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Pouziti

FV-PTH mpx RealFast™ Assay je rychly a pfesny multiplexni real-time PCR test pro sou¢asnou detekci
dvou nejdullezitéjsich trombofilnich mutaci. Bodovad mutace 1691G>A mutace v genu pro lidsky
koagulacni Faktor V (FV), zndma jako FV Leiden a mutace 20210G>A ve Faktoru Il (F2) genu pro
prothrombin (PTH), jsou spojeny se zvySenym rizikem Trombotickych chorob. Kvalitativni test rozlisuje
tfi moZné genotypy pro kazdou mutaci v lidské genomové DNA: normalni, heterozygot nebo
homozygdtni mutant.

Referentni sekvence: FV: NG_011806.1 g.41721G>A; dbSNP: rs6025/ PTH: NG_008953.1 g.25313G>A;
dbSNP: rs1799963.

Uvod

FV a PTH jsou hlavni hraci v koagulac¢ni kaskadé. Mutace 1691G>A zplisobuje zaménu jedné
aminokyseliny v pozici 506 (R506Q), ktera méni misto Stépeni a nasledné brani efektivni inaktivaci FV.
U nosicu alely A pretrvavajici aktivita FV usnadriuje tvorbu dalSich aktivovanych koagulacnich faktord a
ndsledné zvysuje riziko tvorby srazenin v Zilach. PTH mutace 20210G>A v 3'nekddujici oblasti genu
vede ke zvyseni syntézy mRNA vede ke zvySeni plazmatické hladiny protrombinu, coz zase vede ke
zvySeni tvorby trombinu a nasledné k nadmérné tvorbé fibrinovych srazenin. Heterozygotnimi nosici
mutace FV Leiden maji 5 az 10krat vyssi riziko vzniku Zilni trombdzy, zatimco homozygotni nosic¢i maji
50 az 100krat vyssi riziko ve srovnani se zdravymi. Heterozygdtni nosi¢i mutace PTH 20210G>A maji
3krat, a homozygotni nosici az 20krat vyssi riziko ve srovnani se zdravymi. Jedinci s dalSimi rizikovymi
faktory, jako je pritomnost jinych genetickych predispozic, obezity, hypertenze, diabetu typu 2,
kouFeni nebo uzivani peroralni antikoncepce, jsou jesté vice nachylni k Zilnim trombotickym pfihoddm.
Jedinci s dalSimi rizikovymi faktory, jako je pfitomnost jinych trombofilnich mutaci, obezity,
hypertenze, diabetu typu 2, koufeni nebo uzivani perordlni antikoncepce, jsou jesté vice nachylini k
Zilnim trombotickym pfihodam.

Obsah kitu 100/32 testl

RealFast™ 2x mpx Probe Mix  1zkumavka []  bilé vicko 1000/320 il
FV-PTH mpx Assay Mix 1zkumavka [l fialové vicko 550/550 pl
FV-PTH mpx WT-Control lzkumavka [ zelené vicko 75/75 ul
FV-PTH mpx MUT-Control 1zkumavka [l  ¢ervené vitko 75/75 ul

RealFast™ 2x mpx Probe Mix obsahuje HotStart Tag DNA polymerazu a dNTPs a optimalizovany
systém pufrd. FV-PTH mpx Assay Mix obsahuje F5 a F2 gen-specifické primery a Ctyfi alel-specifické,
dvoubarevné hydrolytické sondy. Kit obsahuje kontrolni genotypy wild type (WT-Control) a
homozygdtné mutantni kontrolu (MUT-Control).

Kit obsahuje reagencie pro 100/32 reakci o objemu 20 ul kazda.

Skladovani a Stabilita

FV-PTH mpx RealFast™ Assay je doddvéana na chladicich blocich. Po dodani skladujte kit pfi -30 a7 -
15°C. Pro rychlé poufZiti je mozné skladovani pti 2-8°C po dobu 1 mésice. Kit odola az 20 cyklim
zmrazeni/rozmrazeni bez ztraty aktivity. Vyhnéte se dlouhodobému plsobeni intenzivniho svétla. Pfi
spravném skladovani kitu bude zachovana plna aktivita az do data exspirace uvedeného na Stitku.
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5. Popis produktu
5.1. Princip testu
Test je zaloZen na principu fluorogenni 5 'nukledzy, znamém také jako TagMan® test. Kazda reakce
obsahuje dva genové specifické primery, ktery amplifikuji 142 bp fragment genu F5 a 110bp fragment
F2 genu, a také Ctyti dvojité znacené alel-specifické hydrolytické sondy, které hybridizuji s cilové
sekvence amplifikovanych fragment(. Blizkost 5'-fluorescenéniho reportéru a 3'-zhasece na intaktnich
sonddach zabranuje reportéru fluoreskovat. BEhem prodlouzené faze PCR 5 '- 3' exonukleazové aktivity
Taq DNA polymerazy se 5'-fluorescencni reportér stépi z hybridizované sondy. FyzikaIni separace
fluoroforu od barviciho ¢inidla zplsobujiciho zhaseni vytvari fluorescenéni signdl v redlném case, ktery
je umérny kumulativnimu produktu PCR.

