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1. Informace o produktu
1.1. Obsah: LightMix® Kit MTHFR A1298C

Susené predmichané reagencie PCR:

/I\ | Skladujte pfi teploté 4 °C az 25 °C a chrainite pied svétlem.

Barva Etike Celkem
vicka ta reakci

Obsah popisu

Reagencie pro specifické parametry

(PSR) 64
1 x éervené PSR | obsahujici predmichané a susené primery a ’
sondy pro 64 reakci. zelenomodré pelety

<73 % syntetickych oligonukleotidt susene

227 % pufru

SusSené standardy (kontrolni DNA)

/\ | Skladujte pfi teploté 4 °C az 25 °C a chrainite pied svétlem.
Barva Etike Celkem

Obsah popisu

vicka ta reakci
x| Zuws | WT | Pealinincemogeiionca |,
x| Zuts | WT | CoroypzminisndadNG I ey
x| Zuta | MT | Genoypizanistandard Mutan ot iy

1.2. Zamyslené pouziti

Tato sada umoziuje detekovat jednonukleotidovy polymorfismus (SNP) rs1801131
pro methylentetrahydrofolat reduktazu (MTHFR, OMIM: 607093) A1298C v
genomické lidské DNA z extraktu nukleovych Kkyselin  ziskaného
z periferni krve.

Mutace MTHFR mohou pfispivat ke zvySenému homocysteinu v plazmé, coz
predstavuje rizikovy faktor pro arteriosklerotickou vaskularni chorobu a hlubokou
Zilni trombdzu, ale také pro defekty neuralni trubice a nevysvétlené opakované
potraty v raném stadiu téhotenstvi.

Polymorfismus v genu MTHFR A1298C koduje variantu enzymu se sniZenou
aktivitou.

VétSina publikaci bere v uvahu jako rizikovy faktor pouze kombinované
heterozygotni slozeni s kombinaci alel A1298C a C677T.

Pacienti, ktefi jsou 1298 C/C homozygotni nebo A/C heterozygotni, musi byt
analyzovani také s ohledem na polymorfismus MTHFR C677T, napfiklad s pouZzitim
sady LightMix® 40-0129-64 (SAP €. Roche: 06896367001).
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Tento produkt je indikovan jako pomucka pro Iékafe pfi analyzach genetického
pozadi vykazujiciho zvySené urovné homocysteinu nebo nachylnost k trombdze. To
pak spole¢né s vysledky z testovani MTHFR C677T pomuze lékafum analyzovat
mozné pfiCiny, které mohou pfispivat ke spontannimu potratu (SA) tkani plodu,
zejména v raném stadiu téhotenstvi, ale také deficience neuralni trubice.

Tento test Ize provadét spolecné s fenotypovym testem urovni homocysteinu, nebo
po ném.

Sada neni zamyslena jako jediny zaklad pro terapeutické rozhodnuti. Stav mutace
u pacienta je tfeba posuzovat spole¢né s dalSimi faktory nemoci.

Poznamka: Fungovani testu Ize garantovat jen pfi pouZziti s pfistroji LightCycler®
(podrobnosti viz 1.3.2).

1.3. Specifikace

Sada LightMix® MTHFR A1298C je diagnosticky test in vitro, ktery umozriuje
detekovat jednonukleotidovy polymorfismus (SNP) MTHFR A1298C na zakladé
demonstrace pomoci referenénich vzorkd.

1.3.1. Klinické vzorky

Test vyZaduje 2 yl purifikované genomické DNA ve vodném roztoku, odebrané z
klinického vzorku a obsahujici od 5 do 100 ng/pul genomické DNA
(celkové mnozstvi 10 ng — 200 ng), podle ureni pomoci UV spektrofotometrie
(1 OD = 50 ug DNA/mI).
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1.3.2.

Pristroje, software a produktivita

Jedna sada obsahuje reagencie pro 64 reakci provedenych v reakCnim objemu

10 pl.

Kazda série musi obsahovat jeden standard a jednu negativni kontrolu.
U LightCycler® PRO je nutné pouzit pro kazdou sérii vSechny tfi standardy a jednu
negativni kontrolu.

V nasledujici tabulce jsou shrnuty nékteré vlastnosti sady:

o Softwaro| 5\~ | Max. podet | Maximalni | Minimalni
Pristroj va o - .
Roche PCR : chodu vzorku produktivita | produktivita

Verze | (cca) na sérii @ sady ©) sady ¢
(nebo vys$S§i)
LC 1.2 4100 60 min | 30 + 2 kontroly 58 20
LC1.5 4.10M 60 min | 30 + 2 kontroly 58 20
LC 2.0 4.05 60 min | 30 + 2 kontroly 58 20
LC480 (96 jamek) 1.5 100 min | 94 + 2 kontroly 60 20
. 3820) + 2
LC480 (384 jamek) 1.5 100 min 60 20
kontroly
®)
2480 (otevieny kand) 1.5 100 min A+ 2 60 20
kontroly
®)
LC96 1.6 100 min A+ 2 60 20
kontroly
)
LC PRO 1.XX 70 min 92+ 4 60 12
kontroly

1

1.4.

Provedeni testu s pfistroji LightCycler® 1.2 nebo 1.5 se softwarovou verzi 3.5 dava srovnatelné
vysledky. Pokyny pro programovani, analyzu dat a interpretaci vysledk( nejsou v tomto navodu
uvedeny. Pokud je to mozné, prejdéte na verzi 4.10 nebo vys$si. Software LightCycler® 3.5.3
neobsahuje automaticky genotypizacni modul; ekvivalentni vysledky muaze ziskat vySkoleny personal,
ktery analyzuje kazdy vzorek ru¢né.

Kazda série musi zahrnovat jednu heterozygotni kontrolu a jednu netemplatovou kontrolu (NTC) pro
celkem 2 kontrolni reakce.

Prvni série sady vyZzaduje zahrnuti 4 kontrol pro zau€eni genotypizaéniho modulu (ne LC96).

Tim se Umérné snizi maximalni pocet vzorka, které Ize zpracovat.

V zavislosti na mistnich pfedpisech mohou byt vS8echny 4 genotypizaéni kontroly zahrnuty v kazdé
sérii, ¢imz se snizi celkovy poCet vzorku pacienta, které |ze analyzovat.

Vypocty jsou provedeny s pouzitim jednoho jednotlivého klinického vzorku analyzovaného v kazdé
Sérii.

Je tedy nutné pouzit vice nez jednu sadu.

Kazda seérie musi zahrnovat jednu heterozygotni kontrolu (HT), oba genotypizaéni standardy (WT a
MT) a jednu netemplatovou kontrolu (NTC).

Skladovani a stabilita

Reagencie a kontroly

SuSené reagencie (PSR a standardy) skladujte chranéné pfed svétlem a pfi
pokojové teploté nebo v chladu (4 °C — 25 °C).

Nezmrazujte tyto suSené reagencie. Datum exspirace je vytiSténo na etiketé sady.

