HLA SSP Kits

Ready to use SSP reagent kit for DNA based HLA typing
SSP-Reagenzienkit fur die HLA-Typisierung auf DNA-Basis
Hasznélatra kész kész SSP reagens készlet DNS alapu HLA tipus-
meghatarozashoz
Trousse de réactifs SSP pour le typage HLA, basé sur ’ADN
Kit di reagenti SSP per tipizzazione HLA basata sul DNA
Juego de reactivos SSP para la tipificacién del antigeno
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informaciok /
I'utilizzatore /

Besondere Hinweise fiir den Anwender / Fontos felhasznaloéi
Remarques importantes pour I'utilisateur / Avvertenze per
Indicaciones importantes para el usuario:

SSP TiPUS-MEGHATAROZO KESZLETEK TAQ-POLYMERAZZAL - KORLATOZOTT FELHASZNALASI JOG:

A termék értékesitési ara tartalmazza a korlatozott, 4t nem ruhazhaté felhasznalasi jogot az Egyestilt Allamok
Szabadalmai - U.S. Patents - 4,683,202, 4,683,195 és 4,965,188 és kulféldi megfeleléik értelmében, amelyek
a Roche Molecular Systems, Inc. és az F. Hoffmann-La Roche Ltd ("Roche”) tulajdonat képezik, a terméknek
kizar6lag erre a mennyiségére nézve, a polimeraz lancreakcié ("PCR") folyamatanak elvégzésére, amelynek a
leirdsa a fent nevezett szabadalmakban talalhatd, kizarélag a vasarl6 HLA tipus-meghatarozasi
alkalmazasaihoz, kizarélag szervek vagy szévetek és csontok marrow transzplantacidjahoz, és kifejezetten
kizarva a tdrvéyszéki orvostani bizonyitasi eljarasokban vagy az apasdagi (szll6i) vizsgalatokban torténd
felhasznalast. A termék felhasznalasi jogat HLA tipus-meghatarozasi vagy szerv- vagy szdvet-transzplantacios
kereskedelmi szolgaltatasok céljara, azok nyujtdsdhoz PCR alkalmazaséaval szintén eziton garantaljuk, ide
értve az eredményeknek a vasarlo tevékenysége eredményének dij ellenében vagy egyéb kereskedelmi
megfontolas alapjan kiadott jelentését is. A PCR felhasznalasi licenc vasarlasara vonatkozd tovabbi
informécioert lépjen kapcsolatba az Egyesllt Allamokban a Roche Molecular Systems, Inc. 1145 Atlantic
Avenue, Alameda, Kalifornia 94501 Licenc Igazgatéjaval, az Egyesilt Allamokon kivil pedig a PCR Licenc
Menedzserrel, F. Hoffmann-La Roche Ltd, Grenzacherstr. 124, CH-4070 Basel, Svajc.

SSP TiPUS-MEGHATAROZO KESZLETEK TAQ-POLYMERAZ NELKUL - LICENC JOGNYILATKOZAT:

Ez a termék polimeraz lancreakcioban (,PCR”) térténé felhasznalasra optimalizalt, amely folyamat szabadalmi
jogi védelem alatt all, amely szabadalmak tulajdonosa a Roche Molecular Systems, Inc. és az F. Hoffmann-La
Roche Ltd ("Roche"). Az ezen szabadalmak kérébe tartozd egyetlen, a PCR folyamat alkalmazaséara
vonatkozoé licenc sem kerdil atadasra explicit vagy implicit médon a vasarlénak jelen termék megvasarlasaval.
A PCR felhasznélasi licenc vasarlasara vonatkozo tovabbi informéacidért lépjen kapcsolatba az Egyesult
Allamokban a Roche Molecular Systems, Inc. 1145 Atlantic Avenue, Alameda, Kalifornia 94501 Licenc
lgazgatdjaval, az Egyesult Allamokon kivil pedig a PCR Licenc Menedzserrel, F. Hoffmann-La Roche Ltd,
Grenzacherstr. 124, CH-4070 Basel, Svajc.

