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o HLA SSP

Specialios pastabos naudotojui

SSP TIPAVIMO RINKINIAI SU TAQ POLIMERAZE — RIBOTA LICENCIJA:

] Sio produkto jsigijimo kaing jeina ribotos, neperkeliamos teisés pagal JAV patentus
4,683,202, 4,683,195 ir 4,965,188 ir jy uzsieninius papildymus, priklausan¢ius Roche
Molecular Systems, Inc. ir F. Hoffmann-La Roche Ltd (,Roche®), naudoti tik §j produkto
kiekj taikant polimerazinés grandininés reakcijos (PGR) procesus, apibadintus
nurodytuose patentuose, tik jsigijusio naudotojo HLA tipavimo taikymams tik organu,
audiniy ar kauly cCiulpy transplantacijai, ir pabréztinai netaikant teismo ekspertizés
jrodymy ir tévystés nustatymo analizéms. Taip pat suteikiama teisé naudoti Sj produkta
ir sidlyti komercines HLA tipavimo paslaugas organy ar audiniy transplantacijai
naudojant PGR, jskaitant jsigijusio naudotojo veiklos rezultaty paskelbimg uz tam tikrg
mokestj ar kitokia komercine iSraiSkg. Daugiau informacijos apie licencijy jsigijima
praktikuoti PGR galite gauti JAV susisieke su licencijavimo direktoriumi, Roche
Molecular Systems, Inc. 1145 Atlantic Avenue, Alameda, California 94501, o uz JAV
riby — su PGR licencijavimo vadovu, F. Hoffmann-La Roche Ltd, Grenzacherstr. 124,
CH-4070, Basel, Sveicarija.

SSP TIPAVIMO RINKINIAI BE TAQ POLIMERAZES — LICENCIJOS ATSISAKYMAS:
Sis produktas optimizuotas naudoti polimerazinés grandininés reakcijos (PGR)
procese, kuris jtrauktas j patentus, priklausancius Roche Molecular Systems, Inc. ir F.
Hoffmann-La Roche Ltd (,Roche*). ]sigyjant §j produktg naudotojui néra suteikiama
tiesioginé ar netiesioginé licencija pagal Siuos patentus naudoti PGR procesg. Daugiau
informacijos apie licencijy jsigijimag praktikuoti PGR galite gauti JAV susisieke su
licencijavimo direktoriumi, Roche Molecular Systems, Inc. 1145 Atlantic Avenue,
Alameda, California 94501, o uz JAV riby — su PGR licencijavimo vadovu, F.
Hoffmann-La Roche Ltd, Grenzacherstr. 124, CH-4070, Basel, Sveicarija.

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
LT Produkto numeris LT Skirta in vitro diagnostiniam naudojimui
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 cocktail
BLOCK| |FR |PCR bloc FR controle negatif FR | PCR cocktail
NL | PCR blok NL negatieve controle NL | PCR cocktalil
DK | PCR blok DK negativ kontrol DK | PCR blanding
CZ | PCR blok Cz negativni kontrola CZ | PCR koktejl
LT | PGR blokas LT Neigiama kontrole LT | PGR kokteilis

Ml 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

189738/07 — 04/2016




3 HLA SSP
Turinys

1. JVAAAS ... oot 4
1.1 PASKIMS ...t e e 4
1.2 Santrauka ir PAAISKINIMAS.........cceoiririeieere et s e 4
1.3 BLIC=TS] (o o] g Tor] oY= PSR 4
2. REAGENTAI ... 4
2.1 HLA SSP rinKiNiy SUAETIS. ......eeieeieiieiieie ettt e 4
2.2 |spéjimai ir atsargumOo PriEMONES. ..o e 5
23 Saugojimas ir galiojimo laIKAS.......cccviirii e e e 5
24 Nestabilumo ar sugedimo iNIKACIOS..........ccocui i 5
3. Reikalavimai Prietaisams................ccooooi e 5
3.1 Termociklerio programavimas...........ccoo e 5
3.2 =L o) (o] (=74 =Y o111V 1= TSRS 6
4. Méginio paémimas ir ParuoSimas. ..o 6
4.1 DINR ISSKYIIMAS. .. tiiiii ittt sttt ettt et e b sa e e ee et e enbe e nbeeseenneesneens 6
4.2 Meéginio paémimas ir PArUOSIMAS.......cecveirirereieiere ettt s 6
5. ProCeAUIa. ... 7
5.1 TieKiamOos MEAZIAGOS. ......ccuierireeeeriee ettt st st 7
5.2 Papildomai reikalingOs Pri€MONES...........ceeiiirieiie ettt sa e b 7
5.3 PGIR. et h ettt eaes 7
54 EIEKIrofOrez@ geIYJE......eor ettt s 8
6. ReZUIALAI ... 9
6.1 V2T 0Ty q - S 9
6.2 Procedlros apriDOjimal........coveereienie ittt e e 9
6.3 KOKYDES KONTIOIG........eeit ettt 10
6.4 Specifinés NaSumo charakteriStiKOS.........ccuevririrereie e 10
7. THKCIY SaliNiMas.............o.ooooiiiii e 11
8. LItEratlra. ..ottt 12

