas

1. Neizmantojiet praimeru paplates ar plaisam iedobés vai iedobes augséjas
malas bojajumiem, jo tas var izraisit iztvaikoSanu PKR pastiprindSanas laika.
Neizmantojiet PKR vacinu sloksnes ar plaisam, jo tas var izraisit iztvaikoSanu
PKR pastiprinaSanas laika.

2. Granulam iedobés jabat sarkana krasa. Granulu dzeltena krasa var liecinat
par degradaciju.

3. Master Mix krasai jabut no sarkanas Iidz violetai krasai. Dzeltenas l1dz
oranzas krasas maina var liecinat par degradaciju.
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PRASIBAS ATTIECIBA UZ INSTRUMENTIEM
A. Instruments
Jaizmanto amplifikators ar turpmak minétajam minimalajam specifikacijam.
 apsildams vaks ar 104 °C temperatiru darbam bez ellas
» paraugu bloks (alumrnijs, sudrabs vai apzeltits sudrabs) lietoSanai ar
96 iedobju PKR plati vai 0,2 ml plansienu reakcijas mégeném
* Olerup SSP komplekti ir apstiprinati S$adiem amplifikatoriem.
leteicamais rampas atrums:

- GeneAmp 9700. GeneAmp 9700 amplifikators iestatits uz 9600 reZzimu.
Tas atbilst parauga rampas atrumam 1,6 °C/s uz augsu un 0,8 °C/s uz
leju.

- ProFlex 1x96 iedobju bloks. ProFlex PKR amplifikators ar bloka rampas
atrumu 3,0 °C/s (katrs solis 3,0 °C/s). Bloka rampas atrums 3,0 °C/s
atbilst parauga rampas atrumam 1,52 °C/s uz augsu un 1,36 °C/s uz leju.

- ProFlex 2x96 iedobju bloks. ProFlex PKR amplifikators ar bloka rampas
atrumu 3,0 °C/s (katrs solis 3,0 °C/s). Bloka rampas atrums 3,0 °C/s
atbilst parauga rampas atrumam 1,9 °C/s uz augsu un 1,6 °C/s uz leju.

Piezime. Lielaks rampas atrums neka ieprieks aprakstitie var

ietekmét tipizéSanas rezultatus. Ladzu, nemiet véra ari to, ka

ietekme uz tipizésanu dazadiem neapstiprinatiem amplifikatoriem
var atskirties atkariba no iestatijumiem.

» temperatdras diapazons no 4,0 °C Iidz 99,9 °C

» temperatiras precizitate +0,25 °C diapazona no 35 °C lidz 99,9 °C

* paraugu bloka temperattras vienmériba <0,75 °C diapazona no 55 °C lidz
95 °C

+ temperatiras kalibréSana, kas izsekojama lidz atsauces standartam (t. i.,
NIST)

Programmeéjiet amplifikatoru, izmantojot PKR cikla parametrus talak B sadala.

Konkrétu informaciju par amplifikatoru skatiet razotaja lietotaja rokasgramata.
Amplifikatori  jakalibré saskana ar Amerikas Histokompatibilitates un
imunogenétikas biedriba (American Society of Histocompatibility and
Immunogenetics — ASHI) vai Eiropas imunogenétikas federacija (European
Federation of Immunogenetics — EFI) akreditacijas noteikumiem.

Pirms talak aprakstitas lietoSanas instrukcijas ieprogrammeéjiet amplifikatoru.
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B. PKR cikla parametri
1. 1cikls 94 °C 2 min denaturacija
2. 10 cikli 94 °C 10 sek.  denaturacija
65 °C 60 sek. atkauséSana un paplasinajums
3. 20 cikli 94 °C 10 sek.  denaturacija
61°C 50 sek. atkauséSana
72°C 30 sek. paplasinajums
4. Beigas — turiet RT ja mazak par 8 stundam
4°C jailgak par 8 stundam

Kopéjais reakcijas tilpums katra iedobé&, 10 pl.

Visiem Olerup SSP® komplektiem tiek izmantoti tie pasi PKR cikla parametri.

PARAUGU NEMSANA UN SAGATAVOSANA

SSP tipizéSanai ir nepiecieSsama ekstrahéta, loti tirs DNS. DNS paraugi, kas tiks
izmantoti PCR-SSP HLA tipizéSanai, atkartoti suspendéti dH20. Azeo/280 attiecibai jabat
1,6-2,0 ar UV spektrofotometriju, lai elektroforézes laikd butu optimala joslas
vizualizacija.

lesakam automatizétu DNS ekstrakciju ar QIAGEN EZ1 DSP DNS asins sistemu. Ka

izejmaterials jaizmanto ACD asinis.

Alternativi, DNS var ekstrahét ar jebkuru vélamo metodi, iegUstot tiru DNS. Izmantojot
alternativas metodes, DNS koncentracija japielago Iidz pat 30 ng/ul. Ar Sim metodém
neizmantojiet heparinizétas asinis.

leteicama DNS koncentracija, izmantojot:
EZ1 ekstrahéta DNS, 15 ng/ul.
DNS ekstrahéta ar citam metodem, 30 ng/ul.

Koncentracija, kas parsniedz 50 ng/ul, palielinas nespecifisku pastiprinajumu un vaju
papildu joslu risku, 1pasi HLA | klases augstas izSkirtspéjas SSP tipizé€Sanai. Ja
nepiecieSams, ekstrahéto DNS atSkaida dH20.

DNS paraugus nedrikst atkartoti suspendét Skidumos, kas satur helatus
veidojosos lidzeklus, pieméram, EDTA, kuru koncentracija parsniedz 0,5 mM.

DNS paraugus var izmantot tlit péc ekstrahéSanas vai uzglabat +4 °C temperatira lidz
2 nedélam bez nelabvéligas ietekmes uz rezultatiem. DNS paraugus var uzglabat -
20 °C vai aukstaka temperatira 9 ménesus. Pirms HLA tipiz€Sanas japarbauda
ekstrahéto DNS paraugu tiriba un koncentracija, kas ir ilgstosi uzglabati.

DNS paraugi janosita +4 °C temperatira vai aukstak, lai saglabatu to integritati
transportéSanas laika.
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PROCEDURA
A. lepakojuma esosSie materiali

1.
2.

3.

Olerup SSP® praimeru paplates.

Master Mix bez Taq polimerazes (piemérots tilpums komplekta paplateém).
Tas pats Master Mix tiek izmantots visiem Olerup SSP® komplektiem.
Liméjosie PKR blivéjumi (piemérots numurs komplekta paplatem).

