NRAS XL StripAssay ©

Kat. ¢islo 5-620 IVD

W 20 testl

/H/ 2-8°C ‘ E
1. Amplifiaction Mix (Zluté vicko) 500 pl

2. Taq Dilution Buffer (prGhledné vicko) 500 pl

3. HS Tag DNA Polymerase (5U/ul) (Cervené vicko) 75U

4, DNAT (modré vicko) 15 ml 0 Varovani
5. Typing Trays 3

6. Teststrips 20

7. Hybridization Buffer (bilé vi¢ko) 25 ml

8. Wash Solution A (bilé vicko) 80 ml

9. Conjugate Solution 25 ml

10. Wash Solution B 80 ml

11. Color Developer 25 ml
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Popis stripu:

Red Marker Line (top)

Control

NRAS
NRAS
NRAS
NRAS
NRAS
NRAS
NRAS
NRAS
NRAS
NRAS
NRAS
NRAS
NRAS
NRAS
NRAS
NRAS
NRAS
NRAS
NRAS
NRAS
NRAS
NRAS

p.Gly12Ala
p.Gly12Arg
p.Gly12Asp
p.Gly12Cys
p.Gly12Ser
p.Gly12Val
p.Gly13Arg
p.Gly13Asp
p.Gly13Cys
p.Gly13val
p.Alas9Asp
p.Alas9Thr
p.Gly60Arg
p.Gly60Glu
p.GInGTArg
p.GInG1GIu
p.GInG61THIs
p.GInG61THIs
p.GInG1Leu
p.GInG1Lys
p.GInG1Pro
p.Ala146Thr

C.35G=C
C.34G=C
C.39G=A
Cc.34G>T
C.34G=A
c.35G=T
c.37G=C
C.38G=A
c.37G=T
c.38G>T
Cc.176C=A
c.A79G=A
c.178G>C
c.A79G=A
C.182A>G
c.181C>G
Cc.183A>C
C.183A=T
C.182A-T
c.181C=A
c.182A>C
c.436G=A

NRAS 12/13 PCR Negative Control
NRAS 59/60/61 PCR Negative Control
NRAS 146 PCR Negative Control
PCR Positive Control

Green Marker Line (bottom)



Pracovni postup

1. Izolace DNA

Pro izolaci DNA musi byt pouZita vhodnd metoda vzhledem k typu tkané vzorku. Pro
doporuceni vhodné metody kontaktujte Viennalab, nebo distributora PentaGen, s.r.o.

DNA koncentraci upravte na 1-10 ug/ml.
DNA z formalin fixovanych prepardtu (FFPE) nemohou byt presné kvantifikovdany UV
fotometrii! Je pro né nutno pouZit fluorometrickou kvantifikaci, napr. Invitrogen

Qubit.

2. Amplifikace DNA

Béhem celé procedury uchovadvejte PCR reagencie a DNA templdt zchlazeny. Vsechny
kroky pred startem vyhrivani cykleru provdadéjte 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 reakcni mix:
15 ul Amplification Mix (zZluté vicko)
5 ul nafedéné Tag DNA Polymerase (tj. 1 U)
5 ul vyizolované DNA
Pevné uzavrete zkumavky. Predehrejte termocykler na 372C.
Vlozte reakéni 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: 942C /2 min
PCR: 9429C /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 (napr. 3%
agarozovy gel). Délky fragment( 101, 128, 134, 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
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Hybridization Buffer a Wash Solution A na 452C . (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. (Prouzk( se miZete
rukou dotknout pouze v rukavicich!). Na okraji prouzku jej oznacte obycejnou tuzkou.
(Zddné 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 (modra barva zmizi.)

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

Inkubujte 30 min pfi 452C na tfepané platformé vodni |azné.

Nastavte stredni frekvenci tfepdni (cca 50 rom), aby se tekutina pohybovala,
ale nestrikala ven. Uzavrete vodni Idzen 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 (predehtaty 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 vytvofi 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 NRAS

(B.) Vzorek s mutaci NRAS cd 12Ala
(C.) Vzorek s mutaci NRAS cd 12Ser
(D.) Vzorek s mutaci NRAS cd 13Val
(E.) Vzorek s mutaci NRAS cd 61Arg
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(F.) Vzorek s mutaci NRAS cd 61Lys

(G.) Vzorek s mutacemi NRAS cd 146Thr

(H.) Vzorek s mutacemi NRAS cd 12Cys + cd 61Leu
(1) Vzorek s mutacemi NRAS cd 13Arg + cd 61His
(J.) Negativni kontrola nebo selhani analyzy



6. Vyhodnoceni vysledku
Prouzek u Control line v horni ¢asti stripu indikuje spravnou funkénost roztokd
Conjugate a Color Developer, takZe kontroluje spravnost provedeni hybridizace.

ProuzZek u PCR positive control indikuje pfitomnost a kvalitu komponent PCR reakce a
také kvalitu a pfitomnost DNA. Pokud je PCR positive control negativni (bez prouzku),
zopakujte test véetné nové izolace DNA.

Nepfitomnost prouzku u PCR negativni control indikuje Uplné potla¢eni amplifikace
wild type NRASu. Pokud je Negative control pozitivni (ma prouzek), tak to indikuje
prilis velké mnoZstvi DNA pridané do reakce, coZ snizuje sensitivitu reakce.

Interpretation of results:

NRAS PCR Negative PCR Positive
(lines 1-22) Control Control Interpretation
(lines 23-25) (line 26)
one or more - . respective NRAS mutation
positive negative positive present
negative negative positive none of th%gsgrﬁ mutations
any result positive positive redL:ﬁ?ﬁa?ﬁ?ﬂgK? for
. . . negative control or
negative negative negative . ]
experimental failure

Pozn. Intenzita prouZku mizZe byt rtiznd u riznych vzorkda.
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