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Souprava pro genotypizaci polymorfizmd asociovanych s perzistenci laktdzy

by oparon

POUZITI

LactoStrip je souprava, kterd umoZiiuje detekci dvou polymorfizmi genu MCMé asociovanych
s perzistenci laktdzové aktivity u dospélych: C/T 13910 a G/A 22018.

U fady lidi se po ukonceni obdobi kojeni sniZuje schopnost trévit laktézu (hlavni sacharide pFtomny
v mléce (primdrni laktézové intolerance). Davodem je snizeni enzymu laktoza-phlorizin hydroléza (LPH),
zodpovédné za hydrolyzu laktézy na glukézu a galaktézu — cukry, které jsou vstiebdvény ve strevech.
Naopak urciti jedinci, zejména potomci chovateld skotu maji aktivitu tohoto enzymu zachovanou i
v dospélosti.

Frekvence perzistence laktdzové aktivity je vysokd v populaci severni Evropy (>90 % ve Svédsku a
Ddnsku) a snifuje se smérem na jih Evropy a stfedntho vychodu (ca 50 % ve Francii, Spanélsku a nékterych
arabskych populacich) a je velice nizké v asijskych a Africkych populacich, které se nevénovaly pastevectvi.
(ca 1% v Cing. 5-20 % ve vjchodni Africe).

Laktézovd intolerance se projevuje raznymi zplGsoby, od nejtypictéjich (bolesti bficha, nadyméni,
prijem) aZ po razné typy nevolnosti, zvraceni, bolesti hlavy, nizké koncentrace, véiné Unavy, svalovych a
kloubnich bolesti atd.

Tato souprava je pouze ndstroj, ktery mé pomoci odbornikim diagnostikovat vy$e uvedené patologie.
Tato souprava nenf uréena jako jediny prostiedek diagnostiky.

PRINCIP

Souprava LactoStrip je zaloZena na principu reverzni hybridizace a umoZiiuje identifikaci dvou
polymorfizma lokalizovanych na intronech 9(C/T 13980) a 13 (G/A 22018) genu MCMé.

Pracovni postup mé 3 kroky: a) extrakce DNA (reagencie nejsou souldsti soupravy) b) PCR amplifikace
c) hybridizace/detekce

Dva fragmenty MCMé genu (introny 9 a 13), kde jsou testované polymorfismy lokalizovany, jsou
soucasné& amplifikovdny polymerdzovou Fetézovou reakci. Béhem této PCR je pFiddna znacka (biotin)
k amplifikovanym fragmentam DNA.

Na testovaci membrdné jsou kovalentn& navdzany proby, specifické pro fragmenty sekvenci
amplifikovanych PCR. Pro kazdy polymorfismus jsou 2 préby. Jedna pro kazdou moznou sekvenci. Préba
pro kontrolu vyvoje a ¢ervend a ¢ernd linie pro pozici stripu pfi vyhodnocovani.

Béhem hybridizace se proby specificky navézou na amplifikované fragmenty DNA vzniklé béhem PCR.

Poté, co jsou produkty PCR hybridizovany s prébami na membrdné a po nékolika nésledujicich
promyti, aby se vylou¢ily nespecifické vazby je hybridizace detekovana (,vyvoj“). Membrdna je inkubovdna
se konjugdtem streptavidin-peroxiddza, ktery se navéZe na biotin v molekule. Poté je pfidan substrét
peroxiddzy (TMB), ktery vytvoii modry precipitdt v misté hybridizace.

Kone¢nym vysledkem reakce je vzorec linii, kiery je interpretovdn pomoci diagramu a kontrolntho
stripu. Kazdy polymorfizmus muze byt charakterizovan tfemi situacemi: pro pozici 13910 jsou moZné

genotypy CC, CT, TT a pro pozici22018 jsou moiné GG, GA a AA.
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OBSAH SOUPRAVY
LACTOSTRIP 16 testova souprava
Membrany 16
8-pozic rémeclek 2
PCR Reagent PCR smés 0,8 ml
REAG ~ PCR Primery 0,1 ml
Taq [REAG | TAQ | 0,030
Denaturace SOLN 1 ml
Hybridiza¢ni pufr HYB 60 ml
Promyvaci pufr 1 | BUF [WASH1 100 ml
Konjugat [cona| HRP | 60 ml
Promyvaci pufr 2 130 ml
Substrat 30 ml
Ndévod 1
Interpreta¢ni tabulka 1

MATERIAL, KTERY NENT SOUCASTi SOUPRAVY:
Pro pouziti soupravy je potfeba ndsledujici materidl:
1. Mikrozkumavky pro PCR.
2. Mikropipety a pfisluiné $picky (sterilni nebo o3etfené UV, idedlné s filtrem).
3. Pinzeta/kledticky a tuzka (volitelné).
4. Hodiny.
5. Teplomér.

