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Na diagnostické pouzitie in vitro

UCEL POUZITIA

Typizac¢né supravy Olerup SSP® HLA sU kvalitativne diagnostické sUpravy in vitro na
typizaciu DNA alel HLA triedy | a alel HLA triedy Il. Tieto produkty pouZzivaju vyskoleni
odbornici v zdravotnickych zariadeniach na urCenie fenotypu HLA. Testovanym
zdrojovym materialom je DNA.

SUHRN A VYSVETLENIE

Ludské leukocytové antigény (HLA) sa kedysi stanovovali testom lymfocytotoxicity.
Tento test bol vSak nahradeny postupmi typizacie DNA zaloZzenymi na polymerazovej
retazovej reakcii (PCR) pre jeho chybovost a nemoznost rozliSenia na urovni alel.
V ramci vacsina postupov zalozenych na PCR sa proces PCR pouziva iba ako
amplifikacny krok pozadovanej cielovej DNA. Zaroven sa vyzaduje krok naslednej
amplifikacie na odliSenie jednotlivych alel. V ramci metodolégie PCR-SSP (sequence-
specific primer — SSP) dochadza na rozdiel od uvedeného k odliSeniu jednotlivych alel
poCas procesu PCR. Vdaka tomu sa skracuje a zjednoduSuje krok naslednej
amplifikacie na jednoduchy krok detekcie gélovej elektroforézy. Vysledky testov SSP su
bud pozitivne, alebo negativhe, vdaka Comu odpada potreba komplikovanej
interpretacie vysledkov. Okrem toho je rozliSenie typizacie PCR-SSP vySSie ako priinych
technikach typizacie PCR, pretoze kazdy zakladny par primérov definuje dva sekvencné
motivy umiestnené v cis, t.j. na rovnakom chromozéme. Okrem toho sa vdaka
syntetickej povahe reagencii SSP zlepSila stabilita a obmedzil sa vyskyt odchylok medzi
Sarzami.

PRINCIP POSTUPU

Metodoldgia PCR-SSP je zalozena na takom principe, ze Uplne alebo takmer Uplne
zhodné oligonukleotidové priméry bez 3-'koncovych nezhdd sa v ramci reakcie PCR
pouzivaju efektivnejSie ako nezhodné priméry, a to vdaka termostabilnym polymerazam
DNA bez vlastnosti ,proofreadingu® (overovania). Pary primérov su navrhnuté tak, aby
sa sparovali s jednotlivymi alelami alebo skupinami alel v zavislosti od stupha
pozadovaného typizacného rozliSenia. V pripade striktne kontrolovanych podmienok
PCR umozniuju zhodné alebo takmer uplne zhodné pary primérov vyskyt amplifikacie
(t. j. pozitivny vysledok), zatial ¢o nezhodné parny primérov neumoziuju amplifikaciu
(t. ). negativny vysledok).

Po dokonceni procesu PCR sa amplifikované fragmenty DNA oddelia podla velkosti,
napr. agarézovou gélovou elektroforézou, vizualizuju sa zafarbenim etidiumbromidom
a expoziciou vocCi ultrafialovému svetlu, fotograficky sa zdokumentuju a nasledne
interpretuju. Interpreticia vysledkov PCR-SSP je zaloZena na pritomnosti alebo
nepritomnosti Specifického produktu PCR. Relativne vefkosti Specifickych produktov
PCR mézu byt napomocné pri interpretacii vysledkov. Metodolégiu PCR-SSP pre HLA
povodne predstavil O. Olerup v rokoch 1991 a 199212,

KedZe proces PCR méze byt nepriaznivo ovplyvneny réznymi faktormi (napr. chyby
pocas pipetovania, prilis nizka koncentracia DNA, nedostatocna kvalita DNA,
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pritomnost inhibitorov PCR, nepresnost tepelného cyklu), do kazdej reakcie PCR sa
zahrnie par primérov internej pozitivnej kontroly?. Par primérov internej pozitivnej
kontroly sa zhoduje so zachovanymi oblastami génu ludského rastového hormoénu,
ktory sa nachadza vo vSetkych vzorkach ludskej DNA. V pritomnosti Specifického
produktu PCR alel HLA méze byt vysledok pasma internej pozitivnej kontroly slaby
alebo mdze chybat. Amplikony generované Specifickymi parmi primérov su kratSie ako

s v v

priméry (pozri ¢ast Predpokladané hodnoty).

REAGENCIE

A. Identifikacia
Typizaéné sUpravy Olerup SSP® obsahuji vysu$ené, vopred optimalizované
a sekvencnej Specifické priméry na amplifikaciu PCR alel HLA a génu ludského
rastového hormoénu — hlavni zmes PCR bez polymerazy Taq (,hlavha zmes®)
a adhezivne uzavery PCR.

Roztoky primérov sa vopred rozdelia na alikvotné Casti a suSia sa v 0,2 ml kaliSkoch
vyrezanych tenkostennych zasobnikov PCR. Kazdy kaliSok zasobnika obsahuje
vysuSeny roztok priméru pozostavajuci zo Specifickej zmesi priméru, t. j. primérov
HLA 3pecifickych pre alely a skupiny, ako aj z paru primérov internej pozitivnej
kontroly zodpovedajucim nealelickym sekvenciam, ktoré sa pripravené na pridanie
vzorky DNA, hlavnej zmesi a H20.

Priméry su vytvorené na optimalnu amplifikaciu PCR pri pouziti hlavnej zmesi
a pouzitie odporu¢aného cyklického programu DNA (pozri ¢ast Programovanie
tepelného cyklovaca).

Tabulky Specificity podla Sarzi a tabufky interpretacie alebo pracovny harok pre
Specifické alely HLA amplifikované kazdou zmesou priméru najdete na webovej
lokalite www.caredx.com.

B. Varovania a preventivne opatrenia

1. Na diagnostické pouZitie in vitro.

2. Tento produkt nesmie sluzit ako jediny podklad na prijatie klinického
rozhodnutia.

3. Varovanie pred biologickym rizikom: So v8etkymi krvnymi produktmi
zaobchéadzajte ako s potencidlne infekénymi. Ziadne zname metddy
testovania nedokazu poskytnut zaruku na to, Ze produkty ziskané z fudskej
krvi nebudu prenasat infekéné latky.

4. Varovanie pred biologickym rizikom: Etidiumbromid pouzivany na farbenie
DNA v agardzovej gélovej elektroforéze je karcinogén. Na manipulaciu
pouzivajte vhodné osobné ochranné prostriedky.

5. Upozornenie: Pouzivajte ochranu zraku blokujucu UV Ziarenie a pri prezerani
alebo fotografovani gélov sa nepozerajte priamo do zdroja UV svetla.

6. Pipety ainé vybavenie pouzivané na manipulaciu po PCR by sa nemali
pouzivat na manipulaciu pred PCR.

7. Podrobné informacie najdete na karte bezpecCnostnych udajov
(www.caredx.com).
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C. Navod na pouzitie
Precitajte si pokyny na pouZzitie.

D. Pokyny na skladovanie
Komponenty supravy skladujte v tmavom prostredi pri teplotach uvedenych na
Stitkoch obalov.
Produkt pouzite pred uplynutim datumu exspiracie vytlateného na Stitkoch
obalov.

E: Cistenie alebo spracovanie vyzadované na pouzitie
Precitajte si pokyny na pouzitie.

F. Indikéacie nestability

1. NepouzZivajte zasobniky s primérom s prasklinami v kaliSkoch alebo
poskodenim hornej obruby kaliSkov — v opa¢nom pripade hrozi riziko
odparovania pocas amplifikacie PCR. Nepouzivajte pasky s vieCkami PCR
s prasklinami — v opacnom pripade hrozi riziko odparovania pocas
amplifikacie PCR.

