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K diagnostickému pouziti in vitro

ZAMYSLENE POUZITI

Olerup SSP® HLA Typing Kits jsou kvalitativni diagnostické soupravy in vitro pro typovani
DNA alel HLA tfidy | a HLA tfidy Il. Vyrobky jsou pouzivany vySkolenymi odborniky v
lékarském prostifedi za ucCelem stanoveni fenotypu HLA. Testovanym zdrojovym
materialem je DNA.

SHRNUTI A VYSVETLENI

Lidské leukocytarni antigeny (HLA) se dfive stanovovaly pomoci testu lymfocytotoxicity.
Tento test vSak byl nahrazen technikou typizace DNA zaloZenou na polymerazoveé
fetézoveé reakci (PCR) z dlivodu chybovosti a nedostatecné rozliSovaci schopnosti na
urovni alel. Ve vétsiné technik zalozenych na PCR se proces PCR pouziva pouze jako
krok amplifikace potfebné cilové DNA a k rozlieni riznych alel je nutny postamplifikacni
krok. Naproti tomu v metodice PCR-SSP (sekvencné specificky primer - SSP) dochazi k
rozlieni riznych alel béhem procesu PCR. To zkracuje a zjednodusuje postamplifikacni
krok na jednoduchy krok detekce gelovou elektroforézou. Vysledky testu SSP jsou bud
pozitivni, nebo negativni, ¢imz odpada nutnost slozité interpretace vysledkd. Kromé toho
je rozlieni typizace PCR-SSP vys$Si nez u jinych typizacnich technik zalozenych na
PCR, protoze kazdy par primert definuje dva sekvenéni motivy umisténé in cis, tj. na
stejném chromozomu. Kromé toho se diky syntetické povaze cCinidel SSP zlepSila
stabilita a snizily se odchylky mezi jednotlivymi Sarzemi.

ZASADA POSTUPU

Metodika PCR-SSP je zaloZena na principu, Ze zcela nebo téméfr zcela shodné
oligonukleotidové primery bez 3'-koncovych neshod jsou v PCR reakci vyuzivany
ucinnéji nez neshodné primery termostabilnimi DNA polymerazami bez vlastnosti proof-
readingu. Pary primerQ jsou navrzeny tak, aby byly sparovany s jednotlivymi alelami
nebo skupinami alel v zavislosti na poZadovaném stupni rozlieni typizace. Pfi pfisné
kontrolovanych podminkdch PCR umoznuji shodné nebo témér zcela shodné pary
primertu amplifikaci, tj. pozitivni vysledek, zatimco neshodné pary primerl neumozriuji
amplifikaci, tj. negativni vysledek.

Po procesu PCR se amplifikované fragmenty DNA rozdéli podle velikosti, napf.
elektroforézou v agarézovem gelu, vizualizuji se barvenim ethidium bromidem a
vystavenim ultrafialovému svétlu, zdokumentuji se fotografii a interpretuji. Interpretace
vysledkl PCR-SSP je zaloZena na pfitomnosti nebo nepfitomnosti specifickych produktt
PCR. P¥i interpretaci vysledkl mohou byt uziteCné relativni velikosti specifickych
produktll PCR. Metodiku PCR-SSP pro HLA plGvodné popsal O. Olerup v letech 1991 a
19921,2.

Vzhledem k tomu, Ze proces PCR muze byt nepfiznivé ovlivnén raznymi faktory (napt.
chybami pfi pipetovani, pfili§ nizkou koncentraci DNA, Spatnou kvalitou DNA,
pfitomnosti inhibitorll PCR, nepfesnosti termainiho cykleru), je do kazdé reakce PCR
zahrnut interni pozitivni kontrolni par primer(2. Vnitini pozitivni kontrolni par primert
odpovidé konzervovanym oblastem genu pro lidsky ristovy hormon, ktery je pfitomen
ve vSech vzorcich lidské DNA. V pfitomnosti specifického produktu PCR alely (alel)
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HLA mu(ze byt produkt vnitfniho pozitivniho kontrolniho pasu slaby nebo muize chybét.
Amplikony generované specifickymi pary primert HLA jsou krat$i nez amplikony
interniho pozitivniho kontrolniho paru primeru, ale vétsi nez neinkorporované primery
(viz OCekavané hodnoty).

CINIDLA

A.

Identifikace

Typizaéni sady Olerup SSP®obsahuji susené, predem optimalizované sekven&né
specifické primery pro PCR amplifikaci alel HLA a genu pro lidsky rastovy hormon,
PCR Master Mix bez Taq polymerazy (,Master Mix") a lepici PCR plomby.

Roztoky primert jsou pfedem pfipraveny a vysuSeny v 0,2 ml jamkach nafezanych
tenkosténnych zasobnicich PCR. Kazda jamka zasobniku obsahuje vysu$eny
roztok primerl sestavajici ze specifické smési primeru, tj. alelové a skupinové
specifickych primerd HLA, a také interniho pozitivniho kontrolniho paru primert
odpovidajicich nealelickym sekvencim a je pfipravena pro pfidani vzorku DNA,
smési Master Mix a H20.

Primery jsou navrzeny pro optimalni amplifikaci PCR pfi pouziti Master Mixu a
doporu¢eného programu cyklovani DNA (viz Programovani termocykléru).

Tabulky specificnosti a interpretace specifickych Sarzi nebo pracovni list pro
specifické alely HLA amplifikované kazdou smési primerQ |ze ziskat na webové
strdnce www.caredx.com.

B. Varovani a preventivni opatreni

1. Pro diagnostické pouziti in vitro.

2. Tento produkt nelze pouzit jako jediny podklad pro klinické rozhodnuti.

3. Varovani pred biologickym nebezpecim: VSechny krevni produkty by mély byt
povazovany za potencialné infekéni. Zadna znama zkusebni metoda nemize
zarucit, ze produkty ziskané z lidské krve nebudou pfenaset infekéni agens.

4. Varovani pred biologickym nebezpecim: Bromid ethidia pouzivany k barveni
DNA pfi elektroforéze v agarosovém gelu je karcinogenni. Pfi manipulaci
pouzivejte vhodné osobni ochranné prostredky.

5. Upozornéni: Pouzivejte ochranu oci blokujici UV zafeni a pfi prohlizeni nebo
fotografovani gelll se nedivejte pfimo na zdroj UV svétla.

6. Pipety a dalSi vybaveni pouzivané pro post-PCR manipulace by se nemély
pouzivat pro pre-PCR manipulace.

7. Podrobné informace naleznete v bezpecnostnim listu (www.caredx.com).

C. Navod k pouziti

Viz navod k pouziti.

D. Pokyny pro skladovani

Soucasti soupravy skladujte ve tmé a pfi teplotach uvedenych na obalu.

Spotfebujte pfed uplynutim doby pouzitelnosti uvedené na Stitku na obalu.
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E: Cisténi nebo osetieni nutné pro pouziti
Viz navod k pouziti.

