Produktova rada BAGene

CZ

BAG e care

Navod k pouZiti souprav

BAGene SSP soupravy

C€

IVD

Testovaci soupravy pro ABO typizaci, RH typizaci, pro typizaci systému Kell,
Kidd, Duffy a MNS, vzacné krevni skupiny i pro HPA a HNA specifikaci
molekularné genetickymi metodami

kat.c.
kat.c.
kat.c.
kat.c.
kat.c.
kat.c.
kat.c.
kat.c.
kat.c.
kat.c.
kat.c.

REF

REF

REF

REF

REF

REF

REF

REF

REF

REF

REF

predredéno, pfipraveno k pouziti

6640 ABO-TYPE

6641 ABO-TYPE variant
6645 RH-TYPE

6646 Partial D-TYPE
6647 Weak D-TYPE
6648 D Zygosity-TYPE
6650 KKD-TYPE

6652 MNS-TYPE

6653 Rare-TYPE

6660 HPA-TYPE
66701 HNA-TYPE

Verze 11/2017, publikovano 2017-01



Obsah

1. Popis vyrobku 2

2. Materidl 3

2.1 Obsah BAGene DNA-SSP souprav 3

2.2 Potfebné vybaveni a material 3

2.3 Skladovani a trvanlivost 3

3. Udaje o kvalité testu 4

4. Pracovni postup 4

4.1 Bezpecnostni pokyny a specidlni poznamky 4

4.2 Izolace DNA 4

4.3 Amplifikace 5

4.4 Gelova elektroforéza 6

4.5 Dokumentace 7

4.6 Interpretace vysledkll a omezeni metody 7

4.6.1 Obecné 7

4.6.2 ABO-TYPE a ABO-TYPE variant 7

4.6.3 RH-TYPE 8

4.6.4 Partial D-TYPE 8

4.6.5 D Zygosity-TYPE 8

5. Varovani 9

6. Problémy a jejich reseni 9
7. Literatura 10
8. Vysvétleni symboll 10

1. Popis vyrobku

Soupravy BAGene slouZi k ur¢ovani krevnich skupin darct, pfijemcl a téhotnych Zen pomoci molekularné
biologickych metod. ABO-, ABO variant-, RH-, Partial D-, Partial D-, Weak D-, D Zygosity- a KKD-TYPE slouzi
k doplnéni, vyjasnéni a potvrzeni vysledk( sérologickych testi. MNS-, HPA-, HNA- a Rare-TYPE soupravy mohou
byt pouZity i k samostatnému molekularné biologickému typovani bez dalSich sérologickych testli, pokud neni
stanoveno jinak (viz narodni regulace).

Zakladnim materidlem pro typizaci pomoci soupravy BAGene je purifikovana (precisténd) leukocytarni
DNA. Test je provadén pomoci SSP (sequence specific primers — tj. primery specifické pro danou sekvenci) —
PCR, (viz Obr. 1). Tato metoda je zaloZena na zjisténi, Ze extenze primeru, a tudiz i Uspésna PCR je zavisla na
presné odpovidajicich sekvencich na 3’ koncich obou primerU. Proto pouze v pfipadé, Ze primery zcela pfesné
odpovidaji testované sekvenci, probéhne PCR a je moZno nasledné pozorovat jeji produkt pfi gelové
elektroforéze.

\
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dokonalé dosednuti primeru nedokonalé nasednuti primeru
namnozeni specifického produktu amplifikace (namnoZeni) neprobéhne

Obr. 1 Princip SSP-PCR

SloZeni jednotlivych smési primerd umozriuje po vyhodnoceni vyhodnocovacich diagram( jasnou
identifikaci skupin ABO, RH, KEL, JK, FY, MNSs, vzacnych skupin a HPA i HNA genotypd, tak jak je zobrazeno
v odpovidajicich interpretacnich diagramech. Pro kazdou typizaci se pouziva urcity pocet reakénich smési, které
jsou dodavany aliquotované (tj. jiz namichané v potfebnych mnoistvich) a susené. Smési v sobé jiz zahrnuji
vnitfni amplifikacni kontrolu.