VYBAVENI, KTERE NENI SOUCASTI SOUPRAVY

1. Thermoshaker — tfepac¢ka pro desticky
Souprava byla validovéna pro: PST-60HL (Biosan S.L.), Profiblot T30 y T48 (Tecan), Autoblot
3000H (medTEC), TENDIGO (Fujirebio).

2. Termocykler
Ndsledujici pfistroje byly Usp&$né pouZivany se soupravou: PTC-100 (MJ Research), MJ Mini
Gradient Thermal Cycler (BioRad), Mastercycler Personal (Eppendorf), STO0O0 Thermal Cycler
(BioRad).



UPOZORNENI

1. Pouze pro in vitro poutziti.

2. Piesné& ndsledujte pracovni postup. Modifikace pfedepsanych krokid a teplot maze vyznamné ovlivnit
vysledek

3. Vechen materidl musi byt bez kontaminace DNA. Doporuduje se pouiziti $picek s filirem pro
zamezeni kontaminace aerosolem. Ujistéte se, Ze byla provedena viechna obvykld opatieni pro
amplifikaci. PouZivejte autoklavovany materidl pro hybridizaci a vyvoj.

4. Souldsti soupravy skladujte podle ndvodu.

5. Nekombinujte ¢asti souprav raznych Sarzi.

6. Nepouzivejte reagencie po datu exspirace.

7. Stripy jsou pro jedno poufZiti.

8. Doddvané plata jsou pro jedno poufZiti.

9. Do kazdého Zladbku dejte pouze jeden strip.

10.V pfipadé, Ze je poskozeny vné&j§i obal soupravy, ale komponenty nebyly poskozeny, je mozné
soupravu pouzivat

11.Jednotlivé komponenty je tfeba likvidovat podle mistnich zdkon( o odpadu.

12.Se vzorky pacientl je tfeba vzdy naklddat joko s potencidlng infekénim. Je tieba dodrzet standardy
ochrany prostfedi a bezpecnosti préce.

13.Po pouiziti doporucujeme se stripy manipulovat se stejnou opatrnosti, jako se vzorky. Je tieba je
pokladat za nebezpecny biologicky materidl.

14.Denaturaéni roztok obsahuje <2 % NaOH a muze podrézdit zrak i kazi (H314 a P280, P305, P351,
P338, P310).

15.Nelikvidujte vénj§i obal soupravny, dokud jste zcela nespotiebovali obsah Vnéjsi obal obsahuje
duleZité informace o CE znacenfi a 3arZi slozek.

SKLADOVANI

Vdechny reagencie skladuijte pfi 2-8 °C. V nékterych roztocich se béhem skladovani pfi nizké teploté
mohou obijevit precipitdty (hybridiza¢ni pufr, promyvaci pufry 1 a 2, konjugét), to neovlivni kvalitu testu. PFi
temperovani reagencii dojde k opétovnému rozpusténi: pfi laboratorni teploté (konjugdt) nebo pii 42 °C
(hybridiza¢ni pufr a promyvaci pufry 1 a 2).

Datum exspirace je vyti$t€no na ndlepce.

VZORKY

Zd4kladnim materidlem pro provadéni testu je DNA o zndmé koncentraci. Tato DNA muze byt
extrahovéna z krve (EDTA nebo citrdt), ze slin nebo z tkdné a méla by mit dostate¢nou kvalitu na PCR
amplifikaci. (R260/280 >1,5).

Nékteré extrakeni protokoly, které zajistuji dobry vysledek LactoStripu byly nésleduijici:

a) Vysolovani (DNA extrakce precipitaci soli).

b) Extrakce pomoci silika-kolonek.

c) Extrakce z kapky krve na FTA filtra¢nim papiru za pouziti soupravy Chelex (8 mm pramér kruhu, 25
ul Chelexu, PCR s 5 ul).

d) Extrakce z kapky krve na FTA filtra¢nim papiru za pouZiti soupravy Whatman (2 mm pramér kruhu).

