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KLINIKINES ISVADOS

Diagnostikos rinkinys ,gb GENETIC Gilbert® naudojamas UGT1A1l
geno promotoriuje TA pasikartojimy skaiciaus poky¢iams nustatyti.
Sis genas koduoja fermenta UDP-gliukuronoziltransferaze, kuri yra
atsakinga uz bilirubino biotransformacijos konjugacijos faze.
Nemutuoto geno varianto promotoriuje yra 6 TA pakartojimai,
mutaves geno variantas dazniausiai turi 7 TA kartojimus (haplotipo
zyméjimas UGT1A1*28). Reliau gali bati variacijy su 5 TA
pakartojimais (UGT1A1*36) arba 8 (UGT1A1*37).

Homozigotiniai genotipo nesiotojai su TA jterpimu (UGT1A1*28/*28)
yra paveikti vadinamojo Gilberto sindromo, pasireiskiancio lengva
létine nekonjuguota hiperbilirubinemija. Tai sukelia iki 20-30%
sumazéjes fermento UDP-gliukuronoziltransferazés gliukuronizacijos
aktyvumas. Daugybé genetiniy varianty gali sukelti Gilberto
sindromo fenotipa, ta¢iau polimorfizmas UGT1A1 * 28 yra dazniausiai
pasireiskiantis Kaukazo ir Afroamerikieiy populiacijose. Azijieciai,
sergantys Gilberto sindromu, daznai turi polimorfizma UGT1A1%6,
haplotipus UGT1A1*36 ir UGT1A1*37 dazniausiai aptinkami tarp
afroamerikieciy.

Gilberto sindromas yra gerybiné liga, kuriai nereikia gydymo;
nepaisant to, diagnozé yra reikalinga tam, kad atmesti sunky kepeny
funkcijos sutrikima, susijusj su hiperbilirubinemija. Gilberto
sindromas indoeuropieciy populiacijoje yra 3-15%.

Zmoneés, kuriy genotipas UGT1A1*1/*28 (heterozigotai), yra Gilberto
sindromo neSiotojai. Sindromas taip pat pasireiskia junginiy
heterozigoty atvejais, kuriy viename UGT1Al TA geno alelyje yra
jterpta seka, o antrame - kita mutacija (UGT1A1*28 / kita mutacija).
Tokiy Gilberto sindromu serganciy pacienty yra apie 2 %.

Aptikti Sig mutacija taip pat naudinga prie$ pradedant gydyma
vaistais, kuriuos metabolizuoja UDP-gliukuronoziltransferazé (pvz.,
chemoterapiniu irinotekanu), o ribota vaisty biotransformacija gali
sukelti toksinj poveikj (leukopenija, viduriavima, hematologinj
toksiskuma). Genotipy nustatymas leidzia laiku sumazinti doze arba
pasirinkti alternatyvy gydyma.

ETIKETESE NAUDOTI SIMBOLIAI
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NUORODA

,gb GENETIC Gilbert* rinkinys yra tinkamas naudojant $iuos realaus
laiko PGR ciklerius:

. Rotor-Gene 3000/6000/Q (Corbett Research, Qiagen)

. CFX96/CFX96Touch (Bio-Rad)

e  ABI 7500/7500 Fast (Applied Biosystems)

e AriaMx/Stratagene Mx3000P/Mx3005P (Agilent Technologies)
. MIC (Bio Molecular Systems)

Prie$ naudodami rinkinj kartu su kitais realaus laiko PGR cikleriais,
perzitrékite konkretaus instrumento naudotojo instrukcijas.
Norédami gauti daugiau informacijos, susisiekite su mumis el. pasto
adresu info@generibiotech.com arba telefono numeriu +420 495
056 314. Daugiau informacijos taip pat rasite misy svetainéje:
www.generi-biotech.com.