GB | Article number GB For in vitro diagnostic use
DE | Artikelnummer DE Nur zur in-vitro Diagnostik
ES | Artikulo numero ES Sélo para el diagnéstico in vitro
IT Codice prodotto IVD IT Solo per la diagnostica in vitro
FR | Référence du produit FR Pour le diagnostic in vitro
NL | Artikelnummer NL Voor in vitro gebruik
DK | Artikelnummer DK Til diagnostik brug i glas
CZ | Katalogové cislo Cz Pouziti pro in vitro diagnostiku
HU | Cikkszam HU In Vitro Diagnosztikai célra
GB | PCR block GB negative control GB | PCR cocktail
DE | PCR-Block DE Negativkontrolle DE | PCR-Cocktail
ES | PCR bloque ES control negativo ES | PCR coctel
IT PCR blocco IT controllo negativo IT PCR koktél
BLOCK| |FR |PCRbloc FR contréle negatif FR | PCR koktél
NL | PCR blok NL negatieve controle NL | PCR koktél
DK | PCR blok DK negativ kontrol DK | PCR blanding
CZ | PCR blok Ccz negativni kontrola CZ | PCR koktejl
HU | PCRt6mb HU negativ kontroll HU | PCR kokiél

#l Bio-Rad Medical Diagnostics GmbH
Industriestr. 1, D-63303 Dreieich, Germany

Tel.: +49-6103-3130-0, Fax: +49-6103-3130-724
www.bio-rad.com, techsupport.omd@bio-rad.com

, ‘M\EJ
w
L

3AD |

189738/07 — 04/2016




3. HLA SSP

TARTALOM

BEVEZETES ... e
Felhasznalasi javaslat ..............ooooiiiii
Osszefoglalas €S Mmagyarazat .........ccccveeceeeiiiee e
AESZE AlAPEIVE .. e

Wi
T e e o

2. REAQJENSEK ..o e e
2.1 A HLA SSP Kit tartalMa.......cccoooiiiiee e e e e
2.2 Figyelmeztetés és betartandd OvintézkedéseK .........ccoovvviiiiiiiiii i
2.3 Tarolas €s elfarthatOSag ........eeeieeeiiiiie e e
2.4 Instabilitdsra vagy minéségromlasra utald jelek........coooeviriieeiicniiieeeee e

oo~ p

3.  SzUKsSEges €SZKOZOK ..........ccooooiiiiiiiieii e
3.1 Atermikus keringet6 er8sité poOgramozZasa .......c.ceevevereerierieiiieeeriee e e
3.2 GEl ElEKIrOfOrEZIS .....eeii it e e e e e e e e anes

o 01O

4. Mintaveétel s elOKESZItES oo
A1 DINS HZOIACIO ..ottt e
4.2. MIintaVvetel €S lOKESZItES e

D OO

T - - L=
5.1  BiztoSItOtt @NYagOK ....cceeeiiiiieeiie e
5.2 Tovabbi SzZUKSEGES anyagoK .......ccceeiiiiiiiiiie et
TG TR o O] o RS
5.4 GEl-€lEKIrOfOrEZIS ...ocoeeeeeee e

00NN

6. Eredmények ..o
G0 T g =] ] T PR
6,2 AKIVItEIEZES KOTATAI ......coeeeeeeeeee e
G TG T 1Y/ [T To Y=o | (o] a1 | SRR
6.4 Specifikus teljesitmény-jellemzok  .......oooiiiie

O O O oo

7. Problémamegoldas .............c.ccoiiiiiiiiiiie e 10

8. HIVAIKOZASOK ... ettt e e e e aee 11

YA
1A D | 189738/07 — 04/2016

, ‘M\EJ
w
L

il Bio-Rad Medical Diagnostics GmbH
Industriestr. 1, D-63303 Dreieich, Germany

Tel.: +49-6103-3130-0, Fax: +49-6103-3130-724
www.bio-rad.com, techsupport.omd@bio-rad.com



-4- HLA SSP

1. BEVEZETES

1.1  Felhasznalasi javaslat

A HLA Szekvencia Specifikus Primer készletek (HLA SSP kits) a HLA | vagy |l osztalyba tartozd allélek
meghatarozasara szolgalnak.

1.2 Osszefoglalas és magyarazat

A HLA rendszer antigének komplex, kodominans 6roklési rendszere, amely fontos szerepet jatszik az
immunrendszerben azéltal, hogy lehetévé teszi a ,sajat" - ,nem sajat” megklldnbdztetést. A szerv-
transzplantacié soran a donor és a recipiens HLA kompatibilitdsa a transzplantacié kimenetelének egyik
legfontosabb meghatarozéja. Ezért a HLA antigének egyedi kombinacidinak meghatarozdsat haszndljuk
bazisként a donor és a recipiensek kivalasztasanal.

A DNS alapu tesztmédszerek kialakitdsaval a modern diagnosztika Uj dimenziéit tartuk fel. A HLA antigének
részben, egy a polipeptid lancban talalhaté aminosav szintjén kllénbéznek csak egymastél. Ezeknek a
jelentds részben azonos struktdrédknak a szeroldgiai eszkdzdkkel t6rténé azonositasa szinte lehetetlen, ezért a
mddszer meghatarozasi kapacitasa korlatos. Mivel a legfontosabb HLA allélek DNS szekvenciai ismertek, a
DNS (PCR, Polimeraz Lanc Reakcid) feler6sitésének specifikus primer parokkal (SSP, Szekvencia Specifikus
Primerek) egylttes felhasznalasaval nagyszamu HLA allél azonosithaté molekularis tesztmddszerek
segitségével.

