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Lista abrevierilor:

SNP: polimorfisme uninucleotidice

ADNg: acid dezoxiribonucleic genomic

APOE: apolipoproteina E

AD: boala Alzheimer

gPCR: reactie cantitativa in lant a polimerazei in timp real
IVD: diagnostic in vitro

QS5-Dx: sistem QuantStudio 5 Dx Real-Time PCR
NTC: control fara etalon

MUT: mutant

WT: tulpina salbatica

Het: heterozigot

RCF: forta centrifuga relativa

°C: grad Celsius

ng: nanogram

pL: microlitru

STD: standard

IFU: Instructiuni de Utilizare

FDS: fise cu date de securitate
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1. Utilizare prevazuta

Kitul de genotipare APO-Easy® este un test pentru diagnosticare calitativa in vitro, destinat detectarii
a doua polimorfisme uninucleotidice (SNP-uri), rs429358 si rs7412, in ADN-ul genomic uman. Acest
test permite determinarea a sase genotipuri de apolipoproteina E (APOE): e2/e2, e2/e3, e3/e3, e2/e4,
e3/e4 si e4/e4 pe baza RT-PCR.

Rezultatul testului de genotipare APO-Easy® este destinat pentru utilizarea de catre medici, in asociere
cu alte examinari clinice, pentru a ajuta la evaluarea nivelului de risc al unei persoane de a dezvolta
boala Alzheimer (AD). Un individ cu alele €2 prezinta cel mai scazut risc de a dezvolta AD, ceea ce indica
efectul protector al acestor alele. Prezenta alelelor €3 este observata in principal la persoanele normale
si nu modifica riscul de aparitie a AD. Un individ cu o aleld €4 unica (heterozigot e2/e4 sau e3/e4) este
asociat cu un risc ridicat de a dezvolta AD, comparativ cu alte genotipuri APOE fara e4 (e2/e2, e2/e3 si
e3/e3). Prezenta alelelor duble €4 (homozigot e4/e4) este asociatd cu cel mai mare risc de a dezvolta
AD, comparativ cu toate celelalte genotipuri APOE.

Conditii de utilizare:

J Pentru utilizare pe baza de prescriptie medicala

o Pentru utilizare la adulti (varsta > 18 ani)

o Pentru utilizarea in laboratoarele de diagnosticare moleculard, de catre operatori calificati
J Acest test nu este o metodd automata

o Testul nu poate fi efectuat de pacient, la domiciliu. Dispozitivul nu este nici un dispozitiv

de testare la punctul acordarii asistentei medicale, nici un dispozitiv de testare cu
autoadministrare
J Acest test nu este destinat sa inlocuiasca examinadrile clinice si diagnostice.

2. Introducere

Apolipoproteina E (APOE) este o apolipoproteina chilomicronica exprimata in diferite organe, cum ar
fi ficatul, creierul, splina, rinichii, glandele sexuale, glandele suprarenale si macrofagele (Marias, 2019).

S-a demonstrat ca APOE este importanta pentru diverse procese, cum ar fi metabolismul
lipoproteinelor, al vitaminelor liposolubile, metabolismul glucidic/energetic, precum si pentru
transductia semnalelor, metastazare si angiogeneza. Fiind importanta in metabolismul lipidic, APOE
este strans legata de afectiunile cardiovasculare, deoarece este necesara pentru catabolismul normal
al componentelor lipoproteinelor bogate in trigliceride (Semaev et al., 2022). Importanta APOE in

patogeneza tulburarilor neurodegenerative, ca dementa frontotemporala, boala Parkinson, dementa
cu corpi Lewy si boala Alzheimer (AD) a fost bine documentata (Davis et al., 2020; Mishra et al., 2017).

Gena APOE are trei alele comune (€2, €3 si €4) si sase genotipuri inrudite (€3€3, €3€2, €2€2, €3¢€4, €4¢€4,
si €2€4) [Su et al., 2017]. Izoformele corespunzatoare sunt caracterizate de aminoacizi la pozitiile 112
si 158 si determina afinitatea pentru receptorii lipoproteici. APOE €3 este cea mai frecventa alela
despre care se crede ca nici nu mareste si nici nu scade riscul de a dezvolta AD. S-a demonstrat ca APOE
€2 are un efect protector impotriva aparitiei AD (Ohm et al., 1999), in timp ce APOE €4 a redus
eliminarea beta-amiloidului (AB), ceea ce a dus la cresterea depunerii de AB inh neuronii din modelul de

soarece AD (Yamazaki si colab., 2019). Aproximativ 25 la suta dintre oameni au o copie a APOE &4 si 2-

3 la sutd au doua copii (https://www.nia.nih.gov/health/alzheimers-disease-genetics-fact-
5
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sheet). Mayeux si colab., 1998 au studiat 2188 de pacienti cu AD si au aratat cd, atunci cand este

combinata cu criteriile clinice, prezenta genotipului APOE €4 imbunatateste specificitatea
diagnosticarii AD. Mai multe studii au evidentiat faptul ca genotipul APOE €4 este asociat cu aparitia
tarzie a formelor familiare si sporadice de AD (Corder et al., 1993, Schmechel et al., 1993, Strittmatter
etal., 1993, Farrer et al., 1997, Bu G., 2009).

Kitul de genotipare APO-Easy® utilizeaza tehnica de reactie cantativa in lant a polimerazei in timp real
(gPCR) pentru determinarea in vitro a mutatiei a doud polimorfisme uninucleotidice (SNP-uri) APOE:
rs429358 si rs7412. Acest test IVD utilizeaza sonde marcate fluorescent (FAM si VIC) care permit
discriminarea alelica si determinarea genotipurilor APOE.