B. NepiecieSamie materiali, kas netiek piegadati

1.
2.
3.

©xo~No Ok

10.
11.
12.

13.

14.

15.

16.
17.
18.
19.

DNS izolacijas komplekts/aprikojums

UV spektrofotometrs

PipetéSanas ierices. Més iesakam izmantot elektronisku vienkanala
dozatoru, kas spéj izdalit 10 pl alikvotas Master Mix-dH20 maisijuma
pievienoSanai paplates iedobém.

Vienreizéjas lietoSanas pipetes uzgali

Polipropiléna mégenes

Virpulmikseri

Mikrocentrifiga

PKR paplates plaukts

Amplifikators ar apsildamu vaku, kas paredzéts PKR ar 96 iedobju formatu,
temperatiras gradients sildiSanas bloka < 0,75 °C un paplate/fiksators 0,2 mi
plansienu reakcijas iedobém

Mikrovilnu krasns vai sildvirsma agarozes skidumu sildiSanai

Elektroforézes klases agaroze, pieméram, FMC Seakem LE

0,5 x TBE buferskidums; 1 x TBE buferskidums ir 89 mM Tris-borats, 2 mM
dinatrija EDTA, pH 8,0

Etidija bromida pilinataja pudele Produkta Nr. 103.301-10 vai GelRed pilinataja
pudele Produkta Nr. 103.302-05

Gela iepildiSanas pipetéSanas ierice. Més iesakam 8 kanalu pipeti gela
iepildisanai, 5-25 pl regul&jamu tilpumu

DNS izméra markieris, kas aptver diapazonu no 50 Iidz 1000 bp, pieméram
100 bazes paru kapnes, DNS izméra markiera produkts Nr. 103.202-—100 vai DNS izméra
markieris 1sdm gela sérijam 103.203-100

Elektroforézes aparats/baroSanas avots

UV transiluminators

Foto vai attélu dokumentacijas sistéma

Roche Taq DNS polimeraze, GMP pakape. [Kataloga Nr. 03 734 927 001
(1000 U) vai Nr. 03 734 935 001 (5000 U)].

C. Soli pa solim procedira
Skatiet lietoSanas instrukciju.
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LIETOSANAS INSTRUKCIJA
A. Parauga sagatavosSana

1.

2.

3.

Attiriet genoma DNS no leikocitu parauga péc izvéles metodes, skatiet
iepriekS sadalu “Paraugu nemsana un sagatavosana”.

Konkrétu informaciju par paraugu sagatavo$anu un uzglabaSanu skatiet
iepriekS sadala “Paraugu nemsana un sagatavosSana”.

Veiciet PKR amplifikaciju attiritam DNS paraugam, izmantojot Olerup SSP®
tipiz€Sanas paplati, vai uzglabajiet DNS paraugu, [idz tas ir gatavs tipiz€Sanai.

B. Reagentu/iekartu sagatavosana

1.

w N

Programmeéjiet amplifikatoru, lai palaistu Olerup SSpP® PKR programmu,
skatiet ieprieks sadalu “Prasibas attieciba uz instrumentiem — PKR cikla
parametri”.

Ir pieejama Taq polimeraze (5 vienibas/ul), jauzglaba -20 °C.
Sagatavojiet elektroforézes gelu, skatit talak esoSo C sadalu — Gela
elektroforézes sagatavosana.

C. Gela elektroforézes sagatavosana
Olerup SSP® gela sistéma 96 (produkts Nr. 103.101-01)

1.

lestatiSanas

e |zlidziniet lieSanas kameru 1 gelam (produkta Nr. 103.101-31) vai lieSanas
kameru 3 geliem (produkta Nr. 103.101-33), izmantojot izlidzinaSanas burbuli un
tris augstuma reguléjamas kajas.

e Novietojiet gela paplati(-es) lieSanas kamera.

2. 2 % (svars/tilpums) agarozes gela preparats

Izmantojiet augstas kvalitates elektroforézes klases agarozi, kas spéj izSkirt

50—-2000 bazu paru DNS fragmentus.

e 5ml10 x TBE (Tris Borate EDTA) buferskiduma pievieno 150 ml
destileta idens un 2 g agarozes 500 ml stikla pudelé.

e |zSkidina agarozi, varot mikrovilnu krasnf, lidz veidojas viendabigs
100 ml Skidums.
skapr.

e Pirms lieSanas iekrasojiet Zeleju ar etidija bromidu (10 mg/ml), 5 ul uz
100 ml gela Skiduma. Lai maksimali atvieglotu lietoSanu, izmantojiet mtsu
etidija bromida pilinataju pudeles (produkts Nr. 103.301-10). Piezime. Etidija
bromids ir kancerogéns. Rikojieties ar atbilstoSiem individualajiem
aizsardzibas lidzekliem.

e lelej 100 ml gela Skiduma gela paplaté lieSanas kamera. levietojiet 6 gela
kemmes (produkts Nr. 103.101-21) gela paplates spraugas.

e Laujiet gelam sacietét 15 minates.

e Gela tvertné ielej 750 ml 0,5 x TBE buferskiduma. legremdgjiet gela
paliktni gela kasté un uzmanigi nonemiet 6 gela kemmes, pacelot tas uz
augsu.

Izmantojot alternativas elektroforézes sistémas, ievérojiet razotaja lietoSanas
instrukcijas. Lai varétu izmantot kopa ar Olerup SSP® HLA tipizé$anas komplektiem,
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Sim sistémam jaspéj izSkirt PKR produktus, kuru izmérs ir no 50 lidz 1100 bazes
pariem.

Pakapeniska procedira

1. Iznemiet no noraditas(-ajam) uzglabasanas temperatiras(-am): atbilstoSo
DNS paraugu skaitu, praimera paplati(-es), Master Mix un Taq polimerazes
tilpumu (5 vienibas/ul), kas nepiecieSams atlasttajam(-ajiem) DNS
paraugam(-iem)/praimera paplatei(-em). Atkausé istabas temperattra (no 20
lidz 25°C)

Tas pats Master Mix tiek izmantots visiem Olerup SSP® komplektiem.

2. DNS paraugu(-s) Tsi samaisiet, virpulojiet.
3. Praimera paplati(-es) ievieto PKR paplates stativa.
4. Zemas un augstas izSkirtspéjas komplekti

Pirms alikvotu nemsSanas samaisiet galveno maisijumu, izmantojot
virpulmikseri.

Izmantojot manualu vienkanala pipeti, pievienojiet istabas temperatira
Master Mix, Taq polimerazi (5 vienibas/ul) un dH20 0,5 ml vai 1,5 ml
mégené. (AtbilstoSos daudzumus skatiet 1. tabula.)

