Navod k pouziti souprav

Testovaci soupravy pro ABO typizaci, RH typizaci, p

BAGene DNA-SSP

BAG HeaH care

ro typizaci

systém U Kell, Kidd, Duffy a MNS i pro HPA a HNA specifikac i -

(molekularn é biologicka metoda)

ureno pro in vitro diagnostiku

10/20 typizaci.

predfedéno, pfipraveno k pouziti

kat.c. @l 6640 BAGene ABO-TYPE 8 smési éervena
kat.&. REF| 6641 BAGene ABO-TYPE variant | 16 smési gervena
kat.C. @l 6645 BAGene RH-TYPE 13 smési purpurova
kat.&. |REF| 6646 BAGene Partial D-TYPE 16 smési Zluta
kat.&. REF| 6647 BAGene Weak D-TYPE 8 smési bila

kat.c. @l 6648 BAGene D Zygosity-TYPE 2 smési modra
kat.&. REF| 6650 BAGene KKD-TYPE 8 smési zelena
kat.&. |REF| 6652 BAGene MNS-TYPE 4 smési Zluta
kat.&. REF| 6660 BAGene HPA-TYPE 12 smési modra
kat.&. REF 6670 BAGene HNA-TYPE 7 smési bila
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1. Popis vyrobku

Vyuziti PCR (polymerase chain reaction) k
ur¢ovani krevnich skupin a destickovych
alloantigend  prochazi v posledni dobé
mohutnym rozvojem. V soucasnosti je technika
PCR pouzitelnd k dokon€ovani, upfesifiovani a
potvrzovani vysledk( sérologickych testa.
Sekvenovani ABO skupin [1-13], RHD/RHCE
[14-38], Kell, Kidd, Duffy [39-56], MNSs [57-
60], HPA [61-66] a HNA alel [67-69]umoZiiuje
jasnou typizaci darcu, pfijemci a téhotnych
Zen na drovni DNA s vysokym rozliSenim a ma
mnoho vyhod oproti tradiénim sérologickym
metodam.

Zakladnim materidlem pro typizaci pomoci
soupravy BAGene DNA-SSP kit je
purifikovana (precisténd) leukocytarni DNA.
Test je provadén pomoci SSP (sequence
specific primers — t.j. primery specifické pro
danou sekvenci) — PCR, (viz obr. 1) [72,73].
Tato metoda je zaloZzena na zjisténi, ze

extenze primeru, a tudiz i UspéSna PCR je
zavisla na presné odpovidajicich sekvencich
na 3" koncich obou primert. Cili pouze kdyz
primery zcela pfesné odpovidaji testované
sekvenci probéhne PCR a je mozno néasledné
pozorovat jeji produkt pfi gelové elektroforéze.

SloZzeni  jednotlivych  smési  primert
umoznuje po vyhodnoceni vyhodnocovacich
diagram0 jasnou identifikaci skupin ABO, RH ,
KEL, JK, FY, MNSs a HPA i HNA genotypu.
Pro kazdou typizaci se pouziva ur€ity pocet
reakénich smési (2, 4, 7, 8, 12, 13 nebo 16),
které jsou dodavany prediedéné (t). jiz
namichané v potfebnych mnozstvich) a
suSené. Smési vsobé jiz zahrnuji vnitini
amplifikaéni  kontrolu. Celkové mnozstvi
reakéni smési je 10ul.

obr. 1 Princip SSP-PCR
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dokonalé dosednuti primeru
namnozeni specifického produktu

m-n-rr(x

nedokonalé nasednuti primeru
amplifikace (hamnozeni) neprobéhne

Molekularn é genetické ur _éeni skupin ABO

molekularné genetické uréeni ABO skupin
se vyuziva v téchto pfipadech:

* U novorozencu, nebot u nich jesté
neni exprese antigent ABO plné
rozvinuta a navic mohou byt
protilatky do novorozence
preneseny pasivné z matky

* v pfipadé podezfeni na maskovani
originalniho sérotypu po
opakovanych, nebo masivnich
transfuzich cizich erytrocyt(

e pro monitorovani stavu po
transplantaci kostni dfené odliSné
ABO skupiny [9]

» pro forenzni Gcely




BAGene ABO — TYPE a BAGene ABQO — TYPE variant

Charakteristickym znakem ABO systému
jsou terminalni zbytkové sacharidy na
uhlovodikovém  Fetézci  glykoproteind a
glykolipidd na povrchu bunék. Tyto modifikace
jsou katalyzovany specifickymi
glykosyltransferazami. Proto antigenni
vlastnosti nejsou pfesné determinovany A, B
nebo O geny, ale jsou geneticky ureny
pritomnosti a aktivitou glykosyltransferaz.
Pfenos N-acetylgalactosaminu pomoci A
transferazy a D galaktozy pomoci B
transferdzy vede k urCeni krevni skupiny A,
respektive B. Jestlize je nékdo nositelem
krevni skupiny AB, pak ma obé transferazy a
naopak, nositelim krevni skupiny O obé
transferazy chybi. Geny pro A i B transferazy
leZi oba na dlouhém raménku chromozému 9
(9934). Skladaji se 7 exonul s celkovou délkou
1065 para bazi (bp). NejvyznamnéjSi mutace

(substituce, delece a inzerce) jsou lokalizovany
na exonech 6 a 7.

V literatufe je popsano 5 hlavnich alel:
ABO*A101, ABO*A201, ABO*B101,
ABO*0O01 a ABO*003. Déle bylo popsano
mnoho dalSich variant a podskupin [1-13].
BAGene ABO-TYPE a BAGene ABO-TYPE
variant umozZfiuje molekularné genetické
ur€eni zékladnich péti alel a také bézné alely
ABO*002 i variant A a B (tj. A>, AX, A® A",
B®, B*, B".

