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1- Informace o bezpecnosti

Prectéte si prosim kompletné tento navod k pouZiti a dodrZujte jej pfi pouzivani této IVD soupravy.

Soupravu VD musi pouzivat odbornici, ktefi maji velké zkuSenosti s analyzou DNA a interpretaci
genetickych vysledki.

V pfipadé pochybnosti ohledné popisu metody stanoveni se obratte na vyrobce. Kontaktujte
na telefonnim Cisle +34 976 094 603 nebo na e-mailové adrese
customersupport@bdrdiagnostics.com.

Souprava IVD ma omezenou dobu pouzitelnosti. Pfed pouZitim soupravy se ujistéte, Zze doba
pouzitelnosti neuplynula. Reagencie ze soupravy po uplynuti doby pouZitelnosti by mohly byt
znehodnoceny, coZ by mohlo zhorsit vysledky. Reagencie s pro$lou dobou pouzitelnosti zlikvidujte v
souladu s platnymi predpisy.

Kontaminace vzorku nebo c¢inidla mize vést k nespravnym vysledkim. Pfi extrakci DNA a
manipulaci se vzorkem a €inidly budte opatrni.

Tato sada se mUlze pfi prepravé nebo skladovani poskodit. V pfipadé podezfeni na poskozeni
béhem prepravy soupravu nepouzivejte. Peclivé dodrzujte podminky skladovani popsané na Stitku a
v pfirucce IFU.

Zajistéte, aby bylo s odpadem naklédano v souladu s mistnimi predpisy. Nespravné nakladani
s odpadem muze vést ke kontaminaci Zivotniho prostredi.

Toxikologické vlastnosti soupravy nebyly diikladné prozkoumany, proto se doporuéuje vyhnout se
kontaktu s kuzi a sliznicemi. Nepozivejte. Na vyzadani jsou zakaznikovi k dispozici manualni
bezpecnostni listy (MSDS).

Ujistéte se, Ze tato souprava je vhodna pro poZzadovanou analyzu klinickym Iékafem.

2- Zamyslené pouziti

HFE multiplex je poloautomaticka in vitro diagnosticka souprava pro kvalitni detekci mutace C282Y
(NCBI dbSNP rs1800562; NM_000410.4:¢c.845G>A) a mutace H63D (NCBI dbSNP

rs1799945; NM_000410.4:c.187).C>G) souvisejici s hereditarni hemochromatézou v genu HFE
(OMIM: 613609) v genomové DNA extrahované z plné krve pomoci technologie Real- Time PCR se
specifickymi sondami TagMan ©

U pacienta odeslaného pfislusnym odbornym lékafem (hematologem) a s pfihlédnutim ke
kompatibilité uvadénych pfiznakl; bolesti kloubl, bolesti bficha, Unava, slabost, srde¢ni selhani,
selhani jater, bronzové zbarvena kuze a/nebo jeho rodinnd anamnéza (napf. pfimy predek
s diagnézou hereditarni hemochromatdzy) mize byt provedeno stanoveni mutaci v genu HFE.
Vysledky tohoto testu by nemély byt jedinymi, na nichz je zaloZeno terapeutické rozhodnuti, a mély
by byt pouzity jako pomdcka pfi diagnostice spolu s vysledky dalSich markerd onemocnéni.

Predpokladanym uzivatelem soupravy je technicky personal vySkoleny k provadéni
protokolu a interpretaci vysledk(i popsanych v tomto dokumentu.

3- Shrnuti a vysvétleni

Dédi¢na hemochromatéza (HH) je dédi¢na autozomalné recesivni porucha metabolismu zZeleza.
V dUsledku nadmérné stfevni absorpce se Zelezo hromadi v parenchymatickych bunkach jater,
slinivky bfisni, srdce a dalSich organu, coz vede ke strukturalnimu poskozeni a poruse
funkce jater .
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HH je jednim z nejcastéjSich genetickych onemocnéni u bélochd s prevalenci 1 ku 300 az 5002.
PFiznaky jsou Casto nespecifické a organové poskozeni je Casto nevratné, jakmile k nému dojde.
Proto je velmi dulezita véasna detekce a Ié¢ba jako soucast preventivni mediciny3 .

Objev genu HFE v roce 1996 vedl k zafazeni jeho molekularni analyzy do diagnostické strategie
HH. Gen HFE se nachazi na kratkém raménku 6. chromozomu a koéduje protein HFE, glykoprotein
0 343 aminokyselinach podobny proteinim typu MHC I. tfidy. Dvé mutace v genu HFE (C282Y a
H63D) byly silné spojeny s rozvojem pretizeni zelezem, coz vedlo ke klinické diagn6ze HH145 .,

Vétsina pfipadd HH (52-96 %) v evropskych oblastech je spojena s homozygotni mutaci na pozici
845 (G-'A) v exonu 4 genu HFE (rs1800562), ktera vede ke zméné aminokyseliny na pozici 282
z cysteinu na tyrozin (C282Y). Druha Casto zjiStovana mutace se vyskytuje na pozici

187 (C-'G) v exonu 2 genu HFE (rs1799945), kde je aminokyselina histidin nahrazena kyselinou
asparagovou na pozici 63 (H63D). Podil této alely na pfetiZzeni zelezem je nejvyznamnéjsi v pfipadé
kombinované heterozygozity s alelou C282Y (C282Y/H63D)"45 .