Preprava

Sada LightMix® MTHFR A1298C_CZ Strana 5z 30

Verze V240326



Produkty se pFepravuji pfi teploté okolniho prostfedi. Stabilita reagencii béhem
prepravy byla testovana v prepravnich podminkach.
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2. Pozadovana zafrizeni a reagencie
2.1. Pristroje LightCycler®

Pristroj LightCycler® 2.0

Softwarova verze LightCycler® 4.05 nebo
Softwarova verze LightCycler® 4.10 nebo vyssi
Kapilary LightCycler® (20 ul)

Nebo

Pfistroje LightCycler® 480

Pristroj LightCycler® 480 (model 1)

Pristroj LightCycler® 480 I

Analyzator cobas® z 480

Softwarova verze LightCycler® 1.5 nebo vyssi
Desti¢ka s 96 jamkami LightCycler® 480 bila nebo
Desticka s 384 jamkami LightCycler® 480 bila

Nebo

Pristroje LightCycler® 96

Pristroj LightCycler® 96

Softwarova verze LightCycler® 1.0 nebo vyssi
Desti¢ka s 96 jamkami LightCycler® 480 bila
Stripy s 8 zkumavkami LightCycler® (bilé)

Nebo

Pfistroje LightCycler® 1.x
Pristroje LightCycler®1.2a 1.5
Softwarova verze LightCycler® 4.10
Kapilary LightCycler® (20 ul)

Nebo

P¥istroje LightCycler® PRO
Pristroj LightCycler® PRO
Softwarova verze LightCycler® 1.X.X

Volitelné:

2.2. Pristroje:

Karuselova centrifuga LC 2.0 (230 V)
Vickovaci nastroj

2.3. Priprava vzorku

Ru¢ni priprava vzorku:

Sada na pfipravu vysoce Cistého PCR templatu
Voda jakosti PCR, neobsahujici nukleazu
Ethanol p.a.

Isopropanol p.a.

Automaticka priprava vzorku:
Pristroj MagNA Pure
Sada pro izolaci DNA MagNA Pure LC |

Pristroj MagNA Pure 2.0
Sada pro izolaci DNA MagNA Pure LC |

Pristroj MagNA Pure Compact
Sada pro izolaci nukleovych kyselin MagNA Pure Compact |

Pristroj MagNA Pure 96
Sada pro malé objemy DNA a virové NA MagNA Pure 96

Pristroj MagNA Pure 24
Sada pro izolaci celkové NA MagNA Pure 24

24. Reagencie

LightCycler FastStart DNA Master HybProbe

Roche Diagnostics
Jiz se nedodava

Jiz se nedodava

Kat. ¢. 04 898 915 001
JiZz se nedodava

Roche Diagnostics
Jiz se nedodava

Kat. €. 05 015 278 001
Kat. €. 05 200 881 001
Kat. €. 04 994 884 001
Kat. €. 04 729 692 001
Kat. €. 04 729 749 001

Roche Diagnostics

Kat. €. 05 815 916 001
Dodava se s pristrojem
Kat. €. 04 729 692 001
Kat. €. 06 612 601 001

Roche Diagnostics
JiZz se nedodava

Kat. ¢. 04 898 915 001
JiZz se nedodava

Roche Diagnostics
Kat. €. 09 541 713 001
Dodava se s pristrojem

Roche Diagnostics
Kat. ¢. 03 709 582 001
Kat. ¢. 03 357 317 001

Roche Diagnostics
Kat. €. 11 796 828 001
jakykoli dodavatel
jakykoli dodavatel
jakykoli dodavatel

Roche Diagnostics
JiZz se nedodava
Kat. ¢. 03 003 990 001

Kat.
Kat.

Kat.
Kat.

Kat.
Kat.

Kat.
Kat.

. Jiz se nedodava
. 03 003 990 001

. Jiz se nedodava
. 03 730 964 001

. 06 541 089 001
. 06 543 588 001

.07 290 519 001
. 07 658 036 001

OO OO O O

¢ Ox¢

Roche Diagnostics
Kat. €. 12 239 272 001

Sada LightMix® MTHFR A1298C_CZ Strana 7 z 30

Verze V240326



3.Zakladni informace

3.1. Zdravotnické zaklady

Deficience methylentetrahydrofolat reduktazy je Casta vrozena vada v metabolismu
folatu. Spektrum fenotypu saha od zavaznych neurologickych poruch a pfred€asného
umrti po asymptomatické dospélé jedince.

V genu MTHFR bylo identifikovano nékolik polymorfismu, mezi nimiz jsou MTHFR
C677T a MTHFR A1298C dva nejbéznéjsi.

Existuje domnénka, ze kombinovani heterozygotni jedinci s kombinaci alel MTHFR
A1298C a C677T jsou vystaveni také vySSimu riziku projevl nékolika nemoci.

Nomenklatura HGVS pro A1298C je c.1286A>C (pozice v kddovani DNA)
a p.Q429A (pozice v proteinu).

Onemocnéni véncitych tepen

V klinické pfipadové kontrolni studii bylo zjiSténo, ze alela A1298C je vyrazné
spojena s Casnym vypuknutim onemocnéni véncitych tepen (CAD) (Szczeklik A. et
al., 2001)".

Defekty neuralni trubice (NTD)
Existuje domnénka, ze ve spojeni s nizkym stavem folatu souvisi polymorfismus

A1298C se zvySenym rizikem defektl neuralni trubice (Van der Put, NMJ, et
al.,1998)2.

Spontanni potraty
Klinické studie ukazuji, Ze polymorfismus MTHFR A1298C pfedstavuje rizikovy
faktor pro opakovany potrat v raném stadiu téhotenstvi (Zetterberg, H. et al., 2002)3.

Frekvence alely MTHFR 1298 C u bilych jedincu je v rozsahu 3540 % (dbSNP at
NCBI).
www.ncbi.nim.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=1801131

3.2. Metodologie a princip testu

S pouzitim metodologie PCR je fragment 269 bp genu MTHFR amplifikovan se
specifickymi primery. Fragment PCR je analyzovan s pouzitim interné znaceného
oligomeru SimpleProbe®, ktery se vaze k regionu preklenujicimu misto mutace.
Béhem analyzy tavné kfivky je zvolna zvySovana teplota. Sonda vychazi pfi
specifické teploté (Tm) a zpusobuje pokles fluorescence. Jakakoli porucha pokryta
sondou destabilizuje hybrid a snizuje Tm.

V tomto produktu sleduje sonda sekvenci genotypu divokého typu a pfitomnost
mutace dava snizenou hodnotu Tm.

Cteni vysledku genotypu je zalozeno na teplotach taveni
ve srovnani s dodanymi standardy. Pokud to umoznuje software pfistroje, mize se
Cteni vysledkd genotypu provadét pomoci automatizovaného genotypizaéniho
modulu (v zavislosti na pfistroji: softwarovy modul ,Melt Curve Genotyping‘) nebo
pomoci specifické sady analytického balicku LightCycler® (LCAP) pro pfistroj
LightCycler® PRO.
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Vysledky automatizované genotypizace je tfeba ruCné revidovat s ohledem na
odliSné kfivky a mezilehlé teploty bodu taveni. V pfipadé, Ze automatizovana
typizace neni schopna poskytnout konzistentni vysledky genotypu, je nutné odvodit
genotyp z teplot taveni podle kritérii popsanych v kapitole 7.

3.3. Vykonové charakteristiky
Analyticka specificita
Specificita pro cilovy gen a vhodnost PCR amplifikace pouzité v tomto testu byly
demonstrovany sekvenovanim amplikonu.

Analyticka senzitivita
Detekce sériovych fedéni nékolika heterozygotnich lidskych genomickych DNA
zjistila, ze limit detekce této sady je 250 kopii (1,5 ng).

Diagnosticka specificita a senzitivita

Celkovy pocet 132 raznych vzorkl genomické DNA od jedincl béloSského puvodu
byl paralelné analyzovan sekvenovanim a s pouzitim této sady. Studie porovnavala
vysledky ziskané se sadou a sekvenacni data ABI 3730xI DNA ziskana spole¢nosti
LGC Genomics GmbH, Berlin.

