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ELUCIGENE™ Ashplex 2

Katalognummer - SS007B2

Anvandningsomrade

For samtidig kvalitativ detektion in vitro av mutationer i gener vid Niemann-Picks sjukdom,
Blooms syndrom, mukolipidos IV och glykogenupplagringssjukdom i flytande helblod (EDTA),
torkade blodflackar och munskéljningsprover vid laboratorier som innehar servicelicens for
polymeraskedijereaktion (PCR) fran F. Hoffman-La Roche och/eller Roche Molecular Systems,

Inc.

Principer for forfarandet

Den metod som anvands av ELUCIGENE ™-testerna baseras pa teknologin Amplification
Refractory Mutation System gARMSTM), som kan pavisa punktmutationer eller sma deletioner i
deoxiribonukleinsyra (DNA) .

Varningar och forsiktighetsatgarder

1.

Dessa ELUCIGENE™-reagens ar avsedda for yrkesmassig in vitro-diagnostisk testning.
Produkten tillhandahaller inte nagon licens under de PCR-patent som innehas av F.
Hoffman-La Roche (F. Hoffmann-La Roche Ltd, Diagnostics, CH-4070 Basel, Schweiz)
och Roche Molecular Systems, Inc (Roche Molecular Systems, Inc., 1145 Atlantic
Avenue, Alameda, California 94501).

Den normala DNA-kontroll som levereras tillsammans med detta kit har humant ursprung
och har genomgatt oberoende tester med en PCR-baserad analys och befunnits vara
negativ for hepatit B-virus (HBV), hepatit C-virus (HCV) och humant immunbristvirus 1
(HIV1).

Var forsiktig vid hantering av material av humant ursprung. Alla prover ska anses vara
potentiellt smittsamma. Ingen testmetod kan garantera fullstandig franvaro av HBV,
HCV, HIV 1 eller andra smittsamma agens. Folj gallande bestammelser fér biologiskt
riskmaterial betraffande hantering av prover och testkomponenter samt anvandning,
forvaring och kassation av dem.

Det kan erfordras licenser for att utfora in vitro-diagnostisk analys av genmutationer som
detekteras av dessa reagens. KoOparen av reagenset ansvarar sjalv for sadana
eventuella licenser.

Denna produkt ska valideras med laboratoriets procedurer fére diagnostisk anvandning.
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Symboler pa etiketter

Dessa symboler som anvands pa alla etiketter och férpackningar éverensstammer med den
harmoniserade standarden EN 980.

Tillverkare

Antal tester

Ry 3

Se bruksanvisningen

Jf X°C
Forvaras kallare an angiven temperatur
g Anvands foére angivet datum
REF Katalognummer
LOT

Lot- eller partinummer
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Material som medfoljer

Reagensen ska forvaras pa en plats som ar fri fran kontaminerande DNA- eller PCR-produkt.

Anvand inte reagensen efter det utgangsdatum som anges pa forpackningsetiketten. Alla
reagens levereras bruksfardiga. Forvara odppnade och dppnade reagens i —20 °C. Oppnade
reagens kan férvaras i upp till 3 manader.

Tillrackligt material for 50 tester medfdljer:

1. 2 ampuller primermix (TA) innehallande primrar for detektion av foljande mutationer som
forknippas med Niemann-Picks sjukdom i sfingomyelinasgenen (L302P, R496L och
fsP330delC), Blooms syndrom i BLM-genen (2281del6/ins7), mukolipidos IV i MCOLNI1-
genen (511-6944del och 5534A>G), glykogenupplagringssjukdom i glukos-6-fosfatasgenen
(R83C) och deoxinukleotidtrifosfater i buffert (2 x 450 nL). (SSO07TA)

2. 1 ampull x 200 n. CRO00TV spadningsbuffert (DB).
3. 1 ampull x 600 nL. CRO00TR laddningsfarg (LD).

4. 1 ampull x 50 nL SS007TX DNA-kontroll (DC), normal fér de mutationer som pavisas av
ELUCIGENE™ Ashplex 2.

Material som behévs men inte medfodljer

Laboratorieférbrukningsmaterial:  handskar, mikrofugror med skruvkork, pipettspetsar,
tunnvaggiga 0,2 mL eller 0,5 mL PCR-rér.

DNA-preparation: Sterilt avjoniserat vatten av god kvalitet, natriumklorid (NaCl), dinatriumsalt av
etylendiamintetraattiksyra (EDTA), natriumhydroxidpellets (NaOH), kristalliserad 2-amino-2-
(hydroximetyl)-1,3-propandiol (Tris-bas), saltsyra (HCI) 36 % densitet 1,18, ammoniumklorid
(NH,4CI).

