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Lysis Solution
GEN*TRACT™ Resin

N

50 ml
5 ml

Promychejte pokaZdé pokaZdé bezprostiedné pred odebrdnim alikvotniho podilu. A

3. Amplification Mix (Zluté vicko)

4. Taq Dilution Buffer (Ciré vicko)

5. Taq DNA Polymerase (5U/pl) (Cervené vicko)
6. DNAT (modré vicko)
7
8
9

. Typing trays
. Testovaci stripy
. Hybridization Buffer (bilé vicko)
10. Wash Solution A (bilé vicko)
11. Conjugate Solution
12. Wash Solution B
13. Color Developer
14. Manual
15. Collector™ Sheet

500 pl
500 pl
75U

1,5 ml @ Varovani
3

20

25 ml

80 ml

25 ml

80 ml

25 ml

ViennalLab Diagnostics GmbH
Gaudenzdorfer Guertel 43-45
A-1120 Vienna, Austria

Phone: (+43-1) 8120156-0

Fao: (+43-1) 8120156-19
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Obr.1: Design testovaciho stripu
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- Control

- mutant
- mutant
- mutant
- mutant

e Wil type
- Wild type
- Wild type

- wild type

- Red Marker Line (top)

E412E
1560S
IVS14+1G>A
D949V

E412E
1560S
IVS14+1G>A
D949V

Ref.Seq. NM_000110.3

c.1236G>A
c.1679T>G
c.1905+1G>A
C.2846A>T

c.1236G>A
c.1679T>G
c.1905+1G>A
C.2846A>T

- Green Marker Line (bottom)

HapB3
DPYD*13
DPYD*2A
p.D949V

Pozndmka: Testovaci strip neni uveden v rediné velikosti a nesmi byt pouZit pro interpretaci

vysledku!
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Pracovni postup

I.  Uéel pouziti
Test na identifikaci genotypu spojenych s odpovédi na lé¢bu 5-fluorouracilem zalozeny
na polymerazové fetézové reakci (PCR) a reverzni hybridizaci. Pro lidskou in vitro
diagnostiku.

.  Metodologie

Postup zahrnuje tfi kroky: (1) izolace DNA, (2) amplifikace PCR s pouZzitim biotinylovanych
primerdq, (3) hybridizace amplifikaénich produktl s testovacim stripem obsahujicim
alelové specifické oligonukleotidové sondy imobilizované jako fada paralelnich linii (obr.
1). Navdazané biotinylované sekvence jsou detekovany pomoci streptavidin-alkalické
fosfatazy a barevnych substratu.

Test zahrnuje 4 polymorfni lokusy v genu DPYD: ¢.1236G> A (HapB3), ¢.1679T> G (DPYD *
13), ¢.1905 + 1G> A (DPYD * 2A, IVS14 + 1G> A), c.2846A> T (str. D949V).

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

I1l. Slozeni kitu
Viz list slozeni kitu na strané I.
DNAT obsahuje 1,6% NaOH.

@ Varovani

H315: Zplsobuje podrazdéni kaze

H319: ZpUsobuje vaziné podrazdéni odi.

P280: Noste ochranné rukavice / ochranny odév / ochranné bryle / obli¢ejovy $tit

P337 + P313: Pokud podrazdéni odi pretrvava: Vyhledejte Iékafskou pomoc / osetfeni
Amplification Mix, Taq Dilution Buffer, Conjugate Solution, Wash Solution B obsahuiji
0.05% NaN3. Conjugate Solution obsahuje streptavidin-alkaline phosphatase. Color
Developer obsahuje nitro blue tetrazolium (NBT) a 5-bromo-4-chloro-3-indolyl

phosphate (BCIP).
Skladujte vsechny reagencie pri 2-8°C pokud je nepouZivdte!

