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Lysis Solution

GEN*TRACT Resin

Promichejte pred kazdym pouzitim aliquotu
Amplifiaction Mix Al (Z/uté vicko)
Amplifiaction Mix B (zelené vicko)

Taq Dilution Buffer (pruhledné vicko)

HS Taq DNA Polymerase (5U/pl) (cervené vicko)
DNAT (modré vicko)

Typing Trays

Teststrips A (Cerné vicko)
Teststrips B (bilé vicko)
Hybridization Buffer (bilé vicko)
Wash Solution A (bilé vicko)
Conjugate Solution

Wash Solution B

Color Developer

50 ml
5ml

N\
250 ul
250 ul
500 pl
125U
1,5 ml &
Varovani
3
10
10
25 ml
80 ml
25 ml
80 ml
25 ml

Viennalab Diagnostics GmbH

Gaudenzdorfer Guertel 43-45
A-1120 Vienna, Austria
Phone: (-43-1) 8120156-0
Fax: (-43-1) 8120156-19
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Popis stripu:

Red Marker Line [fop)

Cortrod

CFTROEZ3 2

kD) c2d-5340 273+ 12500

I507gel (-ATC) ©.1519_1521delATC
F508del (-CTT) c£.1521_1523deiCTT

&

1717-1G=A  £.1595-1G=-A
G542 C.1624G>T
EES1D e 1ES2G=A
R553X e.1657C=T
RSE0T 6. 1ET9G=C
214308 .20120aiT
21E3AA=C £ 2051_J0S20eiAANSG
2184084, c.20530alA
2184InsA £.2052_2053insA
ITEDSEG=A  C.2E5T+EG=A
R1162X £.3484C-T
I6500eIC £ 35250210
3005InsT . 3TT30upT
wWiza2x . 3B4EG=A
N1303K £.3009C>C
CFTROe23 21k} wik type

codon SOTI0 508 wikd type
17171 wiid type
codon 542 wiid type

codon 55110553 wikd type
cadon SE0 wiid type

2143 wiid type
2183102184  wik type
2TEDLE wiid type
codon 1162 wiid type

3850 wiid type

3005 wiid type
codon 1262 wiid type
codon 1303 wiid type

Grean Marker Line [batiom)

Fig. 1: Testztrp Design
Note: Tesfzinps are not drawn in
real size and must nof be used
for infterpratafion of resulfs!
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Red Marker Line {top)

- Control

- 3EaE

3844elTT
R11TH
122X
G21+1G=T
THH1G=T
107 3delT
RI3dW
R34TH
R3d7TP
AdE5E
1583+ 1G=4
N2+ 1G=A
J2T2-2EA-G
F10E2xE

C.2545G=-A
C.262 2B3delTT
C3S0G=-A
CIGET=A
CAB1G=T
LOTEH1G=T
C.94 BdelT

¢ 1 000C=T
C10S0G=4

¢ 040G=C
o1 368C=4
CITEG+1G=A
C.20E321G=A
3 140-2548-G
C.3ZT6C=A

3549+10kpC>T ©37T18-2477C-T

codon 85 and 3% wild type

codon 117
codon 122
G21+1
T11+1
1078
codon 334
codon 347
codon 455
155%8+1
2041
32T2-25
codon 1092
3549+ 10D

IWSE ST
WSE 7T
IWEE 8T

wiid type
wiid type
wild type
wiid type
wild type
wiid type
wild type
wiid type
wiid type
wild type
wiid type
wiid type
wiid 1ype

£.1210-12T[5]
c.1210-12T[7]
£.1210-12T]g]

Blue Marker Line {bottom)



Pracovni postup

Izolace DNA

Pouzijte cerstvou nebo zmraZenou krev s EDTA nebo citratem, jako antikoagulans,
vyhnéte se krvi s obsahem heparinu. Neskladujte krev pred pouZitim déle, neZ 3 dny
pfi pokojové teploté nebo 1 tyden pfi 2-82C. NepouZivejte krev zmraZenou déle neZ 1
rok, nebo takovou, ktera byla vice nez trikrat opakované zmraZend a opét
rozmraZend.

Vytemperujte vzorky na pokojovou teplotu. Opatrné promichejte opakovanym
prevracenim uzavrené odbérové zkumavky. Pred kazdym odebrdanim dalsiho alikvotu
opakujte promichdni. Vytemperujte Lysis Solution a pryskyfici GENXTRACT na
pokojovou teplotu.

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

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

e Nechte zkumavku stat 15 min pri pokojové teploté.

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

e Odsajte a vylijte horni 1 ml supernatantu.

