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1. Lysis Solution 50 ml
2. GENXTRACT™ Resin 5ml
Ihned resuspendujte pokazdé pred odebrdnim alikvotu A
3. Amplification Mix (Z/uté vicko) 500 ul
4. Taq Dilution Buffer (Ciré vicko) 500 pl
5. DNAT (modré vicko) 1,5ml @Warning
6. Typing Trays 3
7. Teststrips 20
8. Hybridization Buffer (bilé vicko) 25 ml
9. Wash Solution A (bilé vicko) 80 ml
10. Conjugate Solution 25 ml
11. Wash Solution B 80 ml
12. Color Developer 25 ml Q} Warning
13. Instructions For Use 1
14. Collector™ Sheet 1

ViennalLab Diagnostics GmbH
Gaudenzdorfer Guertel 43-45

A-1120 Vienna, Austria gl ViennaLa b®
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Pracovni postup

Uéel pouziti
Test na identifikaci mutaci gent HFE, TFR2 a FPN1 na zdkladé polymerdzové retézové
reakce (PCR) a reverzni hybridizace.

Izolace DNA

PouZijte Cerstvou nebo zmraZenou krev s EDTA nebo citratem, jako antikoagulant,
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, kterd byla vice neZ tfikrat opakované zmraZend a opét
rozmraZend.

Vytemperujte vzorky na pokojovou teplotu. Opatrné promichejte opakovanym
prfevracenim uzavrené odbérové zkumavky. Pred kaZdym odebrdnim 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 pfi 12000 rpm (cca 12,000 x g).

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

e Resuspendujte pryskyFici GEN*TRACT Fadnym protifepanim lahvicky.

e Pfidejte 200 pl GEN*TRACTu k peletu. Uzaviete zkumavku a vortexujte 10 s.
=PPryskyrice GENXTRACT rychle sedimentuje. Opakujte resuspenzi pokaZdé
tésné pred odebrdanim 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. Zchlad'te na ledu.

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

dalsi uchovdni je nutné prepipetovat supernatant do Cisté zkumavky a uskladnit ho
(pri 2-8°C aZ tyden), nebo zmraZeny pri —20°C .
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1. Amplifikace DNA

Béhem celé procedury uchovdvejte PCR reagencie a DNA templdt zchlazeny. VSechny
kroky pred startem vyhfrivani cykleru provddéjte na ledu (0-42°C).

e Naredte pracovni koncentraci (0,2 U/ul) Tag DNA Polymerase v Taq Dilution
Buffer (Ciré vicko). Tj. napt. pro 5 vzorkd 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 pfipravte na ledu vysledny PCR reakéni mix:

15 pl Amplification Mix (Zluté vicko)
5 pl naredéné Taq DNA Polymerase (tj. 1 U)
5 ul vyizolované DNA
Pokud neni DNA vyizolovdna izolacnim protokolem Viennalab, doporucujeme
pouZit DNA s koncentraci 2-10 ng/ul (=10-50 ng DNA na reakci).
Program termocykleru:
pre-PCR: [94°C /2 min
PCR:|94°C /15 s
58°C/30s 35x
72°C /30s
konecna syntéza: |72°C /3 min

e Pevné uzaviete zkumavky. Pfedehrejte termocykler na 942C.
e Vlozte zkumavky do predehratého cykleru a spustte prislusny program.
Ulozte amplifikacni produkty na led, nebo pfi 2-82C pro dalsi poulZiti.

Prilezitosné muZete analyzovat produkty gelovou elektroforézou (napfr. 3%
agarozovy gel). Délky fragmentu 118, 169, 183, 201, 247, 287, 310, 347 bp

2. Hybridizace (45°C, tfepana vodni lazen)

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

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

nastavenou teplotu prfipadné upravte.

Vytemperujte Hybridization Buffer a Wash Solution A na 45°C . (Dbejte, aby se

rozpustil veskery precipitdat, vysrdazeny pri 2-82C.)

Testovaci prouzky, DNAT, Conjugate Solution, Wash Solution B a Color Developer

nechte vytemperovat na pokojovou teplotu. Pripravte si promyvaci korytka.

Vyjméte jeden prouZek pro kazZdy vzorek pomoci Cisté pinzety. (Prouzki se miZete

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

(Zddné propisky ani fixy !).

