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Lysis Solution

GENXTRACT Resin

Promichejte pred kaZdym pouZzitim aliquotu
Amplifiaction Mix Al (Zluté vicko)
Amplifiaction Mix B (bilé vicko)

Amplifiaction Mix C (zelené vicko)

Taq Dilution Buffer (pruhledné vicko)

HS Taq DNA Polymerase (5U/ul) (¢ervené vicko)
DNAT (modré vicko)

Typing Trays

Teststrips A

Hybridization Buffer (bilé vicko)
Wash Solution A (bilé vicko)
Conjugate Solution

Wash Solution B

Color Developer

Fax: (-43-1) 8120156-19

info@viennalab.com

11/2015

VD

C€

50 ml
5 ml

A

500 pl
500 pl
500 pl
500 pl
175 U

1,5 ml & Varovani
3

20

25 ml

80 ml

25 ml

80 ml

25 ml

W4 I=NNAN
- N\ =

ESTABLISHED INNOVATIONS IN DIAGNOSTICS

www.viennalab.com


mailto:info@viennalab.com

Obrazek 1

11/2015

~ Control

—— mutant
- mutant
- mutant
- mutant
- mutant
- mutant
-~ mutant
- mutant
-« mutant
- mutant
= mutant

- wild type
- wild type
-~ wild type
~ wild type
= wild type
= wild type
- wild type
- wild type
“ wild type
= wild type
- wild type

Popis stripu
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P30L
12 splice
Del 8 bp E3
172N
Cluster E6
V281L
L307 frameshift
Q318X
R356W
P4535
R483P

codon 30

12

E3
codon 172

E6
codon 281
codon 307
codon 318
codon 356
codon 453
codon 483

~ Green Marker Line (bottom)

Ref Seq. NM_000500.6

c.89C>T

c.290-13A/C=>G
c.329_336delGAGACTAC
c.515T=A

c.7O07TT=A, c.T10T=A, c.T16T=A
c.841G=>T

c.920_921insT

c.952C=T

c.1066C=T

c.1357C=T

c.1448G=C



Pracovni postup

Zamyslené pouziti

Kit je urcen k identifikaci mutaci spojenych s Kongenitalni Adrendlni Hyperplasii (CAH)
metodou polymerdzové retézové reakce (PCR) a reverzni hybridizace. Pro humdadnni in vitro
diagnostiku.

Metodika

Procedura se sklada ze tfi krok(: (1) Izolace DNA, (2) PCR amplifikace s pouzitim
biotynilovanych primerd, (3) hybridizace amplifikovanych produktl na test-strip obsahujici
alel-specifické oligonukleotidové sondy imobilizované do fady paralelnich prouzk{ (viz
obrdazek 1). Navazané biotinylované sekvence jsou detekovany s pouzitim streptavidin-
alkalické fosfatdzy and jejiho barevného substratu.

Kit pokryva 11 mutaci v genu CYP21A2: P30L,12 splice (12 G), Del 8 bp E3 (G110del8nt),
172N, Kluster E6 (1236N, V237E, M239K), V281L,L307 frameshift (F306 + T), Q318X, R356W,
P453S, R483P.

Ostatni genetické informace jsou dostupné v OMIM Online Mendelian lheritance in Man:
www.ncbi.nlm.nih.gov/omim

Obsah kitu

Viz seznam komponent na strané 1 v originalnim anglickém manudlu.
DNAT obsahuje 1.6% NaOH.

Varovani

H315: ZpUsobuje podrazdéni klze.

H319: ZpUsobuje vazné podrazdéni odi.

P280: Pouzivejte ochranné rukavice/ochranny plast/ochranu oci/ochranu obliceje.

P337 + P313: Pokud pretrvava podrazdéni oci: Kontaktujte Iékare.
Amplification Mix, Taq Dilution Buffer, Conjugate Solution, Wash Solution B obsahuji 0.05%
NaNs. Conjugate Solution obsahuje streptavidin-alkalickou fosfatazu. Color Developer
obsahuje nitro blue tetrazolium (NBT) a 5-bromo-5-chloro-3-indolyl fosfatazu (BCIP).