2. Material

2.1. Obsah souprav BAGene

e BAGene destic¢ky/stripy urcené pro typizaci krevnich skupin. Aligotované a vysusené reakéni smési se
skladaji z primerd specifickych pro dané alely, primerd vniténi kontroly (specifické pro gen HGH — lidsky
rastovy hormon nebo genomické sekvence chromozomu | (90 kbp 5’ Rhesus Boxu)) a nukleotidd. Prvni
reakéni smés je vyznacena na desticce/stripu. Na kazdém stripu ¢i destiCce je vyznaceno také Cislo
Sarze.

e 10xPCR pufr

e  Vicka ke stripm (ve stripech po 8)

e Navod k pouziti a vyhodnocovaci diagram

e Informace pro vyhodnoceni (pouze souprava ABO-TYPE variant)

2.2. Potfebné vybaveni a material

e Happy Taq ( 70977) (nebo jind Taq polymeraza validovana se soupravami BAGene uZivatelem).
Polymaraza HappyTaq je dodavana zdarma se soupravami BAGene.

e NepouZivejte Hot-start Taq Polymerazu (napf. Ampli Taq Gold)

e Souprava BAG EXTRA GENE 7059 (moznost) pro extrakci DNA z krve, lymfocytl Ci leukocytl,
pfipadné jiné vybaveni pro izolaci DNA

e Pipety s rozsahem 0,5-250 pl

e  Sterilni Spicky s integrovanym vnitfnim filtrem

e DNA cyklér (seznam viz strana 6)

e DNA agaréza

e 0,5 x TBE pufr (45 mM Tris, mM kyselina borita, 0,5 mM EDTA)

e  Ethidium-bromid (EtBr)

e Jednotka pro elektroforézu

e  Zdroj napéti (200-300 V, 200 mA)

e  DNA délkovy standard ( 7097)

e  Zdroj UV zéreni (transiluminator, A=220-310 nm)

e  Zatizeni na dokumentaci gelll

2.3. Skladovani a stabilita

Soupravy BAGene se dodavaji pri pokojové teploté. Polymeraza HappyTaq je dodavana na suchém ledu. Po
obdrzeni skladujte veskeré reagencie pfti teplotdch < -20°C. Datum expirace je uvedeno na etiketé kazdé

z reagencii a je platné i pro jiz oteviené reagencie. Doba skladovatelnosti uvedena na vnéjsim popisku se
vztahuje na reagencii s nejkratsi dobou Zivotnosti. Rozpoustéjte 10xPCR pufr tésné pred pouzitim.

3. Udaje o kvalité testu

SloZeni smési primer( zaruCuje presnou identifikaci alel zobrazenych na interpretacnich diagramech a vychazi
ze soucasné znamych sekvenci.

Presnost a opakovatelnost specifit kazdé smési primer( je potvrzovana pro kazdou sarzi pomoci kontrolnich
DNA vzork( se znamymi specifitami. Alely, které nejsou v soucasnosti dostupné a nebyly testovany z divodi
jejich vzacnosti, jsou v pracovnich listech a vyhodnocovacich diagramech znaceny n.t. (not tested currently,
doposud netestovano).

Studie vykonosti byly provadény pro vSechny soupravy BAGene DNA-SSP na predem typizovanych vzorcich.
Nékteré smési nemohly byt testovany na pozitivni reakci, nebot jsou specifické pro vzacné alely, které nejsou
dostupné pro testovani. Toto je uvedeno v pracovnim protokolu nebo tabulce specifit. Vyzkum prokazal jasnou
shodu s predchazejicimi sérologickymi a/nebo genomickymi typizacemi. V prabéhu studii nebyla neleza zadna
neshoda.

Vzorky DNA pouzité ve studiich byly extrahovany pomoci soupravy EXTRA GENE I (vysolovaci metoda) a pomoci
soupravy Qiagen (kolonkovd metoda).

Soupravy BAGene byly validovany s pouZitim polymerdazy Happy Taq ( 70976). PFi pouZiti jiného enzymu je
tfeba validovat tento enzym uzivatelem.



Sprdvna typizace je garantovana pfi pouZiti 50 - 100 ng DNA na reakci. Vyjimkou je souprava D Zygosity-TYPE,
ve které je vhodn3, diky delSimu PCR programu, nizsi koncentrace DNA a to 30 - 50 ng na reakci.