DNA vzorky uchovaveite pii 2-8 °C pro pouziti ihned nebo pfi -20 °C pro del$i dobu skladovani.



LACTOSTRIP — PRACOVNIi POSTUP

1. Polymerdzovd fetézové reakce (PCR)

P¥prava PCR:
DuleZité: pfed otevienim vicek reagencie kratce centrifugujte. To zaijisti, Ze cely obsah bude na dné
zkumavky.
Pripravte potiebny pocet PCR zkumavek podle po¢tu DNA na amplifikaci.
Do kazdé PCR zkumavky pfidejte: 39 ul PCR premixu + 5 ul primerd + 1 ul Tag + 5 ul DNA
(50 ng/ul).
Kdekoliv je mozné b&hem piipravy udriujte reagencie a smési pii 2-8 °C
Pokud budou amplifikovdny rtzné vzorky DNA, pfipravie b&znou smés tak, aby bylo mozné pfidat 45 ul
smési + 5 ul DNA (50 ng/ul). Napfiklad:

Pocet PCR PCR premix Primery Taq
1 39 ul 5 ul 1 ul
3 136.5 ul 17.5 ul 3.5 ul
5 214.5 ul 27.5 ul 5.5 ul
8 351 ul 45 ul 9 ul

* Smés obsahuijici viechny PCR komponenty by méla byt vidy pfipravena
v nadbytku s ohledem na kompenzaci ztraty béhem pipetovani.

Vzhledem k poZzadavkim ,sprévné laboratorni praxe” by méla byt v kazdé sérii zafazena negativni
kontrola, aby byly vylou¢ena kontaminace a je-li vyZadovdano, také pozitivni kontrola

Amplifikace:
Odpovidajici koncentrace DNA je dulezitd pro doby vysledek.

Umistéte zkumavky do termocykleru, pokud je tieba, ptidejte kapku Nujol mineral oil do kazdé PCR reakce
a amplifikujte podle nésledujiciho programu:

94 °C, 3 min

30 cykla: 94°C,30s
52°C,30s
72°C,30s

72 °C, 5 min

4 °C

Verifikace PCR

Vysledek muze byt ovéfen na 2 % agardézovém gelu. Aplikujte 5 pl z kazdé PCR do jamky na gelu.
PCR premix obsahuje loading pufr a 2 barvy pro kontrolu elektroforézou). Elekiroforéza probihé pii 100 V
40 min a odetitd se pod UV svétlem. Mély by byt nalezeny 2 linie: 278 a 228 pb.

Po ukonceni amplifikace provedte bud ihned vyvijeni stripu nebo vzorky uchovejte po dobu 24 hod.
pii 2-8 °C nebo po del3i dobu zmrazené pfi -20°C.




PCR diagram:

2 % agarose

. + 5l ADN /
BA+ 5 pl Primers > g5+ 1 pl Tag > QA (50 ng/ul) b PCR \

39 ul PCR Mix

LactoStrip Strip

2. Hybridizace/ Vyvoj stripu

Na vyzaddni Operon poskytne pracovni postup na specificky pfistroj (Profiblot of Autoblot3000H)
nebo pro manudlini provadéni analyzy (PST-60HL manudlni — thermoshaker — postup na konci pracovniho
ndvodu).

http://www.OPERON, S.A..es/es/products/protocols.

V denaturaénim kroku se pipetuje do zlabku 12,5ul denaturaéniho roztoku + 12,5 ul smési PCR.

Produkt byl testovan na fadé rlznych obecnych platforem komereni ndzvy ovéfenych byly vyse
specifikované nicméné nejsou urené vyluéné. Souprava a pracuje korekingé na kterémkoliv systému,
duleZité je zajisténi sprévné teploty a dodrzeni pracovniho protokolu.

3. Interpretacja paskéw

Interpretacja paskéw moze byé wykonana wzrokowo, stosujgc tablice ewaluacyjng zawartg w
zestawie (patrz instrukcje wykonania dla kazdego instrumentu) lub automatycznie , stosujac scannery

(BIOSCITEC) -BLOTrix R2 lub BLOTrix ST.