F. Indikace nestability

1. NepouZivejte zasobniky primeru s prasklinami v jamkach nebo s poSkozenym
hornim okrajem jamek, protoZze to muize zpuUsobit odpafovani béhem
amplifikace PCR. Nepouzivejte prouzky s uzavérem PCR s prasklinami,
protoze by mohlo dojit k odparovani béhem amplifikace PCR.

2. Pelety v jamkach by mély mit Gervenou barvu. Zluté zbarveni pelet mdze
znamenat degradaci.

3. Master Mix by mél mit ervenou az fialovou barvu. Zluté az oranzové
zbarveni mize znamenat degradaci.
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POZADAVKY NA NASTROJE
A. Nastroj
Mél by byt pouzit termocykler s nasledujicimi minimalnimi specifikacemi:

vyhfivané viko s teplotou 104 °C pro bezolejovy provoz

blok na vzorky (hlinikovy, stfibrny nebo pozlaceny stfibrny) pro pouZiti s

96jamkovou PCR destickou nebo 0,2 ml tenkosténnymi reakénimi

zkumavkami.

Sady Olerup SSP jsou validovany na nasledujicich cyklérech.

Doporucené najezdové rychlosti:

- GeneAMP 9700: Cyklér GeneAmp 9700 nastaven na rezim 9600. To
odpovida rychlosti nabéhu vzorku 1,6°C/s nahoru a 0,8°C/s dolu.

- ProFlex 1x96-jamkovy blok: PCR cyklér ProFlex s rychlosti nabéhu bloku
3,0 °C/s (kazdy krok 3,0°C/s). Rychlost nabéhu bloku 3,0 °C/s odpovida
rychlosti nabéhu vzorku 1,52 °C/s nahoru a 1,36 °C/s dold.

- ProFlex 2x96-jamkovy blok: PCR cyklér ProFlex s rychlosti nabéhu bloku
3,0 °C/s (kazdy krok 3,0°C/s). Rychlost nabéhu bloku 3,0 °C/s odpovida
rychlosti nabéhu vzorku 1,9 °C/s nahoru a 1,6 °C/s dold.

Poznamka: VySSi najezdové rychlosti, nez jsou popsany vyse,

mohou mit vliv na vysledky typizace. Vezméte prosim také na

védomi, Ze vliv na psani se muze u riznych nevalidovanych cykléru
lisit v zavislosti na nastaveni.

teplotni rozsah 4,0° C az 99,9° C

pfesnost teploty £ 0,25° C v rozmezi 35° C a2 99,9° C

rovnomeérnost teploty bloku vzorku < 0,75 °C v rozmezi 55 °C az 95 °C.

teplotni kalibrace navazana na referencni standard (napf. NIST).

Naprogramujte termocykler pomoci parametr cyklovani PCR v &asti B nize.

Konkrétni informace o termocykleru naleznete v uZivatelské pfiru€ce vyrobce.
Termocyklery by mély byt kalibrovany podle akreditanich pravidel ASHI
(American Society of Histocompatibility and Immunogenetics) nebo EFI
(European Federation of Immunogenetics).

Pfed spusténim termocykleru naprogramujte nize popsany navod k pouziti.
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B. Parametry cyklovani PCR

1. 1cyklus 94 °C 2 min denaturace
2. 10 cykll 94 °C 10 sekund denaturace
65 °C 60 sekund zihani a prodluzovani

3. 20 cyklu 94 °C 10 sekund denaturace
61 °C 50 sekund Zihani
72 °C 30 sekund prodlouzeni
4. Konec — RT pokud je krat$i nez 8 hodin
podrzeni 4°C pokud je delSi nez 8 hodin

Celkovy reakéni objem v kazdé jamce, 10 pl .

Pro véechny soupravy Olerup SSP® se pouzivaji stejné parametry cyklovani PCR.
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ODBER A PRIPRAVA VZORKU

Pro typizaci SSP je zapotfebi extrahovana, vysoce Cista DNA. Vzorky DNA, které maji
byt pouzity pro PCR-SSP HLA typizaci, by mély byt znovu suspendovany v dH:20.
PomérAzsozsoby mél byt 1,6 — 2,0 podle UV spektrofotometrie pro optimalni
vizualizaci pasu béhem elektroforézy.

Doporucujeme automatickou extrakci DNA pomoci systému QIAGEN EZ1 DSP DNA
Blood System. Jako vychozi material by méla byt pouzita krev ACD.

Alternativné Ize DNA extrahovat jakoukoli preferovanou metodou, ktera poskytuje
Cistou DNA. Pfi pouziti alternativnich metod by méla byt koncentrace DNA upravena
na 30 ng/ul. PFi téchto metodach nepouZivejte heparinizovanou krev.

Doporucena koncentrace DNA pomaoci:
DNA extrahované z EZ1, 15 ng/ul.
DNA extrahované jinymi metodami, 30 ng/pl.

Koncentrace presahujici 50 ng/ul zvySuji riziko nespecifickych amplifikaci a slabych
extra pasu, zejména u typizaci HLA tfidy | s vysokym rozliSenim SSP. V pfipadé
potifeby zfedte extrahovanou DNA v dH20.

Vzorky DNA by nemély byt resuspendovany v roztocich obsahujicich chelatacni
Cinidla, jako je EDTA, o koncentraci vyssi nez 0,5 mM.

Vzorky DNA Ize pouzit ihned po extrakci nebo je Ize skladovat pfi teploté +4°C po dobu
az 2 tydnu, aniz by to mélo nepfiznivy vliv na vysledky. Vzorky DNA Ize skladovat pfi
teploté -20°C nebo nizsi po dobu 9 mésicu. Cistota a koncentrace extrahovanych
vzorkl DNA, které byly delSi dobu skladovany, by méla byt pfed typizaci HLA
testovana na pfijatelnost.

Vzorky DNA by mély byt pfepravovany pfi teploté +4°C nebo nizsi, aby se b&hem
pfepravy zachovala jejich integrita.
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PosTupP
A. Poskytnuté materialy
1. Olerup SSP® zasobniky s primery.
2. Master Mix bez Taqg polymerazy (odpovidajici objem pro zasobniky
soupravy). Stejny Master Mix se pouziva pro vSechny sady Olerup SSP® .
3. Samolepici tésnéni PCR (odpovidajici pocet pro zasobniky soupravy).