2. Pelety v kalikoch by mali byt éervenej farby. ZIté sfarbenie peliet moze
naznacovat ich degradaciu.

3. Hlavna zmes by mala mat &ervenu az fialovu farbu. ZIté aZ oranzové
sfarbenie m6ze naznacovat degradaciu.
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POZIADAVKY NA PRISTROJE
A. Pristroj
Je potrebné pouzivat tepelny cyklova¢ s nasledujucimi minimalnymi
Specifikaciami:
» vyhrievané veko s teplotou 104 °C (bezolejova prevadzka)
* blok vzoriek (hlinikové, strieborné alebo pozlatené striebro) na pouzitie
s platni¢kou na PCR s 96 kaliSkami alebo s 0,2 ml tenkostennymi
reakénymi skumavkami
» Poutzitie suprav Olerup SSP je schvalené v nasledujucich cyklovacoch.

Odporucané miery tepelnej strmosti:

- GeneAmp 9700: Cyklova€¢ GeneAmp 9700 nastaveny do rezimu 9600. To
zodpoveda miere tepelnej strmosti vzorky 1,6 °C/s smerom nahor a
0,8 °C/s smerom nadol.

- Blok ProFlex, 1 x 96 kaliSkov: Cyklova¢ ProFlex PCR s mierou tepelnej
strmosti bloku 3,0 °C/s (kazdy krok po 3,0 °C/s). Miera tepelnej strmosti
bloku 3,0 °C/s zodpoveda miere tepelnej strmosti vzorky 1,52 °Cls
smerom nahor a 1,36 °C/s smerom nadol.

- Blok ProFlex, 2 x 96 kaliSkov: Cyklova¢ ProFlex PCR s mierou tepelnej
strmosti bloku 3,0 °C/s (kazdy krok po 3,0 °C/s). Miera tepelnej strmosti
bloku 3,0 °C/s zodpoveda miere tepelnej strmosti vzorky 1,9 °C/s
smerom nahor a 1,6 °C/s smerom nadol.

Poznamka: VysSie miery tepelnej strmosti nez miery, ktoré su

uvedené vyssSie, mézu ovplyvnovat vysledky typizacie.

Upozorriujeme, Ze vplyv na typizdciu sa v zavislosti od nastaveni

méze v réznych neschvalenych cyklovacoch odliSovat.

teplotny rozsah od 4,0 °C do 99,9 °C

» presnost teploty 0,25 °C v rozsahu od 35 °C do 99,9 °C

* rovhomernost teploty bloku vzoriek < 0,75 °C v rozsahu od 55 °C do 95 °C

kalibracia teploty sledovatelna podla referenéného Standardu (t. j. NIST)

Naprogramujte tepelny cyklova¢ pouzitim parametrov cyklovania PCR v Casti B
nizsie.

Specifické informacie o tepelnych cyklovadoch najdete v pouzivatelskej prirucke
od vyrobcu. Tepelné cyklovace by mali byt kalibrované podla akreditacnych
pravidiel spolo¢nosti ASHI (Americka spoloCnost pre histokompatibilitu
a imunogenetiku) alebo EFI (Europska federacia imunogenetiky).

Nez zalnete s pokynmi na pouZzitie uvedenymi nizSie, naprogramujte tepelny

cyklovac.
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B. Parametre cyklov PCR

1. 1cyklus 94 °C
2. 10cyklov 94 °C
65 °C
3. 20 cyklov 94 °C
61 °C
72 °C
4. Koniec — podrzanie
4°C

Navod na pouzitie
Typizaéné supravy Olerup SSP® HLA bez Taq polymerazy

2 mi
10s
60 s
10s
50s
30s
RT

n

denaturacia
denaturacia
zihanie a rozSirenie
denaturacia
zihanie
rozSirenie
v pripade Casu kratSieho ako 8 hodin
v pripade ¢asu dlhSieho ako 8 hodin

Celkovy reakény objem v kazdom kaliSku, 10 pl.

Vo vsetkych stpravach Olerup SSP® sa pouZivaju rovnaké parametre cyklovanial
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ODBER A PRIPRAVA VZORIEK

Na typizaciu SSP sa vyZaduje extrahovana DNA s vysokou Cistotou. Vzorky DNA,
ktoré sa pouZiju na typizaciu PCR-SSP HLA, by sa mali resuspendovat’ v dH20. Na
optimalnu vizualizaciu pasma pocas elektroforézy by mal pomer A2zso2s0 podla UV
spektrofotometrie dosahovat hodnotu 1,6 — 2,0.

Odporucame pouzit automatizovanu extrakciu DNA pomocou systému QIAGEN EZ1
DSP DNA Blood System. Zakladnym materialom by mala byt krv ACD.

Alternativne je mozné DNA extrahovat akoukolvek preferovanou metédou, vysledkom
ktorej je Cista DNA. Pri pouziti alternativhych metdd by sa koncentracia DNA mala
upravit na 30 ng/ul. V ramci tychto postupov nepouzivajte heparinizovanu krv.

Odporuc¢ana koncentracia DNA s pouzitim:
EZ1-extrahovana DNA, 15 ng/ul.
DNA extrahovana inymi metédami, 30 ng/ul.

Koncentréacie presahujuce 50 ng/ul zvysia riziko neSpecifickych amplifikacii a slabych
extra pasiem, najma pri typizacidch SSP HLA triedy | s vysokym rozliSenim. Podla
potreby zriedte extrahovanu DNA v dH20.

Vzorky DNA by sa nemali resuspendovat’v roztokoch obsahujacich chelatotvorné
Ginidla, ako je EDTA, s koncentraciou vyssou nez 0,5 mM.

Vzorky DNA sa m6zu pouzit ihned po extrakcii alebo ich mézete uskladnit’ pri teplote
+4 °C az na 2 tyzdne bez neziaducich vplyvov na vysledky. Vzorky DNA sa moZu
skladovat pri teplote -20 °C alebo niz3ej potas 9 mesiacov. Cistota a koncentracia
extrahovanych vzoriek DNA, ktoré boli skladované dlhsi €as, by sa mala pred
typizaciou HLA testovat' z hladiska ich prijatelnosti.

Vzorky DNA by sa mali prepravovat pri teplote +4 °C alebo niz$ej, aby sa zachovala
ich integrita poCas prepravy.
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PosTup
A. Poskytnuté materialy

1.
2.

3.

Zasobniky na primér Olerup SSP®.

Hlavna zmes bez polymerazy Taq (vhodny objem pre zasobniky supravy).
Vo v8etkych supravach Olerup SSP® sa pouZziva rovnaka hlavna zmes.
Adhezivne uzavery PCR (vhodny pocet vzhfadom na zasobniky supravy).

B. Pozadované materialy, ktoré netvoria sucast’ dodavky

1.
2.
3.

©xo~No Ok

10.
11.
12.

13.

14.

15.

16.
17.
18.
19.

Suprava/zariadenie na izolaciu DNA

UV spektrofotometer

Pipetovacie zariadenia. Odporu¢ame pouzit’ elektronicky jednokanalovy
davkovac schopny davkovat alikvoty s objemom 10 pl na pridanie zmesi
DNA — hlavn4 zmes — dH20 do kaliSkov zasobnika.