PCR-amplifiering: Sigma latt vit mineralolja*, sterilt destillerat vatten av god kvalitet, AmpliTaq
Gold® (Applied Biosystems).

Elektrofores: Material for gelelektrofores bestaende av NuSieved 3:1 agaros (Cambrex Bio
Science), 50 basparsstege (Amersham Pharmacia Biotech), etidiumbromid, glycerol,
bromfenolblatt.

* For amplifiering som utfors i 0,5 mL PCR-ror eller varmecykler utan uppvarmda lock
Utrustning som behovs

Laboratorieutrustning: precisionspipetter (2 satser: 1 for hantering pre-amplifiering och 1 for
hantering post-amplifiering, helst pipetter med positiv forskjutning), glas, skyddsklader,
vortexblandare, mikrofug, vag, rorstall.

DNA-preparation: Centrifug (fér munskaljningsprover), varmeblock (uppvarmning till 100 °C).

Amplifiering: Varmecykel som rymmer 0,5 mL eller 0,2 mL rér (med en temperaturnoggrannhet
pa +/-1 °C mellan 33 °C och 100 °C och statisk temperaturjamnhet pa +/-1 °C), valfritt med
uppvarmt lock.
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Elektrofores: Horisontell submarin geltank, strémférsorjningsdel, mikrovag, vattenbad for kylning
av agaros, UV-transilluminator, fotografiskt system.

Provtagning och férvaring av prover

Helblodprover (EDTA) eller munskéljningsprover ska anvandas. Den person som ska testas
bor avsta fran att ata eller dricka omedelbart innan munskoéljningsprovet lamnas.

Provtagningsutrustning har ibland rapporterats ha skadlig inverkan pa vissa analyter och kan
stéra vissa metodteknologier . Anvandaren bér tillférsakra att den valda utrustningen anvands
enligt tillverkarens anvisningar och att bade provtagningsutrustning och alternativa DNA-
preparationsmetoder ar kompatibla med testet.

Blodprover ska forvaras i —20 °C fore preparation av DNA. Undvik upprepad frysning och tining.
Munskoéljningsprover ska forvaras i 4 °C och DNA-preparation ska utféras inom 7 dagar.

Preparation av DNA fran helblodprover (EDTA)

-

. Pipettera 80 niL av varje blodprov i ett mikrofugrér med skruvkork.

N

. Pipettera 320 nL. 170 mM (9,09 g/L) NH4CI-I6sning i varje ror.

3. Blanda i 20 minuter genom att forsiktigt snurra och vanda. Undvik kraftig omrérning och
skumbildning.

e

Centrifugera varje ror i 2 minuter vid 12 000 g tills en cellpellet bildas.

ol

. Avlagsna och kassera supernatantvatskan med hjalp av en pipett.

(o]

. Pipettera 300 10 mM (0,58 g/L) NaCl/10 mM (3,72 g/L) EDTA i varje ror och
atersuspendera cellerna genom att vortexa.

~

Centrifugera varje ror i 1 minut vid 12 000 g tills en cellpellet bildas.

8. Upprepa steg 5 till 7 minst ytterligare tva ganger tills all synlig réd farg i supernatantvatskan
har avlagsnats.

9. Avlagsna och kassera supernatantvatskan med hjalp av en pipett.

10.Pipettera 200 nL 50 mM (2 g/L) NaOH-Iésning i varje rér och atersuspendera cellerna
genom att vortexa.

11.Inkubera i varmeblock vid 100 °C i 10 minuter.
12.Pipettera 40 nL. 1 M (121,1 g/L) Tris-bas/HCI (pH 7,5) i varje roér och vortexa.

13.Tillsatt 1 mL sterilt avjoniserat vatten till varje mikrofugrér sa att en total DNA-provvolym pa
1,24 mL erhalls.

14.Centrifugera varje rér i 1 minut vid 12 000 g tills en pellet av cellfragment bildas.
Supernatantvatskan innehaller DNA.
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Preparation av DNA fran munskoljningsprover

1. Skolj runt 10 mL 0,9 % koksaltlésning i munnen i 20 sekunder. Samla suspensionen i ett
sterilt universalror av plast.

2. Pelletera cellerna genom centrifugering vid 800 g i 10 minuter i 18—-28 °C.
3. Avlagsna och kassera supernatantvatskan forsiktigt med hjalp av en pipett.