3. Principiul testului

Kitul de genotipare APO-Easy® include reactivii necesari pentru a efectua analiza qPCR pentru testarea

ADN-ului genomic (ADNg) extras din specimenele de ADN PAXgene pentru a determina genotipurile
APOE. Testul a evalueaza 2 SNP-uri (rs429358 si rs7412) in gena APOE si contine un control pozitiv
pentru fiecare SNP (tip salbatic, mutant si heterozigot). Genotipul este determinat pe baza statusului
mutatiei pentru ambele mutatii analizate, rezultand unul dintre cele sase genotipuri posibile (33,
€3€2, €2¢€2, €3€4, €4ed si €2¢€4).

Pentru alela de tip salbatic (ApoE3) sunt detectati aminoacizii cisteind la pozitia 112 si arginina, la
pozitia 158. Mutatia ApoE4 (SNP rs429358) afecteazd aminoacidul din pozitia 112, rezultdnd in
substitutia timinei cu citozina, inducand conversia argininei in loc de cisteina. in timp ce mutatia ApoE2
(SNP rs7412) afecteaza aminoacidul din pozitia 158, rezultand n schimbarea citozinei in timina,
inducand conversia cisteinei in loc de arginina (figura 1).

APOE2 APOE3 APOE4
* CYSM2ZTGC . cys112:TGC . ARG 112: CGC
+ CYS158:IGC . ARG 158:CGC + ARG 158: CGC

Figura 1. Diagrama schematica a genei APOE umane si polimorfismele la 2 nucleotide unice care rezulta in 3
alele €2, €3 si €4.

4. Instrumente si materiale

Kitul de genotipare APO-Easy® include consumabile pentru a efectua amplificarea qPCR si detectarea
fluorogena a mutatiilor APOE utilizand ThermoFisher QS5-Dx (echipamentul nu este furnizat cu kitul).
Echipamentul necesar pentru analiza, dar care nu este furnizat cu kitul, precum si referintele acestuia
sunt prezentate Tn tabelul 1.

Tabel 1. Referinta privind echipamentul necesar pentru a efectua genotiparea cu kitul APO-Easy®

Instrument  Scop Producator Nr. de referinta  [Certificari
Nanodrop Cuantificarea ADN- [ThermoFisher ND-2000 UL/CSA si CE
2000/2000c  |ului genomic,

ADNg
QS5-Dx qPCR ThermoFisher A31928 FDA 510K (K190302)
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Pentru extractia ADN-ului genomic, ADNg, din sangele integral din tuburile PAXgene DNA, Firalis
recomanda utilizarea referintei indicate in tabelul 2, urmand instructiunile producatorului care au fost
furnizate odata cu kitul.

Daca se utilizeaza o alta referinta, Firalis nu poate garanta rezultatele sau performanta testului. Probele
trebuie colectate in tubul PAXgene® Blood DNA (BD Biosciences, nr.: 761165) in conformitate cu
instructiunile de utilizare furnizate de producatorul tubului de colectare.

Tabel 2. Referinta la kitul recomandat de extractie ADNg (nu este furnizat impreuna cu kitul de genotipare APO-Easy®).

Descriere Producator Scop Pastrare Referinta Cantitate
Minikit QlAamp Extractie In conformitate cu
DSP DNA[Qiagen ADNg recomandarea 61104 1kit/50specimene
Blood furnizorului

4.1. Reactivi si materiale furnizate cu kitul

Kitul de genotipare APO-Easy® contine amestecuri master gata de utilizare pentru 32 de reactii per
SNP, controale pozitive: Standard A, Standard B, Standard C, Standard D, Standard E si o fiola pentru
controlul fara sablon (NTC). Este posibil un total de 32 de reactii folosind reactivii dintr-un kit, inclusiv
6 reactii pentru standarde si 2 NTC-uri pentru fiecare SNP si pentru fiecare analiza (tabelul 3).

Tabel 3. Continutul kitului de genotipare APO-Easy®.

Cantitate
Descriere Pastrare Referinta
(32 de reactii)

Genotipare TagMan™ Mix Master 1 | intre -15°C si - FLS-MM10E- 1 fiol3
rs429358 25°C 02 ola
Genotipare TagMan™ Mix Master 2 | intre -15°C Si- FLS-MM2OE- 1 fiol5
rs7412 25°C 02

Intre -15°C si - iol3
Control fara sablon (NTC) 2”;2 4 FLS-NTC-01 1 fiola
Standard A: mutant (MUT) rs7412 '2”5trfc' 1581 FLS-0E2S-01 1 fiola
Standard B: tip salbatic (WT) Intre -15 Si - FLS-OE3S-01 1 fiola
rs429358 sirs7412 25°C
Standard C: mutant (MUT) intre -15 si - FLS-OE4S-01 1 fiola
rs429358 25°C
Standard D: heterozigot (Het) Intre -15 si - FLS-OE23S-01 1 fiola
rs7412 25°C
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Standard E : heterozigot (Het) intre -15 si - FLS-OE34S-01 1 fiola
rs429358 25°C

*Controale pozitive: Standard A, Standard B, Standard C, Standard D, Standard E. Control negativ: NTC

4.2. Diverse materiale si echipamente necesare

§  Apafira nucleaze

] Utilizati numai varfuri fara nucleaze si tuburi de microcentrifugare certificate
y Pipete de precizie - Pipete multicanal

§  DulapBSL2

§ Microcentrifuga (forta centrifuga relativa 17000 (RCF))

§  Vortexsi microcentrifugd

#  Pl&ci PCRin timp real

y Microcentrifuga compacta pentru placi PCR

4.3. Cerinte privind depozitarea kitului si termenul de valabilitate al kitului

-

Kitul trebuie depozitat la -20°C.
Componentele kitului pot fi dezghetate si congelate in mod repetat de trei ori si rdman stabile.

