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Amplifiaction Mix (Zluté vicko)

Taq Dilution Buffer (pruhledné vicko)

HS Taq DNA Polymerase (5U/pl) (cervené vicko)
DNAT (modré vicko)

Typing Trays

Teststrips

Hybridization Buffer (bilé vicko)
Wash Solution A (bilé vicko)
Conjugate Solution

Wash Solution B

Color Developer

250 ul
500 pl
75U

1,5 ml & Varovani
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25 ml

80 ml

25 ml

80 ml

25 ml
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Popis stripu:

- Red Marker Line (top)

« Control

- BRAF VEO00A c.1799T=C
- BRAF V600D c.1799_1800TG=AT
- BRAF VE00E c.1799T=A
- BRAF VE00E c.1799_1800TG=AA
- BRAF VB00G c1799T=G
- BRAF VE00K c.1798_1799GT=AA
- BRAF VEOOM c.1798G=A
- BRAF VE00R c.1798_1799GT=AG
- BRAF KE01E c.1801A=G

10 - PCR Negative Control

- PCR Positive Control
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- Green Marker Line (bottom)
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Pracovni postup

Kit umoznuje detekci 9 mutaci v genu BRAF (koddn 600 a 601)
Dalsi informace najdete v OMIM Online Mendelian Inheritance in Man:
www.nchi.nlm.nih.gov/omim

DNAT obsahuje 1,6% NaOH (R 36/38).

Amplification mix, Taqg Dilution Buffer, Conjugate Solution, Wash Solution V obsahuji
0,05% NaNs. Conjugate Solution obsahuje streptavidin-alkaline phosphatazu. Color
Developer obsahuje nitro blue tetrazolium (NBT) a 5-bromo-4-chloro-3-indolyl
phophatase (BCIP).

Skladujte vsechny reagencie prin 2-8°C pokud nejsou pouzivany!

1. Izolace DNA

Pro izolaci ¢erstvych nebo mraZenych biopsii pouzijte soupravy Qiagen QIAmp DNA
Mini nebo Micro.

Pro izolaci parafinovanych vzorku pouZijte QI Aamp DNA FFPE Tissue Kit (cat.no.
56404).

DNA koncentraci upravte na 1-10 ug/ml.

DNA z formalin fixovanych prepardti (FFPE) nemohou byt pfesné kvantifikovany UV
fotometrii! Je pro né nutno pouZit fluorometrickou kvantifikaci, napr. Invitrogen
Qubit. Naredte vzorek destilovanou vodou optimdIné na 5 ug/ml.

Vysledny supernatant obsahuje DNA templat vhodny pro okamZité pouziti v PCR. Pro
dalsi uchovani je nutné prepipetovat supernatant do cisté zkumavky a uskladnit ho
(pfi 2-8°C azZ 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 provdadéjte na ledu (0-4°C).
e Naredte pracovni koncentraci (0,2 U/ul) Taq DNA Polymerase (Cervené vicko)
v Taq Dilution Buffer (Ciré vicko). Tj. napf. pro 5 vzork( smichejte 24 ul 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 pl naredéné Tag DNA Polymerase (tj. 1 U)
5 ul vyizolované DNA
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Pevné uzaviete zkumavky. Pfedehtejte termocykler na 372C.
VloZte reakcni zkumavky do cykleru a spustte prislusny program.
U rychlych termocyklert zpomalte rychlost vyhfivani na max. 2°C/s.
pre-PCR: 37°C /10 min
pre-PCR: 9429C /2 min
PCR: 942C /1 min — 702C /50 s — 562C /50s - 60°C /1 min
(35 cykl()
konec¢na syntéza: 602C /3 min
Ulozte amplifikacni produkty na led, nebo pri 2-82C pro dalsi poulZiti.

Prilezitosné miZete analyzovat produkty gelovou elektroforézou (napf. 3%
agarozovy gel). Délky fragment( 154 a 204bp.

3. Hybridizace (45°C, tfepana vodni lazen)
Nastavte vodni hladinu zhruba do % vysky promyvaciho korytka. Vyhrejte ldzeri
presné na 45°C (#0,5°C ). Inkubdtor Biosan nastavte na 46°C. Zkontrolujte teplotu
kalibrovanym teplomérem a nastavenou teplotu pripadné upravte. Vytemperujte
Hybridization Buffer a Wash Solution A na 45°C . (Dbejte, aby se rozpustil veskery
precipitat, vysraZeny 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.
(Zédné 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. Zistane modry.

Nechte stat 5 min pfi pokojové teploté.

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

Vlozte prouzek do prislusného sloupce korytka s oznacenim a ¢arkami nahoru.
Uplné ponorte.

Inkubujte 30 min pfi 452C na tfepané platformé vodni lazné.

Nastavte stredni frekvenci tfepdni (cca 50 rom), aby se tekutina pohybovala,
ale nestrikala ven. Uzavrete vodni Idzer vikem, aby byla teplota stabilni.

Po skonceni inkubace odsajte hybridiza¢ni 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 (Qdsajte 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.
e Inkubujte 15 min pfi pokojové teploté na linearni nebo orbitalni trepacce.
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.
¢ Inkubujte 15 min pfi pokojové teploté ve tmé (zakryt krabi¢kou) 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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Obsah soupravy:
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Amplification Mix (yvellow cap)

Taq Dilution Buffer (transparent cap)
Taq DNA Polymerase (5 Ulul) (red cap)
DNAT (blue cap)

Typing Trays

Teststrips

Hybridization Buffer (white cap)
Wash Solution A (white cap)
Conjugate Solution

Wash Solution B

Color Developer

500 pl
500 pl
75U
1.5ml

20
25 ml
80 mi
25 ml
80 mi
25 ml

X R 36/38
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MozZnosti vysledku:

Fig. 3: Examples of test results
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(A.) Vzorek bez mutace v genu BRAF
(B.) Vzorek s mutaci BRAF V600A
(C.) Vzorek s mutaci V60OE (c.1799T>A)
(D.) Vzorek s mutaci V60OE (c.1799_1800TG>AA)
(E.) Vzorek s mutaci V600K
(F.) Vzorek s mutaci V60OOM
(G.) Vzorek s mutaci K601E
(H.) Vzorek s mutaci V60OE + V600K
(1.) Vzorek bez mutace BRAF, snizend citlivost
J.) Negativni kontrola nebo selhala analyza
Vyhodnoceni vysledki:
BRAF PCR Negative PCR Positive .
(lines 1-9) Control nlgme 10) | Control (line 11) Interpretation
ongcc;.rmrcgre negative positive respecnv% r%zz:nFt mutation
negative negative positive none of m%r%?énr:t muations
any result positive positive redur%%?as;ﬁnesgxgy for
negative negative negative NOgREVS: CONLrO) oF
: ’ experimental failure

Upozornéni: In
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tenzita prouzk muze byt riznd.