Aizveriet mégenes vacinu un maisiet 5 sekundes ar virpulmikseri. Pulséjiet
mégeni mikrocentrifliga, lai no caurules malam izvaditu visu Skidrumu.
Izmantojot manualu vienkanala pipeti, pievienojiet 8 pl Master Mix — dH20
maisijuma un 2 pl dH20 praimeru paplates negativas kontroles iedobg, t. i.,
iedobé ar negativas kontroles praimeru pariem.

Izmantojot manualu vienkanala pipeti, istabas temperatdra pievienojiet
DNS parauga atlikuSajam Master Mix — dH20 maisijumam. (AtbilstoSos
daudzumus skatiet 1. tabula.)

Aizveriet mégenes vacinu un maisiet 5 sekundes ar virpulmikseri. Pulséjiet
mégeni mikrocentrifliga, lai no caurules malam izvaditu visu Skidrumu.
Izmantojot elektronisku vienkanala dozatoru, iedala 10 ul parauga reakcijas
maistjuma katra praimera paplates iedobé, iznemot negativas kontroles
iedobi.
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1. tabula. Testam nepiecieSamie komponentu apjomi dazadam iedobju skaitam, izmantojot
Master Mix bez Taq polimerazes.

ledobj | Galvena DNS dH,O Taq ledobju | Galvena DNS dH,O Taq

u maisijuma parauga tilpums polimerazes skaits maisijuma parauga tilpums polimerazes

skaits | tilpums (ul) tilpums (ul) (un tilpums (ul) viena tilpums (ul) tilpums (ul) (u) tilpums (ul)

viena testa

testa
2 12 8 19,7 0,3 25 87 58 142,7 2,3
3 15 10 24,6 0,4 26 90 60 147,6 24
4 18 12 29,5 0,5 27 93 62 152,5 25
5 21 14 34,4 0,6 28 96 64 157,4 2,6
6 24 16 39,4 0,6 29 99 66 162,4 2,6
7 27 18 44,2 0,8 30 102 68 167,3 2,7
8 30 20 49,2 0,8 31 105 70 172,2 2,8
9 33 22 54,1 0,9 32 108 72 177,1 29
10 36 24 59 1,0 36 126 84 206,6 3,4
11 39 26 63,9 11 40 138 92 226,3 3,7
12 42 28 68,9 11 44 150 100 246 4,0
13 45 30 73,8 1,2 48 162 108 265,7 4,3
14 48 32 78,7 1.3 52 174 116 285,4 4,6
15 51 34 83,6 14 56 186 124 305 5,0
16 54 36 88,6 14 60 198 132 324,7 53
17 60 40 98,4 1,6 64 210 140 344,4 5,6
18 63 42 103,3 1,7 68 228 152 373,9 6,1
19 66 44 108,2 1,8 72 240 160 393,6 6,4
20 69 46 113,2 1,8 76 252 168 413,3 6,7
21 72 48 118,1 19 80 264 176 433 7,0
22 75 50 123 2,0 84 276 184 452,6 7,4
23 78 52 127,9 2,1 88 288 192 472,3 7,7
24 81 54 132,8 2,2 92 300 200 492 8,0

96 312 208 511,7 8,3

lepriek$ uzskaititie ieteicamie tilpumi ietver tilpumu, lai kompensétu pipetes
svarstibas un Skidruma zudumus uz mégenu iek$&jam sienam.

5. Kombineétie komplekti A-B-DR, A-B-C, A-B-DR-DQ, DQA-DQB-DR Uzlaboti un
HLA-C augstas izSkirtspéjas komplekts biezu aléJu komplektam
e Samaisiet Master Mix, izmantojot virpulmikseri.
¢ |zmantojot manualu vienkanala pipeti, pievienojiet istabas temperattra 8,3 pl
Tag polimerazes (5 vienibas/pl) un 511,7 pl dH20 komplekta ieklautaja 1,5 ml
mégené, kas satur 312 pl Master Mix.
 Aizveriet mégenes vacinu un maisiet 5 sekundes ar virpulmikseri. Pulséjiet
mégeni mikrocentrifiga, lai no caurules malam izvaditu visu Skidrumu.
¢ |zmantojot manualu vienkanala pipeti, pievienojiet 8 ul Master Mix — Taq
polimerazes — dH20 maisijuma un 2 pul dH20 negativas kontroles iedobé
Nr. 96, t. i., iedobé ar negativas kontroles praimeru pariem.
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Izmantojot manualu vienkanala pipeti, istabas temperatura pievienojiet 206 ul
DNS parauga atlikuSajam Master Mix — Taq polimerazes — dH20
maisijumam.

o Aizveriet mégenes vacinu un maisiet 5 sekundes ar virpulmikseri. Pulséjiet

mégeni mikrocentrifiiga, lai no caurules malam izvaditu visu Skidrumu.
Izmantojot elektronisku vienkanala dozatoru, iedala 10 ul parauga reakcijas
maisijuma katra praimera paplates iedobé, iznemot negativas kontroles iedobi
Nr. 96.

Svarigi
Noteikti uzklajiet paraugu virs praimeriem (zavéts katras praimera paplates
iedobes apaksa), lai izvairitos no savstarpé&ja piesarnojuma starp iedobém.
Pieskarieties iedobes iekSé&jai sienai ar pipetes galu, lai paraugs varétu noslidet
[1dz iedobes apaksSai. Parbaudiet, vai visi paraugi ir nokritusi [1dz katras iedobes
apaksai. Ja né, pirms PKR sakSanas uzmanigi piesitiet paplatei pie darba
virsmas, lai visi paraugi noséstos iedobes apaksa.

5.

Parklajiet praimeru paplati(-es) ar komplekta ieklautajiem lImé&josajiem PKR
blivejumiem. Parbaudiet, vai visas reakcijas iedobes ir pilniba nosegtas, lai
novérstu iztvaikoSanas zudumus PKR amplifikacijas laika. Olerup SSP®
kompresijas paliktni (produkta Nr. 103.505-06) var uzklat virs liméjoSiem PKR
blivéjumiem, lai novérstu iztvaikoSanu termiskas cikla laika.

levietojiet praimera paplati(-es) amplifikatora ar piemérotu caurules paplates
adapteri. Nepielaujiet ilgaku par 5 minasu aizkavi starp PKR iestatiSanu un
termisko ciklu.

levadiet savu Olerup SSP® programmas numuru. Noradiet 10 pl reakcijas
tilpumu.

