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1. Pouiiti
FGB -455G>A RealFast™ Assay je rychly a pfesny real-time PCR test pro detekci G>A tranzice na pozici
-455 v promotoru genu pro Fibrinogen — beta chain (FGB). Mutace je asociovanad se zvysenou hladinou
plasmového fibrinogenu, ktery je povazovdn za nezavisly rizikovy faktor vzniku vaskularnich
onemocnéni. Kit je navrzen tak, aby byl schopen identifikovat homozygotni rizikové pacienty, ktefi
maji zvySenou vnimavost ke vzniku atherotrombotickych komplikaci. Kvalitativni test rozliSuje tfi
mozZné genotypy FGB -455G>A v DNA: GG (normalni), GA (heterozygot) nebo AA (homozygotni
mutant).
Referencni sekvence: HGVS: NG_008833.1 g.4577G>A; NCBI dbSNP: rs1800790.

2. Uvod
Gen FGB kdéduje polypeptid fibrinogen R, ktery je jednou ze tfi podjednotek fibrinogenu, které
spole¢né formuji funkéni fibrinogen. Po rozStépeni pomoci trombinu je vysledny fibrin hlavnim
proteinem pfi tvorbé krevnich srazenin (koagulaci), které jsou nezbytné pri zastavé krvaceni po
zranéni. Nékolik studii jasné prokazalo asociaci mezi alelou -455A a vyssi hladinou fibrinogenu. Alela A
navic spolu s dalSimi dédi¢nymi vlivy a vlivy prostifedi mlze zvysit nebezpeci vzniku cévnich a
mozkovych pfihod.

3. Obsah kitu
RealFast™™ 2x Genotyping Mix  1zkumavka []  bilé vicko 1000 pl
FGB -455G>A Assay Mix 1zkumavka [l fialové vitko 550 pl
FGB -455G>A WT-Control 1lzkumavka [l  zelené vitko 75 ul
FGB -455G>A MUT-Control 1zkumavka [l  ¢Eervené vitko 75 ul

RealFast™ 2x Genotyping Mix obsahuje HotStart Taq DNA polymerazu a dNTPs a optimalizovany
systém pufri. FGB -455G>A Assay Mix obsahuje FGB -455G>A gen-specifické primery a dvé alel-
specifické, dvoubarevné hydrolytické sondy. Kit obsahuje kontrolni genotypy wild type (WT-Control) a
homozygo6tné mutantni kontrolu (MUT-Control).

Kit obsahuje reagencie pro 100 reakci o objemu 20 pl kazda.

4. Skladovani a Stabilita
FGB -455G>A RealFast " Assay je dodavana na chladicich blocich. Po dodéni skladujte kit p¥i -20°C. Pro
rychlé pouziti je mozné skladovani pfi 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.

5. Popis produktu
5.1. Princip testu
Test je zaloZen na principu fluorogenni 5 'nukledzy, zndmém také jako TagMan® test. Kazda reakce
obsahuje genové specificky primer, ktery amplifikuje 104 bp fragment genu FGB a dvé dvojité znacené
alel-specifické hydrolytické sondy, které hybridizuji s cilovou sekvenci amplifikovaného fragmentu.
Blizkost 5'-fluorescencniho reportéru a 3'-zhasece na intaktnich sondach zabranuje reportéru
fluoreskovat. BEhem prodlouzené faze PCR 5 '- 3' exonukledzové aktivity Tag DNA polymerdzy se 5'-
fluorescencni reportér Stépi z hybridizované sondy. Fyzikalni separace fluoroforu od barviciho Cinidla
zpUsobujiciho zhaseni vytvari fluorescenéni signal v rediném case, ktery je Umérny kumulativnimu
produktu PCR.
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V normalnich vzorcich se HEX-znac¢ena FGB -455G>A wild type sonda hybridizuje s komplementarnim
retézcem fragmentu genu. V kanalu HEX (556nm) je detekovan silny fluorescencni signal a Zadny nebo
pouze vychozi signdl v kanalu FAM (520nm). Naopak, v homozygotné mutantnich vzorcich se FAM-
znacena FGB -455G>A mutantni sonda vaze na genovy fragment. V kanalu FAM je detekovan silny
fluorescenéni signal a Zadny nebo pouze vychozi signal v HEX kandlu. U heterozygotnich vzork( se wild
type i mutantni sondy vazi na amplikony a generuji signaly v obou kanalech.

