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Brugsanvisning for SURVEYOR Scan K-RAS Mutation Detection Kit CE IVD

Producent

SURVEYOR Scan K-RAS Mutation Detection Kit CE IVD er produceret af Transgenomic. Inc. 12325
Emmet Street, Omaha, NE 68164, USA. TIf. 1-402-452-5400.

Den autoriserede repreesentant i EU er Transgenomic Limited, 40 Watt Road, Hillington Park,
Glasgow G52 4RY, UK. TIf. +44-141-892-8800.

SURVEYOR Scan K-RAS Mutation Detection Kit CE IVD

Dette kit leveres som en enkelt seske, der indeholder de komponenter, der er anfart nedenfor. Denne
brugsanvisning er tilgeengelig som en download.

Tilsigtet brug

Kun til professionel brug. Transgenomic’s SURVEYOR Scan K-RAS Mutation Detection Kit CE IVD er
en in vitro diagnostisk analyse, der paviser mutationer i exon 2 af K-RAS genet. Mutationer i codon 12
og 13 indikeres med karakteristiske analyseresultater. Dette kit er designet til at blive brugt i et klinisk
diagnostisk laboratorium af passende uddannet personale, der tester DNA, der er ekstraheret fra
formalinfikseret, paraffinindlejret vaev.

Brugsindikationer

Klinikere kan bruge SURVEYOR Scan K-RAS Mutation Detection Kit CE IVD som hjeelp til at
bestemme, om patienters colorectale cancertumorer maske eller maske ikke vil res(gondere pa anti-
EGFR (epidermal growth factor receptor) behandlinger, som fx Vectibix® eller Erbitux®.

SURVEYOR Scan K-RAS Mutation Detection Kit CE IVD ma ikke anvendes til diagnose af colorectal
eller nogen anden cancer.

SURVEYOR Scan K-RAS Mutation Detection Kit CE IVD indikerer tilstedeveerelse af mutationer i K-
RAS genet exon 2, men bekraefter ikke mutationens sekvensidentitet. For at bekreefte den praecise,
detekterede mutation vil yderligere analyse, som fx DNA-sekventering, vaere pakraevet.

De resultater, der opnas med dette kit, skal benyttes af en kliniker, som en indikation for en patients
mutationsstatus. Andre kliniske faktorer skal tages i betragtning og SURVEYOR Scan K-RAS
Mutation Detection Kit CE IVD resultater ma ikke bruges som den eneste anvendte metode for at
treeffe afgarelse om eventuel behandling for patienter med colorectal cancer. Mere specifikt skal
praver, der tester positive for en K-RAS mutation med dette kit, bekraeftes med DNA-sekventering.

Principper for SURVEYOR Scan K-RAS Mutation Detection
analyse

K-RAS

Nyudviklede terapeutiske medikamenter, der er malrettet mod epidermal growth factor receptor
(EGFR), som fx cetuximab (Erbitux) og panitumumab (Vectibix), har vist sig at veere effektive mod
colorectal cancer. For visse colorectale cancere er disse laeegemidler dog ineffektive. Ca. 40% af
colorectale tumorer beerer K-RAS gen mutationer og disse mutationer er blevet associeret med ringe
respons pad EGFR antagonister. K-RAS mutationsstatus kan derfor bruges til at bestemme, hvorvidt
en tumor vil respondere pa anti-EGFR behandling.

SURVEYOR Scan K-RAS Mutation Detection Kit CE IVD er et diagnostisk kit til detektering af alle
sekvens og sma insertion/deletion mutationer i exon 2 af K-RAS genet. Positive kontroller er
inkluderet for exon 2 mutationer i codon 12 og 13, der er blevet associeret manglende respons pa
behandling EGFR antagonister.
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Brugsanvisning for SURVEYOR Scan K-RAS Mutation Detection Kit CE IVD

Dette kit anvender Transgenomic’'s SURVEYOR Nuclease og WAVE HS System teknologier til at give
enkelt og sensitiv mutationsdetektion, der er i stand til at detektere en blanding af 1% mutant i en
baggrund af 99% non-mutant DNA. Valideringsstudier har vist ekstremt hgj overensstemmelse med
sekventering i velkarakteriserede colorectal cancer-prgver. SURVEYOR Nuclease fordgjelsesmgnstre
for codon 12 og 13 er steerkt specifikke. Brug af SURVEYOR Scan K-RAS Mutation Detection Kit CE
IVD vil bade reducere brugerens sekventeringsbyrde og bistd til sekvensidentifikation, hvis
automatiseret sekventeringssoftware ikke finder en mutation.

SURVEYOR Nuclease

Transgenomic’s SURVEYOR Nuclease er en mismatch-specifik DNA endonuclease, der kan scanne
for kendte og ukendte mutationer og polymorfier i heteroduplex DNA. Enzymet klgver DNA med hgj
specificitet pa steder med base-substitution mismatch og andre forandringer. DNA endonucleasen
klipper begge strenge p& DNA heteroduplexen p& 3'-siden af mismatch positionen’. Insertion/deletion-
mismatches og alle base-substitution mismatches genkendes. Effektiviteten af klgvningen varierer
med mismatch sekvensen® 2.

Location of mismatch

S, = 3
(\ 5

Figur 1. Virkningsmekanisme for
SURVEYOR Nuclease.
Endonucleasen genkender en
mismatch og klgver pa 3'-siden af
hver base i mismatchen, hvilket
Resulting fragments efterlader et enkelt 3’-base-

« A — overhaeng.

SURVEYOR Nuclease har veeret brugt i en lang reekke sammenhaenge for ngjagtigt at kunne
detektere forskellige mutationer og polymorfier i gener®. SURVEYOR Nuclease er isaer blevet brugt til
at verificere tilstedeveerelse af kendte mutationer i en reekke gener, der er associeret med nyrecancer®,
lungecancer® * 1****% hoved- og halscancer®, leukaeemi” ** *’, endometrial cancer® og til forudsigelse af

respons pd stralebehandling™.

SURVEYOR Scan K-RAS Mutation Detection Kit CE IVD for WAVE HS Systems er designet til at
klgve mismatches i K-RAS exon 2 for efterfglgende analyse ved ion-pair reverse fase HPLC ved brug
af WAVE HS Systems.

Bemaerk: Kun den DNA-polymerase, der leveres med dette kit, ma bruges til denne analyse.

Bemeerk: De vaskeprocedurer, der specifikt anbefales og beskrives i denne “Brugsanvisning
til brug for SURVEYOR Scan K-RAS Mutation Detection Kit CE IVD for WAVE HS Systems” og
brugen af DNASep® HT Cartridges er forskellige fra de vaskeprocedurer, der bruges for
standard WAVE DHPLC procedurer. Fglg de specifikke anbefalinger i denne manual for at
opretholde optimal ydelse fra WAVE HS System.

For korrekt anvendlese af dette kit anbefaler vi, at denne manual lseses grundigt igennem og at
vejledninger og retningslinier heri fglges ngje. Farstegangsbrugere skal udfgre de
kontroleksperimenter, der er beskrevet i afsnittet “Sadan anvendes K-RAS Kontrol Plasmid
DNA", side 11.

Hvis du skulle have yderligere spgrgsmal eller har brug for hjeelp, bedes du ringe +44 (0) 141 892
8800 (Europa) og bede om “K-RAS support”. Du kan ogsa sende os en e-mail pa:

SURVEYORscan@transgenomic.com

Side 3 af 31



Brugsanvisning for SURVEYOR Scan K-RAS Mutation Detection Kit CE IVD

Sporbarhed af kitkontroller

De kontroller, der leveres med dette kit, er plasmid-kloner af K-RAS exon 2 sekvenser. Alle kloner er
blevet sekventeret for at kontrollere sekvensens ngjagtighed ved sammenligning med NCBI
Referencesekvens: NG_007524.1.