____________________________________________________________________________________________________|
4- Princip postupu

Test je zalozen na technologii PCR v realném ¢ase s hydrolyznimi sondami. Kazdy vzorek je analyzovan
pomoci:

- Dva pary primert pro amplifikaci dvou fragmentua genu HFE, v nichz se
nachazeji mutace H63D a C282Y.
- Nasledujici alelové specifické hydrolyza¢ni sondy zna¢ené na 5' konci pomoci:

Fluorofor HEX pro detekci alely divokého typu H63D (C v rs1799945; wt H63D).
Fluorofor FAM pro detekci mutantni alely H63D (G v rs1799945; mut

H63D).

o Fluorofor Cy5 pro detekci alely divokého typu C282Y (G v rs1800562; wt
C282Y).

o  Fluorofor ROX pro detekci mutantni alely C282Y (A na rs1800562; mut
C282Y)

VSechny tyto Ctyfi sondy jsou na 3' konci oznaceny zhasedlem, které potlacuje
fluorescenci fluorofor(, kdyZ je sonda neporusena.

V priabéhu PCR reakce §tépi 5'->3' exonukleaza Tag polymerazy sondy pfipojené k jejich
komplementarni sekvenci, ¢imz se oddéli fluorofor od chencheru a vznika fluorescenéni signal
umérny mnozstvi vzniklého PCR produktu, ktery je monitorovan v realném ¢ase v PCR pfistroji.
Takto:

-V pfipadé homozygotnich vzorkd divokého typu HE63D (C u rs1799945) se sonda
specifickd pro wt alelu znadena HEX vaze na komplementarni sekvenci
amplifikovaného genu a je pozorovan nasledujici pribéh:

o fluorescenéni signal v kanalu HEX a
o zadny signal nebo slaby signal v kanalu FAM.

-V pfitomnosti vzorkli s homozygotni mutaci H63D (G v rs1799945) se sonda specificka
pro mutovanou alelu znatena FAM vaze na svou amplifikovanou komplementarni
sekvenci. V tomto pfipadé se detekuje nasledujici:
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o fluorescenéni signal v kanalu FAM a
o Zadny signal nebo slaby signdl v kanalu HEX.

V pfipadé heterozygotnich vzork H63D (C/G u rs1799945) se na amplifikované
sekvence DNA vazou sondy znaené FAM i HEX, které generuji signal
v kanalech FAM i HEX.

V pfitomnosti vzorkd s homozygotnim divokym typem C282Y (G u rs1800562) se
sonda specificka pro wt alelu znatena Cy5 vaze na komplementarni sekvenci
amplifikovaného genu a je pozorovana nasledujici situace:

o fluorescentni signal v kanalu Cy5 a
o zadny signal nebo slaby signal v kanalu ROX.

V pfitomnosti vzorkl homozygotni mutace C282Y (A u rs1800562) se sonda specificka
pro mutovanou alelu znadena ROX vaze na svou amplifikovanou komplementarni
sekvenci. V tomto pfipadé se detekuje nasleduijici:

o fluorescentni signal v kanalu ROX a
o zadny signal nebo slaby signal v kanalu Cy5.

V prFipadé heterozygotnich vzorkGi C282Y (A/G u rs1800562) se obé sondy vazou
na amplifikované sekvence DNA a generuji signal v kanalech ROX i Cy5.

5- Obsah soupravy

— GVS-HFE-M-24 (24 testd)

GVS-HFE-M-PM: Modry uzavér - 1 lahvicka x 192 pl Primer Mix (PM)
GVS-HFE-M-MM: 1 lahvicka x 240 pl Master Mix (MM) - Cerveny uzavér
GVS-HFE-M-C1: 1 lahvi¢ka x 15 pl Kontrola WT (H63D wt-C282Y wt) - zeleny uzavér
GVS- HFE-C2: 1 lahvi¢ka x 15 pl Kontrolni MUT (H63D mut-C282Y mut) - Zeleny
uzavér s oranzovou nalepkou

GVS-RB: 1 lahvicka x 100 pl Reaction Blank (RB) - pfirodni uzavér

— GVS-HFE-M-48 (48 testd)

GVS-HFE-M-PM: 2 lahvi¢ky x 192 pl Primer Mix (PM) - modry uzavér
GVS-HFE-M-MM: 2 lahvicky x 240 pl Master Mix (MM) - Eerveny uzavér
GVS-HFE-M-C1: 1 lahvicka x 15 pyl Kontrola WT (H63D wt-C282Y wt) - zeleny uzavér
GVS-HFE-M-C2: 1 lahvic¢ka x 15 pl Kontrolni MUT (H63D mut-C282Y mut) - Zeleny
uzavér s oranzovou nalepkou

GVS-RB: 1 lahvicka x 100 pl Reaction Blank (RB) - pfirodni uzavér

— GVS-HFE-M-96 (96 test) (¥)