Saciet PKR programmu. Programma aiznem aptuveni 1 stundu un 20 minates.
Nonemiet praimera paplati(-es) no amplifikatora. Parbaudiet PKR paplati, lai
parliecinatos, ka katra PKR iedobé ir aptuveni vienads Skidruma tilpums.
Elektroforé paraugus, skatiet talak sadalu “E — Gela elektroforéze”.
Interpretéjiet tipiz€Sanas rezultatus, izmantojot partijai raksturigas
interpretacijas un specifikaciju tabulas vai darblapu, skatiet talak
paredzamas veértibas.
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E. Gela elektroforéze

1. Péc PKR reakcijas pabeigSanas orientgjiet praimera paplati un géla kastiti.
ledobju seciba ir no kreisas uz labo un no augsas uz leju.

2. Viegli nonemiet sloksnes vakus, neizslakstot PKR produktus.

3. PKR produktus secigi iepilda 2 % agarozes gela. (Gela ielades buferskidums
nav japievieno.) Gela iepildisanai ieteicams izmantot 8 kanalu pipeti.

4. levietojiet DNS izméra markieri (100 bazu paru kapnes, DNS izméra markiera produkta
Nr. 103.202-100 vai DNS izméra markieri isiem gela posmiem 103.203-100) viena iedobé
katra rinda.

5. Nosedziet gela kasti ar gela kastes vaku.

6. Elektroforé gelu 0,5 x TBE buferskiduma, bez buferSkiduma atkartotas
cirkulacijas, 15-20 minates pie 8-10 V/cm.

7. Parnesiet gela paplati ar gelu uz UV transiluminatoru.

8. Fotograféjiet gelu ar vai bez gela paplati.

9. Atziméjiet fotoattélu atbilstosi laboratorijas noteikumiem.

KVALITATES KONTROLE

ASHI HLA testéSanas vadlinijas norada, ka katra PKR iestatijuma ir jaieklauj negativa
(piesarnojuma) kontroles iedobe. (Parskatitie akreditéto laboratoriju standarti, Amerikas
Histokompatibilitates un imunogenétikas biedriba, CMS apstiprinatie galigie parskatitie
standarti: 2021. gada 16. februaris). Negativas kontroles iedobe ir ieklauta visos
komplektos, iznemot HLA-B*27 — vienibas devas un HLA-B*27 vienas iedobes
komplektus.

Skatiet sadalu Gela interpretacija 14. Ipp.

REZULTATI
Partijai raksturigajam Sanu [inijas validacijas lapam un analizes sertifikatam var piek|at
tieSsaisté, www.caredx.com.

PROCEDURAS IEROBEZOJUMI

1. PKR-SSP procesam ir nepiecieSami loti kontroléti testa apstakli, lai nodroSinatu
adekvatu diskriminéjoSu pastiprinasanu. Stingri jaievéro lietoSanas instrukcija
aprakstita procedura.

2. Ekstrahétais DNS paraugs ir veidne konkrétajam PKR amplifikacijas procesam.
Attiritas DNS attiecibai Azeor2s0 jabat no 1,6 Iidz 2,0, lai iegttu optimalu joslu
vizualizaciju ar elektroforézi.

3. Visi instrumenti, pieméram, amplifikators, pipetéSanas ierices, ir jakalibré saskana ar
razotaja ieteikumiem.

4. Partijai raksturiga informacija ir sniegta Produkta iespieduma: Partijai raksturiga
informacija un partijai raksturigaja darblapa.

5. Pamatojoties uz veikto testéSanu, talak noraditas vielas tika novértétas ar trim
(3) ekstrakcijas metodém noraditajas koncentracijas, un tika konstatéts, ka tas
neietekmé testa veiktspéju.

| | | Traucéta koncentracija*
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Ekstrakcijas | Traucéjosa
metode viela
Bilirubins 200 mg/l
EZ1 DS.P Hemoglobins 200 g/l
DNS asins = ——
sistéma Trlgllcerldl_ 30 g/l
Olbaltumvielas 110 g/l
QlAamp Bilirubins 200 mg/I
DSP DNS | Hemoglobins 200 g/l
asins Trigliceridi 18,2 g/l
komplekts | Olbaltumvielas 77-96 g/l
Bilirubins 200 mg/l
Gentra Hemoglobins 200 g/l
PureGene  "7yiqjiceridi 18,2 g/l
metode Olbaltumvielas 119-146 g/l
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6. PKR plaksnes irfiziski saderigas ar lielako dalu tirgi esoSo amplifikatoru. Skatit
talak eso$o amplifikatoru plastmasas saderibas tabulu.
Piezime. Tabula ir paredzéta tikai k& celvedis. Par apstiprinatajiem
amplifikatoriem skatit sadalu “Prasibas attieciba uz instrumentiem —
Instruments”.

Saderibas tabula
Razotajs Amplifikators
Applied Biosystems GeneAmp 9700
ProFlex 96 iedobes
ProFlex 2x96 iedobes
Veriti 0,2 ml 96 iedobju bloks
GeneAmp 2700, 2720, 9600
Agilent (Stratagene) SureCycler 8800
RoboCycler
Gradient Cycler
Biometra Uno, Uno Il
T1 amplifikators
TGradient/TAdvanced
TRobot
TProfessional
Bio-Rad MJ Mini
T100
iCycler, MyCycler
C1000, S1000
PTC-2(xx)
PTC-100 ar 96 iedobju bloku
Eppendorfa 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 sistema un MBS
Omnigene, Omn-E
Gene Technologies GS1, GS4, GSX
Takara TP 3000

7. ST komplekta veiktspéja, izmantojot Master Mix bez Taq polimerazes, ir
apstiprinata tikai ar Roche Tag DNS polimerazi, GMP pakape (kataloga Nr. 03
734 927 001 vai Nr. 03 734 935 001). Parbaudes veiktspéja, izmantojot citus
enzimus, nav zinama, un ta ir janosaka un jaapstiprina lietotajam.
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PAREDZAMAS VERTIBAS
A. Datu analize

Rapigi parbaudiet gela fotoattélu un nosakiet pozitivas joslas.

1. Gela josla bus redzama atrak migrejoSa, Tsaka josla, ja tiks pastiprinata(s)
noteikta(s) HLA aléle(-es). Tas norada uz pozitivu testa rezultatu.

a. Registréjiet konkrétu PKR produktu esamibu un neesamibu.

b. Interpretéjot gela rezultatus, ir lietderigi uzraudzit konkréto PKR produktu
relativos garumus, ka noradits partijai raksturigo produktu ieliktnos.
Vairakam joslam ir divi vai vairaki iesp&jamie specifisko PKR produktu
garumi. Sajas iedobés ir vairaki praimeru pari, kas rada dazada lieluma
PKR produktus atkariba no parauga DNS HLA aléles(-ém).

c. Saskanojiet gela joslu modeli ar konkrétiem PKR produktiem ar
informaciju partijai raksturigajas interpretacijas un specifikacijas tabulas,
lai iegUtu parauga DNS HLA tipizéSanu.

