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1. Lysis Solution 50 ml
2. GENXTRACT™ Resin 5 ml
Resuspend each time immediately before removing an aliquot.
3. Amplification Mix (yellow cap) 500 ul
4. Tagq Dilution Buffer (fransparent cap) 500 pl
5. DNAT (blue cap) 1.5 ml @ Warning
6. Typing Trays 3
7. Teststrips 20
8. Hybridization Buffer (white cap) 25 ml
9. Wash Solution A (white cap) 80 ml
10. Conjugate Solution 25 ml
11. Wash Solution B 80 ml
12. Color Developer 25 ml
13. Instructions For Use 1
14. Collector™ Sheet 1
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Obr. 1: Testovaci prouZek
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Ref.Seq. NM_000243.2 (MEFV)
Ref.Seq. NM_000331.4 (SAA1)
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E148Q
P369S5
F479L

c442G=C
c.1105C=T
c.1437C=G

Me801 (G/C) c.2040G=C
M680I (G/A)  c.2040G=A

1692del
Me94V
Me94l
K695R
VT726A
AT445
R761H

c.2076_2078del
c.2080A>G
c2082G=A
c.2084A>G
c2177T=C
c.2230G>T
C.2282G>A

codon 148
codon 369
codon 479
codon 680
codon 692-695
codon 726
codon 744
codon 761

00
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Pozn: Testovaci prouZek neni nakreslen ve skutecné velikosti a nesmi byt pouZit pro

interpretaci vysledki!
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Pracovni postup
Uéel pouziti

Test pro identifikaci mutaci genu MEFV a SAA1 zaloZzenych na polymerdzové retézové
reakci (PCR) a reverzni hybridizaci. Pro diagnostiku in vitro u ¢lovéka.

Metodika

Postup zahrnuje tfi kroky: (1) izolace DNA, (2) PCR amplifikace s pouZitim
biotinylovanych primerdu, (3) hybridizace produkti amplifikace na testovaci prouzek
obsahujici alely specifické oligonukleotidové sondy imobilizované jako paralelni linie
(obr. 1) . Navdzané biotinylované sekvence se detekuji pomoci streptavidin-alkalické
fosfatdzy a barevnych substratd.

Test zahrnuje 12 mutaci v genu MEFV: E148Q, P369S, F479L, M680I (G / C), M680I (G
/A), 1692del, M694V, M694I, K695R, VV726A, A744S, R761H a 2 polymorfni lokusy v
Gen SAA1:209C>T, 244 T> C.

Dalsi genetické informace jsou k dispozici na OMIM Online Mendelian Inheritance in
Man: www.ncbi.nlm.nih.gov/omim

Slozky kitu

Seznam vsech soucdsti soupravy na strané |.
DNAT obsahuje 1,6% NaOH.

b

Varovani

H315: Drazdi kazi

H319: Zpusobuje vdzné podrdzdéni oci

P280: PouZivejte ochranné rukavice / ochranny odév / ochranné bryle / oblicejovy stit
P337 + P313: Pokud podrdzdéni oci pretrvava: Vyhledejte lékarskou pomoc / oSetreni
Amplification Mix, Taq Dilution Buffer, Conjugate solution, Wash Buffer B obsahuji
0,05% NaN3. Conjugate solution obsahuje streptavidin-alkalickou fosfatdzu. Color
Developer obsahuje tetrazolium (NBT) a 5-brom-4-chlor-3-indolylfosfat (BCIP).
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Pokud se nepouZivaji, skladujte vsechna cinidla pri 2-8 ° C!
Potrebny material, ktery neni soucasti kitu

Kromé standardniho vybaveni molekuldrné biologické laboratore je treba:

e Nastavitelna mikrocentrifuga schopnd 3000 - 12 000 ot / min (1 000 - 12 000 x g)
e Inkubdtor (napr. vyhrivany blok, vodni Idzeri) schopny 56 °Ca 98 °C(+2 °C)

e Thermocycler a vhodné tenkosténné plastové zkumavky / stripy

e Tag DNA polymerdza (Viennalab TAQ-500 / TAQ-2500)

e Vodni ldzen s protfepdvaci plosinou a nastavitelnou teplotou (45 °C+ 0,5 ° C)

» Vakuové odsdvaci zafizeni

e Tfepacka (rocker nebo orbitdIni trepacka)

e Volitelné: elektroforéza na agardézovém gelu (pro kontrolu produkti amplifikace)

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 pri 2-82C. NepouZivejte krev zmraZenou déle neZ 1
rok, nebo takovou, kterd byla vice nez trikrat opakované zmraZend a opét
rozmraZend.

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

e Do 1,5 ml mikrozkumavky se Sroubovacim vickem napipetujte 100 pl 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 pti 3000 rpm (cca 1000 x g) v centrifuze.

e QOdsajte a vylijte horni 1 ml supernatantu.