B. Pozadované, ale neposkytované materialy
1. Souprava/zafizeni pro izolaci DNA
2. UV spektrofotometr
3. Pipetovaci zafizeni. Pro pfidani smési DNA-Master Mix-dH20 do jamek
zasobniku doporuCujeme elektronicky jednokanalovy davkova¢ schopny
davkovat alikvoty o objemu 10 pl.
Jednorazové pipetovaci Spicky
Polypropylenové zkumavky
Vortexovy mixér
Mikrocentrifuga
Stojan na PCR
Termocykler s vyhfivanym vikem pro PCR s 96jamkovym formatem, teplotnim
gradientem pres vyhfivaci blok < 0,75 °C a zasobnikem/drzakem na 0,2 ml
tenkosténné reakéni jamky.
10. Mikrovinna trouba nebo horky talif pro ohfev roztokd agarozy
11. Agaroza tfidy elektroforézy, napf. FMC Seakem LE
12. 0,5 x TBE pufr; 1 x TBE pufr je 89 mM Tris-borat, 2 mM disodna EDTA, pH
8,0.
13. Lahev s kapatkem na etidium bromid Cislo vyrobku 103.301-10 nebo lahev s
kapatkem GelRed Cislo vyrobku 103.302-05
14. Gelové pipetovaci zafizeni. Pro vkladani gelu doporucujeme 8-kanalovou
pipetu, nastavitelny objem 5 — 25 pl
15. Znackovac velikosti DNA pokryvajici rozsah 50 — 1 000 bp, napf. Zebficek o

100 parech bazi, DNA Size Marker produkt €. 103.202-100 nebo DNA Size Marker pro kratké
gely 103.203-100

16. Elektroforézni pfistroje/napajeci zdroj

17. UV tranziluminator

18. Systém fotografické nebo obrazové dokumentace

19. Roche Tag DNA polymeraza, GMP Grade. [katalogové Cislo 03 734 927 001
(1000 U) nebo 03 734 935 001 (5000 V).

©ooNOOA

C. Postup krok za krokem
Viz navod k pouziti.
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NAVOD K POUZITI
A. Priprava vzorku

1.

2.

3.

Purifikujte genomovou DNA ze vzorku leukocytt zvolenou metodou, viz
vySe Odbér a pfiprava vzorku.

Konkrétni informace o pfipravé a skladovani vzorkl naleznete vySe v Casti
Odbér a pfiprava vzorku.

Provedte amplifikaci PCR na precisténém vzorku DNA pomoci typizacniho
zasobniku Olerup SSP® nebo vzorek DNA uloZte, dokud nebude pfipraven k
typizaci.

B. Priprava ¢inidla/zafizeni

1.

2.
3.

Naprogramujte termocykler pro spusténi programu Olerup SSP® PCR, viz
vySe Pozadavky na pfistroj - Parametry cyklovani PCR.

Méjte k dispozici Taq polymerazu (5 jednotek/ul), uchovavejte pfi -200C.
Pripravte gel pro elektroforézu, viz ¢ast C: Priprava gelu pro elektroforézu
nize.

C. Priprava gelové elektroforézy
Pro gelovy systémOlerup SSP ® 96 (Produkt &. 103.101-01)
1. Nastaveni

e Vyrovnejte odlévaci komoru pro 1 gel (vyrobek &. 103.101-31) nebo odlévaci
komoru pro 3 gely (vyrobek & 103.101-33) pomoci vyrovnavaci bubliny a tfi
vysSkové nastavitelnych noZicek.

e Umistéte zasobnik(y) na gel do odlévaci komory.

2. 2 % (w/v) Pfiprava agar6zového gelu

Pouzijte vysoce kvalitni agarézu pro elektroforézu, ktera je schopna rozlisit

fragmenty DNA o velikosti 50 — 000 para bazi.

e Do 5ml10 x TBE (Tris Borate EDTA) pufru pfidejte 150 ml destilované
vody a 2 g agardzy v 500 ml sklenéné lahvi.

e Rozpustte agarézu varenim v mikrovinné troubé&, dokud nevznikne
homogenni roztok o objemu 100 ml.

e Rozpustény roztok gelu nechte vychladnout na 60 °C, napf. ve vyhfivaci
skFini.

e Gel pfed odlitim obarvéte ethidium bromidem (10 mg/ml), 5 plna 100 ml
gelového roztoku. Pro maximalné snadnou manipulaci pouZivejte nase
lahviCky s kapatkem na ethidium bromid (vyrobek &. 103.301-10). Poznamka:
Ethidium bromid je karcinogen. Pfi manipulaci pouzivejte vhodné
osobni ochranné prostredky.

e Do zasobniku na gel v odlévaci komofe nalijte 100 ml gelového roztoku.
Vlozte 6 gelovych hiebenl (produkt &. 103.101-21) do otvorU zasobniku na
gel.

e Nechte gel 15 minut ztuhnout.

e Do nadrzky na gel nalijte 750 ml 0,5 x TBE pufru. Ponofte zasobnik na gel
do krabiCky na gel a opatrné vyjméte 6 gelovych hiebenl jejich
nadzvednutim.
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PFi pouziti alternativnich elektroforéznich systému postupujte podle pokyna vyrobce.

Aby mohly byt pouzity typovacimi soupravami Olerup SSP® HLA, musi byt tyto

systémy schopny rozlisit produkty PCR o velikosti od 50 do 1100 paru bazi.

D. Postupny postup

1. Z uvedenych skladovacich teplot vyjméte: pFislusny pocet vzorki DNA,
zasobnik(y) primeru, objem Master Mix a Taq polymerazy (5 jednotek/pl)
potfebny pro vybrany(é) vzorek(y)/zasobnik(y) primert. Rozmrazte pfi
pokojové teploté (20 az 25°C)

Pro véechny soupravy Olerup SSP® se pouZiva stejna smés Master Mix.

2. Vzorek (vzorky) DNA kratce promichejte vifenim.
3. Umistéte zasobnik(y) primert do stojanu na zasobniky PCR.
4. Soupravy s nizkym a vysokym rozliSenim

Pfed odebranim alikvotnich ¢asti smés Master Mix vortexuijte.

Pomoci ruéni jednokanalové pipety pridejte pfi pokojové teploté Master
Mix, Taq polymerazu (5 jednotek/pl) a dH20 do 0,5 ml nebo 1,5 ml
zkumavky. (Prislusné Castky jsou uvedeny v tabulce 1 nize.)

Zkumavku uzavrete a 5 sekund vifete. Pulzné roztocte zkumavku v
mikrocentrifuze, aby se veskera tekutina dostala doll ze stran zkumavky.
Pomoci ruéni jednokanalové pipety pfidejte 8 ul smési Master Mix -dH20 a
2 pl dH20 do jamky negativni kontroly, tj. jamky s negativnimi kontrolnimi
pary primerd, v zasobniku primeru.

Pomoci ruéni jednokanalové pipety pridejte pfi pokojové teploté vzorek
DNA do zbyvajici smési Master Mix — dH20. (PFislusné ¢astky jsou
uvedeny v tabulce 1 nize.)

Zkumavku uzavrete a 5 sekund vifete. Pulzné roztocte zkumavku v
mikrocentrifuze, aby se veskera tekutina dostala doll ze stran zkumavky.
Pomoci elektronického jednokanalového davkovace alikvotujte 10 pl
reakéni smési vzorku do kazdé jamky zasobniku primert s vyjimkou jamky
negativni kontroly.

Tabulka 1: Objem slozek potifebnych na jeden test pro riizné pocty jamek pri pouziti Master
Mixu bez Taq polymerazy.
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Pocet | Objem Objem Objem Objem Tag Pocet Objem Objem Objem Objem Taqg

jamek | Master Mix vzorku DNA | dH,O (ul) polymerazy jamek Master Mix vzorku DNA | dH,O (ul) polymerazy

na (Hh) (1) (V)] na (Hh) (1) (1))

zkou$ zkousk

ku u
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

VySe uvedené doporucené objemy zahrnuji objem kompenzujici odchylky pipet a
ztraty kapaliny na vnitfnich sténach zkumavek.