Vysledky studie: Vysledky pro obé analytické metody byly ve 100% shodé.
Konkrétné, 56 vzorkl bylo homozygotnich divokého typu, 67 vzorkl bylo
heterozygotnich, a 9 vzorkd bylo homozygotnich mutantnich.
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4. Bezpecnostni opatreni a varovani
Pozadavky na zachazeni

Tento produkt je diagnosticky prostfedek in-vitro, a proto smi byt pouzivan jen
kvalifikovanymi pracovniky.

Jsou vyzadovana vSeobecna bezpecCnostni opatfeni pro zachazeni s generickymi
laboratornimi materialy.

Prabéh laboratornich praci musi odpovidat standardnim postupim. Vzhledem k
nebezpeli kontaminace je nutné provadét pfipravu PCR a amplifikaci PCR ve
fyzicky oddélenych prostorach.

Nemichejte reagencie z rliznych Sarzi.

Nepouzivejte reagencie po datu exspirace.
PouZzivejte verzi navodu, ktera je dodana se sadou (viz etiketa sady).

Laboratorni postupy

Vedkeré materialy lidského puvodu a souvisejici odpad musi byt povazovany za
potencialné infekéni. Dukladné odCistéte a oSetfete vSechny pracovni povrchy
dezinfekénimi prostfedky
schvalenymi mistnimi urady.

Nejezte, nepijte ani nekurte v pracovnim prostoru laboratore.
Nepipetujte usty.

Béhem manipulace se vzorky a soucastmi sady pouzivejte jednorazové ochranné
rukavice, laboratorni plast a vhodnou ochranu oci.

Zabrante mikrobialni nebo nukleazové kontaminaci reagencii b€éhem pipetovani
alikvotl. Je nezbytné pouzivat jednorazové sterilni hroty s filtrem.

Po skon€eni manipulace se vzorky a se soucastmi sad si dukladné umyjte ruce.
Priprava vzorku

Pokud jde o spravné zachazeni a likvidaci, dodrzujte bezpecnostni pokyny
uvedené v pfibalovém letaku pouzitého produktu (viz kapitola 2.3).

Amplifikace a detekce
Pfed pouzitim tohoto produktu si pfectéte navod k obsluze pfistroje LightCycler®.
UloZzte soubor vzorku s identifikaci kazdé pozice pro spravnou identifikaci vzorku.

Zkontrolujte nastaveni pfistroje LightCycler® a ujistéte se, ze se shoduji s udaiji
uvedenymi v nasledujici kapitole ,Protokol PCR* pro vas pfistroj.

Nedotykejte se povrchu kapilar nebo krytu destiCky bez rukavic.
Dodrzujte vSechny pracovni a bezpecnostni pokyny pro pfistroj LightCycler®.

Vzdy zkontrolujte nejnovéjsSi verzi LCAP. Ke stazeni na webové strance
navifyportal.roche.com.
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Zachazeni s odpadnimi materialy
NepouZité reagencie a odpadni materialy zlikvidujte podle platnych zakond.
5. Programovani

5.1. Kompenzace barev

Pfi pouziti této sady neni vyzadovana zadna kompenzace barev; Cteni dat s
aktivovanou ,kompenzaci barev' neméni odecet vysledka.

5.2. Kapilarni pristroje LightCycler®
Podrobnosti najdete v navodu k obsluze pfristroje.

Programovani
Protokol se sklada ze Ctyf krokd programu:
1. Denaturace vzorku a aktivace enzymu
2. Cyklovani — PCR amplifikace cilové DNA
3. Taveni - identifikace PCR amplifikované sekvence DNA
4. Chlazeni pristroje

Krok: 1 2 3 4
Parametr:
Anavticly | zadny Kvantifikaéni rezim Rezim tavnych kfivek Zadny
Cykly 1 45 1 1
Cil °C 95 95 60 72 95 43 75 40
Eﬁ:ﬁ?r\llirsﬂ 00:10:00 | 00:00:05 | 00:00:10 | 00:00:15 | 00:00:20 | 00:00:20 | 00:00:00 | 00:00:30
Rychlost
rampy 20 20 20 20 20 20 0.2 20
°Cls
o el 0 0 0 0 0 0 0 0
})/glikost kroku 0 0 0 0 0 0 0 0
Zpozdéni
kroku 0 0 0 0 0 0 0 0
Cykly
Akviziéni ST . .. | Jednotli| . . ST > . . . | Kontinu ST
resim Zadny Zadny vy Zadny | Zadny | Zadny alni Zadny
Tab. 1. Programovani kapilarnich pfristroju
Poznamka:

Béhem programovani zachovejte standardni hodnoty softwaru: kanal = 530, max. poc€et vzorkl =
32, hledanou teplotu = 30 °C a velikost kapilar = 20 ul. Neménte hodnotu velikosti kapilar na 100 ul.
Ulozte program a vychozi hodnoty jako Sablonu ,RUN Template‘, kterou pak mizete nacist pfi
spusténi kazdé série.

Tésné pred spusténim série zmérite max. pocet vzorkd (standardni = 32) na pocet vzorku plus
kontrol zahrnutych v sérii, abyste pfedesli zastaveni pfistroje kvuli chybé&jicim kapilaram.

U pfistroji LightCycler 1.x, které pouzivaji softwarovou verzi 3.5.3, ¢téte ,Rychlost teplotniho
prechodu‘ misto ,Rychlosti rampy‘.
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5.3. Pristroje LightCycler® 480
Podrobnosti najdete v navodu k obsluze pfistroje.

Format detekce: SimpleProbe

Poznamka: Tato sada muze pracovat v kombinaci se sadou LightMix® HFE H63D S65C C282Y
CE
(kat.  40-0340-32) podle pokynu pro format detekce a  programovani
uvedenych v navodu k sadé HFE.
Reakéni objem: 10 pl
Programovani
Protokol se sklada ze &tyf krokd programu:
1. Denaturace vzorku a aktivace enzymu
2. Cyklovani — PCR amplifikace cilové DNA
3. Taveni — identifikace PCR amplifikované sekvence DNA
4. Chlazeni pfistroje
Krok: 1 2 3 4
Parametr:
f\eni?rlztlcky Zadny Kvantifikaéni rezim Rezim tavnych kfivek Zadny
Cykly 1 45 1 1
Cil °C 95 95 60 72 95 43 75 40
Akviziéni ey 5. . . (Jednotli | 5. . >y <., . |Kontinu | 5., .
reim Zadny | Zadny vy Zadny | Zadny | Zadny alni Zadny
Eﬁﬁ‘r’;’i’g' 00:10:00 | 00:00:05 | 00:00:10 | 00:00:15 | 00:00:30 | 00:02:00 | 00:00:00 | 00:00:30
Rychlost
rampy 4.4 4.4 2.2 4.4 4.4 1.5 0.29 1.5
°Cls 96
Rychlost
rampy 4.6 4.6 24 4.6 4.6 2.0 0.29 2.0
°Cls 384
Akvizice ) ) ) ) ) ) 2 )
na °C
Sek. cil
oC 0 0 0 0 - - - -
Velikost
kroku 0 0 0 0 - - - -
°C
Zpozdéni
kroku 0 0 0 0 - - - -
Cykly
Tab. 2. Programovani pfistroju fady LightCycler® 480
Poznamka:

Ulozte program a vychozi hodnoty jako Sablonu ,RUN Template‘, kterou pak mizete nacist pfi
spusténi kazdé série.

Naprogramujte 2 akvizice za sekundu misto standardni hodnoty 5; vice akvizic zmensSuje strmost
tavné kfivky, prodluZzuje dobu experimentu a vede k nefunkénosti sady.
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5.4. Pristroje LightCycler® 96

Podrobnosti najdete v navodu k obsluze pfistroje.

