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uréeny k tomu, aby podavaly informace o diagnéze, prevenci nebo lé¢eni nemoci.

Koupé souprav artus PCR Kit zahrnuje limitovanou licenci pro jejich pouZiti v procesu polymerézové fetézové reakce
(PCR) v rdmci humdnni a veterindrni in vitro diagnostiky, ve spojeni s termocyklerem, jehoZ pouziti pfi
automatizovaném provedeni PCR je kryto pfedem splatnym licenénim poplatkem, ktery se odvadi bud platbou
spole¢nosti Applied Biosystems nebo koupi autorizovaného termocykleru. Technologie PCR je chrédnéna narodnimi
patentnimi pravy ekvivalentnimi k USA patentdm ¢&is. 5.219.727 a 5.322.770 a 5.210.015 a 5.176.995 a
6.040.166 a 6.197.563 a 5.994.056 a 6.171.785 a 5.487.972 a 5.804.375 a 5.407.800 a 5.310.652 «a
5.994.056; vlastnéno firmou F. Hoffmann-La Roche Lid.

© 2007 QIAGEN, viechna prava vyhrazena.



1. Obsah ... ————— 4
PRI S F- To [0 )7 T | T 4
3. Dalsi potiebné vybaveni............ccccciiiiiiiinnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn. 5
4. VsSeobecna preventivni opatieni.........cccceveererrrrnnnnnnnnnnes 5
5. Obecne Udaje.......cccccmrrrrrrrsssmmmrrrrrsssssnnmnesseesssssssmmsssseenas 6
6. PrinCip testuU....iiiiiiimieeecieeeee e 6
7. Popis Produkiu ......ceeeeeeiiiiiiiiineciirr e 7
8. ProtoKol.... e ————— 8

8.1 1201208 DNA ..o 8

8.2  PFPrava PCR ... 8

8.3  Programovani pristroje LIGhtCYCIer® ..........cvmeeoreeeeeeeeeree. 11
L= TR VA V7 ¢ ToTo [ To o =Y o | 1 14
10. ReSeni ProbleMUl.........cceeeeeeeeeeeerarrersnssnssessessessesssssssssns 19
11. SpecifiKace....cccccmeiiiiiiiireecr s 20

11.1  Analyticka SeNnzitivita .........ccueeereiiiiiiie e 20

1.2 Analytickd SPECIfiCta ...........cververececeeee e 20

11.3 Diagnosticka senzitivita a specificita ..........cccceeeiiiieiiiiiiieee 20
12. Zvlastni pokyny pro pouziti produktu.........cccccurrrnnnee 21
13. Bezpecnostni informace .........cccccccemmmrmrmrrrnreeenssssssnnnas 21
14. Kontrola kvality.........ccoommmmmeiiiiiiiimnecciisenr s 21
15. Literatura.....cceeiiiiiiiieeccier e 22
16. Vysvétleni symbolu ........cccccvcvimmmmmrrrerr s 23

artus TPMT LC PCR Kit 04/2007 3



artus® TPMT LC PCR Kit’

Pro pouZziti s pFistrojem LightCyc/er®.

1. Obsah
Oznaceni Kat. ¢is. 4622063
a obsah 24 reakci
TPMT LC Master A 2x12rxns
TPMT LC Master B 2x12rxns
m TPMT LC Mg-Sof’ 1 x 400 pl
Cervena TPMT LC Control Aw 1 x 200 pl
Cervena TPMT LC Control Av 1 x 200 ul
Cervena TPMT LC Control B 1 x 200 pl
Bila Water (PCR grade) 1 x 1000 pl
" Mg-Sol = Roztok hof¢iku

2. Skladovani

Komponenty artus TPMT LC PCR Kit se skladuji pfi -20°C a maji trvanlivost
do data uvedeného na Stitku. Zabrante opakovanému rozmrazeni a zmrazeni
(> 2 x), snizuje se tim senzitivita. Pfi nepravidelném pouzivani by proto mély
byt reagencie alikvotovany. V pripadé, ze je nutné komponenty skladovat pfi

teploté +4°C, skladujte je takto maximalné po dobu péti hodin.