1.3 Ateszt alapelve

A HLA SSP Kits tesztelési rendszereket tartalmaz a HLA jellemzék PCR technikéakkal térténé tipizélasahoz. A
tipizadlashoz az SSP médszer allél-specifikus primereket hasznal az amplifikaciés reakcidban. A modszer
alapelve, hogy csak azok a primerek, amelyek szekvencidi tOkéletes komplementerei a DNS minta
célszekvenciainak, fognak kétédni ehhez a DNS-hez, és hoznak létre a PCR reakcidban amplifikaciét. Nem
komplementer primerek mésrészt nem kétédnek a DNS-hez, és nem jon létre amplifikacio.

A felertsitett DNS-t agarosa gél elekiroforézissel azonositiuk. A sikeres amplifikacié meghatarozott
hosszUsagu DNS fragmentumot hoz létre, amely egy savként jelenik meg a gélben. Amennyiben nem j6n Iétre
amplifik&cié, a sav nem jelenik meg.

A primerek 6sszetétele lehetéve teszi a HLA jellemzok pozitiv azonositasat. Ennek a kimutatasi rendszernek
az alkalmazasi terlletét a szervdonorok és recipiensek, valamint varatémlesztésben vagy vérkomponens
kiegészitd terapiaban részeslilé betegek egyedi HLA alléljeinek meghatarozasa adja.

2. REAGENSEK

2.1 HLA SSP Kits tartalma
A HLA SSP Kits tartalma 24 teszthez elegend®.

24 PCR-témb BLOKK|H mindegyike PCR csbéveket tartalmaz tdmbdkben, amelyek a szaritott
primer/nukleotid keverékeket tartalmazzdk. Az azonositashoz segitségként egy fekete jelzést helyezlink
az 1-es poziciéra (=H1).

e  PCR cocktail (hasznélatkész)
A koktél PCR-puffert tartalmaz (végs6 koncentracié: 1,5 mM MgCl,, 50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI,
0,001% zselatin), glicerol és krezol vords.

e PCR fedécsikok vagy PCR zaro6fedelek.
e  Munkaivek, reakciominta tabla, primer pozicios iv

A negativ kontroll kiildn csomagban talalhaté tovabbi PCR csévekben (szintelen), ha nincs benne a PCR

blokkban |LOKK].
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-5- HLA SSP

2.2 Figyelmeztetések és betartand6 dvintézkedések
In vitro diagnosztikai célra

Figyelem: A tesztet csak a megfelelé szakképesitéssel rendelkezd, betanitott laborszemélyzet hasznélhatja.

Figyelem: Minden reagenst a helyes laboratériumi gyakorlatnak megfeleléen kell kezelni a megfelel6
Ovintézkedések betartasa mellett. Emellett minden betegmintat potencidlisan fert6zéként kell
kezelni. Ne pipettazza szajjal.

Figyelem: Ne hasznalja fel a reagenseket a cimkén jelzett lejérati idé utan.
Figyelem: Ne hasznalja fel a reagenseket, ha zavarossag vagy mikrobas fertézottség barmilyen jelét latja.

Figyelem: Azokat a pipettakat, amelyeket a Post-PCR manipulaciékhoz hasznalunk, nhem hasznalhatjuk a
Pre-PCR manipulaciokhoz.

Figyelem: Biokockazati figyelmeztetés: Az ethidium bromid, amelyet a DNS festésére hasznalunk, karcinogén
lehet.
Mindig viseljen védbékesztylt, amikor festett gélekkel dolgozik. A hulladék megsemmisitése
égetéssel torténik.

Figyelem: Biokocké&zati figyelmeztetés: Minden vérkészitményt fertézésveszélyes anyagként kell kezelni.

Figyelem: Minden hasznélt PCR tdmbdt fertézésveszélyes anyagként kell kezelni, és meg kell semmisiteni
az orszagban érvényes iranyelveknek megfeleléen.

Figyelem: Viselien UV-szilirés véddszemiiveget, és ne nézzen kdzvetlenll az UV fényforrasba, amikor a
géleket nézi vagy fotdzza.

Részletes informaciot az Anyagbiztonsagi Adatlapok tartalmaznak.

2.3 Tarolas and Eltarthatésag
Az SSP reagenseket ([BLOCK], [CK], [NC]) 2..8 °C hémérsékleten taroljuk. A lejarati datum a készlet
komponenseinek csomagolasan talélhaté. A PCR tdmbdk leforrasztott tasakbak talalhatok.