Hydrolyticka sonda | Fluorofor | Kanal V normdlnich vzorcich wild type sondy generuji silnou
FV mutant FAM 520 nm fluorescenci v HEX a Cy5 kanalu a zZadny nebo jen

FV wild type HEX 556 nm baseline signal ve FAM a ROX kandlu. Naopak, v

PTH mutant ROX 605 nm homozygotné mutantnich vzorcich mutantni sondy
PTH wild type Cy5 670 nm generuji silny fluorescencni signal ve FAM a ROX kandlu

a Zadny nebo pouze baseline signal v HEX a Cy5 kanalu.
U heterozygotnich vzork( se wild type i mutantni
sondy vazi na amplikony a generuji signaly ve vsech
kanalech.

5.2. Kompatibilita s Real-time PCR pfistroji

FV-PTH mpx RealFast™ Assay je validovén s pouZitim pfistroje AB 7500 Fast.

Kit je kompatibilni s riznymi dalSimu real-time PCR pfistroji umoznujicimi detekci fluorescence FAM,
HEX, Cy5 a ROX:

4 AB 7500 Fast (Applied Biosytems®) Poznamka: RealFastTM Genotyping

4 CFX96™ (Bio-Rad) QuickGuides pro pfipravu a analyzu

4 LightCycler® 480 (Roche) experimentu na rtznych typech pfistroji
v MIC gPCR Cycler (bms) Ize stdhnout z www.viennalab.com.

4 Rotor-Gene® 6000 (Qiagen)

Kit neni vhodny pro pouZiti s real-time PCR pfistroji vyZadujicimi ROX normalizaci dat (napf. Applied
Biosytems®: StepOne, 7300, 7900/7900HT) nebo s pfistroji, které neumozriuji detekcu v uvedenych
kanalech.

5.3. Vykonnostni specifikace kitu

Stanoveni sensitivity bylo provedeno na 39 vzorcich pozitivnich na FV Leiden alely a 37 pozitivnich na
PTH 20210G>A alely, s CE referenénimi kity. FV-PTH mpx RealFast™ kit stanovil viechny pozitivni
alely, coZ odpovidd 100% pravdivé pozitivnich hodnot.

Stanoveni specificity bylo provedeno na 235 negativnich vzorcich na FV Leiden alely a 247 negativnich
na PTH 20210G>A alely, s CE referenénimi kity. FV-PTH mpx RealFast™ kit stanovil viechny negativni
alely, coz odpovida 100% pravdivé negativnich hodnot.

Limit detekce: 0,2 ng genomové DNA (v reakci)
Doporuceni koncentrace DNA: 2 — 20 ng/ul genomové DNA

6. Nutny material, ktery neni soucasti kitu
Real-time PCR pfistroj s filtry pro FAM (520 nm), HEX (556 nm), ROX (605 nm) a Cy5 (670 nm),
s pfistrojem kompatibilnimi reakénimi zkumavkami, jednorazové bezpudrové rukavice, vortex, mini-
centrifuga pro 2.0 ml zkumavky, stojanky na zkumavky, set kalibrovanych mikropipet (0,5 — 1000 pl),
sterilni Spicky s filtrem, molecular grade voda, DNA izolacni kit, mrazak, koS na biohazardni odpad.

7. Protokol experimentu

7.1. Izolace DNA
Reagencie pro izolaci DNA nejsou soucasti kitu.
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Lze pouzit DNA izolovanou z rliznych zdrojl (napf. z pIné krve, suché kapky, bukalniho stéru nebo slin).
Ujistéte se, Ze je izolovana DNA vhodna k amplifikaci vzhledem k jeji koncentraci, Cistoté a integrité.
Pro pfesné stanoveni genotypu by mélo byt mnozZstvi DNA v reakci v rozmezi od 10 do 100 ng u viech
vzorkd.

7.2. PCR kontroly
Vidy pridejte Netemplatovou kontrolu (NTC) do kazdého experimentu, aby bylo mozné vyloucit

pfipadnou kontaminaci. Je vhodné analyzovat NTC (pouZijte PCR-grade vodu misto DNA) v duplikatu.

Vidy pridejte FV-PTH mpx WT-Control a FV-PTH mp MUT-Control jako pozitivni kontroly k Vasim
neznamym vzorkim. Nékteré real-time PCR softwary, napf. AB 7500 Fast, pozaduji pro spravnou
alelickou diskriminaci vysledky pro vSechny tfi mozné genotypy. V pfipadé nutnosti analyzovat
heterozygotni kontrolu (HET-Control), smichejte aliquot WT-Control a MUT-Control v poméru 1:1.

Poznamka: WT- a MUT-control jsou potencidlnimi zdroji kontaminace. Pracujte s nimi opatrné.