=N

Depasirea ciclului de inghetare si dezghetare recomandat poate diminua functionalitatea
kitului.
y Kitul este stabil pana la data de expirare indicata pe eticheta cutiei.

5. Extractia si cuantificarea ADN-ului genomic (ADNg)

5.1. Extractie
Extractia ADNg din sdnge uman integral recoltat in tuburile PAXgene Blood DNA utilizand kitul QlAamp
DSP DNA Blood Mini, asa cum se indica in tabelul 2, in conformitate cu fisa cu instructiuni pentru
utilizator furnizata impreuna cu kitul.

5.2.  Cuantificare
Cuantificarea ADN-ului genomic (ADNg) extras se face cu ajutorul Nanodrop. Specimenele trebuie

ajustate pentru a avea 6,25 ng/ul, din care 2 pl (12,5 ng) se vor utiliza pentru analiza. Daca specimenele
au o concentratie mai mare decat concentratia recomandata, acestea trebuie diluate in apa fara
nucleaze (grad molecular). Daca specimenele au o concentratie mai mica decat cantitatea necesara,
se recomanda utilizarea a 2 ul in total. Cantitatea de ADN genomic, ADNg, utilizata pentru testul de
genotipare APO-Easy® este de 12,5 ng.

6. Procedura de analiza a genotiparii APO-Easy®

Prezentarea generala a fluxului de lucru al testului de genotipare APO-Easy este prezentata in tabelul
4. Timpul necesar pentru testare este de: 2h30.

Tabel 4. Prezentare generala a fluxului de lucru al testului de genotipare APO-Easy.
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Flux de lucru

Pasul 1 Pregatirea reactiei PCR de genotipare in timp real
Pasul 2 rulare gPCR

Pasul 3 Analiza rezultatelor

Pasul 4 Interpretare

6.1. Pasul 1 Pregatirea reactiei PCR de genotipare in timp real

Kitul cuprinde doua TagMan™ Genotyping Master Mix gata de utilizare pentru a evalua SNP-urile APOE
(rs429358 sirs7412), apa fara nucleaze pentru NTC si standarde pentru a imita conditiile de tip salbatic,
mutant si heterozigot pentru fiecare polimorfism uninucleotidic (SNP).

Fiecare amestec master este un test dualplex care evalueaza SNP-ul de interes:

Mix Master 1: compus din 2 sonde pentru a evalua SNP rs429358 si a permite discriminarea alelica
pentru nucleotida de tip salbatic (T), nucleotida mutanta (C), precum si conditia de heterozigot.

Mix Master 2: compus din 2 sonde pentru a evalua SNP rs7412 si a permite discriminarea alelica pentru
nucleotida de tip salbatic (C), nucleotida mutanta (T), precum si conditia de heterozigot.

Standard A, B, C, Dsi E:
Fiecare standard (STD) este un sablon ADN conceput pentru a duplica cele trei alele si combinatia de
sabloane ADN diferite care mimeaza starea heterozigota.

Standard A: sablon ADN al alelei ApoE2

Standard B: sablon ADN al alelei ApoE3

Standard C: sablon ADN al alelei ApoE4

Standard D: sablon ADN cu alela ApoE2 si ApoE3

Standard E: sablon ADN cu alela ApoE3 si ApoE4

Nota: Dezghetati amestecurile master si standard si asezati-le pe gheata. Amestecati bine reactivii,
efectuati o centrifugare rapida si puneti-i la gheata.

1. Alicotati 23 pl/godeu de amestec master pentru testul de detectie intr-o placa cu 96 de
godeuri (pentru fiecare specimen trebuie adaugat master corespunzator ambelor SNP-uri).

2. Adaugati 2 ul de ADN genomic sau de standard in godeurile corespunzatoare si efectuati o
centrifugare rapida. Cantitatea totala de ADN genomic dintr-o reactie trebuie sa fie de 12,5

ng.

> Fiecare SNP individual necesita analiza standardelor WT, MUT si HET , precum si NTC
(grad molecular al apei fard nucleaze). in tabelul 5 este prezentat un model de plan pentru
analiza a pana la 24 de specimene de ADN PAXgene masurate pentru 2 SNP-uri intr-o
placa PCR cu 96 de godeuri.
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» Nota: kitul de genotipare APO-Easy permite efectuarea a pana la 32 de reactii gPCR.

Fiecare amestec master este pentru 8 STD-uri si pana la 24 de specimene. Daca trebuie

evaluat un numar mai mic de specimene, kitul poate fi utilizat de doua ori, de exemplu,

se pot evalua o data 8 STD-uri plus 8 pacienti, iar a doua oar3, se pot evalua inca o data 8

STD-uri plus 8 pacienti.

Tabel 5. Modelul unei placi cu 96 de godeuri pentru genotiparea APOE a 24 de specimene, 3 controale/SNP in
duplicat si 2 NTC/SNP pentru kitul de genotipare APO-Easy®.