Méreni
Format detekce: 470/514 FAM Vseobecné
KvantifikaCni faktor Tavny faktor Integracni doba (S) Objemy (ul)
10.00 1.20 Dynamicky 10
Programovani

Protokol se sklada ze Ctyf krokd programu:
1. Denaturace vzorku a aktivace enzymu
2. Cyklovani — PCR amplifikace cilové DNA
3. Taveni — identifikace PCR amplifikované sekvence DNA
4. Chlazeni pfistroje

Krok: 1 2 3 4
Parametr:
Cykly 1 45 1 1
Rampa °C/s 4.4 4.4 2.2 44 44 1.5 0.20 1.5
Doba trvani s 600 5 10 15 30 120 1 30
Cil °C 95 95 60 72 95 43 75 40
Pedin Stanc’iard Stanc'jard Stanc'jard

ni ni ni

Akviziéni . ., . ., Jednotli . . . ., >, . . |Kontinua . .
reFim Zadny Zadny vy Zadny Zadny Zadny Ini Zadny
Odecty/°C 5

Tab. 3. Programovani pfistroja LightCycler® 96

Poznamka:

Ulozte program a vychozi hodnoty jako ,soubor Experiment‘, ktery pak muzete nacist pfi spusténi
kazdé série.
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5.5. Pristroje LightCycler® PRO
Pouzivejte softwarovou verzi 1.X.X. Podrobnosti najdete v asistenci uzivatell

systému LightCycler® PRO.

Vhodny soubor analytického balicku LightCycler® (LCAP) pro sadu LightMix®
MTHFR A1298C si muzete stahnout na webové strance navifyportal.roche.com.
Zkontrolujte nejnovéjSi verzi LCAP.

Soucasti LCAP je profil chodu pro konkrétni sadu, ktery je ekvivalentni podminkam

chodu uvedenym vysSe.

Analyticky bali¢ek LightCycler®: 1002_ MTHFRA1298C_96

UloZte soubor LCAP ve sloZce testl na zafizeni SFTP nebo USB.

Naimportujte a nainstalujte stazeny soubor LCAP do pfistroje LightCycler® PRO a
aktivujte ho.

Vytvorte nebo naimportujte usporadani destiCky na karté DestiCky.
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6. Protokol experimentu

Pfed pfipravou roztokl naprogramujte pfistroj (viz kapitola 5. Programovani a
podrobnosti v navodu k obsluze pfristroje).

Popsané fungovani testu lze garantovat jen pfi pouziti s uvedenymi systémy Roche
Diagnostics PCR.

6.1. Priprava vzorku

Pro pfipravu genomické DNA pouzivejte lidskou periferni krev (EDTA, citrat). V
zadném pfipadé nedoporuCujeme pouzit heparinovou krev, protoze tento
antikoagulant muze interferovat s PCR.

Pomoci sady pro pfipravu templatd High Pure PCR nebo pfistroje MagNA Pure
provedte purifikaci nukleovych kyselin s pouzitim odbérové sady vhodné pro pouzity
pristroj MagNA Pure (viz kapitola 2. Pozadovana zafizeni a reagencie), jak je
popsano v prislusnych protokolech.

V uvedenych testech (viz bod 7.5. Cteni vysledktl) byla DNA ruéné odebrana z 200 pl
krve s pouzitim sady pro pfipravu templatl High Pure PCR podle pokyna vyrobce;
pro finalni eluci purifikované DNA z kolony bylo pouzito 100 pl eluéniho pufru.

6.2. Priprava reagencii

6.2.1.PFiprava LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe

Podrobnosti najdete v metodickém listu LightCycler®Fast Start DNA Master
HybProbe.

1 UdrZujte enzym LightCycler® FastStart . v chladu.
Rozmrazte reakéni smés LightCycler® FastStart 1b
zahfivanim zkumavky na 30 °C — 35 °C po dobu 3—-5 minut.
Rychle odstfedte zkumavky, abyste shromazdili kapky.
Roztok nesmi obsahovat zadné Castice.

Pridejte 60 ul 1b do nadobky .
Peclivé promichejte roztok pipetou. Nerozvitte! A
Zabrante vytvareni bublin.

Odstfedte zkumavky, abyste shromazdili kapky.

S pouZitim reagencie pfipravte reakéni smés (6.3).
Uskladnéte zbylou reagencii pfi 2 °C — 8 °C.

OO N| & b wl N
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2.2, Priprava reagencii pro specifické parametry

6.
> Dodana zkumavka PSR postacuje na 64 reakci.

1 Odstfedujte predbézné promichanou zkumavku PSR 1 minutu pfi
10 000 ot./min.

2 Zkontrolujte, jestli je peleta usazena na dné zkumavky.

3

4

5

Pridejte 66 pl vody jakosti PCR do zkumavky PSR.
Inkubujte 20 sekund pfi pokojové teploté.
Vifte 10 sekund.

6 Odstredte zkumavky, abyste shromazdili kapky.
» Pouzijte 1 pl rozpusténého PSR pro 10 pl reakce PCR.
6.2.3. Priprava pozitivni kontroly
> Zkumavka HT Positive Control postacuje na 40 reakci.
1 Odstredujte zkumavku HT 1 minutu pfi 10 000 ot./min.
2 Zkontrolujte, jestli je modra peleta usazena na dné zkumavky.
3 Rozpustte peletu pfidanim 80 ul vody jakosti PCR.
4 Inkubujte 20 sekund pfi pokojové teploté.
5 Virte 10 sekund.
6 Odstredte zkumavky, abyste shromazdili kapky.

» Pouzijte 2 pl rozpusténé pozitivni kontroly pro 10 ul reakce PCR.
» Pozitivni kontrola musi byt pouzita v kazdé sérii.
Pamatujte si: Otevieni nadobky mize zpUsobit kontaminaci pracovniho prostoru (aerosol).

6.2.4. Priprava genotypizacnich standardu
Software LightCycler® 4.05 a pozdéj$i (kapilarni pfistroje), software 1.5 a pozdéjSi (pfistroje
LightCycler®480) a software 1.X.X (LightCycler® PRO) mohou byt kalibrovany s referenénimi
standardy pro provadéni automatizované genotypizace neznamych klinickych vzorku.
> GenotypizaCni standardy WT a MT postacuji na 40 reakci.

Pokud genotypiza¢ni standardy nepouzivate, nechte je susené; pfi pouziti
sady v den exspirace nebo po ném zlikvidujte reagencie.

Odstredujte zkumavky WT a MT 1 minutu pfi 10 000 ot./min.

Zkontrolujte, jestli je modra peleta usazena na dné zkumavky.

Rozpustte peletu pfidanim 80 ul vody jakosti PCR.

Inkubuijte 20 sekund pfi pokojové teploté.

Vifte 10 sekund.

Odstredte zkumavky, abyste shromazdili kapky.

O RIWIN|I—~

» Pouzijte 2 pl genotypizacniho standardu WT a MT pro 10 pl reakce PCR.

» Oba genotypizaéni standardy musi byt pouzity v prvni sérii sady pro kalibraci
genotypizaéniho modulu. U LightCycler® PRO musi byt oba genotypizaéni standardy pouzity v
kazdé sérii.

