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Amplifiaction Mix (Zluté vicko)

Taq Dilution Buffer (prGhledné vicko)

HS Tag DNA Polymerase (5U/ul) (Cervené vicko)
DNAT (modré vicko)
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— - Red Marker Line (top)

c.34_35delGGInsAT
c.34_35delGGInsCT

| Cﬂntn:ll

T e {mm| e KRAS p.Gly12ala C.39G=C
2 el KRAS p.Gly12Arg C.34G=C
3 KRAS  p.Gly12Asp C.39G>A
4 el el KRAS p.Gly12Cys Cc.34G=T
5 e v e KRAS p.Gly12lle

6 KRAS pGly12leu

T R e KRAS p.Gly125er C.34G=A
8 o il . . KRAS p.Gly12val €.35G>T
9 KRAS p.Gly13Ala €.38G=C
10 e el .. ... KRAS  p.Gly13Arg c.37G=C

L [ [— KRAS p.Gly13Asp c.38G=A
12 KRAS  p.Gly13Cys c.37G>T
13 e - e KRAS p.Gly13Ser C.37G=A
14 e o e KRAS p.Gly13val Cc.38G=T
15 KRAS p.Ala59Glu c.176C=A
16 o R - KRAS p.Alas9Gly cATeC=G
17 —— . — KRAS  p.Ala59Thr c.175G>A
18 KRAS p.Glyc0val c.179G>T
19 i ol e KRAS  p.GInG1Arg c.18248=03
M0 —— . - KRAS p.GIn61His c.183A=C
21 - - KRAS  p.GIn61HIis C.183A>T
29 i R e KRAS p.GInG1Leu c.182A>T
7, JE " p— KRAS p.GIn61Lys c.181C=A
24 KRAS p.Lys117Asn c.351A>C
25 . R - KRAS p.Lys117Asn c.351A>T
26 —— [l ——— KRAS pLys117Glu C.349A>0G
27— T KRAS plAlat46Pro c.436G=C
28 e R KRAS  p.Ala146Thr C.436G=A
o L« TR E— KRAS p.Ala146val cA3TC=T
30 s KRAS 12/13 PCR Negative Control

3 e - e KRAS 59/60/61 PCR Negative Control
32— [ KRAS 117 PCR Negative Control

33 e KRAS 146 PCR Negative Control

34 e e PCR Positive Control

— Green Marker Line (bottom)



Pracovni postup

1. Izolace DNA

Musi byt pouZity vhodné metody extrakce DNA, v zdvislosti na typu vzorku, ktery ma
byt vysetrovdn. Doporuceni je moZné ziskat kontaktovdanim Viennalab
prostrednictvim mistniho distributora nebo pfimo na adresu www.viennalab.com.

DNA koncentraci upravte na 1-10 ug/ml.

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

2. Amplifikace DNA

Béhem celé procedury uchovavejte PCR reagencie a DNA templdt zchlazeny. Vsechny
kroky pred startem vyhrivani cycleru provddéjte na ledu (0-42C).

Naredte pracovni koncentraci (1:25, finalni koncentrace 0,2 U/ul) Taq DNA
Polymerase v Taq Dilution Buffer (Ciré vicko). Tj. napf. pro 5 vzork( smichejte
24 ul Taq Dilution Buffer + 1 ul Tag DNA Polymerase.
Pfipravte pro kazdy vzorek jednu PCR zkumavku. Umistéte zkumavky na led.
Pro kazdy vzorek pfipravte 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
Pevné uzavrete zkumavky. Predehrejte termocycler na 372C.
Vlozte reakéni zkumavky do cycleru a spustte prislusny program.
pre-PCR: 37°C /10 min
pre-PCR: 942C /2 min
PCR: 942C /1 min — 702C /50 s — 562C /50s - 602C /1 min
(35 cykld)
konec¢na syntéza: 60°C /3 min
Ulozte amplifikacni produkty na led, nebo pfi 2-8°C pro dalsi poulZiti.

