>
SAMPLICON
<

AmpliSNiP BRCAT rs80357064
(QPCR)

Zestaw do analizy polimorfizmu rs80357064
w obrebie genu BRCAT technikg DMAS- qPCR

Nr kat. Wielkosé¢ zestawu
SNP014-50 50 reakgc;ji

Zestaw diagnostyczny jest przeznaczony do profesjonalnego stosowania w laboratoriach badawczych
oraz diagnostycznych, w tym medycznych.
Przed uzyciem nalezy zapoznac sie z trescig niniejszej ulotki dotgczonej do zestawu diagnostycznego.
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TRANSPORT

Transport zestawu AmpliSNiP BRCA1 rs80357064 (qPCR) odbywa sie w suchym lodzie. Po otrzymaniu
przesytki nalezy jg natychmiast rozpakowac. Jezeli stwierdzono uszkodzenie tasmy zabezpieczajgcej
pudetko transportowe, uszkodzenie plomby opakowania handlowego Ilub brak suchego lodu
w styropianowym pudetku transportowym nalezy o tym fakcie niezwtocznie powiadomic¢ producenta
zestawu.

SKLADNIKI ZESTAWU

Nazwa Opis SNPO1 4-5_,0 Kolor wieczka probowki
50 reakcji
RM-A Mieszanina reakcyjna 1 x 550 pL zielony
RM-C Mieszanina reakcyjna 1 x 550 pL zielony
PC-A Kontrola pozytywna T x 300 pL czerwony
PC-C Kontrola pozytywna 1 x 300 pL czerwony
WATER Woda 1x1500 yL | biaty

WARUNKI PRZECHOWYWANIA | UZYTKOWANIA

e Sktadniki zestawu nalezy przechowywa¢ w -20°C.

e UNIKAC EKSPOZYCJI SKLADNIKA RM NA SWIATLO.

e Unikac¢ wielokrotnego zamrazania i rozmrazania sktadnikéw zestawu, w szczegdélnosci sktadnika RM.
10 cykli zamrozenia i rozmrozenia sktadnika RM nie wptywa znaczgco na jakos¢ zestawu.

e Termin waznosci zestawu podany jest na opakowaniu.

e Nie uzywac sktadnikéw zestawu po uptywie terminu waznosci.

OPIS ZESTAWU
Zastosowanie

Zestaw AmpliSNiP BRCA1 rs80357064 (qPCR) jest przeznaczony do analizy polimorfizmu rs80357064
w obrebie genu BRCA1. Polimorfizm ten jest jednym z czynnikédw wskazujgcych na zwiekszone ryzyko
zachorowania na raka sutka oraz raka jajnika. Zestaw diagnostyczny umozliwia wykrycie wariantow
allelicznych: dzikiego rs80357064 (A) i wariantu z mutacjg rs80357064 (C). Zestaw diagnostyczny
przeznaczony jest do diagnostyki in vitro. Zestaw ma charakter jakoSciowy: stuzy do oznaczenia
wariantéw allelicznych badanego genu cztowieka.

Zasada dziatania

Zestaw AmpliSNiP BRCA1 rs80357064 (qPCR) opiera sie na technologii DMAS-qPCR (double — mismatch
allele - specific qPCR). Oznaczenie poszczegdlnych wariantéw (alleli) nastepuje dzieki uktadom
specyficznych starteréw. Startery te umozliwiajg namnazanie fragmentu ludzkiego DNA w sposéb zalezny
od sekwencji DNA w miejscu polimorficznym. Detekcja powstajgcego produktu PCR nastepuje dzieki
specyficznej sondzie typu TagMan®, ktéra przytgczajgc sie do powstajgcego amplikonu (powielanego
fragmentu ludzkiego DNA) ulega hydrolizie. Podczas hydrolizy z sondy jest uwalniany barwnik
fluorescencyjny FAM, ktéry jest nastepnie wykrywany przez uktad optyczny urzadzenia
do przeprowadzenia reakcji Real Time PCR. Zestaw AmpliSNiP BRCA1 rs80357064 (qPCR) zawiera dwa
uktady reakcji qPCR pozwalajgce na analize polimorfizmu rs80357064 w obrebie genu BRCAT.
W sktad zestawu wchodzg dwa sktadniki RM pozwalajgce wykryé obecnos¢ nukleotydu A lub C w obrebie
badanego polimorfizmu (odpowiednio RM-A i RM-C).
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W celu zwiekszenia wiarygodnosci wynikow sktadniki RM w zestawie AmpliSNiP BRCA1 rs80357064
(gPCR) zawierajg system kontroli wewnetrznej w postaci uktadu sondy i starteréw stuzgcych
do namnozenia i detekcji sekwencji specyficznej dla ludzkiego DNA. Detekcja ludzkiego DNA odbywa sie
dzieki uwalnianiu przez sonde barwnika fluorescencyjnego HEX. Zastosowanie kontroli wewnetrznej
pozwala na monitorowanie prawidtowego przebiegu reakcji Real Time PCR oraz umozliwia kontrole
dodania ludzkiego genomowego DNA do reakgcji.