K-RAS control: Wild-Type Exon 2 blev konstrueret ved PCR af K-RAS exon 2 fra en wild-type
genomisk DNA-praeparation og kloning.

K-RAS Positive Control Codon 12 blev konstrueret ved site-directed mutagenese af K-RAS Control:
Wild-Type Exon 2 klon. DNA-sekventering bekraeftede, at den eneste aendring i sekvensen er i codon
12 med en GGT>AGT aendring.

K-RAS Positive Control Codon 13 blev konstrueret ved site-directed mutagenese af K-RAS Control:
Wild-Type Exon 2 klon. DNA-sekventering bekraeftede, at den eneste aendring i sekvensen er i codon
13 med en GGC>GAC &ndring.

Se “Sadan anvendes K-RAS Kontrol Plasmid DNA” pa side 11 for yderligere information om DNA
kontrolsekvenser.

Komponenter

SURVEYOR Scan K-RAS Mutation Detection Kit CE IVD reagenser leveres i en seske med 16 rgr.
Der er 4 tomme huller i hver seske.

100-Reaktion Kit
Komponent

Katalognummer

(710101-CEIVD)
Volumen leveret

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 pM) (2 rar) 2 x 250 pL
710151R K-RAS Primer: Exon 2 Reverse (10 uM) (2 rar) 2 x 250 pL
710160 SURVEYOR Nuclease W (2 rgr) 2 x 105 pL
710161 SURVEYOR Enhancer W2 105 pL
708049 SURVEYOR Enhancer Cofactor 105 pL
708027 0,15 M MgCl, Solution 105 pL
708030 Stop Solution 250 pL
710141 K-RAS Kontrol: Wild-Type Exon 2 40 pL
710143 K-RAS Positive Control Codon 12 40 pL
710144 K-RAS Positive Control Codon 13 40 pL
482276 Brugervejledning Download fra websitet*

http://www.transgenomic.com/pd/surveyor/SurveyorKRAS_CEIVD_ug.asp
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Brugsanvisning for SURVEYOR Scan K-RAS Mutation Detection Kit CE IVD

Antal prgver, der kan testes med et Kit

SURVEYOR Scan K-RAS Mutation Detection Kit CE IVD indeholder reagenser til 100
reaktioner. Det totale antal prgver, der kan testes afhaenger af den gennemsnitlige batchstgrrelse af
praver, der testes pa et enkelt tidspunkt, da ét szet kontroller skal testes sammen med prever i hver
enkel prgvebatch.

Tabellen nedenfor viser antallet af prgver, der kan analyseres med K-RAS kittet, alt afhaengig af den
gennemshnitlige batchstarrelse. Dette beregnes pa basis af, at 4 kontroller er pakreevet for hver
pravekarsel og en greense pa 100 reaktioner pr. Kit.

Hvis batchstarrelsen forgges, vil antallet af prgver, der kan testet i et kit ligeledes blive forgget, hvilket
vil reducere den gennesnitlige reagenspris pr. prgve.

Batch- Antal kontroller + | Tests pr. Antal Praver testet
starrelse Praver proveker | provekarsler pr. kit
sel pr. kit
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

DNA-sekventering

Hvis det er pakreevet, er der medleveret tilstraekkelige primere til PCR-amplifikation af K-RAS exon 2
til, at de ogsa kan bruges ved DNA-sekventering af alle de testede pragver.

Yderligere pakraevet udstyr og reagenser

Yderligere komponenter og udstyr, der er pakrzevet til brug af SURVEYOR Scan K-RAS Mutation
Detection Kit CE IVD inkluderer fglgende:

WAVE System (enten 3500HT eller 4500HT modeller), WAVE HSD Accessory, DNASep HT
Cartridge (Transgenomic PN DNA-99-3710), WAVE Optimized® Buffers (Buffer A, Buffer B og
Solution D er henholdsvis Transgenomic PN 553401, 553402 og 553412; Syringe Wash Solution [for
model 3500 system] og HS Staining Solution | er henholdsvis PN 553411 og 553442), 0,2 ml-PCR-
ror, 2,0 ml-mikrocentrifugergr, mikropipetter, pipettespidser, WAVE DNA Sizing Standard
(Transgenomic PN 560078), 100-bp DNA mass ladder, vand af molekyleerbiologisk kvalitet, isbad,
vortexer, mikrocentrifuge, termocykler, agarosegeler og elektroforeseudstyr til agarosegel.

Preeparation af reagenser

Alle reagenser, der leveres med dette kit, er klar til brug. Nogle komponenter skal optgs, vortexes
eller centrifugeres i en mikrocentrifuge far brug; tiek detaljer i “Analyseprocedure” nedenfor.
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Brugsanvisning for SURVEYOR Scan K-RAS Mutation Detection Kit CE IVD

Reagenser skal kombineres for at producere Mastermix og reaktionsblandinger; detaljer er anfart
under "Analyseprocedure” nedenfor — se side 6.

Opbevaring og holdbarhed efter kittet bruges for fgrste gang

Kittet skal opbevares mellem —18 °C og -25 °C i en fryser med konstant temperatur, indtil det skal
bruges. Bemeerk udlgbsdatoen for hvert enkelt kit, der modtages. Kittet ma ikke anvendes efter
udlgbsdatoen er overskredet.

SURVEYOR Nuclease-blandingen, der forberedes i trin 7 af SURVEYOR Nuclease Digestion
(fordgjelse) (side 10), skal anvendes omgaende, da SURVEYOR Nuclease W inaktiveres over tid ved
tilstedeveerelse af de andre komponenter i SURVEYOR Nuclease reaktionsblandingen.

Advarsler og forholdsregler

Ingen af reagenserne i dette kit udgar en sundhedsfare i de maengder, der leveres. Transgenomic
MSD-710101-CEIVD kan downloades fra

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

Ingen substanser i dette kit er af animalsk eller human oprindelse, som kan udggre en infektionsrisiko.

Dette kit bar kun anvendes af personer, der er blevet uddannet i de behgrige laboratorieteknikker.
Ved arbejde med komponenterne i dette kit skal der altid bruges en egnet laboratoriekittel,
engangshandsker og beskyttelsesbriller. Efter brug skal kitkomponenterne bortskaffes som klinisk
affald og i overensstemmelse med lokale regler og forordninger.

Mindre volumener af reagenser, der pipetteres fra rgrene i dette kit, er kun beregnet til engangsbrug.
Dette kits komponenter er blevet valideret som stabil efter 25 nedfrysnings-/opt@ningscyklusser. Dette
kit ma ikke anvendes, hvis dette antal af nedfrysnings-/opt@ningscyklusser overstiges.

Primeer prgvetagning, handtering og opbevaring

SURVEYOR Scan K-RAS Mutation Detection Kit CE IVD kraever DNA ekstraheret fra formalin-
fikseret, paraffinindlejrede colorectale cancertumor-prgver. For at opfylde de vigtigste
kvalitetskontrolveerdier for korrekt brug af dette kit, skal den ekstraherede DNA opfylde de falgende
standarder:

e Q-PCR af det ekstraherede DNA skal indikere, at der er amplificerbart template DNA.
e 260/280 absorbansforholdet skal veere >1,80.
¢ Template-DNA-koncentration for hver enkelt prgve skal vaere 25 ng/uL.

Ekstraheret DNA, der ikke er tiltaenkt til gjeblikkelig analyse med dette kit, skal opbevares ved -20 °C.