5. Kombinované soupravy A-B-DR, A-B-C, A-B-DR-DQ a DQA-DQB-DR Enhanced
a HLA-C s vysokym rozliSenim pro casté alely

Vortex Master Mix.

Pomoci ruéni jednokanalové pipety pridejte pfi pokojove teploté 8,3 ul Taq
polymerazy (5 jednotek/ul) a 511,7 pl dH20 do 1,5 ml zkumavky obsahujici
312 pl Master Mix.

Zkumavku uzavfete a 5 sekund vifete. Pulzné roztocte zkumavku v
mikrocentrifuze, aby se veSkera tekutina dostala dolu ze stran zkumavky.
Pomoci manualni jednokanalové pipety pfidejte 8 pl smési Master Mix - Taq
polymeraza — dH20 a 2 pl dH20 do jamky negativni kontroly €. 96, tj. jamky s
negativnimi kontrolnimi pary primera.

Pomoci ruéni jednokanalové pipety pfidejte pfi pokojové teploté 206 pl vzorku
DNA do zbyvajici smési Master Mix — Tagpolymeraza — dH:0.

Zkumavku uzavrete a 5 sekund vifete. Pulzné roztoCte zkumavku v
mikrocentrifuze, aby se vesSkera tekutina dostala dolt ze stran zkumavky.
Pomoci elektronického jednokanalového davkovace alikvotujte 10 ul reakéni
smési vzorku do kazdé jamky, s vyjimkou jamky €. 96 pro negativni kontrolu, v
zasobniku primera.
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Dulezité:
Dbejte na to, abyste vzorek nanesli nad primery (zaschlé na dné kazdé jamky
zasobniku primer(), aby nedoslo ke kfizové kontaminaci mezi jamkami.
Dotknéte se vnitfni stény jamky Spickou pipety, aby vzorek sklouzl na dno jamky.
Zkontrolujte, zda vSechny vzorky klesly na dno kazdé jamky. Pokud tomu tak
neni, jemné poklepejte zasobnikem o desku stolu, aby se vSechny vzorky
usadily na dné jamky pfed zahajenim PCR.

5. Zakryjte zasobnik(y) na zakladni natér dodanymi samolepicimi tésnénimi
PCR. Zkontrolujte, zda jsou vSechny reakéni jamky zcela zakryté, aby
nedochazelo k odpafovani béhem amplifikace PCR. Kompresni podlozku
Olerup SSP®(vwyrobek & 103.505-06)lze aplikovat nalepici tésnéni PCR, aby se
zabranilo odpafovani béhem tepelného cyklovani.

6. Umistéte zasobnik(y) primert do termocykleru s vhodnym adaptérem pro

zkumavky. Mezi nastavenim PCR a tepelnym cyklovanim nedovolte

prodlevu delSi nez 5 minut.

Zadejte svoje Cislo programu Olerup SSP®. Zadejte reakcni objem 10 pl.

Spustte program PCR. Program trva pfiblizné 1 hodinu a 20 minut.

Odstrante zasobnik (y) zakladniho natéru z termocykleru. Zkontrolujte

zasobnik PCR a ujistéte se, Ze je v kazdé jamce PCR pfiblizné stejny objem

tekutiny. Provedte elektroforézu vzorku, viz oddil E — Gelova elektroforéza

nize. Interpretujte vysledky typizace pomoci tabulek pro interpretaci a

specificnost specifickych pro danou Sarzi nebo pracovniho listu, viz

Ocekavané hodnoty nize.

© oo N

E. Gelova elektroforéza

1. Po dokon&eni PCR reakce orientujte zasobnik primert a gelovy box. Poradi
jamek je zleva doprava a shora dol(.

2. Opatrné odstrarite vicka prouzku, aniz by doslo k potfisnéni produktt PCR.

3. Na 2 % agar6zovy gel vlozte sekvencné usporadané produkty PCR. (Neni
nutné pfidavat zadny nakladaci pufr do gelu.) Pro vkladani gelu se doporucuje
pouzit 8-kanalovou pipetu.

4. Vlozte marker velikosti DNA (zebficek o velikosti 100 part bazi, DNA Size Marker
produkt &. 103.202-100 nebo DNA Size Marker pro kratké gely 103.203-100) do jedné
jamky v kazdém radku.

5. Prikryjte krabi¢ku s gelem vikem krabicky s gelem.

6. Provedte elektroforézu gelu v 0,5 x TBE pufru bez recirkulace pufru po dobu
15 — 20 minut pfi 8 — 10 V/cm.

7. Preneste zasobnik s gelem do UV transiluminatoru.

8. Vyfotte gel se zasobnikem na gel nebo bez néj.

9. Oznacte fotografii podle pravidel laboratore.

KONTROLA KVALITY

Podle pokynu ASHI pro testovani HLA musi byt v kazdé sestavé PCR zahrnuta negativni
(kontaminacni) kontrolni jamka. (Revidované standardy pro akreditované laboratore,
Americka spolecnost pro histokompatibilitu a imunogenetiku, kone¢né revidované
standardy schvalené CMS: 16. unora 2021). S vyjimkou souprav HLA-B*27 — jednotkova
Typové sady 1586-LBL v02 Olerup SSP® HLA bez Taq polymerazy Pro diagnostické pouziti In Vitro
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davka a souprav HLA-B*27 s jednou jamkou je soucasti vSech souprav negativni
kontrolni jamka.

Viz Interpretace gelu na strané 14.

VYSLEDKY
Validacni listy pro jednotlivé Sarze bunécnych linii a certifikat o analyze jsou k dispozici
online na adrese www.caredx.com.

OMEZENIi POSTUPU

1.

Typové sady 1586-LBL v02 Olerup SSP® HLA bez Taq polymerazy

q

Proces PCR-SSP vyZaduje vysoce kontrolované testovaci podminky, aby byla
zajisténa odpovidajici diskriminacni amplifikace. Je tfeba pfesné dodrzovat postup
popsany v navodu k pouziti.

Extrahovany vzorek DNA je templatem pro specificky proces amplifikace PCR.
Precisténa DNA by méla mit pomér Azeorzso mezi 1,6 a 2,0, aby se doséhlo optimalni
vizualizace pasu elektroforézou.

VSechny pfistroje, napf. termocykler, pipetovaci zafizeni, musi byt kalibrovany podle
doporuceni vyrobce.

Informace o jednotlivych Sarzich jsou uvedeny v pfibalové informaci: Informace o
konkrétni Sarzi a v pracovnim listu pro konkrétni Sarzi.

Na zakladé provedenych zkouSek byly nasledujici latky hodnoceny tfemi (3)
extrakénimi metodami v uvedenych koncentracich a bylo zjisténo, Zze nemaji vliv na
vysledky zkousSek.