" TPMT = Thiopurin S-metyltransferaza
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3. Dalsi potiebné vybaveni

e Laboratorni rukavice bez pudru

* DNA-izola¢ni souprava (viz 8.1 1zolace DNA)

* Pipety (nastavitelné)

e Sterilni pipetovaci Spicky s filtrem

* Vortex mixer

* Stolni centrifuga s rotorem pro 2 ml zkumavky

* Color Compensation Set (Roche Diagnostics, kat. €. 2 158 850) pro
vytvoreni souboru Crosstalk Color Compensation

«  LightCycler® kapilary (20 pl)

«  LightCycler® Cooling Block

*  LightCycler® ptistroj

LightCycler® Capping Tool

4. VSeobecna preventivni opatieni

UZivatel by mél dbéat na nasleduijici:

* Analyzujte vjednom PCR béhu maximalné dvanact vzork.
Paralelni analyza vice nez dvanacti vzorki muaze veést k technicky
podminénému netypickému prubéhu kfivky tani heterozygotni
varianty nt 238.

* Pouzivejte sterilni pipetovaci Spicky s filtrem.

» Skladujte, izolujte a pfidavejte pozitivni material (vzorky, kontroly,
amplifikaty) do reakce na jiném misté nez ostatni reagencie.

e VSechny komponenty pfed pocatkem testu Uplné rozmrazte pfi
pokojoveé teploté.

* Nasledné komponenty Fadné promichejte a kratce centrifugujte.

Pracujte plynule na ledu nebo v LightCycler® Cooling Blocku.
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5. Obecné udaje

Kromé vlivi jako vék, pohlavi, vyZiva a komedikace je enzymova aktivita
ovlivnéna predev8im genetickymi faktory. Je znamo, Ze pacienti, ktefi
nevykazuji Zadnou resp. jen velmi redukovanou aktivitu enzymu thiopurin S-
metyltransferazy (TPMT), maji pfi 1éEbé 6-thioguaninem, 6-mercaptopurinem
nebo azathioprinem zvysSené riziko vyskytu vaznych vedlejSich ucinkd (1 — 3,
napf. hematologicka toxicita, hepatotoxicita). Analyza genu TPMT umoziiuje
odhad geneticky podminéného rizika vaznych vedlejSich Gc&inkd. Nosici
genetické varianty genu TPMT mohou byt takio pfed zacatkem terapie

rozpoznani a popf. lé€eni alternativni metodou nebo vyrazné nizsi davkou.

Enzymaticka aktivita thiopurinu S-metyltransferazy je uréena mj. zménami
v TPMT genu. Genetické modifikace mohou napf. zpusobit vyménu
aminokyselin. Timto zménéna konformace enzymu ma vliv na aktivitu
enzymu. NejcastéjSi genetické varianty genu TPMT postihuji nukleotidy (nt)
238, 460 a 719. V literatufe jsou popsany dalsi genetické varianty, které jsou
ovSéem jen velmi vzacné popf. byly v populaci pozorovany jen jednou. Asi
10 % béloSské populace ma asi o 75 % redukovanou aktivitu TPMT, cca
0,3 % nevykazuje zadnou méfitelnou aktivitu. Srovnavaci vyzkumy genotypl a

fenotypu zjistily korelaci 0 87 % mezi genotypem a enzymatickou aktivitou.

Genotypizace muaze pomoci individudlné optimalizovat medikamentozni
terapie. Analyza genu TPMT je vhodna predevsSim pfi |éCbé nadorovych
onemocnéni pomoci thiopurinu, Ié€bé& chronickych z&nétlivych stfevnich
onemocnéni nebo po transplantaci, a mize omezit riziko a snizit naklady

nezadoucich ucinkud (delSi pobyt v nemocnici ap.).

6. Princip testu

PFi genetické diagnostice pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR) se
amplifikuji specifické oblasti lidského genomu. Detekce probihd pfi PCR
v realném €ase pomoci fluorescenénich barviv. Barviva jsou zpravidla vazana
na oligonukleotidové sondy, které se specificky vazou na PCR amplifikat.
Analyza kfivek tani bezprostfedné po PCR amplifikaci umozriuje identifikaci a
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diferenciaci genovych variant. Protoze jiz neni po PCR nutné znovu otevirat

testovaci kapilary, vyrazné se snizuje riziko kontaminace (Mackay, 2004).

