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In Vitro diagnosztikai felhasznélasra

RENDELTETESSZERU HASZNALAT

Az Olerup SSP® HLA-tipizal6 készletek kvalitativ in vitro diagnosztikai tesztek az I. és II.
osztalyu HLA allélok DNS-tipizalasara. A termékeket képzett szakemberek hasznaljak
orvosi kérnyezetben a HLA fenotipus meghatarozdsa céljabol. A vizsgalt alapanyag a
DNS.

OSSZEFOGLALAS ES MAGYARAZAT

A human leukocita antigének (HLA) meghatarozdséara a legelterjedtebb médszer a
limfocitotoxicitasi vizsgéalat. Ezt a tesztet azonban polimeraz lancreakcié (PCR) alapu
DNS-tipizalasi technikak valtottak fel hibaaranya és az allélszint felbontasanak hianya
miatt. A legtobb PCR-alapu technikaban a PCR-folyamatot csak a sziikséges cél-DNS
felerbsitésére hasznaljak, és a kulonbozé allélok megkllonboztetésehez egy
posztamplifikacios lépésre van szikség. Ezzel szemben a PCR-SSP mddszertanban
(sequence-specific primer — SSP) a kilonb6zé allélok kdzotti megkulonboztetés a PCR-
folyamat soran torténik. Ez leroviditi és leegyszerUsiti az amplifikacié utani l1épést egy
egyszerl gélelektroforézises detektalasi Iépésre. Az SSP teszt eredményei pozitivak
vagy negativak, ami eltorli az eredmények bonyolult értelmezésének szikségessegeét.
Ezenkivil a PCR-SSP tipizalasi felbontasa magasabb, mint mas PCR-alapu tipizalasi
technikaké, mivel minden egyes primerpar két szekvencia-motivumot hataroz meg,
amelyek ciszben, azaz ugyanazon a kromoszoman helyezkednek el. Tovabba az SSP-
reagensek szintetikus jellegének koszoOnhetben javult a stabilitas és csOkkent a
lotonkénti eltérés.

AZ ELJARAS ELVE

A PCR-SSP moddszertana azon az elven alapul, hogy a 3'-végnél illeszkedési hibaval
(mismatch) nem rendelkezd, teljesen vagy majdnem teljesen illeszkedé oligonukleotid
primerek hatékonyabban hasznalhatok fel a PCR reakcidban, mint a hibasan illeszkedd
primerek, a hibajavité (proofreading) tulajdonsagok nélkuli, héstabil DNS-polimerazok
altal. A primerparok a tipizalas felbontasanak szukséges mertékétdl fuggéen egyetlen
alléllal vagy allélcsoporttal/allélcsoportokkal valo illesztésre is alkalmasak. Szigordan
szabalyozott PCR feltételek mellett az illeszkedd vagy majdnem teljesen illeszkedd
primerparok lehetévé teszik az amplifikacido bekodvetkezését (pozitiv eredmény), mig a
hibas illeszkedésl primerparok nem teszik lehetévé az amplifikacié bekdvetkezését (pl.
negativ eredmény).

A PCR-eljaras utan az amplifikalt DNS-fragmentumokat méret szerint szétvalasztjak, pl.
agarozgél-elektroforézissel, etidium-bromiddal torténé festéssel és ultraibolya fénynek
valo kitettséggel lathatova teszik, fényképezéssel dokumentaljak és értelmezik. A PCR-
SSP eredmények értelmezése az adott PCR-termék(ek) jelenlétén vagy hianyan alapul.
Az adott PCR-termék(ek) relativ mérete hasznos lehet az eredmények értelmezésében.
A HLA PCR-SSP moddszertanat eredetileg O. Olerup irta le 1991-ben és 1992-ben'?.

Mivel a PCR-folyamatot kulonb6zé tényezdk (pl. pipettazasi hibak, tal alacsony DNS-
koncentracio, rossz minéségl DNS, PCR-inhibitorok jelenléte, a PCR készilék
pontatlansaga) kedvezétlenul befolyasolhatjak, minden PCR-reakcidban szerepel egy
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belsd pozitiv kontroll primerpar?. A belsd pozitiv kontroll primerpar megfelel a human
ndvekedési hormon gén konzervalt régidinak, amelyek minden human DNS-mintaban
jelen vannak. A HLA allél(ok) konkrét PCR-terméke jelenlétében a bels6 pozitiv
kontrollsav terméke gyenge lehet vagy hianyozhat. A konkrét HLA primerparok altal
generalt amplikonok révidebbek, mint a belsé pozitiv kontroll primerpar amplikonjai, de
nagyobbak, mint a nem beépitett primereké (lasd Varhato értékek).

REAGENSEK

A. Azonositas
Az Olerup SSP® tipizalé készletek tartalma: szaritott, elére optimalizalt szekvencia-
specifikus primerek a HLA allélok és a human ndvekedési hormon gén PCR-
amplifikaci6jdhoz, Taq polimeraz nélkili PCR mestermix (,Master Mix“), és
Oontapadds PCR-foliak.

A primeroldatokat el6zetesen kialikvétaltak és megszaritottak a méretre vagott,
vékonyfall PCR-talcak 0,2 ml-es mélyedéseiben. A talca minden egyes mélyedése
szaritott primeroldatot tartalmaz, amely egy specifikus primerkeverékbdl, azaz allél-
és csoport-specifikus HLA primerekbél, valamint egy belsé pozitiv kontroll
primerparbdl all, amely nem allélikus szkevenciakra specifikus, és csak DNS-mintat,
a mestermixet €s vizet kell hozzaadni.

A primereket optimélis PCR-amplifikaciora tervezték a mestermix €s az ajanlott
DNS-ciklusprogram hasznalata esetén (lasd a PCR készUllék programozéasa).

Az egyes primerkeverékek altal amplifikalt specifikus HLA allélokra vonatkozo lot-
specifikus Specifikussagi és Interpretacids Tablazat vagy Munkalap (Specificity and
Interpretation Tables or Worksheet) a www.caredx.com weboldalon talalhatéok.

B. Figyelmeztetések és dvintézkedések

1. In Vitro diagnosztikai felhasznalésra.

2. Atermék nem szolgélhat kizarélagos alapul klinikai dontések meghozatalanal.

3. Biologiai veszélyekre vonatkoz6 figyelmeztetés: Minden vérkészitményt
potencialisan fert6zéként kell kezelni. Egyetlen ismert tesztmddszer sem tud
biztositékot vallalni arra, hogy az emberi vérbdl nyert készitmények nem
terjesztenek fert6zd agenseket.

4. Biologiai veszélyekre vonatkozo figyelmeztetés: Az agaroz
gélelektroforézisben a DNS festésére hasznalt etidium-bromid rakkelt
anyag. Kezelése soran megfelel6 egyéni véddfelszerelést kell viselni.

5. Vigyazat: Viseljen UV-blokkolé szemvédét, és ne nézzen kdzvetlenil az UV-
fényforrasba, amikor géleket vizsgal vagy fényképez.

6. A PCR utani manipulaciokhoz hasznalatos pipettak és egyéb eszkdzok nem
hasznalhatok PCR el6tti manipulaciokhoz.

7. Részletes informacidkért lasd a Biztonsagi adatlapot (www.caredx.com).

C. Hasznéalati utasitas
Lasd a Hasznalati utasitast.

D. Tarolasi utasitasok
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A készlet OsszetevOit sotét helyen, a csomagolas cimkéjéen feltuntetett
hémérsékleten tarolja.
A készletet csak a cimkére nyomtatott lejarati idén belul hasznalja fel.