Ml 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

189738/07 — 04/2016



-4- HLA SSP

1. |VADAS
1.1. Paskirtis
HLA sekai specifiniy pradmeny (SSP) rinkiniai skirti | klasés HLA ir Il klasés HLA aleliy nustatymui.

1.2 Santrauka ir paaisSkinimas

HLA sistema yra sudétinga, kodominantiS8kai paveldima antigeny sistema, kuri atlieka svarby vaidmenj
imuningje sistemoje, leisdama atskirti ,save” nuo ,ne saves®. Organy transplantacijoje HLA suderinamumas
tarp donoro ir recipiento yra viena i$ pagrindiniy transplantacijos rezultato determinanciy. Dél Sios priezasties
atskiry HLA antigeny deriniy nustatymas yra naudojamas kaip pagrindas donorams ir recipientams parinkti.
Plétojant DNR pagrjstus tyrimy metodus, atsivéré nauji Siuolaikinés diagnostikos aspektai. HLA antigenai
vienas nuo kito i$ dalies skiriasi tik pavienémis aminorigstimis polipeptidinéje grandinéje. Siy i§ esmés
identiS8ky struktliry atpazinimas serologinémis priemonémis yra beveik nejmanomas. Dél Sios priezasties
metodo skiriamoji geba yra ribota. Kadangi svarbiausiy HLA aleliy DNR sekos dabar zinomos, seky variantai
gali bati identifikuojami DNR lygiu, naudojant sintetinius oligonukleotidus. Naudojant genominés DNR
pagausinimus (PGR, polimerazine grandinine reakcijg) kartu su specifinémis pradmeny poromis (SSP, sekai
specifiniais pradmenimis), molekuliniais tyrimy metodais galima nustatyti didelj HLA aleliy skaiciy.

1.3  Testo principas

HLA SSP rinkiniai yra testo sistemos, skirtos HLA savybiy tipavimui naudojant PGR metodus. SSP metodas
pagausinimo reakcijos metu tipavimui naudoja aleliams specifinius pradmenis. Sis metodas pagristas principu,
kad tik tie pradmenys, kuriy sekos yra visiSkai komplementarios DNR méginyje esan¢ioms taikinio sekoms,
prisijungs prie Sios DNR ir PGR reakcijoje DNR bus pagausinta. Kita vertus, nekomplementaris pradmenys
nesijungs prie DNR ir pagausinimas nevyks.

Pagausinta DNR nustatoma naudojant elektroforeze agarozés gelyje. Sékmingo pagausinimo metu bus
pagamintas apibrézto ilgio DNR fragmentas, kuris gelyje atrodys kaip juostelé. Jeigu pagausinimas nejvyks,
Sios juostelés nebus. 5

Pradmeny sudétis leidzia teigiamai identifikuoti HLA savybes. Sios nustatymo sistemos pritaikymo sritis yra
individualiy HLA aleliy nustatymas organy donorams ir recipientams bei pacientams, kuriems atliekamas
kraujo perpylimas arba kuriems taikoma pakaitiné kraujo komponenty terapija.

2. Reagentai

21  HLA SSP rinkiniy sudétis
HLA SSP rinkiniy turinio pakanka 24 testams.

o 24 PGR blokai |BLOCK]|, atitinkamai, kiekvienas sudarytas i§ PGR mégintuvéliy bloky, kuriuose yra
iSdziovinti pradmeny/nukleotidy misiniai. Kaip pagalbiné identifikavimo priemoné, ant pirmos pozicijos
(=H1) buvo uzdéta juoda Zyme.

