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Pracovni postup

1. 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 kaZzdym odebranim 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 GEN*TRACT 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 templdt 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 .

2. Amplifikace DNA

Béhem celé procedury uchovdvejte 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. napf. pro 5 vzorkl smichejte 24 ul Taq Dilution Buffer + 1
ul Tag DNA Polymerase.

e Pripravte pro kazdy vzorek jednu PCR zkumavku. Umistéte zkumavky na led.

e Pro kazdy vzorek pripravte na ledu vysledny PCR reakéni mix:

15 pl Amplification Mix (Zluté vicko)
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5 pl naredéné Tag DNA Polymerase (tj. 1 U)
5 ul vyizolované DNA
Pevné uzaviete zkumavky. Pfedehrejte termocykler na 942C.
Vlozte reakcéni zkumavky do cykleru a spustte prislusny program.
U rychlych termocyklerd zpomalte rychlost vyhtivani na max. 2°C/s.
pre-PCR: 9429C /2 min
PCR: 94°C /15 s—582C /30 s-722C /30 s (35 cyklt)
konec¢na syntéza: 72°C /3 min

Ulozte amplifikacni produkty na led, nebo pri 2-82C pro dalsi poulZiti.

Prilezitosné miZete analyzovat produkty gelovou elektroforézou (napr. 3%
agardzovy gel). Délky fragmenti 180, 277 bp.

3. Hybridizace (45°C, tfepana vodni lazen)
Nastavte vodni hladinu zhruba do % vysky promyvaciho korytka. Vyhrejte ldzeri
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, vysrdZeny 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. (ProuZku se miZete
rukou dotknout pouze v rukavicich!). Na okraji prouzku 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 vidy pfimo do kapky DNAT.

Promichejte vznikly roztok pipetou. Z{istane modry.

Nechte stat 5 min pri pokojové teploté.

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

VlozZte 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 rom), aby se tekutina pohybovala,
ale nestfikala ven. Uzavrete vodni Idzeri vikem, aby byla teplota stabilni.

Po skonéeni inkubace odsajte hybridizacni roztok vakuovou odsavackou.
OkamZité pokracujte, nikdy béhem celé procedury nenechte prouZek oschnout.
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4. Promyvani (45°C, tfepana lazen)
e Pridejte 1 ml Wash Solution A (predehraty na 459C). Kratce oplachnéte (10 s).
e (QOdsajte tekutinu vakuovou odsavackou.
e Pridejte 1 ml Wash Solution A (452C).
e Inkubujte 15 min pri 452C v trepané lazni.
e (QOdsajte tekutinu vakuovou odsavackou.
e Pridejte 1 ml Wash Solution A (452C).
e Inkubujte 15 min pri 452C v trepané lazni.
e (Qdsajte tekutinu vakuovou odsavackou.

5. Barveni (pokojova teplota)

e Pridejte 1 ml Conjugate Solution.
¢ Inkubujte 15 min pfi pokojové teploté na linearni nebo orbitalni tfepacce.
e (Odsajte tekutinu vakuovou odsavackou.
e Pridejte 1 ml Wash Solution B. Kratce oplachnéte (10 s).
e (Odsajte 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 Wash Solution B.
¢ Inkubujte 5 min pfi pokojové teploté na linedrni nebo orbitalni tfepacce.
e (Odsajte tekutinu vakuovou odsavackou.
e Pfidejte 1 ml Color Developer.
e Inkubujte 15 min pfi pokojové teploté ve tmé (zakryt krabickou) na tfepacce.
Pri pozitivni reakci se vytvorfi purpurové prouZky.
e Neékolikrat prouzky oplachnéte destilovanou vodou.
e Ususte prouzky ve tmé na filtracnim papiru.
ProuZky nikdy nevystavujte intenzivnimu svételnému zdreni.
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6. Vyhodnoceni

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

GEMOTYPES
MNOR HET HOM
muant e QEB Fig. 22
wild type line mutant line genotype
NOR positive negative normal
HET positive positive heterozygous
HOM negative positive homozygous mutant
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Ptiklad vysledku:

(A — (B.) — (C) - (D) —
(E.) — (F.) — (G.) — (H) —
(&) FCGRIA131: HH; FCGRIIA 158: FF

(B.) FCGRIA131: HR; FCGRIIIA 158: FF

(C.) FCGRIA131: HH; FCGRIIIA 158: FV

(0.) FCGRIA 131: HR; FCGRIIIA 158: FV

(E.) FCGRIA131: RR; FCGRIIIA 158: FF

(F.) FCGRIIA 131: HH; FCGRIIIA 158 VV

(G.) FCGRIA 131: RR; FCGRIIA 158: VWV

(H.) negative control or PCR failure
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