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

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

e Promichejte vznikly roztok pipetou (zustane modry).
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e Nechte stat 5 min pfi pokojové teploté.

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

e VlozZte prouzek do prislusného sloupce korytka s ozna¢enim a ¢arkami nahoru.
Uplné jej ponofte.

¢ Inkubujte 30 min pfi 452C na tfepané platformé vodni [azné.
Nastavte stredni frekvenci tfepdni (cca 50 rpm), aby se tekutina pohybovala,
ale nestfikala ven. Uzavrete vodni Idzen vikem, aby byla teplota stabilni.

e Po skonceniinkubace odsajte hybridiza¢ni roztok vakuovou odsavackou.
Okam?zité pokracujte, nikdy béhem celé procedury nenechte prouZek oschnout.

3. Promyvani (45°C, tfepana lazen)

e Pridejte 1 ml Wash Solution A (pfedehraty na 452C). 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 QOdsajte 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.

4. Barveni (pokojova teplota)

e Pridejte 1 ml Conjugate Solution.
¢ Inkubujte 15 min pfi pokojové teploté na linedrni nebo orbitalni tfepacce.
e QOdsajte tekutinu vakuovou odsavackou.
e Pridejte 1 ml Wash Solution B. Kratce oplachnéte (10 s).
e QOdsajte tekutinu vakuovou odsavackou.
e Prfidejte 1 ml Wash Solution B.
¢ Inkubujte 5 min pfi pokojové teploté na linearni nebo orbitalni tfepacce.
e (QOdsajte tekutinu vakuovou odsavackou.
e Pridejte 1 ml Wash Solution B.
¢ Inkubujte 5 min pfi pokojové teploté na linearni nebo orbitalni tfepacce.
e Odsajte tekutinu vakuovou odsavackou.
e Pridejte 1 ml Color Developer.
e Inkubujte 15 min pfi pokojové teploté ve tmé (zakryt krabi¢kou) na tfepacce.
PFi pozitivni reakci se vytvori purpurové prouzky.
e Nékolikrat prouzky oplachnéte destilovanou vodou.
e Ususte prouzky ve tmé na filtra¢nim papiru.
ProuZky nikdy nevystavujte intenzivnimu svételnému zdreni.
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5. Vyhodnoceni
Genotyp vzorku je urcen pomoci pfiloZzeného listu CollectorTM. Umistéte zpracovany
testovaci prouZek do jednoho z uréenych poli a zarovnejte jej podle nakresleného schématu k
Cervené znackovaci lince (nahore) a zelené znackovaci lince (dole) a zafixujte ji pomoci lepici

pdsky.

o Kazda mutace musi mit alespon jeden nebo oba prouzky.
e Pozn. Intenzita prouzku se mlze lisit. Intenzita nema zadny vyznam pro vysledek.

Note: Staining intensiies or posiive ines may vary. 1s s or m
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o Nékteré mutace maji spolecny wild type prouzek, takze 18 mutaci ma jen 13
wild type prouzku. Vzorky, které jsou sloZzenymi heterozygoty dvé uvedené
mutace (napf. H63D + S65C, C282Y + Q283P) budou postradat wild type
prouzek (viz priklady D a H v tabulce na nasledujici strané). Tyto mutace jsou
uvedeny v nasledujici tabulce.

Some of the mutations covered by the Haemochromatosis StripAssay A ™
few nucleotides on their respective genes. On the Teststnps these are
common wild type probe, so that the 18 mutations are covered by 13 wild ty

line wild type probe mutation

19 HFE: codon 53 HFE: V53M
20 HFE: codon 59 HFE: V59M
21 HFE: codon 63 to 65 HFE: H63D; H63H,
22 HFE: codon 127 HFE: Q127H
23 HFE: codon 160 HFE: P160del
24 HFE: codon 168 to 169 HFE: E168Q), E168X
25 HFE: codon 282 to 283 HFE: C282Y, Q2
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Priklad vysledk:
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(A.) normal

(B.) HB3D heterozygous
(C.) H63D + C282Y heterozygous

(D.) H63D + S65C heterozygous

(E.) H63D homozygous
(F.) S65C homozygous
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(G.) C282Y heterozygous
(H.) C282Y + Q283P heterozygous
(1.) C282Y homozygous
(J.) Y250X homozygous
(K.) H63D + V162del heterozygous
(L.) negative control or PCR failure