. PGR kokteilis [CK] (paruostas naudoti)
Kokteilj sudaro PGR buferinis tirpalas (galutiné koncentracija): 1,5 mM MgCl,, 50 mM KCl,
10 mM Tris-HCI, 0,001% Zzelatinos), glicerolis ir krezolio raudonasis.

. PGR dengiamosios juostelés arba PGR dengiamosios plévelés.
. Darbalapiai, reakcijos modelio schema, pradmeny padeéties lapas.

Neigiama kontrolé yra supakuota atskirai, kaip papildomi PGR mégintuvéliai (bespalviai), jeigu ji néra
pridéta PGR bloke [BLOCK].
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-5- HLA SSP

2.2 |spéjimai ir atsargumo priemonés
Skirta in vitro diagnostiniam naudojimui

Démesio: Testg turi atlikti gerai apmokyti ir jgalioti laboratorijos techniniai darbuotojai.

Démesio: Su visais reagentais turi bati dirbama pagal geraja laboratorijos praktika, naudojant tinkamas
atsargumo priemones. Be to, visus pacienty méginius laikykite potenciailiai infekciniais. Nesiurbkite
pipete, naudodami burna.

Démesio: Nenaudokite reagenty, pasibaigus galiojimo terminui, kuris atspausdintas ant etiketés.

Démesio: Nenaudokite reagenty, kuriuose pastebétas koks nors drumstumas ar uzterSimas mikrobais.

Démesio: Pipetés, kurios naudojamos manipuliacijoms po PGR, neturéty biti naudojamos manipuliacijoms
pries PGR.

Démesio: Jspéjimas dél biologinio pavojaus: Etidzio bromidas, kuris naudojamas DNR dazymui, yra
potencialus karcinogenas. Dirbdami su nudazytais geliais, visuomet mavékite apsaugines pirstines.
Atliekos tvarkomos sudeginant.

Démesio: |spéjimas dél biologinio pavojaus: Su visais kraujo produktais turéty bati dirbama kaip su
potencialiai infekciniais.

Démesio: Visi panaudoti PGR blokai turi bati laikomi potencialiai infekciniais ir turéty bati sunaikinami pagal
galiojancius nacionalinius reikalavimus.

Démesio: Zirédami arba fotografuodami gelius, dévekite akiy apsauga nuo UV ir neZidrékite tiesiogiai j UV
Sviesos Saltin;.

ISsamesnés informacijos ieSkokite medziagy saugos duomeny lapuose.

2.3 Saugojimas ir galiojimo laikas

SSP reagentai ([BLOCK], [CK], [NC]) turi bdti laikomi, kai temperatara 2-8 °C. Galiojimo data yra
atspausdinta ant rinkinio komponenty pakuotés. PGR blokai sandariai supakuoti maiseliuose.

2.4 Nestabilumo ar sugedimo indikacijos

Po to, kai maiSeliai buvo atidaryti, like nepanaudoti PGR blokai turi bati laikomi jy originaliame
maiselyje uzsandarinus lipnia juostele arba karsciu, siekiant iSvengti drégmés kaupimosi saugojimo metu.
Atidarius PGR blokai turi bati panaudoti per 4 savaites.

3. Reikalavimai Prietaisams
3.1  Termociklerio programavimas

1.1.1. HLA SSP programa:
1.1.2. Pradinis denatlravimas: 94°C 2 min.
1.1.3. Denatdravimas: 94°C 10 sek. 1
1.1.4. Prilydymas ir ilginimas: 65°C 60 sek. ] 10 cikly
1.5. Denatdravimas: 94°C 10 sek. ]
Prilydymas: 61°C 50 sek. |
llginimas: 72°C 30 sek. i 20 cikly

Anks&iau parodyta PGR programa pritaikyta Perkin-Elmer termocikleriams. Naudojant PE 9700, méginio
kaitinimo/Saldymo vidutinis greitis yra 1°C/sekunde, o temperataros tikslumas 35-100°C intervale yra + 0,25°C.

Ml 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

189738/07 — 04/2016



-6- HLA SSP

Kitokie nei rekomenduojama termocikleriai turi bati patvirtinti naudotojo. Termocikleriams, kurie neturi
reguliuojamos prispaudimo plokstelés, reikia adapterinio paklotélio, kad baty uztikrintas optimalus Silumos
perdavimas PGR meégintuvéliams nuo kaitinimo pavirSiaus.

