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Specielle bemaerkninger for brugeren

SSP TYPING TRAYS MED TAQ-POLYMERASE - BEGRANSET LICENSE:

Kabsprisen for dette produkt inkluderer begraenset, ikke-overfgrbare rettigheder under U.S. Patent 4,683,202,
4,683,195 og 4,965,188 og deres udenlandske modparter, ejet af Roche Molecular Systems, Inc. og F.
Hoffmann-La Roche Ltd ("Roche"), at bruge kun denne maengde af produktet for at udfare Polymerase Chain
Reaction ("PCR") Processen beskrevet i navnte patenter beregnet til anvendelse ved HLA Typning hos
kaberen kun for organ- eller veevs- eller knoglemarvstransplantation, og tydeligt udelukkelse af analyser pa
kriminelle beviser eller faderskabs bestemmelse. Retten til at bruge dette produkt til at udfgre og at tilbyde
erhvervsmeessig service for HLA Typning for organ- eller veevstransplantation ved at anvende PCR, inklusive
rapportering af resultaterne af kaberens aktiviteter for betaling eller andre erhvervsmaessige vederlag, er ogsa
hermed givet. Yderligere information om kgb af licenser til at udfere PCR skal opnas ved at kontakte, i U.S.A.,
Direktgren for Licenskontoret hos Roche Molecular Systems, Inc. 1145 Atlantic Avenue, Alameda, California
94501, og udenfor U.S.A., PCR Licens Chefen, F. Hoffmann-La Roche Ltd, Grenzacherstr. 124, CH-4070
Basel, Switzerland.

SSP TYPING TRAYS UDEN TAQ-POLYMERASE - FRAL/AGGELSE AF LICENS:

Dette produkt er optimeret for brug i Polymerase Chain Reaction ("PCR") Proces som er beskyttet af patenter
ejet af Roche Molecular Systems, Inc. og F. Hoffmann-La Roche Ltd ("Roche"). Ingen licenser under disse
patenter om brug af PCR Processen er udtrykkeligt overdraget eller underforstaet for kaberen ved kab af dette
produkt. Yderligere information om at kebe licenser til at udfare PCR kan opnas ved at kontakte, i U.S.A,,
Direktgren for Licenskontoret hos Roche Molecular Systems, Inc. 1145 Atlantic Avenue, Alameda, California
94501, og udenfor U.S.A., PCR Licens Chefen, F. Hoffmann-La Roche Ltd, Grenzacherstr. 124, CH-4070
Basel, Switzerland.
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1.  INTRODUKTION

1.1 Anvendelsesmade
HLA Sequence Specific Primers (SSP) kit er bestemt for bestemmelse af HLA Klasse | eller Klasse |l alleller.

1.2  Oversigt og Forklaring

HLA systemet er et komplekst, kodominant nedarvet system af antigener som spiller en vigtig rolle i immun-
systemet ved at seette det i stand til at skelne "selv" fra "non-selv". | organtransplantationer, er HLA
forligelighed mellem donor og recipient en af hovedfaktorerne for transplantatets overlevelse. Af denne grund
er bestemmelse af de individuelle kombinationer af HLA antigener brugt som en basis for udveelgelsen af
donorer og recipienter.

Nye dimensioner er blevet abnet med moderne diagnostik ved udviklingen af DNA-baserede analysemetoder.
HLA antigener varierer delvist fra hinanden ved kun en enkelt aminosyre indeni polypeptid kaeden.
Genkendelse af disse stort set identiske strukturer ved serologisk testning er naesten umuligt; af den grund, er
oplgsnings kapaciteten af metoden begraenset. Da DNA sekvenserne af de mest vigtige HLA alleller nu er
kendt, kan variationer i sekvenserne identificeres pa DNA niveau ved hjaelp af syntetiske oligonukleotider.
Ved at benytte amplifikationer af genomisk DNA (PCR, Polymerase Chain Reaction) sammen med specifikke
primerpar (SSP, Sequence Specific Primers) er det muligt at identificere et stort antal af HLA alleller med
molekulaere analyse metoder.