Na zyczenie , OPERON,S.A. dostarczy uzytkownikowi instrukcie do automatycznej interpretacii
paskéw z uzyciem skaneréw (DO-09053004 "Instructions of use BLOTRix R2 S1"). Alternatywnie prosimy
odnies$¢ sie do nastepujacego adresu w sieci:

http://www.OPERON, S.A..es/es/products/protocols.

WAZNE: wyniki interpretacji paskéw za pomocg skaneréw muszg byé zawsze weryfikowane wzrokowo:
bardzo stabe prazki moga byé nie wykryte przez instrumenty.

VYSLEDKY:

Pro kazdy z testovanych polymorfizma je mozné ziskat 3 vysledky:

13910
T/T (asociovany s perzistenci laktGzové aktivity) jedna modré linie se objevi na pozici pro tento
polymortfizmus (nizsi pozice).
T/C (asociovany s perzistenci laktdzové aktivity) dvé modré linie se objevi na pozici pro tento
polymortfizmus (nizsi pozice).
C/C (asociovany s ne-perzistenci laktdzové aktivity) jedna modré linie se objevi na pozici pro tento
polymorfizmus (vy33i pozice).



A/A (asociovany s perzistenci laktdzové aktivity) jedna modrd linie se objevi na pozici pro tento
polymorfizmus (nizsi pozice).
A/G (hlavni asociovany s perzistenci laktGzové aktivity) dvé modré linie se objevi na porzici pro tento
polymorfizmus (nizsi pozice).
G/G (asociovany s ne-perzistenci laktdzové aktivity) jedna modré linie se objevi na pozici pro tento
polymorfizmus (vy33i pozice).

Priklady:

Developing control —
Control line —

13910 C —
13910 T—

22018 G —
22018 A —

Control line —— = J— — — —

13910C/C 13910 T/T 13910C/T  13910C/C
22018 G/G 22018 A/A 22018 G/A 22018 G/A

Ve studii zahrnujici 196 finskych subjektt; 137 s perzistenci laktdzové aktivity a 59 s nizkou laktdzovou

aktivitou byly ziskany nésledujici vysledky:

o Ze 137 subjektt s perzistenci laktdzovi aktivity: Zadny nemél genotyp CC13910 -GG22018. 74 mélo
genotyp TT13910 — AA22018; 63 mélo genotyp TC13919 — GA22018

o Z 59 subjektt s nizkou laktdzovou aktivitou: Viech 59 subjektu predstavovalo genotyp CC13910; 6/59
predstavovalo genotyp GA22018 a 53/59 GG22018.

Ve studii bylo zahrnujici 40 p¥padi ne-finskych subjekta (Jizni Korea, Itdlie, Némecko) s nizkou
laktdzovou aktivitou Viech 40 predstavovalo genotyp CC13910; 1/40 predstavovalo genotyp GA22018;
a 39/40 ptedstavovalo genotyp GG22018.

KONTROLA KVALITY

Prouzek kontroly kvality vyvoje se vidy objevi nad ¢ernou linii. Jeho nepfitomnost ukazuje na problémy
béhem hybridizace / vyvoje stripu.

Strip odpovidaijici negativni kontrole amplifikace musi vykazovat pouze kontrolni linii. V kazdém vzorku
se musi objevit alespon jedna modrd linie pro kazdy polymorfismus. (kromé pfipadu potencidlni delece
genu) ale maximdlné dvé. Nepfitomnost linii asociovanych s polymorfismem ukazuje na chybu v PCR
(ovéfte kvalitu DNA na 2 % agardézovém gelu) nebo hybridizaci (ovéfte teplotu hybridizace).

VLASTNOSTI/ EXTERNI A INTERNf HODNOCEN(

PouZiti tohoto testu je omezené na $kolené odborniky, zbéhlé v molekularné biologickych metodach.

Test byl ovéfen 64 DNA vzorky a vysledky 100 % odpovidaly jinym standardnim genotypiza¢nim
metoddm (sekvenovdani nebo restrikenf testy)

U 14 pacientd byly porovndny vysledky testt pro primérni laktézovou intoleranci pomoci LactoStripu
oproti s dechovému testu. Tyto vysledky korelovaly ve 100 %.