3.2 Elektiroforezé gelyje
Informacijos ieSkokite 5 skyriuje ,Procedira”, skirsnyje apie elektroforeze.

4. MEGINIO PAEMIMAS IR PARUOSIMAS

4.1 DNR iSskyrimas

Genominé DNR gali bati gaunama i$ visy branduolj turin€iy Iasteliy. Paprasciausias biadas yra DNR iSskirti i§
lasteliy suspensijy (i kraujo, nekoaguliuotos kraujo méginio frakcijos, daugiausiai sudarytos i§ leukocity ir
trombocity, arba i§ kultivuojamy lgsteliy). Egzistuoja daug jvairiy metody, skirty DNR iSskyrimui i$ Igsteliy.
PGR SSP tyrimui naudokite tik tuos metodus, kurie uztikrina PGR tinkama DNR kokybe ir kiekj, pvz.,
iSsidymo metodg (2 literatdros Saltinis).

IS komerciniy DNR iSskyrimo rinkiniy tiekéjy tinkami produktai yra ,Puregene” i§ Gentra Systems ir ,Super
Quick Gene” i§ Analiziniy genetiniy tyrimy centro.

4.2. Méginio paémimas ir paruoSimas

4.2.1 Méginys

Tipavimas atliekamas naudojant periferinj kraujg, paveikta antikoaguliantais (pvz., natrio citratu, EDTA).
Informacijos apie kraujo méginiy saugojimg ir stabilumg ieskokite techninéje informacijoje, kurig pateikia
iSskyrimo testo rinkinio gamintojas, ir ji turi bati patvirtinama naudotojo.

4.2.2 UzterSimas

DNR uzterSimas PGR slopikliais, pavyzdziui, hemoglobinu, heparinu, etanoliu ir kt. gali sukelti rimty trukdziy
PGR reakcijai. Dél Sios priezasties heparinu paveiktas kraujas neturéty bati naudojamas kaip pradiné
medziaga DNR iSskyrimui. Vietoje to naudokite citratu arba EDTA paveikta krauja. Jeigu pacientui atliekamas
gydymas heparinu, naudokite alternatyvy DNR Saltin.

4.2.3 Hemolizinis méginys

Venkite lipeminiy ir hemoliziniy méginiy naudojimo. Nerekomenduojama naudoti méginiy, kurie buvo surinkti
be antikoagulianto arba kurie buvo keletg karty uzSaldyti ir atSildyti, nes tokios salygos gali neuZztikrinti tyrimui
reikalingo, pakankamo DNR kiekio ar kokybés.

4.2.4 DNR kiekis

DNR méginys, kuris bus naudojamas, turi bati iStirpinamas steriliame distiliuvotame vandenyje, kad
koncentracija bdty apie 100 + 50 ng/ul. DNR neturéty bati tirpinama tirpaluose, kuriy sudétyje yra chelatiniy
medziagy, tokiy kaip EDTA, didesnémis nei 0,5 mM koncentracijomis.

4.2.5 DNR kokybé

DNR koncentracijos nustatymas atliekamas matuojant optinj tankj (OD), kai bangos ilgis 260 nm (Axg). Verte,
kai Axo = 1 (= OD 1,0), apytiksliai atitinka 50 pg/ml dvigrandinés DNR.

Norint jvertiniti DNR uzterSimo baltymais laipsnj, atliekami papildomi matavimai, kai bangos ilgis 280 nm, ir
paskaiCiuojamas Axey/ Aogo santykis. Esant grynai DNR, Ags/ Asgo Santykis bus 1,8 arba daugiau. Agge/ Asgo
santykio vertés, kurios yra mazesnés nei 1,8, reiskia, kad DNR uztersta baltymais. Kai Azgy/ Azgo Santykis lygus
1,5, baltymai DNR preparate sudaro apie 50%.

Siekiant gery PGR SSP rezultaty, reikalinga DNR, kurios Asgy/ Asgy Santykis yra 21,6.

) DNR grynumas ir koncentracija turi lemiama reikSme optimaliems testo rezultatams.

DNR méginys gali bati naudojamas i$ karto po iSskyrimo arba saugomas ilgesnj laika (ilgiau nei 1 metus), kai
temperatiira — 20°C ar zemesné, be neigiamo poveikio rezultatams.

Informacijos apie iSskirtos DNR saugojima ir stabilumg ieskokite techninéje informacijoje, kurig pateikia DNR
iSskyrimo testo rinkinio gamintojas.
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-7 HLA SSP
5. PROCEDURA
5.1 Tiekiamos medziagos

Ziarékite skyriy 2.1 ,HLA SSP rinkiniy sudétis®.