4. Pipettera 500 L 10 mM (0,58 g/L) NaCl/10 mM (3,72 g/L) EDTA i varje ror och
atersuspendera cellerna genom att vortexa.

5. Overfoér varje prov till ett mikrofugrér med skruvkork.
6. Centrifugera varje ror i 1 minut vid 12 000 g tills en cellpellet bildas.
7. Avlagsna och kassera supernatantvatskan med hjalp av en pipett.

8. Pipettera 500 nrL 50 mM (2 g/L) NaOH-lésning i varje rér och atersuspendera cellerna
genom att vortexa.

9. Inkubera i varmeblock vid 100 °C i 10 minuter.
10. Pipettera 100 nL 1 M (121,1 g/L) Tris-bas/HCI (pH 7,5) i varje roér och vortexa.

11.Centrifugera varje rér i 1 minut vid 12 000 g tills en pellet av cellfragment bildas.
Supernatantvatskan innehaller DNA.

12. Overfor 100 pL av supernatanten (DNA-prov) till ett nytt, markt mikrofugror.

13. Tillsatt 400 L sterilt avjoniserat vatten till varje DNA-prov sa att en total volym pa 500 uL
erhalls.

Preparation av DNA fran torkade blodflackar
1. Stansa ut rondeller pa 2 x 3 mm® fran provkort i ett 1,5 mL rér med skruvkork.
Flackarna ska stansas ut fran ett omrade pa kortet som ar helt mattat med blod.
Stansa flera "rena” kortflackar som avfall fére varje prov for att forhindra smitta mellan prover.

2. Tillsatt 1 mL 10 mM (0,58 g/L) NaCl/10 mM (3,72 g/L) EDTA och blanda i rotationsblandare i
15-20 minuter. Om rotationsblandare inte finns tillganglig, kan tvattarna behdva utodkas till
upp till 30 minuter vardera.

3. Avlagsna och kassera tvattldsningen.
4. Upprepa steg 2 och 3 ytterligare en gang.

5. Nu boér det mesta av hempigmentet vara eluerat fran rondellen. En svag réd-brun fargning
av blodflackarna ar inte ovanlig pa detta stadium.

6. Kor kort i mikrofug (3 s) sa att aterstdende tvattlésning i botten av roret samlas upp.
Avlagsna och kassera sa mycket tvattldsning som majligt med hjalp av en pipett, utan att
stora flackarna.
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7. Detta korta mikrofugsteg avlagsnar vanligtvis ytterligare hempigment fran blodflackarna.

8. Tillsatt 150 uL 50 mM (2 g/L) NaOH till varje ror. Blanda genom att knappa forsiktigt med
fingret.

9. Inkubera i varmeblock vid 100 °C i 10 minuter.
10.Kor kort i mikrofug sa att supernatanten i botten av réret samlas upp.

11.Tillsatt 30 yL 1 M (121,1 g/L) Tris-bas/HCI (pH 7,5) till varje roér for att neutralisera och
blanda noga.

12. Tillsatt 420 pL sterilt Sigma-vatten till varje DNA-prov sa att en total volym pa 600 ni erhalls.
13. Blanda proverna val och samla upp i mikrofug.

14. Overfér supernatanten till ett nytt méarkt rér med skruvkork.

15. Forvara extraherat DNA vid —20 °C.

®) Det totala omradet blodprov som anvands ska motsvara minst 2 x 3 mm cirkulara
blodflackar. Till exempel kan 1 x 6 mm kortflackar anvandas om det ar lampligt.

QlAamp® DNA-blodkit (Qiagen) har aven anvants fér DNA-preparation fran flytande helblod
och har befunnits ge reproducerbara och tolkningsbara resultat

Obs!

De DNA-preparationsmetoder som beskrivs ovan rekommenderas av Tepnel Diagnostics och
har visat sig ge konsekventa och tillforlitliga resultat. DNA som prepareras med andra metoder
eller fran andra provtyper ar eventuellt inte optimalt for ELUCIGENE™ Ashplex 2-testet och kan
ge suboptimala resultat. De viktigaste kriterierna for alternativa DNA-preparationsmetoder ar
optimal DNA-koncentration och franvaro av PCR-hammare.

Alternativa metoder och provtyper bér noga utvarderas med ELUCIGENE™ Ashplex 2-testet
innan resultaten anvands for diagnostik. Tester av DNA-prover vid koncentrationer <10 ng/5 pL
rekommenderas inte. Vid optimala PCR-forhallanden erhalls konsekventa resultat vid DNA-
koncentrationer mellan 10 och 100 ng/5 ni.