Jednorazové Spicky pipiet

Polypropylénové skimavky

Virivy mixér

Mikroodstredivka

Stojan na zasobniky PCR

Tepelny cyklovac s vyhrievanym vekom pre PCR s 96 kaliSkami, tepelny
gradient vo vyhrievacom bloku < 0,75 °C a zasobnik/drziak na 0,2 ml
tenkostenné reakcné kalisky

Mikrovinna rara alebo horica doska na ohrev agarézovych roztokov
Agardza elektroforéznej triedy, napr. FMC Seakem LE

Pufer 0,5 x TBE; pufer 1 x TBE je 89 mM tris-boritan, 2 mM EDTA disodny,
pH 8,0

FlaSa s kvapkadlom a etidiumbromidom ¢&. produktu 103.301-10 alebo flasa
s kvapkadlom GelRed &. produktu 103.302-05

Pipetovacie zariadenie na aplikaciu gélu. Odporu¢ame 8-kanalovu pipetu na
aplikaciu gélu, nastavitelny objem 5 — 25 pl

Marker velkosti DNA na pokrytie rozsahu 50 — 1 000 bp, napriklad stupnica

(rebricek) 100 bazickych parov, &islo produktu markera velkosti DNA 103.202-100 alebo
markera velkosti DNA pre kratke gélové cykly 103.203-100

Pristroj na elektroforézu/zdroj napajania

UV transiluminator

Fotograficky alebo obrazovy dokumentacny systém

Roche Tag DNA polymeraza, trieda GMP. [Katalégové €islo 03 734 927 001
(1000 U) alebo 03 734 935 001 (5000 U)].

C. Podrobny postup
Precitajte si pokyny na pouZitie.
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POKYNY NA POUZITIE
A. Priprava vzorky

1.

2.

3.

Metddou vlastného vyberu purifikujte genomickd DNA zo vzorky leukocytov
(pozri Cast Odber a priprava vzoriek vyssie).

Specifické informécie o priprave a skladovani vzoriek najdete v &asti Odber a
priprava vzoriek vyssie.

Vykonajte amplifikaciu PCR na purifikovane] vzorke DNA pomocou
typizaného zasobnika Olerup SSP® alebo ulozte vzorku DNA dovtedy, kym
nebude pripravena na typizaciu.

B. Pripravareagencie/zariadenia

1.

2.

3.

Naprogramujte tepelny cyklovaé na spustenie programu Olerup SSP® PCR;
precitajte si Cast Poziadavky na pristroj — parametre cyklovania PCR vysSie.
Majte pripraveny Taq polymerazu (5 jednotiek/pl), uchovavajte pri teplote -
20 °C.

Pripravte si gél na elektroforézu, pozri Cast C — Priprava gélovej
elektroforézy nizsie.

C. Priprava gélovej elektroforézy
Plati pre systém Olerup SSP® Gel System 96 (&. produktu 103.101-01)

1.

Nastavenie

e Vyrovnajte odlievaciu komoru na 1 gél (€. produktu 103.101-31) alebo odlievaciu
komoru na 3 gély (¢. produktu 103.101-33) pomocou vyrovnavacej bubliny a
troch vySkovo nastavitelnych noZiCiek.

e Do odlievacej komory vlozte gélové zasobniky.

Priprava agar6zového gélu 2 % (hm.)

Pouzite vysokokvalitnu agarézu elektroforéznej triedy, ktora dokaze odlisit 50

— 2000 fragmentov bazickych parov DNA.

e Do 5 ml pufra 10 x TBE (Tris-boritan EDTA) pridajte 150 ml destilovanej
vody a 2 g agardzy do sklenenej flase s objemom 500 ml.

e Agarodzu rozpustajte varom v mikrovinnej rure dovtedy, kym sa nevytvori
homogénny roztok s objemom 100 ml.

e Rozpusteny gélovy roztok nechajte vychladnut na 60 ‘C, napriklad vo
vyhrievacej skrinke.

e Gél pred odlievanim zafarbite etidiumbromidom (10 mg/ml), 5 ul na 100
ml gélového roztoku. Na maximalne zjednodusenie manipulacie s flasami
s etidiumbromidom  pouzivajte naSe flaSe s kvapkadlami na
etidiumbromid (& produktu 103.301-10). Poznamka: Etidiumbromid je
karcinogén. Na manipulaciu pouzivajte vhodné osobné ochranné
prostriedky.

e Nalejte 100 ml gélového roztoku do géloveho zasobnika v odlievacej
komore. Vlozte 6 gélovych hrebenov (¢. produktu 103.101-21) do otvorov
v gélovom zasobniku.

e (Gél nechajte ustat 15 minat.

e Do gélovej nadrze nalejte 750 ml pufra 0,5 x TBE. Ponorte gélovy podnos
do gélovej Skatule a opatrnym zdvihnutim vytiahnite 6 gélovych hreberov.
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Ked pouzivate alternativne elektroforézne systémy, postupujte podla pokynov
vyrobcu. Aby sa tieto systémy dali pouzivat' s typizacnymi stipravami Olerup SSP®
HLA, musia byt schopné odlisit produkty PCR velkosti 50 az 1100 bazickych pérov.
D. Kroky postupu
1. Z priestorov s indikovanymi teplotami vytiahnite: prislusny pocCet vzoriek
DNA, zasobniky s primérom, objem hlavnej zmesi a Taq polymerazy (5
jednotiek/pl) potrebny pre vybraté vzorky DNA/zasobniky s primérom.
Rozmrazuijte pri izbovej teplote (20 az 25 °C)

Vo véetkych stpravach Olerup SSP® sa pouziva rovnaka hlavna zmes.

2. Vo virivom mixéri kratko premiesajte vzorku DNA.
3. Do stojana na zasobnik PCR vlozZte zasobniky s primérom.
4. Supravy s nizkym a vysokym rozliSenim

e Pred vytvorenim alikvotov premieSajte hlavnu zmes vo virivom mixeéri.

e Pomocou manualnej jednokanalovej pipety pridajte hlavni zmes, Taq
polymerazu (5 jednotiek/ul) a dH20 (s izbovou teplotou) do 0,5 ml alebo
1,5 ml skumavky. (Prislusné mnozstva najdete v tabulke 1.)

e Uzavrite skimavku a 5 sekund mieSajte jej obsah vo virivom mixéri.
Pulznym spb6sobom otacajte skumavku v mikroodstredivke, aby vSetka
kvapalina stiekla zo stien skimavky.

e Pomocou manualnej jednokanalovej pipety pridajte 8 pl zmesi ,hlavna
zmes — dH20% a 2 yl dH20 do kaliSka na negativnu kontrolu, t. j. do kaliSka
S parmi priméru negativnej kontroly, v zasobniku s primérom.

e Pomocou manualnej jednokanalovej pipety pridajte pri izbovej teplote
vzorku DNA do zvyS$nej zmesi ,hlavna zmes — dH20". (Prislusné mnozstva
néjdete v tabulke 1.)

e Uzavrite skimavku a 5 sekund mieSajte jej obsah vo virivom mixéri.
Pulznym sp6sobom otacajte skumavku v mikroodstredivke, aby vSetka
kvapalina stiekla zo stien skimavky.

e Pouzitim elektronického jednokanaloveho davkovaca pridajte 10 ul
reakénej zmesi vzorky do kazdého kaliSka okrem kaliSka s negativnou
kontrolou v zasobniku s primérom.
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Tabulka 1: Objemy komponentov potrebnych na test pre rozne pocty kaliSkov pri pouziti
hlavnej zmesi bez Taq polymerazy.

Pocet Objem Objem Objem Objem Tag Pocet Objem Objem Objem Objem Taq

kalisk hlavnej vzorky DNA | dH,O (ul) polymerazy kaliSko | hlavnej vzorky DNA | dH,O (ul) polymerazy

ov na zmesi (pl) (ul) (S0 vV na zmesi (pl) (ul) ()

test test
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 2,5
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 50
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 1279 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

VySSie uvedené odporucané objemy zahfiaju objem na kompenzaciu odchylok
pipiet a strat kvapaliny na vnatornych stenach skimaviek.