5.2
5.2.1

5.2.2

Papildomai reikalingos priemonés

Priemonés méginiams (DNR)

- UV spektrofotometras

PGR

- Tag DNR polimerazeé (5 U/ul, pvz., PE Applied Biosystems)

- Termocikleris su kaitinamu dangteliu (pvz., PE 9600, PE 9700 PE Applied Biosystems)
- Reguliuojamos pipetés

- Eppendorf Multipette dozatorius su Combitip antgaliais (10 pl)

- Pipetés antgaliai su filtrais

- Distiliuotas vanduo (dH,0)

5.23

5.3
5.3.1

Elektroforezé gelyje
- Agarozé (skirta molekulinei biologijai)
- Gelio kamera (tinkama geliui su maziausiai 25 kiSenélémis)
- 5x TBE buferinis tirpalas
Tris(hidroksimetil)-aminometanas (bazé)
Boro riigstis (H;BO;)
Dinatrio EDTA
- EtidZio bromido tirpalas (10 mg/ml)
- DNR kopétéles (50 — 1000 bp zymuo)
- Magnetiné maisyklé su kaitinamaja plokste arba mikrobangy krosnele
- Reguliuojamos pipetés
- Polaroid fotoaparatas su UV filtru ir 667 tipo Polaroid juostele
- UV transiliuminatorius (mazdaug 200 — 300 nm)
- Maitinimo $altinis
- Distiliuotas vanduo (dH.O)

PGR (polimeraziné grandininé reakcija)
Atsargumo priemonés

PGR yra ypatingai jautrus metodas, kuriuo galima efektyviai pagausinti net ir maziausius DNR kiekius.
Vadinasi, kad net ir terSiancios DNR pédsakai méginyje gali bati padauginti PGR reakcijos metu ir taip jie gali
iSkreipti testo rezultatus. Vienas i§ konkreciy uzter§imo Saltiniy yra pagausinta DNR, susisiekianti su méginiais,
kurie turi blti pagausinti. Siekiant iSvengti uzter§imo pagausinta medziaga, rekomenduojama, kad darbo zonos
butq grieztai atskirtos taip:

Zona pries$ PGR:

Visas darbas, atliekamas prie§ PGR (DNR iSskyrimas ir saugojimas, pasiruoSimai PGR, reagenty ir
tirpaly, skirty DNR iSskyrimui ir PGR, gamyba bei saugojimas).

Zona po PGR:

Termocikleris, elektroforezé gelyje, jvertinimas, pagausintos DNR saugojimas.

Jranga ir medziagos i$ zonos po PGR neturéty bati perneSamos j zong pries PGR.

Dirbant zonoje prie$ PGR, turi bti naudojamos pipetés su apsauga nuo aerozoliy (antgaliai su filtrais).
Rekomenduojama, kad neigiama kontrolé baty jtraukta j testo procedira, kaip indikacija apie uzter§img
svetima DNR.

HLA SSP tipavimo testo atlikimas

Vienam DNR méginio HLA tipavimui kiekviename PGR mégintuvélyje atliekamos PGR reakcijos, kuriy
taris 10 pl. Juoda zymé yra pagalbiné priemoné, kuri padeda teisingai orientuoti PGR blokg [BLOCK|
(H1 pozicijoje).
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-8- HLA SSP

(2)  Eppendorf reakcijos mégintuvélyje paruoskite kiekvienam tipavimo testui skirta pagrindinj misinj,
kurj sudaro Sie komponentai:
PGR kokteilis
Tag DNR polimerazé ( 5U/ul)
dH.O
(dél skirtingy konfigaracijy Zidrékite toliau esancia tentele)

Gerai sumaisykite ir 10 pl Sio misinio pipete sulaSinkite j neigiama kontrole Po to pridékite DNR (mazdaug
100 £ 50 ng/ul) ir gerai sumaisykite.

