BAGHeumH e

Gebrauchsinformation

HISTO TYPE B57

Medium resolution

C€ o123
Testkit zur Typisierung der B*57 Allele
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20 Typisierungen
gebrauchsfertig vorgetropft

REF 70715: HISTO TYPE B57 (8 Mixe, violett)
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1. Einfihrung

1.1 Hintergrund

Eine Behandlung mit antiretroviralen Medikamenten mit dem Wirkstoff Abacavir ist nur
erlaubt, wenn Uber eine molekulargenetische Bestimmung das Vorhandensein des
Genmarkers HLA-B*5701 ausgeschlossen wurde [8].

Abacavir ist ein hochwirksames und sehr gut langzeitvertragliches Medikament, welches in
der HIV Behandlung zum Einsatz kommt.

Leider zeigen aber ca. 5% - 8% der zu Behandelnden eine Hypersensitivitatsreaktion
(HSR) gegeniiber Abacavir. Diese systemische, allergieahnliche Reaktion tritt meist
innerhalb der ersten 6 Wochen auf, wobei es hier zu schwerwiegenden Verlaufen kommen
kann.

Frihere Untersuchungen hatten schon vermuten lassen, dass eine signifikante
Assoziation zwischen der Abacavir HSR und dem HLA Allel B*5701 vorliegt [9].

In einer weltweit ersten Studie zur Validierung eines genetischen Markers in Bezug auf
eine Medikamenten-Nebenwirkung, wurde nun diese Vermutung bestatigt [10].

Die Ergebnisse zeigten, dass vor einer Therapie mit Abacavir alle HIV-infizierten
Patienten, unabhangig von deren ethnischen Zugehorigkeit, auf das Vorhandensein des
B*5701 Allels getestet werden sollten, da hierdurch die Haufigkeit einer HSR signifikant
gesenkt werden kann.

Bei Patienten, die das HLA-B*5701 Allel tragen, sollte Abacavir nicht angewendet werden,
aulBer, wenn basierend auf der Behandlungsgeschichte und den Ergebnissen der
Resistenztestung keine andere Therapieoption moglich ist [8].

Da bei einem negativen B*5701 Testergebnis eine HSR trotzdem auftreten kann, sollten
Patienten nicht erneut mit Abacavir behandelt werden, wenn eine Uberempfindlichkeits-

reaktion klinisch nicht ausgeschlossen werden kann.
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1.2 Produktbeschreibung

Der Einsatz der Polymerase Chain Reaction (PCR) in der HLA-Typisierung ist inzwischen
zur Routine geworden. Die Sequenzbestimmung von allen HLA-Allelen [1] erméglicht eine
spezifische und eindeutige Typisierung auf DNA-Ebene mit einer hohen Auflésung und
entscheidenden Vorteilen gegentiber den konventionellen serologischen Methoden.
Ausgangsmaterial fur die Typisierung mit dem HISTO TYPE B57 Kit ist gereinigte,
leukozytare DNA. Die Testdurchfihrung basiert auf der Sequence Specific Primer-(SSP)
PCR (siehe Abb. 1) [2,3]. Diese Methode nutzt die Tatsache, dald fur eine erfolgreiche
Reaktion beide Primer, speziell am sogenannten 3"-Ende, keine Fehlpaarungen aufweisen
durfen. Somit fiihrt nur eine vollstandige Ubereinstimmung der Primer mit der Zielsequenz
zu einem Amplifikat, welches durch eine anschlieRende Gelelektrophorese sichtbar

gemacht wird.

