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1. Produktinformation

Torkade forblandade PCR-reagenser
/\ Forvaras vid 4 °C till 25 °C, skyddat fran ljus

Lock- Beskrivning Reaktion/
farg innehall Provrérsstatus
Parameterspecifika reagenser (PSR)
innehaller férblandade och torkade 32 reaktioner

3 x R&d PSR primrar och nalar for 32 reaktioner gron-bla pellet 96 rxs
vardera. torkad

< 86 % syntetiska oligonukleotider
> 14 % buffert

Markning

Standarder (kontroll-DNA)
A\ Forvaras vid 4 °C till 25 °C, skyddat fran ljus

Lock- oo Beskrivning Reaktion
’ Markning : o )
far innehall Provrorsstatus
1x Gul

Positiv kontroll HFE-mutation 282Y 32 reaktioner
Standard 1 och vildtyp fér alla andra positioner bl& pellet 32 rxs
cirka 4E5 genekvivalenter torkad
Positiv kontroll HFE-mutation 63D 32 reaktioner
1x Gul Standard 2 och vildtyp for alla andra positioner bla pellet 32 rxs
cirka 4E5 genekvivalenter torkad
Positiv kontroll HFE-mutation 65C 32 reaktioner
1x Gul Standard 3 och vildtyp for alla andra positioner bla pellet 32 rxs
cirka 4E5 genekvivalenter torkad

1.2 Avsedd anvandning

Detta kit mdjliggor detektering av vanliga mutationer i HFE-genen (OMIM: 235200)
i genomiskt humant DNA fran nukleinsyraextrakt som erhallits fran perifert blod.
Hemokromatos typ 1 (HFE1) ar arftlig och kopplad till olika mutationer i HFE-
genen. Hemokromatos leder till multiorgandysfunktion orsakad av o©kad
jarndeposition.

Denna produkt ar avsedd som en hjalp for lakare att analysera den genetiska
bakgrunden hos patienter med hepatopati av okand etiologi, patienter med
levercirros, diabetes mellitus, bronspigmentering av huden i samband med
forhdjda serumjarnkoncentrationer, forhdjd transferrinmattnad och forhdjda
serumferritinnivaer.

Den foreliggande analysen kan utforas som tillagg till eller efter en biokemisk
analys for jarnoverskott med hjalp av transferrinméttnad.

Resultat som erhdllits med hjalp av detta kit ar inte avsedda att vara den enda
grunden for ett behandlingsbeslut. Patientens mutationsstatus boér 6vervagas
tilsammans med andra sjukdomsfaktorer.

Obs! Analysens prestanda kan endast garanteras nar den anvdnds med
analysinstrumentet Roche LightCycler® eller cobas z 480 Analyzer (se 1.3.2 for
mer information).

Foreliggande produkt ar en in vitro-diagnostisk utrustning som endast far
anvandas av kvalificerad personal.
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1.3 Specifikationer

LightMix® Kit HFE H63D S65C C282Y é&r en in vitro-diagnostisk analys, som gor
det mojligt att upptdcka och identifiera de kliniskt relevanta
polymorfismvarianterna p.H63D, p.S65C och p.C282Y i HFE-genen.

Narvaron av andra genvarianter kan interferera med analysen. Foljande exon 4
sallsynta varianter kommer ocksa att detekteras (se 3.1) men inte "identifieras":

p.T281M c.842C>T rs915273578 = ATm -15 °C
p.T281T c.843G>A rs369354634
p.Q283P c.848A>C rs111033563 =ATm -8 °C

1.3.1 Kliniska prover

Analysen kraver 5 pl renat genomiskt DNA i en vattenlésning som extraherats
fran kliniskt prov (perifert blod), innehallande 3 till 100 ng/ul genomiskt
DNA (15-500 ng total mangd), med DNA-koncentrationen bestdmd genom
UV-spektrofotometri (1 OD2e0 = 50 pg DNA/ml).

1.3.2 Instrument, programvara och produktivitet
Ett kit innehaller reagens for 96 reaktioner som utférs i en 20 pl volym.
Varje korning kraver tre standarder och en kontroll utan mall.
Tabellen nedan summerar nagra av kitets egenskaper:

- e | Programvaru-| .. . Maximal Minimal
Lllr?shttr?rféirt version Tc?rrkt;? p??ﬁéfr:?nvgefz) produktivitet produ_ktivitet
(eller hogre) for kitet ® for kitet @
LC 1.2 4100 60 min | 28 + 4 kirl. 81 18
LC1.5 4100 60 min 28 + 4 kirl. 81 18
LC 2.0 4.05 60 min 28 + 4 ktrl. 81 18
LC480 (96 brunnar) 1,5 100 min 92 + 4 ktrl. 89 18
LC480 (384 brunnar) 1,5 100 min | 380) + 4 kitrl. 89 18
Z 480 (sppen kanal) 15 100 min 92 + 4 ktrl. 89 18
LC PRO 1.X.X 70 min | 89®) + 7 kirl. 89 12

1 Om analysen kors med instrumenten LightCycler® 1.2 eller 1.5 med programvaruversion 3.5 far du
jAmfdrbara resultat. Anvisningar for programmering av programvara 3.5, dataanalys och tolkning
av resultat beskrivs inte i den har bruksanvisningen. Uppgradera till version 4.10 eller hogre nar sa
ar mojligt.

LightCycler®-programvaruversion 3.5.3 innehaller inte modulen  for  automatisk
genotypbestamning. Likvardiga resultat kan erhallas av utbildad personal som maste analysera
varje prov manuellt.

2 Varje korning maste innehdlla 3 standarder och en NTC (No Template Control, kontroll utan mall)
for totalt 4 kontrollreaktioner.

3 Den forsta korningen av kitet kraver 7 kontroller (istallet for 4) for att anpassa modulen for
genotypbestamning. Det maximala antalet prover som kan bearbetas minskar darmed.

Beroende pa lokala bestammelser kan alla 7 genotypkontroller behdva inga i varje korning, vilket
minskar det totala antalet patientprover som kan analyseras.

4 Beraknades utifran ett enstaka kliniskt prov som analyserats i varje korning.

5 Det kravs att du anvander fyra Kit.

6 FoOr LightCycler® PRO maste varje korning inkludera alla tre genotypstandarder (1-3),
kombinationerna av standarder (1+2, 1+3 & 2+3) och en NTC.
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1.4 Forvaring och stabilitet

Forvaringsforhallanden

Reagenser och kontroller

Forvara de torkade reagenserna (PSR och standarder) skyddade fran ljus och
i rumstemperatur eller i kylskap (fran 4 °C till 25 °C).

Frys inte torkade reagenser. Utgangsdatumet ar tryckt pa kitets etikett.
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2. Ytterligare enheter och reagenser

2.1 Fargkompensation

LightMix® Kit — Fargkompensation med HybProbe
(krévs ej for LightCycler® PRO)

2.2 LightCycler®-instrument

LightCycler® 2.0-instrument

LightCycler ® 2.0-instrument

LightCycler® programvaruversion 4.05 eller
LightCycler® programvaruversion 4.10 eller hogre
LightCycler® kapillarer (20 pl)

eller

LightCycler® 480-instrument

LightCycler® 480-instrument (modell I)
LightCycler® 480 ll-instrument

cobas z 480 Analyzer

LightCycler® programvaruversion 1.5 eller hdgre
LightCycler® 480 Multiwell-platta 96 vit eller
LightCycler® 480 Multiwell-platta 384 vit

eller

LightCycler® 1.x-instrument
LightCycler® 1.2 och 1.5-instrument
LightCycler® programvaruversion 4.10
LightCycler® kapillarer (20 pl)

eller

LightCycler® PRO-instrument
LightCycler® PRO-instrument
LightCycler® programvaruversion 1.X.X
LightCycler® 480 Multiwell-platta 96 vit eller
LightCycler® 480 Multiwell-platta 384 vit
Valfritt:

2.3 Instrument

LC karusellcentrifug 2.0 (230 volt)
Lockverktyg

2.4 Provberedning

Manuell provberedning:

High Pure PCR Template Preparation Kit
Nukleasfritt vatten av PCR-kvalitet
Etanol p.a.

Isopropanol p.a.

