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artus® MTHFR LC PCR Kit’

Pro pouZziti s pFistrojem LightCyc/er®.

1. Obsah
Oznaceni Kat. Cis. 4621063 Kat. ¢is. 4621065
a obsah 24 reakci 96 reakci
Modra MTHFR LC Master 2 x 12 rxns 8 x 12 rxns
Cervena MTHFR LC Control 1 x200 pl 1 x 200 pl
Bila Water (PCR grade) 1 x 1000 pl 1 x 1000 pl

2. Skladovani

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

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

3. Dalsi potiebné vybaveni

* Laboratorni rukavice bez pudru

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

* Pipety (nastavitelné)

»  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
vytvofeni souboru Crosstalk Color Compensation

" MTHFR = methylentetrahydrofolat reduktaza
|
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LightCycler® kapilary (20 pl)
«  LightCycler® Cooling Block
*  LightCycler® ptistroj
LightCycler® Capping Tool

4. VSeobecna preventivni opatieni

UzZivatel by mél dbat na nasleduijici:
* Pouzivejte sterilni pipetovaci Spicky s filtrem.
* Skladujte, izolujte a pfidavejte pozitivni material (vzorky, kontroly,
amplifikaty) do reakce na jiném misté nez ostatni reagencie.
* VSechny komponenty pfed pocatkem testu Uplné rozmrazte pfi
pokojové teploté.
* Nasledné komponenty fadné promichejte a kratce centrifuguijte.

Pracujte plynule na ledu nebo v LightCycler® Cooling Blocku.

5. Obecné udaje

Kromé vlivi jako vék, pohlavi, vyZiva a komedikace je enzymova aktivita
ovlivnéna predevsim genetickymi faktory. Je znamo, Ze pacienti, ktefi vykazuji
geneticky podminénou zménu aktivity enzymu methylentetrahydrofolat
reduktazy (MTHFR), maji pfi |éCbé metotrexatem zvySené riziko vyskytu
vaznych vedlejSich UCinkd (napf. vazné zmény krevniho obrazu, mukositis,
hyperhomocysteinémie). Metotrexat je antagonista kyseliny listové a pouziva
se mimo jiné v 1éEbé revmatické artritidy a nadorovych onemocnéni. Analyza
genu MTHFR umozniuje odhad geneticky podminéného rizika véznych
vedlejSich GCinkd. Nosic¢i genetické varianty genu MTHFR mohou byt takto
pfed zacatkem terapie rozpoznani a popf. IéCeni alternativni metodou nebo

vyrazné niz8i davkou.

Enzymaticka aktivita methylentetrahydrofolat reduktazy je urena m;.
zménami v MTHFR genu. Genetické modifikace mohou napf. zpusobit
vymeénu aminokyselin. Timto zménéna konformace enzymu ma vliv na aktivitu

enzymu. Nejc¢astéjsi genetické varianty genu MTHFR postihuji nukleotidy nt
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677 a nt 1298. V literatufe jsou popsany dalSi genetické varianty, které jsou

ovSem jen velmi vzacné popf. byly v populaci pozorovany jen jednou.

Enzym MTHFR je hlavni souc€asti metabolismu kyseliny listové. Dusledkem
redukované enzymatické aktivity je ovlivnéni syntézy methioninu
z homocysteinu. Protoze zvy$end koncentrace homocysteinu muze zpusobit
riznd onemocnéni (trombdzu, arteriosklerébzu), znamena prfitomnost

genetické varianty genu MTHFR zvySené riziko vyskytu téchto onemocnéni.

Genotypizace muaze pomoci individualné optimalizovat medikament6zni
terapie a snizit naklady vznikajici kvili nezadoucim Gc€inkim (delSi pobyt
v nemocnici ap.) popf. v€as rozpoznat geneticky podminéné riziko

hyperhomocysteinémie.

6. Princip testu

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

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

7. Popis produktu

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

metotrexatem.

Analyza se provadi s pomoci pfistroje LightCycler® na zakladé prikazu
genetickych variant v MTHFR genu. Reagencie obsahuji primery k amplifikaci
useku lidského MTHFR genu a také fluorescenéné znacené sondy k prukazu
genetickych variant na nukleotidovych pozicich nt 677C>T a nt 1298A>C.

Dodate¢né se v oddélené reakci provadi pozitivni kontrola.
|
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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: Signaly analyzy kfivek tani jsou rozhodujici pro vyhodnoceni
dat. Ve vétsing piipadu nelze béhem bé&hu na pristroji LightCycler® za uziti
artus MTHFR LC PCR Kit pozorovat kvantitativni amplifikaci. To v8ak nema

negativni vliv na analyzu kfivek tani.