(TTTITTD > I'H'I'I'I'I'(x

Primer-Bindung —>Amplifikation Fehlpaarung —> keine Amplifikation
(spezifisches Allel) (unspezifisches Allel)

Abb. 1: Prinzip der SSP-PCR

Die Zusammensetzung der verschiedenen Primer-Mixe ermoglicht eine eindeutige
Identifizierung der jeweils in den Auswertediagrammen angegebenen HLA-Typen. Je
Typisierung wird eine bestimmte Anzahl (8) vorgetropfter und getrockneter
Reaktionsansatze inkl. interner Amplifikationskontrolle mit einem Endvolumen von 10 pl

eingesetzt.
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2. Material

2.1 Inhalt des HISTO TYPE B57 Kit

€ 20 HISTO TYPE Streifen ausreichend fur 20 HLA-B57 Typisierungen. Die
vorpipettierten und getrockneten Reaktionsansatze enthalten allelspezifische Primer,
interne Kontroll-Primer (spezifisch fur das humane G3PDH Gen) und Nukleotide. Die
Lot-Nummer ist auf jeden Streifen gedruckt und markiert den Reaktionsmix Nr. 1.

€ Im Mix 8 befindet sich die Kontaminationskontrolle (mit internen Kontrollprimern und
amplifikatspezifischen Primern).

€ 10 x PCR-Puffer fir jeweils 20 Typisierungen

*

8er-Streifen Deckel (a 12 Stick) fur jeweils 20 Typisierungen

€ Gebrauchsinformation, Spezifitatstabelle, Auswertediagramm und Worksheet

2.2 Erforderliches bzw. zusétzliches Material

€ Tag-Polymerase (5 U/pl)

€ BAG EXTRA-GENE Kit (optional) zur DNA-Extraktion aus Blut / Lymphozyten /
Leukozyten oder Material fir andere DNA-Extraktions-Methoden

€ Kolbenhubpipetten (0,5-250 pl)

*

sterile Spitzen, ggf. mit Filter
€ DNA-Cycler (z. B. PTC 200 von MJ Research/Fa. BioRad mit beheiztem,

justierbarem Deckel)

Gerate und Material fur die Gelelektrophorese

DNA-Agarose

0,5 x TBE-Puffer (45 mM Tris, 45 mM Borsaure, 0,5 mM EDTA)
Ethidiumbromid (EtBr)

Flachgelkammer mit KAmmen (mind. 25 Taschen)

Spannungsgeber (200 - 300 V, 200 mA)

® ¢ 6 ¢ o o

DNA Langenstandard (Bestellnr.: 7097)

Gerate zur Auswertung und Dokumentation
€ UV-Leuchtplatte (220-310 nm)

€ Photoeinrichtung (z.B. Polaroid-System mit Filmen Polaroid Typ 667)

4 von 12



2.3 Lagerung und Haltbarkeit

Der Kit wird ungekuhlt versandt. Nach Erhalt werden alle Kit-Reagenzien bei -20...-80°C
lichtgeschitzt gelagert. Die Haltbarkeitsdauer ist den Etiketten auf den jeweiligen
Reagenzien zu entnehmen und gilt auch nach dem ersten Offnen. Die auf dem
Aul3enetikett angegebene Haltbarkeit entspricht dem Kitbestandteil mit der kirzesten

Haltbarkeit. Den 10 x PCR-Puffer kurz vor Gebrauch auftauen.

3. Leistungsdaten

Analytische Sensitivitat: Eine zuverlassige Typisierung ist bei einer Einsatzmenge von

50 — 80 ng DNA pro Reaktionsmix gewahrleistet.

Diagnostische Spezifitat: Die Zusammensetzung der Primermixe gewahrleistet eine

zuverlassige Identifizierung der auf dem Auswertediagramm
angegebenen HLA-Typen basierend auf den zur Zeit bekannten

Sequenzdaten. Es werden regelméaRig Updates durchgefuhrt.

Die Richtigkeit und Reproduzierbarkeit der Reaktivitat der einzelnen Mixe wird fur jedes
Lot anhand von Kontrollproben mit bekannten HLA-Antigenen Uberprift. Nicht erfasste
bzw. wegen ihrer Seltenheit nicht getestete Allele sind auf dem Auswertediagramm bzw. in

der Spezifitatstabelle kenntlich gemacht.