Metoda |nter}feru1|C| Interferentni koncentrace*
extrakce latka
Krevni Bilirubin 200 mg/l
systém Hemoglobin 200 g/l
EZ1 DSP | Triglycerid 30 g/l
DNA Bilkovina 110 g/l
Souprava | Bilirubin 200 mg/l
QlAamp | Hemoglobin 200 g/l
DSP DNA | Triglycerid 18,2 g/l
Blood Kit | Bilkovina 77 -96 g/l
Bilirubin 200 mg/l
Metoda  "emoglobin 200 g/l
Gentra Triglycerid 18,2 g/l
PureGene giy ovina 119 — 146 gl

Revidovano zafi 2023
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6. Desticky PCR jsou fyzicky kompatibilni s vétSinou termocyklert na trhu. Viz
tabulka kompatibility plasti termocykleru nize.termocyklery na trhu.
Poznamka: Tabulka je uréena pouze jako voditko. Ohledné validovanych
cyklérd viz ¢ast PoZadavky na pfistroje — Pristroje.

Tabulka kompatibility
Vyrobce Termocyklér
Aplikované biosystémy GeneAmp 9700
ProFlex 96-jamkovy
ProFlex 2x96-jamkovy
Veriti 0,2 ml 96-jamkovy blok
GeneAmp 2700, 2720, 9600
Agilent (Stratagene) SureCycler 8800
RoboCycler
Gradient Cycler
Biometra Uno, Uno Il
Termocykler T1
TGradient/TAdvanced
TRobot
TProfessional
Bio-Rad MJ Mini
T100
iCycler, MyCycler
C1000, S1000

PTC-2(xx)

PTC-100 s 96-jamkovym blokem
Eppendorf Mastercycler Gradient

Mastercycler EP Gradient, Pro, Nexus
MWG Primus 96

TheQ LifeCycler
Thermo Scientific Arktik
Techne Flexigene, TC-412, TC-4000

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

MultiBlock System & MBS

Omnigene, Omn-E

Gene Technologies GS1, GS4, GSX

Takara TP 3000

7. Vykon této soupravy s pouzitim Master Mixu bez Taq polymerazy byl ovéfen
pouze s Taq DNA polymerazou Roche, GMP Grade (katalogové €islo 03 734
927 001 nebo 03 734 935 001). Vykonnost testu pfi pouziti jinych enzymd neni
znama a musi byt stanovena a ovéfena uzivatelem.
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OCEKAVANE HODNOTY
A. Analyza dat
Peclivé si prohlédnéte fotografii gelu a urcete pozitivni drahy.

1. Pokud byla amplifikovana specificka alela (alely) HLA, v pruhu gelu se objevi
rychleji migrujici, kratSi pas. To znamena pozitivni vysledek testu.

a. Zaznamenejte pfitomnost a nepfitomnost specifickych produkti PCR.

b. Pfi interpretaci vysledki z gelu je uZite€né sledovat relativni délky
specifickych produktt PCR, které jsou uvedeny v produktovych vlozkach
specifickych pro danou Sarzi. Nékteré drahy maji dvé nebo vice moznych
délek specifickych produkti PCR. Tyto jamky obsahuiji vice paru primert
generujicich produkty PCR rlznych velikosti v zavislosti na alelach HLA
ve vzorku DNA.

c. Porovnejte vzor gelovych drah se specifickymi produkty PCR s
informacemi v tabulkach interpretace a specifi€nosti specifickych pro
danou Sarzi, abyste ziskali typizaci HLA DNA vzorku.

2. Jako kontrola uspésné amplifikace by mél byt ve vSech pruzich gelu viditelny
vnitfni  pozitivni kontrolni pas, ktery je pomalejSi a delSi, s vyjimkou
negativniho kontrolniho pasu. Vnitini pozitivni kontrolni pas muize byt v
pozitivnich gelovych pruzich slaby nebo mize chybét.

a. Zaznamenejte pritomnost a relativni délku internich pozitivnich
kontrolnich pasld. Razné velké kontrolni pasky pomohou pfi spravné
orientaci pfi psani i pfi identifikaci soupravy.

b. Absence interniho pozitivniho kontrolniho pasu bez specifického PCR
produktu znamena neuspésnou PCR reakci.

i. Pokud Ize alely HLA stanovit v pfitomnosti neuspésné reakce (reakci)
PCR a neuspésna reakce (reakce) PCR nezméni pfifazeni alel, test
se nemusi opakovat.

ii. Pokud by vSak neuspésna reakce PCR mohla zménit pfifazeni alel
HLA, je tfeba typizaci opakovat.

3. Pritomnost specifického produktu PCR nebo interniho pozitivniho kontrolniho
pasu v negativnim kontrolnim pruhu (pruzich) znamena kontaminaci
produktem (produkty) PCR a znehodnocuje v8echny vysledky testu. V
negativnim kontrolnim pruhu (pruzich) mohou byt pozorovany oligomery
primer( o velikosti 40 az 60 paru bazi. To nepfedstavuje kontaminaci.
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B. Interpretace gelu

Pozitivni Negativni Neuspésna
reakce reakce reakce PCR
Jamka | | | |
Vnitfni pozitivni
kontrolni pasmo
Specifické
pasmo

Pasmo primera

1. Marker velikosti DNA (ZebFicek o velikosti 100 parQ bazi, produkt DNA Size Marker &.
103.202-100 nebo DNA Size Marker pro kratké gely 103.203-100) by se mél pouzit v
jedné jamce v kazdém fadku gelu nebo podle mistnich akreditacnich
smeérnic laboratofre.

2. Mohou byt ziskany pasy delSi nez vnitfni pozitivni kontrolni pas, které by se
pfi interpretaci vysledkl typizace nemély brat v ivahu.

3. Nepouzité primery vytvofi difuzni pas kratSi nez 50 part bazi.

4. Mohou byt pozorovany artefakty primerovych oligomer(. Ty jsou delSi nez
primerovy pas, ale kratSi nez specifické pasy.

SPECIFICKE VYKONNOSTNi CHARAKTERISTIKY

Kontrola kvality Sarze sady

Kazdy roztok primerd je testovan na panelu 48 vzorkli DNA z dobfe
charakterizovanych bunécnych linii IHWC, viz list(y) pro validaci buné&cné linie
specifické pro danou $arzi v pfibalové informaci k produktu, informace specifické pro
danou Sarzi.