V soucasnosti neexistuje oficialni
nomenklatura ABO™ alel a kromé zde v navodu
pouzité existuji i dalSi nomenklaturni systémy.
Nepretrzité aktualizovany seznam vSech
zndmych ABO alel Ize nalézt v The Blood
Group Antigen Gene Mutation Database na
internetové adrese:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/gv/mhc/xslcgi.cgi?
cmd=bgmut/systems_info&system=abo

Molekularn & genetické ur €eni skupin Rh
V dusledku silné imunogenicity D antigenu
a silné imunitni reakci D negativnich osob po
transfuzi D pozitivnich erytrocytd je urceni
RHD typu velmi vyznamné. [34]
Imunitni reakce u D negativnich osob
nastava napriklad pfi:
« transfuzi D pozitivnich erytrocytu
e pfi téhotenstvi D negativni matky
s D pozitivnim plodem

Pfesné uréeni genetického zakladu D typu
je vyznamné pfi pfedchazeni D imunizaci.
Navic D negativni koncentraty c&ervenych
krvinek mohou byt uréeny s vétsSi presnosti.
Neméné dulezita je i typizace alel RHCE pfi
nejasnych a slabych sérologickych vysledcich.

RozliSeni D+/D+ a D+/D- u partnera s D-
negativni matkou ve smyslu uréeni D
zygozicity ma klinicky vyznam pfi minimalizaci
rizika MHN (Morbus haemolyticus
neonatorum) [38] a umoznuje lepsi
téhotenskou péci.

BAGene RH-TYPE a BAGene RH-TYPE Asia

Dva RH geny, RHD a RHCE lezi na
kratkém raminku chromozomu 1 (p34.3 az
p36.1) [14] Jejich 3‘ konce jsou obraceny
smérem k sob& a oddéleny 30 kbp (30 000

paru bazi). DalSi gen (SMP1) lezi v této oblasti
a také kdéduje membranovy protein [26].

RHD gen kéduje antigen D, RHCE gen
pak antigeny C, c, E, e. Kazdy z RHD a RHCE
gent se sklddad z 10ti exond s obvyklou
velikosti 69 kbp.

Priblizné 18% evropské populace je
sérologicky D-negativni. U takika vSech RhD
negativnich lidi kavkazské rasy gen RHD
zcela chybi na obou chromozémech [28].
V dalSich etnickych skupinach (africké, asijské)
a s malou Cetnosti téZ u evropské populace je
pfitomen zjevné nefunkéni gen RHD i u
fenotypicky RHD negativnich jedincd. (Cde®,
RHDW) [14, 15, 20, 21, 26-28, 30, 32-34].
BAGene RH-TYPE umozfiuje molekularné
genetické urceni standardnich RHD/RHCE alel
stejné jako typizaci nékolika RHD variant (D
kat. VI, D kat. IV typ Ill, Cde®, RHDWY,
RHD(W16X), RHD-CE(8-9)-D, RHD-CE(3-7)-D
[33] a také DEL typd (RHD(K409K),
RHD(M2951), RHD(IVS3+1G>A)) [35]. Urceni
C" je taktéz zahrnuto. V pfipadé, Zze ve
vysledcich vychazi skupina D, mély by byt
provedeny dal3i testy pomoci BAGene
Parcial D-TYPE, aby se vyloucily bodové
mutace jako pfi¢ina téchto vysledkd.

RHD varianty (RHD(K409K), weak D (type
15, 17) se vyskytuji svySSi frekvenci u
asijskych etnickych skupin a Ize je prokazat
pomoci BAGene RH-TYPE Asia.



Upstream Rhesus Box
Downstream Rhesus Box

Hybridni Rhesus Box

B RHCE

Obrazek 2 : Model uspofadani RHD a RHCE genového lokusu [podle 26,27].
2A usporadani RHD a RHCE genovych lokust u RHD pozitivhiho haplotypu

2B usporadani u RHD negativniho haplotypu

BAGene Partial D-TYPE a Weak D-TYPE

Variace v antigenni struktufe RhD vede bud
k ¢aste€nému (partial D) nebo slabému D
fenotypu (weak D).

Molekularné genetické studium téchto D
variant ukazalo, Ze slaby D fenotyp stejné jako
nékteré z ¢asteénych D typl jsou zpuUsobuji
bodové mutace. V dalSi pfipadech je ¢astecny
D fenotyp tvofen vyménou jednoho nebo vice
exonl genu RHD za odpovidajici exony genu
RHCE. Vdusledku toho tedy vznika
kombinovany RhD-CE-D protein. V téchto
kombinovanych proteinech chybi kompletni
epitopy proteinu RhD. Tim padem jsou jedinci
s takovymto ¢asteénym D typem (t.j. s klinicky
relevantni kategorii D VI) imunizovatelni
transfuzi  erytrocytd s kompletnim  RhD
proteinem[16, 22, 34].

Tak, jak bylo popséano v literatufe, substituce
aminokyselin v ¢aste¢nych D fenotypech jsou

lokalizovany prfevazné v extraceluarni casti
proteinu. Substituce aminokyselin u slabého D
fenotypu jsou naopak omezeny pfevazné do
intraceluarni a transmembranové casti RhD
proteinu [22, 23, 25, 26, 28-31, 35].

BAGene Partial  D-TYPE umoziiuje
molekularné genetické stanoveni D- kategorii
Dil, DIlll, DIV, DV, DVI, DVIIl stejné jako
¢aste¢ny DAU, DBT, DFR, DHMi, DHMii,
DNB, DHAR (Rh33) [16, 17, 19, 20, 22, 24,
25, 28, 36, 37]. Molekularné genetické
rozliseni D variant DCS, DFW, DIM, DNU od
standardniho RHD neni v sou¢asnosti mozné.
Je zadouci brat v potaz haplotypy.

BAGene Weak D-TYPE umoziuje
molekularné genetické uréeni slabych D typu
1,2,3,40/4.1,42,5,11,15a17.

BAGene D Zygosity-TYPE

U RhD pozitivniho haplotypu je gen RHD
lemovan dvéma téméfF  homologickymi
sekvencemi DNA - tzv. Rhesus Boxy které
jsou poloZeny na 5’ (upstreem Rhesus Box),
respektive 3’ (downstreem Rhesus Box)
smérem od genu RHD. (viz obr. 2A). Jelikoz je

RhD gen negativnich jedinct kavkazské rasy
zcela vyStépen na obou chromozémech,
vznikd zde hybridni Rhesus Box vznikly
spojenim 5’ konce upstreem Rhesus Boxu a 3’
konce downstreem Rhesus Boxu. (viz obr. 2B)
[26, 27, 28].