IV.  Material, ktery je potrebny, ale neni souéasti kitu
Kromé standardniho vybaveni laboratore pro molekuldrni biologii je zapotrebi:
¢ Nastavitelna mikrocentrifuga s 3 000—12 000 ot / min (1 000—12 000 x g)
e Inkubator (napft. vyhtivany blok, vodni lazen) s teplotou 56 ° Caz 98 °C (+ 2 ° C)
e Termocykler a vhodné tenkosténné plastové reakéni zkumavky / stripy
¢ Vodni |azen s trepaci ploSinou a nastavitelnou teplotou (45 °C+ 0,5 ° C)
* Vakuové aspiracni zatizeni
» Trepacka (kolébkova nebo orbitdlni trepacka)
e Volitelné: zatizeni pro elektroforézu na agarézovém gelu (pro kontrolu produkt(
amplifikace)

V. Postup
1. Izolace DNA
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Pouzijte cerstvou nebo zmraZenou krev s EDTA nebo citratem, jako antikoagulans,
vyhnéte se krvi s obsahem heparinu. Neskladujte krev pfed 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 tiikrat opakované zmraZend a opét rozmraZend.
Vytemperujte vzorky na pokojovou teplotu. Opatrné promichejte opakovanym
pfevracenim uzavrené odbérové zkumavky. Pred kaZzdym odebrdnim dalSiho alikvotu
opakujte promichdni. Vytemperujte Lysis Solution a pryskyrici GENXTRACT 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
pfevracenim zkumavky.

e Nechte zkumavku stat 15 min pti pokojové teploté.

e Centrifugujte 5 min pfi 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 Odsajte a vylijte supernatant kromé cca 50 pl viditelného, mékkého peletu.

e Resuspendujte pryskyfici GENXTRACT fadnym protfepanim lahvicky.

e Pfidejte 200 ul 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 56°C . Vortexujte 10 s.

e Inkubujte 10 min pfi 98°C . Vortexujte 10 s.

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

Vysledny supernatant obsahuje DNA templdt vhodny pro okamzZité pouZiti v PCR. Pro dalsi
uchovdni je nutné prepipetovat supernatant do Cisté zkumavky a uskladnit ho (pfi 2-82C
aZ tyden), nebo zmraZeny pfi —20°C .

2. In Vitro Amplifikace (PCR)

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 (1:25, findlni koncentrace 0,2 U/ul) Tag DNA
Polymerase (Cervené vicko) v Taq Dilution Buffer (Ciré vicko). Tj. napf. pro 5 vzorkd
smichejte 24 pl Taq Dilution Buffer + 1 pl 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)
5 ul nafedéné Taq DNA Polymerase (tj. 1 U)
5 ul vyizolované DNA
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Pokud neni DNA vyizolovdna izolacnim protokolem Viennalab, doporucujeme pouZit
DNA s koncentraci 2-20 ug/ml (= 10-100 ng DNA na reakci).
e Pevné uzaviete zkumavky. Pfedehrejte termocykler na 94°C.
e VloZte reakéni zkumavky do predehratého cykleru a spustte nasledujici program.
pre-PCR: 94°C /2 min
PCR: 94°C /15 s-58°C /30 s—72°C /30s (30 cyklt)
koneéna syntéza: 72°C /3 min

Skladujte amplifikacni produkty na ledu nebo pri 2-8°C pro ndsledujici pouZiti.
Volitelné: PrileZitosné miZete analyzovat produkty gelovou elektroforézou (napr. 3%
agardzovy gel). Délky fragmentu: 95, 120, 150, 187 bp

3. Hybridizace (45°C, tfepana vodni lazeri)

Nastavte vodni hladinu zhruba do % vysky promyvaciho korytka. Vyhrejte ldzefi pfesné 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, vysrdaZeny pri 2-8°C.)

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

vytemperovat na pokojovou teplotu. Pripravte 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 !).

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

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

e Promichejte vznikly roztok pipetou. Zistane modry.

e Nechte stat 5 min pfi pokojové teploté.

e Pridejte do kazdého sloupce korytka 1 ml Hybridization Buffer (predehratého na
45°C). Jemné korytkem zamichejte (modrd barva zmizi.)

e Vloite prouzek do pfisluiného sloupce korytka s oznaéenim a ¢arkami nahoru. Uplné
ponofrte.

e Inkubujte 30 min pfi 45°C na trepané platformé vodni lazné.
Nastavte stiedni frekvenci tfepdni (cca 50 rom), aby se tekutina pohybovala, ale
nestfikala ven. Uzavrete vodni ldzen vikem, aby byla teplota stabilni.