E: A haszndlathoz sziikséges tisztitds vagy kezelés
Lasd a Haszndlati utasitast.

F. Instabilitas jelzések

1. Ne hasznaljon olyan primertalcakat, amelyeknek a mélyedéseiben repedések
vannak, vagy a mélyedések felsé pereme sértilt, mivel ez a PCR-amplifikacio
soran parolgéast okozhat. Ne hasznéljon repedezett PCR-fed&lapokat, mivel
ez a PCR-amplifikacié soran péarolgast okozhat.

2. A mélyedésekben lévé szemcséknek piros szinlnek kell lennitk. A szemcse
sarga elszinezédése lebomlast jelezhet.

3. A mestermixnek piros vagy lila szin(inek kell lennie. A sarga-narancssarga
elszinez6dés lebomlast jelezhet.
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MUSZER KOVETELMENYEK

A. Miiszer
A kovetkezd minimalis specifikaciokkal rendelkezé PCR késziléket kell
hasznalni:

104 °C hémérsékletl fltott fedél az olajmentes miikddéshez

mintatdmb (aluminium, ezlst vagy aranyozott ezlist) 96 mélyedéssel

rendelkez6 PCR-lemezzel vagy 0,2 ml-es vékonyfalu reakciécsovekkel

valo hasznélatra

Az Olerup SSP-készleteket a kdvetkezé PCR készulékeken validaltak.

Ajanlott felfutasi sebességek:

- GeneAmp 9700: GeneAmp 9700 PCR készulék 9600-as Uzemmddba
allitva. Ez megfelel a minta felfutasi sebességének (1,6 °C/s fel és 0,8
°Cls le).

- ProFlex 1x96 mélyedéses tomb: ProFlex PCR készilék 3,0 °C/s-0s
tombfelfutasi sebességgel (minden lépcséfok 3,0 °C/s). A 3,0 °C/s
tombfelfutasi sebesség megfelel az 1,52 °C/s fel és 1,36 °C/s le értéki
mintafelfutasi sebességnek.

- ProFlex 2x96 mélyedéses tomb: ProFlex PCR készilék 3,0 °C/s-0s
tombfelfutasi sebességgel (minden lépcséfok 3,0 °C/s). A 3,0 °Cls
tombfelfutasi sebesség megfelel az 1,9 °C/s fel és 1,6 °C/s le értéki
mintafelfutasi sebességnek.

Megjegyzés: A fent leirtaknal nagyobb felfutasi sebességek hatassal

lehetnek a tipizalas eredményeire. Felhivjuk figyelmét arra is, hogy a

tipizalasra gyakorolt hatas a beallitasoktdl fiiggbéen eltéré lehet a

nem validalt PCR készulékeknél.

4,0 °C és 99,9 °C kozotti hdmérseéklet-tartomany

a hémeérséklet pontossaga 35° C és 99,9° C kozott + 0,25° C

a mintatdmb hémérsékletének egyenletessége 55 °C és 95 °C kozott <0,75

°C

referenciaszabvanyra (pl. NIST) visszavezethet6 h6mérséklet-kalibralas

Programozza be a PCR készlléket az alabbi B. szakaszban talalhat6 PCR
ciklusparaméterek segitségevel.

A PCR készilék konkrét informacioit lasd a gyarto felhasznaloi kézikbnyveben. A
PCR készulékeket az ASHI (Amerikai Hisztokompatibilitasi €és Immunogenetikai
Tarsasag) vagy az EFI (EurOpai Immunogenetikai Szovetség) akkreditacios
szabalyai szerint kell kalibralni.

Programozza be a PCR késziléket az aldbbiakban leirt hasznalati utasitasok
kovetésének megkezdése elbtt.
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B. PCR ciklizélasi paraméterek

1. 1ciklus 94 °C 2 perc denaturacio
2. 10ciklus 94 °C 10 mp.  denaturéacio
65 °C 60 mp.  kapcsoldédas és meghosszabbitas

3. 20ciklus 94°C 10 mp.  denaturéacio
61 °C 50 mp.  kapcsolodas
72 °C 30 mp.  meghosszabbitas

4. Veége — varakozas szobah6 ha kevesebb, mint 8 6ra
4°C ha hosszabb, mint 8 6ra

Teljes reakciotérfogat minden mélyedésben, 10 ul .

Ugyanazokat a PCR ciklusparamétereket kell hasznélni az osszes Olerup SSP®
készlet esetében |
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MINTAGYUJTES ES -ELOKESZITES

Az SSP tipizalashoz kivont, kivalo tisztasagu DNS-re van szukség. A PCR-SSP HLA
tipizadlashoz felhasznalandd DNS-mintédkat Ujra szuszpendalni kell 20-ban. Az
Azsorzgoaranynak 1,6-2,0-nek kell lennie UV-spektrofotometria méréssel, hogy az
elektroforézis soran a savok optimalisan lathatova valjanak.

Javasoljuk a QIAGEN EZ1 DSP DNA Blood System rendszerrel torténé automatizalt
DNS-extrakci6t. Kiindulasi anyagként ADC vért kell hasznalni.

Alternativ _megoldasként a DNS barmely elényben részesitett, tiszta DNS-t
eredményez6 modszerrel extrahalhatd. Alternativ modszerek alkalmazasa esetén a
DNS-koncentraciot 30 ng/ul-re kell bedllitani. Ne hasznéljon heparinizalt vért
ezekkel a moédszerekkel.

Ajanlott DNS-koncentracio:
EZ1-extrakcios DNS, 15 ng/ul.
Mas maodszerekkel kivont DNS, 30 ng/pl.

Az 50 ng/ pl feletti koncentracié ndveli a nem specifikus amplifikaciok és a gyenge
extra savok kockazatat, kilonésen a HLA 1. osztalyd, nagy felbontasu SSP tipizalasok
esetében. Szikség esetén higitsa fel a kivont DNS-t dH20-ban.

A DNS-mintadkat nem szabad Ujra szuszpendalni 0,5 mM feletti koncentracioju
kelatképz6 anyagokat, példaul EDTA-t tartalmazé oldatokban.

A DNS-mintak az extrakcio utan azonnal felhasznalhatok, vagy maximum 2 hétig 4 °C-
os hdémérsékleten eltarolhaték anélkil, hogy az kedvezétlenll befolyasolna az
eredményeket. A DNS-mintdk 9 hoénapig tarolhaték -20 °C-os vagy alacsonyabb
hémérsékleten. A hosszabb ideig tarolt, kivont DNS-mintak tisztasdganak és
koncentraciéjanak elfogadhatésagat a HLA-tipizalas elétt ellendrizni kell.

A DNS-mintdkat +4 °C-on vagy hidegebb hémérsékleten kell szallitani, hogy
meg0rizzek integritasukat szallitas kdzben.
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ELJARAS
A. A készletben talalhaté anyagok

1.
2.

3.

Olerup SSP® primer talcak.

Mestermix Taq polimeraz nélkil (a készlet talcainak megfelel6 térfogat).
Ugyanaz a mestermix hasznalhaté minden Olerup SSP® készlethez.
Ontapados PCR tdmitések (a készlet talcainak megfelelé szamu).

B. A készletben nem talédlhaté, de sziikséges anyagok

1.
2.
3.

©xo~No Ok

10.
11.
12.

13.

14.

15.

16.
17.
18.
19.

DNS izolal6 készlet/berendezés

UV spektrofotométer

Pipettazo eszkdzok. Javasoljuk az elektronikus egycsatornas adagolot,
amely képes 10 pl-es alikvotok adagoladséra a DNS-Master Mix-DH20
keverék talcamélyedésekhez valé hozzaadasahoz.