1.3  Analyseprincip

HLA SSP Kits er test systemer for typning af HLA karakteristikker ved at bruge PCR teknikker. For typning
med SSP metoden anvendes allel-specifikke primere i amplifiations reaktionen. Metoden er baseret pa
princippet om, at kun primere, hvis sekvens er perfekt komplementeer til det pa mal sekvensen af DNA
prgven, som er ftilstede vil binde sig til dette DNA og producere et amplifikat i PCR reaktionen. Non-
komplementaere primere vil pa den anden side ikke binde sig til DNA og ingen amplifikation vil finde sted.

Det amplificerede DNA bestemmes ved at bruge agarose gel elektroforese. Succesfuld amplifikation vil
generere et DNA fragment af defineret leengde, som ses som et band i gelen. Hvis ingen amplifikation har
fundet sted er dette band ikke tilstede.

Sammensaetningen af primerne tillader positiv identifikation af HLA karakteristika. Omradet for denne
opseetning af detektions system er bestemmelse af individuelle HLA alleller hos organdonorer og recipienter
og hos patienter, som modtager blodtransfusion eller blodkomponent substitutions terapi.

2. REAGENSER
2.1 Indhold i HLA SSP Kits

Indholdet af HLA SSP Kits er tilstraekkeligt for 24 praver.

o eller 24 PCR-blokke BLOCK]| henholdsvis hver bestaende af PCR rar i blokke som indeholder den tgrrede
primer/nukleotid blanding. Som en hjaelp til identifikation er et sort maerke placeret ved position 1 (=H1).

e PCR blanding [CK] (klar til brug)
Blandingen indeholder PCR-buffer (1.5 mM MgCl,, 50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI, 0.001% gelatine),
glycerol og kresol rad.

e PCR dakstrimmel eller PCR daektape.

e Arbejdsskema, reaktions mgnsterkort, primer positions skema

Negativ kontrol F er pakket separat som ekstra PCR ror (farvelgs), hvis den ikke er inkluderet i PCR

blokken | BLOCK|.
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2.2 Advarsler og Forholdsregler
Kun til In Vitro Diagnostik

Advarsel: Analysen skal udfares af veluddannede og autoriserede bioanalytikere.

Advarsel: Alle reagenser skal behandles i overensstemmelse med god laboratorie praksis(GLP) ved at
anvende passende forholdsregler. Desuden at behandle alle patient prgver som potentielt
smittefarlige. Afpipetér ikke med munden.

Advarsel: Anvend ikke reagenser hvor udigbsdatoen trykt pa etiketten er overskredet.
Advarsel: Anvend ikke reagenser med tydelige tegn pa grumsethed eller mikrobiel forurening.

Advarsel: Pipetter anvendt til Efter-PCR handteringer ma ikke anvendes til Fer-PCR handteringer.

Advarsel: Biorisiko Advarsel: Etidium bromid som anvendes til farvning af DNA er potentielt karcinogent.
Anvend altid beskyttelses handsker ved handtering af farvede geler.
Advarsel: Biorisiko Advarsel: Alle blodprodukter skal behandles som potentielt smittefarlige.

Advarsel: Alle brugte PCR blokke skal behandles som potentielt smittefarlige og skal destrueres i
overensstemmelse med gaeldende nationale retningslinier.

Advarsel: Anvend UV-blokkerende gjebeskyttelse, og se ikke direkte pa UV lyskilden, nar gelene
bedgmmes eller fotograferes.

Se Materialernes Sikkerheds Data Skema for detaljerede informationer.

2.3 Opbevaring og Opbevaringstid
SSP reagenserne skal opbevares ved 2...8°C. Udlgbsdatoen er trykt pa pakningen med kit komponenter.
PCR blokkene er forseglet i poser.

2.4 Indikationer pa Instabilitet eller Forringelse

Nar fgrst poserne er abnet, skal tiloversblevne ubrugte PCR blokke opbevares i deres originale poser
forseglet med tape, eller varmeforseglet for at undga ophobning af fugt under opbevaringen. Nar farst PCR
blokkene er abnet, skal de anvendes inden 4 uger fra dbningsdatoen.

3. Instrumentelle Behov
3.1 Programmering af Termocycler (Thermal cycler)

Program HLA SSP:

Initiel Denaturering: 94°C 2 min.

