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Pokyny pro pouziti soupravy pro detekci mutaci SURVEYOR Scan K-RAS Mutation Detection Kit CE IVD

Vyrobce

Soupravu pro detekci mutaci SURVEYOR Scan K-RAS Mutation Detection Kit CE IVD vyrabi
spole¢nost Transgenomic. Inc. 12325 Emmet Street, Omaha, NE 68164, USA. Tel: 1-402-452-5400.
Autorizovanym zastupcem pro Evropské spoleCenstvi je Transgenomic Limited, 40 Watt Road,
Hillington Park, Glasgow G52 4RY, UK. Tel +44-141-892-8800.

SURVEYOR Scan K-RAS Mutation Detection Kit CE IVD

Tato souprava je dodavana jako jedna krabice obsahujici nize uvedené komponenty. Tyto pokyny pro
pouziti Ize ziskat stazenim.

Urcené pouziti

Pouze pro profesionalni pouziti. Souprava pro detekci mutaci od spole€nosti Transgenomic
SURVEYOR Scan K-RAS Mutation Detection Kit CE IVD je in vitro diagnosticky test, ktery detekuje
mutace exonu 2 genu K-RAS. Mutace v kodonech 12 a 13 jsou indikovany odliSnymi vysledky testu.
Tato souprava je urCena pro pouZiti v klinické diagnostické laboratofi pfisluSné Skolenymi pracovniky
provadéjicimi testovani DNA extrahované z tkéni zalitych v parafinu a fixovanych formalinem.

Indikace pro pouziti

Klini¢ti pracovnici mohou pouzivat soupravu pro detekci mutaci SURVEYOR Scan K-RAS Mutation
Detection Kit CE IVD pfi rozhodovani, zda kolorektalni karcinom pacienta mize nebo nemdize
vykazovat odezvu na terapeutické pripravky, které jsou protilatkami vi¢i EGFR (epidermal growth
factor receptor), jako je Vectibix® nebo Erbitux®.

Souprava pro detekci mutaci SURVEYOR Scan K-RAS Mutation Detection Kit CE IVD se nesmi
pouzivat pro diagn6zu kolorektalniho nebo jiného karcinomu.

Souprava SURVEYOR Scan K-RAS Mutation Detection Kit CE IVD indikuje pfitomnost mutaci exonu
2 genu K-RAS, ale nepotvrzuje sekvenéni identitu mutace. Pro potvrzeni detekované pfesné mutace
je tfeba pouzit dalSi analytickou metodu, jako je sekvenovani DNA.

Vysledky ziskané pomoci této soupravy se pouzivaji klinickym pracovnikem jako indikace mutaéniho
stavu pacienta. V Uvahu je tfeba vzit i dalSi klinické faktory a vysledky ziskané soupravou
SURVEYOR Scan K-RAS Mutation Detection Kit CE IVD nesmi byt pouzity jako jedina metoda pfi
rozhodovani tykajiciho se jakékoli l1écby kolorektalniho karcinomu u pacientli. Konkrétné:
vzorky s pozitivnim testem na mutaci v genu K-RAS pomoci této soupravy musi byt potvrzeny
sekvenovanim DNA.

Principy testu pro detekci mutaci SURVEYOR Scan K-RAS
Mutation Detection

K-RAS

U noveé vyvinutych terapeutickych latek cilenych na epidermal growth factor receptor (EGFR), jako je
cetuximab (Erbitux) a panitumumab (Vectibix) se prokazalo, ze jsou ucinné proti kolorektalnimu
karcinomu. AvSak u nékterych kolorektalnich karcinomu jsou tato lé€iva neucinna. Priblizné 40%
kolorektalnich nadorti obsahuje mutace genu K-RAS a tyto mutace se uvadéji do souvislosti s
nedostate¢nou odezvou vuci antagonistim EGFR. Mutaéni stav genu K-RAS lze tedy pouzit pro
ur€eni, zda nador bude &i nebude vykazovat odezvu na anti-EGFR terapii.

Souprava SURVEYOR Scan K-RAS Mutation Detection Kit CE IVD je diagnosticka souprava pro
detekci vSech sekvencnich a malych inzerénich/dele€nich mutaci v exonu 2 genu K-RAS. Pro mutace

Strana 2 z 31
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exonu 2 v kodonech 12 a 13, které se davaji do souvislosti s nedostate¢nou ucinnosti vuci
protilatkam k EGFR, se dodavaji pozitivni kontroly.

Tato souprava vyuziva patentové chranénou SURVEYOR Nuclease a WAVE® HS System umoziiujici
jednoduchou a citlivou detekci mutaci se schopnosti detekovat smés 1% mutantu na pozadi 99%
nezmutované DNA. Validaéni studie ukazaly extrémné vysokou konkordanci se sekvenovanim
kvalitné charakterizovanych vzorkl kolorektalniho karcinomu. Navic digestivni charakteristiky
SURVEYOR Nuclease pro kodony 12 a 13 jsou vysoce specifické. Pouziti soupravy SURVEYOR
Scan K-RAS Mutation Detection Kit CE IVD snizi pro uzivatele naroky na sekvenovani, kdyz software
pro automatické sekvenovani nezjisti pfitomnost mutace.

SURVEYOR Nuclease

SURVEYOR Nuclease od spole¢nosti Transgenomic je mismatch - specificka (specificka pro chybné
parovani) endonukleaza z rostlinné DNA, ktera skenuje znamé i neznamé mutace a polymorfismy v
heteroduplexni DNA. Tento enzym $tépi s vysokou specificitou DNA v mistech substituce baze
chybnym péarovanim a v mistech jinych odchylek. Tato DNA endonukleaza S$tépi oba Fetézce
heteroduplexu DNA na strané 3’ chybné parovaného mista’. Rozpoznava se chybné parovani vzniklé
i2nzerci/deleci a substituci bazi, avSak ucinnost $tépeni se méni podle sekvence chybného pérovéni1’

\ Location of mismatch

P == 3
!\

Obrazek 1. Mechanismus ucinku
SURVEYOR Nuclease.
Endonukleaza rozpoznava chybné
parovani a provadi Stépeni na strané
3’ kazdé baze v chybném parovani.
Tim je Stépena dvousrobovice DNA s
pfesahujici jednou bazi na konci 3’.

SURVEYOR Nuclease byla pouzita v Sirokém rozsahu situaci pro pfesnou detekci mutaci a
genetického polymorﬁsmu5. SURVEYOR Nuclease byla pouzita pfedevSim pro ovéfeni pfitomnosti
zndmych mutaci v fadé gentl souvisejicich s karcinomem ledviny®, karcinomem plic* & 0%
karcinomem hlavy a krku®, leukémii” " " endometriainim karcinomem® a pfi pfedpovédi vysledku

radioterapie”.

Souprava SURVEYOR Scan K-RAS Mutation Detection Kit CE IVD pro systémy WAVE HS Systems
byla vyvinuta pro $tépeni chybného parovani v exonu 2 genu K-RAS s nasledujici analyzou iontové
parovaci HPLC na reverzni fazi s pouzitim systémda WAVE HS Systems.

Poznamka: Pro tento test je nutné pouzivat vyhradné DNA polymerazu dodavanou v této
soupraveé.

Poznamka: Promyvaci postupy doporu¢ené a popsané v téchto pokynech pro pouziti
soupravy SURVEYOR Scan K-RAS Mutation Detection Kit CE IVD pro systémy WAVE HS
systems a pouzivani patron DNASep® HT Cartridges se odlisuji od postupli pouzivanych pro
standardni procedury WAVE DHPLC. V zajmu zachovani optimalni funkce systému WAVE HS
system dodrzujte konkrétni doporuceni v téchto pokynech.

V zajmu Gspésného pouzivani této soupravy dirazné doporucéujeme, si tuto prirucku diakladné
precetli a pozorné postupovali podle pokynd a navodtl v ni obsazenych. Uzivatelé pracujici s
touto soupravou poprvé by méli provést kontrolni experimenty uvedené v ¢asti ,,Pouziti K-
RAS kontrolni plasmidové DNA“ na strané 11.

Budete-li mit dal$i dotazy nebo budete potfebovat asistenci, zatelefonujte na ¢€islo +44 (0) 141 892
8800 (v Evropé) a zadejte ,podporu K-RAS”. Dal$i moznosti je poslat nam e-mail na:

SURVEYORscan@transgenomic.com
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Puvod kontrol v soupravé

Kontroly dodavané s touto soupravou jsou plasmidové klony sekvenci exonu 2 genu K-RAS. VSechny
klony byly sekvenovany, aby byla ovéfena vérnost jejich sekvence pfi srovnani s referenéni sekvenci
NCBI: NG_007524.1.

K-RAS Control: Wild-Type Exon 2 byl zkonstruovan metodou PCR exonu 2 genu K-RAS ze
standardni genomické DNA a klonovanim.

K-RAS Positive Control Codon 12 byl zkonstruovan mistné fizenou mutagenezi K-RAS Control: Wild-
Type Exon 2. Sekvenovanim DNA bylo potvrzeno, Ze jedina zména v sekvenci je v kodonu 12, a to
GGT>AGT.

K-RAS Positive Control Codon 13 byl zkonstruovan mistné fizenou mutagenezi K-RAS Control: Wild-
Type Exon 2. Sekvenovanim DNA bylo potvrzeno, Ze jedina zména v sekvenci je v kodonu 13, a to
GGC>GAC.

V ¢asti Pouziti K-RAS kontrolni plasmidové DNA na strané 11 naleznete dalSi podrobnosti k DNA
sekvencim kontrol.

Komponenty

Souprava SURVEYOR Scan K-RAS Mutation Detection Kit CE IVD se sklada z krabice obsahujici 16
zkumavek s reagenciemi; v kazdé krabici jsou 4 prazdné otvory.

Katalogové K Souprava pro 100
gislo omponenta reakci (710101-CEIVD)
Dodavany objem
703310 DNA Polymerase (2,5 U/uL) 100 pL
703315 DNA Polymerase 10X PCR Buffer 1000 pL
703065 dNTPs (10 mM) 500 pL
710151F K-RAS Primer: Exon 2 Forward (10 uM) (2 zkumavky) 2 x 250 pL
710151R K-RAS Primer: Exon 2 Reverse (10 uM) (2 zkumavky) 2 x 250 pL
710160 SURVEYOR Nuclease W (2 zkumavky) 2x 105 pL
710161 SURVEYOR Enhancer W2 105 uL
708049 SURVEYOR Enhancer Cofactor 105 pL
708027 0.15 M MgCl, Solution 105 pL
708030 Stop Solution 250 yL
710141 K-RAS Control: Wild-Type Exon 2 40 pL
710143 K-RAS Positive Control Codon 12 40 uL
710144 K-RAS Positive Control Codon 13 40 uL
482276-CZ  Prirucka pro uzivatele Lze stahnout z adresy*

http://www.transgenomic.com/pd/surveyor/SurveyorKRAS_CEIVD_ug.asp
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Pocet vzorku, které Ize testovat pomoci jedné soupravy

Souprava SURVEYOR Scan K-RAS Mutation Detection Kit CE IVD je uréena pro testovani 100
reakci. Celkovy pocet vzork(, ktery Ize testovat, zavisi na primérné velikosti davky vzorkl
testovanych v jakémkoli Case. Je tomu tak proto, Ze jedna sada kontrol musi byt testovana se vzorky
v kazdé davce vzorkd.