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

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

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

e Resuspendujte pryskyfici GEN*TRACT Fadnym protfepanim lahvicky.

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

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

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

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

Vysledny supernatant obsahuje DNA templat vhodny pro okamZité pouziti v PCR. Pro

dalsi uchovani je nutné prepipetovat supernatant do Cisté zkumavky a uskladnit ho
(pfi 2-82C aZ tyden), nebo zmraZeny pri —20°C .
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1. Amplifikace DNA

Béhem celé procedury uchovadvejte PCR reagencie a DNA templdt zchlazeny. Vsechny
kroky pred startem vyhrivani cykleru provddéjte na ledu (0-4°C).
e Naredte pracovni koncentraci (0,2 U/ul) Taq DNA Polymerase v Taq Dilution
Buffer (Ciré vicko). Tj. 600 pl Taq Dilution Buffer pridejte do zkumavky s Taq
DNA Polymerase. Pripravte pro kazdy vzorek jednu PCR zkumavku. Umistéte
zkumavky na led.
e Pro kazdy vzorek pripravte na ledu vysledny PCR reakéni mix:

15 ul Amplification Mix A (Zluté vicko) 15 ul Amplification Mix B (zelené vicko)
5 pl nafedéné Tag DNA Polymerase (tj.1U) | 5 pl nafedéné Taq DNA Polymerase (1U)
5 pl vyizolované DNA 5 pl vyizolované DNA

Pokud neni DNA vyizolovdna izolacnim protokolem Viennalab, doporucujeme
pouZit DNA s koncentraci 5-40 ug/ml (=25-200 ng DNA na reakci).
Program termocykleru:
pre-PCR: 942C/3 min
PCR: 942C/15 s — 602C/45 s — 722C/1min (35 cykla)
konec¢na syntéza: 722C/3 min

e Pevné uzavrete zkumavky.
e VloZte reakéni zkumavky do predehratého cykleru a spustte prislusny program.

Ulozte amplifikacni produkty na led, nebo pfi 2-8°C pro dalsi poulZiti.

Prilezitosné miZete analyzovat produkty gelovou elektroforézou (napr. 3%

agarozovy gel). Délky fragmenti
472, 345, 315, 278, 257, 236 and/or 213, 194, 165 bp (amplification product A)
386, 350, 322, 297, 248, 225, 200, 172, 155 bp (amplification product B)

2. Hybridizace — 2 stripy na vzorek(45°C, tfepana vodni lazen)

Nastavte vodni hladinu zhruba do % vysky promyvaciho korytka. Vyhrejte lazeri

presné na 45°C (+0,5°C ). Zkontrolujte teplotu kalibrovanym teplomérem a

nastavenou teplotu pfipadné upravte. Vytemperujte Hybridization Buffer a Wash

Solution A na 45°C . (Dbejte, aby se rozpustil veskery precipitdt, vysraZeny pri 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 mizZete

rukou dotknout pouze v rukavicich!). Na okraji prouZku jej oznacte obycejnou tuZkou.

(Zédné propisky ani fixy !).

e Napipetujte do spodni ¢asti korytka vidy 10 ul DNAT (modré vicko). Jeden
sloupec pro kazdy vzorek.

e Pridejte 10 ul PCR produktu vidy pfimo do kapky DNAT.

e Promichejte vznikly roztok pipetou. Zlstane modry.

e Nechte stat 5 min pri pokojové teploté.

11/2015



Pridejte do kazdého sloupce korytka 1 ml Hybridization Buffer (predehratého
na 452C). Jemné korytkem zamichejte (modrd barva zmizi.)

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

Inkubujte 30 min pfi 452C na tfepané platformé vodni lazné.

Nastavte stredni frekvenci tfepdni (cca 50 rpom), aby se tekutina pohybovala,
ale nestrikala ven. Uzavrete vodni ldzen vikem, aby byla teplota stabilni.

Po skonceni inkubace odsajte hybridizacni roztok vakuovou odsavackou.
OkamZité pokracujte, nikdy béhem celé procedury nenechte prouZek oschnout.

. Promyvani (45°C, tfepana lazen)

Pridejte 1 ml Wash Solution A (predehraty na 452C). Kratce oplachnéte (10 s).
Odsajte tekutinu vakuovou odsavackou.

Pridejte 1 ml Wash Solution A (452C).

Inkubujte 15 min pfi 452C v tfepané lazni.

Odsajte tekutinu vakuovou odsavackou.

Pridejte 1 ml Wash Solution A (452C).

Inkubujte 15 min pfi 452C v tfepané lazni.

Odsajte tekutinu vakuovou odsavackou.

. Barveni (pokojova teplota)

Pridejte 1 ml Conjugate Solution.