PROBLEMUY SPRENDIMAS

Rezultatai gali bati laikomi galiojanciais tik tuo atveju, jei grieztai
laikomasi instrukcijuy, pateikty pridedamame vartotojo vadove.
Teigiamas kontrolés signalas turi bdti aptiktas atitinkamame
fluorescenciniame kanale, neigiamos kontrolés signalas neturi bati
aptiktas jokiame kanale. Jei kontroliniy méginiy rezultatai neteisingi,
dar kartg patikrinkite:

. Reagenty galiojimo laika

. Laikymo salygas

. Realaus laiko PGR ciklo ir pipetés nustatymus
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|SPEJIMAI IR ATSARGUMO PRIEMONES

Siuntimo ir sandéliavimo salygos

Realaus laiko PGR rinkinys siun¢iamas sausame lede ir iSkart gavus
turi bati laikomas zemesnéje nei —20 °C temperatlroje pastovios
temperattdros 3aldiklyje ir tamsoje (rinkinys yra jautrus Sviesai).
Laikant tokiomis salygomis ir tinkamai naudojant 3j produktg galima
naudoti iki galiojimo datos (Zr. etikete ant déZutés ir buteliuko),
nesumazinant jo veikimo. Jei numatomas daznas naudojimas
(daugiau nei 5 uzSaldymo-atSildymo ciklai), rekomenduojame
paruosti atitinkamas alikvotas.

Saugos priemonés

e  Tik profesionaliam naudojimui.

e  Dirbdami su $iais reagentais visada mavékite pirstines ir
venkite saly¢io su oda. Patekus j akis ar oda, nedelsiant
praplaukite dideliu kiekiu vandens.

° Dirbant su kiekybinés PGR (angl. gPCR) reakcijos reagentais
draudziama valgyti, gerti ir rakyti.

° Naudokite tik automatines mikropipetes.

Techninés atsargumo priemonés

° Prie$ pradédami, iki galo ir atidziai perskaitykite instrukcijas
(naudokite galiojancia versija). |sitikinkite, kad visa ten
parasyta informacija suprantama.

e  Netinkamas tvarkymas arba darbo tvarkos pakeitimai gali
turéti jtakos rezultatams. Todél grieztai laikykités pipetés tario,
inkubacijos laiko ir temperatiros pagal instrukcijas.

. Laikykités galiojimo datos, nenaudokite pasibaigusio galiojimo
reagenty.

o Jei pakuoté pazeista, nedelsdami kreipkités j gamintoja.
Nenaudokite sugadinty komponenty, bet saugokite juos dél
problemuy, susijusiy su skundais.

° Naudokite dejonizuota vanden;j (jtrauktg).

. Paruosti arba panaudoti reagentai turi bati apdorojami pagal
nacionalines saugos gaires arba taisykles.

. Naudokite kalibruotas pipetes ir instrumentus.

UzZterSimo prevencija
Laikykités Siy rekomendacijy:
° Ruosdami PGR misinius, dévékite Svary laboratorinj chalatg ir
vienkartines pirstines (anks¢iau nedévéta ruosiant méginj).
e  Pakeiskite pirstines, kai jtariate, kad jos uzterstos.
. ISlaikykite atskiras zonas, specialia jranga ir reikmenis
méginiams paruosti ir PGR nustatymui.
. Niekada neatidarykite amplifikuoty PGR produkty PGR
nustatymo srityje.
. Reakcijy misinius ir ju komponentus laikykite kiek jmanoma
uzdarytus.
. Naudokite vienkartinius pipetés antgalius su filtrais, kad
sumazintuméte kryzminj uzter$ima.
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TIKSLAS IR TURINYS

Prekés paskirtis

Rinkinys skirtas Zmogaus genominéje DNR geno UGT1A1l
polimorfizmui TA (alelis 7TA) aptikti realaus laiko PGR metodu.
Naudoti in vitro diagnostikai.

Tyrimo principas

Rinkinys pagrjstas polimerazés grandinine reakcija (PGR) su lydymosi
kreiviy analize naudojant fluorescenciniu bidu pazyméta zonda.
Rinkinyje yra visi komponentai, reikalingi analizei.