8. Protokol
8.1 Izolace DNA

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

izolaci DNA podle navodu. Doporucujeme nasledujici izolaéni soupravy:

Vzorek Izolaéni souprava Katalogové cislo Vyrobce

QlAamp DNA Blood

Mini Kit (50) 51104 QIAGEN

krev

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

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

8.2 Priprava PCR

Ovéfte, Ze je Cooling Block s uvnitf obsazenymi adaptéry (pfisluSenstvi
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
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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 (MTHFR LC Control) a negativni kontrola (Water, PCR grade).

Pfi pfipravé PCR reakci pouzivejte nasledujici schéma pipetovani (viz také
schématicky prehled na Obr. 1):

Pocet vzorku 1

Priprava PCR MTHFR LC Master 18 ul
reakce vzorek 2.ul
celkovy objem 20 pl

Do plastikového zasobniku kazdé kapilary pipetujte 18 ul MTHFR LC Master.
Nasledné pfidejte 2 pl eluatu zizolace DNA. Podobné musite pfidat jako
pozitivni kontrolu 2 yl MTHFR LC Control a jako negativni kontrolu 2 pl vody
(Water, PCR grade). Uzaviete kapilary. Smeés prevedete z plastikového
zasobniku do kapilary tak, Zze na stolni centrifuze centrifugujete adapteéry
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.

artus MTHFR LC PCR Kit 06/2007 9



8.3 Programovani pfistroje LightCycler®

Pro detekci genetickych variant v MTHFR genu vytvofte na pfistroji

LightCycler® 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 — 1= Quantification - 2
EEIE%J_II?J Melting Curves
Temperature Targets

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

Secondary Target Temperature (°C)
Step Size ('C)
’_ Step Delay (cycles)

|—Acquisition Mode

Cycle Program Data ‘ Analysis Mode

2000 f50_J5no Jsn sl vove |5 @)

Obr. 2: Poc¢atecni aktivace Hot Start enzymu.
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Obr. 3: Krok “Touch Down®“.
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Obr. 4: Amplifikace DNA.
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Cycle Program Data Analysis Mode[ Nore

1 “B Cycles 1|§|I Quantification o 2

Melting Curves

emperature | argets

Target Temperature ('C)
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Temperature Transition Rate ("C/ s)
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220,00 Rb_[abo [3p [ note |5 G

b oo B0 Hoon

40,20

Obr. 5: Kfivka tani.

Cycle Program Data Analysis Mode
1 | y Quantification 2
QI‘:_IE-‘SJEI:] Melting Curves

emperature Targets
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Obr. 6: Chlazeni.
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9. Vyhodnoceni

U vicebarevnych analyz se mezi fluorimetrickymi kanaly vyskytuji interference.
Software pfistroje LightCycler® obsahuje soubor oznageny 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 MTHFR LC PCR Kit, zvolte prosim pohledovou funkci
F2/Back-F1 a  F3/Back-F1 pro MTHFR PCR. Prfi  pouziti
artus MTHFR LC PCR Kit nelze ve vétSiné pfipadd béhem béhu pfistroje
LightCycler® pozorovat kvantitativni amplifikace.

Komponenty soupravy artus MTHFR LC PCR Kit slouzi k prukazu dvou
genetickych variant (divoky typ = wt; varianta = var) na nukleotidovych
pozicich nt 677 a nt 1298 v MTHFR genu. Ur€eni genetickych variant probiha
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

wt
677 62°C 53°C 1298 46°C 57°C

Prosim povsSimnéte si, Ze se body tani mohou od uvedenych teplot odliSovat o
+2°C. Vmnoha pfipadech se klepSimu zobrazeni analyzy kfivek tani

doporucuje vypnout Digital Filter.

Nasledujici vyobrazeni (viz Obr. 7 a 8) zobrazuji analyzu kfivek tani prikazu

polymorfismd na nukleotidovych pozicich nt 677 a nt 1298 v homozygotni

|
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formé divokého typu, a také v heterozygotni popf. homozygotni modifikované
formé.

homozygotni ~ homozygotni
T 0014 varianta / divoky typ

& 0,008 heterozygotni
o varianta

NTC

1 1 | [ I I (I |
50 55 B0 65 70 75 80 a5
Temperature [°C)

Obr. 7: Analyza kfivek tani k prikazu nukleotidové vymény nt 677
pomoci artus MTHFR LC PCR Kit ve fluorimetrickém kanalu
F2/Back-F1. NTC: non-template control (negativni kontrola).

0,003 . .
- homozygotni ;
0,009—_ divoky typ\,' \ i
B0 007 homozygotni
T - oo varianta
0,006 ] |
g - “n Ili
@0005-  heterozygotni [ - |
:;’U 004 varianta \
=
go,uus—
g
50,002
[
0,001
0_I ! I L 1 L | U I L —I L I L f L I L | A I L |
30 B 40 45 50 55 £0 65 70 75 80 85
Temperature [°C)

Analyza kfivek tani k prikazu nukleotidové vymeény nt 1298
pomoci artus MTHFR LC PCR Kit ve fluorimetrickém kanalu

F3/Back-F1. NTC: non-template control (negativni kontrola).