Analyseprocedure

Somatisk mutationsdetektion med SURVEYOR Scan K-RAS Mutation Detection
Kit CE IVD - en oversigt
Mutationsdetektion og bekreeftelse med SURVEYOR Nuclease involverer fire trin:

Trin 1 - PCR-amplifikation af mutant (test) og normal (reference) DNA.

Trin 2 - Der fortseettes fra den endelige PCR-amplifikationscyklus, reaktionen opvarmes for at
smelte alle dobbeltstrenge og afkales langsomt for optimal dannelse af hetero- og
homoduplekser.
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Brugsanvisning for SURVEYOR Scan K-RAS Mutation Detection Kit CE IVD

Trin 3 - Behandl den annealede heterodupleks-/homodupleksblanding med SURVEYOR
Nuclease. Reference-DNA alene, der behandles pd samme méade, anvendes som en
baggrundskontrol.

Trin 4 - Analysér DNA-fragmenterne med WAVE HS System. Dannelsen af nye
klgvningsprodukter, der skyldes tilstedeveerelsen af en eller flere mismatches, indikeres ved
tilstedeveerelse af yderligere peaks. Klgvningsprodukternes retentionstider indikerer
fragmenternes starrelse og dermed mismatchens eller mismatchernes placering.

Mutation Detection in Four Easy Steps

Amplify Mutant and Reference DNA

!

Hybridize DNA Hetero- and Homoduplex Formation

!

Add SURVEYOR Nuclease

Direct Fragment Analysis

Trin-for-trin vejledning
K-RAS protokolinstallation pA WAVE HS System

K-RAS exon 2 CE-protokollen for WAVE HS System kan downloades i Navigator™ Software for
hurtig og nem opsaetning. Ga til:
http://www.transgenomic.com/sp/sw/nav/K-RAS%20Protocol/K-RAS%20ProtocolCEIVD.asp

og falg vejledningen for installation af K-RAS protokollen og verifikationsprocedurer.

WAVE System INDLEDENDE opseetning/sgjlekalibrering (Navigator Software)
for SURVEYOR Nuclease applikationer

Der henvises til Appendiks B - WAVE System INDLEDENDE opsatning/sgjlekalibrering
(Navigator Software) for SURVEYOR Nuclease applikationer i denne brugervejledning.

WAVE System INDLEDENDE opseaetning/ovnkalibrering

Se WAVE Operator’s User Manual for ovnkalibreringsprocedurer. Vi anbefaler, at kalibreringer
udfgres en gang om maneden.

WAVE HT HS overvejelser inden K-RAS prgveanalyse

1. Inden praver kgres skal WAVE DNA Sizing Standard kares pa K-RAS gradient (Appendiks
B — Gradient for K-RAS Exon 2) for at sikre korrekt funktionalitet af systemet.

Templateovervejelser

1. For template-DNA ekstraheret fra formalin-fikseret, paraffinindlejret vaev skal der bruges
normale laboratorieprocedurer til at vurdere den ekstraherede DNA's kvalitet og kvantitet for
at sikre, at der er amplificerbar template for PCR.

2. 260/280 absorbansforholdet skal veere >1,80.

3. For at fremskynde PCR-opsaetning skal den anvendte template-koncentration for hver enkelt
prave veere 25 ng/uL. Fortynd template-DNA med vand af molekylaerbiologisk kvalitet, hvis
det pékreeves.
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Brugsanvisning for SURVEYOR Scan K-RAS Mutation Detection Kit CE IVD

Primerovervejelser

1. Sekvenserne af de primere, der medleveres i dette kit, er som falger:

Amplikon Sekvens
Forward | cggGTTTGTATTAAAAGGTACTGGTGGAGT
Reverse | cgggTTTATCTGTATCAAAGAATGGTCCT

Exon 2

BEM/ERK: Primerne indeholder sm& GC clamps. 5’-delen af exon 2 er meget AT rig.
2. Amplikonsekvenserne er som fglger:

a. Forward primere er fremhaevet med Gf@h. Reverse primere er fremhaevet med [REE.
Koderegioner er fremhaevet med Gra. De mest almindelige mutationsregioner er
fremhaevet med [illd. Store bogstaver, der ikke er fremhaevet er ikke-kodende cDNA-
regioner.

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

cgggtttgtattaaaaggtactggtggagtatttgatagtgtattaaccttatgtgtgacatgttctaatatagtcacattttcattattttt
attataagGCCTGCTGAAAATGACTGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGAGCTEEBIGEBBGTA
GGCAAGAGTGCCTTGACGATACAGCTAATTCAGAATCATTTTGTGGACGAATATGATC
CAACAATAGAGgtaaatcttgttttaatatgcatattactggtoc e EaCI I ateee C C C O

Amplifikationsprotokol

1. Transgenomic premixed dNTP solution (PN 703065) leveres som arbejdskoncentration pa 10
mM total deoxynukleotid (2,5 mM af hver af de fire deoxynukleotider).

2. Forward og reverse primere (henholdsvis PN 710151F og 710151R) for hver enkelt amplikon
leveres som 10 pM.

3. Tag 10 puM primere, 10 mM premixed dNTP oplgsning og DNA Polymerase 10X PCR Buffer
(PN 703315) ud af fryser og optg dem pa is.

Forbered Masterblanding pa is.

5. Brug den fglgende tabel som en vejledning til tilberedning af Masterblanding for K-RAS exon

2:
1.00
Volumenberegning:
Vandvolumen (L) 33.0**
DNA Polymerase 10X PCR Buffer (uL) 5.0
dNTPs (uL) 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
Total volumen af Masterblanding: 48.0
Volumen af ekstraheret DNA, der skal tilsaettes (UL med 25 ng/uL) 2.0**
Total volumen af PCR-reaktion: 50.0

**Bemaerk: for ekstraherede DNA-koncentrationer pa <25 ng/uL skal volumen af ekstraheret
DNA forgges proportionelt og volumen af vand i Masterblandingen skal ligeledes reduceres
med den samme maengde for at resultere i 50 pL pr. reaktion. Alle prgver, der forberedes
med denne masterblanding, skal have den ekstraherede DNA fortyndet til ca. det samme
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10.
11.
12.
13.

14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.

24.

25.

26.
27.

laveste koncentrationsniveau. Brug af template DNA-koncentrationer pa <5 ng/uL anbefales
ikke.

Beregn de pakraevede volumener for Masterblanding ved at gange de volumener, der er
anfgrt i ovenstaende diagram, med det totale antal prever, der skal analyseres plus 4
yderligere reaktioner for kontrollerne.

Afmaerk 0,2 mL PCR-rar eller brgnde i en 96-brgnds plade med behgarig praveinformation.
Afmeerk et 2,0 mL-centrifugergr til Masterblanding-praeparation.

Tilseet det pdkreevne volumen af vand af molekylzerbiologisk kvalitet til det 2,0 mL-
centrifugergr afmaerket Masterblanding.

Vortex DNA Polymerase 10X PCR Buffer i ~10 sek.
Tilseet pakraevet meengde DNA Polymerase 10X PCR Buffer til det 2,0 mL-centrifugerar.
Vortex 10,0 mM premixed dNTP arbejdsoplgsning i ~10 sek.

Tilsaet pakreevet volumen af 10,0 mM premixed dNTPs arbejdsoplgsning til det 2,0 mL-
centrifugergar.

Tilseet pakraevet volumen af K-RAS Primer: Exon 2 Forward til det 2,0 mL-centrifugerar.
Tilsaet pakraevet volumen af K-RAS Primer: Exon 2 Reverse til det 2,0 mL-centrifugerar.
Tag DNA Polymerase (PN 703310) ud af fryseren.