Fur den HISTO TYPE B57 Kit wurde eine Leistungsstudie mit mindestens 50 DNA Proben
durchgefiihrt. Die erzielten Ergebnisse wurden mit denen eines anderen Anbieters von
SSP Kits verglichen. Bei den Typisierungsergebnissen konnten keine Diskrepanzen

festgestellt werden.
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4. Testdurchfihrung

4.1 VorsichtsmafRnahmen und besondere Hinweise

Bei der PCR handelt es sich um eine aulRerst sensitive Methode, die von geschultem, in
Molekulartechnik und Histokompatibilitdtstestung erfahrenem Personal durchgefihrt
werden sollte. Transplantationsrichtlinien und aktuelle EFI- / DGI-Standards sind zu
beachten, um insbesondere bei diskrepanten Ergebnissen in serologischer und

molekularbiologischer Testmethode, das Risiko von Fehlbestimmungen zu verringern.

Besondere VorsichtsmaRnahmen sind zu beachten, um Kontaminationen und damit

falsche Reaktionen zu vermeiden:

€ prinzipiell mit Handschuhen (moglichst puderfrei) arbeiten

€ Dbei jedem Pipettierschritt neue Spitzen (mit Filtereinsatz oder integriertem Stempel)
verwenden

€ zwei getrennte Arbeitsbereiche fir die Pra-Amplifikation (DNA-Isolierung, Ansetzen
der Reaktionen) und die Post-Amplifikation (Amplifikation, Gel-Elektrophorese,
Dokumentation); moglichst zwei getrennte Raume

€ Gerate und andere Materialien nur an den jeweiligen Arbeitsplatzen verwenden und

nicht austauschen

4.2 DNA-Isolierung

Fur die Typisierung eines Patienten werden 5-10 pg Leukozyten-DNA (entspricht etwa
0,5 ml Blut) bendtigt. Bestens geeignet fur die Isolierung ist z.B. der BAG EXTRA-GENE
Kit, welcher ohne Einsatz von giftigen Chemikalien oder Losungsmitteln in kurzer Zeit
reine DNA aus Vollblut liefert. Weiterhin sind andere in der Literatur beschriebene
Methoden [5] wie die Chloroform-Triethylammoniumbromid (CTAB)-Methode oder Phenol-
Chloroform Reinigung geeignet, DNA mit ausreichender Reinheit zu erhalten. Heparin
kann unter Umstanden die PCR-Reaktion hemmen [6]. Es wird daher der Einsatz von
EDTA- oder Citrat-Blut fur die Typisierung empfohlen. Die DNA sollte einen Reinheitsindex

(Extinktionsverhéltnis OD,gy/OD5gq ) Von >1.5 und <2.0 aufweisen.
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4.3 Amplifikation

Alle vorpipettierten Reaktionsmixe beinhalten bereits die allelspezifischen Primer,

Nukleotide, sowie die Primer der internen Amplifikationskontrolle und liegen in

getrockneter Form vor. Die Amplifikationsparameter sind auf ein Endvolumen von 10 ul

optimiert.

1.

Die gewunschte Anzahl der HISTO TYPE -Streifen aus dem Gefrierschrank

entnehmen und den 10 x PCR-Puffer auftauen.

Den Master-Mix bestehend aus 10 x PCR-Puffer, DNA-L6sung, Tag-Polymerase und
Aqua dest. zusammenpipettieren und grindlich vortexen. Der HISTO TYPE B57 Kit
verwendet den gleichen Mastermix, wie er bei den anderen HISTO TYPE SSP Kits
eingesetzt wird und kann somit mit anderen Kits kombiniert werden. Die
Zusammensetzung des Master-Mix ist in Tabelle 1 (S.7) angegeben.

Wenn eine Kontaminationskontrolle mitgefihrt werden soll, wird der Master-Mix
zunachst ohne DNA-L6sung angesetzt und 10 pl von diesem Mix in die
Kontaminationskontrolle pipettiert. AnschlieRend wird die DNA-LOsung zugegeben

und der restliche Master-Mix auf die vorgetropften Reaktionsmixe verteilt.