GVS-HFE-M-PML: 1 lahvi¢ka x 768 pl Primer Mix (PM) - modry uzavér
GVS-HFE-M-MML: 1 lahvicka x 960 yl Master Mix (MM) - Cerveny uzavér
GVS-HFE-M-C1L: 1 lahvi¢ka x 50 pl Kontrola WT (H63D wt-C282Y wt) - zeleny uzavér
GVS-HFE-M-C2L: 1 lahvi€ka x 50 uyl Kontrolni MUT (H63D mut-C282Y mut)- Zeleny
uzavér s oranzovou nalepkou

GVS-RB: 1 lahvitka x 100 pl Reaction Blank (RB) pfirodni uzavér

(*) Tento format je k dispozici pouze na vyzadani.
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6- Skladovani soupravy

VSechny soucasti soupravy musi byt po obdrzeni skladovany pfi teploté od -30 °C do -18 °C.
Za téchto podminek jsou stabilni az do data expirace uvedeného na $titku.

Neprovadéjte vice nez 3 cykly zmrazeni/rozmrazeni lahviek soupravy, protoZze to muaze snizit
citlivost testu a ovlivnit vysledky. Pokud se maji testy provadét s malym pocétem vzorkd, doporucuje
se pouzit alikvotni ¢asti reagencii, aby se snizil pocet cykll zmrazeni/rozmrazeni.

Vzhledem k fotocitlivé povaze Primeru se vyvarujte trvalého vystaveni svétlu.

7- Pozadované, ale nedodavané materialy

Obecné

- Jednorazové rukavice
e Laboratorni plast

Spotrebni material

- Filtra¢ni $picky (P200, P20 a P10)
= 1,5 ml autoklavované zkumavky
= Kompatibilni spotfebni material pro kazdy pfistroj PCR v realném case

Vybaveni
= Virovy mixér
»  Odstfedivka
= Mikropipety (P200, P20 a P10)

- Pristroj pro PCR v realném Case s detekénimi kanaly FAM, HEX/VIC, ROX a Cy5.
Byla ovéfena nasledujici zafizeni:

o 7500, QuantStudio 5 a QuantStudio 6 Real-Time PCR systémy, Applied
Biosystems™

LightCycler® 96 System a LightCycler®480 (*), Roche

Rotor-Gene® Q, Qiagen®

Systém DT Lite Real-Time PCR, DNA-Technology

CFX 96 Real-Time PCR, BioRad

Mic gPCR, Bio Molecular Systems

o qTowerd G, Analytik Jena (*)

O O O O O

(*) Je nutna specificka kompenzace barev.

Tato sada je kompatibilni s automatickymi pipetovacimi systémy, jako jsou OMNIA (Masmec
Biomed), OT-2 (Opentrons) a epMotion® 5075 (Eppendorf). Ve vS8ech pfipadech musi byt pfed
pouzitim této soupravy provedena validaéni zkouska téchto systému.

8- Odbér vzorku a priprava

Vzorky musi byt odebirany v souladu s navodem k pouziti odbérového zafizeni (neni
soucasti soupravy) a podle narodnich a mezinarodnich pokynu.

Tento test by mél byt provadén pouze s DNA extrahovanou ze vzorkd plné krve konzervovanych
antikoagula¢nimi latkami, jako je EDTA (podrobnosti viz oddil 12).
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Tato technika je kompatibilni s nékolika metodami extrakce DNA. Byly testovany nékteré interferujici
latky, které by mohly ovlivnit vysledek (viz oddil 12). Pfed poskytnutim vysledk( s diagnostickym
ucelem by méla byt provedena validaéni zkouska s takovou extrakéni metodou.

POZOR!

0 Se vSemi biologickymi a krevnimi vzorky je tfeba zachazet jako s potencialné
infek&nimi. Pfi manipulaci s nimi dodrzujte odpovidajici zakladni a univerzalni

- . . L
bezpec€nostni opatfeni.

9- Pouziti postupy

—> Nastaveni PCR

POZOR!

O | = Definujte pracovni prostory pfed a po provedeni PCR, které by mély byt
- oddéleny, aby se snizilo riziko kontaminace. Pfipravte PCR v oblasti pfed PCR.
: = Pouzivejte laboratorni plast a jednorazové rukavice.
= Pracujte na ledu nebo nad chladnym blokem. Zkratte dobu mezi pfipravou
desti¢ky a zahajenim testu na minimum.
= Pro kazdou relaci se doporucuje testovat slepou reakci (negativni kontrola) a
obé kontroly WT a MUT, které jsou soucasti soupravy.

1. Pfed zahajenim testu rozmrazte vSechny soucasti soupravy. Vortexujte lahvicku se smési
primer(i a peclivé promichejte lahvicku s master smési. Kratce odstfedte, abyste zachytili
objem na dné zkumavek.

2. Pripravte nasledujici smés pro n+1 vzorkd s pouzitim mnozstvi uvedenych v nasledujici

tabulce:

Master Mix 10
Primer MIx 8

Jemné promichejte a odstfedte, aby se veskery objem usadil na dné zkumavky.

3. Pipetujte 18 pl této smési do desticky/zkumavky pro PCR.

4. Do kazdé jamky pfidejte 2 yl DNA (doporu¢ena koncentrace mezi 10 a 200 ng/pl),
slepou reakci, kontrolni WT nebo kontrolni MUT.