Centrifugér DNA Polymerase i ~10 sek.

Vortex DNA Polymerase i ~10 sek.

Tilseet pakraevet volumen af DNA Polymerase til det 2,0 mL-centrifugerar.

Seet 1ag pa det 2,0 mL-centrifugerar, der indeholder Masterblandingen.

Vortex det 2,0 mL-centrifugerar i ~30 sek. far brug.

Opbevar pd is indtil brug.

Afpipettér 48,0 uL Masterblanding i de behgrige brgnde, idet der skiftes pipettespids ind
imellem, hvis der anvendes en enkeltkanalpipette. Hvis der bruges en repeatpipette, skal det
sikres, at der ikke er spild/steenk fra brgnd til brend. Pladen skal opbevares pa is.

De behgrige brgnde tilseettes 2,0 uL af hver enkelt prave-template-DNA, hver enkelt kontrol-
template-DNA (PN 710140, 710143, 710144) eller no-template-control (vand).

Nar pipettering er udfgrt, skal hver enkelt brand lukkes med 8-heette strips (hvis der bruges
en 96-brgnds plade) eller szet 1&g pa 0,2 mL PCR-rgrene. Tjek at lagene er forseglet korrekt.

Vortex (~1/2 hastighed) i 30 sek.

Inspicér pladerne eller 0,2 mL PCR-rgrene. Kontrollér at oplgsningen er i bunden af brgnden.
Hvis ikke, skal den centrifugeres. Efter centrifugering skal vortexerens hastighed reduceres
og der blandes i ~15 sek.

Thermocyclerprogram for Amplifikationsprotokol

1.

Brug den fglgende thermocyclerprotokol for PCR Amplifikation og heteroduplex formation:

Initial denaturering 95 °C 5 min

95 °C 30 sek

ﬂifgﬁéuos\;ﬁr 62 °C, -0,5 °Cl/cykel 30 sek

72 °C 25 sek

30 cvkd 95 °C 30 sek

amplification 55 °C 30 sek

72 °C 25 sek

Final extension 72 °C 2 min
Heteroduplex 95 °C 2 min
formation 4°C Hold
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Kvalitetskontrol af PCR-produkter

1.

Amplikon kvalitet og kvantitet skal kontrolleres med gelelektroforese eller WAVE DHPLC, far
der fortseettes med SURVEYOR Nuclease fordgjelse.

Analyser en alikvot af PCR-produktet sammen med flere forskellige maengder af en 100-bp
DNA mass ladder.

Brug ladderen til at estimere koncentrationen af den amplificerede DNA.
Kun et enkelt band >20 ng/uL, der korresponderer med hovedproduktet, skulle observeres.

Hvis der er flere band tilstede, skal det sikres, at kvaliteten af template-DNA var tilstraekkelig
(se Appendiks A — Problemlgsningsguide).

Hvis der ikke observeres noget produkt, skal det sikres, at kvaliteten af template-DNA var
tilstraekkelig (se Appendiks A — Problemlgsningsguide). Hvis kvaliteten opfylder
specifikationerne, skal template-volumen forgges til 4,0 pL pr. 50 pL reaktion (reducér vand
pr. reaktion til 31,0 pL).

PCR pa no-template-control skal ikke give noget produkt. Hvis DNA-produkter er synlige med
denne kontrol, skyldes det sandsynligvis kontaminering; se Problemlgsningsguide side 20.

SURVEYOR Nuclease fordgjelse

1.

© N o »

10.
11.
12.

13.

Nar prave-PCR'en anses for at veere af tilstreekkelig kvalitet og kvantitet, skal SURVEYOR
Nuclease fordgjelsesreaktionen udfagres, som beskrevet nedenfor.

Optg 0,15 M MgCl, oplgsningen og SURVEYOR Enhancer Cofactor pa is.
Tilseet 10,0 pL af hver prgve til et nyt 0,2 mL PCR-rgr eller brgnd i en 96-bragnds plade.

Hvis der udfares flere praver, skal der forberedes en ny blanding af 0,15 M MgCI, Solution,
SURVEYOR Enhancer Cofactor, SURVEYOR Enhancer W2 og SURVEYOR Nuclease W
(SURVEYOR Nuclease-blanding).

a. Centrifugér hver enkelt reagens far brug.
b. Vortex hver enkelt forsigtigt far afpipettering.

c. For hver enkelt fordgjelse skal de fglgende komponenter tilseettes til et 0,2 mL PCR-
(eller starre) mikrocentrifugerar.

1,0 pL 0,15 M MgCl, Solution (PN 708027)

1,0 L SURVEYOR Enhancer Cofactor (PN 708049)

1,0 L SURVEYOR Enhancer W2 (PN 710161)

2,0 pL SURVEYOR Nuclease W (PN 710160)
Centrifugér SURVEYOR Nuclease-blandingen i 10 sek. ved lav hastighed.
Vortex forsigtigt SURVEYOR Nuclease-blandingen i 10 sek. ved lav hastighed.
Placér SURVEYOR Nuclease-blandingen pa is indtil brug.

Afpipettér 5,0 pL af SURVEYOR Nuclease-blandingen til hver enkelt 10,0 pL hybridiseret
PCR-produkt.

Nar afpipettering er fuldfgrt skal fordgjelses- 0,2 mL PCR-rgrene eller 96-brgnds pladen
centrifugeres i 10 sek.

Vortex forsigtigt prave- 0,2 mL PCR-rgrene eller 96-brgnds pladen i 10 sek.
Inkubér ved 42 °C i 30 min.

Tilseet 1,0 L Stop Solution (PN 708030) til hvert enkelt rar eller brgnd og vortex forsigtigt
(total SURVEYOR Nuclease reaktionsvolumen er 16,0 pL).

Injicér 8,0 uL af hver fordgjelse med de specificerede gradienter. Se Analyse af K-RAS
Exon 2 med SURVEYOR Nuclease side 12.
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Bemaerk: SURVEYOR Nuclease-blandingen, der forberedes i Trin 7, skal anvendes omgaende, da
SURVEYOR Nuclease W inaktiveres over tid ved tilstedeveerelse af de andre SURVEYOR Nuclease
reaktionsblandingskomponenter.

Arbejdsflowovervejelser

Kittet er designet til at tillade mutationsanalyse af 100 prgver; Figur 11 viser et 96-brgnds pladelayout
med kontroller og 92 prgver. Mindre prgvebatches kan kgres, men kontrollerne og WAVE DNA Sizing
Standard skal kares hver eneste gang. Der er tilstreekkelige kontrolmaterialer i Kkittet til, at alle
kombinationer af prgvebatchstarrelser kan bruges.

Generelt set skal bearbejdning af prever udfgres fra start til slut, som beskrevet i denne
Brugervejledning. Hvis bearbejdning af en pregve stoppes, for alle trin er fuldfgft, skal DNA'et
opbevares ved -20 °C, indtil det naeste trin udferes. Det skal imidlertid undgas, at frosne praver bliver
udsat for gentagne nedfrysnings-/optgningscyklusser og opbevaring af PCR-amplificeret DNA eller
SURVEYOR Nuclease fordgjelse-produkter ved -20 °C i leengere perioder (>1 uge) skal undgas.

Kontrolprocedurer
Kvalitetskontrol af SURVEYOR Scan K-RAS Mutation Detection Kit CE IVD

Kontrol Plasmid DNA er inkluderet i kittet for kvalitetskontroltjek ved specifikke trin i
analyseproceduren. For Amplifikationprotokollen (side 8) er disse kontroller en metode til at sikre, at
Masterblandingen er forberedt rigtigt og at amplifikationen fungerer korrekt. no-template-control (hvor
vand tilseettes i stedet for template-DNA) anbefales ligeledes for at tjekke for mulig kontamination af
kitkomponenter med en DNA-template.