Eldobhaté pipettahegyek

Polipropilén csévek

Vortex-keverd

Mikrocentrifuga

PCR télcatarto

PCR készulék fiitott fedéllel 96 mélyedéses PCR-hez, < 0,75 °C hémérséklet-
gradiens a fit6tdmbben és talca/tarold a 0,2 ml-es vékonyfall
reakciomélyedésekhez

Mikrohulldmu suté vagy fézélap az agarézoldatok melegitéséhez
Elektroforézis minéségl agaréz, pl. FMC Seakem LE

0,5 x TBE puffer; 1 x TBE puffer 89 mM trisz-borat, 2 mM dinatrium EDTA,
pH 8,0

Etidium-bromid cseppentd palack termékszam: 103.301-10 vagy GelRed
cseppentd palack termékszam: 103.302-05

Gélbetoltd pipettazo eszkdz. 8 csatornas pipettat ajanlunk a gélbetdltéshez,
5-25 ul allithato térfogattal

DNS méretjelzd az 50-1000 bp tartomany lefedésére, pl. 100 bazispar létra, DNS
méretjelzé (termékszam: 103.202-100) vagy DNS méretjelz6 rovid gélfuttatasokhoz
(103.203-100)

Elektroforézis-készilék/tapegység

UV atvilagité

Fotografiai vagy képi dokumentacios rendszer

Roche Taq DNS-polimeraz, GMP-mindség. [Kataldgusszam: # 03 734 927
001 (1000 U) vagy # 03 734 935 001 (5000 U)].

C. Lépésrol lépésre
Lasd a Hasznalati utasitast.
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HASZNALATI UTASITAS
A. A minta el6készitése

1.

2.

3.

Tisztitsa meg a genomi DNS-t a leukocita-mintabdl a valasztott modszerrel,
lasd fentebb a mintagyujtést és el6készitést.

A minta el6készitésével és tarolasaval kapcsolatos konkrét informaciokért
lasd fentebb a mintagyujtést és el6készitést.

Végezze el a PCR amplifikaciét tisztitott DNS-mintan Olerup SSP® tipizal6
talcaval, vagy tarolja a DNS-mintat, amig készen all a tipizalasra.

B. Reagens/berendezés el6készitése

1.

w N

Programozzon be egy PCR késziléket az Olerup SSP® PCR program
futtatasahoz, lasd a fenti miszerkovetelmények — PCR
készllékparaméterek cimi részt.

Legyen elérhetd Taq polimeraz (5 egység/ul), tarolja -20 "C-on.
Készitse el6 a gélt az elektroforézishez, lasd alabb a C. szakasz — Gél
elektroforézis elékészitése cimi részt.

C. Gél elektroforézis elokészitése
Olerup SSP ® Gel System 96 termékhez (termékszam: 103.101-01)
1. Bedllitas

e Egyenlitse ki az 6ntékamrat 1 gélhez (termékszam: 103.101-31) vagy a 3 gélhez
(termékszam: 103.101-33) a kiegyenlit6 buborék és a harom allithato
magassagu lab segitségével.

e Helyezze a géltalcat/géltalcakat az dntékamraba.

2. 2% (w/v) agardz gél el6készitése

Hasznaljon kivald minéségu, elektroforézishez alkalmas agarézt, amely képes

50-2 000 bazisparnyi DNS-fragmentum feloldaséra.

e Adjon 5 ml 10 x TBE (trisz-borat EDTA) pufferhez 150 ml desztillalt vizet
és 2 g agardzt egy 500 ml-es Uivegpalackban.

e Az agardzt mikrohullamu sutében melegitve oldja fel, amig 100 ml-es
homogén oldat keletkezik.

e Hagyja a feloldott géloldatot 60 °C-ra lehlni, pl. melegitészekrényben.

e Az Ontés elbtt fesse meg a gélt etidium-bromiddal (10 mg/ml), 5 ul-
enkéntl00 mil-es géloldattal. A lehetd legkdnnyebb kezelhetéség
érdekében hasznalja etidium-bromid cseppentd palackjainkat (termékszam:
103.301-10). Megjegyzés: Az etidium-bromid rakkelté anyag. Kezelése
soran megfelel6 egyéni védofelszerelést kell viselni.

e Ontsdén 100 ml géloldatot az dntékamraban Iévé géltalcaba. Helyezzen 6
gélfésit (termékszam: 103.101-21) a géltalca nyilasaiba.

e Hagyja a gélt 15 percig allni.

e Ontsén 750 ml 0,5 x TBE puffert a géltartalyba. Meritse a géltalcat a
géldobozba, és ovatosan emelje ki beldle a 6 gélfésdt.

Alternativ elektroforézis rendszerek hasznalata esetén kovesse a gyartdé hasznalati
utasitasait. Az Olerup SSP® HLA tipizal6 készletekkel valé hasznalathoz ezeknek a
rendszereknek képesnek kell lennitik 50 és 1100 bazispar kozotti méretli PCR-
termékek megjelenitéseére.
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D. Lépcsobzetes eljaras
1. Vegye ki a megadott tarolasi hémérséklet(ek)rél: a megfelel6 szamu DNS-
mintét, a primer talcat/talcakat és a kivalasztott DNS-mintahoz/primer
talcahoz szukséges mennyiségli mestermixet és Taq polimerazt (5
egyseg/ul). Olvassza fel szobahémérsékleten (20-25 °C)

Ugyanaz a mestermix hasznalhaté minden Olerup SSP® készlethez.

2. Rovid ideig keverje 6ssze a DNS-mintat/mintédkat vortexeléssel.
3. Helyezze a primertalcat/talcakat egy PCR-talcatartora.
4. Kis és nagy felbontasu készletek

Az alikvotokra osztas el6tt vortexelje a mestermixet.

Kézi egycsatornas pipettaval adagolja szobah6mérsékleten a mestermixet,
a Taq polimeréazt (5 egyseég/pl) és a dH20-t egy 2 ml-es vagy 0,5 ml-es
kémcsébe. (A megfeleld mennyiségeket lasd az alabbi 1. tablazatban.)
Zarja le a kémcsovet és vortexelje 5 masodpercig. Centrifugalja le a
kémcsovet rovid ideig (pulse spin) mikrocentrifugaban, hogy az 6sszes
folyadék lefolyjon a kémcsé oldalardl.

Kézi egycsatornas pipettaval adjon 8 ul mestermix — dH20 keveréket és 2
pl dH20-t a primer-talca negativ kontrollmélyedésébe, azaz a negativ
kontroll primerparokat tartalmaz6é mélyedésbe.

Kézi egycsatornas pipettaval szobahémérsékleten adja hozza a DNS-
mintat a maradék mestermix — dH20 keverékhez. (A megfeleld
mennyiségeket lasd az alabbi 1. tabldzatban.)

Zérja le a kémcsovet és vortexelje 5 masodpercig. Centrifugélja le a
kémcsovet rovid ideig (pulse spin) mikrocentrifugaban, hogy az 6sszes
folyadék lefolyjon a kémcsé oldalardl.

Egy elektronikus egycsatornas adagolo6 segitségével alikvotaljon 10 pl
mintareakcio-keveréket a primer-talca minden egyes mélyedésébe, kivéve
a negativ kontroll mélyedést.
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1. tablazat: A vizsgalathoz sziikséges komponensek térfogata a kiilonb6z6 szamu

mélyedésekhez, Taq polimeraz nélkiili mestermix hasznalata esetén.