MOZNE PROBLEMY
1. Na stripu se neobjevi Z4dny prouZek, ani kontrolni
- Konjugdt nebo substrat nebyl vytemperovan na sprévnou teplotu.
- Nebyl pfidan konjugdt nebo substrat nebo byl v pfili§ nizké koncentraci.

2. Obijevi se pouze kontrolnf prouzek

- PCR amplifikace neprobéhla sprévné (ovéfte na agarézovém gelu).

- Nebyl pfidén vzorek nebo byl v piili§ nizké koncentraci pro hybridizaci.

- Nesprdavnd hybridizace nebo teplota promyvaciho pufru 1 (vy$3i nez v ndvodu).
- Nesprdvnd teplota inkubace (vy3$3i nez v ndvodu)

3. Na stripu je silné barevné pozadi

- Promyvaci krok nebyl proveden efektivné (3patné nacasovéni, maly objem promyvaciho pufry,
studeny pufr).

4. Nehomogenni zbarvenf stripu
- Neadekvéini trepdni (zkontrolujte program thermoshakeru — trepacky).
- Stripy nebyly dobfe ponofeny b&hem inkubace.

5. Neodekdvané vysledky

- Neadekvétni inkubace nebo teplota reagencii.

- Kontaminace PCR (ovéfte pomoci negativni kontroly.

- Kontaminace Zlabka béhem piendseni reagencii béhem pfidavéni hybridizaéniho pufru.

Ndsleduijici tabulka ukazuje v $edé oblasti rozsah odpovidajici pracovni teploty pro kazdou prébu
(hybridizace/ vyvoj testované na termotfepadce PST-60HL) (dobrd intenzita hybridizace, 74ddné zkiizené
reakce)

39°C | 40°C | 41°C | 42°C | 43°C | 44°C | 45°C

13910C
132107

22018G
22018A

SENZITIVITA

Senzitivita soupravy LactoStrip byla stanovena nékolika vyrobnimi $arzemi Nejmensi mnoZstvi detekce
DNA na PCR, které Ize sprdvné genotypovat je 5-10 ng (linie s dobrou intenzitou) mensi mnoZstvi nez 5 ng
zpUsobuje slabé linie, které je obtizné hodnotit.

SPECIFICITA

Specificita soupravy LactoStrip pro detekci polymorfizmt byla hodnocena 64 vzorky o zndmém
genotypu tfemi riznymi $arzemi. Ve vSech pfipadech se vysledky shodovaly 100%.

Diagnostickd specificita soupravy LactoStrip soupravy byla srovnédvéna s dechovym testem. Celkové
bylo analyzovéno 14 pacientt a vysledky se shodovaly.

HOOK EFFECT

Byl posuzovén vliv vysoké koncentrace DNA (az 5000 ng) na vysledky LactoStrip souprav. Nebyl zji§tén
inhibi¢ni vliv PCR ani se nezménila intenzita zbarveni.
P¥i koncentraci vy$3i, nez 1000ng DNA byla pozorovdna slabd zkiizend reakce na 13910C a stejné
zkiiZzend reakce byla pozorovana pfi koncentraci 5000ng DNA na linii 22018A.



SPOLEHLIVOST MEZI SERIEMI (INTRA-ASSAY PRECISION)

Bylo analyzovdno 5 replik 3 vzork DNA pomoci tii raznych $arZi LactoStripu. Analyzy byly provédény
jednou osobou a vysledky byly identické ve vSech pfipadech. To ptedstavuje vysokou spolehlivost mezi
sériemi analyz.

SPOLEHLIVOST MEZI DNY (INTER-DAY PRECISION)

Tii vzorky DNA byly analyzovény v dubletech tfemi $arzemi v 5 po sobé ndasledujicich dnech. Analyza
byla provddéna jednou osobou a ziskané vysledky byly identické ve vdech piipadech., co? dokazuje
vysokou spolehlivost analyzy mezi dny.

SPOLEHLIVOST NA PROVEDENI (INTER-LABORATORY PRECISION)

Tri lidé analyzovali 3 vzorky DNA v dubletech pomoci soupravy LactoStrip jedné $arZe. Analyza byla
provadéna ve stejny den; ziskané vysledky byly identické, coZ dokazuje vysokou spolehlivost LactoStripu
v rdmci zastupitelnosti personélu.