2. lekSejai pozitivas kontroles joslai, kas migré lenak un ir garaka, ir jabat
redzamai visas gela joslas, iznemot negativas kontroles gela joslu, ka
veiksmigas amplifikacijas kontrolei. Pozitivajas gela joslas iekS§€ja pozitivas
kontroles josla var bat vaja vai tas vispar nav.

a. Registré iekSéjas pozitivas kontroles joslu klatbatni un relativo garumu.
Dazada izméra vadibas joslas palidzés pareizi orientéties tipizéSanai, ka
arm komplekta identifikacija.

b. lekSéjas pozitivas kontroles joslas trikums bez specifiska PKR produkta
norada uz neveiksmigu PKR reakciju.

I. Ja HLA aléles var noteikt neveiksmigas PKR reakcijas(-u) klatbdtné
un neveiksmiga(-as) PKR reakcija(-s) nemaina alélu pieskirSanu,
tests nav jaatkarto.

ii. Tomeér, ja neveiksmiga(-s) PKR reakcija(s) varétu mainit HLA alélu
pieskirSanu, tipizéSana ir jaatkarto.

3. Konkréta PKR produkta vai iekS&jas pozitivas kontroles joslas klatbatne
negativas kontroles josla(-as) nordda uz piesarnojumu ar PKR produktu(-iem)
un anulé visus testa rezultatus. Praimeru oligoméri, kuru izmérs ir no 40 lidz
60 bazes pariem, var tikt novéroti negativas kontroles josla(-s). Tas
neatspogulo piesarnojumu.
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B. Gela interpretacija

Pozitiva Negativa Neveiksmiga
reakcija reakcija PKR reakcija
ledobe | | | |
lekSéja pozitiva
kontroles josla
Ipasa josla ——

Praimeru josla

1. DNS izméra markieris (100 bazu paru kapnes, DNS izméra markieris produkts
Nr. 103.202-100 vai DNS izméra markieris siem gela gajieniem 103.203-100) jaievada
viena iedobé katrd gela rinda vai saskana ar vietéjas laboratorijas
akreditacijas vadlinijam.

2. Variegut joslas, kas garakas par iek$€jas pozitivas kontroles joslu, un tas nav
janem vera, interpretéjot tipizéSanas rezultatus.

3. Neizmantotie praimeri veidos izkliedétu joslu, Tsaku joslu par 50 bazes
pariem.

4. Var noveérot praimeru oligoméru artefaktus. Tie ir garaki par praimeru joslu,
bet 1saki neka konkrétas joslas.

SPECIFISKS DARBIBAS RAKSTUROJUMS

Komplekta partijas kvalitates kontrole

Katrs praimeru skidums tiek parbaudits, salidzinot ar 48 DNS paraugu paneli no labi
raksturotam IHWC Sanu Iinijam, skatiet partijai raksturigo Snu Iinijas validacijas lapu(-
as) Produkta iespieduma, partijai raksturiga informacija.

Metodes salidzingjums

Tika veikts pétijums, lai salidzinatu Olerup SSP® HLA tipizéSanas komplektus ar un
bez Taq polimerazes, kas nodroSinata PKR Master Mix. Pé&tijuma mérkis bija pieradtt,
ka manuala pievienoSana neietekmé testa rezultatus un ka dazadas Taq polimerazes
partijas dod taddus pasSus rezultatus. Pétijuma tika ieklauta HLA-A, -B (I klase) un -DRB
(Il klase) zemas izSkirtspéjas tipizéSana 15 DNS paraugiem ar zinamu HLA genotipu,
kas ieguti no Starptautiskd histokompatibilitates darbnicas kolekcija (International
Histocompatibility Workshop Collection). Paraugus sagatavoja un kodé&ja personals,
kas atskiras no tiem, kas veica testéSanu; testéSanas personals bija akls par paraugu
HLA veidiem. Katrs paraugs tika testéts paraléli Olerup SSP® HLA-A-B-DR kombinéta

1591-LBL v02 Olerup SSP® HLA tipizéSanas komplekti bez Taq polimerazes In vitro diagnostikai

Parskatita 2023. gada septembris c € 16. Ipp. no 28
0197



é CareDx
LietoSanas instrukcija

Olerup SSP® HLA tipizésanas komplekti bez Taq polimerazes

paplate ar PKR Master Mix bez Taq polimerazes (“Tests”) un Olerup SSP® HLA-A-B-
DR kombinéta paplate ar PKR Master Mix, ieskaitot Taq polimerazi (“‘Kontrole”)
saskana ar katra testa produkta ieliktna instrukciju. Visas testéSanas tika veiktas
CareDx AB laboratorija Stokholma, Zviedrija, izmantojot vienu komplekta partiju un
divas Taq polimerazes partijas. Pé&tijuma tika izmantota Roche Taq DNS polimeraze,
GMP pakape. Katra parauga testéSana sastavéja no zemas izskirtspéjas tipizéSanas
ar Olerup SSP® HLA-A-B-DR kombinéta paplate, ko veica ar: 1) PKR galvenais
maisijums, tostarp Taq polimerazi (FDA notirits tests) (Kontroles parbaude); 2) PKR
Master Mix plus Roche Tag DNS polimeraze, GMP kvalitates produkts, 5 U/uL; partija
Nr. 1 (Testa partija Nr. 1); un 3) PKR Master Mix plus Roche Tag DNS polimeraze,
GMP kvalitates produkts, 5 U/uL; partija Nr. 2 (Testa partija Nr.2). Péc PKR
noteikSana tika veikta, izmantojot gela elektroforézi. Rezultati ir apkopoti talak.