5. Kombinované supravy A-B-DR, A-B-C, A-B-DR-DQ a DQA-DQB-DR Enhanced
a HLA-C s vysokym rozliSenim pre supravu najéastejSie sa vyskytujucich alel

e PremieSajte hlavnu zmes vo virivom mixéri.

e Pomocou manualnej jednokanalovej pipety pridajte pri izbovej teplote 8,3 ul

Taq polymerazy (5 jednotiek/pl) a 511,7 pl dH20 do poskytnutej 1,5 ml
skumavky obsahujucej 312 ul hlavnej zmesi.

e Uzavrite skimavku a 5 sekund mieSajte jej obsah vo virivom mixéri. Pulznym

spbsobom otacajte skumavku v mikroodstredivke, aby v8etka kvapalina
stiekla zo stien skamavky.

e Pomocou manualnej jednokanalovej pipety pridajte 8 ul zmesi ,hlavna zmes —
Taq polymeraza — dH20 a 2 yl dH20 do kaliska na negativnu kontrolu €. 96,

t. j. do kaliSka s parmi priméru negativnej kontroly.

e Pomocou manualnej jednokanalovej pipety pridajte pri izbovej teplote 206 pl

DNA do zvySnej zmesi ,hlavna zmes — Taq polymeraza — dH20".
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Uzavrite skmavku a 5 sekund mie$ajte jej obsah vo virivom mixéri. Pulznym
spOsobom otacajte skumavku v mikroodstredivke, aby vSetka kvapalina
stiekla zo stien skimavky.

Pouzitim elektronického jednokanalového davkovaca pridajte 10 ul reakéne;j
zmesi vzorky do kazdého kaliSka okrem kaliSka s negativnou kontrolou €.

96 v zasobniku s primérom.

Doélezité:
Nezabudnite aplikovat vzorku nad primérmi (vysusenymi na dne kazdého
kaliSka zasobnika s primérom), aby nedoslo ku kriZovej kontaminacii medzi
kaliSkami. Dotknite sa vnutornej steny kaliSka Spickou pipety, aby vzorka mohla
stiect' na dno kaliSka. Skontrolujte, Ci vSetky vzorky stiekli na dno kazdého
kaliska. Ak nie, jemne poklepte na zasobnik na hornej Casti stola tak, aby sa
vSetky vzorky usadili v spodnej Casti kaliSka eSte predtym, ako zaCnete s PCR.

5.

~

Zakryte zasobniky s primérom dodanymi adhezivnymi uzavermi PCR.
Skontrolujte, €i su vSetky reakéné kaliSky uplne zakryté, aby sa zabranilo
stratim v désledku odparovania pocas amplifikacie PCR. Kompresnu
podloZku Olerup SSP® Compression Pad (&. produktu 103.505-06) je mozné pouzit’
na hornu Cast adhezivnych uzaverov PCR, aby pocas tepelného cyklovania
nedoslo k stratam spdsobenym odparovanim.

Vlozte zasobniky s primérom do tepelného cyklovaca spolu s vhodnym
adaptérom zésobnika na skimavky. Dbajte na to, aby medzi nastavenim
PCR a tepelnym cyklovanim neuplynulo viac ako 5 minut.

Zadaijte &islo programu Olerup SSP®. Zadajte reak&ny objem 10 pl.

Spustite program PCR. Program trva priblizne 1 hodinu a 20 minut.

Vytiahnite zasobniky s primérom z tepelného cyklovac¢a. Skontrolujte zasobnik
PCR a overte, Ci sa v kazdom kaliSku PCR nachadza priblizne rovnaky objem
kvapaliny. Vykonaijte elektroforézu vzoriek, pozri Cast E — Gélova elektroforéza
nizSie. Vysledky typizacie interpretujte pomocou tabuliek interpretacie a
Specificity, ktoré su Specifické pre danu Sarzu, alebo pomocou
pracovného harka, pozri ast Predpokladané hodnoty nizSie.
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E. Gélova elektroforéza

1. Podokonceni reakcie PCR nastavte orientaciu zasobnika s primérom a gélovej
Skatule. Poradie kaliSkov je zlava doprava a zhora nadol.

2. Opatrne odpojte pasik s vieCkami bez rozstreknutia produktov PCR.

3. Postupne napinajte produkty PCR do 2 % agar6zového gélu. (Pridavanie
gélového plniaceho pufra sa nevyzaduje.) Na aplikaciu gélu sa odporuca
pouzitie 8-kanalovej pipety.

4. Vlozte marker velkosti DNA (stupnica 100 bazickych parov, &islo produktu markera
velkosti DNA 103.202-100, alebo marker velkosti DNA pre kratke gélové cykly 103.203-100)
do jedného kaliSka v kazdom riadku.

5. Gélovu Skatulu zakryte vekom gélovej Skatule.

6. Vykonajte elektroforézu gélu v pufre 0,5 x TBE bez opatovnej cirkulacie pufra
po dobu 15 — 20 minut pri 8 — 10 V/cm.

7. Preneste gélovy zasobnik do UV transiluminatora.

8. Gél odfotografujte s gélovym zasobnikom alebo bez neho.

9. Fotografiu oznacte podla pravidiel laboratéria.

KONTROLA KVALITY

Pokyny na testovanie ASHI HLA uvadzaju, ze kazdé nastavenie PCR musi zahfnat
kaliSok s negativnou (kontamina¢nou) kontrolou. (Revidované standardy pre
akreditované laboratoria, Americka spolo€nost pre histokompatibilitu a imunogenetiku,
zavereCné revidované normy schvalené CMS: 16. februara 2021). KaliSok s negativnou
kontrolou tvori suc¢ast vSetkych suprav okrem suprav HLA-B*27 — jednotkova davka a
suprav HLA-B*27 s jednym kaliSkom.

Pozri Cast’ Interpretacia gélu na strane 14.

VYSLEDKY
Validaéné harky bunkovych radov a analyticky certifikdt su dostupné online na adrese
www.caredx.com.

OBMEDZENIA POSTUPU

1. Proces PCR-SSP vyZaduje striktne kontrolované testovacie podmienky, aby sa
zaistila primerana diskriminaéna amplifikacia. Je nevyhnutné striktne postupovat
podla postupu uvadzanom v navode na pouczitie.

2. Extrahovana vzorka DNA je Sablonou pre Specificky proces amplifikacie PCR.
Purifikovand DNA by mala mat pomer Azeo2so0 medzi 1,6 a 2,0, aby sa dosiahla
optimalna vizualizacia pasma elektroforézou.

3. VsSetky pristroje, napriklad tepelny cyklova¢ a pipetovacie zariadenia, musia byt
kalibrované podfa odporucani vyrobcu.

4. Informacie $pecifické pre jednotlivé SarZze su uvedené v produktovom letaku:
Informacie Specifické pre Sarze a pracovny harok Specificky pre Sarzu.

5. Na zaklade vykonaného testovania boli nasledujuce latky hodnotené troma
(3) metédami extrakcie pri stanovenych koncentraciach a zistilo sa, ze nenaru$aju
funkénost/ucinnost testu.
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MetOda Rqswa Koncentracia rusenia*®
extrakcie latka
EZ1 DSP | Bilirubin 200 mg/l
DNA Hemoglobin 200 g/l
Blood Triglycerid 30 g/l
System Bielkovina 110 g/l
Bilirubin 200 mg/I
QlAamp Hemoglobin 200 g/l
DSP DNA . .
Blood Kit T.rlglyce.rld 18,2 g/l
Bielkovina 77-96 g/l
i Bilirubin 200 mg/I
Metoda Hemoglobin 200 g/l
Gentra Triglycerid 18,2 g/l
PureGene "gio|iovina 119 — 146 gl

6. Dosky PCR su fyzicky kompatibilné s vacsinou tepelnych cyklovacov
dostupnych na trhu. Pozri tabulku kompatibility tepelnych cyklovacov s plastmi
nizsie.