Zestaw AmpliSNiP BRCA1 rs80357064 (qPCR) zawiera dwa warianty sktadnika PC (kontrola pozytywna),
w ktorych znajdujg sie czgsteczki DNA kodujgce wykrywane wersje genu BRCA1. Reakcje Real Time PCR
ze sktadnikami PC (PC-A i PC-C) zostaly skonstruowane tak, aby stanowi¢ réwnoczesnie kontrole
negatywna dla zanieczyszczenia ludzkim genomowym DNA. Prawidtowy przebieg reakcji ze sktadnikami
PC-A i PC-C powinien da¢ wynik dodatni na kanale FAM (wykrycie okreslonego wariantu genu BRCAT)
oraz wynik ujemny na kanale HEX oznaczajacy brak kontaminacji ludzkim genomowym DNA.

POTRZEBNY SPRZET | DODATKOWE MATERIALY

Zestaw umozliwia wykonanie kompletnej procedury diagnostycznej, polegajacej na analizie polimorfizmu
rs80357064 w obrebie genu BRCAT w pobranych probkach wytacznie w potaczeniu z zestawem do
ekstrakcji DNA z pobranej prébki oraz urzgdzeniem do przeprowadzenia reakcji Real Time PCR.

UWAGA 1. Zestaw AmpliSNiP BRCA1 rs80357064 (qPCR) jest kompatybilny z urzadzeniami do przeprowadzenia reakcji Real
Time PCR posiadajgcymi mozliwos¢é detekcji barwnikéw fluorescencyjnych HEX i FAM;

Petng liste kompatybilnych urzadzen do przeprowadzenia reakcji Real Time PCR mozna znalez¢ na stronach internetowych
producenta zestawu.

UWAGA 2. Zestaw AmpliSNiP BRCA1 rs80357064 (qPCR) nie zawiera barwnika normalizacyjnego ROX. W przypadku urzadzen
wymagajacych normalizacji, nalezy do sktadnika RM dodaé¢ barwnik ROX do odpowiedniego stezenia. Barwnik ROX nie jest
dotaczony do zestawu.

SPECYFIKACJA TECHNICZNA

Zgodna z ISO 13485: Wyroby medyczne - System

Kontrola jakosci SO
zarzadzania jakoscia

Optymalna ilos¢é DNA dodawana do reakcji ‘ Do 100 ng

EKSTRAKCJA DNA

Do ekstrakcji DNA zaleca sie stosowanie zestawéw opartych o ztoza krzemionkowe (tzw. zestawow
kolumienkowych), gdyz zapewniajg one uzyskanie preparatéow DNA o odpowiedniej jako$ci. Preparaty
DNA nalezy przechowywaé¢ w 2-8°C (krétki okres przechowywania), w -20°C lub nizszej temperaturze
(dtugi okres przechowywania). llo§¢ wymaganego materiatu zalezy od uzytej metody ekstrakcji DNA.

UWAGA 3. Probki do badan nalezy pobiera¢ do sterylnych probéwek. Przed procesem ekstrakcji DNA, probki muszag by¢
przechowywane przez okres czasu i w warunkach gwarantujgcych stabilno$¢ materiatu genetycznego cztowieka.

