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SICHERHEITSHINWEISE

Der Assay ist ausschließlich nach der dem Kit beigefügten Arbeitsanleitung 
durchzuführen. Wichtige Sicherheitshinweise zu diesem Produkt sind dem 
Kapitel 10 zu entnehmen.



3

Arbeitsanleitung	 MutaPLATE® GST-P1 (TM)

1.	 ZWECKBESTIMMUNG
Das MutaPLATE® GST-P1 (TM) Real-Time PCR Kit ist ein TaqMan-basierter Assay für 
die Analyse des Ile105Val Polymorphismus (rs1695 - 313A>G) im GST-P1 Gen anhand 
humaner genomischer DNA. Der Assay ist ein medizinisches In-vitro-Diagnostikum 
und für die Verwendung durch professionelle Anwender in einer Laborumgebung 
bestimmt. Er kann manuell durchgeführt werden. Der Assay dient als Hilfsmittel zur 
Bestimmung der individuellen Enzymaktivität. Die Enzymaktivität beeinflusst die 
Empfindlichkeit gegenüber Umweltgiften, Karzinogenen, Krebs und anderen Krank-
heiten in der kaukasischen Bevölkerung.

2.	 EINLEITUNG
Die Glutathion-S-Transferase (GST) wird in eine Vielzahl von Klassen eingeteilt und 
spielt eine Schlüsselrolle bei der zellulären Entgiftung, da sie die Konjugation to-
xischer Substanzen in ihre ausscheidbaren Metaboliten reguliert. Daher beeinflusst 
die individuelle Enzymaktivität die Empfindlichkeit gegenüber Umweltgiften, Karzi-
nogenen, Krebs und anderen Krankheiten. 

3.	 MITGELIEFERTE MATERIALIEN
Die mitgelieferten Komponenten sind ausreichend für den Ansatz von 
32 (KF1903132) oder 96 (KF1903196) Reaktionen.

Tabelle 1:	Inhalt des MutaPLATE® GST-P1 Real-Time-PCR-Kits.

Bezeichnung Deckelfarbe
Inhalt

32 96

REACTION MIX gelb 1 x 805 µl 3 x 805 µl

CONTROL 1 | + (heterozygot mutiert) rot 1 x 15 µl 1 x 45 µl

CONTROL 2 | + (homozygot mutiert) orange 1 x 15 µl 1 x 45 µl

CONTROL 3 | + (Wildtyp) weiß 1 x 15 µl 1 x 45 µl

CONTROL | - grün 1 x 150 µl 1 x 150 µl

4.	 BENÖTIGTE MATERIALIEN (IM KIT NICHT ENTHALTEN)
•	 DNA-Extraktionskit (z. B. MutaCLEAN® Universal RNA/DNA, KG1038)
•	 Offenes Real-Time-PCR-System (mit Platten/Streifen oder Tubes)
•	 Sterile PCR Reaktionsgefäße oder 96-well Platten/Streifen (weiß)
•	 Sterile Reaktionsgefäße
•	 Kalibrierte Pipetten (variable Volumina) und sterile Einweg-Spitzen mit Filter
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•	 optional: Pipettiergeräte zur Automation

5.	 REAGENZIEN: TRANSPORT, LAGERUNG UND STABILITÄT

	 Zusammensetzung der Reagenzien

Bezeichnung Reagenz

REACTION MIX Forward-Primer, Reverse-Primer, FRET-Sonden, Polymerase, 
Reaktionspuffer, 2 ml Mikroschraubröhrchen

CONTROL 1 - 3 | + Ziel-DNA, Stabilisierungspuffer, 0,5 ml Mikroschraubröhr-
chen

CONTROL | - Stablisierungspuffer, 0,5 ml Mikroschraubröhrchen

Der Transport des MutaPLATE® GST-P1 (TM) Real-Time-PCR-Kits erfolgt gefroren auf 
Trockeneis oder Kühlakkus. Alle Komponenten sind direkt nach Erhalt lichtgeschützt 
bei mindestens -20 °C zu lagern. Mehr als fünf Frier-Auftau-Zykeln sind zu vermeiden 
(wenn nötig, Aliqouts herstellen). Nach Ablauf des auf der Packung angegebenen 
Haltbarkeitsdatums nicht mehr verwenden.
Schützen Sie die Detektionsmixe unbedingt während der gesamten Testlaufzeit vor 
direkter Sonneneinstrahlung.

6.	 PROBENVORBEREITUNG

6.1	 Probenmaterial
Das Ausgangsmaterial für den MutaPLATE® GST-P1 (TM) Real-Time-PCR-Kit ist hu-
man genomische DNA, die mittels eines geeigneten Extraktionskits aus klinischen 
Proben (z.B. EDTA-Blut) isoliert wurde.