4. Pracovni postup

4.1. Bezpecnostni pokyny a specialni poznamky

PCR je vysoce citliva metoda, kterd by méla byt provadéna osobou se zkusSenosti s praci v molekularné
biologické laboratofi a s typizaci krevnich skupin. Soucasné poznatky z transfuzni mediciny a urcovani krevnich
skupin stejné jako transfuzni anamnézy musi byt brany v potaz, aby se sniZilo mozné riziko faleSnych typizaci,
obzvlasté v pfipadé, kdy molekuldarné biologicky a sérologicky ziskané vysledky nejsou ve shodé. Genotypizace
ABO, RHD/RHCE a KKD by mély byt provadény po vyhodnoceni sérologickych testd.

Prace vyZaduje velkou opatrnost, je nutné vyloucit kontaminaci vzorkd a soucasné i falesnych vysledk:

- pouZivejte pfi praci rukavice (pokud mozno bez pudru)

- pro kazdé pipetovani pouzivejte nové sterilni Spicky (s integrovanym filtrem)

- vycClente oddélené pracovni prostory pro jednotlivé pracovni kroky - tj. predamplifikacni (izolace DNA a
ptiprava reakcnich smési) a postamplifikacni (gelova elektroforéza a dokumentace), nejlépe ve dvou
mistnostech

- pouZivejte pomcky a pfistroje jen pro dany krok a nevymeéniujte je navzajem.

4.2. I1zolace DNA
Souprava BAG EXTRA-GENE je pro izolaci DNA vhodnym fesenim, nebot ¢ista DNA muze byt ziskana z plné krve
za kratkou dobu, a to bez poutziti toxickych chemikalii a rozpoustédel. Ovsem i jiné komercni soupravy zalozené
na kolonkové metodé ¢i na vyuziti magnetickych castic, stejné jako jiné, v literature popsané, metody jsou
pouzitelné k ziskani poZzadované DNA. Pritomnost heparinu v reakéni smési mize inhibovat PCR, proto se
doporucuje pouZiti EDTA nebo citratové krve.
DNA by méla mit nasledujici indexy Cistoty:

® OD2o/OD2s =>1,5a<2,0 (indikator znecisténi RNA a proteiny)

® ODa2so/OD230=> 1,8 (indikator znecisténi solemi, uhlovodiky a organickymi rozpoustédly)



4.3. Amplifikace

VSechny pfedem zifedéné a suSené reakéni smési jiz obsahuji nukleotidy, alely a kontrolni specifické primery.
Tato smés je ususend na dné reakénich komUrek. Parametry amplifikace jsou nastaveny pro celkovy objem
reakce 10pl.

1. Vyjméte odpovidajici pocet BAGene desticek z mraziciho boxu (< -20°C) a rozehrejte 10xPCR pufr na
pokojovou teplotu.

2. Napipetujte MasterMix z 10xPCR pufru, roztoku DNA, Taq polymerdzy a redestilované vody a dobfe
promichejte. VSechny BAGene testovaci soupravy pracuji se stejnym MasterMixem a Ize tedy pouZivat tentyz
pro vSechny BAGene soupravy kromé D-zygosity — TYPE, kde je doporucena jind koncentrace DNA. Nasledujici
tabulka (Tab.1) udava slozeni MasterMixu.

Tab. 1. Udava sloZeni MasterMixl v zavislosti na poétu provadénych testu:

Pocet mixQ H20 10xPCR pufr Roztok DNA Happy Taq Celkovy objem
(50-100 ng/p) (**) | (5U/ul)

1 8 ul 1ul 1ul 0,08 pl 10 pl
2 16 pl 2 ul 2 ul 0,02 ul 20 pl
6(*) 50 ul 7 ul 7 ul 0,5 ul 65 ul
7 70 ul 9 ul 9 ul 0,7 ul 90 ul
8 80 ul 10 pl 10 pl 0,8 ul 100 pl
9 88 ul 11 pl 11 pl 0,9 pl 110 pl
10 96 pl 12 pl 12 pl 1,0 ul 120 ul
11 104 pl 13 ul 13 ul 1,0 pl 130 pl
12 112 pl 14 pl 14 pl 1,1 ul 140 pl
13 128 pl 16 pl 16 pl 1,3 ul 160 pl
14 136 ul 17 pl 17 pl 1,4 ul 170 ul
15 144 pl 18 pl 18 pl 1,4 ul 180 pl
16 152 ul 19 pl 19 pl 1,5 ul 190 pl

Pti odlisSnych koncentracich DNA musi byt zménéno mnoiZstvi roztoku a k tomu odpovidajicim zplsobem i
mnozstvi H20 (napf. pro 12 mix( a koncentraci DNA 120ng/ ul pouzijte 5,8 pul DNA a 119 pl H20).