Skladujte vsechny reagencie pri 2-8°C pokud je nepouZivdte!

Material ktery neni souéasti kitu
Kromé standardniho laboratorniho vybaveni molekuldrné genetické laboratore je tfeba
nasledujici:
e Nastavitelnd mikrocentrifuga pro 3 000 — 12 000rpm (1 000 — 12 000 x g).
e Inkubator (napfiklad heating blok, vodni lazen) nastavitelny na 56°C a 98°C (+ 2°C).
e Thermocycler a vhodné tenkosténné plastové reakéni zkumavky/stripy.
e Tfepand vodni lazen a nastavenou teplotou (45°C + 0.5°C)
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e Vakuova odsavacka.

e Vortex (Rocker nebo orbitalni tfepacka)

e \Volitelny: agardzovy gel a elektroforetickd aparatura (pro kontrolu amplifikacnich
produkti).

Postup
|zolace DNA

Pouzijte ¢erstvou nebo zmraZenou krev s EDTA nebo citratem, jako antikoagulans,
vyhnéte se krvi s obsahem heparinu. Neskladujte krev pred pouZitim déle, nez 3 dny
pri pokojové teploté nebo 1 tyden pri 2-8°2C. NepouZzivejte krev zmraZenou déle nez 1
rok, nebo takovou, kterd byla vice neZ trikrdt opakované zmraZend a opét
rozmraZend.

Vytemperujte vzorky na pokojovou teplotu. Opatrné promichejte opakovanym
prevracenim uzaviené odbérové zkumavky. Pred kazdym odebrdnim dalsiho alikvotu
opakujte promichdni. Vytemperujte Lysis Solution a pryskyfici GEN*TRACT na
pokojovou teplotu.

e Do 1,5 ml mikrozkumavky se Sroubovacim vickem napipetujte 100 ul krve.

e Pridejte 1 ml Lysis Solution, uzavrete zkumavku a promichejte opakovanym
prevracenim zkumavky.

e Nechte zkumavku stat 15 min pfi pokojové teploté.

e Centrifugujte 5 min pti 3000 rpm (cca 1000 x g) v centrifuze.

e (Qdsajte a vylijte horni 1 ml supernatantu.

e Pridejte 1 ml Lysis Solution, uzavrete zkumavku a promichejte opakovanym
prevracenim zkumavky.

e Centrifugujte 5 min pfi 12000 rpm (cca 12,000 x g).

e (Odsajte a vylijte supernatant kromé cca 50 pl viditelného, mékkého peletu.

e Resuspendujte pryskyfici GEN*TRACT Fadnym protfepanim lahvicky.

e Pridejte 200 pl GEN*TRACTu k peletu. Uzaviete zkumavku a vortexujte 10 s.
=PPryskyrice GENXTRACT rychle sedimentuje. Opakujte resuspenzi pokaZdé
tésné pred odebrdnim dalsiho alikvotu.

e Inkubujte 20 min pfi 562C . Vortexujte 10 s.

e Inkubujte 10 min pfi 982C . Vortexujte 10 s.

e Centrifugujte 5 min pfi 12,000 rpm. Zchladte na ledu.