SPOLEHLIVOST VYSLEDKU U RUZNYCH SARZ{ (INTER-LOT PRECISION)

Tfi razné vzorky DNA byly analyzovany v tripletech tfemi riznymi SarZemi LactoStrip soupravy.
Analyza byla provddéna stejnou osobou vjeden den a byly ziskdny identické vysledky, coz dokazuje
vysokou spolehlivost vysledki mezi $arzemi.
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PRACOVNI POSTUP PRO MANUALNi THERMOSHAKER PST-60HL
(Verze: 2, Datum: 10/06/2016)

Pfiprava:

1. Naprogramujte thermoshaker pro desti¢ky: rychlost trepani 450 rpm pi teploté 42°C.

a) Pfipojte pfistroj, pro dosaZeni pozadované teploty nechte viko zaviené

b) Nastavte Sipkami oznacenymi RPM (&.2 na obrézku) rychlost trepdni na 450 rpm.

c) Nastavte Sipkami oznacenymi T (°C) (¢.3 na obrdazku) teplotu na 42°C. Zaéne zahfivéni.

Pozn.: Pokud si pfejete, mlzete také naprogramovat inkubaéni ¢as pomoci Sipek oznacenych TIME (¢.1 na
obrézku). V tomto piipadé zacne odpocitdvéni po stisknuti tlacitka TIME (¢-5 na obrdzku) nebo tlagitkem
RPM (¢.4 na obrdazku), pokud krok vyZaduije tiepéni).

2.  Predehfejte hybridiza¢ni pufr, promyvaci pufr 1 a promyvaci pufr 2 na 42°C. Muazete udélat ve vodni
l4zni nebo v ohfivadi (nastavte teplotu o 1 °C vy$si neZ pozadovand teplota, tj. na 43 °C). Pokud se objevil
precipitdt v pufru, po jeho zahiéti, mirmym promichdvani urychlite jeho rozpustént.



3.  Preneste ostatni reagencie (denaturaéni roztok, konjugét a substrdt) do pokojové teploty. Pokud jsou
uvnitf konjugdtu precipitdty, mély by byt pfi pokojové teploté pomoci jemného promichdvéni zcela
rozpustény.

v v v v
00:00 1000 350 | Setp. @ @ @
STOP 0000 350 |Actual p.

hrmin  RPM T(°C)

4.  Hybridizace / Vyvoj Stripu:

1.  Opatrmé odsttihnéte hlinikovy obal obsahujici stripy nad zipovym zavirdnim. Pomoci klesti¢ek
vyjméte potfebny pocet stripll uchycenim na jednom konci stripu. Uzaviete obal zipem. Pod ¢ervenou linii
muZete stripy grafitovou tuzkou oznacit. Nikdy se nedotykeijte rukou membrany rukou.

2. Vyjméte hybridiza¢ni stojdnek ze sd¢ku a umistéte strip do kazdého Zldbku tak, Ze je strip blize
horniho konce stojénku. Strip je umistén popsanou stranou vzhiru (barevné linie jsou vidét).

3.  Pridejte potfebné mnozstvi denaturaéniho ¢inidla do spodni ¢asti kazdého Zldbku ve stojénku (viz
Ndvod k pouZiti soupravy, bod Vyvoj stripu).

4. Na $picku denatura¢niho roztoku pridejte potfebné mnozstvi PCR (viz Navod k pouziti soupravy, bod
Vyvoj stripu) jeden vzorek na kazdy Zldbek a dobfe pipetovanim promicheijte. V tuto chvili by se smés
neméla dotykat membrdny
5. Vloite tdcek do thermoshakeru na vyznalenou porzici., tak, Ze konce stojdnku jsou vloZeny do
obdélniku uvnitt thermoshakeru. Uzaviete kryt thermoshakeru a inkubujte 10 min., aby do$lo k denaturaci
PCR.

6.  Po 10 min. pfidejte 2 ml pfedehfdtého hybridizaéniho pufru do kazdého zldbku se stripem na horni
stranu Zldbku. Pracujte rychle, aby nedo$lo k vychladnuti pufru. Jemné promichejte pomalym pohybem
nahoru a dolu.