Nize uvedena tabulka ukazuje poc¢et vzorkd, které Ize analyzovat soupravou K-RAS v zavislosti na
primérné velikosti davky. Ten se vypocitava na zakladé toho, ze pro kazdy béh se vyzaduji 4 kontroly
a pro soupravu je limit 100 reakci.

Zvysi-li se velikost davky, potom se pocet vzorkd, ktery Ize testovat v jedné davce, zvysi, a tim se
snizi pramérné naklady na reagencie vztazené na jeden vzorek.

Velikost Pocet kontrol + Pocet Celkovy Pocet
davky amplikony vzorka | testi/béh pocet vzorkii/soupr
béhtl/soupra avu
vu

1 4+ 1 5 20 20
2 4+2 6 16 32
3 4+3 7 14 42
4 4+4 8 12 48
5 4+5 9 11 55
9 4+9 13 7 63
16 4+16 20 5 80
21 4+ 21 25 4 84
29 4+29 33 3 87
46 4 +46 50 2 92
96 4 +96 100 1 96

Sekvenovani DNA

Pro pfipad potfeby je k dispozici dostate¢ny pocet primerd pro amplifikaci exonu 2 genu K-RAS
metodou PCR, které Ize rovnéz pouzit pfi sekvenovani DNA vSech testovanych vzorka.

Dalsi pozadované vybaveni a reagencie

Dal$i komponenty a vybaveni pozadované pro pouzivani soupravy SURVEYOR Scan K-RAS
Mutation Detection Kit CE IVD zahrnuji nasledujici:

WAVE System (model 3500HT nebo model 4500HT), pfislusenstvi WAVE HSD, DNASep HT
Cartridge (kat. €. Transgenomic DNA-99-3710), WAVE Optimized® Buffers (Buffer A, Buffer B a
Solution D kat. €. Transgenomic 553401, 553402 a 553412 v uvedeném sledu; Syringe Wash
Solution [pro model 3500] a HS Staining Solution | kat. €. 553411 a 553442 v uvedeném poradi),
0,2ml zkumavky pro PCR, 2,0ml mikrocentrifugacni zkumavky, mikropipety, pipetové $picky, WAVE
DNA Sizing Standard (kat. €. Transgenomic 560078), hmotnostni zebFicek 100-bp DNA, voda o
jakosti pro postupy v molekularni biologii, led, vortex, mikrocentrifuga, termocykler, agarézové gely a
zafizeni pro agarézovou gelovou elektroforézu.

Priprava reagencii

VSechny reagencie dodavané v soupraveé jsou pfipravené k pouziti. Nékteré komponenty je nutné
pred pouzitim rozmrazit, vortexovat nebo odstfedit v mikrocentrifuze; pfislusné podrobnosti naleznete
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Vv nize uvedeném postupu testovani. Spojenim reagencii se ziskaji hlavni smési a reakéni smési;
uplné podrobnosti jsou uvedené v nize popsaném postupu testovani — viz strana 6.

Skladovani a zivotnost po prvnim pouziti soupravy

Souprava se skladuje az do pouziti pfi teploté mezi —18 °C a -25 °C v mrazaku s konstantni teplotou.
Poznamenejte si datum vyprseni Zivotnosti u kazdé dodané soupravy. Po vyprSeni data Zivotnosti
soupravu nepouzivejte.

Smés se SURVEYOR Nuclease pfipravena v kroku 7 postupu digesce SURVEYOR Nuclease (strana
10) se musi pouzit okamzité, nebot SURVEYOR Nuclease W se v pfitomnosti ostatnich slozek
reakéni smési SURVEYOR Nuclease béhem ¢asu deaktivuje.

Varovani a preventivni opatreni

Z&dna z reagencii v této soupravé neni v dodaném mnozZstvi nebezpeéna pro lidské zdravi.
Bezpecnostni list od spole¢nosti Transgenomic MSD-710101 Ize stahnout z adresy

http://www.transgenomic.com/lib/msds/710101.pdf

Souprava neobsahuje zadné latky lidského nebo Zivocisného plvodu, které by mohly zplsobit infekci.

Tuto soupravu mohou pouzivat pouze osoby, které jsou vySkolené v pfislusnych laboratornich
metodach. PFi praci s komponentami této soupravy vZzdy pouzivejte laboratorni plast, jednorazové
rukavice a ochranu oci. Po pouziti soupravy zlikvidujte komponenty jako nemocni¢ni odpad v souladu
s mistnimi pravidly a pfedpisy.

Alikvotni mnozstvi reagencii odpipetovana ze zkumavek v soupraveé jsou uréena pouze pro jedno
pouziti. Pro komponenty soupravy byla provedena validace, Ze zUstavaji stabilni i po 25 cyklech
zmrazeni-rozmrazeni. Po pfekroc¢eni tohoto poctu cykld zmrazeni-rozmrazeni soupravu nepouzivejte.

Ziskani primarniho vzorku, manipulace a ulozeni

Pro soupravu SURVEYOR Scan K-RAS Mutation Detection Kit CE IVD se vyzaduje DNA extrahovana
ze vzorkd nadoru kolorektalniho karcinomu zalitych v parafinu a fixovanych formalinem. Aby byla
splnéna kritéria kvality souvisejici s uspéSnym pouzitim soupravy, musi extrahovana DNA splfiovat
nasledujici pozadavky:

e Q-PCR extrahované DNA musi ukazat, Ze je k dispozici amplifikovatelny templat.
e Pomeér absorbance 260/280 musi byt >1,80.
e Koncentrace templatu pro kazdy vzorek musi byt 25 ng/uL.

Vzorky extrahované DNA, které nejsou uréeny pro bezprostfedni provedeni analyzy touto soupravou,
musi byt skladovany pfi -20 °C.

Postup provedeni testu

Detekce somatické mutace pomoci soupravy SURVEYOR Scan K-RAS
Mutation Detection Kit CE IVD - prehled
Detekce mutace a potvrzeni nukleazou SURVEYOR Nuclease zahrnuje Etyfi kroky:

Step 1 - Pfipravte PCR amplikony z mutantni (ur€ené pro test) a normaini (referencni) DNA.

Step 2 — V navaznosti na kone¢ny cyklus amplifikace PCR se zahfatim reakeni smési
vSechny dvojité Fetézce rozdéli a poté se pomalu zchladi, aby probéhla optimalni tvorba
hetero- a homoduplexd.

Step 3 - OSetifete smés sparovanych heteroduplexd/homoduplext nukleazou SURVEYOR
Nuclease. Samotna referencni DNA, vystavena obdobnému postupu, slouzi jako kontrola na
pozadi.
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Step 4 - Provedte analyzu fragmentt DNA v systému WAVE HS System. Tvorba novych
produktll Stépeni je v disledku jednoho nebo vice chybnych parovani indikovana pfitomnosti
dodate¢nych pikd. Retencni doby produktd stépeni indikuji velikost fragmentl a tim i umisténi
chybného nebo vice chybnych parovani.

Mutation Detection in Four Easy Steps

Amplify Mutant and Reference DNA

Hybridize DNA Hetero- and Homoduplex Formation

|

Add SURVEYOR Nuclease

Direct Fragment Analysis

Pokyny krok za krokem

Instalace protokolu K-RAS v WAVE HS System

Stazenim protokolu K-RAS exon 2 CE pro WAVE HS system do Navigator™ Software Ize provést
rychlé a snadné nastaveni. Otevrete:
http://www.transgenomic.com/sp/sw/nav/K-RAS%20Protocol/K-RAS%20ProtocolCEIVD.asp

a postupujte podle pokynt pro instalaci protokolu K-RAS a ovéfovacich postup(.

WAVE System POCATECNI nastaveni/kalibrace patron (Navigator Software)
aplikace se SURVEYOR Nuclease

Viz Priloha B - WAVE System POCATECNI nastaveni/kalibrace patron (Navigator Software) pro
aplikace se SURVEYOR Nuclease v téchto pokynech pro uzivatele.

WAVE System POCATECNI nastaveni/kalibrace termostatu

Postupy pro kalibraci termostatu naleznete v uzivatelské priru¢ce WAVE Operator’s User Manual.
Doporucujeme provadét kalibraci jednou mésicné.

Systém WAVE HT HS pied analyzou vzorku K-RAS

1. Pred béhem vzorkd musi byt v gradientu K-RAS proveden béh s WAVE DNA Sizing Standard
Priloha B — Gradient pro exon 2 K-RAS); tim se zajisti spravna funkénost systému.

Templat

1. U templatové FFPE DNA (izolované z tkani zalitych v parafinu a fixovanych formalinem)
provedte pomoci béznych laboratornich postupu kvalitativni a kvantitativni vyhodnoceni
extrahované DNA, aby bylo jisté, Ze je k dispozici amplifikovatelny templat pro PCR.

Pomér absorbance 260/280 musi byt >1,80.

Pro optimalni nastaveni PCR musi byt pracovni koncentrace templatu pro kazdy vzorek 25
ng/ul. Je-li tfeba, zfedte templatovou DNA ve vodé o jakosti pro postupy v molekularni
biologii.
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Primery

1. Sekvence primerd dodavanych v této soupraveé jsou nasledujici:

Amplikon Sekvence
PFimy cggGTTTGTATTAAAAGGTACTGGTGGAGT
Zpétny | cgggTTTATCTGTATCAAAGAATGGTCCT

Exon 2

POZNAMKA: Primery obsahuji malé svorky GC. 5-konec exonu 2 je velmi bohaty na AT.
2. Sekvence amplikond jsou nasledujici:

a. Piimé primery jsou zvyraznény ZElEn8. Zpé&tné primery jsou zvyraznény EEINGHE-
Kdéduijici useky jsou zvyraznény zelené. Useky s nej¢astéjSi mutaci jsou zvyraznény
. Velka pismena bez zvyraznéni pfedstavuji nekodujici useky cDNA.