Pamatuijte si: Otevieni nadobek muze zpUsobit kontaminaci pracovniho prostoru (aerosol).
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6.3. Priprava reak€éni smési

6.3.1. Pfiprava 64 reakénich smési LightCycler®
DoporuCujeme pfipravit 64 reakci, aby nebylo nutné skladovat rozpusténé nebo aktivované
reagencie v rliznych objemech. Pokyny pro skladovani a stabilitu nafedénych slozek najdete v
kapitole 6.4.
PFi pfipravé reakéni smési pro méné vzorku postupujte podle bodu 6.3.2 ,Reakéni smés pro
jednotlivou reakci®.
Priprava reakéni smési ve zkumavce PSR (ochlazené):

Soucasti 64
reakci
Do zkumavky PSR (€ervené vicko) jiz obsahujici 66.0 pl
Pridejte:
H20, jakost PCR (bezbarvé vicko) 343.2 ul
roztok MgCl2 25 mM (modré vicko) 52.8 ul
LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe (Cervené vicko), viz 66.0 Ll
6.2.1 ~F
Nahradte ,vi¢ko dlouhého hrdla“ zkumavky PSR A
Cervenym vickem z FastStart.
Celkovy objem 528.0 pl

Tab. 4. Objemy slozek pro pFipravu 64 reakénich smési

6.3.2. Priprava jednotlivé reakéni smési LightCycler®

Reakéni smés se pfipravuje vynasobenim kazdého objemu (tab. 6) poctem biologickych vzorkd,
které maiji byt analyzovany, plus tfi reakce (negativni kontrola, pozitivni kontrola, jedna navic)
a (volitelng) dva genotypizaéni standardy. U LightCycler® PRO jsou oba genotypizaéni
standardy, pozitivni kontrola a negativni kontrola povinné pro kazdou sérii.

Priprava reakéni smési v ochlazené zkumavce:

w4 Jednotliva

Soucasti
reakce
H20, jakost PCR (bezbarvé vicko) 5.2 ul
roztok MgClz 25 mM (modré vicko) 0.8 ul
PSR (Cervené vicko), viz 6.2.2 1.0 ul
LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe (Eervené vicko), viz 6.2.1 1.0 ul
Objem reakéni smési 8,0 ul
Tab. 5. Objemy slozek pro pripravu jednotlivé reakéni smési
Jemneé pipetujte nahoru a dolli reakéni smés.
Vysoké procento chyb experimentu je zpisobeno
nehomogenni reakéni smési!
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6.3.3. Postup plInéni kapilar / jamek

Kazda série musi zahrnovat jednu negativni kontrolu (NTC) pro demonstraci nepfitomnosti
kontaminaci genomickou DNA nebo produktem MTHFR PCR a pozitivni kontrolu pro identifikaci
specifickych teplot taveni série. Regulatorni organy, poZadavky na pfistroje nebo mistni pravidla
laboratofe mohou vyZadovat zahrnuti obou genotypizaénich standardu.

> P¥i pfipravé série nezapomente zahrnout kontroly.

1 Jemné promichejte, odstfedte a zkontrolujte nepfitomnost vzduchovych
bublinek v nadobce s reakéni smési.

2 Davkujte 8 pl reakéni smési na kapilaru / jamku.

Povinné:

Pridejte 2 pl H20 jakosti PCR jako negativni kontrolu (NTC).

Pridejte 2 pl pozitivni kontroly HT.

U LightCycler® PRO je nutné pouzit oba genotypizaéni standardy (WT,
MT).

Volitelné:

Pridejte 2 pl genotypizacniho standarduWT

Pridejte 2 pl genotypizacniho standarduMT

Pridejte 2 pl vzorku do zbyvajicich kapilar / jamek.

Zavrete kapilaru / destiCku a odstfeduijte.

Zkontrolujte, jestli nejsou pfitomné Zzadné vzduchové bublinky.

VloZte rotor / destiCku do pFistroje LightCycler®.

Pouze uzivatelé kapilar: zadejte poCet vzorkd.

Spustte sérii.

AZ dostanete pokyn, zadejte ndzev experimentu.

0 UloZte data vzorkd v okné vzorka.

2 OO N®| O |b

Pokyny pro nakladani vzork( a kalibraci genotypiza¢nich standardi najdete v kapitole 6.5.

6.4. Skladovani a stabilita rozpusténych slozek

Reakéni smés

Kompletni reakéni smés, obsahujici reagencie pro specifické parametry (PSR),
LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe a MgCl2, mGze byt uskladnéna
v chladu (2 °C — 8 °C) po dobu az 30 dnu.

Zabrante delSi expozici svétlu.

Reagencie pro specifické parametry (PSR)
Po rozpusténi skladujte PSR v chladu pfi 2 °C — 8 °C po dobu az 30 dnd.

Zabrarite delSi expozici svétlu.

LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe
Kombinovana hlavni smés FastStart DNA Master HybProbe (1a+1b) muize byt
skladovana v chladu (2 °C — 8 °C) po dobu az 30 dnd.

Pozitivni kontrola
Rozpusténa pozitivni kontrola je stabilni az 30 dnd, je-li skladovana v chladu
(2°C-8°C).

Genotypizacni standardy
Rozpusténé genotypizaéni standardy jsou stabilni az 30 dn0, jsou-li skladovany
v chladu (2 °C - 8 °C).
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6.5. Nakladani kontrol a genotypizac¢nich standardu

Vzorky popsaneé jako pozice 1 a 2 musi byt plnény v kazdé seérii; vzorky 3 a 4 jsou
nutné pro zauceni genotypizaCnich standardd jen v prvni sérii sady.
U LightCycler® PRO musi byt oba genotypizaéni standardy pouzity v kazdé sérii.
Vysledky genotypu jsou zalozeny na teplotach taveni.
Pouziti automatizovaného genotypizaéniho modulu, ktery je k
A dispozici
v softwaru LightCycler® 2.0 a LightCycler® 480, je volitelné, ale
povinné pro LightCycler® PRO.

Podrobnosti najdete v navodu k obsluze pristroje LightCycler®.

6.5.1. Kapilarni pristroje
Pod polozkou ,Data vzorkl — Zobrazeni kapilar zadejte nazev vzorku, jak je
popsano ve druhém sloupci. Zvolte ,Typ analyzy — Genotypizace®. Vyberte kanal
530 a zrusSte vybér vSech ostatnich. Z rozbalovaciho menu vyberte ,Typ vzorku® a
okopirujte popis ,Genotyp”.

Poz Nazev Kanal Na'zev Typ Genotyp
vzorku cile vzorku

1 NTC 530 Cil1 Negativni kontrola

2 HT 530 Cil 1 Tavny standard MTHFR A1298C
Heterozygotni

3 WT 530 Cil 1 Tavny standard MTHFR A1298

Divoky typ
4 MT 530 Cil 1 Tavny standard MTHFR 1298C
Mutant

6.5.2. Pristroje LightCycler® 480
V okné ,Editor vzork(“ v oddile ,Krok 1: Volba pracovniho postupu® vyberte ,Tavna
genotypizace”, kombinace filtri 465-510. Zadejte popis pozitivhi kontroly a
genotypizaénich standardu takto:

Poz Nazev Tavna genotypizace Tavna genotypizace
vzorku Typ vzorku Genotyp
1 NTC Negativni kontrola
2 HT Tavny standard MTHFR A1 298,C
Heterozygotni
3 WT Tavny standard M-B_.'FR ,A1298
ivoky typ
4 MT Tavny standard MTHFR 1298C
Mutant
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pozitivni kontroly a voliteIné genotypiza¢nich standardu.