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

4. Stringent wash (45°C, tfepana lazen)

e Pridejte 1 ml Wash Solution A (predehtaty na 45°C). Kratce oplachnéte (10 s).
e (Qdsajte tekutinu vakuovou odsavackou.

e Pridejte 1 ml Wash Solution A (45°C).

e Inkubujte 15 min pfi 45°C v tfepané lazni.

e (Odsajte tekutinu vakuovou odsavackou.

e Prfidejte 1 ml Wash Solution A (45°C).
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e Inkubujte 15 min pfi 45°C v tfepané lazni.
e (QOdsajte tekutinu vakuovou odsavackou.

5. Barveni (pokojova teplota)

e Pridejte 1 ml Conjugate Solution.
e Inkubujte 15 min pfi pokojové teploté na linedrni nebo orbitdlni tfepacce.
e (QOdsajte tekutinu vakuovou odsavackou.
e Pridejte 1 ml Wash Solution B. Kratce oplachnéte (10 s).
e Odsajte tekutinu vakuovou odsavackou.
e Pridejte 1 ml Wash Solution B.
e Inkubujte 5 min pfi pokojové teploté na linedrni nebo orbitdlni tfrepacce.
e Odsajte tekutinu vakuovou odsavackou.
e Pridejte 1 ml Wash Solution B.
e Inkubujte 5 min pfi pokojové teploté na linedrni nebo orbitdlni 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 trepacce.
Pri pozitivni reakci se vytvori purpurové prouzky.
e Neékolikrat prouzky oplachnéte destilovanou vodou.
e Ususte prouzky ve tmé na filtracnim papiru.
Prouzky nikdy nevystavujte intenzivnimu svételnému zareni.
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VI. Vyhodnoceni

Genotyp vzorku je uréen pomoci pfilozeného listu Collector™.

Umistéte zpracovany Testovaci strip do jednoho z uréenych poli, zarovnejte jej podle
schematického vykresu pomoci ¢ervené €ary znacky (nahore) a zelené ¢ary znacky
(dole) a zafixujte jej lepici paskou.

Pozitivni reakce nejvyssi kontrolni linie naznacuje spravnou funkci Conjugate Solution

a Color Developer. Tato ¢ara by méla byt vidy pozitivni.

Pro kazdou polymorfni pozici by mél byt ziskan jeden z nasledujicich vzor( barveni:
Pozndmka: Intenzity barveni ¢ar se mohou lisit. To pro vysledek to nemad Zddny

vyznam.
GENOTYPES
MOR HET HOM

muartine QEB Fig. 22

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

Viz priklady vysledku StripAssay na strané Il (obr. 3).

Radu v pfipadé problému Ize ziskat kontaktovanim ViennalLab prostfednictvim

mistniho distributora nebo pfimo na techhelp@yviennalab.com.
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Obr. 3: Priklady vysledki

(A) — (B.) — (C.) — (D.) —
1 | p—— 1 1
2 2 7 — )
3 3 3 3 e —
4 2 4 4
5 e 5 5 = 5 =
g o — A j— §
T ™ T ™ 7 T [
g™ 3 ™ 3 ™ B ™
(E.) — (F.) — (G.) (H.) —
1 1 1 - — 1
2 2 2 2
3 e — 3 3 3
4 4 — 4 | — 4
5™ 5 ™ 5™ 5
G j— g [ 6 j— &
7 i i 7
£ | g g e B

G.) DPYD c.1236G>A + c.2846A>T heterozygous
H.) negative control or PCR failure
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REF \z/

4-780 PGX-5FU XL StripAssay® 20 testl
CS-012 StripAssay® Detection Reagents 20 testl
CS-017 StripAssay® Detection Reagents 48 48 testl
2-014 GEN*TRACT™ Blood DNA Extraction System 100 extrakci
2-020 Spin Micro DNA Extraction Kit 20 extrakci
6-080 Typing Trays 5
Distributor:

B ]
BioVendor — Laboratorni medicina Gl B I Ove n d O r
Karasek 1767/1 ®
621 00 Brno, Ceska republika LM
Tel.: +420 549 124 111
Email: info@biovendor.cz www.biovendor.cz

d Vyrobce:

ViennalLab Diagnostics GmbH

Gaudenzdorfer Guertel 43-45 V | [ — N N/\
A-1120 Vienna, Austria L_VAY—]

Phone: (+43-1 ) 81 201 56-0 ESTABLISHED INNOVATIONS IM DIAGNOSTICS
Fax: (+43-1) 8120156-19
info@viennalab.com www.viennalab.com
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