7. Popis produktu

artus TPMT LC PCR Kit umoznuje jednoduché, rychlé a spolehlivé testovani
lidské DNA na pritomnost klinicky relevantnich genetickych variant v TPMT
genu. Tato analyza umoznuje odhad rizik spojenych s terapii, napf. s IéCbou

thiopurinem.

Analyza se provadi s pomoci pfistroje LightCycler® na zakladé prikazu
genetickych variant v TPMT genu. Reagencie obsahuji primery k amplifikaci
useku lidského TPMT genu a také fluorescentné znacené sondy k prukazu
genetickych variant na nukleotidovych pozicich nt 238 v exonu 5, nt 460
vexonu 7 a nt 719 vexonu 10. Dodate¢né se v oddélené reakci provadi
pozitivni kontroly A (Aw/Av) a B.

ProtoZe se test zaklada na amplifikaci lidské genomické DNA, musi byt
fluorescenéni signaly v useku kfivek tani rozpoznatelné nezavisle na
pfitomnosti alelické varianty. Absence detekovatelného signalu poukazuje na
neefektivni extrakci DNA nebo PCR inhibici. Dodate¢na interni kontrola neni

tedy pfi tomto genetickém testu zapotiebi.

Upozornéni: Signdly analyzy kfivek tani jsou rozhodujici pro vyhodnoceni
dat. Ve vétsing piipadt nelze béhem b&hu na pristroji LightCycler® za uziti
artus TPMT LC PCR Kit pozorovat kvantitativni amplifikaci. To vSak nema

zadny vliv na analyzu kfivek tani.
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8. Protokol
8.1 Izolace DNA

Diagnostické soupravy k izolaci DNA z krve nabizeji rizni vyrobci. V zavislosti
na protokolu zvoleného vyrobce pouzijte dané mnozstvi vzorku a provedte

izolaci DNA podle navodu. Doporuc€ujeme nasledujici izolaéni soupravy:

Vzorek Izolaéni souprava Katalogové cislo Vyrobce

QlAamp DNA Blood

Mini Kit (50) 51 104 QIAGEN

krev

» P¥fiizolaci vyuZivajici promyvaci pufr s obsahem etanolu bezpodmine¢né
zajistéte, aby byl pred eluci proveden jesté jeden centrifugaéni krok (tfi
minuty, 13 000 ot/min) a tim se odstranily zbytky etanolu. Pfedejdete tak
moznym inhibicim PCR.

* artus TPMT LC PCR Kit neni vhodny pro izolace na bazi fenolu.

8.2 Priprava PCR

Upozornéni: Analyzujte v jednom PCR béhu maximalné dvanact vzorkd.
Paralelni analyza vice nez dvandcti vzorki muze vést Kk technicky

podminénému netypickému prabéhu krivky tani heterozygotni varianty nt 238.

Ovéfte, ze je Cooling Block s uvnitf obsazenymi adaptéry (pfFislusenstvi
pristroje LightCycler®) predem vychlazen pfiblizné na +4°C. Do adaptérd
Cooling Blocku vlozte takovy podet kapilar LightCycler®, ktery je potfebny pro
planované reakce. V8echny reagencie se musi pfed zacatkem testu zcela
rozmrazit pfi pokojové teploté, musi byt dobfe promichany (opakovany nabér

pipetou a vypusténi pipety nebo kratky vortex) a nasledné centrifugovany.

Dbejte na to, aby byla spole¢né s kazdym béhem PCR provedena alespor
jedna pozitivni (TPMT LC Control Aw, TPMT LC Control Av a TPMT LC
Control B) a jedna negativni kontrola (Water, PCR grade).
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Pfi pfipravé PCR reakci pouzivejte nasledujici schéma pipetovani (viz také

schématicky prehled na Obr. 1):

Pocet vzorku 1

TPMT LC Master A
1. Pfiprava nebo 16 1
Master Mixu TPMT LC Master B
TPMT LC Mg-Sol 24
celkovy objem 18
2. Priprava PCR- | Master Mix 18 4
reakce vzorek 2l
celkovy objem 20

Do plastikoveho zasobniku kazdé kapilary pipetujte 18 ul Master Mixu.
Nasledné pfidejte 2 pl eluatu zizolace DNA. Podobné musite pfidat jako
pozitivni kontrolu 2 ul TPMT LC Control A (Aw/Av) nebo TPMT LC Control B a
jako negativni kontrolu 2 pl vody (Water, PCR grade). Uzaviete kapilary.
Smés prevedete z plastikového zasobniku do kapilary tak, Ze na stolni
centrifuze centrifugujete adaptéry s uvnitf obsazenymi kapilarami po dobu

deseti sekund pfi maximalné 400 x g (2 000 ot/min).