Ligums
Il klases
| klases tipiz€Sanas tipiz€Sanas % Ligums
Salidzinajums rezultati rezultati (95 %
(I"gumu skaits/kopskaits) ("gumu ticamibas
skaits/kopskaits) intervals?)
HLA-A HLAB HLA-DRB
Testa partija 100 %
Nr. 1/ 15/15 15/15 15/15 (84,7-100,0 %)
kontroles
partija
Testa partija 100 %
Nr.1/ 15/15 15/15 15/15 (84,7-100,0 %)
KonsenssP
Testa partija 100 %
K Nr. 2/ 15/15 15/15 15/15 (84,7-100,0 %)
ontroles
partija
Testa partija 100 %
Nr. 2/ 15/15 15/15 15/15 (84,7-100,0 %)
Konsenss
Testa partija 100 %
Nr. 1/ Testa 15/15 15/15 15/15 (84,7-100,0 %)
partija Nr. 2

a Rezultatu metode

bVienpratibas rezultats no Starptautiskas histokompatibilitates darbnicas

kolekcijas (International Histocompatibility Workshop Collection)
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PROBLEMU NOVERSANA

fragmentu
pastiprinasanas, ne
specifisku
pastiprinajumu).

Problema lemesls Riciba
Nav amplifikacijas (ne Parak mazs DNS Izmériet DNS
iekSéjas kontroles daudzums. koncentraciju un

parbaudiet, vai
pievienotais daudzums ir
pareizs.

RNS piesarnojums var
izraisit DNS
koncentracijas
spektrofotometrisku
parvértésanu.

Uzmanigi atkartojiet DNS
ekstrakciju ar svaigi
pagatavotiem
Skidumiem.

lesakam automatizétu
DNS ekstrakciju ar
QIAGEN EZ1 DSP DNS
asins sistemu.

DNS satur PKR inhibitorus,
pieméram, olbaltumvielas,
etanolu (no nosédinasanas
darbibam), atlikusas
matricas no cietas fazes
DNS attiriSanas
produktiem.

Meriet DNS kvalitati. Més
iesakam A260/A280
attiecibu 1,6-2,0,
izmantojot UV
spektrofotometriju.
Precizi ieverojiet
piegadataja DNS
ekstrakcijas protokolu.
Atkartoti ekstrahégjiet
DNS.

lesakam automatizétu
DNS ekstrakciju ar
QIAGEN EZ1 DSP DNS
asins sistemu.

DNS ir ekstrahéta no
heparinizétam asinim.

Izmantojiet
neheparinizétas asinis
vai izmantojiet
heparinizétam asinim
paredzétus DNS
ekstrakcijas protokolus.

DNS ir iz8kidinata
buferskiduma, kas satur
EDTA.

Atkartojiet DNS
ekstrahéSanu un
atSkaidiet DNS,
izmantojot dH20.
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Probléema

lemesls

Riciba

Turpinot:

Nav amplifikacijas (ne
iekSéjas kontroles
fragmentu
pastiprinasanas, ne
specifisku
pastiprinajumu).

Nejausa balinataja
ievadiSana testa.

Parskatiet vietas, kur,
iespéjams, var tikt
ievadits balinatajs.

Komplekti nav uzglabati
atbilstoSa temperatira.

Uzglabajiet komplektus -
20 °C temperatara.

Amplifikators nedarbojas
pareizi.

Kalibréjiet amplifikatoru
un parbaudiet PKR
programmu.
Amplifikators, kuru
izmanto parastai PKR-
SSP tipizéSanai, ir
jakalibre ik péc 6—

12 méneSiem.

Nepietiekams kontakts
starp amplifikatora
sildiSanas bloku un SSP
tipiz€Sanas paplati.

Izmantojiet pareizu
paplati/fiksatoru 0,2 ml
plansienu reakcijas
iedobém, skatiet
amplifikatora
rokasgramatu.

Nejausa pastiprinasanas
klime (partraukumi).

PKR blivéjumi/PKR
mégenu vacini, kas nav
cieSi noslégti, novedis pie
iztvaikoSanas un sekojosas
pastiprinaSanas
neveiksmes.

Parliecinieties, vai PKR
blivéjumil/visi vacini ir
cieSi noslégti. Olerup
SSP® kompresijas
paliktni (produkts Nr.
103.505-06) var uzklat virs
lTméjosiem PKR
blivéjumiem, lai noveérstu
iztvaikoSanu termiskas
cikla laika.

Gela ievadisanas kludas.

Parbaudiet, vai ir
ievietots pareizais
iedobumu skaits un vai
katra iedobé ir aptuveni
vienads PKR maisijuma
tilpums.

Nekalibrétu pipesu

Regulari kalibréjiet visas

lietoSana. pipetes saskana ar
piegadataja
ieteikumiem.

PipetéSanas kltdas. Rapigak veiciet
pipetésanu.

Pirms lietoSanas Master
mix un DNS paraugs nav
pareizi samaisiti.

Pirms lietoSanas atri
samaisiet, izmantojot
virpulmikseri. Més
iesakam veikt maisiSanu
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Probléema

lemesls

Riciba

ar virpulmikseri péc
katras rindas.

ledobés pievienots
nevienmérigs DNS-master
mixX maisijuma tilpums.

Rupigak veiciet
pipetésanu.

Vaji ieksSéjas kontroles
fragmenti.

Piesarnots DNS.

Meriet DNS kvalitati. Ar
UV spektrofotometriju
A260/A280 attiecibai
jabat 1,6-2,0.

RNS piesarnojums var
izraisit DNS
koncentracijas
spektrofotometrisku
parvéertésanu.
Degradéta DNS izraisa
uztriepi gela joslas.
Uzmanigi atkartojiet DNS
ekstrakciju ar svaigi
pagatavotiem
Skidumiem.

lesakam automatizétu
DNS ekstrakciju ar
QIAGEN EZ1 DSP DNS
asins sistemu.

Parak mazs DNS
daudzums.

Izmériet DNS
koncentraciju un
noreguléjiet uz 30 ng/ul
vai uz 15 ng/ul DNS, kas
ekstrahéta ar QIAGEN
EZ1 DSP DNS asins
sistemu.

RNS piesarnojums var
izraisit DNS
koncentracijas
spektrofotometrisku
parvéertésanu.
Degradéta DNS izraisa
uztriepi gela joslas.
Uzmanigi atkartojiet DNS
ekstrakciju ar svaigi
pagatavotiem
Skidumiem.

lesakam automatizétu
DNS ekstrakciju ar
QIAGEN EZ1 DSP DNS
asins sistému.
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lemesls

Riciba

Turpinot:
Vaji ieksSéjas kontroles
fragmenti.

Parak augsta
atkauséSanas temperatdra,
amplifikators nav kalibréts.

Kalibrejiet amplifikatoru
un parbaudiet PKR
programmu.
Amplifikators, kuru
izmanto parastai PKR-
SSP tipizéSanai, ir
jakalibré ik péc 6—

12 méneSiem.

PKR Master Mix ir
uzglabats +4 °C
temperatdra ilgak par
2 nedélam.

Pareizi uzglabajiet PKR
Master Mix.