K-RAS Control: Wild-Type Exon 2
MD Loci: 10428 - 10706
Velikost: 286 bp

cgggtttgtattaaaaggtactggtggagtatitgatagtgtattaaccttatgtgtgacatgttctaatatagtcacattttcattattttt
attataagGCCTGCTGAAAATGACTGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGAGCTEBEGIGGEGTA
GGCAAGAGTGCCTTGACGATACAGCTAATTCAGAATCATTTTGTGGACGAATATGATC
CAACAATAGAGgtaaatcttgttttaatatgcatattactggtgcHGHGEaCIIgaIacatataasCcCcg

Amplifikaéni protokol

1. K dispozici je pfedmichany roztok dNTP (kat. & 703065) s 10mM celkovou pracovni
koncentraci deoxynucleotidli (2,5 mM na kazdy ze ¢Etyf deoxynukleotidd).

2. PFimé a zpétné primery (kat. €. 710151F a 710151R v uvedeném sledu) pro kazdy amplikon
jsou dodavany v koncentraci 10 uM.

3. Vyjméte 10 uM primery, 10mM pfedmichany roztok dNTP a DNA Polymerase 10X PCR
Buffer (kat. €. 703315) z mrazaku a nechte roztat na ledu.

Na ledu pfipravte hlavni smés.

PFi pfipravé hlavni smési pro exon 2 genu K-RAS pouzijte jako voditko nasledujici tabulku:

Pocet reakci: 1.00
Vypocet objemu:
Objem vody (uL) 33.0**
DNA Polymerase 10X PCR Buffer (uL) 5.0
dNTPs (L) 4.0
K-RAS Primer: Exon 2 Forward (uL) 2.5
K-RAS Primer: Exon 2 Reverse (uL) 2.5
DNA Polymerase (uL) 1.0
Celkovy objem hlavni smési: 48.0
Objem pfidané extrahované DNA (UL pfi 25 ng/uL) 2.0**
Celkovy objem reakce PCR: 50.0

**Poznamka: pfi koncentraci extrahované DNA <25 ng/uL zvySte umérné objem extrahované
DNA a rovnéz snizte o stejné mnozstvi objem vody v hlavni smési tak, aby vysledny objem
Cinil 50 pL na jednu reakci. Ve v8ech vzorcich pfipravenych s pouzitim této hlavni smési bude

Nedoporucuje se pouzivat extrahovanou DNA o koncentraci <5 ng/pL.

6. Vypoctéte pozadované objemy pro hlavni smés vynasobenim objemud uvedenych v tabulce
vySe celkovym poctem vzorkl, ktery bude analyzovan a pfictenim 4 dalSich reakci pro
kontroly.

7. Oznacte 0,2 mL zkumavky pro PCR nebo jamky na 96-jamkové desce udajem pfisluSného vzorku.
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10.
11.

12.
13.

14.

15.

16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.

24,

25.

26.

Oznacte 2,0 mL centrifugani zkumavky pro pfipravu hlavni smési.

Pridejte do 2,0ml centrifugacni zkumavky s oznacenim ,hlavni smés* pozadovany objem vody
0 jakosti pro postupy v molekularni biologii.

Vortexujte DNA Polymerase 10X PCR Buffer pfiblizné 10 sek.

Pridejte do 2,0 mL centrifugacni zkumavky pozadované mnozstvi DNA Polymerase 10X PCR
Buffer.

Vortexujte pfedmichany pracovni roztok 10,0 mM dNTP pfiblizné 10 sek.

Pfidejte do 2,0 mL centrifugacni zkumavky pozadovany objem pfedmichaného pracovniho
roztoku 10,0 mM dNTP.

Pfidejte pozadovany objem K-RAS Primer: Exon 2 Forward do 2,0 mL centrifugacni
zkumavky.

Pfidejte pozadovany objem K-RAS Primer: Exon 2 Reverse do 2,0 mL centrifugacni
zkumavky.

Vyjméte DNA Polymerase (kat. ¢. 703310) z mrazaku.

Odstredte DNA Polymerase pfiblizné 10 sek.

Vortexujte DNA Polymerase pfiblizné 10 sek.

Pridejte pozadované mnozstvi DNA Polymerase do 2,0 mL centrifugacni zkumavky.
Uzavfete 2,0 mL centrifugani zkumavku obsahujici hlavni smés.

PFed pouzitim 2,0 mL centrifugacni zkumavku vortexujte pfiblizné 30 sek.

Az do pouziti ulozte do ledu.

Odpipetujte 48,0 uL hlavni smési do pfislusnych jamek; pouzivate-li jednokanalovou pipetu,
vyménujte Spi¢ky pipetu mezi jednotlivymi jamkami. PouZivate.li opakovaci pipetu, nesmi
mezi jamkami dochazet k uniku nebo rozstfiku. UloZte desku na led.

Do pfislusnych jamek pfidejte 2,0 pL templatové DNA jednotlivych vzorkd, kontrolni
templatové DNA (kat. €. 710140, 710143, 710144) a volné kontroly templatu (vodu).

Po dokonceni pipetovani zakryjte kazdou jamku pasem s 8 kryty (pouzivate-li 96-jamkovou
desku) nebo uzaviete 0,2 mL zkumavky pro PCR. Zkontrolujte, ze kryty jsou bezpecné
utésnény.

Vortexujte (pfi pfiblizné polovi¢ni rychlosti) 30 sek.

Zkontrolujte desky nebo 0,2 mL zkumavky pro PCR. Pfesvédéte se, Ze roztok je na dné jamek.
Neni-li tomu tak, provedte odstiedéni. Po odstfedéni snizte rychlost vortexu a zamichejte po dobu
pfiblizné 15 sek.

Program thermocykleru pro amplifikacni protokol

1.Pro amplifikaci a tvorbu heteroduplext pouzijte nasledujici protokol pro termocykler:

PocateCni denaturace 95 °C 5 min
95 °C 30 sek
15 cyklU dosednuti 62 °C, -0,5 °C/cyklus 30 sek
72 °C 25 sek
95 °C 30 sek
30 cyklt amplifikace 55°C 30 sek
72°C 25 sek
Konecné prodlouzeni 72°C 2 min
o 95 °C 2 min

Tvorba heteroduplext 4°C Ponechat
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Kontrola kvality produkti PCR

1. Pred digesci nukledzou SURVEYOR Nuclease se kontroluje kvalita a kvantita amplikond
gelovou elektroforézou nebo systémem WAVE DHPLC.

2. Provedte analyzu alikvotniho podilu produktu PCR spolu s riznym mnoZzstvim hmotnostniho
Zebficku 100-bp DNA.

S pouzitim zebficku provedte odhad koncentrace amplifikované DNA.
Mél by byt zfetelny pouze jediny prouzek >20 ng/pL odpovidajici hlavnimu produktu.

Je-li pfitomno vice prouzku, zkontrolujte, Ze byla dostacujici kvalita vstupni templatové DNA
(viz Priloha A — Reseni problémui).

6. Neni-li pfitomen Zadny produkt, zkontrolujte, Ze byla dostacujici kvalita vstupni templatove
DNA (viz Priloha A — ResSeni problémil). Splfiuje-li kvalita poZzadované specifikace, zvyste
objem templatu na 4,0 pyL/ 50 pL reakci (snizte mnozstvi vody na reakci na 31,0 pL).

7.V kontrolnim vzorku bez templatu by nemély byt viditelné Zadné produkty PCR. Jsou-li
produkty DNA zietelné, je pravdépodobna kontaminace této kontroly; viz strana 20 v ReSeni
probléma.

Digesce SURVEYOR Nuclease

1. Je-li PCR vzorku dostate¢né kvality a kvantity, provedte digestivni reakci se SURVEYOR
Nuclease podle nize uvedeného popisu.

Rozmrazte na ledu 0.15 M MgCl; Solution a SURVEYOR Enhancer Cofactor.

Do nové 0,2 mL zkumavky pro PCR nebo do jamky na 96-jamkové desce pfidejte 10,0 pL z
kazdého vzorku.

4. P¥i praci s nasobnymi vzorky pfipravte Cerstvou smés 0.15 M MgCl, Solution, SURVEYOR
Enhancer Cofactor, SURVEYOR Enhancer W2 a SURVEYOR Nuclease W (smés
SURVEYOR Nuclease).

a. Pred pouzitim kazdou reagencii odstiedte.
b. PfFed pipetovanim jemné vortexujte.

c. Pro kazdou digesci pfidejte do 0,2 mL (nebo vétsi) mikrocentrifugaéni zkumavky pro PCR
nasledujici komponenty.

1,0 uL 0.15 M MgCl, Solution (kat. €. 708027)

1,0 yL SURVEYOR Enhancer Cofactor (kat. €. 708049)

1,0 yL SURVEYOR Enhancer W2 (kat. ¢. 710161)

2,0 yL SURVEYOR Nuclease W (kat. ¢. 710160)
Odstredte smés SURVEYOR Nuclease po dobu 10 sek. pfi nizké rychlosti.
Mirné vortexujte smés SURVEYOR Nuclease po dobu 10 sek. pfi nizké rychlosti.
Az do pouziti ulozte smés SURVEYOR Nuclease do ledu.

Odpipetujte ke kazdym 10,0 pyL hybridizovaného PCR produktu 5,0 pL alikvot smési
SURVEYOR Nuclease.

9. Po dokonCeni pipetovani odstiedte 0,2 mL PCR zkumavky nebo 96-jamkovou desku s
digestivni smési po dobu 10 sek.

® N o o

10. Mirné vortexujte 0,2 mL PCR zkumavky nebo 96-jamkovou desku se vzorky po dobu 10 sek.
11. Inkubujte pfi 42 °C po dobu 30 min.

12. Do kazdé zkumavky nebo jamky pfidejte 1,0 yL Stop Solution (kat. €. 708030) a mirné
vortexuijte (celkovy reakéni objem se SURVEYOR Nuclease je 16,0 pL).

13. S pouzitim specifikovanych gradientd nastfiknéte 8,0 uL kazdé diges¢éni smési. Viz Analyza
exonu 2 K-RAS s pouzitim SURVEYOR Nuclease na strané 12.
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Poznamka: Smés se SURVEYOR Nuclease pfipravena v kroku 7 se musi pouzit okamzité, nebot
SURVEYOR Nuclease W se v pfitomnosti ostatnich slozek reakéni smési SURVEYOR Nuclease
deaktivuje.

Poznamky k €innosti

Souprava je uréena pro analyzu mutaci ve 100 vzorcich; na obrazku 11 je uveden prfehled 96-
jamkové desky s kontrolami a s 92 vzorky. Lze analyzovat i mensi davky vzorkd, ale kontroly a WAVE
DNA Sizing Standard musi byt pouzivany pfi kazdém béhu. Souprava obsahuje dostatecny material
pro kontrolu vS§ech kombinaci pouzivanych velikosti davek vzork(.

