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1. Pouiiti
CAH RealFast™ CNV Assay je rychly a pfesny real-time PCR test pro detekci copy humber variaci (CNV)
CYP21A2 genu. Parcialni nebo kompletni delece genu CYP21A2 jsou asociovany s defektnim
metabolismem adrendlnich steroid(. Kit je uréen k identifikaci pacientd s kongenitadlni adrenalni
hyperplasii (CAH) a Ize je pouZit ve spojei s kitem CAH StripAssay® nebo DNA sekvenovanim. Semi-
kvantitativni test rozliSuje mezi delecemi, duplikacemi a normalnim poc¢tem kopii v genomové DNA.
Referencni sekvence: HGVS: NG_007941.2.

2. Uvod
CAH je autosomalné recesivni porucha kdry nadledvinek (incidence 1: 10 000-15 000) zpUsobena v asi
95% pripadl genetickymi defekty v genu steroid 21-hydroxylazy CYP21A2. Vysledny nedostatek
biosyntézy kortizolu a aldosteronu vede nakonec k prebytku androgenu. Siroka $kala klinickych
projevd zahrnuje klasickou CAH, salt-wasting CAH, klasickou jednoduchou virilizujici CAH a také
mirnych neklasickych forem. Podkladové aberace v genu CYP21A2 jsou (1) bodové mutace, (2) malé
delece / konverze a (3) chromozomalini prestavby jako Gplné CYP21A2 delece, duplikace nebo chimérni
CYP21A1P / CYP21A2 geny. Velké delece véetné chimér CYP21A1P / CYP21A2 predstavuji 27% az 39%
mutantnich alel v Evropé a jsou ve vétsiné pfipadl spojeny s tézkou formou onemocnéni.

3. Obsah kitu
RealFast™ 2x Genotyping Mix  1zkumavka []  bilé vitko 1000 pl
CAH CNV Assay Mix 1zkumavka [l fialové vitcko 550 pl
CAH CNV Calibrator 1lzkumavka [l  zelené vitko 75 ul

RealFast™ 2x Probe Mix obsahuje HotStart Taq DNA polymerazu a dNTPs a optimalizovany systém
pufrd. CAH CNV Assay Mix obsahuje gen-specifické primery a alel-specifické, dvoubarevné hydrolytické
sondy pro CYP21A2 genu a endogenni kontrolu (EC). Calibrator reprezentuje normalni status se dvéma
funkénimi CYP21A2 kopiemi.

Kit obsahuje reagencie pro 100 reakci o objemu 20 pl kazda.

4. Skladovani a Stabilita
CAH RealFast™ CNV Assay je dodavana na chladicich blocich. Po dodani skladujte kit pfi -20°C. Pro
rychlé pouziti je mozné skladovani pti 2-8°C po dobu 1 mésice. Kit odola az 20 cyklim
zmrazeni/rozmrazeni bez ztraty aktivity. Vyhnéte se dlouhodobému pUsobeni intenzivniho svétla. Pfi
spravném skladovani kitu bude zachovana plna aktivita az do data exspirace uvedeného na stitku.

5. Popis produktu
5.1. Princip testu
Test je zaloZen na principu fluorogenni 5 'nukledzy, zndmém také jako TagMan® test. Kazda reakce
obsahuje genové specifické primerové pary pro amplifikaci CYP21A2 a endogenni kontroly (EC)
s fragmenty o délce 141 bp kazdy. DalSimi komponenty jsou dvojité znacené gen-specifické
hydrolytické sondy, FAM-obarvenou CYP21A2 sondu a HEX-obarvenou EC sondu, které hybridizuji s
cilovou sekvenci amplifikovaného fragmentu. Blizkost 5'-fluorescenéniho reportéru a 3'-zhasece na
intaktnich sondach zabrarnuje reportéru fluoreskovat. BEhem prodlouzené faze PCR 5 '- 3'
exonukleazové aktivity Taqg DNA polymerazy se 5'-fluorescencni reportér stépi z hybridizované sondy.
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Fyzikalni separace fluoroforu od barviciho ¢inidla zplGsobujiciho zhaseni vytvari fluorescencni signél v
redlném cCase, ktery je GUmérny kumulativnimu produktu PCR.