Inkubujte 15 min pri pokojové teploté na linearni nebo orbitalni trepacce.
Odsajte tekutinu vakuovou odsavackou.

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

Odsajte tekutinu vakuovou odsavackou.

Pridejte 1 ml Wash Solution B.

Inkubujte 5 min pfi pokojové teploté na linedrni nebo orbitalni tfrepacce.
Odsajte tekutinu vakuovou odsavackou.

Pridejte 1 ml Wash Solution B.

Inkubujte 5 min pfi pokojové teploté na linedrni nebo orbitalni tfrepacce.
Odsajte tekutinu vakuovou odsavackou.

Pridejte 1 ml Color Developer.

Inkubujte 15 min pfi pokojové teploté ve tmé (zakryt krabickou) na tfepacce.
Pri pozitivni reakci se vytvori purpurové prouZky.

Nékolikrat prouzky oplachnéte destilovanou vodou.

Ususte prouzky ve tmé na filtracnim papiru.

ProuZky nikdy nevystavujte intenzivnimu svételnému zdreni.
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5. Vyhodnoceni

e KaZzda mutace musi mit alespon jeden nebo oba prouzky.
e Pozn. Intenzita prouzku se mize liSit. Intenzita nema zadny vyznam pro vysledek.

GENOTYPES

NOR HOM
mutant line | |- e
wild type ling - j— - ——

Fig. 2
wild type line mutant line genotype

NOR positive negative normal

HET positive positive heterozygous

HOM negative positive homozygous mutant

o Nékteré mutace maji spole¢ny wild type prouzek, takze 34 mutaci ma jen 28
wild type prouzkl. Vzorky, které jsou sloZzenymi heterozygoty pro mutace
uvedené v tabulce (napfr. I507del + F508del, nebo G551D + R553X) budou
postradat wild type prouzek. Tyto mutace jsou uvedeny v nasledujici tabulce.

line wild type probe mutation

20 codon 507 to 508 I1507del (-ATC), F508del (-CTT)
23 codon 551 to 553 551D, R553X

26 2183 to 2184 2183AA>G, 2184delA, 2184insA
49 kcodon 85 and 394 GB5E, 394delTT

56 codon 347 R347TH, R347P

e Benigni varianty I506V, I507V a F508C neinterferuji a vysledek bude vyhodnocen jako

vzorek bez mutace v genu CFTR.

11/2015




_

L) —

I 1 NUTUNNTUUNTNIN F 1 | mn_ L1 | 1 | mn
AAANKAARGOOEONLE DEGEINAAGNAEED OF@ " AAANKARNGODEONLE DESANNANLANEGEE DAW "
| DINNNNNNNNNNNN 1 ] Wﬁ
FrawamnmenEDEEEELE ERRAAARARKARAEA ! ||~ = ererascsszzpmzamn:

iC) —

[ E— - :m_-__._-___- | ] _m_u I E— _ __m-__-.-___m_ [ | ] _m.u
-.._.!i-::-.:.!.-.. _ _-___-___-__ | | m; I_ I ! - ..4:_._....!::...... m-m_ -_.__-_u__ | _ m;
» __ : _“m_ ._. ......... [ 4 :

H.) —
Taanmie
A
E.) R11TH/ 821+1G>T compound hetermmygows + STET

F.} 213ddedA  R34TP compound hetermeypous [FTET]

5.) EES1DVREEAX compound heterozygous. [7TITT)
H.} negative control or PCR fallure

e Priklady vysledk:

. 5
_ I IT 1 _m.. _”_H_H_HE“_E“_HHE”H_H_M.. 5,
ASANGENANCURDFUNGE RO EANENANEEED BER = ASARENASCURINNSY FNGOOZANGANRNNEE BER =
| 1 LIV i | m... L1 1 1 (I IR DTN INE | m.._.
- rornvas~nual cBEREEEE ERREARARERARRR i i ronvas~nea B BE2E 2R ERRAARAREARERR i
-4 | e | 3
=
5
._. v 2 3
NRLIamineniny 1 1 _Wn I | | | ITINNTINNTIINT T 01 _Wn ==
AAAMERNASS0E 3995 PRHEAIAECNAEEEL Oo3@ : AAANEARSSD0I995Y DEGRAI AN NAEED O3 : “. m
| LIRBNVUNTNINNl | ] .mx L1 | INNiINnnynnniy i ] .mn L= W
- ~rp=as -l 0020 ER ERRERAARRERRARH [ — ~rAa=an-snRZ00220EE ERRRAARRERRERH [ mlm L
< ) 7333
i mw
m Lio L. L
z@2a

11/2015