BAGene D Zygosity TYPE umozniuje uréeni
D-zygocity (t.j. homozygocity, nebo
heterozygocity D fenotypu) pomoci
molekularné genetického priikazu pfitomnosti
Downstreem Rhesus Boxu (homozygot DD)
nebo Hybrid Rhesus Boxu (homozygot dd),
respektive Downstreem a Hybrid Rhesus
Boxu (heterozygot Dd). Jelikoz u cerné
populace chybi Hybridni Rhesus Box, je

v téchto pfipadech nutno urcit alely Cde®,

RHDWY pomoci BAGene RH-TYPE (reakce ¢&.
2 a 8) souprav. Ani dalSi D-antigenné RHD
negativni alely nemohou byt v souéasnosti
dostupnymi testovacimi soupravami vylouéeny
a tento fakt je tfeba pfi interpretaci vysledkud
brat v Gvahu. Na druhou stranu se tyto alely
v bilé populaci vyskytuji velice zfidka [33,38].

Molekularn & geneticka typizace systému Kell, Kidd, Duffy (KKD)

KEL1 (K) a KEL2 (k — Cellano). KEL1 se
vénuje nejvétSi pozornost pro jeho silnou
imunogenicitu.

Antitetické alely systému Kidd se nazyvaji
JK*A a JK*B (Jk*, JK).

Nejdulezitéji pro charakterizaci sg/stému Duffy
jsou FY*A a FY*B (Fy®, Fy’). Protilatky
namifené proti antigenm KKD systému
zplUsobuji  hemolytické transfuzni  reakce
a/nebo tézké pripady MHN.

Presny priikaz téchto protilatek v krvi darc( i
pacientud je proto velmi dudlezity.

BAGene KKD-TYPE [39-56]

Vyznamny rozdil mezi KEL1 a KEL2 (v
sérologické nomenklatufe K a k - Cellano) je
zplsoben substituci jediné baze v exonu 6
prislusného genu.

Systém Kidd je lokalizovdn na
chromozému 18 a tvoii ho tii typy Jk?, JK®, JK-.
Alely JK*A, JK*B Kidd systému se liSi jedinou
aminokyselinovou zameénou na pozici 280
daného antigenu.

Gen FY je lokalizovan na chromozému
1 a sklada se zalel FY*A, FY*B, FY*X a

FY*null01, na daném genovém lokusu muze
byt zastoupena vzdy jen jedna z nich. Podle
serologické nomenklatury alela FY*A odpovida
Fy* antigenu a alela FY*B odpovida Fxb
antigenu. Slabé se projevuijici alela FY*X (Fy")
je serologicky definovana jako Fy® "¢
V africké populaci je fenotyp Fy(a-b-)
pozorovan s frekvenci 68%, zatimco v Evropé
je velice vzacny (< 0,1%). Jedinci se touto
Jichou* alelou zvanou FY*null0l jsou
rezistentni va&i patogenu  zpusobujicimu
malarii tercianu (Plasmodium vivax) v dasledku
nepfitomnosti antigenni determinanty.

Na rozdil od sérologickych technik umozriuje
BAGene KKD-TYPE jasnou identifikaci
imunologicky vyznamnych alel Fy® ¥ (Fy*X) a
FY*nullO1.

BAGene KKD-TYPE SSP se sklada alesporni

z8 PCR smési a umoziuje prikaz

nasledujicich charakteristik:

Kell (K, k) - KEL*1 a KEL*2

Kidd (Jk 2, JK®) - JK*A a JK*B

Duffy (Fy %, Fy”, Fy™", Fy¥) - FY*A, FY*B,
FY*nullol a FY*X



Molekularn € geneticka typizace systému MNS pomoci BAGene MNS-T  YPE

Antigeny M a N byly objeveny roku 1927
Landsteinerem and Levinem [57], S a s roku
1947 Walshem a Montgomerym [58]. Lidské
glykophoriny jsou hlavnimi sialoglykoproteiny
vystavenymi na membrané cervenych krvinek
nesoucich antigeny MNS systému. [59].
Glycophorin A (GPA) ma dvé alelické formy
nesouci M nebo N antigen. Glycophorin B
(GPB) se také vyskytuje ve dvou alelickych
formach, které nesou antigeny S nebo s. GPA

a GPB jsou kédovany geny GYPA a GYPB,
které jsou ¢leny genové rodiny na
chromozomu 4 [60].

BAGene MNS-TYPE [57-60]

Souprava umoznuje typizaci ¢ty hlavnich alel
MNS systému (M, N, S a s) na molekularné
genetickém zakladu.

Molekularn é geneticka typizace trombocytarnich atigen G (HPA)

Alloimunni trombocytopenie jako je neonatalni
alloimunni trombocytopenie, post-transfuzni
purpura nebo refrakternost po transfuzi
trombocytarnich naplavt mohou byt
zpusobeny v priibéhu téhotenstvi nebo jako
nasledek transfuze destrukci trombocytl
zpusobenou tvorbou protilatek proti
specifickym trombocytarnim antigenim (HPA)
nachazejicim se na desti¢kovych
membranovych proteinech. Pfesna typizace
HPA je nezbytna pro spravné rozhodnuti a
podani odpovidajicich krevnich komponent pro
pacienty s timto typem nemoci [61-66].

BAGene HPA-TYPE

Trombocytarni antigeny HPA (human platelet
antigen) reprezentuji skupinu polymorfnich
alelickych markerd lokalizovanych na lidskych
trombocytarnich  glykoproteinech ~ GPlIb/lla,
GPla, GPlba a GPIbB. Polymorfizmus je
zalozen na bodovych mutacich zplUsobenych
vyménou jednotlivych aminokyselin [65].
BAGene HPA-TYPE umoznuje molekularné
biologickou typizaci HPA genotypt HPA-1a/b,
HPA-2a/b, HPA-3a/b, HPA-4a/b, HPA-5a/b,
HPA-15a/b.