Upozornéni: Aby se zabranilo kontaminacim, méla by se vicka na kapilary
nasadit pomoci LightCycler® Capping Tool.

|
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Priprava PCR

Obr. 1:  Schéma pracovniho postupu.

PFi kazdém pipetovacim kroku je tfeba bezpodmine¢né dbat
na to, aby byly pouzivané roztoky dokonale roztaté, radné
promichané a kratce centrifugované.
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8.3 Programovani pfistroje LightCycler®

Pro detekci genetickych variant v TPMT genu vytvorte na pfistroji Lighl‘Cycler®

teplotni profil nasledujicimi péti pracovnimi kroky (viz Obr. 2 - 6):

A. Pocate¢ni aktivace Hot Start enzymu Obr. 2
B. Krok “Touch Down* Obr. 3
C. Amplifikace DNA Obr. 4
D. Kfivka tani Obr. 5
E. Chlazeni Obr. 6

Dbejte zvlasté na nastaveni Analysis Mode, Cycle Program Data a
Temperature Targets. Na obrazcich jsou tato nastaveni zvyraznéna cernymi
ramedky. Pokyny pro programovani ptistroje LightCycler® naleznete v piiruéce
LightCycler Operator’s Manual.

1= i Quantification — 2
(—:@l—llﬂ Melting Curves
emperature |argets

Target Temperature (°C)
Incubation Time thrs:min:sec)
Temperature Transition Rate ("C/ s)
"Secnndnry Target Temperature (°C)

Step Size ('C)
’7 Step Delay (cycles)

[~ Acquisition Mode

Cycle Program Data ‘ Analysis Mode

b_[spo |50 sl vove 5@

Obr. 2: Pocatecni aktivace Hot Start enzymu.
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Cycle Program Data

Cycles]| 10[3

Analysis Mode
Quantification p— 2
Melting Curves
emperature |argets

Target Temperature ('C)
Incubation Time (hrs:min:sec)
Temperature Transition Rate (*C/ s)

Secondary Target Temperature ('C)
I’Step Size ('C)

Step Delay (cycles)
,—Ac:qulsmon Mode

Obr. 3: Krok “Touch Down®“.

Cycle Program Data Analysis Mode

1 — [ 35 & Quantification
Q@lj‘g Melting Curves

Temperature Targets

Target Temperature (°C)

Incubation Time (hrs:min:sec)

Temperature Transition Rate ('C/ &)
Secondary Target Temperature ('C)

Step Size ("C)
Step Delay (cycles)
|—Acquisitian Mode

Obr. 4: Amplifikace DNA.
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Cycle Program Data Analysis Mode
1 “B C[clesl 1 g

emperature [argets

Target Temperature ('C)
Incubation Time (hrs:min:sec)
Temperature Transition Rate ('C/ s)
Secondary Target Temperature (°C)

Step Size ('C)
Step Delay (cycles)
|_ |—Acquisili0n Mode

@] Zio0 lseooo i Jabo lgp 5l vowe @D

|@Wlﬁﬁo HW*FHWHTE CONT [lﬁ

MNone
Quantification
Melting Curves

@ | |

Obr. 5: Kfivka tani.