Poznamka: Tato tabulka ma iba orientacny charakter. Zoznam schvalenych
cyklovacov néjdete v Casti PoZiadavky na pristroje — pristroj.

Tabulka kompatibility

Vyrobca

Tepelny cyklovaé

Applied Biosystems

GeneAmp 9700

ProFlex 96-well

ProFlex 2x96-well

Veriti 0.2ml 96-well Block

GeneAmp 2700, 2720, 9600

Agilent (Stratagene)

SureCycler 8800

RoboCycler

Gradient Cycler

Biometra

Uno, Uno Il

T1 Thermocycler

TGradient/TAdvanced

TRobot

TProfessional

Bio-Rad

MJ Mini

T100

iCycler, MyCycler

C1000, S1000

PTC-2(xx)

PTC-100 with 96-well block

Eppendorf

Mastercycler Gradient

Mastercycler EP Gradient, Pro, Nexus
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MWG Primus 96
TheQ Lifecycler
Thermo Scientific Arktik
Techne Flexigene, TC-412, TC-4000

Genius, Touchgene, TC-512, TC-5000
TC-PLUS, Prime, PrimeG, Prime Elite
Thermo Scientific Hybaid PCR Express, Px2, PxE

MultiBlock System & MBS

Omnigene, Omn-E

Gene Technologies GS1, GS4, GSX

Takara TP 3000

7. Uginnost tejto sUpravy pouzivajucej hlavni zmes bez Taq polymerazy
bola overena iba pomocou produktu Roche Tag DNA Polymerase, GMP Grade
(katalogové &islo 03 734 927 001 alebo 03 734 935 001). Uginnost analyzy
pouzitim akychkolvek inych enzymov nie je znama a musi ju stanovit' a overit

pouzivatel.
1596-LBL v02 Typiza¢né stpravy Olerup SSP® HLA bez Taq polymerazy Na in-vitro diagnostické pouzitie
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OCAKAVANE HODNOTY
A. Analyza udajov
Starostlivo preskimajte gélovu fotografiu a stanovte pozitivne pruhy.

1.

Rychlejsie migrujuce kratSie pasmo bude vidiet' v gélovej drahe vtedy, ak boli

amplifikované Specifické alely HLA. To indikuje pozitivny vysledok testu.

a. Zaznamenajte pritomnost a nepritomnost Specifickych produktov PCR.

b. Pri interpretacii vysledkov gélu je uzitoéné monitorovat relativne dizky
Specifickych produktov PCR uvedené v produktovych letdkoch
$pecifickych pre $arzu. Niekolko drah ma dve alebo viac moznych dizok
Specifickych produktov PCR. Tieto kaliSky obsahuju viacero parov
primérov generujucich produkty PCR réznych velkosti v zavislosti od alel
HLA DNA vzorky.

c. Porovnajte vzor gélovych drah so $pecifickymi produktmi PCR s
informaciami v tabulkach interpretacie a Specificity Specifickych pre danu
Sarzu, aby ste ziskali typizaciu HLA DNA vzorky.

Interné pozitivne kontrolné pasmo, ktoré pomalsie migruje a je dlhSie, by malo

byt viditelné vo vSetkych gélovych drahach okrem gélovej drahy negativnej

kontroly, ako kontrola uspeSnej amplifikacie. Interné pozitivne kontrolné
pasmo mébze byt slabé alebo v pozitivnych gélovych drahach chyba.

a. Zaznamenajte pritomnost a relativne diZzky internych pozitivnych
kontrolnych pasiem. Kontrolné pasma odliSnych velkosti pomdézu pri
spravnej orientacii typizacie, ako aj pri identifikacii supravy.

b. Nepritomnost interného pozitivneho kontrolného pasma bez Specifického
produktu PCR indikuje neuspesnu reakciu PCR.

i. Ak je mozné urcit alely HLA za pritomnosti neuspesnej reakcie PCR
a neuspedna reakcia PCR nezmeni priradenie alel, test nie je
potrebné opakovat.

ii. Ak by vSak neuspes$né reakcie PCR zmenili priradenie alel HLA,
typizaciu je potrebné opakovat.

Pritomnost Specifického produktu PCR alebo interného pozitivheho

kontrolného pasma v negativnych kontrolnych drahach indikuje kontaminaciu

produktmi PCR, €o znamenda, Ze vSetky vysledky testu su neplatné.

Oligoméry priméru velkostou od 40 do 60 bazickych parov mbézu byt

pozorované v negativnych kontrolnych drahach. To vS8ak nepredstavuje

kontaminaciu.
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B. Interpretacia gélu

Pozitivna Negativna Neuspesna
reakcia reakcia reakcia PCR

Kaligok \ | | \

Interné

pozitivne ——
kontrolné

pasmo

Specifické
pasmo

Pasmo priméru

1. Marker velkosti DNA (stupnica 100 bazickych parov, &islo produktu markera velkosti DNA
103.202-100 alebo marker velkosti DNA pre kratke gélové cykly 103.203-100) by mal byt
spracovany Vjednom kaliSku na jeden riadok gélu alebo podla
akreditacnych pokynov miestneho laboratéria.

2. Pasma dlhsie ako interné pozitivhe kontrolné pasmo je mozné ziskat), tieto
pasma by sa v8ak vramci interpretacie vysledkov typizacie nemali
zohladnovat.

3. Nepouzité priméry vytvoria kratSie difuzne pasmo s hodnotou 50 bazickych
parov.

4. Je mozné, ze spozorujete artefakty oligoméru priméru. Su dihSie ako pasmo
priméru, ale kratSie nez Specifické pasma.

SPECIFICKE CHARAKTERISTIKY UGINNOSTI

Kontrola kvality Sarze supravy

Kazdy roztok priméru sa testuje v porovnani s panelom 48 vzoriek DNA z dobre
charakterizovanych bunkovych radov IHWC, pozri validacné harky bunkového radu
Specifické pre Sarzu v produktovom letaku, ¢ast’ Informacie Specifické pre Sarzu.

Porovnanie metéd

Uskutocnila sa $tidia zamerana na porovnanie typizaénych suprav Olerup SSP® HLA
s Taq polymerazou a bez nej, ktora tvori stéast hlavnej zmesi PCR. U&elom $tudie
bolo preukazat, Zze manualne pridavanie neovplyvnuje vysledky analyzy a Ze vysledky
odlisnych 3arzi Taq polymerazy su rovnaké. Studia zahffiala typizaciu HLA-A, -B
(trieda ) a -DRB (trieda Il) s nizkym rozliSenim 15 vzoriek DNA so znamym
genotypom HLA ziskanym zo zbierky International Histokompatibility Workshop
Collection. Vzorky boli pripravené a kddované pracovnikmi inymi nez su pracovnici,
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ktori vykonavaju testovanie; testovaci personal nepoznal typy HLA vzoriek. Kazda
vzorka bola testovana paralelne s kombinovanym zasobnikom Olerup SSP® HLA-A-
B-DR s hlavnou zmesou PCR bez Taq polymerazy (,test) a kombinovanym
zasobnikom Olerup SSP® HLA-A-B-DR s hlavnou zmesou PCR s obsahom Taq
polymerazy (,kontrola®) v stlade s pokynmi na pribalovom letaku ku kazdej analyze.
Vetky testy sa uskutoénili v laboratériu CareDx AB v Stokholme vo Svédsku
s pouzitim jednej SarZe supravy a dvoch Sarzi Taq polymerazy. V tejto Studii bola
pouzitd DNA polymeraza Roche Taq triedy GMP. Testovanie kazdej vzorky
pozostavalo z typizacie s nizkym rozliSenim pouZitim kombinovaného zasobnika
Olerup SSP® HLA-A-B-DR, pricom sa pouzili nasledujuce produkty: 1) Hlavna zmes
PCR vratane Taqg polymerazy (analyza podfa uradu FDA) (kontrolna analyza), 2)
hlavha zmes PCR plus Roche Taqg DNA polymeraza, produkt triedy GMP, 5 U/ul,
Sarza €. 1 (8arza testu €. 1) a 3) hlavna zmes PCR plus Roche Taq DNA polymeraza,
produkt triedy GMP, 5 U/ul, Sarza ¢. 2 (Sarza testu ¢. 2). Po dokoncCeni PCR sa
uskutoc€nila detekcia pomocou gélovej elektroforézy. Suhrn vysledkov je uvedeny
nizsie.