Testprotokoll - amplifieringsforfarande

Siffrorna i tabell 1 och 2 kan 6kas proportionellt for andra antal tester an de angivna.
Med hansyn till de sma volymer det galler rekommenderar Tepnel Diagnostics att minst 5
tester prepareras at gangen.

1. Programmera varmecykeln med en tidsfordrojningsfil som aktiverar AmpliTag Gold vid
94 °C i 20 minuter, lankad till ett amplifieringscykelprogram pa 30 sekunder vid 94 °C
(denaturering), 1 minut vid 61 °C (annealing) och 1 minut vid 72 °C (extension) i 35 cykler.
Detta bor lankas till en 30-minuters tidsfordrojningsfil vid 72 °C (extension) pa den slutliga
cykeln.

2. Tina och centrifugera ampullerna innehallande primermix (TA), AmpliTaqg Gold (medféljer €j),
spadningsbuffert (DB) och laddningsfarg (LD) i 10 sekunder vid 12 000 g, blanda forsiktigt
genom att vortexa och centrifugera ampullerna igen i 10 sekunder.
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Obs! Steg 3-5 maste utforas i ett utrymme som ar fritt fran DNA

3. Med ledning av tabell 1 bereds tillracklig spadning av AmpliTag Gold i medféljande
spadningsbuffert och sterilt destillerat vatten for det antal prover och kontroller som ska
testas. Blanda val genom att forsiktigt pipettera upp och ned.

Tabell 1. Spadning av AmpliTaqg Gold i spadningsbuffert

Antal erforderliga
tester

10 | 20 | 30 | 40
Volym sterilt destillerat vatten (L) 21 | 42| 63| 84
Volym spadningsbuffert (nl) 6 | 12|18 | 24
Volym laddningsfarg () 30 | 60 | 90 120
Volym AmpliTaq Gold (ni) 3|16 | 9|12
Total volym () 60 (120|180 | 240

4. Bered reaktionsblandningen med ledning av tabell 2. Pipettera ratt portion av primermix i ett
markt mikrofugrér. Anvand en ny pipettspets och tillsatt ratt volym av AmpliTaq Gold-
spadningen (fran steg 3) till mikrofugréret. Blanda férsiktigt genom att vortexa och
centrifugera roret i 10 sekunder vid 12 000 g.

Tabell 2. Beredning av reaktionsblandningar

Antal erforderliga tester

10 20 30 40
Volym primermix (i) 165 330 495 660
Volym spadd enzym (niL) 55 110 165 220
Total volym (L) 220 440 660 880

5. Pipettera 20 niL av den beredda A-reaktionsblandningen i botten av vart och ett av ratt antal
markta PCR-ror.

6. Anvand en separat spets varje gang och tillsatt 5 nL test-DNA-prov eller DNA-kontroll (DC) i
varje ror. Tillsatt en droppe Sigma latt vit mineralolja sa att den tacker vattenfasen*. Satt
tillbaka korken ordentligt.

7. Tillsatt inget DNA till rér med negativ kontroll. Tillsatt 1 droppe Sigma latt vit mineralolja sa
att den tacker vattenfasen*. Satt tillbaka korken ordentligt.

8. Centrifugera réren i 10 sekunder vid 12 000 g.

9. Placera alla ror stadigt i varmecykelblocket. Starta forst 94 °C tidsférdréjningsfilen och sedan
amplifieringscykelprogrammet.

10.Kassera all aterstaende oanvand AmpliTaq Gold-spadning och beredd reaktionsblandning.

11. Nar amplifieringscykelprogrammet ar avslutat, kan proverna férvaras i rumstemperatur over
natt eller i 2-8 °C i upp till 7 dagar fére analys med gelelektrofores.

* For amplifiering som utfors i 0,5 mL PCR-ror eller varmecykler utan uppvarmda lock
Gelelektrofores

Anvandaren bor sakerstalla att den valda utrustningen anvands i enlighet med tillverkarens
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anvisningar och ar kompatibel med detta test. | detta sammanhang &r de viktigaste
parametrarna gelmatrisen och matten pa kammen (brunnsformaren). Resultat har erhallits
med nedanstaende elektroforesférhallanden:

1. PCR-produkten elektroforesbehandlades i 3 % NuSievead 3:1 agarosgel med hjalp av tris-
borat med etidiumbromid (TBE/EtBr) som I6pande buffert. TBE/EtBr bereddes som 134 mM
(16,2 g/L) Tris-bas, 74,9 mM (4,63 g/L) borsyra, 2,55 mM (0,95 g/L) EDTA-buffert med
0,1 ng/mL etidiumbromid.