Icycle Program Data S TEEnE
1 - [ B Quantification
g@l—ljﬂ Melting Curves

Temperature Targets

Target Temperature ("C)
Incubation Time (hrs:min:sec)
Temperature Transition Rate ("C/ s)
Secondary Target Temperature ('C)

Step Size ('C)
Step Delay (cycles)
r —Acquisition Mode

(€, o | [ )
@ ]
33—

Obr. 6: Chlazeni.
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9. Vyhodnoceni

U vicebarevnych analyz se mezi fluorimetrickymi kanaly vyskytuji interference.
Software pfistroje LightCycler® obsahuje soubor oznadeny jako Color
Compensation File, ktery tato zafeni kompenzuje. Tento soubor oteviete pred,
v prubéhu nebo po skonéeni PCR aktivaci prepinaci plochy Choose CCC File
resp. Select CC Data. Neni-li instalovan zadny soubor Color Compensation
File, vytvoite soubor podle navodu v LightCycler Operator's Manual. Po
aktivaci souboru Color Compensation File se ve fluorimetrickych kanalech F1,
F2 a F3 objevi oddélené signaly. Pro analyzu vysledki PCR, které byly
ziskany pomoci artus TPMT LC PCR Kit, zvolte prosim pohledovou funkci
F2/Back-F1 a F3/Back-F1 pro TPMT PCR. P¥i pouziti artus TPMT LC PCR Kit
nelze ve vét§ing piipadt b&hem béhu pristroje LightCycler® pozorovat

kvantitativni amplifikace.

Komponenty soupravy artus TPMT LC PCR Kit slouzi k prikazu genetickych
variant (divoky typ = wt; varianta = var) na nukleotidovych pozicich (nt) 238,
460 a 719 v TPMT genu. Urceni genetickych variant probihda pomoci
programu Melting Curve. V analyze kfivek tani poukazuji body tani u teplot
uvedenych v nasledujici tabulce (viz Tabulka 1) na pfitomnost divokého typu
resp. genetické varianty. V pfipadé heterozygozity vykazuje kfivka dva

vrcholy.

Tabulka 1: Body tani divokého typu (wt) resp. genetickych variant (var).

Kanal F2 Kanal F3
Master
nt wit var nt wit var
A 238 54°C 64°C
B 460 57°C 47°C 719 42°C 54°C

Prosim povsimnéte si, ze se body tani mohou od uvedenych teplot odliSovat o
+2°C. Vmnoha pfipadech se klepS§imu zobrazeni analyzy kfivek tani

doporucuje vypnout Digital Filter.
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Nasledujici vyobrazeni (viz Obr. 7 a 9) zobrazuji analyzu kfivek tani prukazu
polymorfismi na nukleotidovych pozicich nt 238, nt 460 a nt 719
v homozygotni formé& divokého typu, a také v heterozygotni popf.
homozygotni modifikované formé. Pozitivni kontroly (TPMT LC Control A
(AW/Av) a B) dodavané se soupravou artus TPMT LC PCR Kit vykazuji
heterozygotni stav genetické varianty.

B 0009
0,008~ homozygotni homozygotni
0.007- divoky typ \ varianta
E O,UUSt ‘."‘f
= 0,005 ‘
& ] .
5 0.004- heterozygotni
£ 0,003 varianta
Bl
£ ooz
L.EL -
0,001—
- __E:g::"—ﬂp N
0_
e I EEEEEEEEEEEEERRREEESRES————N————I—m—m——SBBEEBBes—————
35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85

Temperature ('C)

Obr. 7: Analyza kfivek tani k prikazu nukleotidové vymény nt 238
pomoci artus TPMT LC PCR Kit (Master A) ve
fluorimetrickém kandlu F2/Back-F1. NTC: non-template
control (negativni kontrola).

Upozornéni: Analyzujte v jednom PCR béhu maximalné dvanact vzorkd.
Paralelni analyza vice nez dvanacti vzorki muze vést Kk technicky

podminénému netypickému prabéhu krivky tani heterozygotni varianty nt 238.
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Obr. 8: Analyza kfivek tani k prikazu nukleotidové vymény nt 460
pomoci artus TPMT LC PCR Kit (Master B) ve
fluorimetrickém kanalu F2/Back-F1. NTC: non-template
control (negativni kontrola).

B ooo7 -
A homozygotni
0,006— ~ o divoky t .
5 i yiyp homozygotni
= 0,005 \ varianta
g 0,004
S il
& 0,003
% 0,002— heterozygotni
2 i varianta
5 0,001
= ] o _ NTC
-0,001 —| 1 | 1 | [ | 1 I ] ] 1 | [ 1 1 | U | " |
5 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85
Temperature [°C)

Obr. 9: Analyza kfivek tani k prikazu nukleotidové vymény nt 719
pomoci artus TPMT LC PCR Kit (Master B) ve
fluorimetrickém kanalu F3/Back-F1. NTC: non-template
control (negativni kontrola).