Automatisk provberedning:
MagNA Pure-instrument
MagNA Pure LC DNA Isolation Kit |

MagNA Pure 2.0-instrument
MagNA Pure LC DNA Isolation Kit |

MagNA Pure Compact-instrument
MagNA Pure Compact Nucleic Acid Isolation Kit |

MagNA Pure 96-instrument
MagNA Pure 96 DNA och Viral NA Small Volume Kit
MagNA Pure 96 DNA och Viral NA Large Volume Kit

MagNA Pure 24-instrument
MagNA Pure 24 Total NA Isolation Kit

2.5 Reagenser

LightCycler FastStart DNA Master HybProbe

TIB Molbiol
Art.nr 40-0318-00

Roche Diagnostics
Avvecklad

Avvecklad

Art.nr 04 898 915 001
Avvecklad

Roche Diagnostics
Avvecklad

Art.nr 05 015 278 001
Art.nr 05 200 881 001
Art.nr 04 994 884 001
Art.nr 04 729 692 001
Art.nr 04 729 749 001

Roche Diagnostics
Avvecklad

Art.nr 04 779 584 001
Art.nr 11 909 339 001

Roche Diagnostics
Art.nr 09 541 713 001
Ingar i instrumentet
Art.nr 04 729 692 001
Art.nr 04 729 749 001

Art.nr 03 709 582 001
Art.nr 03 357 317 001

Roche Diagnostics
Art.nr 11 796 828 001
valfri leverantor

valfri leverantor

valfri leverantor

Roche Diagnostics
Avvecklad
Avvecklad

Avvecklad
Avvecklad

Avvecklad
Avvecklad

Art.nr 06 541 089 001
Art.nr 06 543 588 001
Art.nr 06 374 891 001

Art.nr 07 290 519 001
Art.nr 07 658 036 001

Roche Diagnostics
Art.nr 12 239 272 001
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3. Bakgrundsinformation

3.1 Medicinsk bakgrund

Arftlig hemokromatos anses vara en av de vanligaste arftliga sjukdomarna hos
en population av kaukasiskt ursprung.

Hos europeiska kaukasier rapporteras forekomsten av hemokromatos vara
1:400 (Feder et al., 1996)!. Cirka 90 % av hemokromatospatienterna har en
homozygot mutation som leder till att aminosyra 282 Cys andrats till Tyr (282 Y/Y),
medan ytterligare 5 % ar sammansatta heterozygoter med variationen 282 C/Y
kombinerad med en forandring fran 63 His till Asp for den andra allelen (63 H/D),
eller har en homozygot 63 D/D-mutation, vilket endast orsakar en lindrig form av
hemokromatos.

Det ar endast heterozygot 282 C/Y-varianten som inte visar risk for
hemokromatos. Heterozygota mutationer for 63 H/D eller 65 S/C och
kombinerade heterozygoter 63/65 utan en kollateral aminosyraférandring
282 C/Y visar ingen okad risk. 63D- och 282Y-mutation pa samma allel &r
extremt sallsynt (Best et al., 200111).

Nomenklaturen for mutationer hos HGVS avser p.rotein eller c.DNA-positioner:

p.H63D (rs1799945) c.187C>G 63 H/D (anvands har)
p.S65C (rs1800730) c.193A>T 65 S/C
p.C282Y (rs1800562) c.845G>A 282 CIY

Kliniska manifestationer

Arftlig hemokromatos kannetecknas av en olampligt hég absorption av jarn
I mag-tarmslemhinnan, vilket leder till 6verdriven lagring av jarn, sarskilt i lever,
hud, bukspottkortel, hjarta, leder och testiklar.

En véalkand manifestation av vavnadsskada orsakad av jarnackumulering ar
levercirros som kan leda till hepatocellulart karcinom (Willis et al., 2000)2.
Vanligt for hemokromatos é&ar ocksa artropati, hypogonadism, skador pa
bukspottkorteln, hjartsvikt och insulinresistens (diabetes) (Edwards et al., 19803,
Pietrangelo, A., 2004*, Mc Dermott et al., 2005°, Franchini, M., 2006°).

Genetisk testning

| kliniska studier hart HFE-mutationer funnits var betydligt vanligare vid sjukdom
an vid kontrollprover (Willis et al., 2000)2.

Genanalysen hjalper oss att forsta den genetiska bakgrunden for vissa sjukdomar.
Genetisk testning pa egen hand identifierar individer som kan utveckla en sjukdom
men inte sjalva sjukdomen.

Genetiska variationer kan pavisas till exempel genom DNA-sekvensering,
hybridisering till immobiliserade nalar pad matriser eller remsor, eller mer praktiskt
med realtids-PCR. Detektion av HFE-relaterade mutationer genom en
smaltkurvsanalys med fluorescerande markta nalar har redan publicerats 1999
(Mangasser et al.1999’, Bollhalder et al. 19999%).
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3.2 Metod och analysprincip

Med hjalp av PCR-metod amplifieras tva fragment av HFE-genen samtidigt med
specifika oligonukleotida primrar. Fluorescensmarkta nalar anvands for att
identifiera  PCR-produkten och bestdmma genotypen genom att
utféra en smaltkurvsanalys.

Nalen binder till en del av det amplifierade fragmentet som spanner over
mutationsstallet. Om nalens omrade inte Overensstammer destabiliseras
hybriden. Under analysen av smaltkurvan hojs temperaturen langsamt. Nalen
dissocieras vid en specifik smalttemperatur, vilket resulterar i en minskning
| fluorescens.

Exon 4. Variant p.C282Y

Ett 284 bp langt PCR-fragment som innehaller c.845G>A (C282Y)-polymorfism
analyseras med hjalp av en LightCycler® Red 640 rod oligomer som matchar
den muterade 282Y-allelen. | analysen av smaltkurvan visar 282Y-proverna en
hogre temperatur an C282-allelen av vildtyp.

Andra varianter, t.ex. 281M eller 283P ger olika smalttemperaturer (se 7.6).

Exon 2: Varianter p.H63D och p.S65C

Ett 163 bp langt PCR-fragment som innehdller ¢.187C>G (63 H/D)- och
c.193A>T (65 S/C)-polymorfismer analyseras med hjalp av en SimpleProbe®
oligomer som matchar den muterade 63D-allelen.

F58 HEZ 965 Nalen binder till en del av det amplifierade
STGTTCETGTTCTATGATCATGAGAGTEGC:  fragmentet med borjan fran aminosyra 58 Phe
FRCIR G RC R AGATACTRGTMC TCTC MEC G . . . .

och passerar forbi mutationsstallena.
| analysen av smaltningskurvan visar 63D-proverna en hdgre temperatur an
vildtypsallelen 63H, medan 65C-proverna har den lagsta smalttemperaturen.
Andra varianter ger olika smalttemperaturer (se 7.6).

Avlasning av resultat fér genotyper baseras pa smaltningstemperaturer
jamfort med medfoljande standarder. Om det ar mojligt pa instrumentet kan
programavlasning av genotypresultaten uppnas genom automatiserad
genotypbestamning (instrumentberoende: programvarumodulen "Melt Curve
Genotyping" (Genotypbestamning med smaltkurva)).

Automatiserade genotypresultat maste granskas manuellt med avseende pa
avvikande kurvor och olika sméltpunktstemperaturer. Om den automatiserade
typbestdmningen inte rapporterar konsekventa resultat for genotypen ska
genotypen dras av fran smaltpunkterna enligt kriterierna i kapitel 7.

Se aven avsnitt 7.6 for smélttemperaturer som forvantas for andra varianter.

Kitet innehdller DNA-standardkodning for 282 C/Y-, 63 H/D- och 65 S/C-
varianter for att mojliggora jamforelse med kliniska prover.
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3.3 Prestandaegenskaper

Testet ar specifikt och gor det mojligt att pavisa HFE-genvarianter pa kodon 63,
65 och 282. Ingen kand interferens.

Analytisk specificitet

Specificiteten for malgenen och lampligheten hos PCR-amplifieringen som
anvandes i detta kit pavisades genom jamforelse med resultaten som erholls
genom direkt sekvensering av amplikonen for HFE H63D S65C och amplikonen
for HFE C282Y.