Pokud je pouzita jind Taq Polymeraza, musi byt tato validovdna pro pouziti s BAGene soupravami uZivatelem.
(*) Doporuéujeme pfipravovat MasterMix pro minimélné 6 reakci, nebot u mensich objemd je mnozstvi Taqg-
Polymerazy velmi nizké a hrozi zna¢na chyba pfi pipetovani smési.

(**) PFi praci se soupravou BAGene D Zygosity-TYPE je doporucené mnozstvi DNA 30-50 ng/pl.

3. Po promichani na Vortexu preneste 10 ul této reakcéni smési (MasterMixu)
do predkapanych jamek. Vyménte Spicku po kazdém pipetovani. Pevné
uzaviete reakéni komarky odpovidajicim vickem. Davejte pozor, abyste se Znaceni = | Lot
nedotkli vnitfni ¢asti vicka ani horniho okraje reakénich komarek prsty no.
z dlivodu nebezpeci kontaminace. Pfi pouZiti cykléru s tésné uzaviratelnym
vikem je moZné pouZit opakované pouZitelné PCR kryci podlozky. Lehce
hybejte destickou tak, aby se modry pelet na dné reakcni komurky rozpustil.
Veskera reakcni smés by méla byt na dné reakéni komarky.

CXC]

4. Vlozte reakéni zkumavky do termocykléru a pevné uzaviete viko tak, aby
se reakéni komdarky pfi zahfivani nezdeformovaly. Zahajte PCR program.
Ptekryvani mineralnim olejem neni u cyklérll s nastavitelnym a vyhfivanym
vikem potreba.
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Nastaveni PCR cykléru pro soupravy BAGene (vyjma BAGene D Zygosity-TYPE)

Krok Doba Teplota | Polet cykld | y/zlidované typy cykléri:

Prvni denaturace 5 minut 96 °C 1 cyklus PTC 200/C1000 (MJ Research/BioRad),
Denaturace 10 sekund |96 °C 5 cykld

Annealing a prodluzovani | 60 sekund |70 °C GeneAmp PCR-System 9700 (poutzijte ramp
Denaturace 10 sekund |96 °C 10 cykld rate 9600) Verti (ABI)

Annealing 50 sekund |65 °C

Prodluzovani 45 sekund |72 °C Mastercycler epGradient S

Denaturace 10 sekund |96 °C 15 cykld (poutzijte funkci ,simulate Mastercycler
Annealing 50 sekund |61 °C gradient”) (Eppendorf)

ProdluZovani 45 sekund |72 °C

Zavérecné prodluzovani 5 minut 72 °C 1 cyklus Tprofessional (Biometra)

POZOR! Odlisny PCR program!
Amplifikacni parametry pro D Zygosity-TYPE

Krok’ Doba Teplota | Pocet cykla Validované typy cyklérd:
Prvni denaturace 10 minut | 95°C 1 cyklus Viz typy pro ostatni soupravy
Denaturace 20 sekund |92 °C 35 cykld

Annealing 30 sekund |64 °C

Prodluzovani 5 minut 68 °C

Zavérecné prodluzovani 5 minut 72 °C 1 cyklus

Prosime, nepouzivejte hlinikové bloky (napf. u GeneAmp PCR-Systém 9700)!

PFi pouziti cyklérli s velkou rychlosti ohfevu a chlazeni (vysoky ramp rate), je doporuéeno nastavit nizsi
hodnotu (~2,5 °C/sec).

Jelikoz cykléry od rtznych vyrobcii nékdy pracuji ponékud odliSné a nékdy se dokonce lisi jednotlivé pfistroje
stejného typu, miiZe vzniknout potieba optimalizovat reakéni parametry pro vas konkrétni cyklér.