Tabelle 1: Zusammensetzung des Master-Mixes in Abhangigkeit von der Anzahl

der Reaktionsmixe:

Anzahl | Aqua dest. | 10 x PCR- DNA-Lsg. Tag-Polymerase Gesamt-
Mixe Puffer (mind. 50-80 (5 U/ul) volumen
ng/pl)
79 10 10 0,8 100 pl

= Bei abweichenden DNA-Konzentrationen sind die Mengen von DNA und Wasser entsprechend

zu variieren. (z.B.: 4,2 ul DNA (120 ng/ul) und 85 ul Aqua dest.)
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3. Nach dem Vortexen werden von diesem Gemisch umgehend je 10 ul zu den bereits

in den Reaktionsgefal3en

Markierung > @ @ @ @ @ @ @

vorgelegten Reaktionsmixen

pipettiert. Nach jedem

Pipettierschritt muss die Spitze gewechselt werden. Die Gefalle werden mit den
dafir vorgesehenen Deckeln dicht verschlossen. Es ist darauf zu achten, dass die
Deckelinnenseiten und die oberen Rander nicht mit den Fingern berthrt werden, um
Verunreinigungen zu vermeiden. Bei Cyclern mit festdrehbarem Deckel kénnen
auch wiederverwendbare PCR-Matten zum Verschliel3en verwendet werden.

Durch leichtes nach unten Schitteln der Platte sollte das blaue Pellet am
GefalRboden etwas angeldst werden, und es sollte darauf geachtet werden, dass sich

die gesamte Reaktionslésung im GefalRboden befindet.

4.: Die Reaktionsgefal3e in den Cycler stellen (auf festen Sitz achten!) und das PCR-
Programm starten.
Ein Uberschichten der Anséatze mit Mineral6l ist bei Verwendung eines beheizten

und justierbaren Deckels nicht notig !

Amplifikationsprotokoll

Programm-Schritt Temp. Zeit Anzahl Zyklen Cycler-Typen:
Erste Denaturierung | 96°C 5 Min 1 Zyklus PTC 100/ 200 (MJ
Denaturierung 96°C 20 Sek 5 Zyklen Research/Fa. BioRad),
Annealing+Extension |68°C 1 Min GeneAmp PCR-System
Denaturierung 96°C 20 Sek 10 Zyklen 9600 / 9700 (bitte
A li 4° k .

nneatng e4’c 20 Se Heizrate vom 9600
Extension 72°C 45 Sek

_ verwenden) (Fa. ABI)

Denaturierung 96°C 20 Sek 15 Zyklen
Annealing 61°C 50 Sek und Mastercycler
Extension 72°C 45 Sek epGradient S (Fa.
Letzte Extension 72°C 5 Min 1 Zyklus Eppendorf)

Bei Cyclern mit sehr schnellen Heiz- und Kuhlraten wird empfohlen eine etwas langsamere
Heiz- und Kuhlrate zu wahlen.

Da Cyler verschiedener Hersteller sich in ihrem Verhalten unterscheiden und sogar
verschiedene Cycler eines Typs unterschiedlich kalibriert sein kénnen, muss ggf.
das Amplifikationsprotokoll optimiert werden.
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Prinzipiell kann folgendermalen vorgegangen werden:

Bei falsch positiven Reaktionen (unspezifische Banden, zusétzliche Typen):

Erhohung der Annealing-Temperatur in 1°C-Schritten.

Bei falsch negativen Reaktionen (fehlende Banden und/oder Amplifikationskontrollen):
Erniedrigung der Annealing-Temperatur in 1°C-Schritten und / oder Erh6hung der Annea-
ling-Zeiten in 5 Sekunden-Schritten und / oder Erh6éhung der Denaturierungs-Zeiten in

5 Sekunden-Schritten.

Es wird empfohlen nur regelm&Rig kalibrierte Cycler zu verwenden. Hierflr eignet
sich gut der BAG-Cycler Check Kit (Bestellnr.: 7104).

Die Qualitatskontrollen wurde mit Cyclern des Typs PTC 200 bzw. 100 (MJ
Research), 9700 (ABI) und Mastercycler epGradient S (Eppendorf) durchgefihrt.