Denaturering: 94°C 10 sec. 1

Annealing & Ekstension: 65°C 60 sec. J 10 omgange
Denaturering: 94°C 10 sec. ]

Annealing: 61°C 50 sec. |

Ekstension: 72°C 30 sec. ] 20 omgange

PCR programmet vist nedenfor er tilpasset til Perkin-Elmer Thermocycler. Varme/kgle forholdet pa PE 9700
er i gennemsnit 1°C/seconds for prgven og temperatur ngjagtigheden er + 0.25°C i omradet 35-100°C.
AndreTermocyclere end det rekommanderede skal valideres af brugeren.

Termocyclere, som ikke har justerbar trykplade, skal have en matte som mellemstykke for at garantere
optimal varme transport fra varmedaekket til PCR rgrene.
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3.2  Gel Elektroforese
Henvisning til elektroforese i Fremgangsmade Sektion 5.

4. Proveindsamling og Tilberedning

41 DNAIsolering

Genomisk DNA kan fas fra alle kerneholdige celler. Den simpleste metode er at isolere DNA fra celle
suspensionen (blod, buffycoat eller dyrkede celler). Der eksisterer en umadelig stor raekke af forskellige
protokoller for isolering af DNA fra celler. For PCR-SSP testning skal kun de metoder som giver DNA af
tilstraekkelig kvalitet og kvantitet for PCR tages i betragtning, f.eks. udsaltnings metoder (Ref.2).

Blandt leverandgrer af kommercielle DNA ekstraktions kits er passende produkter som "Puregene” fra Gentra
Systems og "Super Quick Gene” fra The Analytical Genetic Testing Center inkluderet.

4.2 Proveindsamling og Tilberedning

4.21 Proven

Typning udfgres ved at bruge antikoaguleret perifert blod (f.eks. Na-citrat, EDTA). For blodpravers opbevaring
og stabilitets informationer, venligst referer til den tekniske information leveret med ekstraktions test kittet af
producenten, og det skal bruger-valideres.

4.2.2 Kontamination

Kontamination af DNA med PCR inhibitorer, s& som haemoglobin, heparin, ethanol, etc. kan resultere i alvorlig
interferens med PCR reaktionen. Af denne grund ma heparinblod ikke bruges som start materiale for DNA
isoleringen. Brug i stedet enten citrat eller EDTA blod. Hvis patienten er i heparin terapi brug en alternativ
kilde af DNA.

4.2.3 Haemolyserede Prover

Undgéd brug af lipaemiske eller heemolyserede Prgver. Brug af prever taget uden antikoagulans eller
nedfrosset/optget gentagne gange rekommenderes ikke, eftersom disse betingelser sandsynligvis ikke giver
tilstraekkelig kvantitet eller kvalitet af DNA til testning.

4.2.4 DNA Kvantitet

DNA preven, som skal bruges, skal resuspenderes i sterilt distilleret vand med en koncentration af ca.

100 + 50 ng/ul. DNA ma ikke resuspenderes i oplgsninger som indeholder kelaterende midler, sd som
EDTA, over 0.5 mM i koncentration.

4.2.5 DNA Kvalitet
Bestemmelsen af koncentrationen af DNA udfgres ved at male den optiske densitet (OD) ved 260 nm (Aggp).
Veaerdien Aysg = 1 (= OD 1.0) svarer ca. til 50 pg/ml af dobbelt-strenget DNA.

For at bestemme graden af kontamination af DNA med protein, udfgres en ekstra maling ved 280 nm og
forholdet Ayso/Azgo beregnes. Rent DNA vil give et Aogo/Aggo forhold pa 1.8 eller hgjere. Veaerdier for Aggo/Aggg pa
mindre end 1.8 indikerer kontamination af  DNA med protein. Ved et Axg/Asgo forhold pa 1.5 er procenten af
protein i DNA preeparationen ca. 50 %.

For at opna gode PCR-SSP resultater kraeves DNA med et Azgo/Azgo forhold >1.6.

© Renheden og koncentrationen af DNA er af afggrende vigtighed for at opna optimale test resultater.
DNA praven skal anvendes umiddelbart efter isoleringen eller opbevares ved — 20°C eller lavere for udvidet
opbevaringstid (over 1 ar) uden nogen negative indvirkninger pa resultaterne.