5. Uzavfete desti¢ku/zkumavku pomoci vhodného tésniciho prostfedku, kratce vortexujte a
kratce centrifugujte, aby se vesSkery objem usadil na dné jamky. Pokud je to mozné, ujistéte
se, ze v jamkach nejsou zadné bubliny.

6. Umistéte desticku/zkumavky do termocykleru a nastavte amplifikaéni program
termocykleru, jak je popsano v nasledujici ¢asti.

—> Konfigurace termocykleru
1. Nastavte nasledujici ¢teci kanaly:

= Kanal HEX/VIC pro detekci sondy H63D-wt znaéené HEX.
- Kanal FAM pro detekci sondy H63D-mut znacené FAM
- Kanal CY5 pro detekci sondy C282Y-wt znacené CY5.

B Genvinset ® HFE multiplex 7
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- Kanal ROX pro detekci C282Y-mut sondy znac¢ené ROX.

Nastavte nasledujici amplifikaéni program a spustte béh:

Teplota (°C)

Denaturace 05:00
95 00:15 X
Cykly 50 64 01:00  single
Chlazeni 1 15 0 X

—> Likvidace

S odpadnimi produkty se naklada v souladu s mistnimi pfedpisy.

10- Vysledky

—> Vizualizace vysledku

Analyza vysledk( se provadi pomoci specifického softwaru pouzitého pfistroje pro PCR v realném
Case a podle pokynu vyrobce.

Po dokonéeni béhu vyberte linearni stupnici pro vizualizaci amplifikacnich kfivek. Darazné
doporu€ujeme zkontrolovat spravné chovani amplifikaCnich kfivek, nez budete pokracovat
v interpretaci vysledku:

- Amplifika¢ni signal je povazovan za pozitivni, pokud je pozorovan rychly a pravidelny
narast hodnot fluorescence (exponencialni amplifikace) s Ct<35.

- Slaby fluorescenéni signal na pozadi nebo exponencialni signal s Ct>35 by nemél byt
povazovan za pozitivni amplifikaci. Tento test umoznuje detekci alel, které se liSi pouze
o jeden nukleotid, a proto Ize u vzorkd homozygotnich pro jednu z alel pozorovat slabé
nespecifické signaly fluoroforu pouzitého pro detekci druhé alely. Vyskyt téchto signall
neznamena neplatnost testu.

Vzorek je povazovan za pozitivni, pokud dojde k exponencialni amplifikaci s Ct<35. Vzorek je
povazovan za negativni, pokud produkuje neexponencialni amplifikaci s nizkou intenzitou nebo
exponencialni amplifikaci s hodnotou Ct >35.

Vzorky s anomalnimi amplifikacnimi kfivkami musi byt znovu testovany.

POZOR!

Chcete-li urcit hodnotu Ct v kazdém kanalu, nastavte prahovou €aru nasledujicim

[ zpusobem:

Zvolte linearni zobrazeni a vyberte oblast, kde je fluorescencni signal stabilni pfed
exponencialnim zesilenim. Umistéte prahovou ¢aru nad tento signal pozadi tak, aby
prochazela blizko inflexniho bodu amplifikaéni kfivky. Tato ¢ara by méla mirné pfesahovat
hodnotu nejvyssi fluorescence ziskané s negativnimi vzorky pro alelu detekovanou v tomto
kanalu.
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—> Interpretace vysledku

Po oveéfeni spravného tvaru amplifikaCnich kfivek se pro genotypové testy doporucuje interpretace
vysledkd na zakladé alelické diskriminacni kfivky. Vysledky genotypizace H63D se ziskavaji
z kanalid FAM a HEX, zatimco vysledky genotypizace C282Y se ziskavaji z kanald ROX a CY5.
Fluorescenc¢ni signaly pro kanaly FAM, HEX, ROX a CY5 jsou vykresleny modfe, zelené, oranzové

a Gervené.

Amplifikaéni kfivka

Zvolte "linearni stupnici" a sledujte absenci/pfitomnost vhodnych exponencialnich kfivek

amplifikace v kazdém kanalu.

H63D (rs1799945)

/ Homozygotni wt (C/C)

oo .
. e

..... - i
i /4

Homozygotni mutace

mplmn{l%h)mmne\ Ampification Plot HEX ehanne!
o
Heterozygot (C/G)
Amplification Plot FAM channel A
R s

\. c,/’/'
= 7 L
- /

Graf rozptylu

/Awlml‘on Plot ROX charmel

C282Y (rs1800562)

Homozygotni wt (G/G)

Amplification Piot Cy5 channel

an= 7
o 7
- = i
55 - ,f
el s e
Homozygotni mutace
Amplmcs(m AJA)N\:I B Amplification Plot Cy5 channel
=
Heterozygot (G/A)
Amplfication Plat ROX channel Amglification Plat Cy5 channel
R
i "
, A1, A

Vysledky genotypizace H63D se ziskavaji z kanald FAM a HEX, zatimco vysledky genotypizace
C282Y se ziskavaji z kanalid ROX a Cy5. Mnoho softwarovych programi pro PCR v realném case
umozfiuje automaticky porovnat intenzitu fluorescence jednoho kanalu v koncovém bodé oproti
druhému (alelicka diskriminace/genotypizace). V tomto typu znazornéni odpovidaji datové body
umisténé blizko os X a Y homozygotnim genotypim pro alelu.
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detekovany fluoroforem znazornénym na pfislusné ose. Body umisténé pfiblizné uprostfed osy
odpovidaji heterozygotnim genotypdm. Negativni kontrola (Reaction Blank) by se méla objevit vievo
dole, blizko po¢atku soufadnic. Tento druh analyzy dirazné doporucujeme k interpretaci vysledku
tohoto testu.