UWAGA 4. W przypadku stosowania innych metod ekstrakcji niz zestawy kolumienkowe, preparat DNA moze zawiera¢ zwigzki,
ktdre istotnie zmniejszajg wydajnos¢ reakcji PCR. Prowadzi to do obnizenia czutosci testu, a w skrajnych przypadkach do braku
amplifikacji DNA.
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REAKCJA REAL TIME PCR

1. Okresli¢ liczbe preparatéw DNA poddawanych analizie (n).

2. Rozmrozi¢ sktadniki zestawu. Po rozmrozeniu, doktadnie wymiesza¢ zawartos¢ probowek i krétko
je zwirowac. Sktadniki po rozmrozeniu przechowywaé w 2-8°C lub na lodzie.
UNIKAC EKSPOZYCJI SKLADNIKA RM NA SWIATLO.

3. Okresli¢ ilos¢ preparatu DNA dodawanego do reakc;ji (x pL).
UWAGA 5. Optymalna ilos¢ DNA dodawanego do reakcji nie powinna przekracza¢ 100 ng. Duza ilo§¢ genomowego DNA
dodanego do reakcji PCR moze prowadzi¢ do pojawienia sie reakcji niespecyficznych.

4. PrzygotowaC dwie mieszaniny reakcyjne poprzez zmieszanie ze sobg sktadnikow RM i wody
w proporcjach podanych ponizej:

Sktadnik
p- RM-A RM-C Water
1| (M+2)x11pL (n+2)x(9-x)pL
2 (N+2)x11pL | (n+2)x(9-x) pL

5. Kazda z dwodch przygotowanych mieszanin reakcyjnych nanies¢ do n + 1 probéwek reakcyjnych
w ilosci (20 - x) yL.

6. Do n probowek reakcyjnych doda¢ po x pL przygotowanych preparatow DNA. Kazdy preparat DNA
nalezy dodawac¢ do kazdej z dwdch probdwek zawierajgcych rézne mieszaniny reakcyjne (RM-A oraz
RM-C).

7. Do ostatnich dwéch probéwek (kazda zawierajgca inng mieszanine reakcyjng) dodaé po x pL
odpowiedniego sktadnika PC (PC-A do probéwki zawierajgcej RM-A; PC-C do RM-C).

8. Zamkna¢ probowki reakcyjne, a nastepnie krétko je zwirowac.

9. Probdéwki reakcyjne umiesci¢ w urzgdzeniu do przeprowadzenia reakcji Real Time PCR i wykonac¢
reakcje zgodnie z temperaturowym profilem reakgc;ji.

Etap Temperatura Czas Odczyt fluorescenciji llosé cykli
Denaturacja wstepna 95°C 5 min 1
Denaturacja 95°C 10s
Amplifikacja 58°C 255 FAM i HEX } 35

UWAGA 6. Zaleca sie, aby czynnosci zwigzane z nastawieniem reakcji Real Time PCR wykonywa¢ w komorze laminarnej, celem
ograniczenia ryzyka zanieczyszczenia probowek reakcyjnych.
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INTERPRETACJA WYNIKOW

Etap I: Analiza reakcji ze sktadnikami PC (kontrolami pozytywnymi)

Przeanalizowa¢ kazdg z dwodch reakcji ze sktadnikiem PC (kontrolg pozytywng) pod wzgledem
prawidtowosci przebiegu reakcji Real Time PCR.

Lp. | FAM HEX Wynik

1 + - Prawidtowy
2 + +  Nieprawidtowy — kontaminacja ludzkim DNA
3 - - Nieprawidtowy - brak reakcji Real Time PCR

+ oznacza amplifikacje produktu PCR rejestrowang jako wzrost fluorescenciji
- oznacza brak amplifikacji produktu PCR i brak wzrostu fluorescencji

W przypadku stwierdzenia wynikéw prawidtowych dla obu reakcji kontrolnych przejs¢ do etapu Il analizy.