P& SURVEYOR Nuclease fordgjelse-trinnet giver amplikonerne fra disse 3 Kontrol Plasmid DNA'er et
effektivt tiek pa, hvorvidt klgvningsreaktionsbetingelserne (SURVEYOR Nuclease
blandingspraeparation og inkubationsbetingelser) var tilfredsstillende. Pa analysetrinnet giver WAVE
System kurver af disse SURVEYOR Nuclease fordgjede kontrolamplikoner vejledning om, hvor codon
12 og 13 mutationer, selv ved lave niveauer, vil eluere (se Figur 3 og 4).

Hvis enten PCR-amplikonerne eller SURVEYOR Nuclease klgvningsfragmenterne, der er afledt fra
Kontrol Plasmid DNA'erne, ikke matcher de resultater, der er anfart i PCR-produkternes
Kvalitetskontrol (side 10) eller Resultatseksempler (side 13), skal Problemlgsningsguiden i Appendiks
A konsulteres, eller Transgenomic Technical Support kontaktes, far der fortseettes med yderligere trin
i analysen af patientprgver.

Sadan anvendes K-RAS Kontrol Plasmid DNA'er
Kittet leveres med tre kontrol DNA'er:
K-RAS Control: Wild-Type Exon 2; PN 710141
K-RAS Positive Control Codon 12; PN 710143
K-RAS Positive Control Codon 13; PN 710144

Disse kontrol DNA'er er plasmider med inserts. De Positive Kontroller indeholder to plasmider hver:
en 50:50 blanding af Wild-type Kontrol og en mutationsklon, der er forskellig fra Wild-typen pa et
enkelt basepar. Kontrollerne leveres i separate haetteglas, hver i en koncentration pa 2,5 ng/pL.

Forward og reverse primerse, der er ngdvendige for PCR-amplifikation, leveres separat i kittet.
Sekvensen af Wild-typen og Positive Kontroller er vist nedenfor.

Forward primere er fremhaevet med Gf@h. Reverse primere er fremhaevet med [RBll. Koderegioner er
fremhaevet med Grd. Sekvensforskelle i de Positive Kontroller er fremhaevet med [Hilld. Store
bogstaver, der ikke er fremhaevet er ikke-kodende cDNA-regioner.
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K-RAS Control: Wild-Type Exon 2
MD Loci: 10428 - 10706
Str.: 286 bp

cgggttigtattaaaaggtactggtggagtattigatagtgtattaaccttatgtgtgacatgtictaatatagtcacattttcattattttt
attataagGCCTGCTGAAAATGACTGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGAGCTGGTGGCGTA
GGCAAGAGTGCCTTGACGATACAGCTAATTCAGAATCATTTTGTGGACGAATATGATC
CAACAATAGAGgtaaatcttgttitaatatgcatattactggtgc e EaCI e ateaas C C C O

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

cgggttigtattaaaaggtactggtggagtattigatagtgtattaaccttatgtgtgacatgtictaatatagtcacattttcattattttt
attataagGCCTGCTGAAAATGACTGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGAGCT[BIRIGTGGCG
TAGGCAAGAGTGCCTTGACGATACAGCTAATTCAGAATCATTTTGTGGACGAATATGAT
CCAACAATAGAGgtaaatcttgttttaatatgcatattactggty cleEaCIIC ORI C C C

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

cqgGitigtatiaaaaggiactggiggagiatiigatagtgtattaaccttatgigtgacatgtictaatatagtcacattttcattattttt
attataagGCCTGCTGAAAATGACTGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGAGCTGGTG[BIAICG
TAGGCAAGAGTGCCTTGACGATACAGCTAATTCAGAATCATTTTGTGGACGAATATGAT
CCAACAATAGAGgtaaatcttgttttaatatgcatattactggtgc OO ECEIEEE C C C O

Folg vejledningen i Amplifikationsprotokollen (side 8), SURVEYOR Nuclease fordgjelse (side 10) og
Analyse af K-RAS Exon 2 med SURVEYOR Nuclease (side 12) for brug af disse kontroller.

VI ANBEFALER STZARKT, AT FEORSTEGANGSBRUGERE UDF@RER EKSPERIMENTER
MED KONTROLLERNE ALENE, FOR DE TESTER GENOMISKE PR@ZVER

Fortolkning af resultater

Analyse af K-RAS Exon 2 med SURVEYOR Nuclease

K-RAS exon 2 CE Protocol Template for WAVE HS System kan downloades i Navigator Software for
hurtig og nem opsaetning. G4 til

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

og folg installationsvejledningen for K-RAS protokollen og verifikationsprocedurer.

1. For manuel opseetning af WAVE HS System se parametrene for gradient praediktion i
Appendiks B: WAVE HS System parametre for K-RAS protokol.

Bemeerk: vi anbefaler, at den installerede protokol bruges i preeference til manuel opsaetning.

2. Bemaerk venligst, at for sammenlignings-/kontrolformal skal SURVEYOR Nuclease fordgijelse
altid udfgres pa begge kontroller (wild-type og positive kontroller) og prave-DNA'er og kares i
samme WAVE System tray.

3. WAVE DNA Sizing Standard (PN 560078) kan endvidere blive kart inden pragveanalyse for at
sikre, at WAVE System fungerer korrekt. En blindprevekarsel (0O pL injektion) skal keres med
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RAS Exon 2 Gradienten — se Figur 2 for forventede resultater.

K-RAS Exon 2 Gradienten. Derefter skal 8 uL af WAVE DNA Sizing Standard injiceres pa K-
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Figur 2 WAVE DNA Sizing Standard injektion ved brug af K-RAS exon 2 gradient (UV-

detektion). Fragmentstgrrelser er angivet i basepar.

For gradientdeteljer for K-RAS Exon 2 henvises der til Appendiks B — Gradient for K-RAS
Exon 2.
Eksempler pa resultater
Eksempler pa resultater opndet med SURVEYOR Scan K-RAS Mutation Detection Kit CE IVD

for WAVE HS System er vist i Figur 3 og 4 nedenfor. | disse eksempler blev processen, der er
beskrevet i afsnittet Oversigt, fulgt preecist.
my/

K-RAS Control Wild-Type Exon 2 (710141)
mss  Blanding 50:50 Wild-type:G12S Mutation
(K-RAS Positive Control Codon 12, PN
139 og 147-bp
fragmenter kart=———"
som enkelt ‘
1000 peak |

| Uklgvet
; 286-bp
\})M amplikon
ch—)l i 2 3 4

5 min

Figur 3 viser SURVEYOR Nuclease fordgjelsesprodukter fra 286-bp exon 2 codon 12 amplikon
heteroduplexer eluere som en enkelt peak. Template, der blev anvendt i denne PCR, var K-RAS
Control: Wild-Type Exon 2 og K-RAS Positive Control Codon 12. Denne G12S mutation producerer
G-T og C-A heteroduplexer, der danner 139 & 147-bp fragmenter efter SURVEYOR Nuclease

fordgjelse; disse fragmenters peaks resolveres ikke pa denne gradient og karer som en enkelt peak.
Fordgjelsesprodukter blev analyseret pa et WAVE HS System.
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v
i K-RAS Control Wild Type Exon 2
s Blanding 50:50 Wild-type:G13D
Mutation
1000
136 og 150-bp
fragmenter kart Lélélg"éet
som en split Ijkp
peak amplikon
1 2 3 4 5 mis

Figur 4 viser SURVEYOR Nuclease fordgjelsesprodukter fra 286-bp exon 2 codon 13 mutation
amplikon heteroduplexer eluere som en dobbelt peak. Templateerne, der blev brug i denne PCR
var K-RAS Control: Wild-Type Exon 2 og K-RAS Positive Control Codon 13. Denne G13D mutation
producerer G-T and C-A heteroduplexer, der danner 136 & 150-bp fragmenter efter SURVEYOR
Nuclease fordgijelse; disse fragmenters peaks separerer og producerer en karakteristisk dobbelt peak.
Fordgjelsesprodukter blev analyseret pd et WAVE HS System.