Zpracovani vzork( musi byt vSeobecné provadéno od zahajeni az do konce podle popisu v této
pfiru€ce pro uzivatele. Dojde-li pfed dokoncenim celého postupu k zastaveni zpracovani vzorku, je
nutné DNA ulozit do -20 °C az do provedeni dalSiho kroku. AvSak zmrazené vzorky nemaji byt
vystavovany opakovanému zmrazovani a rozmrazovani a DNA amplifikovana pomoci PCR ani
produkty digesce SURVEYOR Nuclease by nemély byt skladovany pfi -20 °C po delSi dobu (>1
tyden).

Kontrolni postupy

Kontrola kvality se soupravou SURVEYOR Scan K-RAS Mutation Detection Kit
CEIVD

Souprava obsahuje kontrolni plazmidovou DNA pro provadéni kontroly kvality b&hem specifickych
krokl testovaciho postupu. V amplifikaénim protokolu (strana 8) se pomoci téchto kontrol ovéfuje, zda
je hlavni smés spravné pfipravena a zda amplifikace probiha spravné. Pfidava-li se voda misto
templatové DNA, nedoporucuji se pro kontrolu mozné kontaminace komponent soupravy templatovou
DNA pouzivat zadné templatové kontroly.

Béhem kroku digesce SURVEYOR Nuclease umoZfiuji amplikony z téchto tfi kontrolnich
plazmidovych DNA ucinnou kontrolu, zda podminky pfi Stépici reakci (pfiprava smési SURVEYOR
Nuclease a podminky inkubace) byly uspokojivé. Ve fazi analyzy umozriuji kiivky digestovanych
kontrolnich amplikond ve WAVE System voditko k tomu, kde dojde k eluci mutaci v kodonu 12 nebo
13, a to i pfi jejich nizké koncentraci (viz Obr. 3 a 4).

Pokud PCR amplikony nebo fragmenty ze $tépeni SURVEYOR Nuclease odvozené z kontrolnich
plazmidovych DNA neodpovidaji vysledkim uvedenym v ¢asti Kontrola kvality produktt PCR (strana
10) ani v &asti Ukazky vysledki (strana 13), prostudujte Re$eni problému v Priloze A nebo se pied
dal$imi kroky v analyze vzork( pacientu obratte na technickou podporu spole¢nosti Transgenomic.

Pouziti kontrolnich plazmidovych DNA obsahujicich K-RAS
Soucasti soupravy jsou tfi kontrolni DNA:

K-RAS Control: Wild-Type Exon 2; kat. €. 710141

K-RAS Positive Control Codon 12; kat. ¢. 710143

K-RAS Positive Control Codon 13; kat. ¢. 710144

Tyto kontrolni DNA jsou plasmidy s inzerty. Kazda pozitivni kontrola obsahuje dva plasmidy: smés v
pomeéru 50:50 standardni kontroly a mutovaného klonu liSiciho se od standardniho typu v jediném
paru bazi. Kontroly se dodavaji v samostatnych lahvickach o koncentraci 2,5 ng/pL.

Pfimé a zpétné primery pro amplifikaci pomoci PCR se dodavaji v soupravé samostatné. Sekvence
standardni kontroly a pozitivnich kontrol jsou uvedeny nize.
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PFfimé primery jsou zvyraznény zelen€. Zpétné primery jsou zvyraznény . Kédujici useky jsou
zvyraznény zelené. Rozdily v sekvencich pozitivnich kontrol jsou zvyraznény . Velka pismena
bez zvyraznéni pfedstavuji nekodujici useky cDNA.

K-RAS Control: Wild-Type Exon 2
MD Loci: 10428 - 10706
Velikost: 286 bp

cgggtttgtattaaaaggtactggtggagtattigatagtgtattaaccttatgtgtgacatgttctaatatagtcacattttcattattttt
attataagGCCTGCTGAAAATGACTGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGAGCTGGTGGCGTA
GGCAAGAGTGCCTTGACGATACAGCTAATTCAGAATCATTTTGTGGACGAATATGATC
CAACAATAGAGgtaaatcttgttttaatatgcatattactggtgcHaceaCIgaacatatasascccg

K-RAS Positive Control Codon 12
MD Loci: 10428 - 10706
Velikost: 286 bp

cgggtttgtattaaaaggtactggtggagtatttgatagtgtattaaccttatgtgtgacatgttctaatatagtcacattttcattattttt
attataagGCCTGCTGAAAATGACTGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGAGCT[GIAIGTGGCG
TAGGCAAGAGTGCCTTGACGATACAGCTAATTCAGAATCATTTTGTGGACGAATATGAT
CCAACAATAGAGgtaaatcttgttttaatatgcatattactggtgcHGHECaCIIGaIatatatasE cccy

K-RAS Positive Control Codon 13
MD Loci: 10428 - 10706
Velikost: 286 bp

cgggtttgtattaaaaggtactggtggagtatttgatagtgtattaaccttatgtgtgacatgttctaatatagtcacattttcattattttt
attataagGCCTGCTGAAAATGACTGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGAGCTGGTG[GIAICG
TAGGCAAGAGTGCCTTGACGATACAGCTAATTCAGAATCATTTTGTGGACGAATATGAT
CCAACAATAGAGgtaaatcttgttttaatatgcatattactggtgcHUGHECACIaIatatatasas cccy

Béhem pouzivani té&chto kontrol dodrzujte pokyny uvedené v amplifikacnim protokolu (strana 8), v
digesci SURVEYOR Nuclease (strana 10) a v analyze exonu 2 genu K-RAS Exon 2 s pouzitim
SURVEYOR Nuclease (strana 12).

PRI PRVNIM POUZITi SOUPRAVY DURAZNE DOPORUCUJEME PROVEST PRED
TESTOVANIM GENOMICKYCH VZORKU NEJPRVE EXPERIMENTY SE SAMOTNYMI
KONTROLAMI

Interpretace vysledki

Analyza exonu 2 genu K-RAS s pouzitim SURVEYOR Nuclease

Stazenim K-RAS exon 2 CE Protocol Template pro WAVE HS System do Navigator Software Ize
provést rychlé a snadné nastaveni. Oteviete

http://www.transgenomic.com/sp/sw/nav/K-RAS%20Protocol/K-RAS%20Protocol CEIVD.asp

a postupujte podle pokynt pro instalaci protokolu K-RAS a pro ovéfovaci postupy.

1. Parametry pro gradientovou predikci pro manualni nastaveni WAVE HS System naleznete v
Priloze B: Parametry WAVE HS System pro protokol K-RAS.

Poznamka: doporucujeme pouzivat pfednostné instalovany protokol misto manualniho
nastaveni.
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2. Pro ucely srovnani/kontroly vzdy provadéjte digesci SURVEYOR Nuclease u obou kontrol
(standardni a pozitivni) a u vzorku DNA a stejnym zptisobem v nosi¢i WAVE System.

Pro ovéfeni spravné funkce WAVE System Ize také pfed analyzou vzorku provést test s
WAVE DNA Sizing Standard (kat. ¢. 560078). S pouzitim gradientu exonu 2 K-RAS je tfeba
provést prazdny béh (nastfik 0 pL). Poté je tfeba provést nastfik 8 ul WAVE DNA Sizing
Standard do gradientu exonu 2 K-RAS — viz Obrazek 2 ukazujici pfedpokladané vysledky.

my

1
|
Pik
prarﬁyti
patrony
Néstfik '||
| |
il | 267 | 298 a3 ®Y |
| 257) ‘l ‘ ‘| o
‘ 174 |‘| h LIl W
| I

|\ 1\ | A BV A \
Qj_“___F_J Rﬂ‘ﬂ——'—__ﬂ_f‘___‘

2 3

Obrazek 2 Nastfik WAVE DNA Sizing Standard s pouzitim gradientu exonu 2 K-RAS
(detekce pomoci UV). Velikosti fragmentl jsou uvedeny v poctu parli bazi.

Podrobnosti ke gradientu exonu 2 K-RAS viz Priloha B — Gradient pro exon 2 K-RAS.

Ukazky vysledku

Na obrazcich 3 a 4 nize jsou znazornény ukazky vysledku ziskanych s pouzitim soupravy
SURVEYOR Scan K-RAS Mutation Detection Kit CE IVD pro systémy WAVE HS. V téchto
ukazkach byl pfesné dodrzovan postup uvedeny v ¢asti Pfehled.

my

K-RAS Control Wild-Type Exon 2 (710141)

Smeés 50:50 standardni:mutace G12S ((K-
RAS Positive Control Codon 12, kat. ¢.
Fragmenty 139 710143)
a147-bp
1000 probihajici jako /
jeden pik
I
[ Nerozstép
| eny
'Iw amplikon
&j 286-bp

| K\t_\;
i 2 3

4 5 mik
Na obrazku 3 jsou ukazany produkty digesce SURVEYOR Nuclease z kodonu 12 v exonu 2 s
285 pary bazi. Heteroduplexy amplikonu se eluuji jako jeden pik. Jako templaty v této PCR byly
pouzity K-RAS Control: Wild-Type Exon 2 a K-RAS Positive Control Codon 12. Tato mutace G12S
tvofi heteroduplexy G-T a C-A, z kterych vznikaji po digesci SURVEYOR Nuclease fragmenty se 139
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a 147 pary bazi; piky téchto fragmentl nejsou v tomto gradientu rozliSeny a probihaji jako jeden pik.
Produkty digesce byly analyzovany ve WAVE HS System.

m\ .
K-RAS Control Wild-Type Exon 2
ms - Smeés 50:50 standardni:mutace
G13D
1000
Fragmenty 136 Nerozstép
a 150-bp e eny
probihajici jako amplikon
rozdéleny pik 286-bp

1 2 3 4 5 mis

Na obrazku 4 jsou ukazany produkty digesce SURVEYOR Nuclease z kodonu 13 v exonu 2 s
286 pary bazi. Heteroduplexy amplikonu se eluuji jako dvojity pik. Jako templaty v této PCR byly
pouzity K-RAS Control: Wild-Type Exon 2 a K-RAS Positive Control Codon 13. Tato mutace G13D
tvofi heteroduplexy G-T a C-A, z kterych vznikaji po digesci SURVEYOR Nuclease fragmenty se 136
a 150 pary bazi; piky téchto fragmentll se oddéluji a tvofi charakteristicky dvojity pik. Produkty
digesce byly analyzovany ve WAVE HS System.

Tato souprava je vyvinuta tak, aby mutace v kodonu 12 a 13 byly zfetelné a specificky
demonstrovany kfivkou v WAVE System; to umoZiuje uZivateli interné validovat moznost dedukce
mutacniho stavu vzorku bez nutnosti provadét potvrzeni sekvenovanim.