4.4 Gelelektrophorese

Die Auftrennung und Auswertung der Amplifikationsprodukte erfolgt durch Elektrophorese
Uber ein (Horizontal-) Agarose-Gel. Als Laufpuffer wird 0,5 x TBE ( 45 mM Tris, 45 mM
Borsaure, 0,5 mM EDTA ) - Puffer empfohlen. Die Gelstarke sollte 2,0 - 2,5% Agarose
betragen. Vor dem Probenauftrag sollte das Gel mindestens 30 Min. polymerisieren. Nach
Beendigung der Amplifikation werden die Proben dem Cycler entnommen und die
kompletten Ansatze vorsichtig in jeweils eine Tasche des Gels pipettiert. Die Zugabe von
Probenpuffer ist nicht mehr noétig. Zusatzlich sollte eine Tasche mit einem DNA-
Langenstandard fur den GrofRenvergleich beladen werden. Die elektrophoretische
Auftrennung erfolgt bei 10-12 V/cm (bei 20 cm Elektrodenabstand ca. 200-240 V) fir 20-
40 Min.. Nach abgeschlossenem Lauf wird das komplette Gel fur 30-45 Min. in einer
Ethidiumbromid(EtBr)-L6ésung (ca. 0,5 pg/ml EtBr in H,O oder TBE-Puffer) gefarbt.
Alternativ kann auch EtBr (0,5 pg/ml) dem Elektrophorese-Puffer oder dem Agarose-Gel

zugesetzt werden. Im Bedarfsfall kann das Gel fiir ca. 20-30 Min. in H,O entfarbt werden.

4.5 Dokumentation und Auswertung

Zur Dokumentation wird das Gel auf einen UV-Transilluminator (220-310 nm) gelegt und
mit einer geeigneten Kamera (z.B. Polaroid, Film Typ 667) fotografiert. Belichtungszeit und
Blende sind so zu wahlen, dal3 die Banden scharf gezeichnet sind und sich gegen den
dunklen Hintergrund abheben (Naherungswerte: Blende 11, Belichtungszeit
1 Sekunde).
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Unter Einbeziehung der Spezifitatstabelle und des Auswertediagramms (Extra-Beilage)
werden nur solche Banden als positiv gewertet, die bezluglich des DNA - Langen-
standards die richtige Grol3e besitzen. Die korrekten GroRen sind der Tabelle bzw. dem
Diagramm zu entnehmen. In allen Spuren ohne spezifische Amplifikation muf3 in jedem
Fall die interne Kontrolle bei 1070 bp erscheinen. In den Anséatzen mit spezifischer (und
unspezifischer) Reaktion fallt die interne Kontrolle meist schwacher aus oder kann

ganzlich verschwinden! Bei nicht auswertbaren Ergebnissen siehe Fehlerbeseitigung (6.).

In der Kontaminationskontrolle darf keine Bande erscheinen. Beim Vorliegen einer
Kontamination mit genomischer DNA erscheint eine Bande bei 282 bp. Zusatzlich kénnen
Banden bei 78 bp, 104 bp, 176 bp und ca. 580 bp zu sehen sein. Liegt eine Kontamination
mit Amplifikaten vor, erscheint eine Bande bei 78 bp und/oder 104 bp und/oder 282 bp.

5. Warn- und Entsorgungshinweise

Ethidiumbromid ist ein stark mutagenes Reagenz. Hautkontakt und Kontaminationen
vermeiden !

Die Gebrauchsinformation sowie die Warn- und Entsorgungshinweise des entsprechenden
Herstellers sind zu beachten !

Der Transilluminator sendet sehr kurzwelliges UV-Licht aus, das Verbrennungen der Haut
und der Netzhaut hervorrufen kann. UV-Gesichtsschutz tragen!

Samtliche fur den Test verwendete Materialien biologischen Ursprungs, die zur
Gewinnung von DNA verwendet werden (z.B. Blut, sonstige Korperflissigkeiten) sollten
als potentiell infektios betrachtet werden. Beim Umgang mit biologischen Materialien
werden deshalb angemessene Sicherheitsvorkehrungen empfohlen (nicht mit dem Mund
pipettieren; Schutzhandschuhe bei der Testdurchfihrung tragen; Handedesinfektion nach
der Testdurchfuhrung).