6.5.3. Pristroje LightCycler® 96
V okné ,Editor vzorkd“ zadejte

Tabulkové zobrazeni:

podle nize uvedenych pokynd popis

Barva Pozice Nazev vzorku Typ vzorku Barvivo
A1 NTC Neznamé FAM
A2 HT Neznamé FAM
A3 WT Neznamé FAM
A4 MT Neznamé FAM

6.5.4. Pfistroje LightCycler® PRO

Pfi pfipravé desticky je nutné vybrat odpovidajici LCAP. Tavné standardy a NTC
musi byt pfifazeny k pfislusné pozici jamKky.

ez ID vzorku Role vzorku Genotyp

1 | 1002_MTHFRA1298C_NTC | Kontrola bez templatu

2 MTHFR A1298C_HT Tavny standard MTHFR A1298C
Heterozygotni

3 MTHFR A1298C_WT Tavny standard MTHFR A1298

Divoky typ
4 MTHFR A1298C_MT Tavny standard MTHFR 1298C
Mutant
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7. Analyza a interpretace dat

7.1. Limity a interference

Tento test je specificky pro MTHFR A1298C DNA.
Nejsou znamy Zadné interference.

7.2. Kalibrace

Kalibrace musi byt provedena podle pokynl uvedenych v kapitolach 6.5, 7.3.1, 7.3.2
ar7.3.3.

7.3. Kontrola kvality — kritéria prijatelnosti

Aby bylo mozné provést spolehlivou genotypizacni analyzu, je nezbytné zahrnout do
kazdé série negativni kontrolu NTC a pozitivni kontrolu HT.
U pfistroje LightCycler® PRO je nezbytné zahrnout do kazdé série kromé& NTC a

pozitivni kontroly HT také oba genotypizacni standardy WT a MT.

Poznamka: Test se provadi pfi teploté zihani 60 °C, pfi které se vzorky dobfe nevazou, coz dava
nizké nebo dokonce vubec zadné signaly v ,kvantifikaci‘. Z tohoto divodu jsou kritéria pfijatelnosti
zalozena pouze na definici charakteristik tavné kfivky, jak je popsano nize.

7.3.1. Negativni kontrola

Negativni kontrola NTC (povinna — pozice 1).
Analyza tavné kfivky negativni kontroly musi davat negativni vysledek:
nesmi byt detekovany zadné Spicky taveni specifické pro test (viz 7.6).

V pfipadé, Zze NTC hlasi jednu nebo vice specifickych Spicek (porovnejte signal s
vysledky vzorku, abyste pfedesli tomu, Ze by software zvétsil Sum pozadi na velikost
okna, coz by vypadalo jako pfitomnost Spi¢ek taveni), znamena to, Zze doslo ke
kontaminaci nebo chybé pipetovani; béh neni platny a je tfeba opakovat postup.
Pokud problém trva, vymeénte vodu a/nebo reagencie a opakujte.

Zjisténé zmény, odchylky a problémy na zafizeni hlaste s Cislem Sarze (Cisly Sarzi)

a struCnym popisem chyby svému mistnimu zastupci spole¢nosti Roche.

Je-li detekovana Spicka pfi nespecifické teploté (viz kapitoly 7.3.5 a 7.6), muze ji
software nespravné identifikovat jako pozitivni, coZz znemozni automatickou
genotypizaci.

V takovém pfipadé — abyste umoznili automatickou genotypizaci — zmeénte vzorek
NTC z ,Negativni kontroly“ na ,Neznamy“ (viz kapitola 6.5); alternativné je nutné Cist
vysledky z teplot taveni (viz kapitola 7.7). Na pristroje LightCycler® PRO se toto
nevztahuije.

7.3.2. Pozitivni kontrola DNA

Pozitivni kontrola HT (povinna — pozice 2).

Analyza tavné krivky musi vzdy ukazat dvé Spicky taveni.

HT napodobuje heterozygotni klinické vzorky.

Ocekavanou teplotu taveni najdete v kapitole 7.7 Interpretace vysledku.
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7.3.3. Genotypizacni standardy DNA
GenotypizaCni standardy jsou povinné v kazdé sérii provedené na
pFistroji LightCycler® PRO.

Genotypizacni standard WT (volitelny — pozice 3).
Analyza tavné kfivky musi vzdy ukazat jednu jednotlivou SpiCku taveni.
WT napodobuje homozygotni klinicky vzorek divokého typu.

Genotypizacni standard MT (volitelny — pozice 4).
Analyza tavné kfivky musi vzdy ukazat jednu jednotlivou Spicku taveni.
MT napodobuje homozygotni mutantni klinicky vzorek.

Ocekavanou teplotu taveni najdete v kapitole 7.7 Interpretace vysledk.
7.3.4. Vzorky

Vysledek tohoto testu musi ukazat jednu nebo dvé Spicky taveni. Q
Vice nez dveé SpiCky na vzorek se neoCekavaiji.
Profily Spicek taveni musi odpovidat Kritériim prijatelnosti

popsanym v této kapitole a v kapitole 7.7 Interpretace vysledku.

Pfed opakovanim série vezméte v uvahu bézné chyby; zkontrolujte
zejména amplifikacni profil, upravte hlavni smés a pouZzitou koncentraci
MgCl> a méjte na paméti, Ze nevhodné skladovani reagencii muze zpusobit
zavadu zafizeni.

7.3.5. Abnormalni tavné krivky

vrvs

defektem v produktu nebo variantou pod oblasti vazby sondy. Je nutné opakovat
cely postup (pfiprava vzorkd, amplifikace a detekce).
Pokud abnormalni tavna krivka trva, je tfeba pouzit pro identifikaci sekvence jinou
metodu. Pouzijte fragment PCR pro sekvenovani DNA a potvrdte sekvenci nebo
identifikujte pfipadné neznamé mutace.

S ohledem na vylepSeni produktu a pro ucCely poprodejniho dozoru zaslete
nevyhovujici tavné vzorky do laboratofi spolecnosti TIB Molbiol GmbH, Berlin. Pfed
zaslanim kontaktujte service@tib-molbiol.de. Pfiklady znamych variant jsou
znazornény v kapitole 7.8.2 Vzacné varianty.

7.4. Ulozeni externich genotypiza€nich standardu

(Nevztahuje se na softwarové verze LC1.x niZz8i nez 4.0, na LightCycler®96 a na pfistroje
LightCycler® PRO.)

Pokud po genotypizacni analyze splnuji vzorky 1 az 4 kritéria pfijatelnosti (viz
kapitola 7.3), ulozte genotypizaCni standardy nize popsanym zplsobem a pouzijte
ve vSech naslednych sériich externi standard.
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,<UloZit standardy jako externi®.

zvolte ,Ulozit jako externi”.

kvality — kritéria pfijatelnosti).

7.4.1.
V analyze tavné kfivky v okné Genotypizace oteviete menu ,Standard (Int)“ a zvolte

7.4.2.

7.4.3.

A

Cteni vysledku

Kapilarni pristroje

Pristroje LightCycler® 480
V okné genotypizacni analyzy tavné kfivky oteviete menu ,Standardy (v sérii)“ a

Pristroje LightCycler® PRO
Genotypizacni standardy musi byt pouzity v kazdé sérii.
7.5.

Spicky taveni rozli$uji mezi t&émito genotypy: heterozygotni, divoky typ a mutant.
Amplifikacni kfivky neobsahuji Zadné analytické informace (viz kapitola 7.3 Kontrola

Pouziti genotypiza¢niho modulu zahrnutého v softwaru LightCycler® 2.0 a
LightCycler® 480 je volitelné; v pripadé vypadku automatického
genotypiza¢niho modulu (skére <0,6 nebo res <0,4) prepnéte na rucni
identifikaci tavné kfivky (volani Tm) a porovnejte vysledky s tabulkou v
kapitole 7.7. Interpretace vysledku

7.5.1.