Popis funkce
Uroven detekce soupravou SURVEYOR Scan K-RAS Mutation Detection Kit CE
IVD

Validace soupravy SURVEYOR Scan K-RAS Mutation Detection Kit CE IVD s pouzitim plasmidovych
klonu v8ech znamych mutaci exonu 2 K-RAS ukazala, Ze piky vytvofené nukleazou SURVEYOR
Nuclease Ize detekovat ve smési 1% mutantu a 99% standardni formy.

Nize uvedené vysledky ukazuji kfivky sérii fedéni ve WAVE HS System pro ukazky mutaci v kazdém
z kodonl 12 a 13 a sekvenéni elektroferogramy vybranych mutaci.
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Mutace G12S v exonu 2 K-RAS Hladina sérii fedéni pro detekci

0% mutant G12S ve standardni formé (+ digesce SURVEYOR)
10% mutant G12S ve standardni formé (+ digesce SURVEYOR)
5% mutant G12S ve standardni formé (+ digesce SURVEYOR)
2% mutant G12S ve standardni formé (+ digesce SURVEYOR)
1% mutant G12S ve standardni formé (+ digesce SURVEYOR)
0,5% mutant G12S ve standardni formé (+ digesce SURVEYOR)

m\/

0,
Nerozstépeny L)

amplikon 286-bp Mutant
plné délky
5%
1000 Jeden pik tvofeny Mutant
produkty Stépeni
SURVEYOR Nuclease

139a147 b 2%

Mutant

1%
Mutant

0%
utant

Obrazek 5 Souprava SURVEYOR Scan K-RAS Mutation Detection Kit CE |VD Titrace mutace
G12S exonu 2 K-RAS

RGzné hladiny mutantd byly vytvofeny smichanim K-RAS Control: Wild-Type Exon 2 (kat. €. 710141)
a K-RAS Positive Control Codon 12 (kat. €. 710143) a dale zahfatim a zchlazenim smési, aby doslo k
tvorbé heteroduplext. Tyto smési byly dale $tépeny SURVEYOR Nuclease a analyzovany ve WAVE
4500 HT HS System. POZNAMKA: pro vytvofeni 90% standardni formy a 10% je pfipravena smés
80% kat. €. 710141 a 20% kat. €. 710143 (viz strana 11). Vzhledem k tomu, Ze mutace G12S je
umisténa v blizkosti stfedu amplikonu exonu 2, oba produkty $tépeni SURVEYOR Nuclease maji
podobnou retenéni dobu a tvofi jeden pik. VétSina smési amplikonU je tvofena standardnimi
homoduplexy, které nejsou stépeny SURVEYOR Nuclease. Limit detekce amplikonu mutantu G128
je 1% se SURVEYOR Scan K-RAS Mutation Detection Kit CE IVD + WAVE HS System.

Limit detekce vysledkl sekvencovani pro mutaci G12S exonu 2 K-RAS

Electroferogramy ukazuji vysledky sekvenovani produkttd PCR analyzovanych SURVEYOR Nuclease.
Automatické sekvenovani pfimého a zpétného fetézce Casto selhava v detekci mutace G12S ve
smési se standardni formou pod 10%. Spole¢né s vysledky SURVEYOR Nuclease Ize divéryhodnéji
interpretovat elektroferogramy sekvenovani 5% mutantt pro kodon 12.
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Mutace G13D v exonu 2 K-RAS Hladina sérii redéni pro detekci

0% mutant G13D ve standardni formé (+ digesce SURVEYOR)
10% mutant G13D ve standardni formé (+ digesce SURVEYOR)
5% mutant G13D ve standardni formé (+ digesce SURVEYOR)
2% mutant G13D ve standardni formé (+ digesce SURVEYOR)
1% mutant G13D ve standardni formé (+ digesce SURVEYOR)
0.5% mutant G13D ve standardni formé (+ digesce SURVEYOR)

mV/

Nerozstépeny
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1000 Mutant
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Dvojity pik tvofeny produkty
Stépeni SURVEYOR

1%
Nuclease 136 a 150 bp

Mutant

0%
Mutant

\

A o AR
o 7l I'f‘\ ‘\JA\ . (\ &'l
VA \j/'- 0 YA

— i > 3 4 5 mif

Obrazek 6 Souprava SURVEYOR Scan K-RAS Mutation Detection Kit CE |VD Titrace mutace
G13D exonu 2 K-RAS

RGzné hladiny mutantd byly vytvofeny smichanim K-RAS Control: Wild-Type Exon 2 (PN 710141) a
K-RAS Positive Control Codon 13 (PN 710144) a dale zahfatim a zchlazenim smési, aby doslo k
tvorbé heteroduplext. Tyto smési byly dale stépeny SURVEYOR Nuclease a analyzovany ve WAVE
4500 HT HS System. POZNAMKA: pro vytvoreni 90% standardni formy a 10% je pfipravena smés
80% PN 710141 a 20% PN 710143 (viz strana 11). Vzhledem k tomu, Ze mutace G13D je v mirné
vétsi vzdalenosti od stfedu amplikonu exonu 2 nez mutace G12S (viz Obrazek 5), oba produkty
Stépeni SURVEYOR Nuclease maji rizné retenéni doby a tvofi dvojity pik. VétSina smési amplikont
je tvofena standardnimi homoduplexy, které nejsou Stépeny SURVEYOR Nuclease. Limit detekce
amplikonu mutantu G13D je 1% se SURVEYOR Scan K-RAS Mutation Detection Kit CE IVD a WAVE
HS System.

Limit detekce vysledkll sekvencovani pro mutaci G13DS exonu 2 K-RAS

Pro srovnani jsou ukazany elektroferogramy znazorfiujici vysledky sekvenovani produktt PCR pro
rdzné hladiny mutantl. Automatické sekvenovani pfimého a zpétného fetézce Casto selhava v
detekci mutace G13D ve smési se standardni formou pod 10%. Spole¢né s vysledky SURVEYOR
Nuclease Ize divéryhodnéji interpretovat elektroferogramy sekvenovani smeési standardni
formy:mutant 90:10 (5% mutace) pro kodon 13 obsahujici mutaci.
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Interpretace nizkoprocentnich vzorkl mutaci

Ackoli interni a externi validaéni studie SURVEYOR Scan K-RAS Kit ukazaly, Ze detekce mutaci pfi
1% standardni formy je realisticka, ale zavisi na kvalité zakladni linie dané ¢ary. Reakce genomické
DNA a PCR o nizké kvalité, nedostatecné postupy promyvani kolony DNASep (viz Promyvaci postup
na strané 30) a neoptimalni nastaveni WAVE System mohou vést ke vzniku nepravidelné zakladni

KFivky znazornéné nize (Obrazky 7 a 8) ukazuji rozSifené oblasti kfivek s nizkou hladinou mutaci a
z&kladni linie negativni kontroly.

my T_q
A

300

200

100

e M Produkty §tépeni v kodonu 12

Obrazek 7 Detekce nizké hladiny mutace v kodonu 12. Cervena &ara = vzorek s mutaci v kodonu
12 o nizké hlading. Cerna &ara je standardni kontrola. Obrézek 7B je zvétSenim oblasti znazorfiujici
produkty Stépeni SURVEYOR Nuclease. Zakladni Sum s amplitudnimi piky podobajicimi se pikim
Stépenych fragmentl je konzistentni pro testovaci i kontrolni ¢aru.

A M. B

300

200

100

Produkty Stépeni v kodonu 13

Ui} — T Tnin

Obrazek 8 Detekce nizké hladiny mutace v kodonu 13. Cervené a modré &ary = vzorky s mutaci v
kodonu 13 o nizké hladin&. Cerna &ara je standardni kontrola. Obrazek 8B je zvétsenim oblasti
znazornujici produkty stépeni SURVEYOR Nuclease. Zakladni Sum s amplitudnimi piky podobajicimi
se pikiim stépenych fragmentu je konzistentni pro testovaci i kontrolni ¢aru.

Nastanou-li pochybnosti o pfitomnosti ¢i nepfitomnosti pikd z digesce SURVEYOR Nuclease, potom
doporucujeme opakovat analyzu vzorku s pouzitim templatu genomické DNA stejného vzorku. Bude-li
pfitomnost pikl i nadale nejasna, méla by byt genomicka DNA izolovana jako Cerstva a znovu
analyzovana. Doporucéeni pro zvy$eni poméru signalu vac¢i Sumu zahrnuji:

o Vybér vzorkl tkani zalitych v parafinu a fixovanych formalinem s vysokou koncentraci
nadorovych bunék.
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e Mikrodisekce pro zvySeni poméru nadorovych vici normalnim burikam.

e Provedeni kontroly, zda genomicka DNA splfuje pozadavky Cistoty uvedené v CastiTemplat
na strané 7.

Nizkoprocentni mutace budou obtizné potvrditelné sekvenovanim DNA.

Rlizna omezeni v postupu testovani

Kontaminujici latky pfenesené ze vzorkl zalitych v parafinu a fixovanych formalinem mohou
narusovat amplifikaci metodou PCR a postupy digesce SURVEYOR Nuclease. Postupy kontroly
kvality uvedenymi v ¢asti Kontrola kvality produktdl PCR na strané 10 se zajisti, ze extrahovana DNA
bude vhodna pro pouziti s touto soupravou.

Tato souprava byla validovana pro pouziti se vzorky ziskané biopsii kolorektalniho karcinomu a zalité
v parafinu a fixované formalinem. Neni validovana pro pouZiti s jinymi druhy karcinomu ani pro
Cerstvé nebo zmrazené vzorky ziskané biopsii.

Reéenivpotiii s nestandardnimi vysledky a podrobnosti k faktorim, které ovliviiuji tento test naleznete
v ¢asti ReSeni problémi v pfiloze A v nasledujicim textu.

Béhem prace se soupravou je nutné vénovat pozornost zabranéni pfenosu kfizové kontaminace.
Extrémni citlivost metody testovani vyZzaduje v nékolika bodech preventivni opatfeni:

e Manipulaci se vzorky je nutné provadét tak, aby mezi vzorky nemohlo dojit ke kfizové
kontaminaci

e Béhem v8ech kroku testu se s plasmidovymi kontrolami v soupravé musi manipulovat
oddélené od testovanych vzork(

¢ Pipetovani do 96-jamkovych desek nesmi umoznovat kontaminaci sousedicich jamek
vzorkem, ke které by mohlo dojit vystfiknutim béhem michani nebo opomenutim vyménovat

Spicky pipety.
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Priloha A
Reseni problémi
Efektivni pouziti soupravy SURVEYOR Scan K-RAS Mutation Detection Kit CE IVD zavisi na

ktera musi vést k tvorbé specifické DNA o jednotné velikosti a v dostate€ném mnozstvi, aby byla po
hybridizaci a $tépeni detekovatelna. To zavisi na kvalité plivodniho vzorku. Provadéni testu s
pouzitim DNA, ktera nesplfiuje kritéria kvality a kvantity, se nedoporucuje.