Allelic Discrimination Plot H63D Allelic Discrimination Plot C282Y
[} L ]
L ]
250000.0 230000.0 L]
L ]
L ]
4
* .
0000.0 = L
- o H
H Booooo
g 5
2 g
ede @afs
NRRBAR Il H
L B x . L
Homo wr Homo wr
WT/HOMO WT /HOMO MUT WT/HOMO WT /HOMO MUT
WT/HOMO MUT “/HOMO MUT

Graf znézorriujici homozygotni wt (éervené body), homozygotni mutované (modré body) a
heterozygotni (zelené body) vzorky pro mutace H63D (graf vlevo) a C282Y (graf vpravo) a Reaction
Blank (Gerny kiizek) s pouzitim multiplexového kitu cenVinse'® HFFE

11- Kontrola kvality

Souprava obsahuje Reaction Blank (negativni kontrola), Control WT (H63D a C282Y wild-type) a
Control MUT (H63D a C282Y mutant), které musi byt testovany v kazdém testu. Odpovidajici
chovani téchto kontrolnich vzorkl je zarukou spravného provedeni reakce.

Test je povazovan za platny, pokud je u kontrolnich vzorkl pozorovan nasledujici
amplifikacni vzorec:

Reakéni blank

Amplification Plot Reaction Blank
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Zadny signal ani zesileni s Ct>35 v kanalech.
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Kontrola WT (C1) a kontrola MUT (C2)

Amplification Plot Control WT Amplification Plot Control MUT
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Kontrola WT: amplifikace s Ct<35 v kandlech HEX (zelena cara) i Cy5 (Cervena cara).
Kontrola MUT: amplifikace s Ct<35 v obou kanalech FAM (modra ¢ara) a ROX (oranzova
cara).
Pokud je u pozitivnich kontrolnich reakci pozorovano odpovidajici chovani, pokracujte v interpretaci
ostatnich vzorki, jak je uvedeno v pfedchozi ¢asti.

Vysledek je povazovan za neplatny a mél by se opakovat, pokud:

- Amplifika¢ni kfivka s Ct<35 je pozorovana v kanalech FAM, HEX, ROX a/nebo CY5
ve slepé reakci.

= V reakcich Control WT nebo Control MUT se objevi neexponencialni
amplifikacni signal nebo amplifikacni signal s Ct>35 v o¢ekavanych kanalech.

- Neexistuje amplifikacni signal alespori v jednom z fluoroforti dvojice FAM/HEX a
ROX/Cy5. Oc¢ekava se amplifikacni signal alespori v jednom z fluorofor(i dvojice
FAM/HEX a ROX/CY5. Vzorky, které poskytuji amplifikacni kfivky pouze v jedné
z dvojic FAM/HEX nebo ROX/CY5, by mély byt povazovany za pochybné a méla by byt
provedena nova analyza z nové extrakce DNA.

= Vzorky s exponencialnimi amplifikacnimi kfivkami a hodnotami Ct >35 v kanalech FAM
a/nebo HEX nebo ROX a/nebo Cy5 je tfeba povazovat za pochybné a provést novou
analyzu z nové extrakce DNA.

12- Specificka operacni data

—> Analyticka specificita

V ramci stanoveni analytické specifity byla na naSem pracovisti provedena studie s rliznymi vzorky
gDNA, které byly dfive typizovany jinou metodikou genotypizace neZ souprava Genvinset® HFE
multiplex. Vysledky soupravy Genvinset® HFE multiplex se pIné shoduji s genotypy ziskanymi jinou
technologii. Vysledky jsou uvedeny v nasledujicich tabulkach:

“ Genvinset® HFE multiplex

. . Homozygotni . Homozygotni
Pfedchozi metoda divoky typ Heterozygotni mutant
Homozygotni WT 42 0 0
Heterozygotni 0 16 0
Homozygotni MUT 0 0 3
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Cc282Y Genvinset® HFE multiplex

. . Homozygotni . Homozygotni
Pfedchozi metoda divoky typ Heterozygotni mutant
Homozygotni WT 47 0 0

Heterozygotni 0 8 0

Homozygotni MUT 0 0 6

Kromé toho byly sekvence primerd a sond srovnany in silico. Nasedani sekvenci primerl je
specifické pro gen HFE. Sondy nasedaji specificky na pozici H63D (NCBI dbSNP rs1799945;
NM_000410.4:c.187C>G) a C282Y  (NCBI dbSNP rs1800562;
NM_000410.4:c.845G>A) v genu HFE. Nebyly zaznamenany Zzadné zkfizené reakce s genomovou
DNA.

