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Popis stripu

Ref.Seq. NM_005228.3
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p.G719A
p.G719C

p.G7198

p.K745 E749del
p.E746_A750del
p.E746_A750delinsIP
p.E746_A750de
p.E746_T751delinsIP
p.E746_T751de
p.E746_T751delinsA
p.E746_T751delinsV
p.E746_T751delinsVA
p.E746_S752delins
p.E746_S752delinsA
p.E746_S752delinsV
p.E746_S752delinsD
p.E746_P753delinsVs
p.L747_E749del
p.L747_A750delinsP
p.L747_A750delinsP
pL747_T751delinsP
pL747_T751delinsS
pL747_T751del
p.L747_S752de
p.L747_S752delinsQ
p.L747_P753delinsQ
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PCR Negative Control
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PCR Positive Control A
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Green Marker Line (bottom)

c.2156G=C

c.2155G=T

c.2155G=A
C.2233_2247de
C.2235_2249de
€.2235_2248delinsAATTC
€.2236_2250de
€.2233_2251delinsAATTC
€.2236_2253del
C.2237_2251de]
C.2237_2252delinsT
C.2237_2253delinsTTGCT
€.2235 2255delinsAAT
C.2237_2254de|
C.2237_2255delinsT
€.2238_ 2255de
C.2237_2257delinsTCT
C.2239 2247de
€.2238_2248delinsGC
€.2239_2248delinsC
€.2239 2251delinsC
€.2240_2251de
€.2240_2254del ¥

€.2239 2256de

€.2239 2256delinsCAA
€.2239_2258delinsCA
€.2240_2257de
C.2369C>T

C.2573T=G

C.2582T=A

"identical to ¢.2238_2252del and ¢.2239_2253del




Pracovni postup

1. I1zolace DNA

Pro izolaci DNA poulZijte vhodny izolacni kit. Doporucené kity jsou ndsledujici:

Pro izolaci Cerstvych nebo mraZenych biopsii pouZijte soupravy Qiagen QIAmp DNA
Mini nebo Micro.

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

DNA koncentraci upravte na 1-10 ug/ml.

DNA z formalin fixovanych prepardti (FFPE) nemohou byt presné kvantifikovdny UV
fotometrii! Je pro né nutno pouZit fluorometrickou kvantifikaci, napr. Invitrogen
Qubit.

Vysledny supernatant obsahuje DNA templdt vhodny pro okamzZité pouZiti v PCR. Pro
dalsi uchovani je nutné prepipetovat supernatant do cisté zkumavky a uskladnit ho
(pfi 2-8°C aZ 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 provddéjte na ledu (0-4°C).

e Naredte pracovni koncentraci (0,2 U/ul) Taq DNA Polymerase v Taq Dilution
Buffer (Ciré vicko). Tj. napf. pro 5 vzorkl smichejte 24 pl Taq Dilution Buffer + 1
ul Tag DNA Polymerase.

e Pripravte pro kazdy vzorek dvé PCR zkumavky. Umistéte zkumavky na led.

e Pro kazdy vzorek pripravte na ledu vysledny PCR reakéni mix A a B:

15 pl Amplification Mix (Zluté nebo zelené vicko)
5 pl naredéné Tag DNA Polymerase (tj. 1 U)
5 ul vyizolované DNA

e Pevné uzavrete zkumavky. Pfedehtejte termocykler na 37°C.

e Vlozte reakéni zkumavky do cykleru a spustte pfislusny program.

e Rychlost vyhfivani zvolte 2-5°C/s.

pre-PCR: 37°C /10 min
pre-PCR: 942C /2 min
PCR: 949C /15 s—70°C /60 s —582C /90s (33 cyklt)
konecna syntéza: 602C /3 min
Ulozte amplifikacni produkty na led, nebo pfi 2-8°C pro dalsi poulZiti.

PrileZitosné muzZete analyzovat produkty gelovou elektroforézou (napr. 3%
agarozovy gel).
Délky fragmenti 107, 140-149, 204bp (amplification product A).

90, 107, 133, 147bp (amplification product B).
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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 452C . (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 !).

e Napipetujte do spodni ¢asti korytka vidy 20 ul DNAT (modré vicko). Jeden
sloupec pro kazdy vzorek.

e Pridejte 10 pl PCR produktu A vidy primo do kapky DNAT.

e Pfidejte do téZze kapky DNA s PCR produktem A 10 pl PCR produktu B.

e Promichejte vznikly roztok pipetou. ZUstane modry.

e Nechte stat 5 min pri pokojové teploté.

e Pfidejte do kazdého sloupce korytka 1 ml Hybridization Buffer (pfedehratého
na 452C). Jemné korytkem zamichejte (modra barva zmizi.)