Biologische Materialien missen vor der Entsorgung inaktiviert werden (z.B. durch
Autoklavieren). Einwegmaterialien sind nach Gebrauch zu autoklavieren oder zu
verbrennen.

Verschittetes potentiell infektioses Material sollte unverziglich mit einem saugféahigen
Papiertuch entfernt werden und der kontaminierte Bereich mit einem geeigneten
Desinfektionsmittel oder 70%igem Ethanol desinfiziert werden. Material, das fiur die
Entfernung von Verschittetem benutzt wurde, muss vor der Entsorgung inaktiviert werden

(z.B. durch Autoklavieren).
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6. Maogliche Fehlerquellen

Fehler

mdgliche Ursache

Beseitigung

keine Amplifikation,

Langenstandard sichtbar

DNA verunreinigt
DNA degradiert

DNA-Isolierung wiederholen,

evtl. andere Methode

DNA-Konzentration

zu hoch / zu niedrig

DNA-Konzentration andern,

DNA-Isolierung wiederholen

Enzym fehlt oder

Konzentration zu niedrig

Typisierung wiederholen,

Enzym-Konzentration &ndern

DNA aus Heparin-Blut

Typisierung mit EDTA-Blut

wiederholen

falsche Amplifikationsparameter

Optimierung der Parameter
(siehe 4.3)%

Wiederholte Ausfalle (keine Kontroll-

Bande) in einzelnen Spuren

Deckel der Reaktionsgefalie
schliefen nicht dicht; dadurch
Wasserverlust und Konzentra-

tionsanderung wahrend PCR

Deckel fest verschlieRen;
evtl. Reaktionsgefalie von
anderen Herstellern

verwenden

unspezifische Amplifikation,
Zusatzbanden

(zusatzliche Banden
falscher GréR3e sind zu

vernachlassigen)

Kontamination mit Amplifikaten

Typisierung wiederholen

auf sauberes Arbeiten achten

DNA mit Salzen verunreinigt

DNA-Isolierung wiederholen,

evtl. andere Methode

DNA-Konzentration zu hoch

weniger DNA einsetzen

Enzym-Konzentration zu hoch

weniger Enzym einsetzen

falsche Amplifikationsparameter

Optimierung der Parameter
(siehe 4.3)%

Auswertung ergibt mehr

als 2 Spezifitaten

Kontamination mit Fremd-DNA
(Amplifikat !)

Neues Allel

Reaktionsmixe testen
(ohne Zugabe von DNA)

auf sauberes Arbeiten achten

keine oder sehr schwache Banden
sichtbar,

Langenstandard kaum sichtbar

EtBr-Farbung zu schwach

Farbung wiederholen

Gel-Hintergrund leuchtet zu stark

Farbung zu lange, EtBr-

Konzentration zu hoch

mit H,O entfarben, EtBr

niedriger konzentrieren

Verschmierte Banden im Gel

Laufpuffer zu heild

Falscher Laufpuffer

Geringere Voltzahl wahlen
0,5x TBE Puffer verwenden

¥¢ Bei Verwendung der angegebenen Geréate und Materialien ist eine Optimierung der Amplifikations-

parameter als letztes Hilfsmittel einzusetzen. In den meisten Fallen ist eine Auswertung durch die

Eliminierung der Zusatzbanden aufgrund der GréRenabweichung maglich.
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8.

Erklarung der Symbole auf den Etiketten

In-vitro-Diagnostikum

Lagertemperatur

Lot-Nr.

Verwendbar bis

Bestell-Nr.

= & PE)~E

Gebrauchsinformation beachten

Auftragsannahme/Ordering:

BAG Health Care GmbH Tel.: +49(0) 6404/925-450
D B AG Amtsgerichtsstrae 1-5  Tel.: +49(0)6404/925-0 www.bag-healthcare.com Fax: +49(0) 6404/925-460
35423 Lich/Germany Fax: +49(0)6404/925-250 info@bag-healthcare.com verkauf@bag-healthcare.com
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