Molekularn é geneticka typizace HNA specifit

Neonatalni alloimunni neutropenie (NIN) nebo
akutni poSkozeni plic spojené s transfuzi
(TRALI) jsou zpusobeny protilatkami proti
antigendm lidskych neutrofili. Imunizace m(ze
nastat pfi transfuzi, nebo béhem téhotenstvi.
Bezpecéné urceni HNA specifit je nezbytné pro
diagn6zu a ziskani krevnich preparatd
potfebnych pro pacienty trpicimi témito
syndromy [67-69].

BAGene HNA-TYPE

Antigeny granulocytd HNA (human neutrophil
antigens) jsou projevem polymorfni skupiny
allel, pfitomny jsou na povrchu lidskych
neutrofilnich granulocytd. Klinicky vyznamné
alloantigeny jsou HNA-la (NA1l), HNA-1b
(NA2) a HNA-1c (SH) z FcyRlllb glykoproteint
[67]. DalSimi Kklinicky relevantnimi antigeny
jsou HNA-4a (Mart) a HNA-5a (Ond) ketré
patfi do skupiny .-integrind [68, 69].
BAGene HNA-TYPE u umoziuje molekularné
biologickou typizaci HNA specifit HNA-1a/b/c
HNA-4a/b, HNA-5a/b .



2. Material

2.1. obsah souprav BAGene / DNA-SSP

« 10 nebo 20 BAGene destiek/stript
ur¢enych pro 10 respektive 20
typizaci. Predfedéné a vysuSené
reakéni smési se skladaji z primert
specifickych pro dané alely, primeru
vnitfni  kontroly (specifické pro gen
HGH — lidsky rdstovy hormon [71] a
chromozom | genomické sekvence
nebo 90 kbp 5 Rhesus Boxu) a
nukleotidd. Prvni reakéni smés je
znatena (PCR stripy: vytiSténym
Cislem Sarze okolo prvni reakéni
komirky, PCR desticky: vytiSténym
Cislem Sarze nad prvni reakéni
komirkou).

e 10xPCR pufr pro 10 respektive 20
typizaci

e vicka ke striplm (po 12ti ) v mnozstvi
dostacujicim pro 10 respektive 20
typizaci

 navod kpouziti, pracovni listy a
vyhodnocovaci diagram

Jako doplnék k BAGene RH-TYPE je
dodavan DNA délkovy standard pro
méfeni fragmentl pfi gelové elektroforéze
(napf. ABgene Co. superladder-low 100

bp)

2.2. pot Febné vybaveni a material
» Taqg polymeraza (5U/ul, napf. Qiagen)
Il' NepouzZivejte hot start Taq
Polymerazu !! (napf. Ampli Tag Gold)
* souprava BAG EXTRA GENE pro
extrakci DNA zkrve, lymfocytd &i

leukocytl, pFipadné jiné vybaveni pro
izolaci genomické DNA
» DNA délkovy standard pro gelovou

elektroforézu (s vyjimkou BAGene
RH-TYPE)

* pipety s rozsahem 0,5-250 pl

» sterilni Spi¢ky s integrovanym vnitfnim
filtrem

e DNA cyklér s vyhfivanym a
nastavitelnym vikem (napf. PTC 200,
MJ Research/Bio-Rad)

pfistroje  a chemikalie pro gelovou
elektroforézu

* DNA agar6za

e 0,5 x TBE pufr (45 mM Tris, mM

kyselina borita, 0,5 mM EDTA)

» ethidium-bromid (EtBr)

» jednotka pro elektroforézu

e zdroj napéti (200-300 v. 200 mA)

pfFistroje a pot feby pro dokumentaci a
vyhodnoceni vysledk
e zdroj UV zéafeni (transiluminator,
A=220-310 nm)
» fotoaparat (digitalni, Polaroid)

2.3. skladovani a stabilita

Souprava je dodavana nezmrazenda. Skladujte
vSechny reagencie pfi -20 az -80° C v temnu.
Datum exspirace je uvedeno na vicku kazdé
Z reagencii. ~Shelf life" t.j. doba
skladovatelnosti po prvnim pouziti je uvedena
na vnéjSim popisku a vztahuje se na reagencii
s nejkratsi dobou Zivotnosti. RozpouStéjte
10xPCR pufr tésné pfed pouzitim.

3. Udaje o kvalit é testu

analyticka senzitivita
Kvalitni typizace je zaru¢ena pfi pouziti 50 -
100ng DNA na reakéni smés.

Zdlvodu  delSiho trvani PCR
programu pfi provadéni BAGene D Zygosity-
TYPE doporucujeme pouzit mensi mnozstvi
DNA na reakci (30-50 ng)

diagnosticka specifita

Slozeni primerd zaruCuje identifikaci alel
uvedenych v pracovnich listech a
vyhodnocovacich diagramech.

Diagnosticka senzitivita a specifita kazdého
primeru byla testovana na DNA z referenénich
vzork(. Alely, které nejsou v souéasnosti
dostupné a nebyly testovany z ddvodu jejich
vzacnosti, jsou v pracovnich listech a
vyhodnocovacich diagramech znaceny n.t.
(not tested currently, doposud netestovano)

Studie byly provadény pro vSechny soupravy
BAGene DNA-SSP na pfedem typizovanych
vzorcich. Vyzkum prokazal jasnou shodu
s pfedchazejicimi sérologickymi a/nebo
genomickymi typizacemi.



4. Pracovni postup

4.1. Bezpe énostni pokyny a specialni poznamky

PCR je vysoce citlivA metoda, ktera by méla
byt provddéna osobou se zkuSenosti s praci
v molekularné biologické laboratofi.

Soucasné poznatky ztransfuzni mediciny a
urcovani krevnich skupin stejné jako transfuzni
anamnézy musi byt brany v potaz, aby se
snizilo mozné riziko faleSnych typizaci,
obzvlasté v pfipadé kdy molekularné biologicky
a seérologicky ziskané vysledky nejsou ve
shodé. Genotypizace ABO i RHD/RHCE,
stejné jako KKD, MNSs, HPA a HNA by mély
byt provadény po vyhodnoceni sérologickych
testd.