24 Instabilitasra vagy minéségromlasra utalo jelek

Amikor egy zacskét felnyitunk, a megmaradt, fel nem hasznalt PCR tdmbdket ugyanebben az eredeti
zacskoban taroljuk tovabb. Zarjuk le ragasztészalaggal, vagy hegesszlik vissza a zacskét, hogy a
nedvességtd a tarolas sordn megvédjik az anyagot. A felnyitott PCR témbdket 4 héten belll fel kell hasznalni.

3. Szilkséges eszk6zOk
3.1 A Thermal cycler erésit6 pogramozasa

HLA SSP program:

Alap denaturalas: 94°C 2 min.

Denaturalas: 94°C 10 min. |

Hobkezelés & extenzio: 65°C 60 sec. 1 10 ciklus
Denaturdlas: 94°C 10 min. ]

Hoékezelés: 61°C 50 min. |

Extenzio: 72°C 30 sec. J 20 ciklus

Az alabbi PCR program a Perkin-Elmer thermocycler erésitékhéz alkalmas. A PE 9700 fltési/htési szint
atlagosan 1°C/masodperc a minta esetén, és a hémérséklet pontossaga + 0,25°C a 35-100°C szinten tul. Az
ajanlott Thermocycler-tdl eltérd erdsitéket validalast kdvetéen lehet felhasznaini.
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-6- HLA SSP

Azoknak a Thermal cycler erdsit6khdz, amelyeknek nincs éllithatd nyomastablajuk, adapter alatétre van
szllkség az optimalis héatadas garantalasara a héburkolattél a PCR csévekhez.

3.2 Gél elektrforézis
Az 5. Eljaras fejezetben olvassa el az elektroforézis leirasat.

4. Mintavétel és elokészités

41 DNS izolacio

Genomikus DNS minden sejtmagal rendelkezé sejtbél nyerheté. A legegyszeriibb moddszer, ha a
sejtszuszpenzidkbdl izolaljuk a DNS-t (vér, vérelvadék hatarréteg vagy sejtkultira). Szamos kulénféle eljaras
létezik a DNS sejtekbdl torténd izolaciojara. A PCR-SSP tesztelésnél csak azokat a moédszereket lehet
alkalmazni, amelyek a PCR-hez megfelel6 mennyiségli és mindségli DNS-t biztositanak, pl. kristalyositasos
médszer (2. hiv.).

A kereskedelmi forgalomban kaphaté DNS kivoné készletek kozil megfelel6 termék tdbbek kodzott a
"Puregene” a Gentra Systems-t6l és a "Super Quick Gene” az The Analytical Genetic Testing Center-t6l.

4.2. Mintavétel és el6készités

421 Minta

A tipizalast antikoagulalt periférias vérrel végezzik (pl. szédium citrat, EDTA). A vérminta tarolasara és
stabilitdsara vonatkoz6 informacid az extrakcids tesztkészlet gyartoja altal biztositott technikai informacioban
talalhato, és ezt a felhasznalénak kell validalni.

4.2.2 Szennyezettség

A DNS-nek PCR gatlékkal, mint a hemoglobin, heparin, etanol, stb. t6rténé szennyez6édése sulyos
Osszelitkozést okozhat a PCR reakcidban. Ezért a heparinos vért nem lehet a DNS izolacio kiindulasi
anyagaként felhasznalni. Hasznaljon ehelyett citrat vagy EDTA vért. Amennyiben a beteg heparin-kezelést
kap, hasznaljon alternativ DNS-forrast.

4.2.3 Hemolizalt minta

Ne haszndljon lipémias vagy hemolizalt mintdkat. Az antikoagulans-mentes levett mintak vagy tébbszér
fagyasztott/kiolvasztott mintak hasznalata nem javasolt, mivel ezek a DNS-teszteléshez nem biztositanak
megfelelé mennyiségi és minéségi feltételeket.

4.2.4 DNS mennyiség

A felhaszndlandé DNS mintat reszuszpendalni kell steril desztillalt vizzel kb.

100 + 50 ng/ul koncentraciéban. A DNS-t ne reszuszpendaljuk kelatképzdket, példaul EDTA-t tartalmazoé
oldatokkal 0,5 mM koncentracio felett.

4.2.5 DNS minéség

A DNS koncentracidjanak meghatdrozasa az optikai denzitds (OD) 260 nm-nél (Asg) tOrténd mérésével
torténik. Az Aggo = 1 (= OD 1.0) érték kordilbelll 50 pg/ml kettés DNS fonalra vonatkozik.