Analytisk sensitivitet

Detektion av seriespadningar av flera heterozygota humana DNA-gener har
visat att detektionsgransen for detta kit ar 250 kopior DNA (1,5 ng). Den minsta
mangd som far anvandas for testning ar 15 ng (se avsnitt 1.3.1).

Diagnostisk sensitivitet och specificitet

Totalt 120 olika genomiska DNA-prover fran personer av kaukasiskt ursprung
analyserades parallellt med sekvensering och med detta kit. Studien jamférde
resultat som erhallits med kitet med ABI 3730xI DNA-sekvenseringsdata som
erhallits av LGC Genomics GmbH, Berlin.

Studieresultat: Resultaten for bada analysmetoderna var i 100 %
Overensstammelse.

Sarskilt galler féljande:

HFE p.H63D S65C: 17 av proverna var heterozygota c.187 C/G (63 H/D) och
homozygota vildtyper ¢.193 A/A (65 S/S), 93 homozygota vildtyper 187 C/C och
193 A/A (63 H/H 65 S/S), 4 homozygota vildtyper 187 C/C (63 H/H) och
heterozygota 193 A/T (65 S/C), 6 homozygota mutationer 187 G/G (63 D/D) och
homozygot vildtyp 193 A/A (65 S/S); den dubbla homozygota
kombinationsmutationen 187 G/G och 193 T/T har aldrig observerats.

HFE p.C282Y: 118 prover var homozygota vildtyper 845 G/G (282 C/C),
2 var heterozygota 845 G/A (282 C/Y) medan inga var homozygota mutationer
845 AJ/A (282 YIY).

Sammanfattning av resultat:

93 prover homozygot "vildtyp" 63 H/MH 65S/S 282C/C
4 prover heterozygot for 65 63 H/MH 65S/C 282C/C
15 prover heterozygot for 63 63 H/D 65S/S 282C/C
6 prover homozygot mutation for 63 63 D/D 65S/S 282C/C
2 prover heterozygot for 63 och for 282 63 H/D 65S/S 282C/Y
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4. Forsiktighetsatgarder och varningar

Hanteringskrav
Foreliggande produkt &r en in vitro-diagnostisk utrustning och far darfér endast
anvandas av kvalificerad personal.

Allmanna forsiktighetsatgarder for hantering av generiskt laboratoriematerial kravs.

Laboratoriets arbetsflode maste Gverensstamma med standardpraxis. Pa grund
av risken for kontaminering maste PCR-beredning och PCR-amplifiering utforas
i fysiskt atskilda utrymmen.

Blanda inte reagenser fran olika loter.
Anvand inte reagenser efter utgangsdatumet.

Anvand den manuella versionen som medfdljer kitet (se kitets etikett).

Laboratorieprocedurer

Allt material av humant ursprung och tillhérande avfall maste behandlas som
potentiellt smittbarande. Rengdr och behandla alla arbetsytor noggrant med
desinfektionsmedel som godkants av lokala myndigheter.

At, drick eller rok inte i laboratoriets arbetsomrade.
Far ej pipetteras med munnen.

Anvand skyddshandskar, laboratorierockar och skyddsglasogon for engangsbruk
vid hantering av prover och komponenter.

Undvik mikrobiell eller nukleaskontaminering av reagenserna vid pipettering av
alikvoterna. Det ar viktigt att anvanda sterila engangsspetsar med filter.

Tvatta handerna noggrant efter hantering av proverna och komponenterna.

Provberedning
Se sakerhetsanvisningarna som medféljer bipacksedeln for produkten
(se avsnitt 6.1). for korrekt hantering och kassering

Amplifiering och detektion
Innan du anvander denna produkt bor du lasa anvandarhandboken foér
LightCycler®.

Spara en provfil for att identifiera varje position sa att provet kan identifieras pa
ratt satt.

Kontrollera LightCycler®-instrumentets installningar och se till att de matchar de
som rapporterats i foljande avsnitt “Programmering” specifikt for ditt instrument.

Vidrdr inte kapillarytan eller plattskyddet utan handskar.
Las alla bruksanvisningar och sakerhetsinstruktioner for LightCycler®-instrument.

Hantering av avfallsmaterial
Kassera oanvanda reagenser och avfall i enlighet med géllande lagar.
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5. Programmering

5.1 Fargkompensation

Fargkompensation kravs vid anvandning av LightMix® Kit HFE H63D
S65C C282Y.
Analysera data med "Color Compensation" (Fargkompensation)

(TIB Molbiol CC 530-640).

Om den inaktiveras genereras ogiltiga avlasningar av resultaten. For
LightCycler® PRO anvands fargkompensation automatiskt nar det
kitspecifika LightCycler®-analyspaketet (LCAP) anvands.

5.2 Kapillarbaserade LightCycler®-instrument

Mer information finns i anvandarhandboken for LightCycler®.

Protokollet bestar av fyra programsteg (tabell 1):

1. Denaturering av prov och aktivering av enzymet

2. Cykling PCR-amplifiering av mal-DNA

3. Smaltning Identifiering av PCR-amplifierad DNA-sekvens
4. Kylning av instrumentet

Steg: 1 2 3 4
Parameter
Analyslage Inget Kvantifieringslage Smaltkurvslage Inget
Cykler 1 45 1 1
Mal °C 95 95 60 72 95 43 75 40
:ﬁ?ﬁ?ss 00:10:00 [00:00:05 [00:00:10 |00:00:15 |00:00:20|00:00:20 |{00:00:00 | 00:00:30
Stegrings-
hastighet 20 20 20 20 20 20 0,2 20
°Cls
Sok.mal 0 0 0 0 0 0 0 0
Stegstorlek 0 0 0 0 0 0 0 0
&
Stegfordréjning 0 0 0 0 0 0 0 0
Cykler
:_nas;énllng Inget Inget | Enkelt | Inget Inget Inget Kont. Inget
Tabell 1: Programmering av kapillarbaserade instrument.
Obs!
Bibehdll standardprogramvardena under programmering: kanal = 530, max. prover = 32,

soktemperatur = 30°C och kapillarstorlek = 20 pl. Andra inte vardet for kapillarstorlek till 100 pl.
Lagra programmet och standardvardena som "RUN Template" (Kérningsmall) som kan laddas for att
starta varje korning.

Antalet cykler kan 6kas upp till 50 cykler for att 6ka signalerna i kanal 530.

Precis innan du startar kérningen ska du andra max. prover (standard = 32) till antalet prover plus
kontroller som &r inkluderade i korningen, for att forhindra att instrumentet stoppas pa grund av
saknade kapillarer.

For LightCycler 1.x-instrument med programvaruversion 3.5.3 ska det std "Temperature Transition
Rate" (Temperaturévergang) i stallet for "Ramp Rate" (Stegringshastighet).
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5.3 LightCycler® 480-instrument
Mer information hittar du i anvandarhandboken.

Detektionsformat: TIB Molbiol 530-640

Se handboken for:

LightMix® Fargkompensation med HybProbe.
Art.nr 40-0318-00, Roche SAP-nr: 05997704001

Reaktionsvolym: 20 ul

Programmering:
Protokollet bestar av fyra programsteg (tabell 2):
1. Denaturering av prov och aktivering av enzymet
2. Cykling PCR-amplifiering av mal-DNA
3. Smaltning Identifiering av PCR-amplifierad DNA-sekvens
4. Kylning av instrumentet

Steg:| 1 2 3 4
Parameter
Analyslage Inget Kvantifieringslage Smaltkurvslage Inget
Cykler 1 45 1 1
Mal °C 95 95 60 72 95 43 75 40
Iq;amling Inget Inget Enkelt Inget Inget Inget Kont. Inget
Lage
:{?::::'ss 00:10:00{00:00:05|00:00:10{00:00:15(00:00:30{00:02:00(00:00:00| 00:00:30
Stegringshastighet
°C/s 96 4.4 4,4 2,2 4,4 4,4 1,5 | 0,29 1,5
Stegringshastighet
°Cls 384 4.6 4,6 2,4 4,6 4,6 20 | 0,29 2,0
Insamlingar ) ) ) i ) i 1 i
per °C
Sek. mal
o 0 0 0 0 - - - -
Stegstorlek 0 0 0 0 ) _ ) )
§©
Stegf6rdrojning 0 0 0 0 ) ) ) )
cykler

Tabell 2: Programmering av LightCycler® 480-instrumentfamiljen

Obs!
a) Lagra programmet och standardvardena som "RUN Template" (Kérningsmall), som kan laddas
for att starta varje HFE LightCycler®-korning.
b) Se till att programmera endast 1 insamling per sekund istallet for standardvardet 3. Fler
insamlingar minskar lutningen pa smaltkurvan, 6kar experimenttiden och orsakar fel pa kitet.
c) Antalet cykler kan dkas upp till 50 cykler for att 6ka signalerna i kanal 530.
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5.4 LightCycler® PRO-instrument

LightCycler® PRO-instrument
Anvand programvaruversion 1.X.X. Mer information finns i

anvandarassistansen for LightCycler® PRO.