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

e Inkubujte 30 min pfri 452C na tfrepané platformé vodni [azné.
Nastavte stredni frekvenci tfepdni (cca 50 rom), aby se tekutina pohybovala,
ale nestrikala ven. Uzavrete vodni Idzer 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. Promyvani (459C, tfepand lazeri)

e Pridejte 1 ml Wash Solution A (predehraty na 459C). Kratce oplachnéte (10 s).

e (Odsajte tekutinu vakuovou odsavackou.

e Pridejte 1 ml Wash Solution A (452C).

e Inkubujte 15 min pfi 452C v tfepané lazni.

e (Odsajte tekutinu vakuovou odsavackou.

e Pridejte 1 ml Wash Solution A (452C).

e Inkubujte 15 min pfi 452C v tfepané lazni.

e (Odsajte tekutinu vakuovou odsavackou.

5. Barveni (pokojova teplota)
e Pfidejte 1 ml Conjugate Solution.
e Inkubujte 15 min pfi pokojové teploté na linearni nebo orbitalni trepacce.
e Odsajte tekutinu vakuovou odsavackou.
e Pfidejte 1 ml Wash Solution B. Kratce oplachnéte (10 s).
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e (Odsajte tekutinu vakuovou odsavackou.

e Pridejte 1 ml Wash Solution B.

e Inkubujte 5 min pri pokojové teploté na linearni nebo orbitalni trepacce.

e QOdsajte tekutinu vakuovou odsavackou.

e Pridejte 1 ml Wash Solution B.

e Inkubujte 5 min pri pokojové teploté na linearni nebo orbitalni trepacce.

e (QOdsajte tekutinu vakuovou odsavackou.

e Pridejte 1 ml Color Developer.

e Inkubujte 15 min pfi pokojové teploté ve tmé (zakryt krabi¢kou) na tfepacce.
Pri pozitivni reakci se vytvori purpurové prouZky.

e Nékolikrat prouzky oplachnéte destilovanou vodou.

e Ususte prouzky ve tmé na filtracnim papiru.
ProuZky nikdy nevystavujte intenzivnimu svételnému zdreni.
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Obsah soupravy:

1a.  Amplification Mix A (yellow cap) 500 pl

ib.  Amplification Mix B (green cap) 500 pl

2. Taq Dilution Buffer (transparent cap) 500 pl

3. Taq DNA Polymerase (5 U/pl) (red cap) 75U

4, DNAT (blue cap) 1.5 ml T R 36/38
5. Typing Trays 3 x
6. Teststrips 20

7. Hybridization Buffer (white cap) 25 ml

8. Wash Solution A (white cap) 80 ml

9. Conjugate Solution 25 ml

10.  Wash Solution B 80 ml

11.  Color Developer 25 ml

Vyhodnoceni vysledki:

Pro vyhodnoceni pouzivejte Collector sheet, ktery je soucasti kitu.

Prouzek u Control line v horni ¢asti stripu indikuje spravnou funkénost roztokl Conjugate a
Color Developer, takze kontroluje spravnost provedeni hybridizace.

Prouzek u PCR positive control indikuje pritomnost 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 negativnich kontrol indikuje Uplné potlaceni amplifikace wild
type EGFR. Pokud je Negative control pozitivni (md prouzek), tak to indikuje pfilis velké
mnozstvi DNA pfidané do reakce, coZ snizuje sensitivitu reakce.

Interpretation of results:

EGFR (lines 1-30) PCR Negative PCR Positive Interpretation
Control (lines 31-34) Control (lines
35,36)
one or more positive negative positive respective
EGFR mutation
present
negative negative positive none of the
EGFR mutations
present
any resuilt positive positive reduced
sensitivity for
mutant EGFR
negative negative negative negative control
or experimental
failure

Pozn. Intenzita prouzku maze byt rlznd u rdznych vzorku
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Vysledky
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(A.) no EGFR mutation present
(B.) EGFR ex18 ¢.2156G>C

) (F.) EGFR ex19 c.2236 2250del

(

(C.)EGFR ex18 c.2155G=T (
) (

(

G.)EGFR ex20 ¢ 2369C>T

H.) EGFR ex21 ¢ 2582T=A

|.) EGFR ex20 c.2369C>T + ex21 c.2573T>0G
) negative control or PCR failure

(D.) EGFR ex18.c.2155G=>A
(E.) EGFR ex19 c.2235_2249del
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