Pro optimalizaci postupujte nasledovné:
Pri faleSné pozitivnich reakcich (nespecifické prouzky (bandy), dalsi alely atd.) zvysSujte teplotu annealingu v
krocich po 1°C.

Pti falesné negativnich vysledcich (tj. chybéjici prouzky (bandy)) snizujte v krocich po 1 °C teplotu annealingu
a/nebo prodluzujte dobu trvani annealingu v 5ti vtefinovych krocich, a/nebo prodluZujte dobu trvani
denaturace v opét 5ti vtefinovych krocich.

Doporucujeme pouzivat jen pravidelné kalibrované cykléry.
Pro provedeni kalibrace vaseho cykléru lze pouzit napf. soupravu BAG-Cycler Check kit (katalogové cislo
7104, 71044).

4.4. Gelova elektroforéza

Separace (oddéleni) produktl amplifikace je provadéna pomoci horizontdlni gelové elektroforézy na
agarézovém gelu. Jako pufr by mél byt pro elektroforézu pouzit 0,5 x TBE (45 mM Tris, 45mM kyselina borita,
0,5 mM EDTA). Koncentrace gelu by méla byt 2,0-2,5 % agardzy. Nechte gel polymerizovat alespori 30 minut
pred nanesenim vzorkd.

Po provedeni amplifikace vyjméte vzorky z cykléru a preneste celkovy objem peclivé do jamek v gelu.
Neopomerite dat do samostatné jamky téz 10 ul DNA délkového standardu pro méreni délky fragmenta.
Elektroforeticka separace se provadi pfi 10-12 V/cm, (tj. pfi cca 20 cm vzdalenosti mezi elektrodami pf¥i 200-240



V), po dobu 20-40 minut. Pro BAGene D Zygosity-TYPE doporucujeme béh elektroforézy 40 minut, nebot se
takto jasnéji oddéli jednotlivé prouzky. Po probéhnuti elektroforézy je gel nabarven v roztoku Ethidium
bromidu (EtBr), (pfiblizné 0,5 pg EtBr na 1ml H20 nebo TBE pufru). Alternativnim postupem barveni je pFidani
EtBr (0,5 pug/ml) do elektroforetického pufru ¢i pfimo do gelu. Pokud je to nutné, Ize odstranit pfebytecny EtBr
namocenim gelu na dobu 20-30 minut do vody.

4.5. Dokumentace

Pro zviditelnéni a zdokumentovani vasich vysledkl prosvitte gel po provedeni elektroforézy UV svétlem
(transiluminator, A=220-310 nm) a vyfotografujte odpovidajicim dokumentacnim zafizenim. Nastavte cas i
clonu tak, aby jednotlivé prouzky jasné vystupovaly proti tmavému pozadi (pfiblizné clona 11, ¢as 1 sekunda).
Vysledky dokumentujte v pfilozeném pracovnim listu (Kapitola 4.6).

4.6 Interpretace vysledkli a omezeni metody
4.6.1 Obecné

Vysledky molekularné genetické typizace krevnich skupin pomoci souprav BAGene je nutné zapsat do
pracovnich listl, které slouzi k dokumentaci. Pfehled charakteristik, specifit, fenotypu, genotypl a vyobrazeni
reakcnich vzorl ve smyslu prikladd v evaluacnich diagramech slouzi jako pomoc pfi interpretaci vasich vysledk.
PCR reakce maiji svoje Cisla (napf. u soupravy ABO-TYPE jsou to reakce 1-8). Délka fragmentu specifického
produktu PCR (specificky prouZek) je uvadéna v bp (base pairs — v parech bazi). V fadcich nize jsou uvadény
mozné vzory prouzkd na gelu. Specifické PCR produkty (pozitivni reakce) jsou znazornény + a odpovidajici
policka v tabulce jsou barevné vyplnéna. ABO-TYPE, ABO-TYPE variant, Partial D-TYPE, Weak D-TYPE, D Zygosity-
TYPE, KKD-TYPE, MNS-TYPE, Rare-TYPE, HPA —TYPE, HNA-TYPE jsou podbarveny Sedé, u soupravy RH-TYPE pak
navic ¢ervenou, zelenou a modrou. Vyhodnoceni vysledk( reakci se provadi v radcich zleva doprava.