En matchande LightCycler®-analyspaketfil (LCAP) for LightMix® HFE 63-65-282
kan laddas ner fran navifyportal.roche.com. Kontrollera den senaste versionen
av LCAP.

Den kitspecifika korningsprofilen ar en del av LCAP och motsvarar de
korningsforhallanden som visas ovan (tabell 2).

LightCycler®-analyspaket: 1013_HFE_96
Detektionsformat: FAM (494/523)
FAM + LC RED 640 (494/636)

Spara LCAP-filen i analysmappen for SFTP- eller USB-enheten.
Importera och installera den nedladdade LCAP pa LightCycler® PRO-
instrumentet och aktivera den.

Skapa eller importera en plattinstallining pa fliken Plates (Plattor).
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6. Experimentprotokoll

Programmera instrumentet innan lésningarna bereds (se 5. Programmering och
las anvandarhandboken for mer information).

Analysens beskrivna prestanda kan endast garanteras nar den anvands med
Roche Diagnostics LightCycler®-system eller cobas z 480 Analyzer.

6.1 Provberedning

For beredning av genomiskt DNA anvand humant perifert blod (EDTA, citrat).
Det rekommenderas starkt att heparin undviks da detta
antikoaguleringsmedel kan interferera med PCR.

Utfér rening av nukleinsyra med hjalp av High Pure PCR Template
Preparation Kit eller MagNA Pure-instrumenten med de extraktionskit som
géaller for det MagNA Pure-instrument som anvands (se 2. Ytterligare enheter
och reagenser) enligt beskrivningen i respektive protokoll.

6.2 Reagensberedning

6.2.1 Beredning av parameterspecifika reagenser (PSR)

Varje PSR-ror racker till 32 reaktioner.

Snurra det forblandade PSR-provroret vid 10 000 RPM i 1 minut.
Kontrollera att pelleten ar placerad i botten.

Tillsatt 66 pl vatten av PCR-kvalitet till PSR-roret.

Inkubera i 20 sekunder vid rumstemperatur.

Vortexblanda i 10 sek.

Snurra roren for att samla upp dropparna.

» Anvand 2 pl PSR for en 20 pl PCR-reaktion.

@O‘IQO\JI\)HV

6.2.2 Beredning av standarder

> Varje standardreagensror racker till 32 reaktioner.

1 Snurra de tre provréren vid 10 000 RPM i 1 minut.

2 Kontrollera att den bla pelleten &r langst ned i roret.

3 L6s upp pelleten genom att tillsatta 160 pl vatten av PCR-
kvalitet.

4 Inkubera i 20 sekunder vid rumstemperatur.

5 Vortexblanda i 10 sek.

6 Snurra réren for att samla upp dropparna.

» Anvand 5 ul av varje standard for en 20 ul PCR-reaktion.
» Alla tre standarderna maste anvandas i varje korning. For LightCycler® PRO ar aven
kombinationen av de tre standarderna obligatorisk.
Observera: Om du 6ppnar injektionsflaskorna kan det foérorena arbetsutrymmet (aerosolen).
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6.2.3 Beredning av standarder for genotypbestadmning

LightCycler®-programvaruversion 4.05 och senare (kapillarbaserade
instrument) och programvaruversion 1.5 och senare (LightCycler®
480-instrument) och programvaruversion 1.X.X (LightCycler® PRO) kan
kalibreras med referensstandarder for att utféra en automatiserad
genotypbestamning av okanda kliniska prover

> Genotypstandarder maste genereras genom att blanda
standarderna enligt féljande:

Bered 3 rena provror och mérk dem som 5, 6 och 7

Ror 5 Blanda 5 ul av Standard 1 med 5 pul av Standard 3

Genotyp for p.C282Y och p.S65C

RoOr 6 Blanda 5 pl av Standard 1 med 5 pl av Standard 2

Genotyp for p.C282Y och p.H63D

Ror 7 Blanda 5 ul av Standard 2 med 5 pul av Standard 3

Genotyp for 65C/63D

» Anvand 5 ul av genotypstandarder (rér 5-7) for en PCR-reaktion pa 20 pl
» Alla tre genotypstandarderna maste anvandas i den forsta korningen av kitet for att kalibrera
genotypmodulen. For Light Cycler® PRO ar kombinationen av de tre genotypstandarderna
obligatorisk for varje kérning
Observera: Om du 6ppnar injektionsflaskorna kan det férorena arbetsutrymmet (aerosolen).

6.3 Beredning av reaktionsblandningen

6.3.1 Beredning av 32 LightCycler® reaktionsblandning

Vi rekommenderar att du forbereder 32 reaktioner for att férhindra forvaring
av upplosta eller aktiverade reagenser i olika volymer (6.2). Se kapitel 6.4 for
forvaring och stabilitet av upplosta komponenter. Fo6r beredning av
reaktionsblandningen for farre prover, ga till steg 6.3.2 “Reaktionsblandning
for enstaka reaktion”.

Bered reaktionsblandningen i PSR-roret (kyld):

Komponenter 3.2
reaktioner

Till PSR-roret (rott lock) 66,0 pl

Lagg till:

H,0O, PCR-kvalitet (fargldst lock) 310,2 yl

MgCl,-16sning 25 mM (blatt lock) 52,8 ul

LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe (rétt lock) 66,0 ul

/I\ Substitut for “locket for lang hals” fér PSR-roret

. med det roda locket fran FastStart
Total volym | 495,0 ul

Tabell 3: Volymer av komponenter for beredning av 32 reaktionsblandningar
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6.3.2 Beredning av den enskilda LightCycler® reaktionsblandningen
Bered reaktionsblandningen genom att multiplicera varje volym (tabell 4) med
antalet biologiska prover som ska analyseras plus fem reaktioner (NTC, tre
standarder, ett Overskott) och (valfritt) tre genotypstandarder. For
LightCycler® PRO ar alla standarder, genotypstandarder och NTC
obligatoriska for varje korning.

Forbered reaktionsblandningen i en kyld flaska:

Komponenter Enk_el
reaktion
H-O, PCR-kvallitet (fargldst lock) 9,4 pl
MgClz-16sning 25 mM (blatt lock) 1,6 pl
PSR (rott lock), se 6.2.1 2,0 ul
LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe (rott lock) 2,0 ul
Reaktionsblandningens volym | 15,0 ul

Tabell 4: Volymer av komponenter for beredning av en reaktionsblandning

Pipettera forsiktigt reaktionsblandningen uppat och nedat.
En stor andel av alla misslyckade forsok beror pa
en icke homogen reaktionsblandning!

6.3.3 Kapillar-/brunnsladdningsprocedur
Varje korning maste innehalla en NTC for att visa franvaro av kontaminering med
genomiskt DNA eller HFE-PCR-produkt och tre standarder for att identifiera
korningsspecifika  smalttemperaturer.  Tillsynsmyndigheter  eller  lokala
laboratorieregler kan krava att &ven de tre genotypstandarderna inkluderas.

Kapillar-/brunnsladdningsprocedur

> Kom ihdg att inkludera kontrollerna nar du staller in kdrningen.

Blanda forsiktigt, centrifugera ner och kontrollera att det inte finns
nagra luftbubblor i reaktionsblandningsflaskan.

2 Dispensera 15 pl per kapillar-/brunnreaktionsblandning
Obligatoriskt:

Tillsatt 5 pl H,O av PCR-kvalitet som NTC

1

i position 1 (Al).