Dette kit er designet til klart at pavise et distinktivt WAVE-kurver for codon 12 og 13 mutationer; det
giver brugeren mulighed for intern validering af muligheden for at udlede en en prgves
mutationsstatus uden behov for sekvensbekraeftelse.

Ydelseskarakteristika

Detektionsniveau for SURVEYOR Scan K-RAS Mutation Detection Kit CE IVD

Validering af SURVEYOR Scan K-RAS Mutation Detection Kit CE IVD ved brug af plasmid cloner af
alle hyppigt forekommende K-RAS exon 2 mutationer har vist, at SURVEYOR Nuclease peaks kan
detekteres i en blanding af 1% mutant til 99% wild-type.

Resultaterne nedenfor viser WAVE HS System-kurver af fortyndingsserier af eksempelmutationer i
hver af codon 12 og 13 og sekventering-elektroferogrammer for valgte fortyndinger.
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K-RAS Exon 2 G12S mutationsniveau af detektion-fortyndingsserier

0% G12S Mutant i Wild-type (+ SURVEYOR fordgjet)
10% G12S Mutant i Wild-type (+ SURVEYOR fordgjet)
5% G12S Mutant i Wild-type (+ SURVEYOR fordgjet)
2% G12S Mutant i Wild-type (+ SURVEYOR fordgjet)
1% G12S Mutant i Wild-type (+ SURVEYOR fordgijet)
0,5% G12S Mutant i Wild-type (+ SURVEYOR fordgijet)

mb

Uklgvet Il
fuldleengde
amplikon 286-bp

5%

Mutant
1o Enkelt peak formet af
139 og 147 bp 0

SURVEYOR Nuclease 2%
klgvningsprodukte Mutant

1%
Mutant

0%
~__Mutant

Figur 5 SURVEYOR Scan K-RAS Mutation Detection Kit CE IVD titrering af K-RAS Exon 2 G12S
mutation

Varierende mutantniveuer blev forberedt ved at blande K-RAS Control: Wild-Type Exon 2 (PN
710141) og K-RAS Positive Control Codon 12 (PN 710143), og derefter opvarme og nedkgle
blandingen for at danne heteroduplexer. Disse blandinger blev derefter klavet med SURVEYOR
Nuclease og analyseret pA WAVE 4500 HT HS System. BEM/ERK: for at opna en 90% Wild-type,
10% Mutant, blev der forberedt en blanding af 80% PN 710141 og 20% PN 710143 (se side 11). Da
G12S mutationen er placeret naer midten af Exon 2 amplikonet, har de to SURVEYOR Nuclease
klgvningsprodukter meget ens retentionstider og dannner en enkelt peak. Bemaerk ogs4, at det meste
af amplikonblandingen bestar af wild-type homoduplexer, der ikke klgves af SURVEYOR Nuclease.
Detektionsgraensen for G12S mutant amplikon er 1% med SURVEYOR Scan K-RAS Mutation
Detection Kit CE IVD og WAVE HS System.

Detektionsgreense-sekventeringsresultater for K-RAS Exon 2 G12S Mutation

Elektroferogrammer viser sekventeringsresultaterne for PCR-produkter, der analyseres med
SURVEYOR Nuclease. Automatiseret sekventeringsidentifikation af bade forward og reverse strenge
forfejler ofte at detektere G12S mutationen i blandinger med under 10% wild-type. Sammen med
SURVEYOR Nuclease resultaterne er det muligt at fortolke de 5% mutant sekventering-
elektroferogrammer for codon 12 med starre sikkerhed.
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K-RAS Exon 2 G13D mutationsniveau af detektion-fortyndingsserier

0% G13D Mutant i Wild-type (+ SURVEYOR fordgjet)
10% G13D Mutant i Wild-type (+ SURVEYOR fordgjet)
5% G13D Mutant i Wild-type (+ SURVEYOR fordgijet)
2% G13D Mutant i Wild-type (+ SURVEYOR fordgjet)
1% G13D Mutant i Wild-type (+ SURVEYOR fordgjet)
0,5% G13D Mutant i Wild-type (+ SURVEYOR fordgjet)

mv
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1% N
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Figur 6 SURVEYOR Scan K-RAS Mutation Detection Kit CE IVD titrering af K-RAS Exon 2 G13D
mutation

Varierende mutantniveuer blev forberedt ved at blande K-RAS Control: Wild-Type Exon 2 (PN
710141) og K-RAS Positive Control Codon 13 (PN 710144), og derefter opvarme og nedkgle
blandingen for at danne heteroduplexer. Disse blandinger blev derefter klgvet med SURVEYOR
Nuclease og analyseret pa WAVE 4500 HT HS System. BEMZERK: for at opn& en 90% Wild-type,
10% Mutant, blev der forberedt en blanding af 80% PN 710141 og 20% PN 710144 (se side 11). Da
G13D mutationen er lidt laengere fra midten af exon 2 amplikonet end G12S mutationen (se Figur 5),
har de to SURVEYOR Nuclease klgvningsprodukter forskellige retentionstider og dannner en dobbelt
peak. Bemzerk, at det meste af amplikonblandingen bestar af wild-type homoduplexer, der ikke klgves
af SURVEYOR Nuclease. Detektionsgreensen for G13D mutant amplikon er 1% med SURVEYOR
Scan K-RAS Mutation Detection Kit CE IVD og WAVE HS System.

Detektionsgraense-sekventeringsresultater for K-RAS Exon 2 G13D Mutation

For sammenligning er der vist elekroferogrammer, der viser sekventeringsresultaternes for PCR-
produkter ved de varierende mutantniveauer. Automatiseret sekventeringsidentifikation af bade
forward og reverse strenge forfejler ofte at detektere G13D mutationen i blandinger med under 10%
wild-type. Sammen med SURVEYOR Nuclease resultaterne er det muligt at fortolke de 90:10 wild-
type:mutant (5% mutation) sekventering-elektroferogrammer for codon 13 som indeholdende en
mutation med starre sikkerhed.

Fortolkning af lav procentdel-mutationspraver

Skant de interne og eksterne valideringsstudier af SURVEYOR Scan K-RAS Kittet har vist, at
detektion af mutationer ved 1% wild-type er realistisk, athaenger dette af kvaliteten af et givet spors
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baseline. Genomisk DNA eller PCR-reaktioner af ringe kvalitet, utilstreekkelige DNASep kolonne-
vaskeprocedurer (se Vaskeprocedure side 30) eller en suboptimal WAVE System-opseetning kan alle
forarsage en mere irreguleer baseline og gare det vanskeligere at diskriminere mindre peaks i forhold
til baseline.