Nespecifiska
pastiprinasana (kapnes
vai uztriepes).

Lieka DNS parauga
izmantoSana.

Izmériet DNS
koncentraciju un
noreguléjiet 30 ng/ul vai
15 ng/ul DNS, kas
ekstrahéta ar QIAGEN
EZ1 DSP DNS asins
sistemu.

DaZiem praimeru
Skidumiem ir lielaka
tendence izraisit
nespecifisku
pastiprinasanos, skatit
zemsvitras piezimes
katrai partijai raksturigaja
specifikacijas tabula.

Piesarnots DNS.

Interpretéjot iegtos
rezultatus, nav janem
véra visi fragmenti, kas ir
lielaki par ieksejas
kontroles fragmentu.
Parbaudiet DNS kvalitati.
Atkartojiet DNS
ekstrakciju.

lesakam automatizétu
DNS ekstrakciju ar
QIAGEN EZ1 DSP DNS
asins sistemu.

Daziem praimeru
Skidumiem ir lielaka
tendence izraisit
nespecifisku
pastiprinasanos, skatit
zemsvitras piezimes
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Probléema

lemesls

Riciba

katrai partijai raksturigaja
specifikacijas tabula.

Laika gaita vajaki un
vajaki pastiprinajuma
signali.

Etidija bromida agarozes
géla krasosSanas skidums ir
Vecs.

Sagatavojiet svaigu
etidija bromida skidumu,
lai panaktu labaku
agarozes zelejas
krasojumu un labaku
signalu. Praimera
makonus ir viegli noteikt,
vai agarozes zelejas
krasojums ir normals.

Viena no UV lampam ir
salauzta.

Parbaudiet UV gaismas
aprikojumu. Praimera
makonus ir viegli noteikt,
ja UV gaisma ir normala.

Izmantots parak maz DNS
parauga.

Izmériet DNS
koncentraciju un
noreguléjiet uz 30 ng/ul
vai uz 15 ng/ul DNS, kas
ekstrahéta ar QIAGEN
EZ1 DSP DNS asins
sistému.

Parak augsta
atkauséSanas temperatdra,
amplifikators nav kalibréts.

Kalibrejiet amplifikatoru
un parbaudiet PKR
programmu.
Amplifikators, kuru
izmanto parastai PKR-
SSP tipizéSanai, ir
jakalibré ik péc 6—

12 ménesiem.

Divaini pastiprinasanas
modeli.

Tiek izmantota nepareiza
partijai raksturiga
interpretacijas
tabula/darblapa.

Parbaudiet izmantota
produkta partijas numuru
un

Izmantota interpretacijas
tabula/darblapa.

Nepareiza gela
iekrauSanas seciba.

Parbaudiet maisijumu un
gela joslu izlidzinadanu.

PastiprinaSanas modelis
satur klidaini pozitivu.

Skatit talak.

PastiprinaSanas modelis
satur kludaini negativu.

Skatit talak.
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Probléema

lemesls

Riciba

Kladaini pozitivi
pastiprinajumi.

DNS piesarnojums.

Izmantojiet cimdus,
pipetes uzgalus ar
barjeram (filtra
aizbazniem), ka ari
apstradi pirms un péc
PKR veiciet dazadas
telpas.

NodroSiniet precizu visu
paraugu apstradi visos
pOSMoS.

Parbaudiet, vai nav
piesarnojuma, izmantojot
Olerup SSP® tirisanas
testa komplektu.

Piesarnots DNS.

Izmeérit DNS kvalitati.
Precizi ieverojiet
piegadataja DNS
ekstrakcijas protokolu.
Izméginiet citas DNS
ekstrakcijas sistémas.
Atkartoti ekstrahgjiet
DNS.

lesakam automatizétu
DNS ekstrakciju ar
QIAGEN EZ1 DSP DNS
asins sistemu.

Lieka DNS parauga
izmantoSana.

Izmériet DNS
koncentraciju un
noreguléjiet uz 30 ng/ul
vai uz 15 ng/ul DNS, kas
ekstrahéta ar QIAGEN
EZ1 DSP DNS asins
sistému.

Parak zema atkausésanas
temperatira.

Kalibréjiet amplifikatoru
un parbaudiet PKR
programmu.
Amplifikators, kuru
izmanto parastai PKR-
SSP tipizéSanai, ir
jakalibre ik péc 6—

12 ménesSiem.

Liela aizkave starp PKR
iestatiSanu un termiskas
cikla sakumu.

Pirms termiska cikla
nedrikst bat ilgaka par
5 minGsu kavésanos.

Aizkave starp tipizéSanas
paplatém ievietoSanu

Izmantojiet ieprieks
uzsildttu amplifikatoru.
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Kladaini pozitivi
pastiprinajumi.

izmantoSana.

Probléema lemesls Riciba
amplifikatora un cikla
saksanu.
Turpinot: Parmeériga etidija bromida |lzmantojiet ieteicamo

etidija bromida
daudzumu.

Nepareiza artefakta ka
konkrétas joslas
interpretacija.

Parbaudiet partijai
raksturigo interpretacijas
tabulu/darblapu un
specifikacijas tabulu, lai
uzzinatu pareizo joslas
izméru un zemsvitras
piezimes.

PastiprinaSanas modelis
satur kladaini pozitivu.

Parbaudiet, vai visi
konkrétie pastiprinajumi
ir pareiza izméra vai
artefakts (parnesums,
praimeru dimérs) ir
nepareizi interpretéts ka
pastiprinajums.

Nepareiza gela
iekrauSanas seciba.

Parbaudiet maistijumu un
gela joslu izlidzinadanu.

Kladaini negativi
pastiprinajumi.

Amplifikators nav pareizi
kalibréts.

Kalibrejiet amplifikatoru
un parbaudiet PKR
programmu.
Amplifikators, kuru
izmanto parastai PKR-
SSP tipizéSanai, ir
jakalibré ik péc 6—

12 ménesSiem.

Ja tas netiek labots ar
atkartotu kalibresanu,
atkartoti ievadiet testu ar
tadas pasas specifikas
standartparaugu. Ja
apstiprinajums ir
negativs, sazinieties ar
klientu atbalsta dienestu.

Nepareiza gela
iekrauSanas seciba.

Parbaudiet maisijumu un
gela joslu izlidzinadanu.
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Probléema

lemesls

Riciba

Visparéejas gela
problémas (izpladusi geéli

un/vai izsmeéretas joslas).

Degradéts DNS paraugs.

Paradas ka uztriepes
gela joslas. 1zolejiet DNS
no svaiga parauga.