Skirtingy pagrindinio misinio konfigdracijy ieSkokite toliau pateiktoje lenteléje:

Pagrindinis miSinys konfigadracijai su
PGR reakcijy skaicius 8 18 24 48 96
PGR kokteilis 44 ul 100 pl 120 ul 228 ul 440 pl
Tag DNR polimerazé 0,7 ul 1,5 ul 1,8 ul 3,5u 7 ul
dH.0 55 ul 125 150 288 ul 550 pl
DNR (apie 100 + 50 ng/ul) 11 pl 25 ul 30 ul 57 ul 110

(3) I$ Sio pagrindinio miSinio pipete paimkite po 10 pl ir sulaSinkite j kiekvieng iSdziovinty pradmeny miSin;.
Tai geriausiai atliekama naudojant Multipette dozatoriy. Siekiant iSvengti pradmeny pernesimo, reikéty
pasirapinti, kad pipetés antgaliai neprisiliesty prie pradmeny. Dél Sios priezasties pagrindinj misinj
pipete lasinkite ant Sulinéliy sieneliy..

(4) Tinkamai uzsandarinkite PGR juosteles, naudodami tiekiamas PGR dengiamasias juosteles arba
pléveles. Déklg perkelkite j termociklerj ir pradékite PGR, naudodami HLA SSP programa.

5.4  Elektroforezeé gelyje
PGR produktai identifikuojami naudojant elektroforeze agarozés gelyje, po kurios DNR juostelés
aptinkamos UV Sviesoje.

5.4.1 Reagenty paruosimai
o 5 x buferinis tirpalas (0,445 M tris-boratas, 0,0125 M EDTA):
549 Tris(hidroksimetil)-aminometanas (bazé)
27,59 Boro ragstis (HsBO3)
4659 Dinatrio EDTA
Pripilkite 1000 ml distiliuoto vandens, laikykite esant kambario temperatarai.

o Etidzio bromido tirpalas (10 mg/ml)
100 mg etidZio bromido iStirpinkite 10 ml distiliuoto vandens ir laikykite, esant 2-8 °C, saugodami nuo
Sviesos.
Démesio: Etidzio bromidas yra mutageniSkas ir toksiSkas. Visada mivékite apsaugines
pirstines, kai dirbate su etidzio bromidu (taip pat ir su skiestu). Patekus ant odos, nedelsdami
nuplaukite dideliu vandens kiekiu.

. 1 x buferinis tirpalas
5x TBE buferinio tirpalo galutinis skiedimas demineralizuotame vandenyje santykiu 1:5.

5.4.2 Elektroforezés gelyje atlikimas

2 % agarozes tirpalas paruoSiamas 5 g agarozés verdant 250 ml 1x TBE, kol agarozé visiSkai istirps.
MaiSydami tirpala, jj atvésinkite iki < 60°C temperatdros ir pridékite 4 pl etidzio bromido. Paskui, j paruostg ir
uzsandarintg gelio dékla supilkite agarozés tirpala, neturintj burbuliuky. Jstatykite Sukas (10 pl kiSenélémis) ir
maziausiai 10 minuciy laikykite esant kambario temperatarai.

Kai agarozé sustingsta, gelis jstatomas | gelio kamera. Sukos iStraukiamos, o gelis padengiamas 1x TBE.
Gelio kiSenélés turi biti visiSkai padengtos buferiniu tirpalu. Visg PGR misiniy tarj (po 10 ul) pipete sulaSinkite j
gelio kiSenéles.
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Norint patikrinti PGR produkty dydj, elektroforezei rekomenduojama naudoti tinkama molekuliniy masiy
standarta (50 — 1000 bp Zymenj).

Elektroforezé trunka nuo 15 iki 25 minuciy, esant 8 V/cm (atstumas tarp elekirody). Krezolio raudonojo
judéjimo atstumas turéty siekti iki 1-1,5 cm.

5.4.3 Dokumentacija

UZbaigus elektroforeze, gelis dedamas ant UV transiliuminatoriaus ir fotografuojamas dokumentacijai ir
interpretavimui.

Démesio: Apziarédami ar fotografuodami gelius, dévékite akiy apsauga nuo UV ir nezidrékite tiesiai j
UV Sviesos Saltinj.

6. REZULTATAI

6.1 |vertinimas

HLA pradmeny misinyje yra kontroliniy pradmeny, kurie pagausina 1069 bp zmogaus augimo hormono (HGH)
fragmentg. Siy pradmeny koncentiracija yra maZesné nei aleliams specifiniy pradmeny pory, o jy paskirtis yra
uztikrinti vidine sékmingo PGR pagausinimo kontrole. Sis pagausinimas paprastai visada jvyksta, ty. tiek
esant, tiek nesant aleliui ar grupei specifiniam PGR fragmentui. Todél kontroliné juostelé paprastai gali buti
matoma visose PGR reakcijose. Retkarciais kontroliné juostelé gali atrodyti silpna arba jos gali i$ viso nebdti,
esant aleliui specifiniam HLA PGR produktui. Tai néra metodo apribojimas, nes specifiné juostelé atstoja
sékmingo PGR proceso kontrole.