Zhoda
Vysledky typizacie triedy VysIedI_<y dtyplzame 0
Porovnanie I trie y l /(())zhody
(pocet zhdd/celkom) _(pocet (95 % interval
zhbd/celkom) spolahlivosti?)
HLA-A HLAB HLA-DRB
Sarza testu 100 %
&. (84,7 —
1/kontroln 15/15 15/15 15/15 100,0 %)
Sarza
Sarza testu 100 %
C. 15/15 15/15 15/15 (84,7 —
1/konsenzusP 100,0 %)
Sarza testu 100 %
. (84,7 -
2/kontrolna 15/15 15/15 15/15 100,0 %)
Sarza
Sarza testu 100 %
C. 15/15 15/15 15/15 (84,7 —
2/konsenzus 100,0 %)
Sarza testu 100 %
¢. 1/8arza 15/15 15/15 15/15 (84,7 -
testu €. 2 100,0 %)

2 Metoda skoére
bKonsenzualny vysledok z medzinarodnej zbierky International
Histocompatibility Workshop Collection
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RIESENIE PROBLEMOV

Problém

Pricina

Napravny krok

Ziadna amplifikacia
(amplifikacia fragmentov
internej kontroly ani
Specifické amplifikacie).

PriliS nizke mnozstvo DNA.

Zmerajte koncentraciu
DNA a zistite, Ci je
pridané mnozstvo
spravne.

Kontaminacia RNA mdze
spoOsobit
spektrofotometrické
nadhodnotenie
koncentracie DNA.
Opatrne opakujte
extrakciu DNA s Cerstvo
pripravenymi roztokmi.
Odporuc¢ame pouzit
automatizovanu
extrakciu DNA pomocou
systému QIAGEN EZ1
DSP DNA Blood System.

DNA obsahuje inhibitory
PCR, napr. bielkoviny,
etanol (z krokov zrazania),
zvySné matrice z produktov
purifikacie pevnej fazy
DNA.

Odmerajte kvalitu DNA.
Podla UV
spektrofotometrie
odporu¢ame pomer
A260/A280 v hodnote 1,6
-2,0.

Postupujte presne podla
protokolu extrakcie DNA
od dodavatela.

Znova extrahujte DNA.
Odporu¢ame pouzit
automatizovanu
extrakciu DNA pomocou
systému QIAGEN EZ1
DSP DNA Blood System.

DNA bola extrahovana z
heparinizovanej krvi.

Pouzite
neheparinizovanu krv
alebo pouzite extrakéné
protokoly DNA pre
heparinizovanu krv.

DNA sa rozpusti v pufri
obsahujucom EDTA.

Opakujte extrakciu DNA
a rozpustite DNA v dH20.
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Problém

Pric¢ina

Napravny krok

Pokracéovanie:

Ziadna amplifikacia
(amplifikacia fragmentov
internej kontroly ani
Specifické amplifikacie).

Nahodné preniknutie
bielidla do testu.

Preskumajte oblasti, do
ktorych mohlo bielidlo
preniknut.

Supravy nie su skladované
v prostredi s primeranou
teplotou.

Supravy skladujte pri
teplote -20 °C.

Tepelny cyklovac
nefunguje spravnym
spésobom.

Kalibrujte tepelny
cyklovac a skontrolujte
program PCR.

Tepelny cyklovac
pouzivany na beznu
typizaciu PCR-SSP by sa
mal kalibrovat kazdych 6
— 12 mesiacov.

NedostatoCny kontakt
medzi ohrievacim blokom
tepelného cyklovaca

a typizaCnym zasobnikom
SSP.

Pouzite spravny
zasobnik/drziak na

0,2 ml tenkostenné
reakcné kalisky,
precitajte si prirucku

k tepelnému cyklovacu.

Nahodné zlyhanie
amplifikacie (vypadky).

Uzavery PCR/uzavery
skumaviek PCR, ktoré nie
su riadne uzavreté, vedu
k odparovaniu

a naslednému zlyhaniu
amplifikacie.

Dbajte na to, aby boli
uzavery PCR/vSetky
uzavery riadne uzavrete.
Kompresnu podlozku
Olerup SSP®
Compression Pad (&.
produktu 103.505-06) je
mozné pouzit na hornu
Cast adhezivnych
uzaverov PCR, aby
pocas tepelného
cyklovania nedochéadzalo
k oodparovaniu.

Chyby pri plneni gélu.

Overte, Ci bol naplneny
spravny pocet kaliSkov
a Ci kazdy kaliSok
obsahuje priblizne
rovnaky objem zmesi
PCR.

Pouzitie nekalibrovanych
pipiet.

Kalibrujte vSetky pipety
beznym spésobom podla
pokynov

dodavatela.

Chyby pipetovania.

Pipetovanie vykonavajte
opatrnejSie.
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é CareDx

Navod na pouzitie

Typizaéné supravy Olerup SSP® HLA bez Taq polymerazy

Problém

Pric¢ina

Napravny krok

Pokracéovanie:
Nahodné zlyhanie
amplifikacie (vypadky).

Hlavna zmes a vzorka
DNA neboli pred pouzitim
spravne premieSané.

Pred pouzitim tieto
produkty kratko
premiesajte vo virivom
mixéri. PremieSanie
pomocou virivého mixéra
sa odporuc¢a vykonat po
kazdom riadku.

Do kaliSkov bol pridany
nerovnomerny objem
zmesi DNA — hlavna zmes.

Pipetovanie vykonavajte
opatrnejSie.

Slabé fragmenty internej
kontroly.

Necista DNA.

Odmerajte kvalitu DNA.
Podla UV
spektrofotometrie by
pomer A260/A280 mal
dosahovat hodnotu 1,6 —
2,0.

Kontaminacia RNA mdze
sposobit
spektrofotometrické
nadhodnotenie
koncentracie DNA.

DNA nizSej kvality
spOsobuje vyskyt Smuh
v gélovych drahach.
Opatrne opakujte
extrakciu DNA s Cerstvo
pripravenymi roztokmi.
Odporu¢ame pouzit
automatizovanu
extrakciu DNA pomocou
systému QIAGEN EZ1
DSP DNA Blood System.

PriliS nizke mnozstvo DNA.

Odmerajte koncentraciu
DNA a upravte ju ha

30 ng/pl alebo na 15
ng/pl v pripade DNA
extrahovanej systémom
QIAGEN EZ1 DSP DNA
Blood System.
Kontaminacia RNA mdze
spoOsobit’
spektrofotometrické
nadhodnotenie
koncentracie DNA.
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é CareDx

Navod na pouzitie

Typizaéné supravy Olerup SSP® HLA bez Taq polymerazy

Problém

Pric¢ina

Napravny krok

Pokracéovanie:
Slabé fragmenty internej
kontroly.