Tillséatt 5 pl av Standard 1 i position 2 (A2).
Tillséatt 5 pl av Standard 2 i position 3 (A3).

3 Tillsatt 5 pl av Standard 3 i position 4 (A4).
Valfritt (obligatoriskt for LightCycler®PRO):
Tillsétt 5 pl av Ror 5 genotypstandard i position 5 (Ab).
Tills&tt 5 pl av Ror 6 genotypstandard i position 6 (AB).
Tillsétt 5 pl av ROr 7 genotypstandard i position 7 (A7).

4 Tillsatt 5 yl av provet i de aterstdende kapillarerna/brunnarna.

5 Stéang kapillaren/plattan och centrifugera.

/!\ Kontrollera att det inte finns nagra luftbubblor.

6 Placera rotorn/plattan i instrumentet.

7 Endast kapillarbaserade anvandare: ange antal prover.

8 Starta korningen.

9 Ange experimentnamn nar detta efterfragas.

10 Spara provdata i provfonstret.
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6.4 Forvaring och stabilitet av upplésta komponenter

Reaktionsblandning

Hela reaktionsblandningen som innehaller parameterspecifika reagenser
(PSR), LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe och MgCl, kan
forvaras i kylskap (2 °C—8 °C) i upp till 30 dagar.

Undvik langvarig ljusexponering.

Parameterspecifika reagenser (PSR)
Upplost PSR ar stabil i upp till 30 dagar vid forvaring i kylskap
(2 °C-8 °C).

Undvik langvarig ljusexponering.

Positiva kontroller och genotypstandarder
De uppldsta positiva kontrollerna och genotypstandarderna ar stabila i upp till
30 dagar vid forvaring i kylskap (2 °C-8 °C).

6.5 Laddning av kontroller och genotypstandarder

Prover i position 1 till 4 maste fyllas i varje korning enligt beskrivningen
| tabellen nedan. Prover i position 5 till 7 krdvs endast for inlarning av
genotypstandarder i den forsta kérningen av kitet.
Genotypresultaten baseras pa smalttemperaturer.
Anvandning av modulen for automatiserad
genotypbestamning som finns i programvaran LightCycler®
2.0 och LightCycler® 480 &ar valfri, men ar obligatorisk for
LightCycler®PRO.

Mer information finns i anvandarhandboken for LightCycler®.

6.5.1 Kapillarbaserade instrument

| “Samples Data — Capillary View” (Provdata — Visa kapillarer) skiver du in
provhamnet enligt beskrivningen i den andra kolumnen. Valj “Analysis Type -
Genotyping“ (Analystyp - Genotyp). Valj endast Kanal 530 och 640! | listrutan
valjer du “Sample Type” (Provtyp) och kopierar beskrivningen for “Genotyp”.

Pos. I\T ;r?]vn Kanal Ngr%In I?I'r)%/ Genotyp (aminosyror)

1 NTC 530 Mal 1 NTC
640 Mal 4 NTC

2 Standard 1 530 Mal 1 Smaéltstandard HFE 63H 65S vildtyp
640 Mal 4 Smaltstandard HFE 282Y-mutation

3 Standard 2 530 Mal 1 Smaltstandard HFE 63D-mutation
640 Mal 4 Smaltstandard HFE 282C vildtyp

4 Standard 3 530 Mal 1 Smaltstandard HFE 65C-mutation
640 Mal 4 Okand

5 Ror 5 530 Mal 1 Smaltstandard HFE 65 S/C heterozygot
640 Mal 4 Smaltstandard HFE 282 C/Y heterozygot

6 ROr 6 530 Mal 1 Smaltstandard HFE 63 H/D heterozygot
640 Mal 4 Okéand

7 Ror 7 530 Mal 1 Smaltstandard HFE 65C/63D heterozygot
640 Mal 4 Okand
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6.5.2 LightCycler® 480-instrument

valj "Melt Geno" (Smaéltgenotyp) i avsnittet "Step 1: Select Workflow"
(Steg 1: Valj arbetsflode) i fonstret “Sample Editor” (Provredigerare). Ange

beskrivningen av standarder och genotypstandarder enligt féljande:

Pos Filter- Prov Smaltgenotyp, Smaltgenotyp,
: kombination Namn provtyp genotyp
1 Fluos (465-510) NTC NTC
RED 640 (498-640) NTC NTC
2 Fluos (465-510) Standard 1 Smaltstandard HFE 63H 65S vildtyp
2 RED 640 (498-640)| Standard 1 Smaéltstandard HFE 282Y-mutation
3 Fluos (465-510) Standard 2 Smaltstandard HFE 63D-mutation
3 RED 640 (498-640)| Standard 2 Smaltstandard HFE 282C vildtyp
4 Fluos (465-510) Standard 3 Smaltstandard HFE 65C-mutation
4 RED 640 (498-640)| Standard 3 Okand
5 Fluos (465-510) Ror 5 Smaltstandard HFE 65 S/C heterozygot
5 RED 640 (498—640) Ror 5 Smaltstandard HFE 282 C/Y heterozygot
6 Fluos (465-510) Ror 6 Smaltstandard HFE 63 H/D heterozygot
6 RED 640 (498—640) Ror 6 Okéand
7 Fluos (465-510) Ror 7 Smaltstandard HFE 65C/63D heterozygot
7 RED 640 (498—640) Ror 7 Okand

Anvand kanal 498-645 i stallet for 498-640 for cobas z 480 Analyzer.

6.5.3 LightCycler® PRO-instrument

| plattinstallningarna maste matchande LCAP valjas. Smaltstandarder och
NTC maste tilldelas till tillhérande brunnsposition.

Prov-ID Provroll Kanal Genotyp/malnamn
1013_HFE_NTC NTC = ';2'(\1/'640 ot
Standard 1 Smaltstandard FAM HE3 S65/H63 S65
LC Red640 282Y/282Y
FAM 63D S65/63D S65
Standard 2 Smaltstandard T C Red6a0 =82/C282
Standard 3 Smaltstandard T ;@?640 H63 65C{ H63 65C
FAM
Standard 1+2 Smaltstandard C Red6i0 H63C§SZ 222Y565
Standard 1+3 Sméltstandard c 22?640 HE3 365{ H63 65C
Standard 2+3 Smaltstandard C ;2?640 63D 565{ H63 65C

Korningsprofilnamn: Simple Probe (Enkel nal) 530-640
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7. Dataanalys och tolkning

7.1 Kalibrering
Kalibrera enligt beskrivningen i avsnitten 6.3.3, 6.5, 7.2.2 och 7.2.3.

7.2 Kvalitetskontroll = Godkannandekriterier

For att kunna utfora en tillforlitlig genotypanalys ar det viktigt att NTC och alla
tre standarder ingar i varje korning. For LightCycler® PRO ar dessutom alla

tre genotypstandarderna obligatoriska.

ANMARKNING: Testet utfors vid en glédgningstemperatur p& 60 °C dar nalarna inte binder
val, vilket ger laga eller inga signaler i "kvantifiering". Godkannandekriterierna baseras
darfor endast pa definitionen av smaltningskurvans monster enligt beskrivningen nedan.

7.2.1 Kontroll utan mall
NTC (obligatoriskt, position 1).
Smaltkurvsanalys av NTC maste ge ett negativt resultat: inga analysspecifika
smalttoppar (se 7.2.2) far pavisas.
Om en eller flera specifika toppar rapporteras av NTC har det intraffat en
kontaminering eller ett pipetteringsfel. Sessionen ar inte giltig och
proceduren maste upprepas. Byt vatten och/eller reagenser och upprepa om
problemet kvarstar.

| detta fall — for att mojliggora automatisk genotypbestamning — ska NTC-
provet andras fran “No Template Control” (Kontroll utan mall) till “Unknown”
(Okand) (se punkt 6.5). Alternativt ska resultaten avlasas fran
smalttemperaturerna (se punkt 7.5). Ej tillampligt med LightCycler® PRO-
instrument.