Analyza taveni: Kapilarni pristroje
Zobrazte data taveni v kanalu 530 (kanal F1 pro LC1.x, softwarova verze 3.5.3).

Melting Peaks

0,252
0,232]
0,212]

& 0,192

o«

)

- 0.172]
o
S 0,152
o
® 0,122]
S

2 01124

E 0092

35

- 0,072
0,052]
0,032

NTC Negative

W T
W T
W wur
W oz
|
W
B oz
W L5

MT

60
Temperature (°C)

Kanal 530

Negativni kontrola NTC

(svétle modra ¢ara) nesmi byt detekovany zadné
Spicky taveni specifické pro test.

Pozitivni kontrola HT (modra ¢ara) vykazuje Spicky
taveni pfi 56 °C a 62 °C jako heterozygotni vzorky
(E23, M2, and M3).

Genotypizaéni standard WT (Cervena ¢ara) vykazuje
Spicku taveni pfi 62 °C jako vzorky divokého typu
(M4, L35 a N35).

Genotypizaéni standard MT (zelena &ara) vykazuje
Spicku taveni pfi 56 °C jako mutantni vzorky (M11 a
E45).

Fig. 1 Kapilarni pristroje
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7.5.2.

Analyza taveni: Pfistroje LightCycler® 480
Zobrazte data taveni v kanalu SimpleProbe.

Melting Peaks

51274

4677
S 4227
g 3777

< 3507

@
o
S 2877
o
g 2427)
S 1977
'S
£ 1527]
5 1.077|

" 0627

NTC HNegative
HT HT
T T
MT MT
E23 HT
Hz HT
M3 HT
M4 T
L35 T
N35 WwT
Mii MT
E45 HT

0177

MT

58°C  64°C

50

50

Temperature (°C)

70

Kanal 465-510 (SimpleProbe)

Negativni kontrola NTC

(svétle modra cara) nesmi byt detekovany zadné
Spicky taveni specifické pro test.

Pozitivni kontrola HT (modra Cara) vykazuje Spicky
taveni pfi 58 °C a 64 °C jako heterozygotni vzorky
(E23, M2, and M3).

Genotypizacni standard WT (Cervena ¢ara) vykazuje
Spicku taveni pfi 64 °C jako vzorky divokého typu
(M4, L35 a N35).

Genotypizacni standard MT (zelena &ara) vykazuje
Spicku taveni pfi 58 °C jako mutantni vzorky (M11 a
E45).

Fig. 2 Pristroje LightCycler® 480

7.5.3.

Pridejte analyzu:
Zobrazte data:
Vyberte SpiCky s pouzitim: Nastroje pro znac¢kovani oblasti

Analyza taveni: PFistroje LightCycler® 96

] Volani Tm
Spicka taveni

0.008
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ure

NTC Negative

HT
WwT
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Mz
M3
H4
L35
N385
Hi1i
E45

72.00

HT
WwT
HT
HT
HT
HT
WwT
WwT
WwT
HT
HT

Kanal FAM

Negativni kontrola NTC

(svétle modra ¢ara) nesmi byt detekovany zadné
Spicky taveni specifické pro test.

Pozitivni kontrola HT (modra Cara) vykazuje Spicky
taveni pfi 56 °C a 62 °C jako heterozygotni vzorky
(E23, M2, and M3).

Genotypizaéni standard WT (Cervena ¢ara) vykazuje
Spicku taveni pfi 62 °C jako vzorky divokého typu
(M4, L35 a N35).

Genotypizacni standard MT (zelena &ara) vykazuje
Spi¢ku taveni pfi 56 °C jako mutantni vzorky (M11 a
E45).

Fig. 3 Pristroje LightCycler® 96

7.5.4.

Genotypizaéni analyza: Pfistroje LightCycler® PRO

Provedte analyzu dat podle pokyn( v asistenci uzivatelt systému LightCycler® PRO.
Revidujte a schvalte vysledky na karté Vysledky cile. Vysledky tavnych standardu
(WT, HT, MT) a NTC je tfeba schvalit pfed schvalenim vysledkd neznamych vzorkd.
Je mozné prepsat vysledky, pfepsané vysledky jsou oznaCeny. Na karté Vysledky
vzorku je mozné schvalené vysledky uvolnit.

Sada LightMix® MTHFR A1298C_CZ Strana 25 z 30

Verze V240326




7.6. Ocekavané teploty taveni
mutantni , . ,
. . heterozygotni divoky typ
Genotyp: homozygotni
MTHER 1298C/C MTHFR 1298A/C MTHFR 1298A/A
Podet picek taveni 1 2 1
Teplota taveni 56 — 58 °C a
plota 56 - 58 °C 0 62 - 64 °C
3picek 62 - 64 °C
Rozdil teplot °
mezi Spickami o 6°C -
. Hyperhomocysteinémie - )
Fenotyp Hyperho:i:cysteme pouze v kombinaci s R|Z|kc; vucl);)gcne
MTHFR 677 C/T pop

Tab. 6. Typické vysledky analyz provedenych na pfistrojich LightCycler® 480

7.7. Interpretace vysledku
MTHFR A1298C Metabolizatory
épigl?:(?(l)igeeni GenOtypy MTHFR Fenotyp
1298C A1298
Melting Peaks
= Divoky typ Riziko
o s obecns
Temperature (°C) UEetel b
- 62-64
Melting Peaks
o Heterozygotni Hyperhomocystei_némie
s v kombinaci
LN s MTHFR 677 C/T pro
MTHFR kombinované
Temperature (°C) 1298 AIC heterozygotni jedince
56-58 62-64

Melting Peaks

o Mutantni homozygotni
(1]
ol MTHFR
Temperature (°C) paiiie
56-58 -
ATm 6 °C

Tab. 7.

Hyperhomocysteinémie
(kombinace s 677T

nebyla nikdy hlasena)

Typické vysledky analyzy
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A Povolené odchylky teplot taveni

.5 °C | mezi vzorky stejného genotypu

.5 °C | AT mezi SpiCkami taveni heterozygotnich vzorki

0
1.5 °C | mezi genotypizaCnim standardem a biologickymi vzorky
1
1

.5 °C | mezi SpiCkami taveni se stejnym genotypem mezi sériemi

mezi teplotami uvedenymi v tabulce 8 a hodnotami ziskanymi pomoci
+5.0 °C | mistnich pfistroji. Tato odchylka zavisi na pfistroji: vzdy berte v Uvahu
teplotu ziskanou s pozitivni kontrolou HT zahrnutou v sérii.

7.8. Dalsi informace

7.8.1. Typicka data pro amplifikaci

Amplifikaéni kfivky neobsahuji zadné analytické informace (viz kapitola 7.3 Kontrola
kvality — kritéria pfijatelnosti).

7.8.2. Vzacné varianty

Sekvence pouzivané v tomto zafizeni neinterferuji s jinymi znamymi variantami
genu; nové varianty obvykle generuji jinou Spi¢ku Tm nez WT nebo MT. Pro
demonstraci schopnosti testu rozliSit spravny genotyp jsou pouzity syntetickeé cile,
které napodobuji vSechny varianty uvedené v GeneBank (listopad 2023).
Absolutni hodnoty Tm ziskané se syntetickymi cili se mohou liSit od hodnot
vyplyvajicich z biologickych vzorku, zatimco relativni ATm musi zastavat
konstantni.