7.3. Pfiprava FV-PTH mpx RealFast™ Master Mixu

Po rozmrznuti lehce zvortexujte a kratce stocCte vSechny roztoky. PCR mix pfipravujte pti laboratorni
teploté. Pripravte si dostatek Master Mixu pro vSechny Vase reakce (N vzorkd + pozitivni kontroly +
negativni kontrola/y) plus alespori jedna dalsi reakce navic pro korekci pipetovaci chyby:

Roztok Na 1 reakci | napf. na 24+1 reakci
RealFast™ 2x Probe Mix 10 ul 250 pl
FV-PTH mpx Assay Mix 5 ul 125 pl
Master Mix 15 pl 375 ul

Davkujte 15 pl Master Mixu do kazdé zkumavky. Pfidejte 5 pl precisténé DNA nebo Kontroly do
findlniho reakéniho objemu 20 pl.

Pro minimalizovani rizika kontaminace, vZdy pipetujte templat v nasledujicim poradi: prvni NTC,
potom vzorky a posledni pozitivni kontroly.

Okamtzité uzaviete zkumavky.

Pozndamka: Zabrarite vzniku bublin ve findInim reakénim mixu a nesahejte na povrch vicek nebo sealing
filmu bez rukavic. Oboji miZe mit vliv na méreni fluorescence. Krdtce stocte je-li to nutné.

7.4. PCR program
Programujte real-time PCR pfistroj dle manualu vyrobce pro alelickou diskriminaci/genotypovaci

experment. Vlozte vzorky do cycleru a spustte nasledujici program:
AB 7500 Fast, CFX96™, LightCycler® 480, Mx3005P® a ostatni pFistroje s Peltier blokem:

Program AB 7500 Fast, CFX96™, LightCycler® 480, | MIC, Rotor-Gene®6000 (s 36-
a dalsi pfistroje s Peltier systémem well a 72-well rotorem)
ohrevu
Pocet | Teplota | Cas Krok Krok
cykll
1 95°C 3 min | Pocatecni denaturace Pocatecni denaturace
95°C 15s Denaturace Denaturace
40 60°C 1 min | Annealing/Extenze — Annealing/Extenze —
Data acquisition ve FAM, HEX, ROX a Cy5 Data acquisition v Green,
kanalech Yellow, Orange a Red kanalech

8. Analyza dat / Interpretace vysledki
Genotyp kazdého vzorku je uréen vypoctem poméru mezi signaly zaznamenanymi v HEX nebo Cy5
kanalu (normalni) a signaly zaznamenanymi v kandlu FAM nebo ROX kanalu (mutant). VétsSina real-
time PCR softwar( automaticky usporadava data obou kanalli do clustert v scatterplotu. Datové body
vynesené podél os x a y odpovidaji normalnim a homozygotné mutantnim genotyplm. Datové body
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seskupené uprostted scatterplotu predstavuji heterozygotni genotypy. NTC se objevi v levém dolnim

rohu.
Amplifikace v kanalu Genotyp
Kontroly/vzorky FAM HEX ROX Cy5 FV/PTH
Green Yellow | Orange Red
mpx WT-Control NE ANO NE ANO normalni FV / normalni PTH
mpx HET-Control ANO ANO ANO ANO heterozygot FV / heterozygot PTH
mpx MUT-Control ANO NE ANO NE homozygdtni mutant FV / homozygotni
mutant PTH
NTC NE NE NE NE -
Vzorek 1 ANO ANO NE ANO heterozygot FV / normalni PTH
Vzorek 2 ANO NE NE ANO homozygoétni mutant FV / normalni PTH
Vzorek 3 NE ANO ANO ANO normalni FV / heterozygot PTH
Vzorek 4 NE ANO ANO NE normalni FV / homozygdtni mutant PTH

Nékteré softwary potiebuji pro presné urceni genotypu nastavit Treshold manualné.

Doporuceni pro nastaveni Tresholdu (Cg):

Nastavte hodnotu tresholdu pro kanal FAM a ROX presné nad fluorescencni signal pozadi generovany
WT-Control (HEX-/Cy5-pozitivni). A naopak, nastavte hodnotu tresholdu pro kanal HEX a Cy5 presné
nad fluorescenéni signal pozadi generovany MUT-Control (FAM-/ROX-pozitivni).

Vzorky, které protnou treshold za hodnotou Cq 37 jsou invalidni a musi byt zopakovany.

Pro analyzu dat postupujte dle navodu vyrobce pfistroje.

9. Varovani a opatfeni

e Urceno pro in vitro diagnostiku.
e  Pri pouzivani reagencii a vzorkd vzdy pouzivejte jednorazové bezpudrové rukavice a vhodny

laboratorni odév.

e  Pripravu PCR reakce provadéjte v prostoru oddéleném od prostoru pro pfipravu nukleovych
kyselin a prostoru pro analyzu PCR produkt(.

e Pouzivejte pipety uréené pro pripravu PCR reakci, pouZivejte filtrované spicky.

e Pouzivejte reakéni zkumavky kompatibilni s pristrojem s opticky cistymi vicky nebo sealery.

e Nemichejte reagencie z rliznych Sarzi.

e NepouZivejte expirované kity nebo jejich soucasti.
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