PrileZitosné miZete analyzovat produkty gelovou elektroforézou (napf. 3%
agardzovy gel). Délky fragmentu 151, 153, 157, 165, 204bp.
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3. Hybridizace (45°C, tfepana vodni lazen)
Nastavte vodni hladinu zhruba do % vysky promyvaciho korytka. Vyhrejte lazeri
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
precipitdt, 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 vzdy 10 pl DNAT (modré vicko). Jeden
sloupec pro kazdy vzorek.

Pridejte 10 pl PCR produktu vzdy pfimo do kapky DNAT.

Promichejte vznikly roztok pipetou. Zlstane modry.

Nechte stat 5 min pfi pokojové teploté.

Pfidejte 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 ponofte.

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 ldzen vikem, aby byla teplota stabilni.

Po skonceni 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 (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:

SO0 N RN =

[ —Y

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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MozZné vysledky:
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(A.) Vzorek bez mutace KRAS

(B.) Vzorek s mutaci KRAS cd 12Ala
(C.) Vzorek s mutaci KRAS cd 12Cys
(D.) Vzorek s mutaci KRAS cd 12Val
(E.) Vzorek s mutaci KRAS cd 13Asp
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(F.) Vzorek s mutaci KRAS cd 61Leu

(G.) Vzorek s mutacemi KRAS cd 146Thr

(H.) Vzorek s mutacemi KRAS cd 12Asp + cd 12Ser
(I.) Vzorek s mutacemi KRAS cd 12Arg + cd 61His
(J.) Negativni kontrola nebo selhani analyzy



Genotyp vzorku se uréuje pomoci pfiloZzené Collector™ sheet.

Umistéte zpracované Teststrip do nékterého z uréenych policek, srovnejte ho tak, aby byla
Cervena linka na Cervené lince (nahore) a zelena linka na zelené (dole), a upevnéte ho lepici

paskou.

Pozitivni reakce na vrchnim ,,Contro

Ill

Developeru. Tato reakce by méla byt vidy pozitivni.
Pozitivni reakce PCR pozitivni kontroly indikuje pfitomnost a dostate¢nou kvalitu PCR
komponent a templatu DNA pro analyzu KRAS. V pfipadé, Ze je PCR pozitivni kontrola
negativni je tfeba analyzu opakovat pocinaje extrakci DNA.
Negativni reakce PCR negativni kontroly oznacuje Uplné potlaceni wild typu KRAS kodonu
12/13,59/60/61, 117 a 146. V pripadé, Ze je PCR negativni kontrola pozitivni (napfiklad v
dlsledku prebytku templatu DNA pouzitého pro PCR), citlivost testu mUize byt snizena.

radku indikuje spravnou funkci konjugdtu a Colour

PCR Negative

PCR Positive

(I nﬁ??-szg) Control Control Interpretation
(lines 30-33) (line 34)
one or more respective KRAS mutation
positive negative positive present
none of the KRAS mutations
negative negative positive present
f
any result positive positive redu;ictiai?r;(s'gxgy -
negative negative negative NOGATIVE:CONTG:. oF

experimental failure

Pozn. intenzita prouzkii muZe byt riznd.

e  Poutziti kitu StripAssay vyZzaduje dlkladné pochopeni postupu zde nastinénych a presné
laboratorni vybaveni. Pouziti StripAssay v humanni diagnostice in vitro musi byt
provedeno vyhradné vhodné vyskolenym persondlem.

o Nepouzivejte komponenty kitu StripAssay po datu expirace vytisténého na vnéjsi
strané krabice soupravy. Nemichejte reagencie z riznych Sarzi.

e  Zabrarite mikrobidlni kontaminaci a kfizové kontaminaci ¢inidel nebo vzorkd
pouzivanim pipet se sterilnimi Spi¢kami pro celou analyzu. Nezaménujte uzavéry lahvi.

e Kontrolni prouzek (Control) na kazdém Teststrip umoZniuje kontrolu hybridizace
(chromogenniho detekéniho systému). Pro monitorovani a ovéreni specifi¢nosti
hybridizace a promyvani, mély by byt zahrnuty kontrolni DNA o zndmém genotypu do
kazdého experimentu.
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