Sporene nedenfor (Figur 7 og 8) viser de ekspanderede sporregioner med lavniveau-mutationer og
negativ kontrol baselines.

my T_q

A

300

200

100

‘MCOJOH 12 klgvningsprodukter

Figur 7 lavniveau detektion af Codon 12 mutation. Rgad linie = prgve med lavniveau codon 12
mutation. Sort linie er wild-type kontrol. Figur 7B er en forstarrelse af regionen, der viser SURVEYOR
Nuclease klgvningsprodukterne. Bemeerk at baselinestgjen, der har de samme amplitudepeaks som
klgvningsfragmentets peaks, er konsistent mellem testen og kontrolsporene.

i A % - B

1]

300

200

100

Codon 13 klgvningsprodukter

Ui} e T
Figur 8 lavniveau detektion af Codon 13 mutation. Rade og bla linier = prgver med lavniveau
codon 13 mutationer. Sort linie er wild-type kontrol. Figur 8B er en forstarrelse af regionen, der viser
SURVEYOR Nuclease klgvningsprodukterne. Bemaerk at baselinestgjen, der har de samme
amplitudepeaks som klgvningsfragmentets peaks, er konsistent mellem testen og kontrolsporene.

frin

Vi vil anbefale, at hvis der er tvivl om tilstedeveaerelse eller fraveer af SURVEYOR Nuclease
fordgjelsespeaks, skal prgveanalysen gentages med den samme genomiske DNA-template. Hvis
tilstedeveerelse af peaks stadig er misteenkt eller ubestemt, skal det genomiske DNA isoleres igen og
reanalyseres. Anbefalinger til forbedring af signal-til-stgj forhold inkluderer:

e Veelg formalin-fikseret, paraffinindlejrede veev fra objektglas pa, hvilke der er en hgj
koncentration af tumorceller.

e Mikrodissektion for at forgge forholdet mellem tumor- og normale celler.
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e Tjek at genomisk DNA opfylder de renhedskriterier, der er anfgrt i Templateovervejelser pa
side 7.

Lav procentdel-mutationsbyrder vil veere lige sa sveere at bekraefte med DNA-sekventering.

Analyseprocedurebegraensninger

Kontaminerende substanser, der overfares fra ekstraktion fra formalin-fikseret, paraffinindlejrede veev,
kan interferere med PCR-amplifikationen og SURVEYOR Nuclease fordgjelsesprocedurerne. De
kvalitetskontrolprocedurer, der er beskrevet i Kvalitetskontrol af PCR-produkter pa side 10, vil sikre, at
det ekstraherede DNA er egnet til brug i dette kit.

Dette kit er bleveet valideret til brug med formalinfikserede, paraffinindlejrede colorectale
cancertumor-biopsiprgver. Det er ikke blevet valideret til brug med andre cancer-typer eller med friske
eller frosne biopsipraver.

For problemlgsning af ikke-standard resultater og faktordetaljer, som kan pavirke denne analyse,
henvises der til Problemslgsningsguiden i Appendiks A nedenfor.

Man skal veere omhyggelig med at undga overfgrsel og krydskontaminering med dette kit.
Analysemetodens ekstreme sensitivitety kraever, at der traeffes forholdsregler ved de fglgende
punkter:

e Sgrg for, at alle prever handteres saledes, at der ikke kan ske krydskontaminering prgver
imellem

e Sarg for, at kittets plasmid-kontroller handteres separat fra testpraverne pa alle analysens trin

e Sgarg for, at prevepipettering i 96-brgnds plader ikke tillader pravekontaminering af
tilstadende brgnde pga. steenkning under blanding eller ved ikke at skifte pipettespidser.
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Appendiks A

Problemlgsningsguide

Effektiv brug af SURVEYOR Scan K-RAS Mutation Detection Kit CE IVD afhaenger af korrekt
fuldfarelse af en raekke trin. Et af det mest kritiske er PCR-amplifikation, der skal resultere i
produktionen af specifikke DNA'er af ensartet starrelse i tilstreekkelig kvantitet til at blive detekteret
efter hybridisering og klgvning. Dette er igen afhaengig af kvaliteten af den oprindelige prave.
Udfarelse af analysen med DNA, der ikke opfylder kvalitets- og kvantitetskriterierne, anbefales ikke.

Bemeerk: Hvis det er fgrste gang, du bruger SURVEYOR Nuclease, skal du udfgre de eksperimenter,
der er beskrevet i afsnittet SAdan anvendes K-RAS Kontrol Plasmid DNA'er (side 11) efter du har
leest og forstaet afsnittet Trin-for-trin vejledning (side 7). Serg for at have resultaterne fra K-RAS
Kontrol Plasmid DNA'er ved handen, fgr Transgenomic Technical Support kontaktes.

Denne Problemlgsningsguide deekker en raekke spgrgsmal, som du kan komme ud for ved brug af
SURVEYOR Scan K-RAS Mutation Detection Kit CE IVD og forslag til, hvordan de kan lgses.

Problem 1 — Lavt PCR udbytte eller intet PCR produkt

MULIG ARSAG LASNING

Ringe kvalitet af DNA- Gentag rensning af DNA; evaluér den anvendte
template rensningsmetode.

Termocykler ikke Tjek kalibrering af termocykler

kalibreret

Ikke nok template Forgg meaengden af template.

Bemaerk: Hgjkvalitets DNA fra FORMALIN-FIKSERET, PARAFFININDLEJREDE VAV skal
anvendes. DNA'et skal have en koncentration pa 25 ng/uL, som bestemt ved absorbans ved 260 nm,
have et absorbansforhold 260/280 nm pa >1,8 og vaere >90% DNA (dvs. fri for de fleste tRNA- og
rRNA-kontamineringer, som bedgmt ved udseende pa en agarosegel). DNA prgver skal opbevares
ved -20 °C.

Analyse af DNA-template ekstraheret fra paraffinindlejret veev kraever, at der treeffes adskillige
forholdsregler. Det ekstraherede DNA kan behandles med uracil DNA glycosylase for at forhindre
amplifikation af DNA fragmenter, der indeholder deamineret C-rester. Ofte vil en hgj procentdel af det
Az adsorberende materiale, der ekstraheres fra paraffinindlejret veev, ikke blive amplificeret saerlig
godt under PCR. Brug af en stgrre meengde starting DNA vil ofte hjeelpe til producere et passende
amplifikationsprodukt.

Problem 2 — Flere PCR-produkter

MULIG ARSAG LASNING
Annealingtemperatur er Tjek kalibrering af termocykler.
for lav

Bemaerk: PCR skal producere et tilstreekkeligt hgjt udbytte (>20 ng/pL) af en ENKELT amplificeret art
af den korrekte stgrrelse. DNA Polymerasen og DNA Polymerase 10X PCR Bufferen, der er
inkluderet i dette kit, skal bruges til PCR. Amplikoner fra Kontroller skal fordgjes med SURVEYOR
Nuclease og kagres, sa& spurius baggrundsstgj ekskluderes ved visuel sammenligning af
chromatogramprofiler (se Eksempler pa resultater side 13, Figur 3-4). Undersgg hvert enkelt
amplificeret DNA-produkt far fordgjelse med gelelektroforese eller WAVE HPLC for at sikre, det er en
enkelt art af den forventede stgrrelse.
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Problem 3 — Ingen klgvningprodukter observeret ved analyse efter SURVEYOR
Nuclease behandling af heteroduplexer

MULIG ARSAG LASNING

Proportion af mismatch- Tjek analyse med Kontroller.

target for lav

Ineffektiv dannelse af Falg korrekt hybridiseringsprocedure. Brug nyligt
heteroduplexer hybridiseret DNA i SURVEYOR Nuclease fordgijelse.
Inaktiv SURVEYOR Udfar Kontrolreaktion for at verificere enzymydelse.
Nuclease

Bemaerk: SURVEYOR Nuclease klgver hovedsagligt ved mismatches i heteroduplexer. Forholdet
mellem heteroduplex og homoduplex i den hybridiserede prgve vil bestemme SURVEYOR
Nucleasens fordgjelsessignal. Hvis K-RAS mutationen er tilstede i en meget lav koncentration i den
genomiske DNA-prgve, kan signalet veere for lavt til at give et positivt resultat.