A DNS proteinnel valé szennyezettsége mértékének meghatarozasara egy tovabbi mérést végzink 280 nm-
nél, és az Axo/Asgy aranyt kiszamoljuk. A tiszta DNS Axeo/Azgo hanyados értéke 1,8 vagy magasabb lesz. A
Agso/Asgy hdnyados 1,8 alatti értékei a DNS protein-szennyezettségére utalnak. Amennyiben az Axge/Asgo
hanyados 1,5, a protein szazalékos aranya a DNS-preparatumban koérdlbelll 50 %.

A j6 PCR-SSP eredményekhez a DNS elvart Axgy/Aggg ardanya >1,6.

> A DNS tisztasaga és koncentracidja donté fontossagu az optimalis teszteredmények szempontjabol.

A DNS mintat azonnal az izolalast kévetéen haszndljuk, vagy tarolhatjuk — 20°C-on vagy ez alatt hosszabb
ideig (1 éven at) anélkll, hogy az eredményeket ez rontana.

Az izolalt DNS tarolaséara és stabilitdsara vonatkozd informacié a DNS extrakcios tesztkészlet gyartdja altal
biztositott informaciéban talalhato.
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5. Ateszt kivitelezése
5.1 Biztositott anyagok
Lasd: 2.1 HLA SSP Kits tartalma

5.2 Tovabbi sziikséges anyagok
5.2.1 Minta (DNS)
- UV spectrofotométer
522 PCR
- Taq DNS polymeraz (5 U/pl, pl. PE Applied Biosystems)
- Thermal cycler erGsit6 fltétt burkolattal (pl. PE 9600, PE 9700 PE Applied Biosystems)
- Allithato pipettak
- Eppendorf Multipette kombi hegyekkel (10 pl)
Sz(ir6s pipettavégek (50pl)
- desztillalt viz (dH,0)
5.3.2 Gél-elektroforézis
- Agardz (molekuléris biol6gidhoz)
Geélkamra (gél szamara legalabb 25 lGreggel)
5x TBE puffer
Tris(hidroximetil)-aminometan (bazis)
Borkésav (H3BO3)
Diszédium EDTA
- Etidium bromid oldat (10 mg/ml)
- DNS Iétra (50 — 1000 bp marker)
- Magneses kever6 f6z6lappal vagy mikrohullammal
- Allithato pipettak
- Polaroid fényképez6gép UV szlirével és Polaroid 67-es tipusu filmmel
- UV transzilluminator (kb. 200 — 300 nm)
- Taparam-ellatas
- deszillalt viz (dH.0)

5.3 PCR (Polymeraz lancreakcio)
5.3.1 Ovintézkedések
A PCR rendkivll érzékeny eljarés, amellyel hatékonyan feler6sitheté a legkisebb DNS mennyiség is. Ebbdl
kdvetkezéen, ha szennyezd DNS keriil egy mintaba, akar csak nyomokban is, ez feler6sédhet a PCR
reakcidban, és hamis teszteredményt okozhat. A szennyezddés egyik forrdsa, ha felerésitett DNS kertil
kapcsolatba olyan mintakkal, amelyeket még fel kell er&siteni. A felerésitett anyaggal valé szennyez&dés
elkerllése érdekében ajanlatos a munkaterlletet a kdvetkez6k szerint szigortan elzarni:
1. Pre-PCR teriilet:
Minden feladatot végezziink el a PCR elétt (DNS izolacié és tarolas, el6késziiletek a PCR-re, a DNS
kivonasahoz és a PCR-hez szilkséges reagensek és oldatok el6készitése és eltarolasa).
2. Post-PCR terUlet:
Thermal cycler erdsité berendezés, gél elekiroforézis, értékelés, felerdsitett DNS tarolasa.
A felszerelést és a felhasznélanddkat a post-PCR terlletrél nem vihetjik at a pre-PCR terdletre.
3. Amikor a pre-PCR terlleten dolgozunk, aeroszolos védelemmel ellatott pipettakat hasznaljunk
(szlréfejes). A teszteljarasba javasolt negativ kontrollvizsgalatot beiktatni az idegen DNS-el vald
szennyez6dés kiszirése érdekében.

5.3.2 AHLA SSP tipus-meghatarozo teszt kivitelezése
(1) Egy DNS minta HLA tipus-meghatarozasdhoz PCR reakcidkat végzink PCR cs6venként 10 pl
rakcibtérfogattal. A fekete jelzés segit a PCR tdmb megfeleld bedllitasban BLOCK]| (H1 pozicid).

(2)  Eppendorf reakciocsében készitsiink minden tipus-meghatarozé teszthez mester mixet a kvetkez6

komponensekbél:
PCR koktél
Tag DNS polymeraz (5 U/ul)
dH,O
(lasd a kulénféle konfiguraciokat a kévetkez6 tablazatban)
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Jél keverjik el és pipettdzzunk 10 pl keveréket a negativ kontrollhoz . Ezt kdvetden adjuk hozza a
DNS-t (kb. 100 £+ 50 ng/ul) és keverjik el jol.