DNA niz3ej kvality
spbsobuje vyskyt Smuh
v gélovych drahach.
Opatrne opakujte
extrakciu DNA s Cerstvo
pripravenymi roztokmi.
Odporu¢ame pouzit
automatizovanu
extrakciu DNA pomocou
systému QIAGEN EZ1
DSP DNA Blood System.

Prilis vysoka teplota
Zihania, tepelny cyklovacC
nie je kalibrovany.

Kalibrujte tepelny
cyklovac a skontrolujte
program PCR.

Tepelny cyklovac
pouZzivany na beznu
typizaciu PCR-SSP by sa
mal kalibrovat' kazdych 6
— 12 mesiacov.

Hlavna zmes PCR bola
uchovavana pri teplote

+4 °C dlhSie ako 2 tyZdne.

Hlavni zmes PCR
uchovavajte v spravnych
podmienkach.

(stupnice alebo Smuhy).

Nespecificka amplifikacia

Pouzitie nadmerného
objemu vzorky DNA.

Odmerajte koncentraciu
DNA a upravte ju ha

30 ng/ul alebo na 15
ng/ul v pripade DNA
extrahovanej systémom
QIAGEN EZ1 DSP DNA
Blood System.

Niektoré roztoky priméru
maju vysSiu tendenciu
viest' k neSpecifickej
amplifikacii, pozri
poznamky pod Ciarou v
kazdej tabulke Specificity
Specifickej pre danu
Sarzu.

Necista DNA.

Ked interpretujete
ziskané vysledky, ziadne
fragmenty vacsie nez
fragment internej kontroly
by sa nemali
zohladriovat.
Skontrolujte kvalitu DNA.
Opakujte extrakciu DNA.
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é CareDx

Navod na pouzitie

Typizaéné supravy Olerup SSP® HLA bez Taq polymerazy

Problém

Pric¢ina

Napravny krok

Pokracovanie:

(stupnice alebo Smuhy).

Nespecificka amplifikacia

Odporu¢ame pouzit
automatizovanu
extrakciu DNA pomocou
systému QIAGEN EZ1
DSP DNA Blood System.
Niektoré roztoky priméru
maju vysSiu tendenciu
viest' k neSpecifickej
amplifikacii, pozri
poznamky pod Ciarou v
kazdej tabulke Specificity
Specifickej pre danu
Sarzu.

Stale slabsie
amplifikacné signaly
v Case.

Roztok na farbenie
etidiumbromidového

agarozoveho gélu je stary.

Pripravte Cerstvy roztok
etidiumbromidu na
dosiahnutie lepSieho
zafarbenia agar6zového
gélu a lepsSieho signalu.
Ak je zafarbenie
agarozoveho gélu
normalne, jednoducho
mozZete spozorovat
zhluky priméru.

Niektord z UV lamp je
pokazena.

Skontrolujte zariadenia
na generovanie UV
svetla. Ak je UV svetlo
v poriadku, jednoducho
mozZete spozorovat
zhluky priméru.

PouzZila sa vzorka DNA
s priliS malym objemom.

Odmerajte koncentraciu
DNA a upravte ju ha

30 ng/ul alebo na 15
ng/ul v pripade DNA
extrahovanej systémom
QIAGEN EZ1 DSP DNA
Blood System.

Prilis vysoka teplota
Zihania, tepelny cyklovac
nie je kalibrovany.

Kalibrujte tepelny
cyklovac a skontrolujte
program PCR.

Tepelny cyklovac
pouzivany na beznu
typizaciu PCR-SSP by sa
mal kalibrovat kazdych 6
— 12 mesiacov.
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é CareDx

Navod na pouzitie

Typizaéné supravy Olerup SSP® HLA bez Taq polymerazy

tabulku/pracovny harok
Specificky pre danu Sarzu.

Problém Pri¢ina Napravny krok
Nestandardné vzory Pouzili ste nespravnu Skontrolujte &islo Sarze
amplifikécie. interpretacnu pouzitého produktu

a pouzitu interpretacnu
tabulku/pracovny harok.

Nespravne poradie pri
plneni gélu.

Skontrolujte zarovnanie
zmesi a gélovych drah.

Amplifikacny vzor obsahuje
faloSne pozitivny vysledok.

Pozri nizSie.

Amplifikacny vzor obsahuje
faloSne negativny
vysledok.

Pozri nizSie.

Falosne pozitivhe
amplifikécie.

Kontaminacia DNA.

Pouzivajte rukavice,
Spicky pipiet obsahujuce
bariéry (filtracné zatky) a
osobitné miestnosti na
manipulaciu pred PCR a
manipuléciu po PCR.
Dodrziavajte striktne
presnd manipuléciu so
vSetkymi vzorkami

v ramci vSetkych krokov.
Skontrolujte
kontaminaciu pomocou
stpravy Olerup SSP®
Wipe Test.

Necista DNA.

Odmerajte kvalitu DNA.
Postupujte presne podla
protokolu extrakcie DNA
od dodavatela.
VyskusSajte pouzit iné
systémy extrakcie DNA.
Znova extrahujte DNA.
Odporu¢ame pouzit
automatizovanu
extrakciu DNA pomocou
systému QIAGEN EZ1
DSP DNA Blood System.

Pouzitie nadmerného
objemu vzorky DNA.

Odmerajte koncentraciu
DNA a upravte ju ha

30 ng/pl alebo na 15
ng/pl v pripade DNA
extrahovanej systémom
QIAGEN EZ1 DSP DNA
Blood System.

Prili$ nizka teplota zihania.

Kalibrujte tepelny
cyklovac a skontrolujte
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é CareDx

Navod na pouzitie

Typizaéné supravy Olerup SSP® HLA bez Taq polymerazy

Problém

Pric¢ina

Napravny krok

Pokracéovanie:
FaloSne pozitivhe
amplifikacie.

program PCR. Tepelny
cyklovac pouzivany na
beznu typizaciu PCR-
SSP by sa mal kalibrovat
kazdych 6 — 12
mesiacov.

Vyrazné oneskorenie
medzi nastavenim PCR a
zaCiatkom tepelného cyklu.

Maximalne oneskorenie
pred zacCatim tepelného
cyklovania je 5 minut.

Oneskorenie medzi
umiestnenim typiza¢nych
zasobnikov do tepelného
cyklovaca a zaCiatkom
cyklu.

Pouzite vopred nahriaty
tepelny cyklovac.

Pouzitie nadbytocného
mnozstva etidiumbromidu.

Pouzite odporucané
mnozstvo
etidiumbromidu.

Nespravna interpretacia
artefaktu ako Specifického
pasma.

Prezrite si interpretacnu
tabulku/pracovny harok
Specificky pre Sarzu, ako
aj tabulku Specificity,

v ktorych najdete
informacie o spravnej
velkosti pasma
(precitajte si aj
poznamky pod Ciarou).

Amplifikacny vzor obsahuje
faloSne pozitivny vysledok.

Skontrolujte, €i su vSetky
Specifické amplifikacie
spravne z hladiska
velkosti alebo ¢&i artefakt
(prenos, dimér priméru)
nebol nespravne
interpretovany ako
amplifikacia.

Nespravne poradie pri
plneni gélu.

Skontrolujte zarovnanie
zmesi a gélovych drah.

FaloSne negativne
amplifikacie.

Tepelny cyklovac nie je
spravne kalibrovany.

Kalibrujte tepelny
cyklovac a skontrolujte
program PCR. Tepelny
cyklovaC pouZzivany na
beznu typizaciu PCR-
SSP by sa mal kalibrovat
kazdych 6 — 12
mesiacov.