Turinys
**  ApraSymas Kiekis Koncentracija Tikslas
. Assay CQ Aptikimo
UGT1AL 1;?;4 tyrimas - 25
6TA/7TA 1.25x reakcijos
misinys ’ Aptikimo
2x0,4 .
tyrimas - 50
ml .
reakcijos
O Dejonizuotas 1x1,0 Neigiama
vanduo ml kontrolé
O WT  UGT1A1  1x0,2 4 " Teigiama
6TA Standartas ml 1x10% kopiju/ut kontrolé
. MUT UGT1A1  1x0,2 4 . Teigiama
7TA Standartas ml 1x10% kopiju/ut kontrolé
.. HET UGT1A1 .
1x0,2 4 . Teigiama
6TA/7TA ml 1x10* kopijy/pl kontrolé
Standartas

* 25 rxn - reakcijy skaicius skaic¢iuojamas 20 pl tdriui / PGR reakcijai
** Dangcio spalva

CQ tyrimas (angl. contact quenching)

JAssay gPCR  CQ UGT1A1® yra amplifikaciniy pradmeny,
fluorescenciniu bldu pazyméto zondo, buferio, nukleotidy ir
polimerazés misinys.

DNR amplifikuojama pradmenimis. Reagenty misinyje taip pat yra
DNR zondy. Hibridizuotoje basenoje fluorescencinis zondas
nutildomas, lydymosi kreivés analizés metu zondo ir Sablono
dupleksas atsiskiria ir padidéja fluorescencinis signalas. Sis pokytis
diagramoje dF/dT parodo smaile su maksimumu esant temperatarai,
kai disocijuoja lygiai pusé duplekso (lydymosi temperatira - Tm).
Dvipusio zondo ir visiskai vienas kita papildancio $ablono (tobulas
atitikimas) lydymosi temperatlra yra auk$tesné nei dvipusio zondo ir
Sablono, kuriame yra mutacija (neatitikimas). Remiantis dvipusio
zondo Sablono lydymosi temperatlros analize, nustatomas
genotipas.

UGT1A1 Standartai (Teigiamos Kontrolés)

Rinkinyje yra kiekvieno genotipo teigiamos kontrolés:
e  WT UGT1A1 6TA Standartas (laukinio tipo homozigotas)
. MUT UGT1A1 7TA Standartas (mutuotas homozigotas)
. HET UGT1A1 6TA/7TA Standartas (heterozigotas)

Kiekvienai analizei reikia pridéti bent vieng teigiamg kontrole
kiekvienam genotipui. Teigiamas standarto rezultatas reiskia teisingg
analize (pirmavimas ir zondas veikia tinkamai). Jei rezultatas yra
neigiamas, analizé yra neteisinga ir batina i$ naujo iSanalizuoti visus
jtrauktus meéginius. Atkreipkite démesj j kity rinkinio komponenty
uzterSima teigiamomis kontrolémis, nes tai gali sukelti klaidinga
pozityvuma. Rekomenduojama teigiamas kontroles (standartus)
naudoti vietoje, atskirtoje nuo vietos, kurioje ruosiami PGR misiniai.
Prie$ dedant teigiama kontrole, patariama uzdaryti mégintuvélius su
méginiais ir neigiamg kontrole. Tai apsaugo nuo kity méginiy /
neigiamos kontrolés kryzminio uzterS§imo, kai pridedama teigiamos
kontrolés.

Dejonizuotas vanduo (neigiama kontrolé)

Kad baty iSvengta uzterSimo, kiekviena analizé turi apimti neigiama
kontroling reakcija kiekvienam aptikimo tyrimui. Vietoj méginio
ipilkite dejonizuoto vandens kaip 3ablong. Neigiami rezultatai rodo,
kad ruoSiant kiekybinés PGR reakcijos miSinj néra uzterSimo. Jei
neigiamos kontrolés analizés rezultatas yra teigiamas, tokia analizé
yra neteisinga ir nepatikima, todél batina i$ naujo iSanalizuoti visus
jtrauktus méginius. Pries atlikdami nauja analize, pabandykite surasti
ir pasalinti galimas uzterSimo priezastis.