Lasd a kllonféle mester mix konfiguracidkat a kbvetkez6 tablazatban:

Mester mix konfiguracio
PCR reakcidok szama 8 18 24 48 96
PCR koktél 44 ul 100 pl 120 pl 228 ul 440 pl
Tag DNS polimeraz 0,7 ul 1,5 ul 1,8 ul 3,5 ul 7 pl
dH.0 55 ul 125 yl 150 pl 288 ul 550
DNS (kb. 100 + 50 ng/pl) 11 pl 25 ul 30 pl 57 ul 110 pl

(3) Ebbdl a master mixbél, pipettazzunk 10 plt minden szaritott primer mixbe. A legjobb, ha multipette
segitségével végezzilkk a miveletet. Vigydzzunk, hogy a pipettédk vége ne érintkezzen a primerrel, hogy
elkerlljik a primer atvitelét. Ezért pitettazuk a master mixet a lyukak falara is.

(4)  Jol zarjuk le a PCR csikokat a PCR fedécsikok vagy lezardk segitségével. Helyezziik a talcat a thermal
cycler er6sitébe és inditsuk el a PCR-t a HLA SSP programmal.

5.4  Gél elektrforézis
A PCR eredményeit agar6z gél-elektroforézissel azonositjuk, amelyet a DNS spirdlok kimutatasa kévet UV
fény segitségével.

5.4.1 Reagensek elokészitése
. 5x TBE puffer  (0.445 M tris-borat, 0.0125 M EDTA):

54 g Tris(hydroximetil)-aminometan (lug)
275¢ Bérsav (H3BOs)
4,659 Diszédium EDTA

adjunk hozza 1000 ml desztillalt vizet, és taroljuk szobahémérsékleten.

. Etidium bromid oldat (10 mg/ml)
Oldjunk fel 100 mg etidium bromidot 10 ml desztillalt vizben, és taroljuk fénytdl védve 2...8 °C-on.
Figyelem: Az etidium-bromid mutagén és toxikus. Mindig viseljen védékesztyiit, amikor
etidium-bromiddal dolgozik (higitott forma esetében is). Bérrel valo érintkezés esetén mossa le
azonnal béséges vizzel.

. 1x TBE puffer
1:5 végleges higitasu 5x TBE puffer oldat demineralizalt vizben.

5.4.2 A gél elektroforézis elvégzése

2 %-0s agar6z oldatot készitink 5 g agardéz 250 ml 1x TBE -ben tdrténd forralasaval, amig az oldatban
teliesen feloldddik. Az oldatot keverés mellett hiitse le 60°C ala, és adjon hozza 4pl etidium bromidot. Ezt
kdvetben dntse az agardz oldatot - buborékmentesen - egy el6készitett, lezart géltédlcdba Helyezze be a fésit
(10pl-es zsebek), és tartsa szobahémérsékleten legalabb 10 percig.

Amikor az agaréz megszilardult, helyezzik a gélt a gélkamréba. A fést eltavolitjuk, és a gélt lefedjik 1 x TBE-
vel. A gélzsebeket teljesen el kell lepnie a puffernek. Pipettazza a teljes PCR keveréket (10ul) a gélzsebekbe.
Hogy ellenérizni tudjuk a PCR termékeinek méretét, ajanlatos megfeleld molekulasuly standardot (50-1000bp
marker) alkalmazni az elektroforézishez.

Az elektroforézis 15 - 25 perc alatt zajlik le 8V/cm-nél (az elekirodak tavolsaga). A krezolvorés vandorlasi
tavolsaga 1-1,5cm lehet.
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5.4.3 Dokumentacio

Az elektroforézis lezajlasat kdvetéen a gélt UV transzilluminatorra helyezzik, és dokumentacios és

értelmezési célbdl lefotézzuk.

Figyelem: Viseljen UV-sziir6s védészemiiveget, és ne nézzen kézvetleniil az UV fényforrasba, amikor
a géleket nézi vagy fotézza.

6. Eredmények

6.1  Ertékelés

A HLA primer keverék kontroll primereket tartalmaz, amelyek felerdsitik a human névekedési hormon (HGH)
1069 bp fragmentumat. Ezeknek a primereknek a koncentrécidja alacsonyabb, mint az allél-specifikus primer
paroké, és céljuk, hogy belsd kontrollt biztositsanak a sikeres PCR erésitéshez. Ez az amplifikacio Iényegében
mindig étrejon, vagyis az allél- vagy csoport-specifikus PCR fragmentum jelenlétében és hianyaban egyarant.
A kontroll-savot ezért 1ényegében mindig latni lehet minden PCR reakcional. I1dérél idére gyengén jelenhet
meg, vagy teljesen hidnyozhat a kontrollcsik valamely allél-specifikus HLA PCR termék jelenlétében. Ez nem
korlatja a mddszernek, mivel a specifikus csik kontrollt biztosit a futé PCR sikerességére vonatkozdan.