Vysledny supernatant obsahuje DNA templdt vhodny pro okamZité pouZiti v PCR. Pro

dalsi uchovani je nutné prepipetovat supernatant do cisté zkumavky a uskladnit ho
(pri 2-82C aZ tyden), nebo zmraZeny pri —20°C .
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Amplifikace DNA (PCR; 3 separatni reakce na jeden vzorek)

Béhem celé procedury uchovdvejte PCR reagencie a DNA templdt zchlazeny.
VSechny kroky pred startem vyhrivani cykleru provddéjte na ledu (0-42C).
e Naredte pracovni koncentraci (1:20, finalni koncentrace 0,2 U/ul HS Taq DNA
Polymerase cervené vicko) v Taq Dilution Buffer (Ciré vicko).
e Pripravte pro kazdy vzorek tfi PCR zkumavky. Umistéte zkumavky na led.
e Pro kazdy vzorek pfipravte na ledu vysledny 3 PCR reakéni mixy (A,B, C):
A: 15 pl Amplification Mix A (Zluté vicko)
5 pl nafedéné Taq DNA Polymerase (tj. 1.25 U)
5 ul vyizolované DNA
B: 15 ul Amplification Mix B (bilé vicko)
5 pl nafedéné Taq DNA Polymerase (tj. 1.25 U)
5 ul vyizolované DNA
C: 15 pl Amplification Mix B (zelené vicko)
5 ul naredéné Tag DNA Polymerase (tj. 1.25 U)
5 ul vyizolované DNA
Pokud neni DNA vyizolovdna izolacnim protokolem Viennalab, doporucujeme
pouZit DNA s koncentraci 2-20 ug/ml (=10-100 ng DNA na reakci).
e Uzavrete pevné zkumavky. Predehrejte thermocycler na 95°C.
e VloZte zkumavky do thermocycleru a spustte ndsledujici teplotni

program:
o pre-PCR: 959C /2 min
. PCR: 959C /30 s—62°C /30 s —722C/2:30 min (40 cykl()

konecna syntéza: 72°C /7 min

Skladujte amplifikacni produkty pri 2-8°C pro ndsledné pouZziti.

Pouzijte vyhtivani vika, rychlost vyhtivani max. 29C /s.

Volitelné miZete analyzovat produkty gelovou elektroforézou (napf. 3%
agarozovy gel). Délky fragmentu: 1460 bp (A), 2071 bp (B), 1675 bp (C).

Hybridizace (45°C, tfepana vodni lazen)
Nastavte vodni hladinu zhruba do % vysky promyvaciho korytka. Vyhrejte ldzen
presné na 45°C (#0,5°C ). Zkontrolujte teplotu kalibrovanym teplomérem a
nastavenou teplotu pripadné upravte.
Vytemperujte Hybridization Buffer a Wash Solution A na 45°C . (Dbejte, aby se
rozpustil veskery precipitdt, vysraZeny pfi 2-82C.)
Testovaci prouzky, DNAT, Conjugate Solution, Wash Solution B a Color Developer
nechte vytemperovat na pokojovou teplotu. Pfipravte si promyvaci korytka.
Vyjméte jeden prouZek pro kaZdy vzorek pomoci Cisté pinzety. (Prouzki se mizete
rukou dotknout pouze v rukavicich!). Na okraji prouZku jej oznacte obycejnou
tuzkou. (Zddné propisky ani fixy 1).
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e Napipetujte do spodni ¢asti korytka vidy 40 ul DNAT (modré vicko). Jedna tray
pro kazdy vzorek.

e Pridejte 20 pl PCR produktu A primo do kapky DNAT.

e Pridejte 20 pl PCR produktu B pfimo do stejné kapky DNAT.

e Pridejte 20 pl PCR produktu C pfimo do stejné kapky DNAT.

e Promichejte vznikly roztok pipetou. ZUstane modry.

e Nechte stat 5 min pri pokojové teploté.

e Pfidejte do kazdého sloupce korytka 1 ml Hybridization Buffer (pfedehratého
na 452C). Jemné korytkem zamichejte (modra barva zmizi.)

e Vlozte prouzek do prislusného sloupce korytka s oznacenim a ¢arkami nahoru.
Uplné ponofte.