For opbevarings og stabilitets informationer for isoleret DNA, venligst referér til teknisk information leveret
med DNA ekstraktions test kit af producenten.
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5. Fremgangsmade
5.1 Nadvendige Materialer
Se 2.1 Indhold i HLA SSP Kit

5.2  Ekstra Materiale Krav
5.2.1 Prove Materiale (DNA)
- UV spektrofotometer

5.2.2 PCR
- Taq DNA polymerase (5 U/pl, f.eks. Perkin Elmer)
- Termocycler med opvarmet deekke (f.eks. PE 9600, PE 9700 Perkin Elmer)
- Justérbare pipetter
- Eppendorf Multipette med kombitips (10 ul)
- Pipettetips med filter
- Distilleret vand (dH,0)

5.2.3 Gel elektroforese
- Agarose (for molekulaer biologi)

Gelkammer (tilstreekkelig for gel med mindst 25 lommer)
5x TBE buffer

Tris(hydroxymetyl)-aminometan (base)

Borsyre (H;BO3)

Dinatrium EDTA
- Ethidium bromid oplgsning (10 mg/ml)
- DNA streng (f.eks. 50 — 1000 bp markear)
- Magnetisk omrgrer med varm plade eller mikrobglger
- Justérbare pipetter
- Polaroid camera med UV filter og Polaroid film type 667
- UV transilluminator (ca. 200 — 300 nm)
- Stremforsyning
- Distilleret vand (dH;0)

5.3 PCR (Polymerase Chain Reaction)
5.3.1 Sikkerheds forholdsregler
PCR er en ekstremt sensitiv metode som effektivt kan forgge selv den mindste maengde af DNA. Det falger
heraf at selv spor af kontamineret DNA i en prgve kan forgges i PCR reaktionen og dermed give falske test
resultater. En speciel kilde til kontamination er amplificeret DNA som kommer i kontakt med prgver som
stadig skal amplificeres. For at undgd kontamination med amplificeret materiale anbefales det at
arbejdsomradet er skarpt adskilt som falger:
1. For-PCR omréadet:
Alt arbejde udfgrt far PCR (DNA isolering og opbevaring, forberedelse til PCR, produktion og
opbevaring af reagenser og oplasninger for DNA ekstraktionen og PCR).

2. Efter-PCR omradet:
Termocycler, gel elektroforese, evaluering, opbevaring af amplificeret DNA.
Udstyr og utensilier fra Efter-PCR omradet ma ikke tages ind i Far-PCR omradet.

3. Nar man arbejder i Fer-PCR omradet skal pipetter med aerosol beskyttelse anvendes (tips med filter).

Det anbefales at en negativ kontrol inkluderes i test proceduren som en indikation pa kontamination
med fremmed DNA.
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5.3.2 Fremgangsmade for HLA SSP typningen

(1)

()

For HLA typning af en DNA prgve, skal PCR reaktioner med et reaktions volumen pa 10uli hver PCR
ror udfgres. Det sorte maerke skal ses som en hjeelp for korrekt orientering af PCR blokken BLOC
(position H1).

| et Eppendorf reaktions rgr, forbered for hver typning en master blanding som indeholder falgende
komponenter:

PCR blanding

Taq DNA polymerase (5 U/ul)
dH,O
(se tabellen nedenfor for forskellige konfigurationer)

Bland godt og afpipettér 10 ul af denne blanding til den negative kontrol . Tilseet derefter
DNA (ca. 100 + 50 ng/ul)
(se tabellen nedenfor for forskellige konfigurationer)

og bland komponenterne godt.

Nar ferst master blandingen er tilberedt, fortsaet straks med naeste trin 5.3.2 (3)

Master blanding for konfiguration med
Antal af PCR reaktioner 8 18 24 48 96
PCR blanding 44 pl 100 pl 120 pl 228 pl 440 pl
Taq DNA polymerase 0.7 pl 1.5 ul 1.8 ul 3.5 ul 7 ul
dH,O 55 yl 125 yl 150 pl 288 pl 550 pl
DNA (ca. 100 £ 50 ng/ul) 11 pl 25 30 57 ul 110

(3) Fra denne master blanding, afpipettér 10 pl til hver af de terrede primer blandinger (H1-A1; H2-A2; H3-
A3). Dette geres lettest ved at bruge en multipipette. Vaer opmeerksom pa at pipettespidsen ikke
kommer i kontakt med primeren for at undgé carry-over af primeren. Af denne grund afpipettér master
blandingen mod brgndens vaegge.