Tato sada neni uréena k identifikaci jinych variant, nez jsou uvedeny v kapitole
1.2 Zamyslené pouziti. Pro identifikaci sekvenci prezentujicich abnormalni Spi¢ky
taveni (viz kapitoly 7.3.5 a 7.7) je tfeba pouzit jinou metodu.

Melting Peaks Melting Peaks

2 T A wWT LD T

824/ 57°C 64°C 824/  57°C
% 1] 1 4
57°C

3 £ o
61°C S 121

512
3 3
w 09 w09
_E_ 06 _E_ 06]
= =z

0.3 0.3

001 59°C 001 61°C

45 50 55 60 65 70 75 45 50 55 60 65 70 75
Temperature (°C) Temperature (°C)
Fig. 4 Data taveni vzacnych variant
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# RS Tm HGVS MAF
WT 64 °C
MT | rs1801131 57 °C | NG_013351.1:9.16685A>C | G=0,24909 (31278/125568)
1 | rs72552099 57 °C | NG_013351.1:9.16687A>C | NA
2 |rs765619217 | 59°C | NG_013351.1:9.16692C>G | C=0,00002 (2/12556)
3 | rs397507444 | 61°C | NG_013351.1:9.16697A>C | NA
4 |rs149533586 | 59 °C | NG_013351.1:9.16680T>C | G=0,00025 (32/125568)
S5 | rs763953323 | 61°C | NG _013351.1:9.16676C>T | A=0,00002 (3/125568)

MAF = menSi pocet alel (Cetnost vyskytu varianty);

NA= neni k dispozici

Experimentalné testované varianty s kédem rs (dbSNP), Spoleénost pro varianty v
lidském genomu (HGVS) nomenklatura a frekvence alel (na zakladé dat TOPMed).
Teploty (Tm) ziskané s pouzitim syntetickych cili. Hodnoty Tm z této tabulky nesmi
byt pouzity pro predikci genotypul. Pouzivejte jen informace v kapitolach 7.5 az 7.7.
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8. Odstranovani zavad

Specifické
kédy pfistroje

Kapilarni pfistroje

vrw

Pristroje LightCycler® 96, 480 a PRO

Udalost
Neni detekovan
Zadny vzorek

Mozna pricina

Zadné odstredéni

Odstredte kapilaru.

VSechny PCR
negativni

Nespravna volba detekéniho kanalu

Pfed analyzou nastavte spravny kanal.

Nespravny amplifikaéni protokol

Zkontrolujte program pfistroje.

Nekonzistentni
zakladni ¢ara mezi
rdznymi vzorky

Nespravné pipetovani

Zajistéte homogenitu mnoZstvi smési v
kazdém vzorku.

Nehomogenni reakéni smés

Pfed rozdélenim do reakéni nadoby
pipetujte reakéni smés 10 x nahoru a dolu
s Cistym 200yl hrotem.

Vicejamkova desti¢ka Spatné
utésnéna

Dbejte na to, aby vicejamkova desti¢ka
byla spravné utésnéna.

Zakladni Cara
Podobna zubdm pily

Bublinka v jamce

Pred spusténim chodu odstfedte desticku.

Nespravné umisténi kapilary v
karuselu

Pevné zatlacte kapilaru do karuselu.

Zadny signal
v pozitivni kontrole

Chyba béhem nastaveni pfistroje

Zkontrolujte nastaveni pozice pozitivni
kontroly.

Nespravna koncentrace PSR /
MgCl»

Opakuijte test.

Pozitivni kontrola nebo degradace
standardu

Pouzijte novy alikvot pozitivni kontroly
nebo standardu.

Pozitivni signal v
negativni kontrole
NTC

Chyba b&hem nastaveni pfistroje

Zkontrolujte nastaveni pozice negativni
kontroly.

PFi davkovani vzorku, negativnich kontrol,

Chyba davkovani pozitivnich kontrol a standard(i dodrzujte
pokyny v pracovnim listu.

Chyba davkovani Mezi vzorky vzdy vyméiite hroty.

Chyba davkovani Dbejte na to, aby se nevylil obsah

testovaci zkumavky se vzorkem.

Kontaminace vody jakosti PCR

Pouzijte novy alikvot vody jakosti PCR.

Kontaminace reakéni smési

PouZijte nové alikvoty reagencii pro
pfipravu reakéni smési.

Kontaminace
oblasti odbéru/pfipravy pro
amplifikacni reakce

Ocistéte povrchy a pfistroje Cisticim
prostfedkem na bazi vody, vyperte
laboratorni textilie, vyménite pouzité
testovaci zkumavky a hroty.

Kontaminace
oblasti odbéru/pfipravy pro
amplifikani reakce

Pridejte do reakéni smési LightCycler®
Uracil-DNA glykosylazu kat. €.
03 539 806 001) podle pokynu.

Zadny signal ve
vzorcich

Nizké mnozstvi DNA

Zkontrolujte koncentraci DNA.

Inhibice vzorku

Naredte vzorek a opakujte PCR, nebo
opakujte odbér a PCR, nebo
pridejte pozitivni kontrolu a opakuijte.

Tavna kfivka mimo
oCekavany rozsah
teplot

Se Spickami TM ve shodé s pozitivni
kontrolou:
Nespravna koncentrace reagencie

Ruc¢né pfifadte vysledky podle pozitivni
kontroly.

Se $pickami TM v neshodé
s pozitivni kontrolou:
MozZny inhibitor extrakce

Opakujte test s fedénim DNA 1:3.

Se §pickami TM v neshodé s
pozitivni kontrolou:
MoZna odliSna mutace

Opakujte test se sekvenovanim a
hlaSenim neoCekavanych variant.
service@tib-molbiol.de
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Upozornéni pro kupujici — patenty a ochranné znamky

Zakoupenim tohoto produktu je ziskano pravo tento produkt pouZivat k provadéni amplifikaci a detekci
sekvenci nukleovych kyselin pro ucely diagnostiky in vitro na vzorcich lidského plvodu. Kromé prava na
pouzivani tohoto produktu, odvozeného z jeho zakoupeni, neni poskytnuta licence zadného jiného druhu.
V pfipadé jinych nez vyslovné uvedenych licenci neposkytuje spole¢nost TIB MOLBIOL Zzadnou zaruku, Ze
tato sada a/nebo jeji pouziti neporusi prava tretich stran.

LightCycler®, MagNA Pure® a High Pure® jsou ochranné znamky vlastnéné spolecnosti Roche
Diagnostics.

ABI 3730xI Genetic Analyzer a Sequencing Analysis jsou produkty registrované spolecnosti Applera.
LightMix® je ochranna znamka vlastnéna spolec¢nosti TIB MOLBIOL. SimpleProbe®, hybridizaéni
sondy a sady LightMix® se vyrabéji v licenci spole¢nosti Roche.

Historie verzi

v

Cervené poznamky oznacuji udalosti, které vyzaduji zménu laboratornich postupa.
Modré poznamky oznacuji vylepseni a zmény ve slozeni.

Verze Cinnost Datum

V180404 Pvfjdéni 1,.1 Ieploty a 7.8:2 ,Reference pro hodnoty MAF, a zména 04-12-2018
pristupovych Cisel na genomicka

V190123 | 7.8.2 Aktualizace hodnot MAF a zahrnuti nového vylou€eni odpovédnosti 05-02-2019

V240326 Pridani LightCycler® PRO a MagNa Pure24 Odstranéni LightCycler® Nano a 26-03-2024

Vyrobce:

TIB MOLBIOL Syntheselabor GmbH
Eresburgstrasse 22-23

12103 Berlin, Némecko
www.tib-molbiol.de

FastStart DNA Master HybProbe Redakéni zmény
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