Porovnani metod

Byla provedena studie za u€elem porovnani typiza¢nich souprav Olerup SSP® HLA s
polymeréazou Taq, ktera je sougasti PCR Master Mix, a bez ni. U&elem studie bylo
prokazat, Ze ruéni pfidani neovliviiuje vysledky testu a Ze rizné Sarze Taq polymerazy
poskytuji stejné vysledky. Studie zahrnovala typizaci HLA-A, -B (tfida |) a -DRB (tfida
I1) s nizkym rozliSenim u 15 vzork( DNA se znamym genotypem HLA ziskanych ze
sbirky International Histocompatibility Workshop Collection. Vzorky pfipravovali a
kédovali jini pracovnici nez ti, ktefi provadéli testovani; pracovnici provadéjici
testovani byli ohledné typd HLA vzork( zaslepeni. Kazdy vzorek byl testovan
paralelné s Olerup SSP® HLA-A-B-DR Combi Tray s PCR Master Mix bez Taq
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polymerazy (,Test”) a Olerup SSP® HLA-A-B-DR Combi Tray s PCR Master Mix
vCetné Taq polymerazy (,Kontrola®“) v souladu s pokyny v pfibalové informaci kazdého
testu. VSechny testy byly provedeny v laboratofi CareDx AB ve Stockholmu ve
Svédsku za pouziti jedné Sarze kitu a dvou $arzi Taq polymerdzy. Ve studii byla
pouzita DNA polymeraza Roche Taq, GMP Grade. Testovani kazdého vzorku se
skladalo z typizace s nizkym rozliSenim pomoci kombinovaného zasobniku Olerup
SSP® HLA-A-B-DR: 1) PCR Master Mix v€etné Taq polymerazy (test schvaleny FDA)
(kontrolni test), 2) PCR Master Mix plus Roche Tag DNA polymeraza, produkt GMP
Grade, 5 U/uL; Sarze €. 1 (testovaci Sarze €. 1) a 3) PCR Master Mix plus Roche Taq
DNA polymeraza, produkt GMP Grade, 5 U/uL; Sarze €. 2 (testovaci Sarze €. 2). Po
PCR byla detekce provedena pomoci gelové elektroforézy. Vysledky jsou shrnuty
nize.

Souhlas
Vysledky typizace
- Vysledky typizace tfidy | tridy Il % Souhlas
Srovnan (€. souhlas/celkem) (€. (95 % interval
souhlas/celkem) spolehlivosti?)
HLA-A HLAB HLA-DRB
Testovaci 100 %
Sarze (84,7 - 100,0
& 1/kontrolni 15/15 15/15 15/15 %)
Sarze
Testovaci 100 %
Sarze 15/15 15/15 15/15 (84,7 -100,0
¢.1/Konsensus® %)
Testovaci 100 %
Sarze (84,7 -100,0
& 2/kontrolni 15/15 15/15 15/15 %)
Sarze
Testovaci 100 %
Sarze 15/15 15/15 15/15 (84,7 -100,0
¢.2/Konsensus® %)
Testovaci 100 %
el 15/15 15/15 15/15 (84’702) )100’0
SarZe €. 2

@ Metoda hodnoceni
bVysledek konsenzu ze sbirky Mezinarodniho seminare o histokompatibilité
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ODSTRANOVANi PROBLEMU

Problém

Pricina

Opatieni

Zadna amplifikace (ani
amplifikace vnitinich
kontrolnich fragmentt,
ani specificka
amplifikace).

PriliS malé mnozstvi DNA.

Zméfte koncentraci DNA
a zjistéte, zda je pfidané
mnozZstvi spravne.
Kontaminace RNA muze
zpusobit nadhodnoceni
spektrofotometrické
koncentrace DNA.
Extrakci DNA opatrné
opakujte s Cerstvé
pfipravenymi roztoky.
Doporucujeme
automatickou extrakci
DNA pomoci systému
QIAGEN EZ1 DSP DNA
Blood System.

DNA obsahuje inhibitory
PCR, napf. proteiny, etanol
(z precipitacnich krok),
zbytkové matrice z
produktl purifikace DNA
na pevné fazi.

Zmeéfte kvalitu DNA.
Doporucujeme pomér
A260/A280 1,6 — 2,0
pomoci UV
spektrofotometrie.
Ridte se presné
protokolem dodavatele
pro extrakci DNA.
Znovu extrahujte DNA.
Doporucujeme
automatickou extrakci
DNA pomoci systému
QIAGEN EZ1 DSP DNA
Blood System.

DNA byla extrahovana z
heparinizované krve.

Pouzijte
neheparinizovanou krev
nebo pouzijte protokoly
pro extrakci DNA z
heparinizované krve.

DNA je rozpu$téna v pufru
obsahujicim EDTA.

Zopakujte extrakci DNA
a rozpustte DNA v dH20.
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Revidovano zafi 2023

q

0197

Pro diagnostické pouziti In Vitro

Strana 19 ze 28




é CareDx

Navod k pouziti

Typové sadyOlerup SSP® HLA bez Taq polymerazy

Problém

Pri¢ina

Opatreni

Pokracéovani:

Zadna amplifikace (ani
amplifikace vnitfnich
kontrolnich fragmentt,
ani specificka
amplifikace).

Nahodné vneseni bélidla
do testu.

Zkontrolujte oblasti, do
kterych by se mohlo
dostat bélidlo.

Sady nejsou skladovany pfi
odpovidajici teploté.

Sady skladujte pfi teploté
-20°C.

Termalni cyklér nepracuje
spravne.

Zkalibrujte termalni
cyklér a zkontrolujte
program PCR.
Termocykler pouzivany
pro rutinni typizaci PCR-
SSP by mél byt
kalibrovan kazdych 6 —
12 mésicu.

Nedostate¢ny kontakt mezi
vyhFivacim blokem
termalniho cykléru a
typizaCnim zasobnikem
SSP.

Pouzijte spravny
zasobnik pro 0,2 ml
tenkosténné reakcni
jamky, viz pfirucka k
termocykleru.

Nahodné selhani zesileni
(vypadky).

PCR tésnéni/uzavéry
zkumavek, které nejsou
pevné uzavreny, vedou k
odparovani a naslednému
selhani amplifikace.

Ujistéte se, Ze jsou
tésnéni PCR/vSechny
uzaveéry pevné uzavieny.
Kompresni podlozku
Olerup SSP®(vyrobek &.
103.505-06)Ize aplikovat na
lepici tésnéni PCR, aby
se zabranilo odpafovani
béhem termalniho
cyklovani.

Chyby pfi vkladani gelu.

Zkontrolujte, zda byl
vloZen spravny pocet
jamek a zda kazda jamka
obsahuje pfiblizné stejny
objem smési PCR.

Pouziti nekalibrovanych
pipet.

Vsechny pipety
pravidelné kalibrujte
podle doporuceni
dodavatele.

Chyby pfi pipetovani.

Pipetovani provadéjte
peclivéji.

Hlavni smés a vzorek DNA
nebyly pfed pouzitim fadné
promichany.

Pfed pouzitim kratce
virové promichejte.
Doporuc€ujeme virové
promichat po kazdém
fadku.
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Problém

Pri¢ina

Opatreni

Do jamek byl pfidan
nerovnomeérny objem
smeési DNA a hlavni smési.

Pipetovani provadéjte
peclivéji.

Slabé prvky vnitini
kontroly.

Necista DNA.

Zméfte kvalitu DNA.
Pomér A260/A280 by
mél byt 1,6 — 2,0 podle
UV spektrofotometrie.
Kontaminace RNA mlze
zpusobit nadhodnoceni
spektrofotometrické
koncentrace DNA.
Degradovana DNA
vytvafi v gelovych
pruzich Smouhy.
Extrakci DNA opatrné
opakujte s Cerstvé
pfipravenymi roztoky.
Doporucujeme
automatickou extrakci
DNA pomoci systému
QIAGEN EZ1 DSP DNA
Blood System.

PriliS malé mnozstvi DNA.