Forsegl omhyggeligt PCR stripsene ved at bruge den leverede PCR daekstrimmel eller tape. Overfor
bakken til termocycleren og start PCR med programmet til HLA SSP.

5.4  Gel Elektroforese
PCR produkterne identificeres ved at bruge agarose gel elekiroforese efterfulgt af pavisning af DNA bandene
i UV lys.

5.41 Fremstilling af Reagenser
. 5x TBE buffer (0.445 M tris-borat, 0.0125 M EDTA):
54 g Tris(hydroxymet yl)-aminometan (base)
2759 Borsyre (H;BO3)
465¢g Dinatrium EDTA
ad 1000 ml med destilleret vand, opbevares ved stuetemperatur.

. Ethidium bromid oplgsning (10 mg/ml)
Oplas 100 mg ethidium bromid i 10 ml destilleret vand og opbevar det ved 2...8 °C beskyttet mod lys.
Advarsel: Ethidium bromid er mutagent og giftigt. Baer altid beskyttelseshandsker nar der
arbejdes med ethidium bromid (ogsa i fortyndet form). | tilfeelde af kontakt med
huden,
vask det straks af med rigelide maengder af vand.

. 1x TBE buffer
1:5 slutfortynding af 5x TBE bufferoplgsning i demineraliseret vand.
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5.4.2 Fremgangsmade for gelelektroforese

En 2 % oplasning af agarose tilberedes ved at koge 5 g agarose i 250 ml af 1x TBE indtil oplgsningen bliver
klar. Lad oplgsningen kale ned til under 60 °C tilsaet derefter 4 pl ethidium bromid oplasning.

Placér den forseglede gel bakke pa en vandret overflade. Fyld agarose oplgsningen i den forseglede gel
holder med sa fa bobler som muligt, og placér en kam for at danne lommer med en stgrrelse pa ca. 10 pl.
Efter polymerisation (ca. 30 minutter ved stuetemperatur), haeld gelen i gelkammeret som er blevet fyldt med
1x TBE buffer. Fjern kammene. Gellommerne skal vaere fuldstaendigt deekket med buffer.

Fjern deek forseglingen/stripsene og afpipetér hele PCR blandingen i gellommerne.

Starrelsen af PCR produktet er malt ved at inkludere en passende molekylveegt standard i elektroforesen
(f.eks. 50 — 1000 bp marker).

Elektroforesen udferes nu i 15 — 25 minutter ved 8 V/cm (elektrode afstanden).

5.4.3 Dokumentation
Nar elektroforesen er faerdig, placeres gelen pa en UV transilluminator (passende ansigts beskyttelse mod
UV straling skal anvendes). Et Polaroid billede kan fremstilles for evaluering og dokumentation af resultaterne.

6. Resultater

6.1  Evaluering

HLA primer blandingen indeholder kontrolprimer som amplificerer et 1069 bp fragment af humant vaekst
hormon (HGH). Koncentrationen af disse primere er ca. en femtedel af det allel-specifikke primerpar og
formalet er at sgrge for en intern kontrol pa succesfuld PCR amplifikation. Denne amplifikation forekommer
generelt altid, d.v.s. bade ved tilstedeveerelsen og ved mangel pa allel- eller gruppe-specifik PCR fragment.
Kontrolbandet kan derfor generelt ses i alle PCR reaktioner. Fra tid til anden kan kontrolbandet ses svagt eller
fuldsteendigt manglende ved tilstedeveaerelse af allel-specifik HLA PCR produkt. Dette er ikke en begreensning
i metoden, da det specifikke band serger for et check pa succesfuld PCR karsel.

Kompositionen af primerne tillader positiv identifikation af HLA karakteristika. Tolkningen er baseret pa enten
om et specifikt band er tilstede pa gelen eller ikke.

Starrelsen af de amplificerede DNA fragmenter skal ikke ngdvendigvis tages i betragtning nar testen
evalueres, ikke desto mindre kan det veere nyttigt for tolkningen af testen.