Poznamka: Pouzivate-i SURVEYOR Nuclease poprvé, provedte experimenty v Casti Pouziti
kontrolni plasmidové DNA s K-RAS (strana 11) az po prostudovani ¢asti Pokyny krok za krokem
(str. 7). Pfed kontaktovanim technické podpory spole¢nosti Transgenomic méjte vysledky ziskané
pomoci kontrolni plasmidové DNA s K-RAS u sebe.

Tato &ast Re$eni problémd obsahuje seznam potizi, se kterymi se mlzete setkat pfi pouzivani
soupravy SURVEYOR Scan K-RAS Mutation Detection Kit CE IVD a také navrhy pro jejich feSeni.

Problém 1 — nizky vytézek PCR nebo zadny produkt PCR

MOZNA PRICINA RESENI

Nizka kvalita templatové Opakuijte purifikaci DNA; ovéfte pouzivanou purifikacni
DNA metodu.

Termocykler neni Zkontrolujte kalibraci termocykleru

zkalibrovan

Neni dostatek templatu Zvyste mnozstvi templatu.

Poznamka: Je nutné pouzivat vysoce kvalitni DNA z tkani zalitych v parafinu a fixovanych
formalinem. Podle méfeni absorbance pfi 260 nm, musi mit DNA koncentraci 25 ng/ul, absorbanéni
pomér pfi 260/280 nm >1,8 a Cistotu >90% DNA (tj. neobsahovat kontaminaci vétsiny tRNA a
rRNA na zakladé pozorovani agarézového gelu). Vzorky DNA skladujte pfi -20 °C.

Analyza templatu DNA extrahované z tkani zalitych v parafinu vyzaduje néktera predbézna opatreni.
Extrahovanou DNA Ize oSetfit uracil DNA glykosylazou a tim zabranit amplifikaci fragmentd DNA
obsahujicich deaminovana C residua. Casto dochazi k tomu, Ze vysoky podil materialu
extrahovaného z tkani zalitych v parafinu a adsorbujiciho pfi Az neni béhem PCR spravné
amplifikovan. Pouziti vétsiho mnozstvi zahajovaci DNA Casto napomuize tvorbé vhodného produktu
amplifikace.

Problém 2 — Nasobné produkty PCR

MOZNA PRICINA RESENI
PFilis nizka teplota Zkontrolujte kalibraci termocykleru
parovani

Poznamka: Metoda PCR by méla vytvofit vysoky vytézek (>20 ng/ul) JEDINEHO amplifikovaného
druhu presné velikosti. Pro PCR se musi pouzivat DNA Polymerase a DNA Polymerase 10X PCR
Buffer dodavané s touto soupravou. Amplikony z kontrol musi byt digestovany pomoci
SURVEYOR Nuclease a jejich prdbéh nesmi byt pfi vizualnim srovnavani profili chromatogramu
narusovan faleSnym Sumem na pozadi (viz Ukazky vysledkd na str. 13, Obr. 3 - 4). Pred digesci
zkontrolujte vSechny produkty amplifikované DNA gelovou elektroforézou nebo systémem WAVE
HPLC, abyste si byli jisti pfitomnosti jednoho druhu o pfedpokladané velikosti.
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Problém 3 — Po pusobeni SURVEYOR Nuclease na heteroduplexy nejsou
pozorovany zadné produkty Stépeni

MOZNA PRICINA RESENI

Podil cile chybného Ovérte test pomoci kontrol.

parovani je pfilis nizky

Neefektivni tvorba DodrZujte spravny postup pro hybridizaci. Pro digesci

heteroduplexud SURVEYOR Nuclease pouzivejte Cerstvé hybridizovanou
DNA.

Neaktivni SURVEYOR Pro uvéfeni funk&nosti enzymu provedte kontrolni reakci.

Nuclease

Poznamka: SURVEYOR Nuclease prevazné stépi v mistech s chybnym parovanim v
heteroduplexech. Podil heteroduplexu v(i¢i homoduplexu v hybridizovaném vzorku uréuje digestivni
signal SURVEYOR Nuclease. Je-li ve vzorku genomické DNA pfitomna mutace K-RAS v nizké
koncentraci, signal mlze byt pfiliS nizky na to, aby vytvofil pozitivni vysledek.

Dulezité je zaijistit zahrnuti kroku hybridizace do programu termocykleru (viz Protokol pro amplifikaci
na str. 9), aby byla maximalizovana ucinnost tvorby heteroduplexu. Heteroduplexy se béhem
standardnich reakci PCR tvofi velmi neefektivné.

Poznamka: pomeér signalu vici Sumu je vSeobecné dosti vysoky pro detekci mutaci pfitomnych v
nizkém procentu celkového templatu DNA; je mozné detekovat 1% az 2% mutantni DNA. Na
obrazcich 5 a 6 (str. 15-16) je ukazana detekce mutaci pfitomnych v kodonech 12 a 13 exonu 2 K-
RAS (2-18% heteroduplex) WAVE HS System. Obrazky 3-4 (str. 13-14) ukazuji produkty digesce
vzniklé z homoduplexni a heteroduplexni pozitivni kontrolni DNA K-RAS (obsazené v soupravé) ve
WAVE HS System. Lze zfetelné pozorovat produkty specifického §tépeni mutaci jako dva nové piky o
predpokladanych velikostech, které I1ze odhadnout v porovnani s velikostnim markerem DNA.

Pozor: komeréné dostupné pufry pro PCR maji vyrazné rozdilny obsah a slozeni €asto neni
dodavatelem definovano. Nékteré pufry NEJSOU kompatibilni se SURVEYOR Nuclease vzhledem k
pH nebo k pFitomnosti pfisad, povrchové aktivnich &inidel a jinych pfidanych slozek. NEPOUZIVEJTE
zadnou jinou polymerazu ani 10X pufr pro polymerazu nez ty, které jsou dodavané v soupravé.

Problém 4 — Silné pozadi po plsobeni SURVEYOR Nuclease

MOZNA PRICINA RESENI
Neoptimalni hybridizace Ucinte nasledujici:
1. Zkontrolujte, zda koncentrace DNA je v rozsahu
>25 ng/uL.
2. Zopakujte hydbridizaci, pozorné dodrzujte postup
hybridizace.

PFilis nizké mnozZstvi DNA Ovérte vytézek a kvalitu templatové DNA
Nespecifické produkty PCR | Ovérte vytézek a kvalitu templatové DNA
SURVEYOR Enhancer W2 | Zkontrolujte datum vyprSeni soupravy.
a/nebo SURVEYOR
Enhancer Cofactor ztratily
aktivitu

POZNAMKA: SURVEYOR Nuclease né&kdy $tipe dvousroubovici DNA na jednom viakné v
nahodnych mistech, coZ vyvolava vznik silného pozadi po digesci'®. Tato &innost je potladovana
SURVEYOR Enhancer W2 a SURVEYOR Enhancer Cofactor, aniz by doslo k negativhimu ovlivnéni
reakce Stépeni v misté chybného parovani. Zesilovaé SURVEYOR W2 a kofaktor jsou obsazeny v
souprave a tyto je tfeba vzdy pouzivat.

Zatimco dochazi k tomuto Stépeni na jednom vlaknu, tvofi se mensi piky a srovnavani kontrolnich
produktl digesce homoduplext s produkty digesce vzorku umozni jejich rozliSeni a normalizaci
pomoci Navigator Software.
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Problém 5 — Piky po digesci SURVEYOR Nuclease u negativnich kontrol

MOZNA PRICINA

RESENI

Kontaminace obsahu
soupravy aplikony K-RAS
nebo plasmidovymi
kontrolami.

Zlikvidujte vSechny komponenty ze soupravy a pouzijte
novou soupravu.

Obratte se technickou podporu spole¢nosti Transgenomic
a poradte se o moznych pficinach a zdrojich kontaminace.

Problém 6 — Horni ¢asti pika po digesci SURVEYOR Nuclease jsou na
fluorescencni kiivce systému WAVE HSD utaty

MOZNA PRICINA

RESENi

Detektor o vysoké citlivosti
obsahuje interni
zpétnovazebny algoritmus,
ktery monitoruje mnozZstvi
svétla prochazejici
pratokovou komtirkou. Cim
vice svétla projde
pritokovou komurkou, tim
je niz8i hodnota clony (mV),
ale soucasné je vysSi
citlivost.

Tento problém Ize vyfeSit zménou emisni vinové délky,
av8ak za cenu ztraty citlivosti.

Doporucujeme pouzit chromatografickou kfivku UV
detektoru. Jsou-li kfivky fluorescen¢niho detektoru v
chromatogramu utaté, potom UV kfivka ukaze jasny a
Citelny signal. Viz ukazky na Obr. 9a a 9b nize.

DalSi moznosti je novy nastrik mensiho objemu vzorku
a tim se snizi intenzita fluorescencniho signalu.

-~Obrazek 9a

Obrazek 9b

Obrazky 9a a 9b. Jsou-li piky pfi pouzivani HSD Fluorescent Detector ut’até, Ize pro analyzu
vzorku pouzit vystup z UV Detector

VySe znazornéné kfivky predstavuji vystup pro vzorky ze stejné genomické DNA z Fluorescent (9a) a

z UV (9b) Detectors. Cervena kfivka na obou obrazcich predstavuje vzorek s mutaci G12V; &erna
Cara predstavuje standardni referenéni vzorek. Vysoké mnozstvi vpravené DNA a analyzované s
pouzitim fluorescencniho detektoru na Obr. 9a tvori utaté piky jak pro homoduplexni, tak i pro
produkty digesce SURVEYOR Nuclease. Pfislusna kfivka UV detektoru znazorfuje piky z digesce
SURVEYOR Nuclease zfetelné a stejné tak i homoduplexni piky.
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Priloha B

WAVE System POCATECNI nastaveni/kalibrace patron (Navigator Software)
pro aplikace se SURVEYOR Nuclease

Pouzivejte pouze WAVE Optimized buffers.

ok~ 0N~

© © N o

11.

12.

13.
14.

Vypustte Buffers A a B spolu se Solution D.

Naplrite nastfikovaci stfikacku (pfedni panel ve verzi 3500, pfes software ve verzi 4500).

Naplnte Cerpadlo HSD.

V polozce nabidky Setup (Nastaveni) v rozbalovaci list€ s nabidkou zvolte Module Setup
(Nastaveni modulu).

V poli instrument (pfistroj) zvyraznéte UV detector (UV detektor).