2. 39 NuSievea 3:1 upplostes i 100 mL TBE/EtBr och halldes i en 15 x 12 cm horisontell
gelbricka med 1,5 mm x 5 mm brunnsformar upphangda 1 mm ovanfor botten.

3. 15nL av PCR-produkten fran PCR-réret laddades i intilliggande brunnspositioner pa den
forberedda agarosgelen.

4. En 50 basparsstege (Amersham-Pharmacia Biotech) pa 1,5 my/15 nL bereddes i den
medfdljande laddningsfargen (80 mL destillerat vatten/10 nL  laddningsfarg/10 ni. 50
basparsstege) och 15 nL laddades intill varje rad av laddade prover pa gelen som en
molekylviktsmarkaor.

5. Elektroforesen utférdes vid 5 till 6 V/icm mellan elektroderna tills fargen hade vandrat 5 cm
fran laddningsbrunnarna mot anoden (1,5 till 2 timmar).

6. Efter elektroforesen placerades gelbrunnarna pa en UV-transilluminator vid 260 nm,
visualiserades och fotograferades.

Tolkning av resultat

PCR-produkterna iakttogs som band i gelens rorspar.

1. De 6vre & undre kontrollbanden maste vara tydligt synliga i alla prover (se figur 1).
2. De o6vre och undre kontrollbandens position ska ange ratt molekylstorlek (se figur 1).

3. PCR-produkter fran en person som bar pa nagon av mutationerna L302P, R496L,
fsp330delC, 2281del6/ins7, 511-6944del, 5534A>G eller R83C iakttas som band och
identifieras genom att positionen for varje band jamférs med ett intilliggande markdérspar.
Produktbandstorlekarna i baspar (bp) visas i figur 1.

4. Den negativa kontrollen visar inte nagra band inom det omrade som anges av de 6vre och
undre kontrollbanden.

Figur 1 visar schematiskt storleken i baspar och den relativa placeringen av PCR-produkter i en
gel for samtliga testade mutationer. Aven om inte alla kombinationer av mutationer har
utvarderats, ar det mgjligt att pavisa sammansatta heterozygoter med hjalp av Elucigene™
Ashplex 2.
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Figur 1

STEGE PCR STORLEK MUTATION SJUKDOM
600 pb /=
— )
500 pb —— I 526 pb Ovre kontroll
—
400 pb —— 0 424 pb  511-6944del ML
350 pb ——
300 pb 3 326pb 5534A>G ML
=1 274pb L302P NP
250 pb
= 226pb R496L NP
200pb T = 190 pb fsP330delC NP
150 pb —— = 150pb R83C GS
[ 125pb  2281del6/ins7 BLM
100pb Emms 97pb  Undre kontroll
S0pb —m
Prestandaegenskaper

Validering av testet

Etthundratjugo prover testades i en féretagsintern studie. Samtliga prover var helblod (EDTA)
och DNA preparerades med hjalp av QlAampa 96 DNA-blodkit. Alla resultat konfirmerades
externt. Av de 120 testade personerna var 83 normala, 4 hade en 2281del6/ins7, 7 hade R83C,
3 hade fsP330delC, 5 hade R496L, 5 hade L302P, 5 hade 5534A>G och 3 hade 511-6944del. 5
sammansatta heterozygoter pavisades aven:

5534A>G/511-6944del (2)

2281del6/ins7/R496L

R496L/L302P

R83C/R496L

Metodens begransningar

1. Resultat som erhalls fran denna eller andra diagnostiska reagens ska anvandas och tolkas
tillsammans med den totala kliniska bilden. Tepnel Diagnostics ansvarar inte for kliniska
beslut.

2. Franvaron av de mutationer som pavisas med detta kit ar ingen garanti for att andra
genmutationer vid Niemann-Picks sjukdom, Blooms syndrom, mukolipidos IV och
glykogenupplagringssjukdom inte férekommer. Andra mutationer ar méjliga och pavisas inte
av detta kit.

SidalOav 11



3. Anvandaren av dessa reagens ska betona dessa synpunkter vid rapportering av resultat till
klinikern som staller diagnos eller till den genetiska radgivaren.
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