Obecné omezeni molekularné genetickych
typizaci pomoci souprav. BAGene DNA SSP:

Pokud pomoci soupravy BAGene neziskame
jasné vysledky (napf. z divodu neznamé alely,
kterA nemlze byt prokdzana soucasnymi
primery) je nutno postupovat podle narodnich
standardu a pracovat podle sérologickych dat.
Doporucujeme sekvenéni analyzu takovychto
vzork(l.  Vysledky typizaci musi byt
interpretovany s prfihlédnutim na genetickou
variabilitu v rdznych etnickych skupinach. V
pfipadé pochyb je rozhodujici uréeni na
zakladé fenotypu.

Omezeni pfi uréovani krevnich skupin ABO

Jelikoz lze pomoci BAGene ABO-TYPE
variant prokézat jen ¢ast z mnozstvi variant
alel A, jsou ostatni jsou neodlisitelné od alely

ABO*A101 . Jelikoz Ize pomoci BAGene ABO-
TYPE variant prokazat jen €ast z mnozstvi
variant alel B a zadné varianty A’>, mohou byt
ostatni variantni B alely, nebo variantni AZ
skryty pod vysledky PCR  ABO*B101 a
ABO*A201 . Vétsina B® a cis AB alel taktéz
vychéazeji pozitivni pfi reakce se skupinou
ABO*B101.

Omezeni a poznamky k typizaci D zygocity

U RHD alel, které nemohou byt rozliseny
sérologicky (tj. u RhD neg.) mu(ze dojit
krozporu mezi vysledky  molekularné
biologickymi a  sérologickymi.  Pozitivni
identifikace  Downstreem  Rhesus  Boxu
znamena pfitomnost alely RHD tj. (RHD
pozitivni) s vyjimkou RHDW heterozygotd i

homozygotl. Zde je reakce negativni, a¢ je
alela RHD pfitomna.

Navic v pfipadech geneticky pozménéného
Downstreem Rhesus Boxu je mozné, Ze
vysledky budou také faleSné negativni, ackoliv
je pacient sérologicky D-pozitivni. Cili u
sérologicky D-pozitivnich pacientd a pozitivni
PCR pro Hybridni Rhesus Box je interpretaci
"Dd" a "DD" pro vysledky s negativni PCR
Hybridni Rhesus Box.

V dusledku velkého polymorfizmu Hybridniho
Rhesus Boxu u Afri¢anii se mohou vyskytovat
faleSné pozitivni vysledky u RHDW i dalSich
RHD alel.

Degradovana DNA mlze vést kfaleSné
negativnim vysledkd jak u Downstream
Rhesus Boxu tak i u Hybridniho Rhesus Boxu.
V dusledku toho jsou patrny pouze prouzky
vnitfni kontroly, nebo chybi prouzky zcela.

Omezeni a poznamky k typizaci partial D

Chybéjici prouzek v reakci €. 4 mize indikovat
DFR (slabé pozitivni s anti-D) nebo RHDWY
(hetero- nebo homozygot, v sérologii D
negativni). Pokud chybi sérologicka informace,
Ize potvrdit, nebo vylou¢it RHDW pomoci

BAGene RH-TYPE.

Prace vyzaduje velkou opatrnost, aby bylo
pokud mozno vylouceno nebezpeci
kontaminace vzork(l a tim padem i faleSnych
vysledku! Proto :

- pouzivejte pfi praci rukavice (pokud mozno
bez pudru)

- pro kazdé pipetovani pouzivejte nové sterilni
Spicky (s integrovanym filtrem)

- vyClerite oddélené pracovni prostory pro
jednotlivé pracovni kroky - t.j. predamplifikaéni
(izolace DNA a pfiprava reak&nich smési) a
postamplifikaéni  (gelovd elektroforéza a
dokumentace), nejlépe ve dvou mistnostech
- pouzivejte pom(cky a pfistroje jen pro dany
krok a nevyménujte je navzajem.



4.2. 1zolace DNA

Pro testy BAGene potfebujeme cca 5-10 ng
DNA (coz odpovida pfiblizné 0,5 ml krve).
Souprava BAG EXTRA-GENE je pro izolaci
DNA nejvhodnéjSim feSenim, nebot Cistd DNA
muze byt ziskana z pIné krve za kratkou dobu
a to bez pouziti toxickych chemikalii a
rozpoustédel. OvSem i jiné, v literature
popsané metody [70], jako je chloroform-

triethyl-amonium-bromid (CTAB) metoda nebo
fenol-chloroformova purifikace poskytuji
dostate¢né cistou DNA. PFitomnost heparinu
vreakéni smési muze inhibovat PCR [71],
proto se doporucuje pouziti EDTA nebo
citratové krve. DNA by méla mit index Cistoty
(pomér extinkci pfi OD,gg / ODygp) mezi 1,5 a
2,0.

4.3. Amplifikace

VSechny predfedéné a susené reakéni smési
jiz obsahuji nukleotidy, alely a kontrolni
specifické primery. Tato smés je usuSena na
dné reak&nich komurek. Parametry amplifikace
jsou nastaveny pro celkovy objem reakce 10pl.
1: Vyjméte odpovidajici pocet BAGene
destiCek z —20 az —-80C a rozeh fejte 10xPCR
pufr na pokojovou teplotu.

2. Napipetujte MasterMix z 10xPCR pufru,
roztoku DNA, Taq polymerazy a redestilované
vody a dobfe promichejte. V3echny BAGene
testovaci soupravy pracuji se stejnym
MasterMixem a lze tedy pouzivat tentyz pro
vSechny BAGeny testy. Nasledujici TAB. 1.
udava slozeni MasterMixa v zavislosti na poctu
provadénych testu:

pocet mixU roztok DNA(*) H,0 10xPCR pufr Tag polymeraza | celkovy objem
(50-100 ng/ul) (** (5U/ul

1 1l 8 ul 1l 0,08 pl 10 pl
2 2 ul 16 pl 2 ul 0,02 pl 20 pl
6(***) 7 ul 50 pl 7 ul 0,5 pl 65 pl
7 9 ul 70 ul 9 ul 0,7 pl 90 pl
8 10 pl 80 pl 10 pl 0,8 pl 100 pl
9 11 pl 88 i 11 pl 0,9 pl 110 pl
10 12 ul 96 pl 12yl 1,0 ul 120 ul
11 13 ul 104yl |13 4l 1,0 ul 130 ul
12 14 ul 112yl |14 4l 1,1 ul 140 pl
13 16 pl 128 ul |16yl 1,3 ul 160 pl
14 17 yl 136 ul |17 ul 1,4 ul 170 ul
15 18 ul 144yl |18 ul 1,4 ul 180 ul
16 19 ul 152yl |19yl 1,5 ul 190 ul

(*) pfi odlisnych koncentracich DNA musi byt zménéno mnozstvi roztoku a k tomu odpovidajicim
zpusobem i mnozstvi H,O, (napf. pro 12 mixt a koncentraci DNA 120ng/ ul pouzijte 5,8 ul DNA a 119

pl H,0).