¢ Inkubujte 30 min pfi 452C na trepané platformeé vodni lazné.
Nastavte stredni frekvenci tfepdni (cca 50 rpom), aby se tekutina pohybovala,
ale nestrikala ven. Uzavrete vodni Idzen vikem, aby byla teplota stabilni.

e Po skonceni inkubace odsajte hybridiza¢ni roztok vakuovou odsavackou.
Okamzité pokracujte, nikdy béhem celé procedury nenechte prouZek oschnout.

Promyvani (45°C, tfepana lazen)
e Pridejte 1 ml Wash Solution A (predehraty na 4529C). Kratce oplachnéte (10 s).
e (Odsajte tekutinu vakuovou odsavackou.
e Pridejte 1 ml Wash Solution A (452C).
e Inkubujte 15 min pfi 452C v tfepané lazni.
e (Odsajte tekutinu vakuovou odsavackou.
e Pridejte 1 ml Wash Solution A (452C).
e Inkubujte 15 min pfi 452C v tfepané lazni.
e (Odsajte tekutinu vakuovou odsavackou.

Barveni (pokojova teplota)

e Pridejte 1 ml Conjugate Solution.

e Inkubujte 15 min pri pokojové teploté na linearni nebo orbitalni trepacce.

e (Qdsajte tekutinu vakuovou odsavackou.

e Pridejte 1 ml Wash Solution B. Kratce oplachnéte (10 s).

e (Qdsajte tekutinu vakuovou odsavackou.

e Pridejte 1 ml Wash Solution B.

e Inkubujte 5 min pfi pokojové teploté na linearni nebo orbitalni tfepacce.

e (Qdsajte tekutinu vakuovou odsavackou.

e Pfidejte 1 ml Wash Solution B.

e Inkubujte 5 min pfi pokojové teploté na linedrni nebo orbitalni tfepacce.

e Odsajte tekutinu vakuovou odsavackou.

e Pfidejte 1 ml Color Developer.

¢ Inkubujte 15 min pfi pokojové teploté ve tmé (zakryt krabickou) na trepacce.
Pri pozitivni reakci se vytvofi purpurové prouZky.
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e Neékolikrat prouzky oplachnéte destilovanou vodou.
e Ususte prouzky ve tmé na filtracnim papiru.
Prouzky nikdy nevystavujte intenzivnimu svételnému zdreni.
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Vyhodnoceni

Genotyp vzorku lze uréit po pfiloZzeni k pfislusnému Collector™ Sheetu.

PtiloZte hotovy Teststrip do oznacenych policek, tak, aby ¢erveny prouzek sedél na
cerveném prouzku na sheetu (horni) a zeleny prouZek na zeleném prouzku na sheetu
(dolni) a prelepte priahlednou lepici paskou.

Pozitivni reakce horni kontroly (Control) indikuje spravnou funkci Conjugate solution
a Color Developeru. Tento prouzek by mél byt vzdy pozitivni.

Pro kazdou pozici polymorfismu Ize vidét jeden z nasledujicich vysledku:

Pozndmka: Intenzita pozitivnich prouZki maZe byt riznd. Toto nemd vliv na
vyhodnoceni vysledku.

GEMOTYPES

MOR HET HOM
mutant line - .
wild type line  — g g H Fig. 2

wild type line mutant line genotype
NOR positive negative normal
HET positive positive heterozygous
HOM negative positive homozygous mutant

Viz priklady vysledkd na nasledujicich stranach.

Delece a duplikace v genu CYP21A2, nebo velké konverze mezi funénimi genem
a jeho vysoce homolognim pseudogenem (CYP21A1P) obsahuje asi 30%
genetickych alteraci nalezenych u pacientl s kongenitalni adrenalni hyperplasii
(CAH). Je proto vidy doporuc¢eno kombinovat vysedek CAH StripAssay s daty o
poctu kopii genu CYP21A2, ziskanymi napfiklad pomoci gPCR (napf. Parajes et
al. 2007, CLin Chem 53:1577-84) nebo s Multiplexni ligaéné dependentni
amplifikaci se sondou (MLPA). V nékterych pripadech mlze neobvykly vysledek
StripAssay indikovat konverze (napf. ¢astou ,,30 kb E1-E3 deleci”; viz priklady E-
H uvedené nize).