Ak opakovana kalibracia
nepovedie k ndprave,
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é CareDx

Navod na pouzitie

Typizaéné supravy Olerup SSP® HLA bez Taq polymerazy

Problém

Pric¢ina

Napravny krok

Pokracéovanie:
FaloSne negativne
amplifikacie.

opakujte typizaciu testu
s referen¢nou vzorkou
rovnakej Specificity. Ak
sa potvrdi negativny
vysledok, obratte sa na
oddelenie podpory pre
zakaznikov.

Nespravne poradie pri
plneni gélu.

Skontrolujte zarovnanie
zmesi a gélovych drah.

VSeobecné problémy s
gélom (difuzne gély

alebo rozmazané pruhy).

Vzorka DNA nedostatoCnej
kvality.

V gélovych drahach sa
zobrazuje ako Smuha.

Izolujte DNA z Cerstvej
vzorky.

Vyrazné pruhovanie
v nahodnych kaliskoch.

Nerovnomerna
suspenzia DNA. Pred
vytvaranim alikvotov
overte, Ci je vzorka DNA
rozpustena. Zriedenu
vzorku DNA premiesajte
VO virivom mixéri.

Produkt PCR vyplaval
z kaliska.

Spicky pipety opatrne
zarovnajte s gélovymi
kaliSkami a davkovanie
vykonavajte pomaly.

Pufer na elektroforézu
moze byt prilis horuci.

Pripravte si novy pufer
TBE.

Kroky vykonavajte

S niz8im napatim.

Pouzili ste nespravne
percento agar6zového
gélu.

Overte, &i sa pouziva
odporucany 2 %
agarozovy geél.

Agardza nie je uplne
rozpustena.

Kratkym varenim
roztopte agarozu.

Nespravna koncentracia
TBE.

PouZzite odporucanu
koncentraciu 0,5 x TBE.

Prilis skoré pouzitie gélov
po odliati.

Gély su pripravené na
pouzitie najskdr 15 minut
po odliati.

Gély su prilis staré.

Gély neodlievaijte prilis
vopred.

Pouzity gélovy hreberi ma
prilis Siroké strbiny.

Pouzite tenké hrebene (4
x 1 mm).

Gélovy zasobnik nie je
priehfadny pre UV svetlo.

Pred zobrazenim
odstrante gél z gélového
zasobnika.
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Navod na pouzitie

Typizaéné supravy Olerup SSP® HLA bez Taq polymerazy

Problém

Pric¢ina

Napravny krok

Pokracéovanie:
VSeobecné problémy s
gélom (difuzne gély
alebo rozmazané pruhy).

Obraz gélu je prilis svetly.

Nadmerné pouZitie
etidiumbromidu.
Skontrolujte nastavenia
fotoaparatu.

Obraz gélu je prili§ tmavy.

Pouzite odporucané
mnoZzstvo
etidiumbromidu.
Skontrolujte nastavenia
fotoaparatu.

VSeobecné problémy

s faloSne negativhou
amplifikaciou alebo
problémami zavislymi od
jednotlivych cyklov
podobného charakteru

Prilis vysoké nastavenie
miery tepelnej strmosti.

Supravy Olerup SSP su
overované pomocou
cyklovaca GeneAmp
9700 nastaveného do
rezimu 9600 a ProFlex
S mierou tepelnej
strmosti 3 °C/s. VySSie
miery tepelnej strmosti
nez ekvivalentné

s uvedenou hodnotou
mo&zu ovplyviovat
vysledky typizacie.
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OCHRANNE ZNAMKY POUZITE V TOMTO DOKUMENTE/PRODUKTE

Olerup SSP®je registrovana ochranna znamka spolocnosti CareDx AB.
Qiagen™ je ochranna znamka spoloc¢nosti QIAGEN.

OZNAMENIE PRE KUPUJUCEHO: Suipravy Olerup SSP® bez Taq polymerazy —
tento produkt je optimalizovany na pouzitie s polymerazou Roche Taq triedy GMP
(kataldégoveé Cislo 03 734 927 001 alebo 03 734 935 001) v procese polymerazovej
retazovej reakcie (,PCR"), na ktoru sa mézu vztahovat patenty spolo¢nosti Roche
Molecular Systems, Inc. a F. Hoffmann-La Roche Ltd. (,Roche®). Laboratérium je
zodpovedné za kontakt so spoloCnostou Roche Molecular Systems, Inc. na zistenie,
Ci sa na zaklade tychto patentov vyZaduje licencia.

ZARUKA

Spolocnost’ CareDx AB poskytuje pévodnému kupujucemu zaruku na svoje produkty
a na to, Ze v podmienkach bezného pouZzivania nebudu obsahovat chyby materialu
a spracovania. Jedinou povinnostou spolo¢nosti CareDx AB ramci tejto zaruky je
bezplatna vymena akéhokolvek produktu, ktory nespifia normy funkénosti uvedené
v harku so Specifikaciami produktu.

Tato zaruka sa vztahuje iba na produkty, s ktorymi sa manipulovalo a ktoré boli
skladované v sulade s odporucaniami spolo¢nosti CareDx AB a nevztahuje sa na
produkty, ktoré boli zmenené, nespravne pouzivané alebo zneuzivané.

VSetky naroky vramci tejto zaruky musia byt pisomne adresované spoloCnosti
CareDx AB a sucastou takéhoto pisomného oznamenia musi byt koépia faktary
kupujuceho. Tato zaruka nahradza vsetky ostatné zaruky, vyslovené alebo implicitné
vratane zaruk predajnosti a vhodnosti na konkrétny ucel. Spolo¢nost CareDx AB
nebude v Ziadnom pripade zodpovedna za nahodné alebo nasledné Skody.

Tento produkt nesmie byt zmeneny, prebaleny ani znova predavany v akejkolvek
podobe bez pisomného suhlasu spolo¢nosti CareDx AB, Franzéngatan 5, SE-112 51
Stokholm, Svédsko.

So v8etkymi vzorkami manipulujte ako so vzorkami schopnymi prenasat’ infekéné
ochorenie. VSetky prace by sa mali vykonavat v rukaviciach a pouzitim vhodnych
ochrannych prostriedkov.

ZARUKA

Spolocnost CareDx AB poskytuje zaruku na to, Ze priméry v typizacnych zasobnikoch
Olerup SSP® vykazuju $pecificitu uvadzanu v pracovnom harku a v tabulkach $pecificity
a interpretacie Specifickych pre $arzu v pribalovom letaku.
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ADRESY:

Vyrobca:

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

Fax: +46 8 717 88 18

E-mail: orders-se@caredx.com

Webova stranka: www.caredx.com

Distributor:

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

Fax: +46 8 717 88 18

E-mail: orders-se@caredx.com

Webova stranka: www.caredx.com

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

Fax: 610 344 7989

E-mail: orders-us@caredx.com

Webova stranka: www.caredx.com

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

E-mail: orders-aus@caredx.com

Webova stranka: www.caredx.com

Splnomocneny zastupca:

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

CHRN: CHRN-AR-20002058

Informacie o distributoroch spolo¢nosti CareDx na celom svete ziskate od spolo¢nosti
CareDx AB.

1596-LBL v02 predstavuje preklad anglickej predlohy 0193-LBL v07 Typiza¢né supravy Olerup SSP®
HLA bez Taq polymerazy.

Zmeny v revizii 0193-LBL v07 v porovnani s verziou 0193-LBL v06:
1. Pridanie SvajCiarskeho splnomocneného zastupcu.
2. Pridanie GelRed do sekcie B. PoZadované materialy, ktoré netvoria sucast’ dodavky.
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