UrCeni genotypu je mozné diky kombinaci alelickych variant (viz Tabulka 2).
Pfitom se musi dbat na to, Ze v pfipadé pfitomnosti dvou heterozygotnich
variant mohou byt tyto lokalizovany budto na jedné nebo na dvou alelach.
V kazdém pfipadé lze pfi pfitomnosti nejméné jedné genetické varianty
oCekavat redukci enzymatické aktivity TPMT.
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U nosicu dvou alel divokého typu lIze predpokladat normalni enzymatickou
aktivitu, pokud neni ovlivnéna jinymi negenetickymi faktory. Snizena
enzymaticka aktivita se o€ekava u nosi¢u nejméné jedné modifikované alely.
Napfiklad vyskyt heterozygozity na pozicich nt 460 a nt 719 muze vést jak ke
genotypu TPMT*3A/*1, tak TPMT*3B/*3C. Jsou-li postizeny obé alely, stoupa
riziko geneticky podminénych vedlejSich G¢€inkd. Pomoci artus TPMT LC
PCR Kit jsou provéfovany nukleotidové varianty na tfech rdznych pozicich
v TPMT genu, coz umozfiuje prukaz alel TPMT*1, TPMT*2, TPMT*3A,
TPMT*3B a TMPT*3C.

Tabulka 2: Genetické varianty v TPMT genu.

nt 238 nt 460 nt 719 Enzymaticka

F2 F2 F3 aktivita
TPMT*1 normalni
TPMT*2 X snizena
TPMT*3A X X zadna aktivita
TPMT*3B X snizeng
TPMT*3C X snizend

artus TPMT LC PCR Kit 04/2007 17



VySe popsané alely rezultuji v rdznych moznych genotypech. Tyto jsou
uvedeny v nasledujici tabulce (viz Tabulka 3).

Tabulka 3: Vliv genotypu na enzymatickou aktivitu.

Homozygotni Heterozygotni nebo

Homozygotni

genotyp divokého homozygotni genotyp varianty

typu genotyp varianty
TPMT*1/*1 TPMT*1/*2 TPMT*3A/*3A
TPMT*1/*3A
TPMT*1/*3B
TPMT*1/*3C
TPMT*2/*2
TPMT*2/*3A
TPMT*2/*3B
TPMT*2/*3C
TPMT*3A/*3B
TPMT*3A/*3C
TPMT*3B/*3B
TPMT*3B/*3C
TPMT*3C/*3C

normalni
enzymaticka
aktivita

redukovana zadna enzymaticka
enzymaticka aktivita aktivita
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10. Reseni problémi

Zadny signal pfi pozitivni kontrole (TPMT LC Control Aw, Av nebo B)

nebo u vzorku ve fluorimetrickém kanalu F2/Back-F1 popr. F3/Back-F1:

« Naprogramovani teplotniho profilu pfistroje LightCycler®je chybné.

- Porovnejte teplotni profil s Udaji protokolu (viz 8.3 Programovani
pristroje LightCycler®).

* PCR reakce byla chybné sestavena.

- Porovnejte VasSe pracovni kroky s pipetovacim schématem (viz
8.2 Priprava PCR) a popf. PCR zopakuijte.

* Podminky skladovani jednoho nebo vice komponentd soupravy
neodpovidaji predpisim uvedenym v kapitole 2. Skladovani nebo byla
prekro¢ena doba pouzitelnosti soupravy artus TPMT LC PCR Kit.
= Prosim zkontrolujte jak podminky skladovani, tak i dobu pouzitelnosti

reagencii (viz Stitek soupravy) a pouzijte popf. novou soupravu.

* PCR byla inhibovana.

- Ujistéte se, Ze pouzivate nami doporuCeny postup izolace (viz
8.1 Izolace DNA) a drzte se presné predpisu vyrobce.