Etap lI: Kontrola dodania preparatu DNA do reakgcji (analiza amplifikacji kontroli wewnetrznej)

Na kanale HEX przeanalizowac¢ reakcje pod wzgledem dodania ludzkiego genomowego DNA do reakcji
Real Time PCR.
Lp. | HEX Wynik
1 +  Prawidtowy — dodano DNA do reakcji
2 - Nieprawidtowy — nie dodano DNA do reakcji lub preparat zawiera
inhibitory reakcji Real Time PCR

+ oznacza amplifikacje produktu PCR rejestrowang jako wzrost fluorescenciji
- oznacza brak amplifikacji produktu PCR i brak wzrostu fluorescenciji

W przypadku stwierdzenia wynikow prawidtowych dla danego preparatu DNA mozna przejs¢ do Il etapu
analizy.

Etap Ill: Okreslenie wersji genu BRCA1 w badanych prébkach

Odczyta¢ wyniki dla poszczegdlnych mieszanin reakcyjnych na kanale FAM. Potgczy¢ je ze soba
okreslajgc wersje genu BRCA1. Uktad alleli jest heterozygotyczny, jezeli wartosci Cq uzyskane dla reakcji
RM-C i RM-A sg poréwnywalne (ACq < 2). Uktad alleli jest homozygotyczny jezeli wartosci Cq dla reakcji
RM-C i RM-A wyraznie sie od siebie réznig (ACq > 5). Jezeli 2<ACq<5 nalezy powtérzy¢ reakcje.

RM- AMleszanmz:{M_ C Wartosci Cq Wariant genu BRCA1
+ - Homozygota (AA)
- + Homozygota (CC)
+ + Carmc= Cqrm-a Heterozygota (CA)
+ + Cqrmc - CQrma> 5 Homozygota (AA)
+ + Cqrma - CQrmc>5 Homozygota (CC)

+ oznacza amplifikacje produktu PCR rejestrowang jako wzrost fluorescenc;ji
- oznacza brak amplifikacji produktu PCR i brak wzrostu fluorescenciji
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UWAGI DODATKOWE

Zastosowane sondy TagMan® posiadajg tzw. ciemne wygaszacze (dark quenchers), ktére
nie generujg dodatkowych sygnatéw fluorescencyjnych. W urzadzeniach do przeprowadzenia
reakcji Real Time PCR, ktére tego wymagajg (np. RotorGene 6000), jako typ wygaszacza nalezy
wybrac¢ opcje ,,none”.

Urzadzenie do przeprowadzania reakcji Real Time PCR powinno posiada¢ kalibracje (tzw.
Kompensacje koloréw) dla barwnikéw fluorescencyjnych wykorzystywanych w zestawie.

Zestaw AmpliSNiP BRCA1 rs80357064 (qPCR) zostat zoptymalizowany do przeprowadzenia
reakcji w objetosci 20 yL. Zmiana objetosci reakcji moze istotnie wptyngé na niektére parametry
testu, w tym na osiggany limit detekciji.

OSTRZEZENIA | SRODKI OSTROZNOSCI

6/7

Nalezy zachowac szczegdlng ostroznos$¢ podczas ekstrakcji DNA. Uzyskany materiat biologiczny
traktowac jako potencjalnie skazony
Ekstrakcje DNA oraz analize polimorfizmu rs80357064 w obrebie genu BRCAT powinien wykonac¢
odpowiednio przeszkolony personel w laboratorium spetniajgcym odpowiednie wymogi
i dopuszczonym do pracy ze skazonym materiatem biologicznym. Nalezy zwréci¢ szczegdlng
uwage, aby podczas ekstrakcji DNA nie doszto do krzyzowego zanieczyszczenia preparatéw DNA
ekstrahowanych réwnolegle lub zanieczyszczenia preparatbw DNA materiatem genetycznym
osoby wykonujacej izolacje.
W celu maksymalnego wyeliminowania fatszywych wynikéw nalezy przestrzegac nastepujacych
zasad:
o W miare mozliwosci wyznaczy¢ osobne stanowiska do ekstrakcji DNA, przygotowania
reakcji Real Time PCR oraz jej wykonania/analizy;
o zmienia¢ odziez ochronng (fartuch laboratoryjny, rekawice jednorazowe) pomiedzy
etapami ekstrakcji DNA oraz przygotowania reakcji Real Time PCR;
o powierzchnie stanowisk roboczych nalezy przemywac¢ $rodkami usuwajacymi/
niszczagcymi DNA;
o nalezy stosowac jedynie sterylne koricowki z filtrem dedykowane do pipet automatycznych;
o podczas przygotowywania reakcji Real Time PCR, sktadniki PC nalezy dodac jako ostatnie.
Przed jego dodaniem, w miare mozliwosci, nalezy zamkng¢ probowki
z dodanymi preparatami DNA.
Podczas pracy z zestawem nie wolno jes¢, pi¢, ani pali¢ papieroséw.
Nalezy umy¢ rece bezposrednio po zakonczeniu pracy z zestawem.
W przypadku bezposredniego kontaktu sktadnikow zestawu ze skorg lub oczami, nalezy przemy¢
te miejsca obficie woda.
Zaleca sig, aby zestawy z przekroczonym terminem waznosci lub niewykorzystane sktadniki
zestawu byly utylizowane jak laboratoryjne odpady jednorazowego uzytku.