A primerek dsszetétele lehetévé teszi a HLA jellemz6k pozitiv azonositasat. A magyarazat azon alapul, hogy
adott specifikus csik megjelenik-e a gélben vagy nem.

A feler6sitett DNS fragmentumok méretét nem kell figyelembe venni a teszt kiértékelésekor, ugyanakkor
segitséget jelenthetnek a teszt értelmezésénél.

Ertékelésnél a specifikus savok mintazatat atvisszik a rendelkezésre bocsatott eredményivre, és a tipus-
meghatarozas eredményét a reakciominta segitségével olvassuk le.

Gél-interpretacioé

Pozitiv reakcio negativ reakcié nincs eroésités
Gélzseb
Kontroll csik semmi 0 e — semmi
Specifikus csik I I semmi semmi
Primer dimer

6.2. A kivitelezés korlatai

1. A hasznélt DNS min&ségétdl és mennyiségétél fliggéen a csikok intenzitdsa valtozhat.
A PCR termék mennyisége megfelel a csikok intenzitdsanak, amelyek az UV fénynél lathatéva valnak.
2. Amennyiben 1 vagy 2 PCR er8sités sikertelen, meg kell allapitanunk, hogy pozitiv értékelésik ad-e

tipus-meghatarozasi eredményt. Ebben az esetben a tesztet meg kell ismételni. Amennyiben a hianyz6
erGsitések pozitiv értékelése nem ad tipus-meghatarozasi eredményt, és amennyiben hatarozottan
bizonyithato a két allél megléte, nincs szilkség tovabbi intézkedésekre. Azonban abban az esetben, ha
csak egy allél lathatd, a tesztet meg kell ismételni.

3. Mas Taq DNA polimeraz hasznalata, mint amelyet a PE Applied Biosystems ajanl, hibakat okozhat, és
nem-specifikus hamis pozitiv PCR amplifikacidkat eredményezhet.

4, A DNS mintat azonnal az izolalast kévetéen hasznaljuk, vagy tarolhatjuk — 20°C-on vagy ez alatt
hosszabb ideig (1 éven at) anélkil, hogy az eredményeket ez rontana.

5. A teszt eredményességét csak akkor lehet garantalni, ha a csatolt informacidkat szigortan betartjuk.

6. Ezt a tesztet csak inicidlis HLA tipus-meghatarozashoz lehet hasznalni. Egyéb klinikai és diagnosztikai
eredményeket is fel kell hasznalni a transzplantaciéra val6 alkalmassag meghatarozasahoz.

7. A Bio-Rad HLA SSP tipus-meghatéroz6 készlet nem alkalmas az 6ésszes kombinacié felderitésére.

6.3 Minéségkontroll

Minden eléallitott szériat egy DNS minta panellel ellenérziink, amely a primerek &ltal kimutatott
specifikumokra reprezentativ, és kérésre rendelheté.

Az Uj szériaszamok minéségellenérzését ismert heterozigota allél-kombinécidk tipus-meghatarozasaval lehet
végezni, amelyek reakcidba lépnek a legtdbb primer keverékkel a készletben.
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6.4 Specifikus teljesitmény-jellemzok

A Bio-Rad SSP tipizal6 készletét 6sszehasonlitottuk egy SSP tipizal6 készlettel és egy SSO tipizald
rendszerrel 167 minta tesztelése soran (véletlenszerlen kivalasztott transzplantacios jeldltek és potencialis
donorok) két féldrajzilag eltérd helyszinen. 100% konkordanciat (167/167) tapasztaltunk a Bio-Rad SSP
tipizal6 készlet eredményei és az SSP és SSO tesztek eredményei k6z6tt.

Egyez6 Nem egyezé Osszes %
N 167 0 167 100
% 100% 0%

N= Mintak szama

il Bio-Rad Medical Diagnostics GmbH

Industriestr. 1, D-63303 Dreieich, Germany
Tel.: +49-6103-3130-0, Fax: +49-6103-3130-724
www.bio-rad.com, techsupport.omd@bio-rad.com

& =] 2 AR
§=?é§%% E???

189738/07 — 04/2016



-11- HLA SSP
7. Problémamegoldas
PROBLEMA oK MEGOLDAS

Nincsenek lathatd csikok

Az etidium bromid hianyzik a
gélbdl.