Zméfte koncentraci DNA
a upravte ji na 30 ng/ul
nebo na 15 ng/ul

v pfipadé DNA
extrahované pomoci
systému QIAGEN EZ1
DSP DNA Blood System.
Kontaminace RNA mlze
zpusobit nadhodnoceni
spektrofotometrické
koncentrace DNA.
Degradovana DNA
vytvafi v gelovych
pruzich Smouhy.
Extrakci DNA opatrné
opakujte s Cerstvé
pfipravenymi roztoky.
Doporucujeme
automatickou extrakci
DNA pomoci systemu
QIAGEN EZ1 DSP DNA
Blood System.
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é CareDx

Navod k pouziti

Typové sadyOlerup SSP® HLA bez Taq polymerazy

Problém Pri¢ina Opatreni
Pokracovani: PFilis vysoka teplota zihani, | Zkalibrujte termalni
Slabé prvky vnitini termalni cyklér neni cyklér a zkontrolujte
kontroly. kalibrovany. program PCR.

Termocykler pouzivany
pro rutinni typizaci PCR-
SSP by mél byt
kalibrovan kazdych 6 —
12 mésicu.

PCR Master Mix byl
skladovan pfi teploté +4 °C
déle nez 2 tydny.

Spravné skladujte PCR
Master Mix.

Nespecificka amplifikace
(zebricky nebo natéry).

Pouziti pfebyteéného
vzorku DNA.

Zméfte koncentraci DNA
a upravte ji na 30 ng/ul
nebo na 15 ng/ul

v pfipadé DNA
extrahované pomoci
systému QIAGEN to15
DSP DNA Blood System.
Nékteré roztoky primeru
maji vysSi tendenci k
nespecifické amplifikaci,
viz poznamky pod ¢arou
v tabulce specifi¢nosti
jednotlivych Sarzi.

Necista DNA.

Pfi interpretaci ziskanych
vysledkl by se nemélo
pfihlizet ke vSem
fragmentim vétSim nez
fragment vnitfni kontroly.
Zkontrolujte kvalitu DNA.
Opakujte extrakci DNA.
Doporucujeme
automatickou extrakci
DNA pomoci systéemu
QIAGEN EZ1 DSP DNA
Blood System.

Nékteré roztoky primerd
maji vysSi tendenci k
nespecifické amplifikaci,
viz poznamky pod ¢arou
v tabulce specifi¢nosti
jednotlivych Sarzi.
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é CareDx
Navod k pouziti

Typové sadyOlerup SSP® HLA bez Taq polymerazy

Problém Pri¢ina Opatreni

Slabsi a slabsi signaly Roztok pro barveni Pripravte si Cerstvy

zesileni v prabéhu ¢asu. |agardzového gelu ethidium |roztok ethidium bromidu,
bromidem je stary. abyste dosahli lepSiho

obarveni agar6zového
gelu a lepSiho signalu.
Mraky primeru Ize
snhadno zjistit, pokud je
zbarveni agar6zového
gelu normalni.

Jedna z UV lamp je Zkontrolujte zafizeni UV
rozbita. zareni. Pokud je UV
svétlo normaini, Ize
mraky primeru snadno

zjistit.
Pouzito pfilis malo vzorku |Zméfte koncentraci DNA
DNA. a upravte ji na 30 ng/ul

nebo na 15 ng/ul

v pfipadé DNA
extrahované pomoci
systému QIAGEN EZ1
DSP DNA Blood System.

PFiliS vysoka teplota zihani, | Zkalibrujte termalni
termalni cyklér neni cyklér a zkontrolujte
kalibrovany. program PCR.
Termocykler pouzivany
pro rutinni typizaci PCR-
SSP by mél byt
kalibrovan kazdych 6 —

12 mésicu.

Podivné vzorce zesileni. |Pouziva se nespravna Zkontrolujte Cislo Sarze
tabulka/pracovni list pro pouzitého vyrobku a
interpretaci specifické pouzitou interpretacni
Sarze. tabulku/pracovni list.
Nespravné poradi pfi Zkontrolujte zarovnani
nakladani gelu. smési a gelovych drah.

Vzor amplifikace obsahuje |Viz nize.
faleSné pozitivni vysledek.

Vzor amplifikace obsahuje |Viz nize.
faleSné negativni vysledek.
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é CareDx

Navod k pouziti

Typové sadyOlerup SSP® HLA bez Taq polymerazy

Problém Pri¢ina Opatreni
Fale$né pozitivni Kontaminace DNA. Pro manipulaci pfed PCR
amplifikace. a po PCR pouzivejte

rukavice, pipetovaci
Spicky obsahujici bariéry
(filtracni vlozky) a
samostatné mistnosti.
Ve vSech krocich
zajistéte presnou
manipulaci se vSemi
vzorky.

Zkontrolujte kontaminaci
pomoci testovaci sady
Olerup SSP® Wipe Test.

Necista DNA.

Zméfte kvalitu DNA.
Ridte se presné
protokolem dodavatele
pro extrakci DNA.
Zkuste jiné systémy
extrakce DNA.

Znovu extrahujte DNA.
DoporucCujeme
automatickou extrakci
DNA pomoci systému
QIAGEN EZ1 DSP DNA
Blood System.

Pouziti pfebyteéného
vzorku DNA.

Zméfte koncentraci DNA
a upravte ji na 30 ng/ul
nebo na 15 ng/ul

v pfipadé DNA
extrahované pomoci
systému QIAGEN EZ1
DSP DNA Blood System.

PFiliS nizka teplota zihani.

Zkalibrujte termalni
cyklér a zkontrolujte
program PCR.
Termocykler pouzivany
pro rutinni typizaci PCR-
SSP by mél byt
kalibrovan kazdych 6 —
12 mésicu.

Velk& prodleva mezi
nastavenim PCR a
zahajenim termalniho
cyklovani.

Pfed termalnim
cyklovanim by neméla
byt povolena delSi
prodleva nez 5 minut.

Prodleva mezi viozenim
zasobnikl na psani do

Pouzijte pfedehraty
tepelny cyklér.
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Navod k pouziti

Typové sadyOlerup SSP® HLA bez Taq polymerazy

bromidu.

Problém Pri¢ina Opatreni
Pokracovani: termocykleru a zahajenim

FaleSné pozitivni cyklovani.

amplifikace. Pouziti nadbytku ethidium | Pouzijte doporucené

mnozstvi
ethidiumbromidu.

Nespravna interpretace
artefaktu jako specifického
pasma.

Zkontrolujte
tabulku/pracovni list pro
interpretaci specifickou
pro danou Sarzi a tabulku
specifi€nosti pro
spravnou velikost past a
poznamky pod Carou.

Vzor amplifikace obsahuje
faleSné pozitivni vysledek.

Zkontrolujte, zda maiji
vSechny specifické
amplifikace spravnou
velikost, nebo zda nebyl
artefakt (carry-over,
dimer primeru)
nespravneé interpretovan
jako amplifikace.

Nespravné poradi pfi
nakladani gelu.

Zkontrolujte zarovnani
smési a gelovych drah.

FaleSné negativni
amplifikace.

Termocykler neni spravné
kalibrovan.