7.2.2 Standarder (positiva kontroller)

Smaltkurvsanalys ska alltid visa

HFE Standard 1 (obligatoriskt, position 2).

en smaélttopp i kanal 530

en smaélttopp i kanal 640

HFE Standard 2 (obligatoriskt, position 3).

en smalttopp i kanal 530

en smaélttopp i kanal 640

HFE Standard 3 (obligatoriskt, position 4).

en smaélttopp i kanal 530

en smaélttopp i kanal 640

De medféljande standarderna efterliknar homozygota kliniska prover.
Se 7.5 Tolkning av resultaten for forvantade smalttemperaturer.
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7.2.3 Genotypstandard

Obligatoriskt vid anvandning med LightCycler® PRO. Smaltkurvsanalys ska
alltid visa:

R6r 5 Genotypstandard (valfritt, position 5).

tva smalttoppar i kanal 530

tva smalttoppar i kanal 640

R6r 6 Genotypstandard (valfritt, position 6).

tva smalttoppar i kanal 530

tva smalttoppar i kanal 640

Ror 7 Genotypstandard (valfritt, position 7).

tva smalttoppar i kanal 530

en smaélttopp i kanal 640

Genotypstandarder efterliknar heterozygota kliniska prover.

Se 7.5 Tolkning av resultaten for forvantade smalttemperaturer.

Innan du upprepar en korning bor du beakta vanliga fel. Kontrollera i synnerhet
A amplifieringsprofilen, korrigera master-mix och MgCl,-koncentration som anvants
och kom ihag att otillracklig forvaring av reagenser ocksa kan orsaka fel pa enheten.

7.2.4 Prover

Resultatet av analysen maste alltid visa en eller tva smaélttoppar for varje
kanal. Se 7.5 Tolkning av resultat forvantade smalttemperaturer.

VAN Hogst tva toppar per prov forvantas i kanal 530.

Smalttopprofilerna ska ©Overensstamma med de godké&nnandekriterier
beskrivs i detta kapitel och i 7.5 Tolkning av resultaten. Se &ven
7.5.1 Problematiska profiler och 7.6 Sallsynta varianter.

7.2.5 Onormala smaltningskurvor

En ovantad smaltkurva kan bero pa en felaktig provberedning, ett fel i
produkten eller en variant under nalens bindningsregion. Hela proceduren
maste upprepas (provberedning, amplifiering och detektion). Om en onormal
smaltkurva kvarstar maste en annan metod anvandas for att identifiera
sekvensen.

Skicka avvikande smaltprover till TIB Molbiol GmbH, Berlin-laboratorierna for
produktforbattring och 6vervakning efter forsaljning. Kontakta service@tib-
molbiol.de innan du skickar. Exempel pa kanda varianter anges i punkt
7.7. Séllsynta varianter.
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7.3 Spara externa genotypstandarder

(Galler inte LC1.x-programvaruversioner under 4.0, LightCycler® 96 och LightCycler® PRO-
instrument).

Om prover fran 1 till 7 efter genotypanalysen uppfyller
godka&nnandekriterierna (se 7.3 Kvalitetskontroll — Godkannandekriterier),
spara genotypstandarderna enligt féljande och anvand extern standard i alla
efterféljande korningar.

7.3.1 Kapillarbaserade instrument

| fonstret “Melting Curve Analysis — Genotyping® (Smaltkurvsanalys -
Genotyp) 6ppnar du menyn “Standard (Int)” (Standard (intern)) och valjer
“Save standards as External” (Spara standarder som externa).

7.3.2 LightCycler® 480 -instrument

| fonstret "Melt Curve Genotyping Analysis" (Genotypanalys av smaltkurva)
Ooppnar du menyn “Standards (In-Run)” (Standard (inom korning)) och valjer
“‘Save as ext” (Spara som extern).

7.3.3 LightCycler® PRO -instrument
Genotypstandarder ska anvandas i varje korning.
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7.4 Lasa av resultaten

Utfor dataanalys enligt beskrivningen i instrumentets anvandarhandbocker.
7.4.1 Smaltanalys: kapillarbaserade instrument

Smaltkurvans toppar (fig. 1 och 2) visar homozygota genotyper.

/N Aktivera fargkompensationen for att undvika felaktiga resultat.

Visa HFE H63D S65C C282Y-data for smaltning enligt foljande:

LC 2.0-instrument (eller LC1.x med programvaruversion 4.1):

Visa smaltdata fér HFE H63D S65C i kanal 530 (fig. 1) och C282Y i kanal 640 (fig. 2). Analystyp
“Melting Curve Analysis — Genotyping“ (Smaltkurvsanalys — Genotyp).

Kanal 530
NTC (bla linje, position 1)

Melting Peaks

0403

o3 65C H63 S65 °H63 maste uppvisa en plan linje (ingen
: 52°C 57°C N
i smalttopp). N
Standard 1 Positiv kontroll
- (svart linje, position 2)
5 0w uppvisar en smalttopp vid 57 °C.
§ om Standard 2 Positiv kontroll

(gron linje, position 3)
o uppvisar en smalttopp vid 65 °C.

A Standard 3 Positiv kontroll
o= (rod linje, position 4)
0043 e uppvisar en smalttopp vid 52 °C.

0,003
Standard 3 Standard 1

0.163

~(dIdT) Flu

5 50 s 6 65 70 Figur 1. Provdata HFE H63D S65C.
Melting Peaks Kanal 640
0,637 NTC (bla linje, position 1)
0577 maste uppvisa en plan linje (ingen
0517] smalttopp).
S 0457| c282 282Y Standard 1 Positiv kontroll
go,sgv- 56°C 62°C (svart linje, position 2)
3 0,337] uppvisar en smalttopp vid 62 °C.
§ 0.277] Standard 2 Positiv kontroll
go,zw- (gron linje, position 3)
3 0.157] uppvisar en smalttopp vid 56 °C.
T 0097] Standard 3 Positiv kontroll
0,097 Standard 1
- Standard 3 (réd linje, position 4)
I uppvisar en smalttopp vid 56 °C.
45 50 55 60 65 70 " Figur 2: Provdata HFE C282Y.

Temperature (°C)

Observera: Vardena for sméalttemperaturerna kan variera +2,5 °C mellan olika experiment.

AT mellan smalttopparna for heterozygota genotyper kan variera +1,5 °C.

Vid variation, se anvisningarna: 7.3.5 Onormala smaéltningskurvor och 7.7.3 Sallsynta varianter.
Vid laga signaler i kanal 530 kan antalet cykler dkas upp till 50 cykler.

Vid fel i modulen for automatisk genotypbestamning (poang <0,6 eller res <0,4) ska du
byta till manuell avlasning (Tm Calling) och jamféra med tabell 5.1 och 5.2 (7.5 Tolkning
av resultaten).
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7.4.2 Smaltanalys: LightCycler® 480-instrument
Smaltkurvans toppar (fig. 3 och 4) visar homozygota genotyper.
VAN Aktivera fargkompensationen for att undvika felaktiga resultat.

Visa data for smaltning enligt féljande:

Vid anvandning i LightCycler® 480-instrumentet, visa HFE H63D S65C-smaltdata i kanal 483-533 och
HFE C282Y i kanal 483640, laget “Melt Curve Genotyping” (Genotypbestamning med smaltkurva).
Vid anvandning i LightCycler® 480 ll-instrumentet, visa HFE H63D S65C-smaltdata i kanal
465-510 (figur 3) och HFE C282Y i kanal 498-640 (figur 4), laget “Melt Curve Genotyping”
(Genotypbestamning med smaltkurva).

Vid anvandning i cobas z 480 Analyzer ska du visa HFE H63D S65C-smaéltdata i kanal
465-510 och HFE C282Y i kanal 498-645. Analystyp, laget “Melt Curve Genotyping”
(Genotypbestamning med smaltkurva).

Kanal 465-510

Melting Peaks NTC (bl4 linje, position 1)
::Z 65C H63 S65 H63 ;nnigfgoté%p))wsa en plan linje (ingen
2936| 52°C 57°C Standard 1 Positiv kontroll
2,636| (svart linje, position 2)
2,336| uppvisar en sméalttopp vid 57 °C.