Pradmeny sudétis leidzia atlikti teigiama HLA savybiy identifikavima. Interpretavimas paremtas tuo, ar gelyje
yra specifiné juostelé, ar jos néra.

Vertinant testg neturéty bdti atsizvelgiama j pagausinty DNR fragmenty dydj, taciau tai gali bdti naudinga testo
interpretavimui.

Vertinimui specifiniy juosteliy modelis perkeliamas | pateiktg rezultaty lapa, o tipavimo rezultatas nuskaitomas
remiantis reakcijos modeliu.

Gelio interpretavimas
Teigiama reakcija Teigiama reakcija Neigiama reakcija Nejvykes pagausinimas

Gelio kisenélé
Kontroliné juostelé =Y Y — Néra
Specifiné juostelé L | ] Nera Neéra

Pradmens dimeras

6.2 Procediros apribojimai

1. Priklausomai nuo naudojamos DNR kokybeés ir kiekio juosteliy intensyvumas gali skirtis. PGR produkto
kiekis atitinka UV Sviesoje matomy juosteliy intensyvuma.

2. Jeigu 1 arba 2 PGR pagausinimai nepavyksta, turite nustatyti, ar jy teigiamas jvertinimas veda prie
tipiSko rezultato. Tokiu atveju testas turi bati pakartojamas. Jeigu trikstamy pagausinimy teigiamas
jvertinimas neveda prie tipiSko rezultato ir jeigu yra aiSkus dviejy aleliy buvimo jrodymas, nereikia jokiy
papildomy vertinimy. Taciau jeigu galima rasti tik vieng alelj, testas turi bati pakartojamas.

3. Kitos Taq DNR polimerazés naudojimas, nei tos, kurig rekomendavo PE Applied Biosystems, gali
sukelti nesekmiy ir nespecifiniy, klaidingai teigiamy PGR pagausinimuy.
4, DNR meginiai gali bati naudojami i§ karto po iSskyrimo arba saugomi ilgesn;j laikg (ilgiau nei 1 metus),

kai temperatiira — 20°C arba zemesné, be neigiamo poveikio rezultatams.

5. Testo nasumas gali bati garantuojamas tik tuomet, jeigu grieztai laikomasi pridéty instrukcijy.

6. Sis testas turéty bati naudojamas tik pradiniam HLA tipavimui. Nustatant tinkamuma transplantacijai,
papildomai turéty bati naudojamos ir kitos klinikinés bei diagnostinés iSvados.

7. Naudojant Bio-Rad HLA SSP tipavimo rinkinj negalima nustatyti visy deriniy.
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6.3 Kokybés kontrolé

Kiekviena pagaminta partija yra patikrinama pagal DNR méginiy platformg, badingg specifinei DNR, kuri
aptinkama pradmenimis, o ji prieinama pagal pageidavima.

Naujy partijy numeriy kokybés kontrolé gali bati atliekama tipuojant Zinomy heterozigotiniy aleliy derinius, kurie
reaguos su daugeliu pradmeny misiniy rinkinyje.

6.4 Specifinés nasumo charakteristikos

Bio-Rad SSP tipavimo rinkinys buvo palygintas su SSP tipavimo rinkiniu ir SSO tipavimo sistema, iStyrus 167
méginius (atsitiktinius transplantacijos kandidatus ir potencialius donorus) dviejose geografiSkai skirtingose
vietose. Bio-Rad SSP tipavimo rinkinio rezultatai ir rezultatai, gauti naudojant SSP bei SSO testus, atitiko
100% (167/167).

Sutampa Nesutampa IS viso %
N 167 0 167 100
% 100% 0%

N=Méginiy skaicius
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7. TRIKCIY SALINIMAS

PROBLEMA PRIEZASTIS SPRENDIMAS

Néra matomy juosteliy. Gelyje trlksta etidzio bromido. I8 naujo perdazykite gelj gelio voneléje (1x TBE buferiniame
tirpale su 0,5 pg/ml etidZio bromido).

Molekuliniy  masiy  standartas | Neteisingas PGR paruo$imas: Pakartokite PGR paruosima.

matomas. Pamirsta pridéti DNR arba Taq

PGR produkty nesimato.

polimerazés.