- Presvédcte se, ze byl pfi izolaci DNA pfed eluci proveden dodate¢ny
doporuceny centrifugacni krok k uplnému odstranéni zbytkd etanolu
(viz 8.1 Izolace DNA).

e Béhem izolace dochazi k ubytku DNA.
> Ujistéte se, Ze pouzivate nami doporuCeny postup izolace (viz

8.1 Izolace DNA) a drzte se piesné piedpisu vyrobce.

Zadny signal pii TPMT LC Master A ve fluorimetrickém kanalu
F3/Back-F1
TPMT LC Master A generuje jen jeden signal ve fluorimetrickém kanalu
F2/Back-F1.

Netypicky prubéh krivky tani pri prakazu nukleotidové vymény nt 238 ve
fluorimetrickém kanalu F2/Back-F1

* Bylo analyzovano vice nez dvanact vzorkd paralelné.
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Slabé maximum fluorescence
- Pred pouzitim komponenty dikladné promicheijte.
- Zkontrolujte podminky amplifikace.
= Cooling Block s obsazenymi adaptéry prfedchladte na +4°C.
9

Udrzujte vSechny reagencie b&éhem pipetovani v chladu.

Pokud se vyskytnou dalSi otdzky nebo problémy, kontaktujte prosim nasi

technickou podporu.

11. Specifikace

11.1 Analyticka senzitivita

artus TPMT LC PCR Kit slouzi za pomoci technologie LightCycler® k pritkazu
individualni genetické konstituce vzhledem ke genetickym variantam nt 238, nt
460 a nt 719 v lidském genu TPMT. Lidska genomicka DNA byla purifikovana
z krevnich vzorkUl, spektrofotometricky kvantifikovana a zfedéna v sériovych
fazich fedéni. Minimum o 0,12 ng genomické DNA (20 kopii) pro PCR
(odpovida 0,005 — 0,02 ul krve, podle darce krve a izolace) vystaci pro detekci

genetické varianty.

11.2 Analyticka specificita

Specificita artus TPMT LC PCR Kit je v prvni fadé zaru€ena vybérem primerud
a sond, jakoz i volbou pfFisnych reakénich podminek. Primery a sondy byly na
zakladé sekvenéni analyzy pfezkouSeny na eventudlni homologie se vSemi
sekvencemi publikovanymi v genovych bankach. Dale byla specificita k
prukazu téchto genetickych polymorfismi zajiSténa sekvencovanim
jednotlivych alelickych variant a naslednym sekvenénim srovnanim

v mezindrodnich genovych bankéch.

11.3 Diagnosticka senzitivita a specificita

Frekvence polymorfismu v europoidni populaci, jak byla popsana v literature,
byla na zakladé 300 DNA vzorkG a za uziti komponentl diagnostické

soupravy potvrzena.
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12. Zvlastni pokyny pro pouziti produktu

* VSechny reagencie se smi pouzivat vyhradné pro diagnostiku in vitro.

* Prostifedek by méli pouzivat pouze pracovnici, ktefi jsou specialné
pouceni a vyskoleni v metodice diagnostiky in vitro (EN375).

* Presné dodrzovani protokolu je bezpodminecné nutné k dosazeni
optimalnich vysledk( PCR.

* Dbejte na konec doby pouzitelnosti uvedeny na baleni a na Stitcich
jednotlivych  komponent.  NepouZivejte  reagencie s proSlou

trvanlivosti.

13. Bezpeénostni informace

Bezpecnostni informace k soupravé artus TPMT LC PCR Kit naleznete v
odpovidajicich bezpe&nostnich listech (material safety data sheets, MSDS).
Tyto listy jsou k dispozici v podobé kompaktniho a snadno pouzitelného PDF

souboru na www.qgiagen.com/support/msds.aspx.

14. Kontrola kvality

V souladu se systétmem managementu jakosti spole¢nosti QIAGEN
certifikovanym podle norem ISO 9001 a ISO 13485 byla kazda Sarze
artus TPMT LC PCR Kit testovana podle pfedem stanovenych specifikaci, aby
byla zaru€ena jednotna kvalita produktu.
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16. Vysvétleni symbolu

2 Pouzitelné do

LOT )
Cislo Sarze
u Vyrobce
REF
Katalogové cislo
MAT Cislo materialu
ﬁ Manual
IVD

Diagnosticky zdravotnicky prostfedek in vitro

; <N> Obsah postacujici pro <N> testl

/ﬂ/ Teplotni rozmezi

Mg-Sol  Roztok hoiciku
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