Pro interpretaci vysledkd vyhodnotte pouze prouzky s odpovidajici délkou odec¢tenou podle DNA délkového
standardu jako pozitivni. Spravnou velikost jednotlivych prouzkd Ize nalézt v pracovnich listech a
vyhodnocovacich diagramech. Ve vsech drahach bez specifickych produktd jednotlivych alel musi byt patrna
vnitfni kontrola o délce 434 bp. Vyjimkou je D-Zygosity-TYPE a druha PCR reakce u RH-TYPE, kde je délka
fragmentu vnitfni kontroly 659 bp. V drahach s pozitivnimi vysledky pro dané alely je produkt vnitifni kontroly
slabsi, nebo muizZe zcela chybét z ddvodu kompetice o chemikalie v dané PCR reakci! V pfipadé nejasnych
vysledkd nalistujte kapitolu 6. — Re$eni problémd.

Pokud neni pomoci soupravy BAGene nalezen jasny vysledek (napfiklad v ddsledku neznamych alel, které
nemohou byt detekovany se stdvajicimi primery), méli byste postupovat podle pokynl ndarodni transfuzni
legislativy v souladu se sérologickou typizaci. Doporucuje se sekvenéni analyza téchto vzork(l. Vysledky typizace
by mély byt interpretovany s prihlédnutim ke genetické variabilité rlznych etnickych skupin. V pfipadé
pochybnosti je platny fenotyp.

4.6.2 ABO-TYPE a ABO-TYPE variant

Homozygotni exprese alel ABO*001, ABO*003, ABO*B101, ABO*A201 se projevi specifickymi prouzky
v odpovidajicich PCR reakcich (drdha 1, 3, 5 a 7). V pfipadé heterozygocity musi byt navic prouzky ve vSech 4
“nereakcénich” drahach (tj. 2, 4, 6 a 8) ke stavajicim dvéma PCR specifickym reakcim (1, 3, 5, 7). Homozygocita
alely ABO*A101 se projevi pouze prouzky pro ,non-reakce” (2, 4, 6, 8) nebot zde neni specifickd reakce pro
alelu ABO*A101. Heterozygocitu alely ABO*A101 lze rozpoznat podle dalsi prouzkd v reakénich drahach pro
dané alely specifickych reakci (1, 3,5, 7,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 nebo 16).

Jelikoz pomoci soupravy ABO-TYPE variant Ize detekovat pouze vybér variantnich A alel, mohou byt dalsi
varianty skryty za PCR vysledkem ABO*A101. JelikoZ pomoci soupravy ABO-TYPE variant lze detekovat pouze
vybér variantnich B alel, nebo variantnich A2, mohou byt dalsi varianty skryty za PCR vysledkem ABO*B101 a
ABO*A201. Vétina B a cis AB se zobrazi jako pozitivni v reakci pro ABO*B101.

Prouzek specificky pro HGH fragment o délce 434 bp slouZi jako vnitfni kontrola.



Podrobny popis a vysvétleni naleznete na pribalovém letdku v kazdé soupravé BAGene ABO-TYPE variant.
Prosime, prostudujte specialni poznamky na pracovnich protokolech a evaluacnich digramech pro ABO-TYPE i
ABO-TYPE variant.

4.6.3 RH-TYPE

Specifikované PCR reakce slouZi k molekularné genetické typizaci standardnich RHD stejné jako nékterych RHD-
variant (RHD pozitivni haplotypy u sérologicky D negativnich pacient( (Caste¢né D).

Reakce 1 a 2 jsou multiplex PCR reakce pro vysetfovani péti parametri RHD polymorfizmu (RHD introny 4 a 7,
exon 7 stejné jako RHD (W16X) a RHDW). To znameng, Ze narozdil od ostatnich BAGene test( (nepocitaje v to
prouzky vnitfni kontroly), se mdZe objevit v dané draze vice neZ jeden prouzek. K usnadnéni vyhodnoceni jsou
odpovidajici policka v rozdélena na vice ¢asti a maji vicebarevné pozadi. Délka daného fragmentu je vypsana
barvou odpovidajici barvé pozadi daného policka.