Pfitomnost variant v mistech nasedani primert a/nebo sond muize mit za nasledek nedostate¢nou
definici alel. Syntetické DNA plazmidy obsahujici nasledujici jednotlivé znamé varianty byly
testovany ve tfech opakovanich, aby se ovéfil jejich vliv na vysledky soupravy Genvinset® HFE
multiplex: rs8934889, rs1467801632, rs977937170, rs147426902, rs556335391, rs1800730,
rs748693003, rs1190990892, rs369354634, rs1177377262, rs111033563, rs1156920296,
rs143175221. Spravné genotypy byly az na vyjimky ziskany v pfipadé vétSiny variant (viz oddil 13,
Omezeni postupu).

Byl analyzovan vliv nékterych exogennich a endogennich potencialné interferujicich latek na
vysledky multiplexniho kitu Genvinset® HFE a byly vypocteny hodnoty IC50. Tyto latky byly pfidany
ke gDNA, které byly nasledné analyzovany pomoci soupravy Genvinset® HFE multiplex. Anomalni
amplifikacni kfivky se objevily v pfitomnosti 8,57 g/l imunoglobulinu G a pfi 1,66 g/l laktoferinu.
Hodnoty IC50 jsou uvedeny v nasleduijici tabulce:

Hemoglobin 0,81 g/l

Imunoglobulin G 0,70 g/l
FeCI3 4,67 mM
Hemin 2,38 mM

Laktoferrin 0,99 g/l
K2-EDTA 39,77 mM
Ethanol 41.52 %

PFitomnost potencialné inhibi¢nich latek musi byt eliminovana jak pfi extrakci DNA, tak pfi purifikaci.
Pfed poskytnutim vysledk( s diagnostickym ucelem by mél byt proveden valida¢ni test s takovou
extrakéni metodou.

—> Analyticka citlivost

LoD: Redici test byl proveden s pouZitim tfi vzorkd DNA (H63D homozygotni mutant, C282Y
homozygotni mutant a H63D/C282Y heterozygot). Testované vstupni hladiny DNA se pohybovaly
od 40 ng do 0016 ng (**) v trojnasobné Fedici sérii. Kazda koncentrace byla testovana ve tfech
opakovanich. Byly ziskany nasledujici udaje:

Genvinset ® HFE multiplex 12
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< Mez detekce = 1,48 ng (Ct<35)

Horni mez: tfi vzorky DNA (H63D homozygotni mutant, C282Y homozygotni mutant a H63D/C282Y
heterozygotni mutant) byly testovany v sérii dvojnasobného fedéni v rozmezi od 400 ng do 400
ng.

6,25 ng (**). Vykonnost testu zUstala pfijatelna pfi vS§ech vstupnich urovnich, vhodné sigmoidalni
amplifikacni kfivky a genotypova volani byla pfesné provedena pfi vSech urovnich (s hodnotami
Ct<35).

(**) Koncentrace DNA byla méfena pomoci spektrofotometru Nanodrop 1000 (Thermo Scientific).

—> Diagnosticka citlivost a specificita

V ramci validace této soupravy byly v externich laboratofich analyzovany rizné vzorky gDNA, které
byly dfive typizovany pomoci genotypizacni metodiky odlisné od soupravy Genvinset® HFE
multiplex. Byly ziskany nasledujici vysledky:

[ oo | I

Pfedchozi metoda H%Tl%zk);gg(;i Heterozygotni HoTnouZt)alzgrl\?tni
Homozygotni WT 21 0 0
Heterozygotni 0 19 0
Homozygotni MUT 0 0 8
Ptedchozi metoda Hg;cgzgt%m’ Heterozygotni HoTn?thg%‘t)tni
Homozygotni WT 25 0 0
Heterozygotni 0 13 0
Homozygotni MUT 0 0 10

Vysledky ziskané pomoci soupravy Genvinset® HFE multiplex se 100% shoduji s genotypy
ziskanymi dfive alternativni metodou.

—> Presnost

Studie opakovatelnosti spociva v posouzeni variability v ramci série prostfednictvim analyzy replik
vSech druhll vzorku, které Ize pomoci soupravy méfit (homozygotni a heterozygotni vzorky). Kazdy
vzorek byl analyzovan dvakrat.

Multiplexni souprava Genvinset® HFE vykazovala 100% opakovatelnost.

Byla provedena studie ke stanoveni reprodukovatelnosti ¢inidla. Umozriuje odhadnout variabilitu
mezi jednotlivymi sériemi, Sarzemi, termalnimi cyklery v realném €ase a operatory. Pouzité vzorky
reprezentuji cely rozsah ocekavanych analytu, které Ize méfit pomoci soupravy Genvinset® HFE
multiplex, tj. homozygotni i heterozygotni. Byly testovany tfi rizné SarzZe ve tfech rGznych termalnich
cyklérech PCR v realném Case.

Genvinset® HFE multiplex kit vykazal 100% reprodukovatelnost.

—> Pravdivost

Spravnost analytického postupu soupravy Genvinset® HFE multiplex se posuzuje porovnanim s
referen¢ni metodou. Studie byla vypracovana jako interni validace
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¢inidlo, u néhoz byla prokdzéna spravnost se 100% hodnotou. Viz oddil "Diagnosticka citlivost a
specificnost" .