APOE (rs429358) APOE (rs7412)
Coll Col 2 Col3 Col 4 Col 5 Col6 Col 7 Col 8 Col9 Col 10 Col11 Col 12
) Specimenul | Specimenul | Specimenul STD B: Specimenul | Specimenul | Specimenul
STDB:WT #1 #9 #17 WT #1 #9 #17
S B T Specimenul | Specimenul | Specimenul STD B: Specimenul | Specimenul | Specimenul
#2 #10 #18 WT #2 #10 #18
STD C: Specimenul | Specimenul | Specimenul STD A: Specimenul | Specimenul | Specimenul
MUT #3 #11 #19 MUT #3 #11 #19
STD C: Specimenul | Specimenul | Specimenul STD A: Specimenul | Specimenul | Specimenul
MUT #4 #12 #20 MUT #4 #12 #20
STD E: Specimenul | Specimenul | Specimenul STD D: Specimenul | Specimenul | Specimenul
HET #5 #13 #21 HET #5 #13 #21
STD E: Specimenul | Specimenul | Specimenul STD D: Specimenul | Specimenul | Specimenul
HET #6 #14 #22 HET #6 #14 #22
Specimenul | Specimenul | Specimenul Specimenul | Specimenul | Specimenul
NTC #7 #15 #23 NTC #7 #15 #23
Specimenul | Specimenul | Specimenul Specimenul | Specimenul | Specimenul
NTC #8 #16 #24 NTC #8 #16 #24

» Urmatorul STD trebuie utilizat pentru fiecare determinare a analizei SNP, asa cum se indica mai

3. Agitati placa timp de 5 secunde si efectuati o centrifugare la 500 g timp de 30 de secunde.

4. Procedati la inceperea imediata a executiei.

6.2.

jos. Pentru rs429358 (amestec Master 1), trebuie utilizate standardele B, C si E, iar pentru

evaluarea rs7412 (amestec Master 2) trebuie utilizate standardele B, A si D (tabelul 6).

Tabel 6. Corespondenta standard pentru determinarea SNP a testului de genotipare APO-Easy.

APOE (rs429358) APOE (rs7412)
STD B (WT) STD B (WT)
STD C (MUT) STD A (MUT)
STD E (HET) STD D (HET)

Pasul 2. Executarea gPCR

5. Setarea QS5 Dx pentru testul de genotipare APO-Easy:

A. La pagina "Properties" (Proprietati), atribuiti numele experimentului si selectati tipul de
experiment ca genotipare (figura 2).

10
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Properties Method Plate Run Results Export

Experiment Properties

Figura 2. Selectarea tipului de experiment in proprietatile experimentului in software-ul QS5. Asigurati-va ca
selectati genotiparea (sdgeata rosie).

B. Pe pagina "Method", se stabileste volumul total al reactiei PCR, 25 pl de amestec de reactie.

C. La "Fisa placii", accesati Configurare avansata, pentru a configura fluorescenta, faceti clic pe
"(+) Butonul de adaugare" pentru a obtine doua teste SNP (SNP Assay 1 & SNP Assay 2). Faceti
clic pe butonul OK pentru a continua. Apoi, pentru fiecare SNP Assay, faceti clic pe butonul

Action (Actiune) si selectati Edit (Editare) pentru a completa numele asa cum urmeaza (Figura
3):

NOTA: Pentru SNP Assay 1: rs429358 (amestec master 1). Asigurati-va ca alela 1 este setatd
cu reporterul VIC si alela 2 este setata cu reporterul FAM

Pentru SNP Assay 2: rs7412 (Master 2). Asigurati-va ca alela 1 este setata cu reporterul
VIC si alela 2 este setata cu reporterul FAM

QuantStudio™ 5 Dx Software v1.0.2
File  Edit Analysis Tools Help

Properties Method Plate Run Results Export
Assign SNP Assays and Samples
Quick Setup Advanced Setup
— SNPs Add [# Action v
Name  NCBISNPR.. Context Se Allele 1 Reporter  Quencher Aliele 2 Reporter  Quencher  Task
0 W rs429358 Allele 1 vic NFQ-MGB  Allele 2 FAM NFQ-MGB v X
0O W 7412 Allele 1 vic NFQ-MGB  Allele 2 FAM NFQ-MGB v X

Figura 3. Configurarea SNP pentru kitul de genotipare APO-Easy, pe software-ul QS5.

6. Pentru a defini standardele pentru rs429358 (Master 1), selectati coloana 1 in designul placii

si selectati SNP Assay1 (rs429358). Dupa aceea, selectati A1 siB1 ("STD B (WT)") si atribuiti 2/2

11



jAMONETA

Instructiuni de utilizare - kit de genotipare APO-Easy® - RO

in bara de activitati. Selectati C1 si D1 ("STD C (MUT)") si atribuiti 1/1 in bara de activitati.
Selectati E1siF1("STD E (HET)") si atribuiti 1/2 in bara de activitati. Selectati G1 si H1 si atribuiti
N in bara de activitati "NTC".

7. Pentru a defini standardele pentru rs7412 (Master 2), selectati coloana 7 in designul placii si
selectati SNP Assay2 (rs7412). Dupa aceea, selectati A7 si B7 ("STD B (WT)") si atribuiti 1/1 in
bara de activitati. Selectati C7 si D7 ("STD A (MUT)") si atribuiti 2/2 in bara de activitati.
Selectati E7 si F7 ("STD D(HET)") si atribuiti 1/2 in bara de activitati. Selectati G7 si H7 si atribuiti
N in bara de activitati "NTC".

8. Pentru a defini specimene pentru rs429358 (amestec Master 1), selectati coloanele de la 2

pana la 4 in designul placii si selectati SNP Assayl (rs429358).

9. Pentru a defini specimene pentru rs7412 (amestec Master 2), selectati coloanele de la 8 pana
la 10 Tn designul placii si selectati SNP Assay2 (rs7412).