6.2	 Probenvorbereitung
Die MutaPLATE® GST-P1 (TM) Real-time-PCR ist geeignet für die Analyse des Ile105Val 
Polymorphismus im GST-P1 Gen anhand genomischer DNA aus humanem Blut, die 
zuvor aus mit Hilfe geeigneter Methoden aus Blutproben isoliert wurde. Kommer-
ziell erhältliche Extraktionskits können zur DNA-Isolierung verwendet werden. Im-
mundiagnostik empfiehlt MutaCLEAN® Universal RNA/DNA (KG1038).
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7.	 TESTDURCHFÜHRUNG

7.1	 Vor Testdurchführung beachten
•	 Bitte beachten Sie Kapitel 10 „Sicherheitshinweise“.

•	 Bevor Sie die PCR ansetzen, machen Sie sich mit dem Real-Time-PCR-Gerät 
vertraut. 

•	 Die Programmierung des Temperaturprofils sollte abgeschlossen sein, bevor 
die PCR angesetzt wird.

•	 Die Reinheit (A260/A280) der genomischen DNA sollte zwischen 1,8 und 2,0 
liegen.

•	 Beachten Sie, dass in jedem PCR-Lauf mindestens beide Positivkontrollen so-
wie eine Negativkontrolle enthalten sein sollte.

•	 Vor jedem Gebrauch müssen alle Reagenzien schonend aufgetaut, gründlich 
gemischt (nicht vortexen) und kurz anzentrifugiert werden.

•	 Die Detektionsmixe vor Lichteinwirkung schützen.

•	 Wir empfehlen, die Reagenzien und den Ansatz während des Arbeiten stets in 
einem Kühlblock (+ 4 bis + 8 °C) oder auf Eis zu kühlen.

7.2	 Testprinzip
Der MutaPLATE® GST-P1 (TM) Real-Time-PCR-Kit beinhaltet zwei spezifische Primer, 
die die Zielsequenz flankieren und zwei Hydrolysesonden (TaqMan Sonden), die 
spezifisch in der Region der Mutation binden. Die beiden Hydrolysesonden sind am 
5‘ Ende mit unterschiedlichen Fluorophoren (Reporter Farbstoffen) markiert, welche 
für die Unterscheidung der Allele genutzt werden. Am 3‘ Ende sind die Sonden mit 
einem nicht-fluoreszierenden Quencher markiert. Die Nähe des Reporter Farbstoffes 
zu dem Quencher inhibiert die Fluoreszenz des Reportermoleküls.
Während der Amplifikation binden die Sonden spezifisch an die DNA Fragmente. Die 
5‘ Nukleaseaktivität der Polymerase spaltet die hybridisierten Sonden, wodurch der 
Reporter vom Quencher getrennt und ein Fluoreszenzsignal generiert wird.
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7.3	 Durchführung
Für die Amplifikation wird ein Reaktionsgefäß pro Probe und zwei (bis vier) zusätz-
liche Reaktionsgefäße für die positive und die negative Kontrolle benötigt. 
Der Reaktionsmix enthält alle für die PCR benötigen Komponenten außer der Probe

7.3.1	 Real time PCR set-up

•	 Den Reaction Mix vorsichtig durch auf- und abpipettieren oder durch inver-
tieren durchmischen und kurz anzentrifugieren.

•	 In jedes Reaktionsgefäß 23 µl des Reaktionmixes vorlegen.

•	 Für die negative Kontrolle 2 µl von der mitgelieferten negativen Kontrolle 
(grün) dazugben.

•	 Für die postive Kontrolle 2 µl von der mitgelieferten positiven Kontrolle 1 (rot) 
dazugben. Die positiven Kontrollen 2 (orange) und 3 (weiß) sind optional

•	 Für die zu analysierenden Proben jeweils 2 µl der extrahierten genomischen 
DNA in die entsprechenden Reationsgefäße dazugeben.

Die PCR-Reaktionen sorgfältig durchmischen, die Reaktionsgefäße verschließen und 
kurz abzentrifugieren. Anschließend in das Real-Time PCR-Gerät überführen und das 
unter 7.4 beschriebene PCR-Programm starten.