13- Omezeni postupu

« Metoda detekuje mutaci H63D (NCBI dbSNP rs1799945; NM_000410.4:¢c.187C>G) a mutaci
C282Y (NCBI dbSNP rs1800562; NM_000410.4:¢.845G>A) v genu HFE (OMIM: 613609).

e Mutace nebo polymorfismy v mistech Zzihani primerd/sond mohou mit za nasledek
nedostatecnou definici alel. K vyfeSeni typizace mize byt nutné pouzit jiné technologie.
Vzorky heterozygott H63D budou v pfitomnosti varianty rs977937170 nespravné
genotypizovany jako homozygotni mutanti H63D. H63D heterozygotni vzorky mohou byt
nespravné genotypizovany jako H63D homozygotni mutant v pfitomnosti varianty
rs147426902. C282Y heterozygotni vzorky budou nespravné genotypizovany jako C282Y
homozygotni mutant v pfitomnosti varianty rs369354634 a mohou byt nespravné
genotypizovany jako homozygotni mutant v pfitomnosti nebo varianty rs111033563. Dlrazné
se doporucuje, aby homozygotni mutantni vzorky byly potvrzeny jinou metodikou.

= V8echna doporuceni uvedena v tomto dokumentu by méla byt peclivé dodrzovana. Jakékoli
vykony, které nesplfiuji tyto idaje, mohou vést ke Spatnym vysledkim.

= Nepouzivejte soupravu, pokud existuje podezifeni na moznou ztratu reaktivity, kontaminaci,
poskozeni vnéjSiho boxu nebo jakykoli jiny pfipad, ktery by mohl ovlivnit vykon soupravy.

- Veskera manipulace s cinidly Genvinset® musi byt provadéna v souladu se spravnou
laboratorni praxi a pfizplisobena mistnim predpistm.

= Nemichejte komponenty z jinych sad nebo Cisel Sarzi.

= Nepouzivejte soupravu po uplynuti doby pouzitelnosti. Proslé reagencie zlikvidujte v souladu
s platnymi pfedpisy.

- Pristroj pro PCR v realném ¢ase musi byt kalibrovan podle doporuceni vyrobce a
mél by byt pouzivan v souladu s pokyny vyrobce.

- Udaje a interpretaci vysledk( by mél revidovat kvalifikovany personal.

- Tento produkt je pomocnym nastrojem pro diagnostiku pacienti s podezienim na hereditarni
hemochromatézu. Tyto vysledky pouZivejte ve spojeni s klinickymi udaji a vysledky dalSich
testl provedenych u pacienta.

14- Reseni problému pravodce

—> V zadném vzorku neni detekovan amplifikaéni signal (ani
v pozitivnich kontrolach) nebo je jeho intenzita velmi nizka.

- PFistroj PCR v realném c&ase neni spravné naprogramovan. Tepelny profil neni
spravny/¢teci kanaly nejsou spravné nakonfigurovany/ vybrané fluorofory nejsou
vhodné.

o Zkontrolujte, zda byl pfistroj spravné naprogramovan.

« Pozice vzorkd a kontrol uvedenych pfi pfipravé testu neodpovidaji pozicim, ve kterych
byly umistény v pfistroji.

o Spravné pfifadte polohu vzork(.

- Cinidlo nefunguje spravné.

o Zajistéte, aby byla souprava skladovana pfi vhodné teploté (mezi -30°C a -
18°C) a chranéna pred svétlem. Vyhnéte se zbyte€nym cyklim zmrazovani a
rozmrazovani. Nepouzivejte ji po uplynuti doby pouzitelnosti.
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Uvedena mnozstvi jednotlivych ¢inidel nebyla do reakéni smési pfidana.
o Zkontrolujte objem jednotlivych sloZek pfidanych do smési.
Pouzity spotfebni material neni kompatibilni s pouzivanym zafizenim.
o Ujistéte se, Ze byl pouzit spravny spotfebni material (kompatibilni s
pouzitym pfistrojem pro PCR v realném case).

—> V klinickych vzorcich nebyl zjiStén zadny signal (signal se
objevuje v pozitivni kontrole)

Spatna kvalita pouzité DNA.

o  Zkontrolujte pomér absorbance 260/280 a vyfadte nekvalitni vzorky.

Vyhnéte se pfitomnosti inhibitord. Opakujte odbér vzorkd a extrakci DNA.

Nedostatecna koncentrace DNA.

o Upravte koncentraci DNA na doporu¢ené rozmezi.

o Zkontrolujte, zda je koncentrace DNA nad mezi detekce.
Inhibice amplifikace.

o Odeberte plnou krev do zkumavek s protisrazlivymi latkami, jako je EDTA.
Nebyl pfidan zadny vzorek.

o Opakujte test a ujistéte se, Ze byly pfidany vSechny vzorky.

—> Signal detekovany v negativni kontrole

Chyba pfi pipetovani.
o PFi kazdém pfidani DNA do jamky vyménte Spi¢ku pipety. Zkontrolujte, zda
vzorek pfidany do jamky odpovida tomu, co je napsano v pracovnim listu.
Kontaminace injek&ni lahvicky Primer Mix/Master Mix/Reaction Blank.
o Test opakujte s Cerstvymi alikvoty.
Prostor pro pfipravu PCR je kontaminovany.
o Cistéte povrchy, nastroje, laboratorni plasté a vyménujte spotrebni
material a reagencie. Zopakujte analyzu.