10. Tn momentul in care placa este gata si s-a incheiat configurarea, accesati "Run" (Executare) si

incepeti executarea.

11. Programul de executie qPCR va fi selectat automat de QS5-Dx si specificatiile programului
trebuie sa fie cele indicate in Tabelul 7 :

Tabel 7. Programul de executie qPCR in dispozitivul QS5.

Program | Temperatura °C Timp
Activare 95 10 min
Denaturare 95 15 sec
Extensie 60 1 min

Cicluri:

40

6.3. Pasul 3 Analiza rezultatelor

Tnainte de analiza rezultatelor specimenului, verificati semnalul obtinut pentru STD cu testul de

detectie respectiv in modul de discriminare alelica. Rezultatele executiei gPCR pot fi gasite pe pagina

de rezultate a software-ului QS5 Dx (Figura 4). Pe aceasta pagina selectati Discriminare alelica (sageata
rosie). Validitatea analizei trebuie evaluata pentru fiecare mutatie in parte. Selectarea rs429358 sau
rs7412 se poate face prin clic pe pictograma evidentiata de sageata verde.

QuantStudio™ 5 Dx Software v1.0.2
File  Edit Analysis Tools Help

Properties Method Plate

Run

Results

Export

Results /

[
a
§il

[

/

Allelic Discrimination

¥
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Figura 4. Pagina cu rezultatele executiei qPCR pe software-ul QS5. Sageata rosie indica tipul de rezultat care
trebuie selectat (Discriminare alelicd) si sdgeata verde indica pictograma pentru selectarea SNP-urilor.

Pentru STD si NTC, analiza poate continua atunci cdnd semnalele STD corespund exemplului indicat in
continuare. Asigurati-va ca standardele dvs. au un model similar celui prezentat in figura 3. Pentru
rs429358, tipul salbatic (WT) va avea semnalul in regiunea din stanga de sus a graficului, pe axa y (alela
2), corespunzand alelei homozigote2/alelei2 (e3). Standardul mutant (MUT) va avea un semnal
aproape de axa x (alela 1) in zona din dreapta de jos a graficului corespunzator aleleil/aleleil (e4).
Standardul heterozigot va fi intre MUT si WT, corespunzand alelei heterozigotel/alelei2 (e3/e4), asa
cum se indica in Figura 5. NTC nu va genera niciun semnal si va fi gasit in partea stanga de jos a
graficului.

rs429358 (aall2)

Allelic Discrimination Plot

[ ]
WT
40 ¢ STDB(E3)
3 HET
20 STD E (E3-E4)
NTC MUT
00 » STD C (E4) s @

04 08 14 19

Allele 1
® Homozygous Allele 1/Allele 1 ® Homozygous Allele 2/Allele 2
® Heterozygous Allele 1/Allele 2 X Undetermined

Figura 5. Modelul semnalelor standardelor pentru SNP rs429358 (amestec Master 1) dupa analiza qPCR.

Pentru rs7412, tipul salbatic (WT) va avea semnalul din dreapta de jos, aproape de regiunea axei x a
graficului, corespunzator alelei homozigotel/aleleil (e3). Standardul mutant (MUT) va avea un semnal
n zona din stdnga de sus a axei y a graficului corespunzator alelei2/alelei2 (e2). Standardul heterozigot
va fiintre MUT si WT, corespunzand alelei heterozigotel/alelei2 (e2/e3), asa cum se indica in Figura 6.
NTC nu va genera niciun semnal si va fi gasit in partea stanga de jos a graficului.
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rs7412 (aal58)

Allelic Discrimination Plot

MUT
" STD A (E2) .
L

w HET
. STD D (E2-E3)
3 30

NTC W
! 5 STDB(E3) o ®
00 ™1

03 08 13 18 23 28 33

® Homozygous Allele 1/Allele 1 @ Homozygous Allele 2/Allele 2
® Heterozygous Allele 1/Allele 2 X Undetermined

Figura 6. Modelul semnalelor standardelor pentru SNP rs7412 (amestec Master 2) dupa analiza gqPCR.

6.4. Pasul 4 Interpretare

Odata ce controalele sunt validate, semnalele specimenelor se interpreteaza prin clic pe pictograma
evidentiata de sageata rosie. Pentru fiecare SNP, starea pacientului este disponibila in coloana "Call"

(sageata verde; figura 7).

[# Action v O; Save v

<

® View v Groupby v =
>
2 Well Sample Na... SNP Assay... Task Allele 1 Allele 2 Call
1 Al rs429358 Unknown  Allele 1 Allele 2 Homozygous Allele 2/Allele 2
2 A2 rs429358  Unknown  Allele 1 Allele 2 Homozygous Allele 2/Allele 2
3 A3 rs429358  Unknown  Allele 1 Allele 2 Heterozygous Allele 1/Allele 2

Figura 7. Interpretarea rezultatelor pe software-ul QS5. Sageata rosie indica pictograma care interpreteaza
semnalul si sageata verde indicd starea pacientului pentru fiecare SNP determinat de software dupa analiza
rezultatelor.

Pentru rs429358, alela 2 homozigota / alela 2 corespunde WT, alela 1 homozigota / alela 1 corespunde
MUT si alela 1 heterozigota / alela 2 corespunde HET.

Pentru rs7412, alela homozigota 1 / alela 1 corespunde WT, alela homozigota 2 / alela 2 corespunde
MUT si alela heterozigota 1 / alela 2 corespunde HET.