5.2. Kompatibilita s Real-time PCR pfistroji
CAH RealFast™ CNV Assay je validovan s pouZitim pfistroje AB 7500 Fast.
Kit je kompatibilni s rGznymi dalsimu real-time PCR pfistroji umoZnujicimi detekci fluorescence FAM a

HEX:
v AB 7500 Fast (Applied Biosytems®) Poznamka: RealFastTM Genotyping
v CFX96™ (Bio-Rad) QuickGuides pro pripravu a analyzu
4 LightCycler® 480 (Roche) experimentu na rtznych typech pfistroji
4 Mx3005P™ (Agilent Technologies) Ize stdhnout z www.viennalab.com.
4 Rotor-Gene® 6000 (Qiagen) Pokud pouzivdte ABI 7500 Fast, nastavte

passive reference na ,None“!

Kit je dodavan bez ROX, a proto jej nelze pouiit s real-time PCR pfistroji, které ROX vyzaduji pro
normalizaci dat (napf. Applied Biosytems®: StepOne, 7300, 7900/7900HT).

5.3. Vykonnostni specifikace kitu

Stanoveni sensitivity bylo provedeno na 107 vzorcich pozitivnich na CYP21A2 deleci/duplikaci s CE
referenénim kitem. CAH RealFast™ CNV kit stanovil vSech 107 vzorkd jako pozitivnich, coZ odpovida
100% pravdivé pozitivnich hodnot.

Stanoveni specificity bylo provedeno na 435 vzorcich negativnich na CYP21A2 deleci/duplikaci s CE
referenénim kitem. CAH RealFast™ CNV kit stanovil véech 435 vzorkd jako negativnich, co? odpovida
100% pravdivé negativnich hodnot.

Limit detekce: 0,2 ng genomové DNA (v reakci)
Doporuceni koncentrace DNA: 2 — 20 ng/ul genomové DNA

6. Nutny material, ktery neni soucasti kitu
Real-time PCR pfistroj s filtry pro FAM (520 nm) a HEX (556 nm), s pfistrojem kompatibilni reakcéni
zkumavky, jednorazové bezpudrové rukavice, vortex, mini-centrifuga pro 2.0 ml zkumavky, stojanky na
zkumavky, set kalibrovanych mikropipet (0,5 — 1000 pl), sterilni Spicky s filtrem, molecular grade voda,
DNA izolaéni kit, mrazak, kos na biohazardni odpad.

7. Protokol experimentu
7.1. Izolace DNA
Reagencie pro izolaci DNA nejsou soucasti kitu.
Lze pouzit DNA izolovanou z rlznych zdrojl (napf. z pIné krve nebo suché kapky). Ujistéte se, Ze je
izolovana DNA vhodna k amplifikaci vzhledem k jeji koncentraci, Cistoté a integrité.
Pro presné stanoveni genotypu by mélo byt mnozstvi DNA v reakci v rozmezi od 10 do 100 ng u vSech
vzorkd.

7.2. Netempldtova kontrola
Vidy pridejte Netemplatovou kontrolu (NTC) do kazdého experimentu, aby bylo mozné vyloudit
pfipadnou kontaminaci. PouZijte PCR-grade vodu misto DNA.

7.3. CAH CNV Calibrator
Vidy pridejte CAH CNV Calibrator. Calibrator (také ,referenc¢ni vzorek” nebo , kontrola“) je nutno
definovat v real-time PCR softwaru.

Poznamka: Kontrolni vzorky jako je CAH CNV jsou potencidlnimi zdroji kontaminace. Pracujte s nimi
opatrneé.

7.4. Replikaty
Pro ziskani pfesného méreni je nezbytné analyzovat NTC, vSechny vzorky a Calibrator v triplikatech.
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7.5. Pfiprava Master Mixu

Po rozmrznuti lehce zvortexujte a kratce stocte vSechny roztoky. PCR mix pfipravujte pti laboratorni
teploté. Pripravte si dostatek Master Mixu pro vSechny replikaty (3 x N vzork( + 3x Calibrator + 3x
NTC) plus 4-6 dalsich reakci navic pro korekci pipetovaci chyby:

Roztok Na 1 reakci | napf. na 36 reakci
RealFast™ 2x Probe Mix 10 ul 360 pl
CAH CNV Assay Mix 5ul 180 pl
Master Mix 15 ul 540 pl

7.6. Pfiprava reakci v triplikdtech
Pripravte reakce pro NTC, vSechny vzorky a CAH CNV Calibrator. Do vhodnych zkumavek pfidejte
objemy master mixu a vzork( tak, jak je uvedeno nize:

Zkumavka | Objem Master Mixu | Ndzev vzorku | Objem vzorku
1 49,5 pl NTC 16,5 pl
2 49,5 ul Vzorek 16,5 pl
3 49,5 pl Calibrator 16,5 pl

Lehce zvortexujte a kratce stoCte. Provadéjte analyzu v triplikatech a davkujte 20 ul Master Mixu do
kazdé zkumavky. Pro minimalizovani rizika kontaminace, vZdy pipetujte templat v nasledujicim poradi:
prvni NTC, potom vzorky a posledni Calibrator.