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

e Centrifugujte 5 min pfi 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 protfepdnim lahvicky.

e Pfidejte 200 pul GEN*TRACTu k peletu. Uzaviete zkumavku a vortexujte 10 s.
=PPryskyfice 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.
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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 zmrazZeny pfi —20°C .
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1. Amplifikace DNA

Béhem celé procedury uchovavejte PCR reagencie a DNA templdt zchlazeny. Vsechny
kroky pred startem vyhrivani cykleru provddéjte na ledu (0-4°C).

Naredte pracovni koncentraci (0,2 U/ul) Taqg DNA Polymerase v Taq Dilution
Buffer (Ciré vicko). Tj. napf. pro 5 vzorkl smichejte 24 ul Taq Dilution Buffer + 1
ul Tag DNA Polymerase.
Pfipravte pro kazdy vzorek jednu PCR zkumavku. Umistéte zkumavky na led.
Pro kazdy vzorek pfipravte na ledu vysledny PCR reak¢ni mix:
15 ul Amplification Mix (zluté vicko)
5 pl naredéné Tag DNA Polymerase (tj. 1 U)
5 ul vyizolované DNA

Pokud neni pouzita DNA izolovand protokolem uvedenym vyse (odstavec Izolace
DNA), doporucujeme pouZit koncentraci DNA v rozmezi 2-20 ng/ul (= 10-100 ng DNA
na reakci).

Pevné uzavrete zkumavky. Pfredehrejte termocykler na 942C.
Vlozte reakcni zkumavky do cykleru a spustte prislusny program.
U rychlych termocyklert zpomalte rychlost vyhfivani na max. 2°C/s.
pre-PCR: 942C /2 min
PCR: 94°C /15 s—582C /30 s—72°C /30 s (35 cykltd)
konec¢na syntéza: 72°C /3 min

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

Prilezitosné mizZete analyzovat produkty gelovou elektroforézou (napr. 3%
agarozovy gel). Délky fragmenti 206, 236, 269, 318, 402 bp.

2. Hybridizace (45°C, tfepana vodni lazen)
Nastavte vodni hladinu zhruba do % vysky promyvaciho korytka. Vyhrejte lazeri
presné na 459C (#0,5°C ). Napr. inkubdtor Biosan nastavte na 48°C. Zkontrolujte
teplotu kalibrovanym teplomérem a nastavenou teplotu pripadné upravte.
Vytemperujte Hybridization Buffer a Wash Solution A na 452C . (Dbejte, aby se
rozpustil veskery precipitdt, vysraZeny pri 2-8°C.)
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. (ProuZku se miZete
rukou dotknout pouze v rukavicich!). Na okraji prouZzku jej oznacte obycejnou tuzkou.
(Zddné propisky ani fixy !).

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

Pridejte 10 pl PCR produktu vZdy pfimo do kapky DNAT.

Promichejte vznikly roztok pipetou. Zlistane modry.

Nechte stat 5 min pfi pokojové teploté.
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Pridejte do kazdého sloupce korytka 1 ml Hybridization Buffer (predehfatého
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 Idzen vikem, aby byla teplota stabilni.

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

3. 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 orbitdlni tfrepacce.
Odsajte tekutinu vakuovou odsavackou.

Pridejte 1 ml Wash Solution B.

Inkubujte 5 min pfi pokojové teploté na linedrni nebo orbitdlni 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 vytvofi purpurové prouZky.

Nékolikrat prouzky oplachnéte destilovanou vodou.

Ususte prouzky ve tmé na filtracnim papiru.

ProuZky nikdy nevystavujte intenzivnimu svételnému zdreni.
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Vyhodnoceni

Genotyp vzorku je stanoven pomoci pfiloZzeného Collector™ sheetu.

Umistéte zpracovany testovaci prouzek do jednoho z oznacenych poli, zarovnejte jej
se schematickym vykresem pomoci ¢ervené znacky (horni) a zelené znacky (dole) a
pripevnéte jej lepici paskou.

Pozitivni reakce nejvyssi kontrolni linie naznacuje spravnou funkci Conjugate solution
a Color developeru. Tato linie by méla byt vzdy pozitivni.

Pro kazdou polymorfni polohu by mél byt ziskan jeden z nasledujicich vzord obarveni:
Pozndmka: Intenzita barveni pozitivnich linii se maze lisit. To nemad pro vysledek Zadny
vyznam.

GENOTYPES
HOM

MNOR HET
muartine QEB Fig. 22

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

Nékteré z mutaci pokrytych FMF-SAA1 StripAssay® jsou umistény v nékolika
nukleotidech na genu MEFV. Na testovacich prouZcich jsou reprezentovany
spolec¢nou wild type sondou, takZze 12 mutaci je pokryto pouze 8 wild type

sondami.
line wild type probe mutation
13 codon 148 E148Q
14 codon 369 P369S
15 codon 479 F479L
16 codon 680 M680I (G/C), M&80I (G/A)
17 codon 692-695 1692del, M694V, M6941, K695R
18 codon 726 V726A
19 codon 744 AT744S
20 codon 761 R761H

Vzorky, které jsou heterozygotni pro dvé z téchto mutaci (napr. M694V +
M6941, M694V + K695R), postradaji wild type signal (viz priklady | a J).