A A mestermix | A DNS- A dH,0O A Taq A A mestermix | A DNS- A dHO A Taq

mélye | térfogata (ul) | minta térfogata polimeraz mélyed | térfogata (ul) | minta térfogata polimeraz

dések térfogata (ul) | (ul) térfogata (pl) ések térfogata (ul) | (ul) térfogata (ul)

szama szama

vizsgal vizsgal

atonké atonké

nt nt
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 1574 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

A fent felsorolt ajanlott térfogatok tartalmazzak a pipettak eltéréseit és a kémcsovek
belsé falan fellépd folyadékveszteséget kompenzalé térfogatokat.

5. A-B-DR, A-B-C, A-B-DR-DQ és DQA-DQB-DR Enhanced kombinalt készletek,

valamint a nagy felbontasu, gyakori allélokhoz valo HLA-C készlet

e A mestermix vortexelése.
e Kézi egycsatornas pipettaval, szobahémérsékleten adjon 8,3 ul Taq
polimerazt (5 egyseg/ul) és 511,7 pl dH20-t a 312 pyl mestermixet tartalmazo

1,5 ml-es kémcs6hoz.

e Zarjale a kémcsovet és vortexelje 5 masodpercig. Centrifugélja le a
kémcsovet rovid ideig (pulse spin) mikrocentrifugaban, hogy az 6sszes

folyadék lefolyjon a kémcsé oldalarol.
e Kézi egycsatornas pipettaval adjon 8 ul mestermix — Taq polimeraz — dH20

keveréket és 2 ul dH20-t a primer-talca 96. szamu negativ
kontrolimélyedésébe, azaz a negativ kontroll primerparokat tartalmazo
mélyedésbe.
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Kézi egycsatornas pipettaval szobahémérsékleten adjon hozza 206 y DNS-
mintat a maradék mestermix — Taq polimeraz — dH20 keverékhez.

Zarja le a kémcsovet és vortexelje 5 masodpercig. Centrifugalja le a
kémcsodvet roévid ideig (pulse spin), hogy az 6sszes folyadék lefolyjon a
kémcsé oldalarol.

Egy elektronikus egycsatornas adagol6 segitségével alikvotaljon 10 pl
mintareakcid-keveréket a primer-talca minden egyes mélyedésébe, kivéve a
96. szamu negativ kontroll mélyedést.

Fontos:
Ugyeljen arra, hogy a mintat a primerek félé vigye fel (ugyanis a szaritott
primerek a talca minden mélyedésének aljan vannak), hogy elkerilje a
mélyedések kdzotti keresztszennyezédést. Erintse meg a pipetta hegyével a
mélyedés belsé falat, hogy a minta lecsusszon a mélyedés aljara. Ellenérizze,
hogy minden minta lecsuszott-e az egyes mélyedések aljara. Ha nem, 6vatosan
kocogtassa a talcat az asztallaphoz, hogy a PCR megkezdése elétt minden
minta letlepedjen a mélyedés aljan.

5.

Fedje le a primer talcat/talcakat a mellékelt 6ntapadé PCR-félidkkal. A PCR-
amplifikacié soran a parolgasi veszteség elkerllése érdekében ellenbrizze,
hogy minden reakciomélyedés teljesen le van-e fedve. Az Olerup
SSP®kompresszic’)s betét (termékszam: 103.505-06) a Ontapados PCR-félidk
tetejére helyezhetd, hogy megakadalyozza a péarolgast a ciklizalas soran.
Helyezze a primer talcat/talcakat a PCR készulékbe egy megfelelé kémcsé-
talca adapterrel. Ne hagyjon 5 percnél hosszabb késleltetést a PCR
bedllitdsa és a ciklizalas kdzott.

Adja meg az Olerup SSP® programszamat. Adjon meg 10 pl-es
reakciotérfogatot.

Inditsa el a PCR programot. A program korulbelll 1 érat és 20 percet vesz
igénybe.

Tavolitsa el a primer talcat/talcakat a PCR készulékbdl. Ellenérizze a PCR-
talcat és gy6zédjon meg arrél, hogy minden PCR-mélyedésben
megkozelitéleg azonos mennyiségi folyadék van-e. Végezzen elektroforézist
a mintakon az alabbi E — Gél elektroforézis cim(i szakasz szerint. Ertelmezze
a tipizalasi eredményeket a lot-specifikus értelmezési és sajatossagi
tablazatokkal vagy munkalapokkal, lasd alabb a Varhat6 értékeket.
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E. Gél elektroforézis

1. A PCR-reakcio befejezése utan tajolja a primer talcat és a geéldobozt. A
mélyedések sorrendje: balrdl jobbra és fentrdl lefelé.

2. Ovatosan tavolitsa el a feddlapokat anélkiil, hogy a PCR-termékek
kifrbccsennének.

3. Toltse a PCR-termékeket egymas utan a 2 %-os agarézgélre. (Gélbetoltd puffer
hozzdadasa nem szilkséges.) Ajanlott egy 8 csatornés pipetta hasznélata a
gélbetdltéshez.

4. Toltson be egy DNS méretjelzdt (100 bazispéaros létra, 103.202-100 szamu DNS
méretjelzd termék vagy 103.203-100 szamu DNS méretjelz6 rovid gélfuttatdsokhoz)
soronként egy mélyedésbe.

Fedje le a géldobozt a fedelével.

Elektroforizalja a gélt 0,5 x TBE pufferben, a puffer Gjboli keringetése nélkul,
15-20 percig 8-10 V/cm-en.

7. Helyezze at a géltalcat a géllel egy UV atvilagitéba.

8. Fényképezze le a gélt a géltalcaval vagy anélkil.

9. Jeldlje meg a fényképet a laboratérium szabalyai szerint.

o u

MINOSEG-ELLENORZES

Az ASHI HLA-vizsgalati irdnyelvei szerint minden PCR-bedllitAdsnak tartalmaznia kell egy
negativ (kontaminéacios) kontroll mélyedést. (Az akkreditalt laboratériumokra vonatkozé
végeleges fellilvizsgalt szabvanyok, Amerikai hisztokompatibilitasi és immungenetikai
tarsasag, jovahagyva a CMS altal: 2021. februar 16.). A negativ kontroll mélyedés
minden készletben megtalalhato, kivéve a HLA-B*27 — egységet és a HLA-B* 27
egymeélyedéses készleteket.

Lasd a Gél értelmezése cim( részt a 14. oldalon.

EREDMENYEK

A lot-specifikus Sejtvonal-hitelesitési Lapok és az Analitikai Tanusitvanyok (Cell Line
Validation Sheets and Certificate of Analysis) online elérheték a www.caredx.com
weboldalon.

AZ ELJIARASRA VONATKOZO KORLATOZASOK

1. A PCR-SSP folyamat szigoruan ellendrzott vizsgalati feltételeket igényel a megfelel6
diszkriminativ amplifikacié biztositasa érdekében. Minden esetben a hasznalati
utasitasban ismertetett eljarast kell kovetni.

2. A kivont DNS-minta az adott PCR-amplifikacios folyamat sablonja. A tisztitott DNS-
nek 1,6 és 2,0 kozotti Azsozso arannyal kell rendelkeznie ahhoz, hogy a savok
optimalisan lathatova valjanak elektroforézissel.