Smagas svitras nejausas
iedobés.

Nevienmérigas DNS
suspensijas. Pirms
alikvotas nemsanas
parliecinieties, vai DNS
paraugs ir iz8Kidis. DNS
parauga atSkaidiSana,
izmantojot virpulmikseri.

PKR produkts izpeldéja no
akas.

Uzmanigi izlidziniet
pipetes uzgalus ar gela
iedobém un |énam
izdaliet.

Elektroforézes
buferskidums varétu bat
parak silts.

Sagatavojiet jaunu TBE
buferskidumu.
Darbiniet ar zemaku
spriegumul.

Ir izmantots nepareizs
agarozes gels
procentualais daudzums.

Parliecinieties, vai tiek
izmantots ieteicamais
2 % agarozes gels.

Agaroze nav pilniba

Isi atkartoti uzvara, lai

izSkidusi. agaroze izkust.
Nepareiza TBE Izmantojiet ieteicamo
koncentracija. koncentraciju 0,5 x TBE.

Tika izlieti parak jauni geli.

Geli ir gatavi lietoSanai
tikai 15 mindtes péc
lieSanas.

Parak veci geli.

Neizlejiet gelus parak
talu ieprieks.

lzmantotajai gela kemmei
ir parak biezas spraugas.

Izmantojiet planas
kemmes (4 x 1 mm).

Gela paplate nav UV
caurspidiga.

Pirms apskates nonemiet
gelu no gela paplates.

Gela attéls parak spilgts.

Parmeériga etidija
bromida lietoSana.
Parbaudiet kameras
iestatijumus.

Gela attéls parak tumss.

Izmantojiet ieteicamo
etidija bromida
daudzumu.
Parbaudiet kameras
iestatijumus.
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Probléema lemesls Riciba

Visparigas problemas ar | Rampas atruma iestatijums | Olerup SSP komplekti
viltus negativu ir parak augsts. tiek valideti, izmantojot
pastiprinajumu vai Sada GeneAmp 9700
rakstura no palaiSanas amplifikatoru, kas
atkarigam problémam iestatits uz 9600 rezimu,

un ProFlex ar rampas
atrumu 3 °C/s. Lielaks
rampas atrums neka
ekvivalents var ietekmét
tipizéSanas rezultatus.

SAJA DOKUMENTA/PRODUKTA IZMANTOTAS PREGU ZIMES

Olerup SSP?® ir CareDx AB registréta preéu zime.
Qiagen™ ir QIAGEN precu zime.

PAZINOJUMS PIRCEJAM. Olerup SSP® komplekti bez Taq polimerazes — $is
produkts ir optimizéts lietoSanai ar Roche Taq polimerazi, GMP pakape (kataloga
Nr. 03 734 927 001 vai Nr. 03 734 935 001) polimerazes kédes reakcijas (“PKR”)
procesa, uz kuriem var attiekties Roche Molecular Systems, Inc. un F. Hoffmann-La
Roche Ltd. (“Roche”) patenti. Laboratorija ir atbildiga par sazinasanos ar Roche
Molecular Systems, Inc., lai noteiktu, vai saskana ar Siem patentiem ir nepiecieSama
licence.

GARANTIJA

CareDx AB sakotnéjam pircéjam sniedz savu produktu garantiju attieciba uz materialu
un razoSanas defektiem, pastavot normalas izmantoSanas un pielietojuma mérkim.
CareDx AB vienigais pienakums saskana ar So garantiju ir bez maksas nomainit
jebkuru produktu, kas neatbilst produkta specifikacijas lapa noraditajiem darbibas
standartiem.

ST garantija attiecas tikai uz produktiem, kas apstradati un uzglabati saskana ar
CareDx AB ieteikumiem, un neattiecas uz produktiem, kas ir bijusi mainiti, nepareizi
vai launpratigi izmantoti.

Visas prasibas saskana ar So garantiju nositamas CareDx AB rakstiski, tam
pievienojot pircéja rékina kopiju. ST garantija aizstaj visas citas garantijas, tiesi vai
netiesSi izteiktas, ieskaitot garantijas par piemeérotibu pardoSanai un piemérotibu
noteiktam mérkim. CareDx AB nekada gadijuma nav atbildigs par nejausiem vai
netieSiem zaudéjumiem.

So produktu nedrikst parveidot, parpakot vai pardot talak jebkada veida bez CareDx
AB, Franzéngatan 5, SE-112 51 Stokholma (Zviedrija) rakstiskas piekriSanas.

Ar visiem paraugiem jastrada ta, it ka tie varétu parnésat slimibu. Visi darbi javeic,
izmantojot cimdus un atbilstoSu aizsardzibu.

GARANTIJA

CareDx AB garanté, ka Olerup SSP® tipizeésanas paliktnos esoSajiem praimeriem ir
specifika, kas noradita produkta ieliktna darblapa, partijai raksturigajas specifikacijas un
interpretacijas tabulas.
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ADRESES

Razotajs:

CareDx, AB, Franzéngatan 5, SE-112 51 Stokholma, Zviedrija
Talr.: +46-8-508 939 00

Fakss: +46-8-717 88 18

E-pasts: orders-se@caredx.com

Timekla lapa: www.caredx.com

Izplatitajs:

CareDx, AB, Franzéngatan 5, SE-112 51 Stokholma, Zviedrija
Talr.: +46-8-508 939 00

Fakss: +46-8-717 88 18

E-pasts: orders-se@caredx.com

Timekla lapa: www.caredx.com

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

Fakss: 610 344 7989

E-pasts: orders-us@caredx.com

Timekla lapa: www.caredx.com

CareDx Pty Ltd., 20 Collie Street, Frimentla (Fremantle), WA 6160, Australija.
Talr.: +61 8 9336 4212

E-pasts: orders-aus@caredx.com

Timekla lapa: www.caredx.com

Pilnvarotais parstavis:

Qarad Suisse S.A., World Trade Center, Avenue Gratta-Paille 2, 1018 Lausanne,
Sveice.

CHRN: CHRN-AR-20002058

Lai iegltu informaciju par CareDx izplatitajiem visa pasaulg, sazinieties ar CareDx AB.

1591-LBL v02 ir tulkots no anglu valodas pamatteksta 0193-LBL versijas 07 Olerup SSP® HLA
tipizéSanas komplektiem bez Taq polimerazes.

Izmainas versija 0193-LBL versija 07 salidzingjuma ar 0193-LBL versiju 06.
1. Sveices pilnvarota parstavja pievienosSana.
2. GelRed pievienoSana sadalai B. nepiecieS8amie materiali, kas netiek piegadati.
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