Priklad RHDW:

Reak¢ni smés Cislo 1: dva specifické prouzky na gelu

e  PCR produkt 224 bp-zelené oznaceni délky, do reakéniho vzoru v ramecku se zelenym pozadim
e  PCR produkt 123 bp-modfe oznaceni délky, do reakéniho vzoru v ramecku se modrym pozadim
Reak¢ni smés Cislo 2: dva specifické prouzky na gelu

e  PCR produkt 154 bp-Cervené oznaceni délky, do reakéniho vzoru v ramecku se €ervenym pozadim
e  PCR produkt 390 bp-zelené oznaceni délky, do reakéniho vzoru v ramecku se zelenym pozadim

PCR Reakce slouzi k molekuldarné genetické typizaci RHCE genového lokusu. Prouzek specificky pro HGH
(fragment o délce 434 bp) slouZi jako vnitfni kontrola. Vyjimkou je PCR reakce ¢. 2, kde ma kontrolni prouzek
délku 659 (specificky pro genomickou sekvenci chromozomu I, 90 000 bp 5’ Rhesus boxu)

4.6.4 Partial D-TYPE

Chybéjici prouzek v reakci ¢. 4 mGzZe indikovat DFR (sérologicky slabé pozitivni s anti-D) nebo RHDY (hemi-nebo
homozygot D sérologicky negativni). Pokud chybi sérologickd informace, lze potvrdit nebo vyloudit RHDY
pomoci RH-TYPE. Pri slabych D typech 41 a 45 se muUZe objevit chybéjici reakce cislo 9. Mutace v intronu
mohou vést k tomu, Ze chybi prouzek v reakci 8 nebo 9. U slabého D typu 20 reakce Cislo 10 normalné
nevykazuje zZadny prouzZek, ale nékdy se mliZze objevit prouzek slaby.

Molekuldrné genetické rozliSeni D variant DCS, DFW, DIM, DNU od standardnich RHD neni v soucasnosti
mozZna. Je uzitecné zvazeni haplotypu.

4.6.5 D Zygosity-TYPE

U RHD alel, které nemohou byt rozliSeny sérologicky (tj. u RhD neg.), mze dojit k rozporu mezi vysledky
molekularné biologickymi a sérologickymi. Pozitivni identifikace Downstreem Rhesus Boxu znamena pfitomnost
alely RHD tj. (RHD pozitivni) s vyjimkou RHDW hemizygot( i homozygotl. Zde je reakce negativni, ac je alela
RHD pfitomna.

Navic v pfipadech geneticky pozménéného Downstreem Rhesus Boxu je mozné, ze vysledky budou také falesné
negativni, ackoliv je pacient sérologicky D-pozitivni. Cili u sérologicky D-pozitivnich pacientd a pozitivni PCR pro
hybridni Rhesus Box je interpretaci "Dd". Vysledek "DD" je pro vzorky s negativni PCR pro hybridni Rhesus Box.
V duasledku velkého polymorfizmu hybridniho Rhesus Boxu u Africani se mohou vyskytovat falesné pozitivni
vysledky u RHDW i dalSich RHD alel.

V pripadé chybéjiciho hybridniho Rhesus Boxu je nutné zvazit u cerné populace vysledky RHDW a Cde® ziskané
pomoci RH-TYPE. Pomoci soucasnych testovacich souprav nelze vyloucit dalsi D antigen negativni RHD alely.
Toto je nutno brat v potaz pfi intepretaci vysledk(. Na druhou stranu Cetnost téchto alel v bilé populaci je
pomérné nizka.

Degradovand DNA muzZe vést k falesné negativnim vysledklm. V dusledku toho jsou patrny pouze prouzky
vnitfni kontroly, nebo chybi prouzky zcela.



5. Varovani a bezpecnostni pokyny

Ethidium bromid je silny mutagen. Zabrarite kontaktu s kdzi a jakymkoli kontaminacim. Prostudujte peclivé
varovani a bezpecnostni pokyny vyrobce. Velmi kratké viny pouzivané pfi prosvécovani gelu UV zafenim mohou
zpUsobit popaleniny na kZi a predevsim na sitnici. PouZivejte ochranné pomdcky jako je ochranny oblicejovy
Stit apod.