3. Valamennyi mlszert, pl. PCR készlléket, pipettdz6 berendezést a gyartd ajanlasainak
megfelel6en kell kalibralni.

4. Lot-specifikus informaciok és a lot-specifikus munkalap: Lot-specifikus informaciok és
a lot-specifikus munkalap.

5. Az elvégzett vizsgalatok alapjan a kovetkezé anyagokat harom (3) extrakcios
modszerrel értékelték a felsorolt koncentraciokban, és megallapitottak, hogy azok
nem befolyasoljak a vizsgalati teljesitményt.
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Extrakcids | Interferalo L
. Interferens koncentracioja*
maodszer anyag
Bilirubin 200 mg/l
EZ1DSP Hemoglobin 200 g/l
DNA Blood 2
System Triglicerid 30 g/l
y Fehérje 110 g/l
Bilirubin 200 mg/l
QlAamp Hemoglobin 200 g/l
DSP DNA ————
Blood Kit Triglicerid 18,2 g/l
Feheérje 77-96 g/l
Bilirubin 200 mg/l
Gentra Hemoglobin 200 g/l
P”(%Ge”e Triglicerid 18,2 gl
MOOSZET  "Feherje 119-146 g/l
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6. A PCR-lemezek fizikailag kompatibilisek a forgalomban 1év6 PCR készulékek
tobbségével. Lasd alabb a PCR készllékek mianyag-kompatibilitasi
tablazatat.

Megjegyzés: A tablazat csak tajékoztatod jellegl. Validalt PCR késziilékek
esetében kérjlik, olvassa el a Miiszerkévetelmények — Miiszer részt.

Kompatibilitasi tdblazat
Gyarté PCR készulék
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
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. A készlet teljesitményét a Taq polimeraz nélkili mestermix hasznalataval csak
a GMP mindségl Roche Taq DNS-polimerazzal (kataldbgusszam: 03 734 927
001 vagy 03 734 935 001) validaltdk. Az egyéb enzimekkel végzett vizsgalatok
teljesitménye nem ismert, azt a felhasznalonak kell megallapitania és

validalnia.
1590-LBL v02 Olerup SSP® HLA-tipizal6 készletek Taq polimeraz nélkil In Vitro diagnosztikai felhasznalasra
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VARHATO ERTEKEK
A. Adatok elemzése
Gondosan vizsgalja meg a gélfotot, és hatarozza meg a pozitiv savokat.

1.

Egy gélsavban gyorsabban terjed6, rovidebb sav lathatd, ha specifikus HLA

allélok amplifikalédtak. Ez pozitiv vizsgalati eredményt jelez.

a. Jegyezze fel a konkrét PCR-termékek jelenlétét és hianyat.

b. A géleredmények értelmezésekor hasznos figyelemmel kisérni az egyes
PCR-termékek relativ hosszat a lot-specifikus terméktajékoztatokban
megadottak szerint. TObb savban két vagy tobb lehetséges hosszusagu
konkrét PCR-termék talalhatd. Ezek a mélyedések tébb primerpart
tartalmaznak, amelyek a minta DNS-ének HLA alléljaitél flggben
kiilénb6zé méretli PCR-termékeket hoznak létre.

c. A gélsavok mintazatat a konkrét PCR-termékekkel és a lot-specifikus
értelmezési és sajatossagi tablazatokban szereplé informacidkkal kell
O0sszevetni a minta DNS-ének HLA-tipusanak meghatarozasahoz.

A sikeres amplifikacio ellenérzésére a sikeres amplifikacié kontrolljaként a

negativ kontroll gélsav kivételével minden gélsavban lathaténak kell lennie

egy belsd pozitiv kontrollsavnak, amely hosszabb és lassabban terjed.

El6fordulhat, hogy a belsd pozitiv kontrollsav a pozitiv gélsavokban halvany

vagy nincs jelen.

a. Jegyezze fel a bels6 pozitiv kontrollsavok jelenlétét és relativ hosszat. A
kuldnb6zb méretl kontrollsavok segitenek a helyes tajolasban, valamint
a készlet azonositasaban.

b. A bels6 pozitiv kontrollsdv hianya konkrét PCR-termék nélkil sikertelen
PCR-reakcitt jelez.

i. Ha a HLA allélok a sikertelen PCR-reakciok jelenlétében is
meghatarozhatdk, és a sikertelen PCR-reakciok nem valtoztatjak meg
az allél hozzarendelést, akkor a vizsgalatot nem kell megismételni.

ii. Ha azonban a sikertelen PCR-reakciok megvaltoztathatjak a HLA-
allél hozzarendelést, akkor a tipizalast meg kell ismételni.

A konkrét PCR-termék vagy belsé pozitiv kontrollsav jelenléte a negativ

kontrollsav(ok)ban PCR-termék(ek) altali szennyezédést jelez, és minden

vizsgalati eredményt érvénytelenit. A negativ kontrollsav(ok)ban 40-60

bazispar méretl primer oligomerek figyelhetbk meg. Ez nem jelent

szennyezdOdést.
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B. Gél értelmezése

Pozitiv Negativ Sikertelen

reakcio reakcio PCR-reakcio
Mélyedés \ | | |
Belsé pozitiv

kontrollsav

Specifikus say — =————

Primer sav

1. A DNS-méretjelz6t (100 bazispar létra, 103.202-100 szamu DNS méretjelzd termék
vagy 103.203-100 szaml DNS méretjelzé rovid gélfuttatasokhoz) soronként egy
mélyedésben vagy a helyi laboratériumi akkreditacidés iranyelveknek
megfelel6en kell lefuttatni.

2. Eléfordulhat, hogy a belsé pozitiv kontrollsavnal hosszabb savokat kapunk, és
ezeket figyelmen kivil kell hagyni a tipizalasi eredmények értelmezésénél.

3. A fel nem hasznalt primerek 50 bazisparhosszon savot alkotnak.

4. Primer oligomer mitermékek lehetnek jelen. Ezek hosszabbak, mint a primer
sav, de rovidebbek, mint a specifikus savok.

SPECIFIKUS TELJESITMENYJELLEMZOK

A készlet lot min6ségének ellenérzése

Minden egyes primeroldatot az IHWC jol karakterizalt sejtvonalakbdl szarmazo6 48
DNS-mintabol allé panelen teszteltek, lasd a lot-specifikus Sejtvonal-validalasi
Lapot/Lapokat (Cell Line Validation Sheet(s)) a Termektajékoztatoban (Product
Insert), a lot-specifikus informaciok kdzott.

A technikak 6sszehasonlitasa

Vizsgalatot végeztek az Olerup SSP® HLA tipizalo készletek 6sszehasonlitasara Taq
polimerazt tartalmazé és nem tartalmazé PCR mestermixszel. A vizsgalat célja annak
bizonyitdsa volt, hogy a manualis hozzaadas nem befolyasolja a vizsgalati
eredményeket, és hogy a kilénb6zé Tag polimeraz lotok azonos eredményeket
adnak. A vizsgalatban 15 ismert HLA genotipussal rendelkezd, a Nemzetkozi
Hisztokompatibilitasi Mihely gydjteményébdl szarmazé DNS-minta HLA-A, -B (I.
osztaly) és -DRB (ll. osztaly) alacsony felbontasu tipizalasat vegezték el. A mintakat
a vizsgalatot végzoktol eltéré személyzet készitette eld és kddolta; a vizsgalatot végzo
szemeélyzet nem ismerte a mintdk HLA-tipusait. Minden mintat parhuzamosan
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teszteltek az Olerup SSP® HLA-A-B-DR kombinalt talcaval és a Taq polimeraz nélkuli
PCR mestermixszel (,Teszt‘), valamint az Olerup SSP® HLA-A-B-DR kombinalt
talcaval és a Taq polimerazt tartalmazé PCR mestermixszel (,Kontroll“), az egyes
vizsgalatok terméktajékoztatdinak utasitasai szerint. Minden vizsgalatot az CareDx
AB laboratériumaban végeztek Stockholmban, Svédorszagban, egy készlet és két
Tag polimeraz lot felhasznalasaval. A vizsgalatban a GMP mindségl Roche Taq
DNS-polimerazt hasznaltdk. Az egyes mintak vizsgalata az Olerup SSP® HLA-A-B-
Tag polimerdzzal (FDA altal jovahagyott vizsgélat) (kontroll vizsgélat), 2) PCR
mestermix plusz Roche Taq DNS polimeraz, GMP min&ségl termék, 5 U/ul; lot #1
(Teszt lot #1), és 3) PCR mestermix plusz Roche Taq DNS polimeraz, GMP min&ség
termék, 5 U/ul; lot #2 (Teszt lot #2). A PCR utan a detektélast gél elektroforézissel
végezték Az eredmények 6sszefoglalasa az alabbiakban talalhato.