Dupa atribuirea statusului pentru fiecare SNP, genotipul specimenului poate fi determinat utilizand
tabelul 8 de mai jos.

14
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Tabel 8. Interpretarea genotipului din rezultatele SNPs rs429358 si rs7412.

rs429358 rs7412 Genotip
WT MUT e2/e2
WT HET e2/e3
WT WT e3/e3
HET HET e2/e4
MUT WT ed/ed
HET WT e3/ed

7. Depanare

§ Evaluarea rezultatelor testului trebuie efectuatd dupd ce au fost examinate controalele pozitive si
negative si au fost considerate valide si acceptabile. Tn cazul in care controalele nu sunt valide,
rezultatele specimenului nu pot fi interpretate.

# Dac3s are loc un esec al analizei:

- Verificati datele de expirare ale reactivilor individuali si asigurati-va ca toti reactivii au fost
depozitati conform indicatiilor de pe eticheta produsului. Dacd nu s-au respectat intocmai
conditiile de depozitare, rezultatele nu sunt fiabile si kitul nu mai poate fi utilizat.

- Asigurati-va ca pipetele utilizate sunt calibrate la zi.

- Asigurati-va ca setarile ciclatorului sunt conforme cu instructiunile de utilizare.

Tn Tabelul 9 de mai jos sunt prezentate posibilele motive si actiuni corective pentru unele dintre

constatarile din timpul testului.

Tabel 9. Recomandari pentru depanarea kitului de genotipare APO-Easy.

Constatari

Motive posibile si actiuni corective

Nu exista apeluri in toate canalele
pentru un specimen

Posibilitate: probleme cu calitatea ADN-ului genomic, ADNg
sau substantele de interferenta

Recomandare: extrageti din nou specimenul si refaceti
gPCR.

Nu exista semnal pe unul sau doua
canale

Posibilitate: daca este vorba de un singur specimen, refaceti
gPCR;

daca este vorba de toate specimenele, atunci verificati data
de expirare a kitului si conditiile de depozitare.

Genotip nedeterminat pentru un
SNP

Posibilitate: aportul de ADNg nu a fost suficient.

Recomandare: Refaceti testul. Tn timpul aceluiasi test,
pentru acelasi specimen, utilizati 2 ul din specimenul de
ADNg cu 23 ul de amestec master si 4 pl din specimenul de
ADNg cu 21 ul de amestec master.

Dupa retestare, genotipul este inca

nedeterminat

Posibilitate: prezenta unei substante de interferenta in

specimen.
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Recomandare: - Adaugarea de K2EDTA in tubul PAXgene
DNA ar putea interfera cu genotiparea specimenului si de
aceea va rugam sa verificati daca EDTA a fost adaugat in tub
sau daca volumul specimenului de sange a fost colectat
corect, in conformitate cu instructiunile de utilizare ale
producatorului.

- Trigliceridele din sange nu trebuie sa depaseasca
concentratia fiziologica (concentratie normala in sange: 0,5
- 1,5 g/lI). Daca este prezent un exces de trigliceride Tn proba
de sange, acesta ar putea interfera cu genotiparea corecta

a pacientului.

- Albumina nu trebuie sa depaseasca concentratia
fiziologica (concentratie normala in sange: 35 - 50 g/l). Daca
prezenta albuminei in specimenul de sange al pacientului
depaseste aceasta concentratie, aceasta ar putea interfera
cu rezultatele genotiparii.

Daca problema persista, contactati Departamentul de
asistenta tehnica.

Controalele nu au semnal

Confirmati ca au fost respectate conditiile de depozitare si
instructiunile date. Este posibil sa fi aparut o problema de
pipetare.

Recomandare: Refaceti testul. Daca tot nu aveti semnal,
contactati Departamentul de asistenta tehnica.

Semnal in NTC

Posibilitate: cel mai probabil , amestecul de reactie a fost
contaminat cu un sablon.

Recomandare: Refaceti gPCR. Daca problema persista, nu
mai utilizati kitul si contactati Departamentul de asistenta
tehnica.

8. Parametri analitici

Precizie: kitul de genotipare APO-Easy® are o precizie de 100% la detectarea genotipurilor APOE in
comparatie cu metodele de referinta (secventiere bidirectionala Sanger si secventiere de generatie

urmatoare).

Sensibilitate: testul de genotipare APO-Easy® detecteaza 12,5 ng de ADNg uman atunci cand este
utilizat cu sistemul QuantStudio 5 Dx Real-Time PCR.

Precizie : kitul de genotipare APO-Easy® este reproductibil, cu rezultate pozitive de 100% atunci cand
se testeaza loturi diferite sau cand este utilizat de operatori diferiti.
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Interferente: un exces de etanol pana la 20%, un exces de bilirubind pana la 200 mg/ml, un exces de
K2EDTA pana la 20 mg/ml, un exces de albumina pana la 25 g/l, un exces de hemoglobina pana la 100
g/l sau un exces de trigliceride pana la 18,2 g/l in specimen nu interfereaza cu rezultatele genotiparii.

9. Performanta clinica

Kitul de genotipare APO-Easy corespunde utilizarii prevazute, deoarece are un procent de concordanta
pozitiva de 100% atunci cand rezultatele sunt comparate cu secventierea bidirectionala Sanger si cu
secventierea directionata de generatie urmatoare.