Ovéfte, Ze vinova délka detektoru je nastavena na 260 nm.

V poli instrument (pFistroj) zvyraznéte fluorescence detector (fluorescencni detektor).

Oveérte, Ze budici vinova délka detektoru je nastavena na 492 nm a emisni vinova délka je
nastavena na 526 nm (HS Staining Solution I).

. Vytvorte novy projekt (je-li pozadovan) nebo oteviete stavajici projekt na rozbalovaci listé s

nabidkou v Navigator Software.

Byl-li vytvofen novy projekt, je tfeba vytvofit i novy nosi¢ pro vzorky (ovéfte, Zze je zvolen
spravny typ nosice).

S pouzitim universal linear application type vytvofte dva prazdné nastriky.

a.

a o

Se = o

Klepnutim levym tlaCitkem mySi na lahvicku 96 ji zvyraznéte (pokud se pouziva 96-well
tray type).

Klepnutim pravym tladitkem na lahvi¢ku otevfete injection page.

Zmérite application type na universal linear.

Zmeénte volbu cisténi na fast clean (rychlé Cisténi) (je-li aktualni) nebo active clean
(aktivni Cisténi).

Ovéite, Ze teplota v termostatu béhem postupu je 50,0 °C.

Zmérite objem na O L.

Zmeénte pocet nastfikl na 2.

Levym tlacitkem mysSi klepnéte na tlacitko [Generate] (Generovat) ve spodni levé Casti.

Spustte nastfiky.

Vytvorte tfi 5 pL nastfiky WAVE DNA Sizing Standard (Katalogové €islo od Transgenomic
560078) s pouzitim univerzalniho linearniho aplikacniho typu.

a.

> @ =

Umistéte vzorek WAVE DNA Sizing Standard do 0,2 mL zkumavky pro PCR v pozici
96.

Klepnutim levym tlacitkem mySi na lahvicku 96 ji zvyraznéte (pokud se pouziva 96-well
tray type).

Klepnutim pravym tladitkem na lahvi¢ku otevfete injection page.

Zmeénite application type na universal linear.

Zmeénite cleaning option na fast clean (rychlé &isténi) (je-li aktualni) nebo active clean
(aktivni Cisténi).

Ovéite, Ze teplota v termostatu béhem postupu je 50,0 °C.

Zmeénite objem na 5 pL.

Zmeérite pocet nastfikl na 3.

Levym tla¢itkem mySi klepnéte na tlacitko [Generate] (Generovat) ve spodni levé Casti.
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15. Spustte nastfiky.

16. Po dokonéeni téchto béhl zkontrolujte na chromatogramech stabilitu retenéni doby pro piky
odpovidajici 80 a 587 parim bazi.

a. Retencni doba 80bp piku a 587bp piku WAVE DNA Sizing Standard musi byt mezi
jednotlivymi bé&hy v rozmezi 0,1 min.

17. Pfed béhem skute€nych vzork( provedte kalibraci patron.
a. Na zalozce Analysis (Analyza) klepnéte na tlaCitko [Select Results] (Zvolit vysledky).

b. Vyhledejte tieti nastiik WAVE DNA Sizing Standard. S pouzitim navigace soubory na
levé strané otevfete projekt a nosi€ a poté vyhledejte injection na displeji s nastfiky na
pravé strané.

c. Zvyraznéte tfeti nastfik WAVE DNA Sizing Standard a poté klepnéte na tlacitko [Add
Selected Results] (Pfidat vybrané vysledky).

d. Pravym tla¢itkem mysi klepnéte na chromatogram.
e. Zvolte [Chart] (Graf).

f. Pod moznosti Peak Labels Option (Oznaceni pikd) zvolte Peak Labels Box a s
pouzitim rozbalovaci nabidky zvolte [Peak Retention Time] (Retenéni doba pik).

Klepnéte na [Apply] (Pouzit).
h. Klepnéte na [OK].

i. Na liste s nabidkou pouzijte rozbalovaci nabidku Setup (Nastaveni) a zvolte [Cartridge
Calibration] (Kalibrace patrony).

j. Zadejte hodnoty retencnich dob zobrazené na chromatogramu pro pfislusné piky
WAVE DNA Sizing Standard.

k. Zvolte [Plot New Calibration] (Zadat novou kalibraci).
I. Zvolte [Accept New Calibration] (Pfijmout novou kalibraci).

my
458 587
434 §‘
2
\ 208
10
257 \
174
102
80
-
[i] 1 2 3 4 5 & T 8 9 i0 11 i2 13 14 15 16 17 18 ] iy

Obrazek 10. Typicka analyza WAVE DNA Sizing Standard s pouzitim Universal Linear
Method Type z Navigator Software (ukazka WAVE 4500 HT HS).
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Parametry WAVE HS System pro protokol K-RAS

Doporucéujeme stahnout pro instalaci do Navigator Software K-RAS exon 2 CE Protocol Template. Viz
instalac¢ni privodce K-RAS Installation Guide na:

http://www.transgenomic.com/sp/sw/nav/K-RAS%20Protocol/K-RAS%20ProtocolCEIVD.asp

Pro manualni nastaveni systému WAVE HS System a kontrolu spravné instalace K-RAS exon 2 CE
Protocol Template jsou dulezité nasledujici parametry gradientni predikce:

Flow rate: 1.2 mL/min
Oven Temperature: 45.0 °C
Application Type: dsDNA multiple
Minutes/100 bp: 0.95

Number of segments: 15

Minimum base pair: 40 bp

Maximum base pair: 400 bp

Cartridge Clean: Fast Clean
Cartridge: DNASep HT
Y& Edit Sample Tray
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
+1 900000000000
0900000 0000ee
c@00000000000
r 900000000000
E© 00000000000
900000000000
000000 0000ee
He|@ 00 e et e e o e e
(19 <« > M) R
.. Wial Injection Amplicon Method
1 KRASEZ WT CTRL KRAS exon 2 KRAS exon 2 25
2[KRASe2 Codon 12 Mutation CTRL KRAS exon 2 KRAS exon 2 1
3KRASE2 Codon 13 Mutation CTRL KRAS exon 2 KRAS exon 2 —
4|KRASe2 MEG CTRL KRAS exon 2 KRAS exon 2
5 |Subject KRAS exon 2 KRAS exon 2
6|Subject KRAS exon 2 KRAS exon 2
7 |Subject KRAS exon 2 KRAS gxon 2
3|3ubject: KRAS exon 2 KRAS exon 2
9|5ubject KRAS exon 2 KRAS exon 2
10{5ubject KRAS exon 2 KRAS xon 2
11 |Subject KRAS exon 2 KRAS exon 2
12|5ubject FRAS exon 2 KRAS exon 2
13|5ubject KRAS exon 2 KRAS exon 2 v

Obrazek 11 Obrazovka nastaveni desky; 92 vzorkl a kontroly

K-RAS exon 2 CE Protocol Template obsazuje tabulku nastfik(i podle vySe znazornéné ilustrace. Na
jedné desce Ize analyzovat 92 vzorkl exonu 2 (oranzové jamky). Dale se na kazdou desku umistuji
tfi kontroly pro exon 2 (zelené jamky) a negativni kontrola.
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VSimnéte si, Ze tabulka nastfikl je uspofadana ve sloupcovém formatu.
¢ K-RAS Control: Wild-Type Exon 2 se umistuje do jamky 1 (A1 v tabulce nastfikd).
¢ K-RAS Positive Control Codon 12 se umistuje do jamky 2 (B1 v tabulce nastfikl).
e K-RAS Positive Control Codon 13 se umistuje do jamky 3 (C1 v tabulce nastfika).
e negativni kontrola (bez pfidané DNA) se umistuje do jamky 4 (D1 v tabulce nastfik().

1. Pro vytvofeni nového protokolu oteviete [File] (Soubor) na rozbalovaci listé s nabidkou, zvolte
[Protocol] (Protokol) a poté [Template] (Templat).

Name: |KRas Pratocos Test

Description:
Estinated Run Tme

CreationDate:  [2010.05-26 125336415 Gradenthame | Tme | %A | kD | %L
Protocol Templabe: | KRAS sxon 2 CE |

Subjects: 2 he

B
Saf lame:

|sample 1D 001
|Sample 10 002

Edt Method Paramaters

Loading Duraticn lean Duration

Gradient Duraticn Equilbration Dur atice

enTe.. EasePars | Method Mame L] Tme Shift  chil chtz

Save Cancel |

< >

Obrazek 12 Nastaveni nového protokolu
a) Pojmenujte protokol.
b) Protocol Template (Templat pro protokol) musi byt ,KRAS Exon 2 CE*.
c) Zadejte pocCet Subjects/Samples, které maji byt analyzovany.

d) Zadejte do Sample Names (Nazvy vzork() unikatni nazvy pro kazdou polozku Samples
(Vzorky) a zvolte [Save] (Ulozit).

2. Pro vytvoreni tabulky nastfiki zvolte novy Tray Type (Typ nosice).
a) Zadejte Tray Name (Nazev nosice).

b) Vyberte Tray Type (Typ nosiCe). Tray Type musi byt ve sloupcovém formatu. Neni-li k
dispozici Zadny nosi¢, naleznete v pfiru€ce Navigator Manual feSeni potizi.

c) Zvolte K-RAS Kit Tray Template (Templat nosiCe) a vyberte [OK]
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" Mavigatar Connection: WADMIN0S0502WVI
Fin Setw Arcee Help
D= R%® QFIp ——

Tray Wame [KRAS Tst Tray 1

R e B =
. : P rr—r— Homen  mw on O
b o~ HEE | e 5
=)
= g Jj
1) o |
w o 1 Fl El 4 & 17 & L] n
12 Mazitlra
(e} 2n ﬂlzfs-n-nl Bw O
s
(@8 N A4
it
el
(@) " i : 3 : H i 3 # 5 n
Mimmr

|

Obrazek 13 Nastaveni nového nosice vzorkt

Poté se bude zaplhovat tabulka nosice.

- Havigator Connection: WADMINGden - dna
Fin Selup Auchive Marbeicn  Hel

D &% QO FIp

U | DA OO | Ry | Mt

Propset |KRAS Protuce s Tempiatn 1) 3]
100 : Estimated i Time
Provocel wmasmosscaitens | PENE] | @ | Gradenthame  Tme wa  ma  wC
%
Tray Name [HRAS Teat Tray 1 v || w
———— 5
instrument. 3500 0 = 3 —
w'w_”wsm el 0 H 4 4 ' o
Clean Duration
b stion Duristion,

CDDEE Syt ]
Wl

Webame  Aopleation Tvee Eamele Name Crves OvenTe.. BasoPars  MathodName

SO C )
|

& 1!