CAH StripAssay nerozliSuje mezi homozygdtni mutaci (pfitomnou u obou alel) a
hemizygdtni mutaci (delece pfitomna na druhé alele; viz priklady C, H a
K uvedené nize).

Ke specifické amplifikaci funkéniho geni CYP21A2, musely byt nékteré primery
vybrany v ramci potencialné mutované oblasti. Proto prfitomnost muatce
klusteru E6 interferuje s amplifikaci regionu mutaci P30L a 12 splice Pokud je
pfitomna jedna z téchto mutaci pfitomna v kombinaci s klusterem E6, vysledek
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vypada jako pseudo-homozygot (viz ptiklad J uvedeny nize). Pokud je pfitomen
kluster E6 v homozygdtnim nebo hemizygdtnim stavu, wildtype signdly pro
P30L a 12 splice nejsou pfitomny (viz pfiklad K uvedeny nize).

Pro radu kontaktujte Viennalab skrze lokalniho distributora nebo pfimo na
adrese techsupport@viennalab.com.

Kvalita

e Pro ziskani spolehlivych vysledkd je treba dikladné porozumnéni
pouzitych procedlr a precizni laboratorni vybaveni a techniky. Pouziti
StripAssay kitl pro lidskou in vitro diagnostiku je nutny dakladné
proskoleny personal.

e Nepouzivejte proslé slozky StripAssay kitu. Datum exspirace je uvedeno
na krabici kitu. Nemichejte reagencie z rGznych Sarzi kit(.

e Zabrante mikrobidlni kontaminaci a kros-kontaminaci reagencii a
pouZzivejte kontrolu barevného detekcéniho systému. Pro monitoring a
validaci specifity hybridizace a wash krokd, Ize pouzit kontrolni DNA se
znamym genotypem do kazdého jednotlivého experimentu.

Bezpecnost

e Pripouzivani kitu nepijte, nejezte, nekurte a neaplikujte kosmetiku
v pracovnim prostoru. Pouzivejte laboratorni plasté a jednorazové
rukavice. Po pouziti si Fradné umyjte ruce.

o Nakladejte se vzorky jako spotencialné infekénim materidlem. Peclivé
vyCistéte a desinfikujte vSechny materialy a povrchy, které byly
v kontaktu se vzorky. Vyhodte vSechny odpady spojené s klinickymi
vzorky do odpadu oznaceného jako nebezpecny.

e Zabrante kontaktu s pokozkou, o¢ima a sliznicemi. Pokud dojde ke
kontaktu, okamzité oplachnéte velkym mnozstvim vody. V pfipadé
rozliti, naredte vodou pred vytfenim do sucha.

e Dodrzujte veskera mistni narizeni a regulace tykajici se Zivotniho
prostredi.
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Priklady vysledku:

(A)
(B.)
(C)
(D.)
(E.)
(F.)
(G)
(H.)
(1)

(J.)
(K.)
(L.
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Normalni

I2 splice heterozygot
12 splice homozygot nebo hemizygot

12 splice — V281L slozeny heterozygot
P30L — 12 splice — Del abp slozeny heterozygot (heterozygot ,30 kb E11-E3 delece®)
P30L — 12 splice — Del8 bp slozeny homozygot (homozygot ,30 kb E1-E3 delece®)
P30L - 12 splice — Del 8 bp — R356W slozeny heterozygot (E1-E3 del — R356W)
P30L — Del 8 bp slozeny heterozygot, 12 splice hemizygot (E1-E3 del -12 splice)

Kluster E6 — Q318X sloZeny heterozygot
Kluster E6 -I2 splice sloZeny heterozygot

Kluster E6 homozygot nebo hemizygot
E1-E6 homozygétni delece nebo negativni kontrola nebo selhani PCR
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