Tabelul 10. Testul de genotipare APO-Easy are o acuratete de 100%

Genotipul ARG SecventiereApe'uri =
P APO-Easy® | NGS tintit | genotip | Acuratete i genotip [Acuratete
APOE Sanger
corecte corecte

e3/e3 25 25 25 100 25 25 100
ed/ed 21 21 21 100 21 21 100
e2/ed 6 6 6 100 6 6 100
e3/ed 23 23 23 100 23 23 100
e2/e3 21 21 21 100 21 21 100

Atunci cand frecventele genotipului APOE ale subiectilor cu boala Alzheimer au fost comparate cu cele
ale subiectilor fara boala Alzheimer si ale subiectilor sanatosi combinati, prezenta a doua copii ale alelei
€4 (homozigot e4/e4d) a crescut riscul de AD de 48,56 ori comparativ cu e2/e3. Prezenta unei copii a
alelei €4 a crescut riscul de AD de 9,54 ori si de 5,78 ori pentru heterozigotii e3/e4 si, respectiv,
heterozigotii e2/e4 comparativ cu e2/e3.

Tabelul 11. Comparatii bazate pe genotip intre AD si NAD + HC

Grup
. _ NAD + HC OR [95% CI] p
Genotip AD (n=234) (n=302)
e2/e2 0(0) 1(0,33) 1,47 [0,05-39,32] 0,8181
e2/e3 8(3,42) 37(12,25) 1 (ref)
e2/ed 5(2,14) 4(1,32) 5,78 [1,26-26,45] 0,0237*
e3/e3 80 (34,19) 208 (68,87) 1,78 [0,79-3,98] 0,1616
e3/e4 99 (42,31) 48(15,89) 9,54 [4,12-22,06] | <0,0001*
e4/e4 42 (17,95) 4(1,32) 48,56 [13,52-174,49] | <0,0001*
10. Riscuri reziduale si avertismente

Caracteristicile de proiectare si de performanta ale kitului de genotipare APO-Easy® au fost optimizate
prin teste interne cuprinzatoare si prin accesul utilizatorilor preconizati, asa cum s-a verificat la
testarea populatiilor reprezentative pentru populatia de pacienti preconizata. Firalis, societatea
producatoare considera ca riscurile reziduale pentru utilizatori si pacienti sunt minime si acceptabile
pentru testarea genetica.
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¥ Rezultatele negative nu exclud riscurile pentru sanatate si nu ar trebui utilizate ca baza unica
pentru deciziile privind managementul pacientilor.

¥ Rezultatele negative si pozitive trebuie combinate cu observatiile clinice, istoricul pacientului si
alte informatii de testare.

Riscurile utilizarii kitului de genotipare APO-Easy sunt minime daca testul este utilizat conform
destinatiei prevazute. Utilizatorii pot reduce in continuare riscul urmand recomandarile de mai jos:

Contaminarea specimenelor: contaminarea specimenelor cu ADN strdin sau interferenti posibili poate
duce la rezultate inexacte. Utilizarea spatiilor de lucru curate, a manusilor de unica folosinta si a
echipamentelor special concepute pentru pregatirea specimenelor va reduce acest risc rezidual.

Contaminare incrucisata: manipularea necorespunzatoare a reactivilor sau a specimenelor ar putea
duce la contaminarea incrucisata a specimenelor, ducand la rezultate eronate. Mentineti zone de lucru
separate pentru pregatirea specimenelor, extractia ADN-ului si configurarea PCR si lucrati intr-un
mediu curat atunci cand manipulati pipetele si alte echipamente, pentru a preveni contaminarea
incrucisata.

Citirea rezultatelor: utilizatorii neexperimentati pot interpreta gresit rezultatele, ceea ce duce la
concluzii incorecte. Interpretarea testului de genotipare APO-Easy trebuie sa fie efectuata de personal
foarte bine pregatit pentru a reduce la minimum orice risc de determinare incorecta a rezultatelor.

Formare profesionala necorespunzatoare: utilizatorii cu formare profesionalda sau experienta
insuficiente pot fi mai predispusi la erori in configurarea sau interpretarea testelor. Recomandam
utilizarea testului APO-Easy numai de catre personalul cu Thalta calificare.
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11. Limitari ale procedurii

Reactivii nu sunt destinati utilizarii in proceduri terapeutice.
Nu este o metoda automata si nu este un dispozitiv de autotestare.

Acest test este conceput pentru a detecta genotipul APOE din tuburile de ADN uman PAXgene, in
intervalul de detectie al testului.

Rezultatele obtinute din acest test trebuie interpretate in contextul tuturor rezultatelor clinice de
laborator relevante si nu trebuie utilizate singure pentru niciun diagnostic.

Contaminarea materialelor genomice din surse externe trebuie evitata prin manipularea atenta a
specimenelor, a reactivilor kitului si a unui mediu de lucru curat.

Operatorii trebuie sa evite contaminantii microbieni in timpul procedurilor si nu trebuie sa utilizeze
componentele kitului daca se observa dovezi de proliferare microbiana.

Acest kit este destinat utilizarii cu sistemul QS5-Dx Real-Time PCR (ThermoFisher).

Pentru a obtine rezultate optime, este esentiala respectarea stricta a recomandarilor prezentate in
instructiunile de utilizare pentru kitul de testare.

Trebuie acordata atentie datelor de expirare si conditiilor de depozitare pentru fiecare cutie din kit.
A nu se utiliza dacd a expirat sau daca a fost depozitat incorect.

Nu amestecati sau nu Tnlocuiti reactivii cu cei din alte loturi sau surse.

Utilizati numai varfuri fara nucleaze si tuburi de microcentrifugare certificate.

Folositi apa fara nucleaze, pastrata in recipiente curate.

Orice variatie In procesul descris in instructiunile de utilizare poate cauza variatii ale rezultatului.