Standard 2 Positiv kontroll
(gron linje, position 3)
uppvisar en smalttopp vid 65 °C.

ed
=
(=]
&

ence (465-510)

a 1,736]
5

E:::Z Standard 3 Positiv kontroll
i (rod linje, position 4)
Z::: uppvisar en smalttopp vid 52 °C.
" T Figur 3: Smaltprovdata for
Standard 3" Standard 1 HFE H63D S65C.
* % % Temneratu?eu('()) e o
Melting Peaks Kanal 498-640
| NTC (bla linje, position 1)
0.477
0.427] 0530?:2 26§4"?CY maste uppvisa en plan linje (ingen

0577} smalttopp).

0.327] Standard 1 Positiv kontroll

02771 (svart linje, position 2)

0,227 uppvisar en smalttopp vid 62 °C.

Standard 2 Positiv kontroll

(gron linje, position 3)

0,077 gﬁ)pvidsardeg ;méi_ltt_toEp \:id”56 °C.
andar ositiv kontro

0,027{ S '

s e B Standard 1 (réd linje, position 4)

' uppvisar en smalttopp vid 56 °C.

0177
0127 Standard 3

-(didT) Fluorescence (498-640)

0,073

: : : : , , Figur 4: Smaltprovdata for
45 50 55 B0 65 70 75 HEE C282Y.

Temperature {°C)

Observera: Véardena for smalttemperaturerna kan variera £2,5 °C mellan olika experiment.

AT mellan smalttopparna for heterozygota genotyper kan variera +1,5 °C.

Vid variation, se anvisningarna: 7.6 Sallsynta varianter.

Vid laga signaler i kanal 530 kan antalet cykler kas upp till 50 cykler.
Vid fel i modulen for automatisk genotypbestadmning (poang < 0,6 eller res <
0,4) ska du byta till manuell identifiering av smaltningskurva (Tm Calling) och
jamfora resultaten med tabell 5.1 och 5.2 (7.5 Tolkning av resultaten).
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7.4.3 Smaltanalys: LightCycler® PRO-instrument

Utfor dataanalys enligt beskrivningen i anvandarassistansen for LightCycler®
PRO System. Granska och godkann resultaten pa fliken Target Results
(Malresultat). Det ar nodvandigt att godkanna resultaten av standarder,
genotypstandarder och NTC innan resultaten av okanda prover godkanns.
Det ar mojligt att skriva Over resultat, overskrivna resultat kommer att

flaggas.

Godkanda resultat kan slappas pa flken Sample Results

(Provresultat). Vid laga signaler i kanalen FAM kan antalet cykler inte 6kas.

7.5. Tolkning av resultaten

1) Borja lasa av resultaten i kanal 640 och identifiera alla hogriskindivider

med den homozygota 282 Y/Y-mutationen (enstaka hogsmaltande topp) [1].
Obs! Homozygota 282Y/Y-prover maste vara 63 His vildtyp (se kanal 530).

2) | kanal 640, valj alla individer med heterozygot 282 H/Y och analysera dem
i kanal 530 for att identifiera 63 H/D individer som har en 1ag risk [2].
Rapportera aterstaende heterozygot 282 H/Y som antingen ar 63 H/H och
65 S/S eller 65S/C som "no risk" (ingen risk, allman populationsrisk) [3,4].
Obs! Prover med heterozygot 282 H/Y kan inte vara 63 D/D eller 65 C/C eller 63 D/65 C.

3) Las kanal 530 for att valja alla individer med en enda hég smalttopp som

ar homozygot 63 D/D (lindrig form) [5]
Obs! Homozygota 63 D/D-prover ar vanligen vildtyper i kanal 640. Se ref. 11.

Kanal 530 Kanal 640 Vanligt namn Sjukdom
63H | 63H | 63D .
csc | g5s | e85 | C282 282Y HFE-genotyp risk
Melting Peaks Melting Peaks
o o 282Y homozygot
i 3 [l
H63 S65 | H63 S65 Hog risk
Temperature (“°C) Temperature [*C) 282Y | 282Y
- 57 - - 62
Melting Peaks Melting Peaks | H63D heterozygot
= = C282Y heterozygot
on —/\/\_ < Sammansatt [2]
LN - heterozygot L&g risk
Temperature (°C) Temperature (°C) H63 S65 | 63D S65
- 57 | 65 56 62 C282 | 282Y
Melting Peaks Melting Peaks | S65C heterozygot
o - C282Y heterozygot 3]
™ [ v /\/L Sammansatt Formodad
heterozygot 6kad risk
Temperature [°C) Temperature [°C) H63 S65 | H63 65C (omtvistad)
52 57 . 56 62 C282 | 282Y
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Melting Peaks

Melting Peaks

o o C282Y heterozygot [4]
o 3 /\/L Allman
H63 S65 | H63 S65 populations-
Temperature [°C) Temperature [°C) C282 | 282Y risk
- 57 - 56 62
Melting Peaks Melting Peaks
o o 63D homozygot
Hh by, [5]
63D S65 | 63D S65 Lindrig form
Temperature (*C) Temperature [*C) C282 | C282
- | - 165] 56 | -
ATm 5 °C|ATm 8 °C ATm 6 °C Tabell 5.1: HFE 282 och sjukdomsriskvarianter
ATm 13 °C Se aven 7.3.4 och 7.3.5

4) Rapportera status for alla aterstaende 282 C/C-patienter (vildtyp) for
deras smaltprofilkanal 530 som "no risk" (ingen risk, allman
populationsrisk) [6—10].

Anmarkning: 65 S/C heterozygot far endast ha en axel istéllet fér en separerad topp
vid temperaturen under 63 H. Formen pa kurvorna for alla varianter ar signifikant vid
o6gonundersodkning eftersom den kan kallas fel av instrumentets mjukvara, oavsett om
"Genotyping"-modulen eller "Tm Calling"-programmet anvands.

Observera: Vardena for smaélttemperaturerna (Tm) kan variera 2.5 °C mellan
kérningarna.
The AT for smélttopparna for heterozygota genotyper kan variera 1,5 °C.
Om topparna i kanal 530 ar laga, 6vervag att kora upp till 50 cykler.
Kanal 530 Kanal 640 Vanligt namn Sjukdom
63H | 63H | 63D .
65 | 655 | €282 282Y HFE-genotyp risk
Melting Peaks Melting Peaks 65C /63D
= o heterozygot [6]
oM /U\ 3 Sammansatt Allman
L heterozygot populations-
Temperature [°C) Temperature [°C) H63 65C | 63D S65 risk
- 65 56 - C282 | C282
Melting Peaks Melting Peaks
o o H63D heterozygot [7]
& —/\/\_ I Allman
H63 S65 | 63D S65 populations-
Temperature [°C) Temperature [°C) C282 | C282 risk
- 57 | 65 56 -
Melting Peaks Melting Peaks
o o 65C homozygot [8]
ok 3 Allmgn
H63 65C | H63 65C populations-
Temperature (°C) Temperature [*C) Cc282 | Cc282 risk
- - 56 -
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Melting Peaks Melting Peaks

o o S65C heterozygot [9]
m f E Allméan
H63 S65 | H63 65C populations-
Temperature [°C) Temperature [°C) C282| C282 risk
52 57 - 56 -

Melting Peaks Melting Peaks

o o Vildtyp [10]
o 3 AIImz_;m
H63 S65 | H63 S65 populations-
Temperature [“C) Temperature [°C) C282| C282 risk
- 57 - 56 -
ATm 5 °C‘ATm 8°C ATm 6 °C Tabell 5.2: C282 med vanliga 63/65-varianter
ATm 13 °C Se aven 7.3.4 och 7.3.5

7.5.1 Tolkning av problematiska profiler
| figurerna nedan visas smalttopprofiler fran kliniska prover.

Instrument: LC480 I

Melting Peaks

Kanal 465-510

NTC (ljusbla linje): kontrollen utan mall kan
visa en onormal negativ topp utan att detta
paverkar den automatiska identifieringen av
andra prover.

-(dIdT) Fluorescence (46551

45 {14} 65 60 65 70

Temporature (C) Figur 5 Smaélttoppar HFE H63D S65C.

Melting Peaks Instrument: LC2.0
Kanal 530

Formen pa kurvan kan paverkas av allelens
tillstand i den andra kanalen utan att det stor
korrekt tolkning.