Pro tfiizoformy SAA1 1.1, 1.3 a 1.5 se ziskaji nasledujici vzory barveni obr.2:
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1.1 (52: Val, 57: Ala) lines (21) + (22)
1.3 (52: Ala, 57: Ala) lines (22) + (23)
1.5 (62: Ala, 57: Val) lines (23) + (24)

SAA1 GENOTYPES:

1M1 1113 1115 1313 1315 15/15

SAATC200T (21) - P — PR — R e (21)
SAA1 C209C (23) - P J— P — P we (23)
SAAT 224 T (24) P - P R B e (24)

Vysledkem Sesti moznych homozygotnich a heterozygotnich genotypt SAA1
(11/11,11/13,11/15,1,3/1,3,1,3/1,5,1,5/1,5) bude kombinace
prislusnych jednotlivych izoforem (obr.2).

Priklady vysledkt StripAssay nize (obr. 3).

Poradenstvi pfi feSeni problém Ize ziskat kontaktovanim Viennalab
prostrednictvim mistniho distributora nebo pfimo na
techhelp@viennalab.com.

Zhodnoceni kvality

e DOkladné porozuméni zde popsanému postupu a presné laboratorni
vybaveni a techniky jsou nutné k ziskani spolehlivych vysledk(. Pouzivani
StripAssay pro diagnostiku in vitro u ¢lovéka musi byt omezeno na vhodné
vySkoleny personal.

e Nepouzivejte komponenty StripAssay po uplynuti doby pouZitelnosti
vyznacené na vnéjsi strané krabicky soupravy. Nemichejte Cinidla z rliznych
sarzi.

e VVyvarujte se mikrobidlni kontaminace a kfizové kontaminace ¢inidel nebo
vzorkll pomoci sterilnich jednorazovych pipetovacich Spicek. Neménte uzavéry
lahvi.

e Kontrolni linie imobilizovana na kazdém testovacim prouzku umoziuje
kontrolu chromogenniho detekéniho systému. Pro sledovani a ovéreni
specificnosti hybridizacnich a promyvacich krok( by mély byt do kazdého
jednotlivého experimentu zahrnuty kontrolni DNA zndmého genotypu.

BEZPECNOST

e Na urcenych pracovnich mistech nepijte, nejezte, nekurte ani neaplikujte
kosmetiku. Pfi manipulaci se vzorky a reagenciemi soupravy pouZzivejte
laboratorni plasté a jednorazové rukavice. Poté si dikladné umyijte ruce.

e Zachazejte se vzorky, jako by byly schopné prendset infekéni agens. Dlkladné
oCistéte a dezinfikujte vSechny materialy a povrchy, které byly ve styku se
vzorky. Zlikvidujte veskery odpad spojeny s klinickymi vzorky v nadobé na
biologicky odpad.
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e V/yvarujte se kontaktu DNAT s k(iZi, o¢ima nebo sliznicemi. Pokud dojde ke
kontaktu, okamZité je omyjte velkym mnozstvim vody. Pokud dojde k rozliti,
zfedte jej vodou pred setfenim.

e Dodrzujte vSechny mistni a federdlni bezpecnostni a environmentalni
predpisy, které mohou platit.
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Priklady vysledk(:
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(A.) MEFV:normalni / SAA1:1.1/1.1

(B.) MEFV: E148Q heterozygotz / SAA1:1.3/1.5

(C.) MEFV: E148Q homozygot / SAA1: 1.1/1.5

(D.) MEFV: M680I (G/C) heterozygot / SAAL: 41.3/1.3
(E.) MEFV: E148Q-M680I heterozygot / SAA1: 1.5/1.5
(F.) MEFV: M680I (G/C) homozygot / SAA1: 1.1./1.3
(G.) MEFV: M694V heterozygot / SAA1:1.1/1.5

(H.) MEFV: M680I (G/C) — M694V heterozygot / SAA1: 1.5/1.5
(1) MEFV: M694V - M694I| heterozygot / SAA1:1.1/1.3
(J.) MEFV: M694V - K695R heterozygot / SAA1: 1.3/1.3
(K.) MEFV: M694V homozygot / SAA1: 1.1/1.1

(L.) MEFV: negativni kontrola nebo selhani PCR
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4-230
4-390
CS-012
CS-017
TAQ-500
TAQ-2500
2-014
2-020
6-080

FMF StripAssay ®©

FMF-SAA1 StripAssay ®©

StripAssay ® Detection Reagents

StripAssay ® Detection Reagents 48

Taq DNA Polymerase

Taq DNA Polymerase

GENXTRACT ™ Blood DNA Extraction System
Spin Micro DNA Extraction Kit

Typing Trays

N/

20 tests

20 tests

20 tests

48 tests

500 units

5x 500 units
100 extractions
20 extractions
5