Papildomi reagentai ir instrumentai

. DNR iskyrimo rinkinys arba reagentai.

. Mégintuvéliai reagentams maisyti, realaus laiko PGR
mégintuvéliai, juostelés arba plokstelés, suderinamos su
realaus laiko PGR cikleriu.

. Reguliuojamos automatinés mikropipetés (10-1000 pl).

. Sterilds vienkartiniai pipetés antgaliai su filtrais.

. Sakurys (vorteksas) ir laboratoriné centrifuga.

. Realaus laiko PGR cikleris su programine jranga.

Realaus laiko ciklo nustatymy instrukcijas rasite masy GENERI

BIOTECH svetainéje (Real-time PCR cycler Settings).

DARBO TVARKA

Reagento paruosimas

. Reagenty koncentracijos paruostos tiesioginiam naudojimui.

. Prie$ naudojimga atSildykite visus reagentus.

. Darbo metu reagentus, kuriy tuo metu nenaudojate, laikykite
Saldytuve ir tamsoje.

. Sumaisykite visus tirpalus ir prie$ pat naudojima nusukite
centrifugoje.

e  Visada paruoskite tiksly reagenty kiekj, kurio pakanka
kiekvienai analizei.

e Jei naudojamas dazniau nei 5 uzSaldymo atSildymo ciklai,
rekomenduojame paruosti atitinkamas alikvotas.

Méginio paruosimas

Rinkinys skirtas zmogaus genominés DNR mutacijai aptikti. Bendras
genominés DNR kiekis vienoje reakcijoje turi bati 10-400 ng, o tai
atitinka 2,5-100 ng/pl méginio koncentracija.

qPGR misinio paruoSimas

Atsildykite ,Assay qPCR" misinj, prie$ pat naudojima gerai suplakite
ir nusukite. Bendras kiekybinis PGR reakcijos tdris yra 20 pl
Paskirstykite 16 pl ,Assay gqPCR (CQ UGT1A1)“ misinj j reakcijos
meégintuvélius. |pilkite 4 pl Sablono (DNR meéginio arba standarto
UGT1A1). Jei méginio tdris mazesnis, uzpildykite reakcijg dejonizuotu
vandeniu iki 20 pl. Kaip neigiamg kontrole naudokite 4 pl dejonizuoto
vandens.

Svelniai sumaidykite ir trumpai centrifugoje nusukite galutinj
kiekybinés PGR reakcijos misinj.

Geriau atlikti kiekybine PGR analize i3 karto po miSinio paruo$imo.
Pries atliekant analize, miSinius galima laikyti Saldytuve, bet ne ilgiau
kaip vieng valanda.

Terminio profilio nustatymai
Nustatykite terminiy cikly salygas realiojo laiko PGR cikleryje.
Rekomenduojamas terminis programos profilis yra toks:

Amplifikacija:
Pirminis denatlrravimas 95 °C 3 min
50 cikly:
Denatdravimo 95 °C 10s
Atkaitinimo 60 °C 10 s*
(fluorescencijos gavimas)
Pailginimo 72 °C 20s
Lydymosi analizé:
Denatdravimo 95 °C 1 min
Hibridizavimo 35°C 3 min
Lydymosi 35-70 °C 1 °C/5s**

(fluorescencijos gavimas)

*cikleriui ABI 7500/7500 Fast (Applied Biosystems) nustatykite
atkaitinimo laika iki 30 s

**cikleriui CFX 96™ (BioRad) batina sureguliuoti lydymosi analizés
jautruma iki 0,5 °C/ 5 s.

**cikleriui AriaMx (Agilent Technologies) nustatykite Llydymosi
temperatirg 40-70 °C

Fluorescencija gaunama atkaitinimo fazés metu (taciau tai néra
batina, nes fluorescencinis signalas nesikeicia amplifikacijos fazés
metu) ir lydymosi analizés metu FAM/Sybr kanale (suzadinimo
bangos ilgis 495 nm, emisijos bangos ilgis 520 nm). Prie$ pradedant
tyrima batina sukalibruoti Rotor-Gene ciklerio jautruma. Nustatykite
stiprinima taip, kad méginiy fluorescencija 60 °C temperatdroje bty
nuo 30 iki 60 RFU.
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Realaus laiko ciklo nustatymy instrukcijas galima rasti adresu
http://www.generibiotech.com/manuals-for-setting-cyclers ~ (Real-
time PCR ciklerio nustatymai).