Ur€eni genotypu je mozné diky kombinaci alelickych variant. Pfitom se musi
dbat na to, ze v pfipadé pfitomnosti dvou heterozygotnich variant mohou byt
tyto lokalizovany budto na jedné nebo na dvou alelach. Dosud nebyl

v literatufe popsan zadny pfipad vyskytu slou¢eni obou genetickych variant

|
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v homozygotni formé. V kazdém pfipadé Ize pfi pfitomnosti nejméné jedne

genetické varianty oekavat redukci enzymatické aktivity MTHFR.

U nosi¢u dvou alel divokého typu lze pfedpokladat normalni enzymatickou
aktivitu, pokud neni ovlivnéna jinymi negenetickymi faktory. Snizena
enzymaticka aktivita se ocekava u nosi€d nejméné jedné modifikované alely
(MTHFR wt677/var677, wt1298/var1298). Jsou-li postizeny obé alely, zvySuje

se riziko geneticky podminénych vedlejSich ucinku.

VySe popsané alely rezultuji v rdznych moznych genotypech. Tyto jsou
uvedeny v nasledujici tabulce (viz Tabulka 2).

Tabulka 2: Vliv genotypu na enzymatickou aktivitu.

ell;lgtm ozdyi?/g:gho Heterozygotni Homozygotni
9 th;, pu genotyp varianty genotyp varianty
MTHFR MTHFR MTHFR
wt677/wt677 wt677/varé77 var677/var677
wit1298/wt1298 wt1298/wt1298 wt1298/wt1298
MTHFR MTHFR
wt677/wt677 wt677/wt677
wt1298/var1298 var1298/var1298
MTHFR
wt677/var677
wt1298/var1298
“°F"‘a,'"' . redukovana enzymaticka aktivita
enzymaticka aktivita

Pozitivni kontrola (MTHFR LC Control), dodavanad se soupravou
artus MTHFR LC PCR Kit, vykazuje heterozygotni stav alel (viz Obr. 7 a 8).
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10. Reseni problémi

Zadny signal pfi pozitivni kontrole (MTHFR LC Control) nebo u vzorki ve

fluorimetrickém kanalu F2/Back-F1 popf. 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 VaSe pracovni kroky s pipetovacim schématem (viz

8.2 Priprava PCR) a popf. PCR zopakuijte.

* Podminky skladovani jednoho nebo vice komponentd soupravy
neodpovidaji pfedpisim uvedenym v kapitole 2. Skladovani nebo byla
prekro¢ena doba pouzitelnosti soupravy artus MTHFR 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 doporu€eny postup izolace (viz
8.1 I1zolace DNA) a drzte se presné predpisu vyrobce.

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

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

8.1 Izolace DNA) a drzte se pfesné piedpisu vyrobce.

Slabé maximum fluorescence
- Pred pouzitim komponenty dikladné promicheijte.
= Zkontrolujte podminky amplifikace.
= Cooling Block s obsazenymi adaptéry pfedchladte na +4°C.
9

Udrzujte vSechny reagencie b&éhem pipetovani v chladu.
Pokud se vyskytnou dal$i otazky nebo problémy, kontaktujte prosim nasi

technickou podporu.
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11. Specifikace

11.1 Analyticka senzitivita

artus MTHFR LC PCR Kit slou?i za pomoci technologie LightCycler®
k prikazu individualni genetické konstituce vzhledem ke genetickym
variantdm nt 677 a nt 1298 v lidském genu MTHFR. Lidska genomicka DNA
byla purifikovana z krevnich vzorkl, spektrofotometricky kvantifikovana a
zfedéna v sériovych fazich fedéni. Minimum o 0,12 ng genomické DNA (20
kopii) pro PCR (odpovida 0,005 — 0,02 pl krve, podle darce krve a izolace)

vystaci pro detekci genetické varianty.

11.2 Analyticka specificita

Specificita artus MTHFR LC PCR Kit je v prvni fadé zarucena vybérem
primerd a sond, jakoz i volbou pfisnych reakénich podminek. Primery a sondy
byly na zakladé sekvenéni analyzy pfezkouseny na eventualni homologie se
vSemi sekvencemi publikovanymi v genovych bankach. Dale byla specificita k
prukazu tohoto genetického polymorfismu zajist€éna sekvencovanim
jednotlivych alelickych variant a naslednym sekvenénim srovnanim

v mezinarodnich genovych bankach.

11.3 Diagnosticka senzitivita a specificita

Frekvence polymorfismu v europoidni populaci, jak byla popsana v Botto &
Yang (2000), byla na zakladé 300 DNA vzork( 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 MTHFR 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 MTHFR 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
EIE Manual
IVD

Diagnosticky zdravotnicky prostfedek in vitro

; <N> Obsah postacujici pro <N> testl

/ﬂ/ Teplotni rozmezi
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