(**)P¥i praci se soupravou B AGene D Zygosity-TYPE je doporu éené mnozstvi DNA 30-50 ng/ pl.

(***)

doporu€ujeme pfipravovat MasterMix pro minimalné 6 reakci, nebot u mensich objemu je

mnozstvi Taq polymerazy extrémneé nizké a hrozi zna¢na chyba pfi pipetovani smési.

10



3: Po promichani na Vortexu preneste 10 ul
této reakéni smési  (MasterMixu) do
predkapanych jamek. Vyménte Spicku po
kazdém pipetovani. Pevné uzaviete reakéni
komrky odpovidajicim vickem. Davejte pozor
at se nedotknete vnitfni ¢asti vicka ani horniho
okraje reakénich komdrek prsty z ddvodu
nebezpedi kontaminace. PFi pouziti cykléru
s tésné uzaviratelnym vikem je mozné pouzit
opakované pouzitelné PCR kryci folie.

Lehce hybejte destickou aby se modry pelet na
dné reakéni komdrky rozpustil. VeSkera
reakéni smés by meéla byt na dné reakéni
komrky.

4: Vlozte reakéni zkumavky do termocykléru a
pevné uzaviete viko tak, aby se reakéni
kom{rky pfi zahfivani nezdeformovaly. Zahajte
PCR program. Prekryvani mineralnim olejem
neni u cyklért s nastavitelnym a vyhfivanym
vikem potfeba.

Znaceni =

Lot

®OPOO®OOO;

CAC)

Nastaveni PCR cykléru pro soupravy BAGene (vyima BAGene D Zygosity-TYPE)

krok doba teplota pocet cykll
prvni denaturace 5 minut 96C 1 cyklus
denaturace 10 sekund 96C 5 cykl U
annealing a | 60 sekund 70C

prodluzovani

denaturace 10 sekund 96T 10 cykld
annealing 50 sekund 65C

prodluzovani 45 sekund 72T

denaturace 10 sekund 96T 15 cykld
annealing 50 sekund 61C

prodluzovani 45 sekund 72T

zavérecné prodluzovani | 5 minut 72T 1 cyklus

POZOR: PRO BAGene D Zygosity -TYPE JE ODLISNY PROGRAM

krok doba teplota pocet cykli
prvni denaturace 10 minut 95T 1 cyklus
denaturace 20 sekund 92T 35 cykld
annealing 30 sekund 64C

prodluzovani 5 minut 68T

zavérecné prodluzovani | 5 minut 72T 1 cyklus

typy cyklérd: napf. PTC 100/200 (MJ Research/BioRad), GeneAmp PCR-System 9600/9700 (ABI Co.)

Jelikoz cykléry od r tGznych vyrobc G nékdy
pracuji pon ékud odlisSn € a nékdy se
dokonce liSi jednotlivé p Fistroje stejného
typu, m Gze vzniknout pot Feba optimalizovat
reak éni parametry pro vas konkrétni cyklér.

Pro optimalizaci postupujte nasledovn  é:

Pri faleSné pozitivnich reakcich (nespecifické
prouzky (bandy), dalSi alely atd.) zvySujte
teplotu annealingu v krocich po 1<C.

Pfi faleSné negativnich vysledcich (t.].
chybéjici prouzky (bandy)) snizujte v krocich
po 1T teplotu annealingu a/nebo prodluZujte
dobu trvani annealingu v 5ti vtefinovych
krocich, a/nebo prodluzujte dobu trvani
denaturace v opét 5ti vtefinovych krocich.

Doporu €ujeme pouzivat jen
kalibrované cykléry.

pravideln é



Pro provedeni kalibrace vasSeho cykléru Ize
pouzit nap F. soupravu BAG-Cycler Check
kit (katalogové €islo 7104).

Testy kvality vySe uvedenych vyrobka byly
provadény na cyklérech PTC 200 a PTC 100
firmy MJ Research a 9700 od firmy ABI.

4 .4. Gelova elektroforéza

Separace (oddéleni) produktli amplifikace je
provadéna pomoci horizontalni  gelové
elektroforézy na agar6zovém gelu. Jako pufr
by mél byt pro elektroforézu pouzit 0,5 x TBE
(45 mM Tris, 45mM kyselina borova, 0,5 mM
EDTA). Koncentrace gelu by méla byt 2,0-
2,5% agar6zy. Nechte gel polymerizovat
alesponi 30 minut pfed nanesenim vzork(. Po
provedeni amplifikace vyjmeéte vzorky z cykléru
a preneste celkovy objem peclivé do jamek
v gelu. Neopomerite dat do samostatné jamky
téz 10 ul DNA délkového standardu pro méreni
délky fragmentu. Elektroforetickd separace se
provadi pfi 10-12 V/cm, (tj. pfi cca 20cm

vzdalenosti mezi elektrodami pfi 200-240V), po
dobu 20-40 minut. Pro BAGene D Zygosity-
TYPE doporuCujeme 40ti minutovy béh
elektroforézy, ktery nam jasnéji oddéli
jednotlivé prouzky. Po probéhnuti elektroforézy
je gel nabarven v roztoku Ethidium bromidu
(pfiblizné 0,5 pg EtBr na 1ml H,O nebo TBE
pufru). Alternativnim postupem barveni je
pridani EtBr (0,5 pg/ml) do elektroforetického
pufru i pfimo do gelu. Pokud je to nutné, Ize
odstranit pfebyte¢ny EtBr namocenim gelu na
dobu 20-30 minut do vody.