Egyezés
) I. osztdly tipizalasi . osrzézlr)r/“télﬁlzeaillaa %-0s egyezes
Osszehasonlitas eredményei # y (95%-0s
(# egyezés/osszesen) L konfidencia-
egyezes/dsszesen) intervallum?)
HLA-A HLAB HLA-DRB
1. teszt lot/ 100%
Kontroll lot 15/15 15/15 15/15 (84,7-100,0%)
1. teszt lot/ 100%
konszenzusP 15/15 15/15 15/15 (84,7-100,0%)
2. teszt lot / 100%
Kontroll lot 15/15 15/15 15/15 (84,7-100,0%)
2. teszt lot / 100%
konszenzus 15/15 15/15 15/15 (84,7-100,0%)
1. tesztlot/ 2. 100%
teszt lot 15/15 15/15 15/15 (84,7-100,0%)

a Pontszam modszer
b Konszenzusos eredmény a Nemzetkozi Hisztokompatibilitasi Mihely
gyljteményébdl
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Hasznalati utasitas

Olerup SSP® HLA-tipizal6 készletek Taq polimeraz nélkl

HIBAELHARITAS

Probléma

Ok

Megoldas

Nem torténik amplifikacio
(sem a belsd kontroll
fragmentumok
amplifikacidja, sem
specifikus amplifikacidk).

Tul kevés DNS.

Mérje meg a DNS-
koncentraciot, és
ellenérizze, hogy a
hozzaadott mennyiség
helyes-e.

Az RNS-szennyezédés a
DNS-koncentracié
spektrofotometrias
tulbecslését okozhatja.
Ismételje meg gondosan
a DNS-extrakciot frissen
készitett oldatokkal.
Javasoljuk a QIAGEN
EZ1 DSP DNS-vérvételi
rendszerrel torténd
automatizalt DNS-
extrakciot.

A DNS PCR-inhibitorokat
tartalmaz, pl. fehérjéket,
etanolt (a kicsapasi
lépésekbdl), a szilard
fazisi DNS-tisztitasi
termékekbdl visszamaradt
matrixokat.

Mérje meg a DNS
mindségét. Javasoljuk,
hogy az A260/A280
arany 1,6-2,0 legyen UV-
spektrofotometriaval.
Kdvesse pontosan a
forgalmaz6 DNS-
extrakcios protokolljat.
Végezze el Ujra a DNS-
extrakciot.

Javasoljuk a QIAGEN
EZ1 DSP DNS-vérvételi
rendszerrel torténd
automatizalt DNS-
extrakciot.

A DNS-t heparinizalt vérbdl
nyerték Kki.

Hasznaljon nem
heparinizalt vért, vagy
alkalmazzon heparinizalt
vérhez val6 DNS-
extrakciés protokollokat.

A DNS-t EDTA-t tartalmazo
pufferben oldottak fel.

Ismételje meg a DNS-
extrakciot, és dH20-ban
oldja fel a DNS-t.
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Hasznalati utasitas

Olerup SSP® HLA-tipizal6 készletek Taq polimeraz nélkl

Probléma

Ok

Megoldas

Folytatas:

Nem torténik amplifikacio
(sem a belsd kontroll
fragmentumok
amplifikacidja, sem
specifikus amplifikaciék).

Véletlenil Na-hipoklorit
kerilt a vizsgalatba.

Ellenérizze azokat a
tertileteket, ahova
esetleg Na-hipoklorit
kertlhet.

A készleteket nem taroljak
megfelelé hémérseékleten.

A készleteket -20° C-on
tarolja.

A PCR készulék nem
muikodik a megfeleld
maodon.

Kalibrélja a PCR
készlléket és ellenbrizze
a PCR programot.

A rutinszeril PCR-SSP
tipizadlashoz hasznalt
PCR készlléket 6-12
havonta kalibralni kell.

Nem megfeleld érintkezés
a PCR készilék fltétombje
€s az SSP tipizal6 talca
kozott.

Hasznaljon megfelelé
talcat/tartot a 0,2 ml-es
vékonyfall
reakciomélyedésekhez a
PCR készlék
kézikbnyve alapjan.

Véletlenszerii hiba az
amplifikacié soran
(kiesések).

A nem elég szorosan lezart
PCR f6liak/PCR
kémcsokupakok
parolgashoz és azt
kovetéen amplifikacios
hibdhoz vezetnek.

Gyb6z6djon meg arral,
hogy a PCR
féliak/kupakok szorosan
zarva vannak. Az Olerup
SSP® kompressziés
betét (termékszam: 103.505-
06) az 6ntapadd PCR-
féliak tetejére
helyezhet6, hogy
megakadalyozza a
parolgéast a ciklizalas
soran.

Gélbetoltési hibak.

Ellendrizze, hogy a
megfelel6 szamu
mélyedést toltotte-e be,
€s hogy minden egyes
meélyedeés korilbeldl
azonos mennyisegi
PCR-kevereket
tartalmaz-e.

Nem kalibralt pipettak
hasznalata.

Rutinszerlen kalibralja
az 0sszes pipettat a
forgalmazo ajanlasainak
megfeleléen.

Pipettazasi hibak.

Végezze Ovatosabban a
pipettazast.
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Hasznalati utasitas

Olerup SSP® HLA-tipizal6 készletek Taq polimeraz nélkl

Probléma

Ok

Megoldas

Folytatas:
Véletlenszerii hiba az
amplifikacié soran
(kiesések).

A mestermixet és a DNS-
mintat hasznalat el6tt nem
keverték dssze
megfeleléen.

Hasznalat el6tt rovid
ideig vortexelje at.
Javasoljuk, hogy minden
sor utan végezzen
vortexelést.

A lyukakba egyenlétlen
mennyiség kerilt a DNS és
a mestermix elegyébdl.

Végezze Gvatosabban a
pipettazast.

Gyenge belsé
kontrollfragmentumok

Nem tiszta DNS.

Mérje meg a DNS
mindseégét. Az
A260/A280 aranynak
UV-spektrofotometrianal
1,6-2,0-nek kell lennie.
Az RNS-szennyezddés a
DNS-koncentracio
spektrofotometrias
tulbecslését okozhatja.
A degradalodott DNS
kenetet eredményez a
gélsavokban.

Ismételje meg gondosan
a DNS-extrakciot frissen
készitett oldatokkal.
Javasoljuk a QIAGEN
EZ1 DSP DNS-vérvételi
rendszerrel torténd
automatizalt DNS-
extrakciot.