AmpliSNiP BRCA1 rs80357064 (qPCR)



ROZWIAZYWANIE PROBLEMOW

Przebieg reakcji Real Time PCR

Zaistnialy problem Prawdopodobna . )
A | REX przyczyna Rozwigzanie problemu
Kontaminacja ludzkim Powtdrzy¢ reakcje dla kontroli pozytywne;.
+ . genomowym DNA. W przypadku otrzymania ponownie wyniku
nieprawidtowego nalezy zatozy¢ kontaminacje
Nieprawidtowy sktadnika RM ludzkim genomowym DNA.
odczyt fluorescenciji
dla kontroli Nie dodano sktadnika PC | Powtdrzy¢ reakcje dla kontroli pozytywne;j.
pozytywnej lub sktadnik RM jest ztej W przypadku otrzymania ponownie wyniku
- - jakosci. nieprawidtowego nalezy zatozy¢ ztg jakos¢ sktadnika
RM (niewtasciwe przechowywanie, niewtasciwe
warunki transportu, przekroczenie terminu waznosci).
Nie dodano preparatu Zmierzy¢ stezenie preparatu DNA i w razie
DNA do reakgiji. koniecznosci powtdrzyc¢ reakcje z mniejszg iloscig DNA
Niska wydajnosé dodanego do reakg;ji.
ekstrakcji DNA i/lub Przy dalszym braku amplifikacji na kanale HEX dla
obecne inhibitory reakcji badanych preparatéw DNA oraz na kanale FAM dla
- - Real Time PCR. reakcji pozytywnej zatozy¢ ztg jakos¢ sktadnika RM.
Zbyt duze stezenie Przy amplifikacji na kanale FAM dla kontroli pozytywnej
preparatu DNA oraz braku amplifikacji na kanale HEX dla badanych
Nieprawidtowy Zta jakos$é odczynnika preparatéw DNA, zatozy¢ zanieczyszczenie preparatu
odczyt fluorescenciji RM. DNA inhibitorami reakcji PCR lub niskg wydajnos¢
dla badanej prébki ekstrakcji kwaséw nukleinowych.
+ - Kontaminacja sktadnika Nalezy wykonac reakcje sktadajgca sie z 11 pL
RM. sktadnika RM i 9 pL sktadnika Water. Brak amplifikacji
na kanatach FAM i HEX wskazuje na brak kontaminac;ji.
Amplifikacja na jednym lub obydwu kanatach wskazuje
na kontaminacje kontrolg pozytywnag, ludzkim
genomowym DNA i/lub produktem PCR powstatym we
wczesniej wykonywanych reakcjach.
OBSLUGA KLIENTA

e Wszelkie problemy i

nieprawidtowosci,

ktére pojawity sie podczas uzytkowania zestawu

diagnostycznego mozna zgtaszac telefonicznie lub drogg mailowa.
e Zamowienia na zestawy AmpliSNiP (qPCR) mozna sktada¢ drogg mailowa.

KONTAKT

Obstuga klienta

+48 739 223 268
contact@amplicon.pl
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