4.5. Dokumentace a interpretace vysledk d

Pro zviditelnéni a zdokumentovani vaSich
vysledkd  prosvitte gel po  provedeni
elektroforézy UV svétlem (transiluminétor,
A=220-310 nm) a vyfotografujte odpovidajicim
fotoaparatem (digitalnim ¢i klasickym), filtry a
filmem (napf. pfi pouziti systému polaroid film
typu 667). Nastavte Cas i clonu tak, aby
jednotlivé prouzky jasné vystupovaly proti
pozadi a zadné nechybély.

Pro interpretaci vysledkl pouZzijte
vyhodnocovaci diagram, pouze prouzky
s odpovidajici délkou (odectenou podle DNA
délkového standardu (napf. superladder-low
100 ladder, Abgene Co. ktery je dodavan
vsoupravé BAGene RH-TYPE musi byt
nanesen alespon do jedné jamky na kazdém
gelu, pro podrobngjsi navod kjeho pouziti
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prostudujte navod vyrobce) by mély byt
vyhodnoceny jako pozitivni. Spravnou velikost
jednotlivych prouzk(l Ize nalézt v pracovnich
listech a vyhodnocovacich diagramech. Ve
vSech drahach bez specifickych produkti
jednotlivych alel musi byt patrnd vnitfni
kontrola o délce 434 bp (s vyjimkou D-
Zygosity-TYPE a druhé PCR u RH-TYPE,
kde je délka fragmentu vnitfni kontroly 659
bp). V drahach s pozitivnimi vysledky pro dané
alely je produkt vnitfni kontroly slabsi, nebo
muaze zcela chybét z davodu kompetice o
chemikalie vdané PCR reakci. V pfipadé
nejasnych vysledk( nalistujte kapitolu 6. —
Reseni problém (6) .



4.6. Vysv étlivky k pracovnim list

Obecn é
Vysledky molekularné genetické typizace
krevnich skupin pomoci souprav BAGene je

nutné zapsat do pracovnich listd, které slouzi k
dokumentaci.

Pfehled charakteristik, specifit, fenotypu,
genotypll a vyobrazeni reak&nich vzora ve
smyslu pfikladd v evaluaénich diagramech
slouzi jako pomoc pfi interpretaci vasich
vysledkl. PCR reakce maji svoje Cisla (napf. u
soupravy ABO-TYPE jsou to reakce 1-8).

Délka fragmentu specifického produktu PCR
(specificky prouzek) je uvadéna vbp (base
pairs — v parech bazi). Ve Fadcich nize jsou
uvadény mozné vzory prouzki na gelu.
Specifické PCR produkty (pozitivni reakce)

m a vyhodnocovacim diagram @m

jsou znazornény + a odpovidajici policka
v tabulce jsou barevné vyplnéna (ABO-TYPE,
ABO-TYPE variant , partial D-TYPE, weak D-
TYPE, D Zygosity-TYPE, KKD-Type, MNS-
Type, HPA —-TYPE, HNA-TYPE zelenou, u
soupravy RH-TYPE pak ¢ervenou, riZzovou a
modrou RH-TYPE Asia dalSi modrou).
Nepfitomnost specifikého prouzku v dané
reakci je v tabulkach znacena v bilém rdmecku

Vyhodnoceni reakénich vysledkd (vzorkl) je
provadéna v fadcich od leva doprava (tak jak
je naznaceno cervenou Sipkou v pracovnim
listu) a predpoklada se i vyplnéni informaci o
daném vzorku a vysledku elektroforézy.

BAGene ABO-TYPE [8]a BAGene ABO-TYPE variant [6, 7, 10, 13]

Homozygotickd exprese alel ABO*001,
ABO*003, ABO*B101, ABO*A201 se projevi
specifickymi prouzky v odpovidajicich PCR
reakcich (drdha 1, 3, 5 a 7). V pfipadé
heterozygocity musi byt navic prouzky ve
vSech 4 “nereakénich* drahach (t.j. 2,4,6 a 8)
k stavajicim 2 PCR specifickym reakcim (1,3,5
a 7). Homozygocita alely ABO*A101 se projevi
pouze prouzky pro ,non reakce* (2, 4, 6, 8)
nebot zde neni specificka reakce pro alelu
ABO*A101. Heterozygocitu alely ABO*A101
Ize rozpoznat podle dalSi prouzki v reakénich

drahach pro dané alely specifickych reakci
(1,3,5,7,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 nebo 16).
Podrobny popis a vysvétleni naleznete na
pfibalovém letaku v kazdé soupravé BAGene
ABO-TYPE variant. Prosime, prostudujte
specialni poznamky na pracovnich protokolech
a evaulacnich digramech pro ABO-TYPE i
ABO-TYPE variant.

Je nezbytné brat v potaz omezeni molekularné
genetické typizace krevnich skupin ABO.
Prouzek specificky pro HGH (fragment o délce
434 bp) slouZzi jako vnitfni kontrola (viz vyse).

BAGene RH-TYPE [18, 20, 32, 33, 35]

Reakce 1-8 (RH-TYPE ) slouZi k molekularné
genetické typizaci standardnich RHD stejné
jako nékterych RHD-variant (RHD pozitivni
haplotypy u sérologicky D negativnich
pacientl, ¢aste¢né D).

Reakce 1 a 2 jsou multiplex PCR reakce
(pracuji se smési primerud) pro vySetfovani péti
parametrd RHD polymorfizmu (RHD introny 4
a 7, exon 7 stejné jako RHD (W16X) a RHDWY).
To znamena, Ze narozdil od ostatnich
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BAGene DNA SSP testl (nepoditaje vto
prouzky vnitfni kontroly) se mulZe objevit
vdané draze vice nez jeden prouzek.
K usnadnéni vyhodnoceni jsou odpovidajici
policka vrozdélena na vice c&asti a maji
vicebarevné pozadi. Délka daného fragmentu
je vypséna barvou odpovidajici barvé pozadi
daného policka.