7.4	 Geräteeinstellungen
Nutzen Sie für die Real-Time-PCR das in Tabelle 2 beschriebene Temperaturprofil.

Tabelle 2:	 Real-Time-PCR-Temperaturprofil

Beschreibung Dauer Temperatur Zyklen Acquisition

Initiale 
Denaturierung 180 s 95 °C 1 keine

Denaturierung 15 s 95 °C

45

keine

Primer 
Anlagerung und 
Elongation

30 s 58 °C Single
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8.	 AUSWERTUNG

8.1	 Interpretation der Ergebnisse
Die TaqMan-Sonde für das G-Allel (Mutation) ist mit FAM (510 nm, grün) markiert. 
Die TaqMan-Sonde für das A-Allel (Wildtyp) ist mit YAK (555 nm, gelb) markiert.
Entsprechend den drei Genotypen können folgende Ergebnisse erzielt werden:
1. Homozygot mutiert (G/G):

Zunahme des Fluoreszenzsignals von der FAM-markierten TaqMan-Sonde und keine 
Zunahme des Fluoreszenzsignals von der YAK-markierten TaqMan-Sonde.
2. Heterozygot mutiert (A/G):

Zunahme des Fluoreszenzsignals von der FAM-markierten TaqMan-Sonde und 
Zunahme des Fluoreszenzsignals von der YAK-markierten TaqMan-Sonde.
3. Homozygot Wildtyp (A/A):

Keine Zunahme des Fluoreszenzsignals von der FAM-markierten TaqMan-Sonde und 
Zunahme des Fluoreszenzsignals von der YAK-markierten TaqMan-Sonde.
Die Ergebnisse der Analyse für die möglichen Ergebnisse werden bei 510 - 530 nm / 
Grün und bei 550 - 560 nm / Gelb angezeigt.
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Abhänging vom verwendeten PCR-Gerät sind folgende Einstellungen zur 
Auswertung zu verwenden:

Zur Auswertung eines Bio-Rad CFX 96 / CFX Opus 96 Laufs empfehlen wir folgende 
Einstellungen in der CFX Maestro Software:

•	 Cq Determination Mode: Single Threshold at 200 RFU

•	 Baseline Setting: Baseline Substracted Curve Fit + Apply Fluorescence Drift 
Correction 

•	 Cycles to Analyze: 10 to 45

Zur Auswertung eines QuantStudio 5 Laufs empfehlen wir folgende Einstellungen 
in der QuantStudio Design & Analysis Software:
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Die folgenden Abbildungen zeigen typische Beispiele:

Master-Mix: GST-P1

Abb. 1:	 Auswertung zu GST-P1 - FAM-Kanal - G-Allel.

Abb. 2:	 Auswertung zu GST-P1 - YAK-Kanal - A-Allel.

Die mitgelieferte positive Kontrolle 1 (rot) enthält ein Template, welches heterozygot 
für den GST-P1 Polymorphismus ist.

Die mitgelieferte positive Kontrolle 2 (orange) ist homozygot mutiert, die mitgelie-
ferte positive Kontroll 3 (weiß) Wildtyp für den GST-P1 Polymorphismus.
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9.	 PROBLEMBEHANDLUNG
Folgende Problembeschreibung soll bei eventuell auftretenden Problemen mit der 
Real-Time-PCR behilflich sein. Sollten Sie weitere Fragen, haben wenden Sie sich bit-
te direkt an Immundiagnostik AG.
Keine oder schwache Fluoreszenz bei den positiven Kontrolle oder den Proben:

Überprüfung des PCR Programms des Real-Time-PCR Systems und Wiederho-
lung der Analyse mit dem korrigierten Protokoll.
Der Detektions Mix wurde mehr als fünf Gefrierzyklen unterzogen. Wiederholen 
Sie die Analyse mit einem frischen Aliquot oder neuem Detektions Mix.
Die Qualität der Ausgangs-DNA ist nicht ausreichend. Nutzen Sie frisch extra-
hierte DNA und bestimmen Sie die Konzentration/Reinheit vor der Nutzung.
Der Detektions Mix wurde nicht vor Lichteinwirkung geschützt. Wiederholen 
Sie die Analyse mit einem frischen Aliquot oder neuen PCR Reagenzien.

10.	SICHERHEITSHINWEISE
Lesen Sie die Gebrauchsanweisung sorgfältig durch, bevor Sie das Produkt verwen-
den. Überprüfen Sie vor dem ersten Gebrauch das Produkt und seine Bestandteile 
auf den ordnungsgemäßen Zustand.

•	 Diese Gebrauchsanweisung ersetzt die Version vom 2023-10-25.

•	 Schwerwiegende Vorfälle, die mit der Benutzung des Produkts in Zusammen-
hang stehen bzw. durch fehlerhafte Anwendung und Proben erzielt wurden 
und zu Schäden bei Patienten führen könnten, sollten Immundiagnostik AG 
zu Zwecken der Vigilanz und behördlichen Meldung mitgeteilt werden.

•	 Die Richtlinien der Good Laboratory Practice (GLP) sind einzuhalten.

•	 Die MutaPLATE® GST-P1 (TM) Real-time-PCR muss in für diesen Zweck  ge-
eigneten Laboratorien und von speziell geschultem Personal durchgeführt 
werden.

•	 Der Arbeitsablauf im Labor sollte unidirektional ablaufen. Verwenden Sie von-
einander getrennte Arbeitsbereiche für:

	 1. die Probenvorbereitung
	 2. den Reaktionsaufbau
	 3. die Amplifikations-/Detektionsaktivitäten.