5.2. Kompatibilita s Real-time PCR pfistroji
FGB -455G>A RealFast™ Assay je validovan s pouzitim pfistroje AB 7500 Fast.
Kit je kompatibilni s rdznymi dal$imu real-time PCR pfistroji umoziiujicimi detekci fluorescence FAM a

HEX:
4 AB 7500 Fast (Applied Biosytems®) Poznamka: RealFastTM Genotyping
4 CFX96™ (Bio-Rad) QuickGuides pro pfipravu a analyzu
4 LightCycler® 480 (Roche) experimentu na riznych typech pristroji
v Mx3005P™ (Agilent Technologies) Ize stdhnout z www.viennalab.com.
4 Rotor-Gene® 6000 (Qiagen) Pokud pouZivdate ABI 7500 Fast, nastavte

passive reference na ,,None“!

Kit je doddvan bez ROX, a proto jej nelze pouiit s real-time PCR pfistroji, které ROX vyzaduji pro
normalizaci dat (napf. Applied Biosytems®: StepOne, 7300, 7900/7900HT).

5.3. Vykonnostni specifikace kitu

Stanoveni sensitivity bylo provedeno na 49 vzorcich pozitivnich na FGB -455G>A s CE referenc¢nim
kitem. FGB -455G>A RealFast'" kit stanovil viech 49 vzork( jako pozitivnich, co? odpovida 100%
pravdivé pozitivnich hodnot.

Stanoveni specificity bylo provedeno na 131 vzorcich negativnich na FGB -455G>A mutaci s CE
referen¢nim kitem. FGB -455G>A RealFast" kit stanovil viech 131 vzork jako negativnich, co?
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) a HEX (556 nm), s pfistrojem kompatibilni reak¢ni
zkumavky, jednordzové bezpudrové rukavice, vortex, mini-centrifuga pro 2.0 ml zkumavky, stojanky na
zkumavky, set kalibrovanych mikropipet (0,5 — 1000 ul), sterilni Spicky s filtrem, molecular grade voda,
DNA izola¢ni kit, mrazak, kos na biohazardni odpad.

7. Protokol experimentu
7.1. Izolace DNA
Reagencie pro izolaci DNA nejsou soucasti kitu.
Lze pouZzit DNA izolovanou z rliznych zdroju (napt. 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 presné stanoveni genotypu by mélo byt mnoZstvi DNA v reakci v rozmezi od 10 do 100 ng u vsech
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 FGB -455G>A WT-Control a FGB -455G>A MUT-Control jako pozitivni kontroly k Vasim
neznamym vzork(m. 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.

FGB -455G>A RealFast™ Assay — czech — 04/2017


http://www.viennalab.com/

7.3. Pfiprava FGB -455G>A RealFast"" Master Mixu

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

Roztok Na 1 reakci | napf. na 24+1 reakci
RealFast™" 2x Genotyping Mix 10 ul 250 ul
FGB -455G>A Assay Mix 5 ul 125 ul
Master Mix 15 ul 375 ul

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

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

OkamZité uzaviete zkumavky.

Poznamka: Zabrarnite vzniku bublin ve findlnim reakcnim 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
Programuijte real-time PCR pfistroj dle manualu vyrobce pro alelickou diskriminaci/genotypovaci

experment. VloZzte vzorky do cycleru a spustte nasledujici program:
AB 7500 Fast, CFX96™", LightCycler® 480,

Mx3005P® a ostatni pFistroje s Peltier blokem: Rotor-Gene® 6000:

Pocet | Teplota | Cas Krok Pocet | Teplota | Cas Krok
cykll cykla
1 95°C 3 min | Pocatecni 1 95°C 3 Pocatecni denaturace
denaturace min
95°C 15s Denaturace 95°C 15s Denaturace
60°C 1 min | Annealing/Extenze 40 56°C 1 Annealing/Extenze —
40 - min Data acquisition ve
Data acquisition FAM a HEX kanalu
ve FAM a HEX
kanalu

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

Amplifikace | Amplifikace .
Kontroly ve FAM v HEX Genotyp e
kandlu (520 | kanalu (556
nm) nm) e
WT-Control NE ANO normalni o
HET-Control ANO ANO heterozygot ;
MUT-Control ANO NE homozygotni s
mutant
NTC NE NE - o . .
ema - &
Nékteré softwary potrebuji pro presné urceni genotypu nastavit H Tt

Treshold manudlné.
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Doporuceni pro nastaveni Tresholdu (C,):

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

Pro analyzu dat postupujte dle navodu vyrobce pfistroje.

9. Varovani a opatfeni

e Urceno pro in vitro diagnostiku.

e  PfipouZivani reagencii a vzorkl vidy pouZivejte jednorazové bezpudrové rukavice a vhodny
laboratorni odév.

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

e PouZivejte pipety ur€ené pro pfipravu PCR reakci, pouZivejte filtrované Spicky.

e PouZivejte reakéni zkumavky kompatibilni s pfistrojem s opticky Cistymi vicky nebo sealery.

e Nemichejte reagencie z rlznych sarzi.

e NepouZivejte expirované kity nebo jejich soucasti.
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