A gél Ujrafestése a festékfirdében (1xTBE puffer 0,5 pg/ml
etidium bromiddal).

MW standard lathato
PCR termékek nem lathatok

Helytelen PCR el6készités:
Elfelejtett hozzaadni DNS-t vagy
Tag-polimerazt

Ismételje meg a PCR el6készitését

Rossz  hokekingetd erdsitési

feltételek

Ellenérizze a PCR programot a thermal cycler erésitében. A
bemutatott program az ajanlott PE 9600, PE 9700 thermal
cycler erdsit6khoz alkalmazhat6. Az ajanlott thermal cycler
erdsitdkidl eltérd eszkdzoket a felhasznalonak validalnia kell.
Az ajanlott termikus keringet6 er6sitoktdl eltéré eszkdzdknek
eltéré fit6 és hitd sebességik lehet.

A PCR program lehetséges variacioi:

Amennyiben nem specifikus erésitések térténnek, szigoribb
feltételeket lehet teremteni azzal, ha 1°C-al megemeljik a
hékezelési hdmérsékletet. Masrészrél, hamis negativ erésitést
okozhatnak a tulsagosan szigord PCR feltételek. llyen esetben
javasolt jarulékosan csdkkenteni az 1°C-al térténd jarulékos
hémérsékletemelést.

Novelje meg a denaturacios idét 10-rél 20 masodpercre.
Névelje meg az extenzids idét 30-r6l 60 masodpercre.

Egy vagy tébb PCR erdsités
sikertelen (kontroll csikok és
specifikus amplifikaciok).

Amennyiben 1 vagy 2 PCR er6sités sikertelen, meg kell
allapitanunk, hogy pozitiv értékelésiik ad-e tipus-meghatarozasi
eredményt. Ebben az esetben a tesztet meg kell ismételni.
Amennyiben a hianyzé erdsitések pozitiv értékelése nem ad
tipus-meghatérozasi eredményt, és amennyiben hatarozottan
bizonyithatdé a két allél megléte, nincs szilkség tovabbi
intézkedésekre. Azonban abban az esetben, ha csak egy allél
lathatd, a tesztet meg kell ismételni.

Azonban abban az esetben, ha tébb mint 2 PCR er6sités
sikertelen, a tesztet meg kell ismételni.

Gyenge specifikus csikok lathatok a
gélben, nincs vagy nagyon gyenge
kontroll csikok vannak.

Nem elegendé a felhasznalt
DNS mennyisége.

Duplazzuk meg a DNS mennyiséget (csdkkentsik a dH.O az
elékészitésnél); haszndljunk kb. 100 ng DNS-t PCR
készitményenként.

PCR gatlék, mit az etanal,

Haszndljunk EDTA vagy citrat vért alapanyagként; (a DNS

hgmoglqpm, . heparin, pellet etanolban térténd moséasa utan ellendrizziik, hogy elég
mikrogyéngyo6k vannak a széraz-e)
készitményben. )

A DNS oldat pH-ja tulsagosan
savas (A PCR koktél szine
megvaltozik a DNS hozzdadasat
kévetben)

Csapassuk ki Ujra a DNS-t és oldjuk desztillalt vizben.

Nem megfelel6 hémérsékletl
keringeté feltételek.

Léasd fent.

Gyenge specifikus csikok lathatok a
gélben

Higitsuk a DNS-t; a tdl magas DNS koncentracidk, vagy a nem

A DNS - koncentraciok tl megfeleléen oldddott DNS miatt egyes esetekben a specifikus
magasak - -

csikok nem adnak eredményt.
A DNS-t olyan pufferben

oldottuk fel, amely PCR reakcié
gatloszert tartalmaz.

Csapassuk ki Gjra a DNS-t és oldjuk desztillalt vizben.

Rossz  hdkekingetd erdsitési

feltételek Lasd fent.
Kontroll csikok vannak, specifikus
csikok vannak de ezeken kiviil " .
egy vagy tébb gyenge, nem A DNS  koncentraciok Higitsuk a DNS-t.
. P . .| magasak
specifikus csik is megjelenik

(hamis pozitiv reakciok)

Keresztreakciék mas allélekkel

Ellendrizziik a reakcidémintat.

Nem megfelel6 a DNS
minésége, vagy szennyezet a
DNS.

Izol&ljunk Gj DNS-t

Csikok lathatok a negativ kontroll
PCR keverékében

Véletleniil DNS-t pipettaztunk
a negativ kontroll keverékbe

Lehetéség szerint ismételjik meg az el6készitést, vagy
készitsiink feljegyzést a kiértékelé6 dokumentumokban.

A reagensek kontaminacidja

Cseréljiik le a reagenseket
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