Veskery biologicky materidl pouZity pro extrakci DNA, tj. krev a lidské tkané, je nutno povazovat za potencialné
infekéni a jako s takovymi s nimi musi byt zachdzeno. PFi praci s biologickym materidlem by tedy mély byt
dodrZovany odpovidajici pracovni postupy (napf. nepipetovat Usty, pouZivat jednorazové rukavice, desinfikovat
ruce po ukonceni prace). Biologicky material by mél byt deaktivovan pred likvidaci napf. sterilizaci v autoklavu.
Jednorazové pomlcky, Spicky atd., by mély byt pred likvidaci také deaktivovény v autoklavu nebo spaleny.
Pokud dojde k rozliti potencialné infek¢niho materidlu, mél by byt tento okamzité odstranén papirovymi
utérkami a misto oSetfeno standardnimi desinfekénimi prostiredky nebo 70 % alkoholem. Veskery material
pouzity k ¢isténi by mél byt pred likvidaci deaktivovan (napf. v autoklavu).

Likvidujte veSkeré vzorky, nepouzité reagencie a odpad podle narodnich, federalnich ¢i lokdlnich smérnic.
Bezpecnosti listy (MSDS) jsou dostupné ke staZeni na adrese www.bag-healthcare.com.

6. Problémy a jejich rfeSeni

Problém

MozZny divod

Redeni

Zadné produkty amplifikace nejsou
na gelu patrné,
délkovy DNA standard je viditelny

DNA kontaminovana blokatory PCR
reakce

opakujte izolaci DNA,
pouZijte jinou extrakéni metodu

degradovana DNA

opakujte izolaci DNA,
pouZijte jinou extrakéni metodu

koncentrace DNA je pfili§ vysoka /
nizka

zménte koncentraci DNA,
opakujte izolaci DNA

koncentrace enzymu je pfilis nizka,
nebo enzym chybi

opakujte PCR a zmérite koncentraci
enzymu

DNA z heparinové krve

opakujte PCR s EDTA krvi

Spatné parametry amplifikace

optimalizujte amplifikacni
parametry (viz 4.3.) (*)

opakované chyby v jednotlivych
reakcich,
(reakéni kontrola neni patrna)

netésnosti v reakénich zkumavkach,
zména koncentrace v priibéhu PCR
v dasledku ztraty vody

uzavirejte peclivé reakéni zkumavky

nespecifické amplifikaéni produkty,
(jakékoliv dalsi prouzky odlisnych
délek jsou vylouéeny)

kontaminace dalSimi amplifika¢nimi
produkty

opakujte typizaci, provadéjte praci
peclivé a bezchybné

DNA kontaminovana solemi

zopakujte izolaci DNA, pouzijte jiné
metody izolace

prilis vysoka koncentrace DNA

pouzijte méné DNA

koncentrace enzymu je pfilis vysoka

pouzijte méné enzymu

Spatné parametry amplifikace

optimalizujte amplifikacni
parametry (viz 4.3.) (*)

pfi vyhodnoceni gelu jsou viditelné
vice nez 2 alely v jedné draze

zanesena kontaminace,
(kontaminace amplifikacnimi
produkty!)

nova alela

zkontrolujte chemikalie,
nebyla pfidana DNA,
zajistéte prenou praci

Zadné nebo velmi slabé prouzky,
délkovy DNA standard neni patrny

barveni EtBr je slabé

opakujte barveni

pozadi na gelu sviti pfilis silné

barveni bylo pfilis dlouhé,
koncentrace EtBr je pfilis vysoka

ponofte gel do vody nebo TBE, ¢imz
docilite snizeni koncentrace EtBr

rozmazané, nezretelné prouzky

prilis horky pufr pti elektroforéze,
pfilis vysoké napéti, Spatny pufr

snizte napéti
pouzijte 0,5 x TBE pufr

(*)) | pokud pouzivate vybaveni a chemikalie doporucované v ndvodu, méla by byt optimalizace cykléru a PCR
reakce az posledni moZnosti. Ve vétsiné pripadl lze vyhodnotit testy odstranénim dodatecnych prouzki
zpUsobenych rozdily ve velikosti.


http://www.bag-healthcare.com/
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