•	 Tragen Sie in jedem Bereich Einweghandschuhe und wechseln Sie diese, be-
vor Sie einen anderen Bereich betreten. 
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•	 Material und Ausrüstung den einzelnen Arbeitsbereichen zuordnen und nicht 
von einem Bereich in einen anderen verlagern.

•	 Lagern Sie positives oder potenziell positives Material getrennt von allen an-
deren Komponenten des Kits.

•	 Verwenden Sie immer DNase/RNase-freie Einwegpipettenspitzen mit Aero-
solbarrieren.

•	 Eine mikrobielle und Nuklease-Kontamination (DNase/RNase) der Eluate so-
wie aller Kit-Komponenten ist unbedingt zu vermeiden.

•	 Öffnen Sie die Reaktionsgefäße/Platten nach der Amplifikation nicht, um eine 
Kontamination mit Amplikonen zu vermeiden.

•	 Tragen Sie beim Umgang mit den Kitkomponenten stets puderfreie Einweg-
handschuhe. 

•	 Zusätzliche Kontrollen können gemäß den Richtlinien oder Anforderungen 
lokaler, staatlicher Vorschriften oder akkreditierter Organisationen mitgete-
stet werden.

•	 Alle Reagenzien sollten sorgfältig auf Verunreinigungen und Kontaminati-
onen überwacht werden. Alle verdächtigen Reagenzien sollten verworfen 
werden.

•	 Dieser Assay darf nicht direkt an einer biologischen Probe durchgeführt wer-
den. Vor der Verwendung dieses Assays müssen geeignete Nukleinsäureex-
traktionsverfahren durchgeführt werden.

•	 Die Reinheit (A260/A280) der genomischen DNA sollte zwischen 1,8 und 2,0 
liegen.

•	 Das Vorhandensein von PCR-Inhibitoren kann zu falsch negativen oder ungül-
tigen Ergebnissen führen.

•	 Proben sollten immer als infektiös und/oder biologisch gefährlich, und somit 
in Übereinstimmung mit sicheren Laborverfahren, behandelt werden.

•	 Reaktionsgefäße nach der PCR nicht autoklavieren, da dies die amplifizierte 
Nukleinsäure nicht abbaut und das Risiko einer Kontamination des Laborbe-
reichs birgt. 

•	 Entsorgen Sie Proben- und Testabfälle gemäß den örtlichen Sicherheitsvor-
schriften.

•	 Kombinieren Sie keine MutaPLATE® GST-P1 (TM) Real-time-PCR Komponen-
ten unterschiedlicher Chargennummern.
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•	 Wie bei jedem diagnostischen Test müssen die Ergebnisse des MutaPLATE® 
GST-P1 (TM) Real-time-PCR-Kits unter Einbezug aller Ergebnisse aus Klinik 
und Labor interpretiert werden.

11.	DIAGNOSTISCHE SENSITIVITÄT UND SPEZIFITÄT
Die diagnostische Sensitität und Spezifität ist hauptsächlich abhängig von der ge-
wählten DNA-Extraktionsmethode.
Kommerziell erhältliche Extraktionsmethoden extrahieren humane DNA in ausrei-
chenden Mengen und Reinheiten.

12.	GRENZEN DES TESTS
Das Ergebnis wird dem behandelnden Arzt als unterstützendes Material zur Verfü-
gung gestellt und sollte niemals ausschließlich zur Diagnostik oder zu Behandlungs-
empfehlungen herangezogen werden. Die Diagnose sowie die einzuleitenden Be-
handlungsentscheidungen bleiben in der vollen Verantwortung des Arztes.
Weiterhin müssen Ergebnisse von genetischen Tests im Kontext der klinischen Re-
präsentation des Patienten sowie bekannten familiären Risiken im Umfeld des Pati-
enten betrachtet werden.
Der Test analysiert nur einen Marker. Daher schließt ein negatives Testergebnis des 
Patienten ein Risiko jedweder Art nicht vollständig aus.

13.	ENTSORGUNG

•	 Die Entsorgung unbenutzter Reagenzien und Abfälle sollte in Übereinstim-
mung mit den nationalen, bundesstaatlichen und lokalen Vorschriften erfol-
gen.
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14.	ABKÜRZUNGEN UND SYMBOLE

DNA Desoxyribonuklein-
säure  / 

Katalognummer /  
Zu verwenden mit

PCR Polymerase-Ketten-
reation

Inhalt ausreichend 
für <n> Prüfungen

Reaktionsmix Obere  
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Positive Kontrolle Hersteller

Negative Kontrolle
Verwendbar bis

JJJJ-MM-TT

In-vitro 
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European 
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Arbeitsanleitung 
beachten
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