De grona eller violetta och gra kurvorna
uppvisar tva toppar (57 °C och 65 °C) och
maste, trots kurvans olika form, tolkas som
heterozygota

Figur 6 Smalttoppar HFE H63D S65C.
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7.6 Séllsynta varianter

Sekvenserna som anvands i denna enhet interfererar inte med andra kanda
genvarianter. Nya varianter genererar vanligen en annan Tm-topp an WT eller
MT. For att visa analysens formaga att urskilja den korrekta genotypen
anvands syntetiska mal for att efterlikna alla varianter som rapporterats

i GeneBank (november 2023). De absoluta Tm-varden som erhallits med
syntetiska mal kan skilja sig fran de som erhallits fran biologiska prover,
medan det relativa ATm-vardet maste forbli konstant.

Detta kit ar inte avsett att identifiera andra varianter an de som anges i avsnitt
1.3 Specifikationer. En annan metod ska anvandas for att identifiera
sekvenser med onormala smalttoppar.

Melting Peaks

Temperature {°C}

o 224

% 2.0

1 13

$ 5| 65CHS3

2 14

812

2 10

S o) / $65 H63D

e -

2 0.4 =N

o2/ FB8F S65 MH63D =
45 50 55 60 65 70 75

Instrument: LC480II

Exon 2: Kanal 465-510

Den tysta mutationen ¢.8658C>T p.F58F
(rs147297176) observerades under 2012 for
en patient med en smaélttopp vid 54 °C —
vilket ar mellan S65 H63 (vildtyp) och 65C
H63.

Patienten var (.8658C>T heterozygot
(svart linje, véanster topp) kombinerad med
63D. 10

Vid tidpunkten for
registrerades inte
i dbSNP hos NCBI.

Ingen referensstandard medfoljer kitet.

observation
denna

(2013)
polymorfism

Figur 7 Smalttoppar for HFE F58F.

Melting Peaks

0,301
027 c282

0.24]
ool 283P

C282
Q283

it
gL

0.124
0.09

=
o
&2

0.03

-(didT) Fluorescence (498-640)

Instrument: LC480II

Exon 4: Kanal 498-640

Variant p.T281M (rs915273578) genererar en
Tm vid 47 °C (visas e€j), publicerad av
Biasiotto et al, 2008*2

Variant p.Q283P (rs111033563) genererar en
Tm vid 51 °C (grén), publicerad av Ka et al.
2005 °

282C 283Q/282C 283Q (vildtyp, bld) 56 °C

0282 Q2
ggg C282 283P 282C 283Q/282C 283P (rod) 56 °C/51 °C.
: : : : : : 282C 283P/282C 283P (grén) 51 °C
45 50 515 50 5is} 0 5
Temperature (*C) Inga referensstandarder medfoljer kitet.
Figur 8: Smalttoppar fér HFE Q283P.
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8. Felsbdkning

Instrument

Handelse

Kapillarbaserade instrument
Majlig orsak

LightCycler® 480 och PRO-instrument
Ldsning

Inget prov . . - .
detekterat Ingen centrifugering Kapillarcentrifug
Alla Felaktigt val av detektionskanal Stall in ratt kanal fore analys
PCR Felaktigt amplifieringsprotokoll Kontrollera instrumentprogrammet

Laga 530-signaler

HFE 63/65-fragmentet har kand
lagre PCR-effektivitet

Kor fler PCR-cykler. Upp till 50 cykler har
utvarderats/ger samma resultat

Inkonsekvent
baslinje bland olika
prover

Felaktig pipettering

Sakerstall homogenitet hos
blandningsméngden i varje prov

Icke-homogen reaktionsblandning

Pipettera reaktionsblandningen uppat och
nedat 10 x med en ren 200 pl spets fore
distribution i reaktionskarlet

Felforseglad flerbrunnsplatta

Kontrollera att flerbrunnsplattan &r
ordentligt forseglad

Baslinje
"Sagtandslik"

Bubbla i brunn

Centrifugera plattan fére kérning

Felaktig placering av kapillaren i
karusellen

Tryck in kapillaren ordentligt i karusellen

Ingen signal i
Positiv kontroll

Fel vid installning av instrumentet

Kontrollera positionsinstallningarna for
den positiva kontrollen

Felaktig PSR/MgCl.-koncentration

Upprepa analysen

Positiv kontroll eller
standardnedbrytning

Anvand en ny alikvot av positiv kontroll eller
standard

Positiv signal i No
Template Control
NTC

Fel vid installning av instrumentet

Kontrollera positionsinstallningarna for
NTC

Dispenseringsfel

Folj arbetsbladet vid dispensering av prover
NTC, positiva kontroller och standarder

Dispenseringsfel

Byt alltid spetsar mellan prover

Dispenseringsfel

Undvik att spilla ut innehallet i provroret

Kontaminering av vatten av PCR-
kvalitet.

Anvand en ny alikvot av vatten av PCR-
kvalitet

Kontaminering av
reaktionsblandningen

Anvand nya alikvoter av reagenser for att
bereda reaktionsblandningen

Kontaminering av
extraktions-/beredningsomrade for
amplifieringsreaktioner

Rengor ytor och instrument med
vattenbaserade rengéringsmedel, tvatta
labbrockar och ersétt provror och spetsar
som anvants

Kontaminering av
extraktions-/beredningsomrade for
amplifieringsreaktioner

Tillsatt LightCycler® Uracil-DNA
Glycosylase (art.nr 03 539 806 001)
till reaktionsblandningen enligt
anvisningarna

Lag DNA-méangd

Kontrollera DNA-koncentration

Ingen signal i Spad provet och upprepa PCR, eller
prover Provhamning upprepa extraktion och PCR, eller
lagg till positiv kontroll och upprepa
Med Tm-toppar som
Overensstammer Tilldela resultat manuellt i enlighet med
med positiv kontroll: positiv kontroll
Felaktig reagenskoncentration
Smaéltkurva Med Tm-toppar som inte
utanfor det Overensstammer N
forvantade med positiv kontroll: Upprepa analysen och spad DNA 1:3

temperaturintervallet

Mojlig extraktionshammare

Med Tm-toppar som inte
overensstammer

med positiv kontroll:
Mojlig annan mutation

Upprepa analysen genom sekvensering
och rapportera ovantad variant till
service@tib-molbiol.de
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Meddelande till kbparen — Patent och varumarken

LightMix® Kit HFE séljs med licens fran Roche Diagnostics. Kdpet av den foreliggande
produkten ger ratt att anvanda den for att utféra amplifiering och detektion av
nukleinsyrasekvenser for in vitro-diagnostiskt andamal pa prover av humant ursprung.
Ingen annan typ av licens dverfors férutom réatten att anvanda den foreliggande produkten
som harror fran dess inkdp.

Utbver de uttryckligen angivna licenserna ger TIB MOLBIOL ingen garanti for att detta kit
och/eller dess anvandning inte inkréktar pa tredje parts rattigheter.

LightCycler®, MagNA Pure® och High Pure® ar varumarken som ags av Roche.

ABI 3730xlI Genetic Analyzer and Sequencing Analysis &r produkter registrerade av
Applera.

LightMix® ar ett varumarke som &gs av TIB MOLBIOL.

SimpleProbe® och LightMix® kit tillverkas under licens fran Roche.

Versionshistorik
Anteckningar i rott markerar att laboratorieprocedurerna maste andras

Anteckningar i blatt markerar forbattringar av eller andringar
| sammanséattningen
V160626 Forvaring (1.1, 1.4). Andringar i utgavan 26-06-2016
Andringar i utgdvan. rs915273578 (=T281M) angiven (1.3);
Missvisande formulering korrigerad (7.3.1); uppdatering av ’ry
V170303 figurmarkning (7.5.1 och 7.5.2). Forvaringsanvisningar fortydligade 11-10-2017
(1.1,1.4,6.4)
Lade till LightCycler® PRO och MagNa Pure24. LightCycler® Nano och e
V241024 FastStart DNA Master HybProbe togs bort. Andringar i utgévan 24-10-2024
Tillverkat av:

TIB MOLBIOL Syntheselabor GmbH
Eresburgstrasse 22-23

12103 Berlin, Tyskland
www.tib-molbiol.de

IVD
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