OkamZzité uzaviete zkumavky.

Poznamka: Zabrarite vzniku bublin ve findInim reakénim mixu a nesahejte na povrch vicek nebo sealing
filmu bez rukavic. Oboji miZe mit vliv na méreni fluorescence. Krdtce stocte je-li to nutné.

7.7. PCR program
Programujte real-time PCR pfistroj dle manualu vyrobce pro alelickou diskriminaci/genotypovaci

experment. VloZte vzorky do cycleru a spustte nasledujici program:
AB 7500 Fast, CFX96™, LightCycler® 480,

Mx3005P® a ostatni pristroje s Peltier blokem: Rotor-Gene® 6000:

Pocet | Teplota | Cas Krok Pocet | Teplota Cas Krok
cyklG cykll
1 95°C 3 min | Pocatecni 1 95°C 3 min | Pocatecni
denaturace denaturace
95°C 15s Denaturace 95°C 15s Denaturace
60°C 1 min | Annealing/Extenze 36well 1 min | Annealing/Extenze
40 - o 40 rotor:56°C - o
Data acquisition 72well Data acquisition
ve FAM a HEX rotor:60°C ve FAM a HEX
kanalu kanalu

8. Analyza dat / Interpretace vysledki
Copy number variation (CNV) kazdého vzorku se stanovi vypoctem relativniho mnozstvi CYP21A2
(kanal FAM) pomoci normalizatoru EC (kanal HEX) a porovnanim s CAH CNV Calibrator. Vétsina
softwar(l real-time PCR automaticky rozloZi data z obou kanali do sloupcového grafu relativnich
kvantit, ktery se béZné pouZziva pro experimenty s genovou expresi. Calibrator je nastaven na jedna a
normalni vzorky budou mit relativni kvantitu blizkou jedna, zatimco duplikace vedou k vyrazné vyssim
hodnotam a delece (stejné jako vétsina chimérickych gend CYP21A1P / CYP21A2) vedou k vyznamné
nizSich hodnotach. Vzhledem k moznym chybam méreni je vhodné opakovat reakce, které pro
normalni vzorky vykazuji relativni kvantitu blizkou (+ 0,05) k minimu a maximu pro normalni vzorky.
Seznam, ktery obsahuje terminologii specifickou pro pfistroj, nastaveni tresholdu (Cq) a méfici rozsah
ve vztahu k CNV statusu, je uveden nize.
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Pozndamka: 8bp delece v exonu 3 (c.329_336del GAGACTAC) vede ke stejnym vysledkim jako kompletni
CYP21A2 delece nebo vétsina CYP21A1P/CYP21A2 chimerickych gend. Pouze CYP21A1P/CYP21A2
chiméry, které neobsahuji 8bp deleci vyjdou normdini.

Homozygodtni delece, stejné jako homozygdtni chimerické geny a 8bp delece vedou k drop-outu signdlu
pro CYP21A2. Zde je detekovdn pouze signdl EC.

. e Relativni kvantity . .

Real-Time PCR pfistroj Treshold Delece | Normalni | Duplikace Terminologie

AB 7500 Fast (Applied 0,1 <0,61 0,61- >1,24 Relative Quantities (RQ)

Biosystems®) 1,24

CFX96™ (Bio-Rad) automatic | <0,69 0,69- >1,19 Relative Normalised
1,19 Expression

LightCycler® 480 (Roche) --- <0,66 0,66- >1,09 Normalized Ratio
1,09

Mx3005P (Agilent 0,2 <0,74 0,74- >1,27 Rel. Quant. to Cal. (dRn)

Technologies) 1,27

Rotor-Gene® (Qiagen) 0,05 <0,63 0,63- >1,20 relative Concentration
1,20

9. Varovani a opatfeni

e Urceno pro in vitro diagnostiku.

e  Pfipouzivani reagencii a vzorkd vZdy pouZivejte jednorazové bezpudrové rukavice a vhodny
laboratorni odév.

e  Pfipravu PCR reakce provadéjte v prostoru oddéleném od prostoru pro pfipravu nukleovych
kyselin a prostoru pro analyzu PCR produkt(.

e PouZivejte pipety urcené pro pfipravu PCR reakci, pouZivejte filtrované Spicky.

e PouZivejte reakéni zkumavky kompatibilni s pFistrojem s opticky Cistymi vicky nebo sealery.

e Nemichejte reagencie z rlznych sarzi.

e NepouZivejte expirované kity nebo jejich soucasti.
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