REZULTATUY AISKINIMAS

. Norédami jvertinti, ar tiriamajame méginyje yra mutacijos,
naudokite realaus laiko PGR programine jranga lydymosi
kreiviy analizei.

e Analizés rezultatas yra kreivé su viena ar daugiau smailiy Tm
srityje. Gautg kreiviy forma ir lydymosi temperatiirg reikia
palyginti su teigiamy kontroliniy bandiniy kreivémis.

° Lydymosi kreivés analizés grafikas dazniausiai parodo
fluorescencijos sumazéjima priklausomai nuo temperatiiros
padidéjimo (-df/dT). Siame rodinyje kreivés rodo neigiama
orientacija. Jei programiné jranga neanalizuoja neigiamy
smailiy, kreives reikia konvertuoti taip, kad bty parodytas
fluorescencijos padidéjimas, priklausomai nuo temperatlros
padidéjimo (dF/dT). Siai operacijai atlikti Rotor-Gene ciklerio
programinéje jrangoje naudojama ,Flip“ funkcijos dF/dT. Sig
funkcija batina iSjungti, kad analizé baty sékminga.

. Norint teisingai interpretuoti rezultatus, bdtina iSanalizuoti
teigiama kontrole. Pirmiausia patikrinkite tik visy teigiamy
kontroliniy méginius (WT, MUT ir HET) ir neigiamg kontrole.

. Nustatykite slenkstj (angl. threshold) | padétj, kai teisingai
nustatomi genotipai (zr. 1 Pav.).

. Nustatykite standarty 6TA ir 7TA Tm. Sablono 7TA lydymosi
temperatdra yra cikleryje Rotor-Gene 3000 apie 56,5 °C, o
Sablono 6TA apie 52 °C. Tarp cikleriy Tm gali skirtis.

° Patikrinkite HET etalony nustatymo teisinguma, kreivé turi
parodyti dvi subalansuotas smailes 6TA ir 7TA genotipy Tm
srityje.

. Kai kuriuose termocikleriuose MUT 7TA standarto kontrolei
gali atsirasti nedidelis smailés 6TA regione. Siuo atveju
méginiai negali bati automatiskai jvertinti pagal gauta Tm.
Méginiai turi bati jvertinti lyginant lydymosi kreivés forma su
teigiama kontrole.

. I18analizuokite DNR méginj. Analizuojant rekomenduojama
DNR kiekj, smailés turéty virSyti pakoreguota slenkstj ir analize
galima jvertinti automatiskai, naudojant modulj ,Genotipai“.
Kitu atveju reikia iSanalizuoti méginius su sumazinta slenksne
verte, tada vizualiai apzidréti kreiviy bangos forma ir nustatyti
panasumag su atitinkamais standartais. Turi bati atlikta
vizualiné kreiviy apzidra.

e Alelio 5TA atveju didziausias Tm yra mazdaug 3 °C mazesnis,
palyginti su $8ablonu 6TA. 8TA alelio negalima atskirti Tm nuo
6TA alelio.

e  Jeivisy teigiamy ir neigiamy kontroliniy méginiy rezultatai yra
teisingi, taciau tiriamajame méginyje matuojamas silpnas
signalas, batina iSanalizuoti nauja DNR izoliatg. Jei kontroliniy

meéginiy rezultatai yra neteisingi, pakartokite visy Sios serijos
meéginiy PGR analize.
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1 Pav. Lydymosi kreivés UGT1A1 Rotor-Gene 3000 programinéje
irangoje WT (6TA) mélyna, MUT (7TA) raudona, HET (6 TA/7TA) zalia,
NTC juoda. Slenkstis pazymétas mélyna linija.
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