Zkalibrujte termalni
cyklér a zkontrolujte
program PCR.
Termocykler pouzivany
pro rutinni typizaci PCR-
SSP by mél byt
kalibrovan kazdych 6 —
12 mésicu.

Pokud nedojde ke
korekci rekalibraci,
provedte test znovu

s referenénim vzorkem
stejné specifity. Pokud se
potvrdi, Ze je negativni,
kontaktujte zakaznickou
podporu.

Nespravné poradi pfi
nakladani gelu.

Zkontrolujte zarovnani
smési a gelovych drah.
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Navod k pouziti

Typové sadyOlerup SSP® HLA bez Taq polymerazy

Problém

Pri¢ina

Opatreni

Celkové problémy s
gelem (rozmazané gely
a/nebo rozmazané

pruhy).

Degradovany vzorek DNA.

Objevuje se jako Smouha
v pruzich gelu. 1zolujte
DNA z Cerstveého vzorku.

Silné pruhovani v
nahodnych jamkach.

Nerovnomérné suspenze
DNA. Pred odbérem
alikvotni Casti se ujistéte,
Ze je vzorek DNA
rozpustén. Zredény
vzorek DNA vortexujte.

Produkt PCR vyplaval z
jamky.

Opatrné zarovnejte
Spicky pipety s jamkami
gelu a pomalu davkuijte.

Elektroforézni pufr mize
byt pfilis teply.

Pripravte novy pufr TBE.
Pracujte pfi niZ8im
napéti.

Bylo pouzito nespravné
procento agar6zového
gelu.

Ujistéte se, zZe je pouzit
doporuceny 2 %
agarozovy gel.

Agardza neni zcela
rozpusténa.

Kratce znovu povarte,
aby se agar6za roztavila.

Nespravna koncentrace
TBE.

Pouzijte doporucenou
koncentraci 0,5 x TBE.

Gely jsou pfili§ nové odlité.

Gely jsou pfipraveny k
pouZziti az 15 minut po
odliti.

Gely jsou prili$ staré.

Nepouzivejte gely pfilis
daleko predem.

Pouzity gelovy hfeben ma
prili§ silné drazky.

PouZijte tenké hfebeny
(4 x1 mm).

Gelovy zasobnik neni UV
prihledny.

Pfed prohlizenim
vyjméte gel ze zasobniku
na gel.

Prilis jasny gelovy obraz.

Nadmérné pouziti
ethidium bromidu.
Zkontrolujte nastaveni
fotoaparatu.

Pfilis jasny tmavy gelovy
obraz.

PouZijte doporucené
mnozstvi
ethidiumbromidu.
Zkontrolujte nastaveni
fotoaparatu.
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Navod k pouziti

Typové sadyOlerup SSP® HLA bez Taq polymerazy

Problém Pri¢ina Opatreni

Obecné problémy s PFilis vysoké nastaveni Soupravy Olerup SSP
falesné negativni rychlosti rampy. jsou validovany pomoci
amplifikaci nebo cykléru GeneAmp 9700
problémy zavislé na nastaveného na rezim
jednotlivych sériich. 9600 a ProFlex s

rychlosti nabéhu 3 °C/s.
Vy$&Si ngjezdové
rychlosti, nez je
ekvivalent této rychlosti,
mohou mit vliv na
vysledky typizace.

OCHRANNE ZNAMKY POUZITE V TOMTO DOKUMENTU/VYROBKU

Olerup SSP®je registrovana ochranna znamka spolecnosti CareDx AB.
Qiagen™ je ochranna znamka spolec¢nosti QIAGEN.

UPOZORNENI PRO KUPUJICIHO: Soupravy Olerup SSP® bez Taq polymerazy —
Tento vyrobek je optimalizovan pro pouziti s Tag polymerazou Roche, GMP Grade
(katalogove c€islo 03 734 927 001 nebo 03 734 935 001) v procesu polymerazoveé
fetézové reakce (,PCR®), na ktery se mohou vztahovat patenty spole¢nosti Roche
Molecular Systems, Inc. a F. Hoffmann-La Roche Ltd. (,Roche®). Laboratof je
povinna kontaktovat spolec¢nost Roche Molecular Systems, Inc., aby zjistila, zda je
podle téchto patentl zapotrebi licence.

ZARUKA

CareDx AB ruci za své vyrobky prvnimu nabyvateli za vady materialu a zpracovani pfi
bézném pouzivani a aplikaci. Jedinou povinnosti spolec¢nosti CareDx AB v ramci této
zaruky je bezplatné vyménit jakykoli vyrobek, ktery nesplfiuje vykonnostni normy
uvedené ve specifikanim listu vyrobku.

Tato zaruka se vztahuje pouze na produkty, se kterymi bylo nakladano a které byly
skladovany v souladu s doporu¢enimi spole¢nosti CareDx AB, a nevztahuje se na
produkty, které byly pfedmétem zmeény, nespravného pouZziti nebo zneuziti.

V8echny naroky vyplyvajici z této zaruky musi byt spoleénosti CareDx AB pfedany
pisemné a musi byt doprovazeny kopii faktury kupujiciho. Tato zaruka nahrazuje
vSechny ostatni zaruky, vyjadiené nebo predpokladané, vcetné zaruk
obchodovatelnosti a vhodnosti k urCitému ucelu. CareDx AB nenese v zadném
pfipadé zadnou odpovédnost za ndhodné nebo nasledné Skody.

Tento vyrobek nesmi byt pfeformulovan, pfebalen ani dale prodavan v zadné podobé
bez pisemného souhlasu spoleCnosti CareDx AB, Franzéngatan 5, SE-112 51
Stockholm, Svédsko.

Se vSemi vzorky jednejte, jako by byly schopny pfenaset chorobu. VSechny prace
musi byt provadény v rukavicich a s vhodnou ochranou.
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@ CareDx
Navod k pouziti
Typové sadyOlerup SSP® HLA bez Taq polymerazy

ZARUKA

Spole¢nost CareDx AB zarucuje, ze primery v typizaCnich zasobnicich Olerup SSp®
maiji specifity uvedené v pracovnim listu, tabulkach specifiCnosti pro jednotlivé Sarze a
interpretacnich tabulkach v pfibalové informaci k produktu.

ADRESY:

Vyrobce:

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

Fax: +46-8-717 88 18

E-mail: orders-se@caredx.com

Web: www.caredx.com

Distribuce:

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

Fax: +46-8-717 88 18

E-mail: orders-se@caredx.com

Web: 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

Web: www.caredx.com

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

E-mail: orders-aus@caredx.com

Web: www.caredx.com

Zplnomocnénym zastupcem:

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

CHRN: CHRN-AR-20002058

Informace o distributorech CareDx po celém svété vam poskytne spole¢nost CareDx
AB

1586-LBL v02 je pfeloZzeno z angli¢tiny master 0193-LBL v07 Olerup SSP® HLA typizaéni soupravy
bez Taq polymerazy.

Zmeény v revizi 0193-LBL v07 ve srovnani s 0193-LBL v06:
1. P¥idani Svycarsky zplnomocnénym zastupcem.
2. Pridani GelRed do sekce B. Pozadované, ale neposkytované materialy.
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