—> Intenzita fluorescence se liSi mezi vzorky nebo abnormaini
amplifikaéni kfivky

Znedisténi vné reakéni zkumavky rusi detekci fluorescence.

o Zafizeni dikladné vycistéte. Zkontrolujte, zda je vnéjs$i strana zkumavek/desek

¢ista. S destickou/zkumavkou manipulujte v rukavicich.
Objem neni na dné jamky nebo se v ném vyskytuji bublinky.
o Pred vlozenim do termocykleru zkumavky/destic¢ky odstredte.

o Zkontrolujte, zda se neobjevuji bubliny. Pokud ano, kratkym otacenim je
odstrante.

Deskal/trubky nebyly spravné uzavieny.
o Zopakujte test a zkontrolujte, zda byly zkumavky/plotynky spravné
uzavieny.
Byly pouzity DNA o rGiznych koncentracich nebo pouzity vzorek obsahuje
inhibitor reakce.
o Opakujte odbér vzorkl a extrakci DNA.
PFitomnost polymorfism( nebo mutaci na vazebnych mistech sondy/primeru.

Kontakt na nasie oddéiné technické podpory najdete na adrese
customersupport@bdrdiagnostics.com

PFitomnost rusivych latek:

o Vyhnéte se pfitomnosti inhibitord. Test opakujte s novym odbérem vzorku a
extrakci DNA.
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Upozornéni pro kupujiciho na

Tento produkt byl vyvinut pro diagnostické ucely in vitro.

Pokud je souprava pouzivdna na uzemi kteréhokoli &lenského statu Evropské unie, musi
uzivatel v pfipadé, Ze dojde k zdvazné udalosti tykajici se pouziti soupravy, tuto skutecnost
nahlasit vyrobci (regulatory@bdrdiagnostics.com) a pfislusnému organu své zemé a/nebo
zemé pacienta. Hlaseni zavaznych incident pro vSechny ostatni zemé& musi byt provedeno
v souladu s mistnimi poZzadavky pro kazdou zemi.

Souhrn bezpecnosti a vykonnosti (SSP) je nahran do databaze EUDAMED a je pfistupny
uzivatelim soupravy (https:

/led.europa.eu/tools/eudamed/#/screen/home).

Produkty spole€nosti Blackhills Diagnostic Resources, S.L.U. by nemély byt dale prodavany,
upravovany za Ucelem dal$iho prodeje nebo pouzivany k vyrobé jinych komerénich produkt
bez pisemného souhlasu spole¢nosti Blackhills Diagnostic Resources, S.L.U.

Veskeré informace obsazené v tomto dokumentu mohou doznat zmén bez pfedchoziho
upozornéni. Spole¢nost Blackhills Diagnostic Resources, S.L.U. nenese zadnou odpovédnost
za pripadné chyby v dokumentu. Tento dokument je povazovan za Uplny a pfesny v dobé
jeho zvefejnéni. Spole¢nost Blackhills Diagnostic Resources,

S.L.U. v Zadném pfipadé nenese odpovédnost za nahodné, zvlastni, vicenasobné nebo
odvozené Skody vzniklé v disledku pouziti tohoto dokumentu.

Nakupem tohoto produktu ziskavé kupujici prava na nékteré patenty spolecnosti Roche,
které se pouzivaji pouze k poskytovani diagnostickych sluzeb in vitro. Neudéluje zadny
genericky patent ani Zzadné jiné patenty zaméfené na jiné nez uvedené pouZziti.

FAM™ HEX™ a ROX™ jsou ochranné znamky spole¢nosti Life Technologies Corporation.
Na FAM™ HEX™ a ROX™ se muze vztahovat jeden nebo vice patentll spoleénosti Applied
Biosystems, LLC. Kupni cena tohoto produktu zahrnuje omezena, nepfenosna prava.

Cy®je registrovana ochranna znamka spole¢nosti Cytiva.

TaqMan® jg registrovana ochranna znamka spole¢nosti Roche Molecular Systems, Inc.

Genvinse!® jo registrovana ochranna znamka spolec¢nosti Blackhills Diagnostic Resources, S.L.U.
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17- Kontrola zmén

Rev. 00 Prvni revize dokumentu.

Rev. 01 Zavedeni oznaceni CE. Soulad s nafizenim (EU) 2017/746.

18- Vysvétleni symbolul pouzitych na

Stitcich

Diagnosticky zdravotnicky
IVD prostfedek in vitro

=

Datum expirace

REF| | Katalogové ¢&islo

b4

Obsah postacujici pro <n> testl

LOT] | Cislo sarze

e

Vyrobce

/ﬂ/ Teplotni limit

~N
T e—
/.. N

Chranite pfed slune¢nim zafenim

Tento vyrobek splfiuje pozadavky
C € nafizeni (EU) 2017/746 o
diagnostice in vitro.

zdravotnicky prostfedek

[13]

Prectéte si elektronicky navod k pouZziti
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