BAGene RHD-TYPE Asia [23, 25, 31, 33, 35]

Reakéni smés 1 je multiplexovA PCR pro
testovani RHD polymorfizmu exonl 4 a 7 (viz
vySe vysvétleni pro RH-TYPE).

PFiklad pro RHDW:

Reakce €. 1: Na gelu se musi objevit dva
specifické prouzky.

PCR produkt o délce 224 bp (znacen zelenym
pismem a v policku pak j na zeleném
podkladu)

PCR produkt o délce 123 bp (znacen
modrym pismem a v poli¢ku poli¢ku pak na
modrém podkladu)

Reakce ¢. 2: Na gelu se musi objevit dva
specifické prouzky.

PCR produkt o délce 154 bp (znacen
c¢ervenym pismem a v poli¢ku policku pak
na ¢erveném podkladu)

PCR produkt o délce 390 bp (znacen zelenym
pismem a vpolitcku pak [ + | na zeleném
podkladu)

Reakce 9-13 slouzi k molekularné genetické
typizaci RHCE genového lokusu.

Prouzek specificky pro HGH (fragment o délce
434 bp) slouzi jako vnitfni kontrola (viz vyse).
Vyjimkou je PCR reakce €. 2, kde mé& kontrolni
prouzek délku 659 (specificky pro genomickou
sekvenci chromozomu |, 90 000 bp 5’ Rhesus
boxu)

Soupravy BAGene Partial D-TYPE [20, 22, 24, 25, 28, 35-37], Weak D-TYPE [23, 25, 31],
D Zygosity-TYPE [38] a KKD-TYPE [56], MNS-TYPE [59], HPA-TYPE [66], HNA-TY PE [67]

Interpretace vysledkl podle obecného navodu ze strany 13, kap. 4.6. — Obecné.

5. Varovani a bezpe €nostni pokyny

Ethidium bromid (v textu zkracovan ¢asto jako
EtBr) je silny mutagen!!! Zabrarte kontaktu
s kGizi a jakymkoli kontaminacim. Prostudujte
peclivé varovani a bezpeénostni pokyny
vyrobce. Velmi kratké viny pouzivané pfi
prosvécovani gelu UV zafenim mohou
zplUsobit popéaleniny na kGzi a predevSim na
sitnici. Pouzivejte ochranné pomlcky jako je
ochranny obli¢ejovy Stit apod.!!!

VeSkery biologicky material pouzity pro
extrakci DNA, t.j. krev a lidské tkané je nutno
povazovat za potencidlné infekéni a s jako
takovymi s nimi musi byt zachazeno. P¥i préaci
s biologickym materialem by tedy mély byt
dodrzovany odpovidajici pracovni postupy
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(napf. nepipetovat Usty, pouzivat jednorazove
rukavice, desinfikovat ruce po ukonceni préace).
Biologicky material by mél byt deaktivovan
pred likvidaci napf. sterilizaci v autoklavu.
Jednorazové pomucky, Spicky atd. by mély byt
pred likvidaci také deaktivovany v autoklavu
nebo spéleny.

Pokud dojde k rozliti potencialné infekéniho

materialu, mél by byt tento OKAMZITE
odstranén papirovymi utérkami a misto
oSetfeno standardnimi desinfekénimi

prostfedky nebo 70% alkoholem. Veskery
material pouzity k CiSténi by mél byt pred
likvidaci deaktivovan (viz vyse).



6. Problémy a jejich

problém

mozny davod

feSeni

Zzadné produkty amplifikace
nejsou na gelu patrné,
délkovy DNA standard je
viditelny

DNA kontaminovana blokatory
PCR reakce

opakujte izolaci DNA,
pouzijte jinou extrakéni metodu

degradovana DNA

opakujte izolaci DNA,
pouZijte jinou extrakéni metodu

koncentrace DNA je pfilis
vysoka / nizka

zmeénte koncentraci DNA,
opakujte izolaci DNA

koncentrace enzymu je pfilis
nizka, nebo enzym chybi

opakujte PCR a zmérite
koncentraci enzymu

DNA z heparinové krve

opakujte PCR s EDTA krvi

Spatné parametry amplifikace

optimalizujte amplifikacni
parametry (viz 4.3.) (*)

opakované chyby v jednotlivych
reakcich,
(reakéni kontrola neni patrna)

netésnosti v reakénich
zkumavkach, zména
koncentrace v pribéhu PCR
v dasledku ztraty vody (1)

uzavirejte peclivé reakéni
zkumavky

nespecifické amplifikaéni
produkty, (jakékoliv dalSi
prouzky odliSnych délek jsou
vyloucéeny)

kontaminace dalSimi
amplifikaénimi produkty

opakujte typizaci, provadéijte
préaci peclivé a bezchybné

DNA kontaminovana solemi

zopakujte izolaci DNA, pouzijte
jiné metody izolace

prilis vysoka koncentrace DNA

pouzijte méné DNA

koncentrace enzymu je pfilis
vysoka

pouzijte méné enzymu

Spatné parametry amplifikace

optimalizujte amplifikaéni
parametry (viz 4.3.) (*)

pfi vyhodnoceni gelu jsou
viditelné vice nez 2 alely
v jedné draze

zanesena kontaminace,
kontaminace amplifikacnimi
produkty,

nova alela

zkontrolujte chemikalie,
nebyla pfidana DNA,
zajistéte pfenou praci

Zadné, nebo velmi slabé
prouzky, délkovy DNA standard
neni patrny

barveni EtBr je slabé

opakujte barveni

pozadi na gelu sviti pFili§ silné

barveni bylo pfiliS dlouhé,
koncentrace EtBr je pfilis vysoka

namocte gel do vody nebo TBE
a tim snizte koncentraci EtBr

rozmazané, nezietelné prouzky

prilis horky pufr pfi elektroforéze,
prilis vysoké napéti, Spatny pufr

shizte napéti
pouzijte 0,5 x TBE pufr

(1) i pokud pouzivate vybaveni a chemikalie doporu¢ované v navodu, méla by byt optimalizace cykléru
a PCR reakce aZz posledni moznosti. Ve veétSiné pfipadl lze vyhodnotit testy odstranénim
dodate¢nych prouzk( zptsobenych rozdily ve velikosti.
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