Genotiparea APO-Easy® nu este destinata sa estimeze sau sa detecteze raspunsul la tratament sau
sa ajute la selectarea tratamentului optim pentru pacienti.
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12. Orientari privind securitatea chimica

Pentru a reduce la minimum pericolele prezentate de substantele chimice:

|

Cititi si Intelegeti fisele cu date de securitate (FDS) furnizate de producatorul substantelor
chimice inainte de a depozita, manipula sau lucra cu orice substante chimice sau materiale
periculoase.

Evitati contactul direct cu substantele chimice.

Purtati echipament individual de protectie adecvat atunci cdnd manipulati substante chimice,
cum ar fi ochelari de protectie, manusi si imbracaminte de protectie.

Evitati inhalarea substantelor chimice. Nu fumati si nu lasati recipientele cu substante chimice
deschise. A se utiliza numai cu o ventilatie adecvata sau cu o hota de tiraj.

Pentru orientari suplimentare privind siguranta, consultati FDS.

Verificati periodic daca exista scurgeri sau deversari de substante chimice. Daca apare o
scurgere sau o deversare, urmati procedurile de curatare ale producatorului, conform
recomandarilor din FDS.

Respectati toate legile si reglementarile locale, de stat/provincie sau nationale referitoare la
depozitarea, manipularea si eliminarea substantelor chimice.
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13. Recomandari tehnice

§ Pentru asistenta tehnica legatd de extractia ADN-ului, consultati fisa tehnica furnizata
impreuna cu minikitul de ADN din sdnge QlAamp DSP recomandat (ref: 61104) de Qiagen.

§ Evitati orice contaminare intre specimene si reactivi. in acest scop, schimbati varfurile la
fiecare etapa. Contaminarea bacteriana sau fungica a oricaror reactivi poate cauza rezultate
eronate.

#  Aruncati materialele consumabile si continutul neutilizat in containere adecvate.

§ Procedura este adecvata numai pentru utilizarea cu sange integral din tuburile PAXgene DNA.

14. Responsabilitate

#  Acest kit este destinat numai determindrii in vitro a genotipului APOE din sange uman integral
din tuburile PAXgene DNA.

#  Acest kit este destinat utilizarii numai de catre personal calificat.

§ Compania Firalis nu poate fi facutad raspunzatoare pentru nicio deteriorare sau pierdere
cauzata de utilizarea kitului in alt mod decat cel mentionat in mod expres in aceste instructiuni.

y Compania Firalis nu este raspunzatoare pentru nicio incadlcare a brevetelor care ar putea
rezulta din utilizarea sau derivarea acestui produs.

Asistenta tehnica

Pentru a beneficia de asistenta tehnica, apelati Serviciul tehnic Firalis SA la +33-389 911 320 sau
vizitati site-ul Firalis SA la adresa http://www.firalis.com sau contactati “contact@firalis.com”.

Nota de raportare a incidentelor grave

Un incident grav este cauza oricarei disfunctionalitati sau afectari negative a caracteristicilor sau
performantei unui dispozitiv si poate fi clasificat in cel putin una dintre urmatoarele consecinte:

e Decesul unui pacient, utilizator sau unei alte persoane

e O deteriorare grava, temporara sau permanenta, a starii de sanatate a unui pacient, a unui
utilizator sau a unei alte persoane

e O amenintare grava la adresa sanatatii publice.

n caz de incertitudini, utilizatorii trebuie s3 raporteze intotdeauna.

Daca ajungeti la concluzia ca este vorba despre un incident care trebuie raportat, va rugam sa
contactati producatorul la clinical @firalis.com. De asemenea, puteti gasi informatiile de contact ale
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autoritatii competente din tara dumneavoastra aici: https://health.ec.europa.eu/medical-devices-
sector/new-regulations/contacts en.

Atunci cand raportati un incident grav, va rugam sa compilati urmatoarele informatii:

- Denumirea comerciala a dispozitivului (TM pentru marca comercialda, © pentru drepturi de
autor)

- Numele si adresa producatorului

- Numarul lotului

- Numar de serie

- Cod UDI (identificare unica a dispozitivului)

- O descriere exacta si concisa a incidentului grav si a consecintelor grave sau posibil grave
pentru pacient, utilizator sau o parte terta.

Dispozitivul vizat nu trebuie eliminat ca deseu, ci trebuie pus la dispozitia producatorului pentru
analize suplimentare pentru determinarea cauzelor incidentului. Puteti addauga cererea dvs. de
returnare atunci cand contactati producatorul pentru a raporta incidentul.

Rezumatul caracteristicilor de siguranta si performanta

Rezumatul privind siguranta si performanta kitului de genotipare APO-Easy® a fost validat de
organismul notificat 2797 (grupul BSI) si este disponibil publicului pe site-ul web al Bazei europene de
date referitoare la dispozitivele medicale (Eudamed) prin utilizarea numarului UDI-DI al kitului de
genotipare APO-Easy® in baza de date. Acest identificator este disponibil cu ajutorul codului QR plasat
pe eticheta ambalajului kitului.

Rezumatul privind siguranta si performanta va fi actualizat periodic cu orice informatii relevante
referitoare la kitul de genotipare APO-Easy®.
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Legenda simbolurilor utilizate in instructiunile de utilizare si pe
etichetele kitului
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REF Numar de catalog ambalajul este
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\x/

A nu se reutiliza

P B S <k
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Va multumim ca ati ales Firalis

Pentru orice informatii suplimentare, MSDS sau solicitari de instructiuni n alte limbi, va rugam sa ne
scrieti:

contact@firalis.com
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