Tul kevés DNS.

Mérje meg a DNS-
koncentraciot, és allitsa
be 30 ng/ul-re vagy 15
ng/ul-re a QIAGEN EZ1
DSP DNA Blood System
segitsegével extrahalt
DNS esetében.

Az RNS-szennyezddés a
DNS-koncentracio
spektrofotometrias
tulbecslését okozhatja.
A degradalodott DNS
kenetet eredményez a
gélsavokban.

Ismételje meg gondosan
a DNS-extrakciot frissen
készitett oldatokkal.
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Olerup SSP® HLA-tipizal6 készletek Taq polimeraz nélkl

Probléma

Ok

Megoldas

Folytatas:
Gyenge belsé
kontrollfragmentumok

Javasoljuk a QIAGEN
EZ1 DSP DNS-vérvételi
rendszerrel torténd
automatizalt DNS-
extrakciot.

Tul magas hékezelési
hémeérséklet, a PCR
készulék nincs kalibralva.

Kalibralja a PCR
készuléket és ellenbrizze
a PCR programot.

A rutinszeril PCR-SSP
tipizalashoz hasznalt
PCR készuléket 6-12
havonta kalibralni kell.

A PCR mestermixet 2
hétnél hosszabb ideig
taroltak +4 °C-on.

Tarolja megfelelé
korulmények kozott a
PCR mestermixet.

Nem specifikus
amplifikacié (Iétrak vagy
kenetek).

Tul sok DNS-minta
hasznalata.

Mérje meg a DNS-
koncentraciot, és allitsa
be 30 ng/ul-re vagy 15
ng/ul-re a QIAGEN EZ1
DSP DNA Blood System
segitségével extrahalt
DNS esetében.

Egyes primer oldatok
nagyobb tendenciat
mutatnak a nem
specifikus amplifikacio
el6idézésére, lasd a
labjegyzeteket az egyes
lot-specifikus sajatossagi
tablazatokban.

Nem tiszta DNS.

A kapott eredmények
értelmezésekor a belsé
kontrollfragmentumnal
nagyobb
fragmentumokat
figyelmen kival kell
hagyni.

Ellendrizze a DNS
minfdségét. Ismételje
meg a DNS-extrakciot.
Javasoljuk a QIAGEN
EZ1 DSP DNS-vérvételi
rendszerrel torténd
automatizalt DNS-
extrakciot.
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Olerup SSP® HLA-tipizal6 készletek Taq polimeraz nélkl

Probléma

Ok

Megoldas

Folytatas:

Nem specifikus
amplifikacié (Iétrak vagy
kenetek).

Egyes primer oldatok
nagyobb tendenciat
mutatnak a nem
specifikus amplifikacio
el6idézésere, lasd a
labjegyzeteket az egyes
lot-specifikus sajatossagi
tablazatokban.

Idével gyengiilé
amplifikaciods jelek.

Az etidium-bromid
agarozgél festboldat régi.

Készitsen friss etidium-
bromid oldatot az
agarozgél jobb festése
és a jobb jel elérése
érdekében. A
primerfelh6k kdnnyen
kimutathatok, ha az
agardzgél festése
normalis.

Az egyik UV lampa
meghibasodott.

Ellendrizze az UV-fény
berendezést. A
primerfelh6k kdnnyen
kimutathatok, ha az UV-
fény normalis.

Tul keveset hasznaltak a
DNS mintabdl.

Mérje meg a DNS-
koncentracioét, és allitsa
be 30 ng/ul-re vagy 15
ng/ul-re a QIAGEN EZ1
DSP DNA Blood System
segitségével extrahalt
DNS esetében.

Tul magas hékezelési
hémeérséklet, a PCR
készulék nincs kalibralva.

Kalibralja a PCR
készuléket és ellenbrizze
a PCR programot.

A rutinszeril PCR-SSP
tipizalashoz hasznalt
PCR készlléket 6-12
havonta kalibralni kell.

Furcsa amplifikacios
mintak.

Helytelen lot-specifikus
értelmezési
tablazat/munkalap kerdlt
hasznalatra.

Ellenérizze a felhasznalt
termék lot-szamat és a
hasznalt értelmezési
tablazatot/munkalapot.

Helytelen sorrend a gél
betdltésekor.

Ellenérizze a keverékek
€s a gélsavok
igazodasat.

Az amplifikaciés minta
hamis pozitiv értéket
tartalmaz.

Lasd alabb.
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Olerup SSP® HLA-tipizal6 készletek Taq polimeraz nélkl

Probléma

Ok

Megoldas

Folytatas:
Furcsa amplifikacios
mintak.

Az amplifikaciés minta
hamis negativ értéket
tartalmaz.

Lasd alabb.

Hamis pozitiv
amplifikaciok.

DNS-szennyez6dés.

Hasznaljon kesztydt,
gatakat (szlrédugodkat)
tartalmazoé
pipettahegyeket és kilén
helyiségeket a PCR elétti
és utani kezeléshez.
Biztositsa az dsszes
minta pontos kezelését,
minden Iépésben.
Ellendrizze a
szennyezddéseket az
Olerup SSP® Torlésteszt-
készlet segitségével.

Nem tiszta DNS.

Mérje meg a DNS-
minéséget.

Kovesse pontosan a
forgalmazé DNS-
extrakciés protokolljat.
Probaljon ki mas DNS-
extrakciés rendszert.
Végezze el Ujra a DNS-
extrakciot.

Javasoljuk a QIAGEN
EZ1 DSP DNS-vérvételi
rendszerrel torténd
automatizalt DNS-
extrakciot.

Tul sok DNS-minta
hasznalata.

Mérje meg a DNS-
koncentraciot, és allitsa
be 30 ng/ul-re vagy 15
ng/ul-re a QIAGEN EZ1
DSP DNA Blood System
segitsegével extrahalt
DNS esetében.

Tual alacsony hékezelési
hémeérseéklet.

Kalibralja a PCR
készlléket és ellenbrizze
a PCR programot. A
rutinszer(i PCR-SSP
tipizalashoz hasznalt
PCR készlléket 6-12
havonta kalibralni kell.
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Probléma

Ok

Megoldas

Folytatas:
Hamis pozitiv
amplifikaciok.

Jelentds késleltetés a PCR
beallitdsa és a ciklizalas
megkezdése kozott.

A ciklizalas el6tt
legfeljebb 5 perces
késleltetés megengedett.

Késleltetés a tipizal6 talcak
PCR készulékbe vald
helyezése és a ciklizalas
megkezdése kozott.

Hasznaljon el6dmelegitett
PCR készuléket.

Tul sok etidium-bromid
hasznalata.

Hasznaljon ajanlott
mennyiségu etidium-
bromidot.

Egy mitermék téves
értelmezése egy konkrét
savkent.

A helyes sdvméretet és a
labjegyzeteket
ellendrizze a lot-
specifikus értelmezési
tablazatban /
munkalapon és a
sajatossagi tablazatban.

Az amplifikaciés minta
hamis pozitiv értéket
tartalmaz.

Ellenérizze, hogy az
dsszes konkreét
amplifikacio megfelel6
méreti-e, vagy egy
miterméket (atvitel,
primer dimer) tévesen
amplifikacioként
értelmeztek.

Helytelen sorrend a gél
bet6ltésekor.

Ellenérizze a keverékek
€s a gélsavok
igazodasét.

Hamis negativ
amplifikaciok.

A PCR késziilék nincs
megfelel6en kalibralva.