7. Uzaviete thermoshaker a zapnéte RPM tlacitko (¢.4 na obrdzku) pro promichdvéni. Teplotu 42 °C a
tfepdni udrzujte konstantni po celou dobu hybridizace/ Vyvoje stripu.

8. Inkubujte 30 min.

9.  Ofeviete thermoshaker a pomoci pipety/ mikropipety nebo aspiraéni vakuové pumpy odstraiite
hybridiza¢ni pufr (je mozné pouzit stejnou $picku). Nedotykeijte se stripu. Pokud vyjiméte stojanek se zlabky
z thermoshakeru, uzaviete viko, aby nedoslo ke sniZeni teploty. Uvnitt pfistroje. Po odsdti vratte co nejdfive
zZlabky se stripy zpét.

10. Pridejte 2 ml predehfatého promyvaciho pufru 1 do kazdého Zlédbku hybridizaéniho stojanku.
Zaviete kryt a inkubuijte 10 min. 42 °C pfi trepéni 450 rpm.

11. Odstrafite pufr a opakuijte postup.

12. Odsajte promyvaci roztok a pfidejte 2 ml konjugétu (laboratorni teploty) do kazdého Zldbku.
Inkubuijte 30 min. 42 °C 450 rpm.

13. Odsajte konjugét a pridejte 2 ml pfedehidtého promyvaciho pufru 2. Inkubujte 5 min. 42 °C pfi
trepani 450 rpm.

14. Odsajte promyvaci pufr 2 a opakujte postup je$té dvakrat.

15. Odsajte promyvaci roztok 2 a pfidejte 1 ml substrétu (laboratorni teploty) do kazdého Zlabku.
Inkubuijte 5-10 minut pfi 42 °C 450 rpm.

16. Vyjméte stojdnek zthermoshakeru a nékolikrat promyjte 2 ml destilované vody. Vyjméte stripy
z korytek, poloZte je na rovnou plochu a nechte je uschnout. Chrarite pred svétlem

17. Nalepte stripy na papir (pro lepsi uchovavani je prekryjte prihlednou celofdnovou folii Za pomoci
odecitaci tabulky a kontrolniho stripu interpretujte vysledky. Zarovneijte stripy podle ¢erné a cervené linie
na stripu a identifikujte linie vzhledem k jejich pozici na stripu.

/



Strip development with PST 60HL

+ X ul denaturing solution + 2 ml hybridization buffer + 2 ml wash buffer 1
+ Xul PCR (42 °Q) (42 °C)
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+ 2 ml conjugate + 2 ml wash buffer 2 +1 ml substrate
(room temperature) (42 °C) (room temperature) +Water
30 min 5 min 5-10 min
JUODO000] == [D0000000 === [00000a00) .= | DU00o0on
42°C 42°C dais
450 rpm 450 rpm 450 rpm
l
Results interpretation
Pozndmky:
1. Pokud se $pi¢ka nedostane do kontaktu s vnittkem plotny, mazZete pouZit stejnou $pic¢ku na pFidavani

pufru do viech Zlabka. ($pickuije tfeba vymeénit pfi vyméné reagencii nebo pufra.
2. Stejnou 3pi¢ku mlzZete pouZit pfi odsévani reagencii ze viech Zldbku.
3. Tfepdni je potiebné po pFiddni hybridiza¢niho pufru, (stiskem tlacitka RPM). Muzete nechat tfepat po

celou dobu béhem celého postupu nebo deaktivovat a aktivovat pro kazdy krok odsévani a/ pFidavani
pufru (fj. Zastavit tfepdni, odsdt pufr, pfidat dal$i pufr/reagent a znovu aktivovat trepdnt.

4. Vzdy, kdyZ vyndévéte stojanek z thermoshakeru uzaviete viko, aby nedochdzelo ke snizeni teploty.
KROKY AKCE TIMING

1 nastaveni, 42 °C 450 rpm
2 denaturace 12,5 ul denat + 12,5 ul PCR 10 min
3 hybridizace + 2 ml hybridiz 30 min.
4 promyti 1 + 2 ml 10 min

+ 2 ml 10 min
5 konjugét + 1 ml konjugétu 30 min
6 promyti 2 + 2 ml 5 min

+ 2 ml 5 min

+ 2 ml 5 min
7 substrét + 1 ml substrétu 5-10 min

suSeni

TOTAL Ca 2 hodiny inkuba
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