Netinkamos temperatiros ciklo
salygos.

Patikrinkite PGR programg termocikleryje. Nurodyta programa

tinkama rekomenduojamiems PE 9600 ir PE 9700
termocikleriams. Kiti termocikleriai nei tie, kurie buvo
rekomenduoti, turéty bdti patvitinami naudotojo.  Kiti

termocikleriai nei tie, kurie buvo rekomenduoti, gali turéti
skirtingus kaitinimo ir vésinimo grei€ius.

Galimi PGR programy variantai:

Jeigu vyksta nespecifiniy pagausinimy, gali bdti nustatomos
grieztesnés salygos, laipsniskai didinant prilydymo temperattra
1°C. Kita vertus, klaidingai neigiamus pagausinimus gali lemti
pernelyg grieztos PGR salygos. Tokiu atveju rekomenduojamas
papildomas prilydymo temperatdros sumazinimas 1°C.
Padidinkite denattravimo trukme nuo 10 iki 20 sekundziy.
Padidinkite ilginimo trukme nuo 30 iki 60 sekundziy.

Nepavyko vienas arba keli PGR
pagausinimai (kontrolinés
juostelés ir specifiniai
pagausinimai).

Jeigu nepavyksta 1 arba 2 PGR pagausinimai, turite patikrinti,
ar jy teigiamas jvertinimas veda prie tipiSko rezultato. Tokiu
atveju testas turi bdti pakartojamas. Jeigu trokstamy
pagausinimy teigiamas jvertinimas neveda prie tipisko rezultato
ir jeigu yra aiSkus dviejy aleliy buvimo jrodymas, nereikia jokiy
papildomy vertinimy. Taciau jeigu randamas tik vienas alelis,
testas turi bati pakartojamas.

Jeigu nepavyksta daugiau nei 2 PGR pagausinimai, testas turi
bati pakartojamas.

Gelyje silpnos specifinés juostelés;
kontroliniy juosteliy néra arba jos
labai silpnos.

Panaudotas
DNR kiekis.

nepakankamas

Padvigubinkite DNR kiekj (paruo$imo metu sumazinkite dH20).
PGR paruo$imui naudokite apie 100 ng DNR.

Paruosimo metu pakliuvo PGR

Naudokite EDTA arba citratu paveiktg kraujg kaip bazine

slopikliy, tokiy kaip etanolis, | medzZiaga. (Po to, kai DNR nuosédos plautos etanoliu,
hemoglobinas, heparinas, | uztikrinkite, kad jos bty pakankamai sausos.)
granulés.

DNR tirpalo pH verté yra per
daug ragstiné (pridéjus DNR,
PGR kokteilio spalva pasikeicia).

Dar kartg i$sodinkite DNR ir istirpinkite distiliuotame vandenyje.

Netinkamos temperatiros ciklo
salygos.

Zr. anksc€iau pateiktg sprendimo buda.

Gelyje silpnos specifinés juostelés.

Per didelé DNR koncentracija.

Skieskite DNR. Pernelyg didelés DNR koncentracijos arba
DNR, kuri buvo itirpinta netinkamai, kai kuriais atvejais gali
lemti specifiniy juosteliy nesusidaryma.

DNR  istirpinta  buferiniame
tirpale, kurio sudétyje yra PGR
reakcijos slopiklio.

Dar kartg i$sodinkite DNR ir istirpinkite distiliuotame vandenyije.

Netinkamos temperatiros ciklo
salygos.

Zr. anksc€iau pateiktg sprendimo buda.

Yra kontrolinés juostelés, yra
specifinés juostelés, bet be to
atsiranda viena arba kelios silpnos,
nespecifinés juostelés (klaidingai
teigiamos reakcijos).

Per didelés DNR koncentracijos.

Skieskite DNR.

Pasalinés
aleliais.

reakcijos su kitais

Patikrinkite reakcijos model].

Nepakankama DNR kokybé
arba DNR uzterSimas.

I8skirkite naujos DNR.

Juostelés neigiamos kontrolés
PGR misinyje.

Jvykus klaidai, DNR pipete
buvo sulasinta j neigiamos
kontrolés misinj.

Galima pakartoti paruosSima arba atlikti pastaba apie tai
vertinimo dokumentuose.

Reagenty uzterSimas.

Pakeiskite reagentus.
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