Kalibralja a PCR
készuléket és ellendrizze
a PCR programot. A
rutinszerli PCR-SSP
tipizalashoz hasznalt
PCR készlléket 6-12
havonta kalibralni kell.
Ha Ujrakalibralassal nem
korrigalhato, akkor
azonos specificitasu
referenciamintaval
ismételje meg a tesztet.
Ha negativ eredményt
kap, lépjen kapcsolatba
az ugyfélszolgalattal.

Helytelen sorrend a gél
betdltésekor.

Ellenérizze a keverékek
€s a gélsavok
igazodasat.
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Probléma

Ok

Megoldas

Altalanos gélproblémak
(homalyos gélek és/vagy
elken6dott savok).

Degradalodott DNS-minta.

Kenetként jelenik meg a
gélsavokban. 1zolélja a
DNS-t () mintabdl.

Vastag savok véletlenszeri
mélyedésekben.

A DNS egyenetlen
szuszpenzioi. Az alikvot
kivétele el6tt ellenérizze,
hogy a minta DNS
feloldodott-e. Vortexelje
a higitott DNS mintat.

A PCR-termék kiuszott a
melyedésbdl.

Ovatosan igazitsa a
pipettahegyeket a
gélmélyedésekhez és
lassan adagolja.

El6fordulhat, hogy az
elektroforézis puffer tal
meleg.

Készitsen Gj TBE puffert.
Futtassa alacsonyabb
feszlltséggel.

Helytelen aranyu agar6z
gélt hasznaltak.

Gyb6z6djon meg arral,
hogy az ajanlott 2%
agaroz gélt hasznalja.

Az agar6z nem oldddott fel
teljesen.

Rovid ideig forralja fel
Ujra, hogy az agaréz
megolvadjon.

Helytelen TBE
koncentracio.

Hasznalja az ajanlott 0,5
x TBE koncentraciot.

Nem telt el elég id6 a gélek
kitoltése ota.

A gélek az ontés utan 15
percig nem
hasznalhat6k.

A gélek tal régiek.

Ne ontse ki tdl koran a
géleket.

A hasznalt gélfési tul
vastag résekkel

Hasznéljon vékony
fésiket (4 x 1 mm).

rendelkezik.
A géltalca nem UV- A megtekintés el6tt
ateresztd. tavolitsa el a gélt a

géltalcardl.

A gél képe tul vilagos.

Tul sok etidium-bromid
hasznélata.

Ellen6rizze a
fényképezbgép
beéllitasait.

A gél képe tal sotét.

Haszndaljon ajanlott
mennyiségi etidium-
bromidot.
Ellendrizze a
fényképezbgép
beallitasait.
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Hasznalati utasitas

Olerup SSP® HLA-tipizal6 készletek Taq polimeraz nélkl

Probléma Ok Megoldas

Altalanos problémaék a A felfutasi sebesség tul Az Olerup SSP

hamis negativ magas. készleteket a GeneAmp
amplifikaciéval vagy az 9700 PCR késziléken
ilyen jellegi, futtatasrol 9600-as Uzemmaddban és
fligg6 problémakkal a ProFlexen 3 °C/s

felfutdsi sebességgel
validaltak. Az ezzel
egyenértékinél
magasabb felfutasi
sebességek hatassal
lehetnek a tipizalas
eredményeire.

A JELEN DOKUMENTUMBAN/TERMEKBEN HASZNALT VEDJEGYEK

Az Olerup SSP® a CareDx AB bejegyzett védjegye.
A Qiagen™ a QIAGEN védjegye.

MEGJEGYZES A VEVONEK: Az Olerup SSP® készletek Taq polimeréaz nélkiil - Ez
a termék a GMP min&ségl Roche Taqg polimeraz (katalbgusszam: 03 734 927 001
vagy 03 734 935 001) polimeraz lancreakcio (,PCR") folyamataban valé hasznalatra
optimalizalt, amely a Roche Molecular Systems, Inc. (,Roche®) és az F. Hoffmann-La
Roche Ltd. szabadalmainak hatalya ala tartozhat. A laboratorium feladata, hogy
felvegye a kapcsolatot a Roche Molecular Systems, Inc. vallalattal annak
megallapitasa érdekében, hogy sziikség van-e engedélyre e szabadalmak alapjan.

JOTALLAS

A CareDx AB a termékeivel kapcsolatosan, normal hasznalat és alkalmazas mellett
jotallast nyujt az eredeti vasarlonak az anyag- és gyartasi hibakért. A CareDx AB
kizarélagos kotelezettsége a jelen j6tallas alapjan az, hogy dijmentesen kicseréljen
minden olyan terméket, amely nem felel meg a termékleiré lapon feltlintetett
teljesitményszabvanyoknak.

A jotallas kizarélag a CareDx AB ajanlasa szerint kezelt és tarolt termékekre
vonatkozik; modositott, helytelentl hasznalt vagy megrongalt termékekre nem
érvényes.

A jotallas keretén belll érvényesiteni kivant karigényeket kozvetlenil a CareDx AB
felé, irAsban kell benyujtani, tovabba mellékelni kell a vasarlast igazol6 szamla egy
masolatat is. Az itt feltintetett jotallas felvalt minden egyeéb kifejezett vagy vélelmezett
jotallast, ideértve a piacképességre és az adott célra valo alkalmassagra vonatkozé
jotallasokat. A CareDx AB semmilyen esetben nem vallal felel6sséget a balesetekbdl
ered6 vagy kovetkezmeényes karokert.

A termék barmilyen jellegl atalakitasa, ujracsomagolasa, illetve tovabbeértékesitése a
CareDx AB (Franzéngatan 5, SE-112 51 Stockholm, Svédorszag) irasos
beleegyezése neélkul tilos.

Minden mintat ugy kezeljen, hogy az betegségeket terjeszthet. Valamennyi munkanal
viseljen keszty(it és megfelel§ védbfelszerelést.
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Olerup SSP® HLA-tipizal6 készletek Taq polimeraz nélkl

GARANCIA

A CareDx AB garantdlja, hogy az Olerup SSP ® tipizalo talcakban 1évé primerek a
termékismertetében talalhatdé munkalapon és lot-specifikus sajatossagi és értelmezési
tablazatokban megadott sajatossagokkal rendelkeznek.
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CareDx AB, Franzéngatan 5, SE-112 51 Stockholm, Svédorszag
Tel: +46-8-508 939 00

Fax: +46-8-717 88 18

E-mail: orders-se@caredx.com

Weboldal: www.caredx.com

Forgalmazo:

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

Fax: +46-8-717 88 18

Email: orders-se@caredx.com

Weboldal: 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

Weboldal: www.caredx.com

CareDx Pty Ltd., 20 Collie Street, Fremantle WA 6160, Ausztralia.
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Meghatalmazott képvisel6:

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

CHRN: CHRN-AR-20002058

A vilagszinten mikodd CareDx forgalmazdkkal kapcsolatos tudnivalokért forduljon a
CareDx AB véllalathoz.

A(z) 1590-LBL v02 a ,,0193-LBL v07 Olerup SSP® HLA-tipizal6 készletek Taq polimeraz nélkul* angol
torzsszoévegének forditasa.

A 0193-LBL v07 verzio valtozdsai a 0193-LBL v06-hez képest:
1. Hozzaadva egy svajci meghatalmazott képviseld.
2. A GelRed hozzdadéasa a B szakaszhoz. A készletben nem talalhato, de sziikséges anyagok.

1590-LBL v02 Olerup SSP® HLA-tipizal6 készletek Taq polimeraz nélkil In Vitro diagnosztikai felhasznalasra
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