For evaluering er manstret af de specifikke band overfgrt tii medsendte resultatark. Typnings resultaterne
afleeses ved hjeelp af reaktions megnstret.

Gel Tolkning
Positiv reaktion positiv reaktion negativ reaktion non-amplifikation
Gel lomme
Kontrol band intet e I intet
Specifikt band I L] intet intet
Primer band

6.2. Metodens Begransninger

1. Intensiteten af positive band vil variere som felge af kvaliteten og meengden af PCR produktet.
Kvaliteten af PCR produktet vil direkte pavirke intensiteten af bandene visualiseret pa UV illuminatoren.
| tifeelde af manglende intern kontrolband og ingen alleller, skal testen gentages.

2. DNA prgver skal anvendes straks efter isolering eller opbevares ved —20°C eller lavere for lsengere
opbevaringstid (over 1 ar) uden nogen indvirkninger pa test resultaterne.

3. Praestationen af testen kan kun garanteres hvis vedlagte instruktioner falges ngjagtigt.

4. Denne test skal kun anvendes for initial HLA typning. Andre kliniske og diagnostiske fund skal desuden

tages i betragtning, nar beslutning om egnethed for transplantation skal tages.
5. Brug af HLA SSP typnings kit kan ikke Igse alle kombinationer.
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6.3 Kvalitets Kontrol

Hvert produceret lot kontrolleres mod et panel af DNA praver repraesentativt for specifik bestemmelse af
primerne og det er tilgaengeligt pa anfordring.

Kvalitets kontrol af nye lot numre udfgres ved typning af en kombination af kendte heterozygote allelle
kombinationer, som vil reagere med de fleste primer blandinger i kittet.

6.4  Specifikke Preestations Karakteristika

Bio-Rad SSP Typnings kit bliver sammenlignet med et SSP typnings kit og et SSO typnings system ved at
teste 167 praver (tilfeeldigt udvalgte transplantations kandidater og potentielle donorer) pa to geografisk klart
adskilte lokationer. Der var 100% overensstemmelse (167/167) mellem Bio-Rad SSP Typnings kittets
resultater og resultaterne opnaet ved at bruge SSP og SSO testene.

Overensstemmelse | Uoverensstemmelse Total %
N 167 0 167 100
% 100% 0%
N = Antal prgver
7. Fejlfinding
PROBLEM ARrRsaAc L@SNING
Agarose gelelektroforese
Ingen synlige band. Ingen ethidium bromid i gelen. Farvning af gelen i et farvningsbad (1xTBE buffermed 0.5
pg/ml ethidium bromid).
Svage specifikke band i gelen, | DNA fra heparinblod. Brug EDTA eller citratblod som begyndelses materiale.
ingen kontrol band.
Rester af etanol i DNA. Efter vask af DNA knappen med etanol, tillad fuldsteendig
tarring.
For lidt DNA anvendt. Brug ca. 100 ng DNA pr. PCR reaktion.

PCR produkterne ikke synlige, MW | Ikke korrekte betingelser for | Check termocyclerens PCR program.

standard synlig. temperatur cyclus. Det beskrevne program passer til den anbefalede
termcycler fra Perkin Elmer. Andre termocyclere som den
anbefalede skal bruger-valideres.

Forleeng denaturerings tiden fra 10 sek. til 20 sek.

Forlaeng ekstentions tiden fra 30 sek. til 60 sek.

Andre termocyclere end anbefalede kan have forskellige
varme og kelings forhold. | disse tilfeelde, anbefales det at
zndre PCR protokollen: Hvis uspecifikke reaktioner fore-
kommer haev annealerings temperaturen i trin pa 1°C,
som vil danne mere stringente reaktions betingelser.

Falske negative amplifikationer kan skyldes for stringente
reaktions betingelser. | dette tilfeelde anbefales en reduk-
tion af annealerings temperaturen i trin pa 1°C.

Kontrol bAnd mangler ind i mellem. Hvis to alleller kan positivt identificeres, behgver man ikke
gere noget. Hvis det ikke er tilfeeldet, anbefales det at
gentage testen.

Hvis to alleller ikke kan positivt identificeres, anbefales det
at gentage testen.
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