Obrazek 14 Ukazka zaplhovaného nosice

3. Na vyse uvedené obrazovce je znazornéno zaplfiovani tabulky nastikll s pouzitim K-RAS exon 2
CE template pro analyzu 2 vzorkd.

4. Vzorek 1 exon 2 K-RAS je tfeba umistit na pozici E1 (jamka 5).
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5.

Aby se Cerpadlo HSD nastavilo na provozni stav a aby se systém vyrovnal, musi byt pred
analyzou vzorku proveden béh s prazdnym vstfikem. To se provadi nasledujicim zplisobem:

a) V polozce nabidky [Setup] (Nastaveni) v rozbalovaci listé s nabidkou zvolte [Project Defaults]
(Vychozi nastaveni projektu).

b) ZaSkrtnete policko Run (Béh) v oddilu Equilibrate Cartridge (Ekvilibrovat patronu). Jeden
prazdny nastfik je dostatecny.

prometvois &} - [0/

intecon

Enullbrate Cartridge

Eulbeate Mewies

Bedime 141 bpectionn [5]

3
Estinated R Tare
Edter Temperabare Change [ 2]
Gadenthame  Tme WA WE WO
Bifter Gracent Change [] 3
Bdorn Progect Changs 7] 3
Befoen Ty Change (5] 2
Elkn |t blark njections: 2 4 fi H 0
niection Crderng
() Purs i T atire Crclar Srstmraden et bt
(3 fanin Temperaturs Order Dxscending v Ofume (D Deecor |k Hothod Paramaters
(%) R ) Ljection Crder
I | Method Detal | Method Descrpticn
15} ol ot ik Coee 5 Ak e o i) Lnaddeg Cue st Clan Dum i
b Losdng faradert Durstion ol stion Dugstion

Injection
Brijection Tyge AL v
Dief et Injesction Vokure ()

Fersd Wikarvm {ud) 25
Dyes v T

WRLAGE 5.0 i e oo
\CTRL WAYEHGL w0 I @y oo

Samlo Tray VCIFL WAYE-HGE 5.0 0o gy oo
WAYE+E 5.0 0 Wy 00

Cesable Tray Charge Reumst [7] WAYE+TE 5.0 2 mE 00

] 0 o We _ po

Sove s sredeta (7] | ox || conce

% >

Obrazek 15 Béh prazdného nastriku

6.

Lahvi¢ku 96 (pozice H12) Ize pouzit pro WAVE DNA Sizing Standard. Funkci Navigator Software
Protocol nelze pouzivat pro generovani vstfikd pro velikostni standard na gradientech
pouzivanych pro analyzu K-RAS. Pro vytvoreni nastfiku velikostniho standardu duplikujte dva
fadky z tabulky nastfikl, kde je pouzita metoda K-RAS exon 2 CE. Zmérite Sample Name (Nazev
vzorku) na Sizing Standard (Velikostni standard).

Zvyraznéte dvé fadky pro vzorky s velikostnim standardem a nechte prob&hnout dva zvolené
nastfiky. Znovu stisknéte tlacitko run (b&h) a nechte prob&hnout zbyvajici vzorky (vSechny
nastfiky na nosici). Prazdny vstfik se necha probéhnout pred velikostnimi standardy.
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Gradient pro exon 2 K-RAS

(maximalni délka fragmentu = 400 bp)

Krok Cas %A %B
PInéni 0.0 65.0 35.0
40 bp 0.5 60.1 39.9
66 bp 0.7 54.8 45.2
92 bp 1.0 51.1 48.9
118 bp 1.2 48.3 51.7
144 bp 1.5 46.2 53.8
170 bp 1.7 44.5 55.5
196 bp 2.0 43.1 56.9
222 bp 2.2 41.9 58.1
248 bp 2.5 40.9 59.1
274 bp 2.7 40.1 59.9
300 bp 3.0 394 60.6
326 bp 3.2 38.7 61.3
352 bp 3.5 38.2 61.8
378 bp 3.7 37.7 62.3
404 bp 4.0 37.3 62.7
Start Clean 4.1 65.0 35.0
Stop Clean 4.2 65.0 35.0
Start Equilibrate 4.3 65.0 35.0
Stop Equilibrate 4.4 65.0 35.0
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Udrzba DNASep HT Cartridges

Promyvaci postup

PFi nastfikovani produktd digesce SURVEYOR Nuclease do DNASep HT Cartridges ve WAVE
System se doporucuji dvé moznosti €isténi: ACTIVE CLEAN (Aktivni ¢isténi) nebo FAST CLEAN
(Rychlé ¢isténi). Bézné ¢€isténi neni dostatecné.

Neprehlédnéte nasledujici:

Po kazdych 100 nastficich produkt( digesce SURVEYOR Nuclease je tfeba provést HOT
WASH (Horké promyti). Horké promyti se provadi pfi 80 °C ¢erpanim 100% Solution D (75%
(obj/obj) ACN) po dobu 15 minut, po kterém nasleduje promyvani systému smési 1:1 WAVE
Optimized Buffers A a B po dobu 30 minut. Horké promyti se provadi na konci kazdé davky
béhu z digesce SURVEYOR Nuclease, bez ohledu na to, zda bylo dosazeno 100 nastfika Ci
nebylo, napf. kdyz bylo pouzivani patrony do¢asné pozastaveno nebo se pfedpoklada zména
v DHPLC analyze.

Po kazdych 500 nastficich produktd digesce SURVEYOR Nuclease musi byt vyménén
viazeny filtr. VFazeny filtr musi byt vyménén také v pfipadé, kdyz dojde k pfili§ vysokému
narlstu tlaku (>1500 psi pro DNASep HT Cartridges).

Po kazdych 500 nastficich je tfeba provést REVERSE HOT WASH (Zpétné horké promyti).
Viz Provadéni REVERSE HOT WASH patrony DNASep HT Cartridge v nize uvedené ¢asti.

VAROVANI Nedodrzovani téchto pokyn(i ma za nasledek tvorbu vysokého tlaku v koloné a
zhorseni funkénosti kolony.

Provadéni REVERSE HOT WASH patrony DNASep HT Cartridge
Provedeni REVERSE HOT WASH:

1.
2.
3.

5.

Vyjméte DNASep HT Cartridge a znovu ji nasadte do pratocné cesty, ale v opacné orientaci.
Vyjméte viazeny filtr a nahradte jej béhem REVERSE HOT WASH spojkou.

Nechte systémem Cerpat 100% Solution D (75% (obj/obj) ACN) po dobu 30 minut pfi 80 °C a
pfi pritokové rychlosti 0,9 mL/min.

Promyvejte ¢erpanim smési 1:1 WAVE Optimized Buffers A a B po dobu 1 hodiny pfi 80 °C a
pfi pritokové rychlosti 0,9 mL/min.

Odstrarite spojku a nasadte novy viazeny filtr.

REVERSE HOT WASH je nutné provadét bez viazeného filtru. Po REVERSE HOT WASH zasurite
novy viazeny filtr a nechte patronu bézet 500 nastfik( ve zpétném sméru.
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Kontaktni udaje

Vedeni spolec¢nosti Evropa

Transgenomic, Inc. Autorizovany zastupce pro ES

12325 Emmet Street

Omaha Transgenomic Limited

Nebraska 68164 40 Watt Road, Hillington Park, Hillington
United States of America Glasgow G52 4RY, United Kingdom
Telefon: (888) 233-9283*nebo +1 (402) 452-5400 Telefon: +44 141 892 8800

Fax: +1 (402) 452-5401 Fax: +44 141 883 5967

E-mail: SURVEYORscan@transgenomic.com E-mail: SURVEYORscan@transgenomic.com

*Pouze v Severni Americe

Certifikace 1ISO 9001:2008

Transgenomic Inc pouziva systém Fizeni kvality, ktery odpovida pozadavkam ISO 9001:2008 pro
vyrobu pFistroji a biologicky spotfebovatelnych produktl pro genetické Upravy, detekci mutaci a dalSi
unikatni testy na bazi biomarkert certifikované podle BSI, &. certifikatu FM 538914.

www.transgenomic.com

- the power of discovery

=

Z
//// TRANSGENOMIC®

Obchodni znamky a autorska prava

Tento produkt je vyroben pod exkluzivni licenci podle patentd USA 6,391,557; 5,869,245; a dalSich patentl podanych k
pfihlaseni. K pouzivani SURVEYOR Nuclease je vyzadovana licence od spole¢nosti Transgenomic. Akademické, neziskové a
ziskové organizace maji na zakladé koupé tohoto produktu omezena prava na pouzivani SURVEYOR Nuclease pro vyzkumné
ucely. Dals$i prodej a jiné pouziti se pfisné zakazuji. Pro vice podrobnosti se obratte na spoleénost Transgenomic.

DNA polymeraza: Pouzivani tohoto produktu je chranéno jednim nebo vice nasledujicimi americkymi patenty a pfisluSnymi
patentovymi naroky mimo USA: 5,789,224, 5,618,711, 6,127,155 a naroky mimo USA odpovidajicimi americkému patentu ¢.
4,889,818. Koupé tohoto produktu zahrnuje omezenou, nepfenositelnou imunitu od soudniho postihu podle uvedenych
patentovych naroku pfi pouzivani tohoto produktu pro viastni vyzkum nakupujiciho. Neudili se ani vyslovné, odvozené ani v
dusledku zakonné prekazky zadné pravo podle jakéhokoli jiného patentového naroku (jako jsou patentované naroky na
pouzivani 5' nukleazy v americkych patentech €. 5,210,015 and 5,487,972), Zadné pravo provadét jakykoli patentovany postup
ani zadné pravo provadeét jakékoli komeréni sluzby jakéhokoli druhu, véetné a bez omezeni predavani vysledkl €innosti
nakupujiciho za poplatek nebo jiné komeréni ohodnoceni. Tento produkt je uréen pouze pro vyzkumné Gcely. Pro diagnostické
pouziti podle patentd spole¢nosti Roche se vyZzaduje samostatna licence od spole¢nosti Roche. Dal$i udaje k nakupu licenci
Ize obdrzet kontaktovanim Feditele pro licence na adrese: Director of Licensing, Applied Biosystems, 850 Lincoln Centre Drive,
Foster City, California 94404, USA.

»,TRANSGENOMIC*, ,the power of discovery”, ,WAVE", ,SURVEYOR®", ,WAVE Optimized®, ,DNASep* a kulaté logo jsou
registrované obchodni znamky a “Navigator” je obchodni znamka spole¢nosti Transgenomic, Inc. V8echny ostatni obchodni
znamky jsou obchodnimi znamkami svych pfislusnych drziteld.

© 2010 Transgenomic, Inc. VSechna prava vyhrazena. Vytisténo v USA.

Katalogové €islo dokumentu: 482276-CZ-04
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