Det er vigtigt at sikre, at hybridiseringstrinnet er inkluderet i termocyklerprogrammet (se
Amplifikationsprotokol side 9) for at maksimere effektiviteten af heteroduplexformation.
Heteroduplexer dannes meget ineffektivt under standard PCR-reaktioner.

Bemeerk: signal-til-stgj forholdet er generelt hgjt nok til at detektere mutationer tilstede ved en lav
procendel af den totale DNA-template; det er muligt at detektere 1% til 2% mutant DNA. Figur 5 og 6
(side 15-16) viser detektion af K-RAS Exon 2 codon 12 og 13 mutationer tilstede (2-18%
heteroduplex) med et WAVE HS system. Figur 3-4 (side 13-14) viser de fordgjelsesprodukter, de
dannes med homoduplex og heteroduplex K-RAS Positiv Kontrol DNA'er (inkluderet i dette kit) pa et
WAVE HS System. De mutationsspecifikke klgvningsprodukter ses klart som to nye peaks, der
eluerer med de forventede starrelser, der kan estimeres relativt til DNA-stgrrelsesmarkgren.

Forsigtig: kommercielt tilgeengelige PCR-buffere varierer dramatisk i indhold og formuleringerne er
ofte ikke defineret af leverandgrerne. Adskillige buffere er IKKE kompatible med SURVEYOR
Nuclease pga. pH eller tilstedeveerelse af additiver, surfaktanter eller andre proprietere
indholdsstoffer. DER MA IKKE anvendes andre polymerase eller 10X polymerase-buffere end de,
der er inkluderet i kittet.

Problem 4 — Hgj baggrund efter SURVEYOR Nuclease behandling

MULIG ARSAG LASNING

Suboptimalt Gar fglgende:

hybridiseringstrin 1. Sarg for, at DNA-koncentrationen er i omradet >25
ng/pL.

2. Gentag hybridiseringstrinnet og veer omhyggelig
med at fglge Hybridiseringsproceduren.

DNA-mangden for lav. Tjek udbytte og kvalitet af template-DNA
Non-specifikke PCR- Tjek udbytte og kvalitet af template-DNA.
produkter

SURVEYOR Enhancer W2 | Tjek kittets udlgbsdato.
og/eller SURVEYOR
Enhancer Cofactor har
mistet aktivitet

Bemaerk: SURVEYOR Nuclease kan sommetider bryde (nick) dobbeltstrenget DNA pa tilfseldigt
matchede steder, hvilket producerer baggrund efter fordgjelse'®. Denne aktivitet undertrykkes af
SURVEYOR Enhancer W2 og dets cofactor uden nogen anden negativ indvirkning pa mismatch-
klgvningsreaktionen. SURVEYOR Enhancer W2 og SURVEYOR Enhancer Cofactor er inkluderet i
dette kit og skal altid anvendes.

Hvis denne brydning (nicking) stadig forekommer og genererer mindre peaks, vil en sammenligning af
kontrolfordgjelser af homoduplexer med prgvefordgjelser ggre det muligt at genkende og normalisere
disse med Navigator Software.
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Problem 5 — SURVEYOR Nuclease fordgjelsespeaks i negative kontroller

MULIG ARSAG LASNING

Kontaminering af kitindhold | Bortskaf alle kitkomponenter og brug et nyt kit.

med K-RAS amplikoner Kontakt Transgenomic Technical Support for at diskutere
eller plasmid-kontroller. potentielle kontamineringsarsager og -kilder.

Problem 6 — Toppe af SURVEYOR Nuclease fordgjelse-peaks afskaret pa
WAVE HSD fluorescerende spor

MULIG ARSAG LASNING
Den hgjsensitive detektor En aendring af emissionsbglgelaengden ville Igse dette
har en intern feedback- problem, men det sker pa bekostning af sensitivitet.
algoritme, der monitorer
meengden af lys, der gar Vi anbefaler, at der henfgres til UV-detektorens
gennem flowcellen. Jo chromatografiske spor. Hvis de fluorescerende
mere lys, der gar ind i detektorpeaks er afskaret i chromatogrammet, vil UV-sporet
flowcellen, jo lavere er give et klart leesbart signal. Se eksempler i Figur 9a og 9b
detektorens cut off-veerdi nedenfor.
(mV), men jo hgjere er
sensitiviteten. Alternativt kan en mindre mengde prgve reinjiceres og
intensiteten af det fluorescerende signal skulle
reduceres.
=<Figur 9a I,"-'", 1 Figur 9b
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Figur 9a og 9b. Hvis der findes afskarne peaks ved brug af HSD Fluorescent Detector, kan UV
Detectorens output ogsa bruges til prgveanalyse

Sporene ovenfor viser de samme genomiske DNA-pravers output fra bade Fluorescent (9a) og UV-
(9b) detektorer. | begge figurer er den rgde linie en G12V mutationsprgve; den sorte linie er en wild-
type referenceprgve. Den hgje kvantitet af DNA loaded og analyseret ved hjeelp af den
fluorescerende detektor i Figur 9a farer til afskarne peaks for bAde homoduplex og SURVEYOR
Nuclease fordgjelsespeaks. De tilsvarende UV-detektor kurver viser SURVEYOR Nuclease
fordgjelsespeaks helt tydeligt, savel som de uafskarne homoduplex peaks.

Side 22 af 31



Brugsanvisning for SURVEYOR Scan K-RAS Mutation Detection Kit CE IVD

Appendiks B

WAVE System INDLEDENDE opseetning/sgjlekalibrering (Navigator Software)
for SURVEYOR Nuclease applikationer

1.
2.
3.

© © N o 0 A

11.

12.

13.
14.

15.

Der ma kun bruges WAVE Optimized buffers.

Gennemskyl Buffer A og B sammen med Solution D.

Spaed injektionsspraijten (pa frontpanel af autosampler pa 3500, via software pa 4500).
Spaed HSD-pumpen.

Under Setup pa drop-down menubjeelken veelg Module Setup.

Fremhaev UV detectoren i instrumentboksen.

Bekreeft at detektor-bglgelaengden er indstillet pa 260 nm.

Fremheev fluorescence detector i instrumentboksen.

Bekreeft at detektorens excitationsbglgeleengde er indstillet pd 492 nm og at
emissionsbglgelaengden er indstillet p& 526 nm (HS Staining Solution I).

. Opret et nyt projekt (hvis det gnskes) eller abn eksisterende projekt pa Navigator Softwarens

drop-down menu.

Hvis et nyt projekt blev oprettet, skal der oprettes en ny prgvebakke (sgrg for, at den korrekte
bakketype veelges).

Opret to blind-injektioner ved brug af universal linear application type.

a. Venstreklik pa heetteglas 96 pa speed platen for at fremhaeve hzetteglas (forudsat 96-ell
tray type anvendes).

b. Hajreklik pa hzetteglas for at &bne injection page.

c. /ZEndr application type til universal linear.

d. /Zndr renggringsoption til fast clean (hvis behgrig) eller active clean.
e. Bekreeft at ovntemperaturen er 50,0 °C i metoden.

f.  Zndr volumen til O pL.

g. /ZEndr antal injektioner til 2.

h. Venstreklik pd [Generate] knappen nederst til venstre.
Kgar injektioner.

Opret tre 5 pl injektioner af WAVE DNA Sizing Standard (Transgenomic part # 560078) ved
brug af den universel lineaere applikationstype.

a. Placér WAVE DNA Sizing Standard praven i et 0,2 mL PCR-rgr i position 96.

b. Venstreklik pa heetteglas 96 pa& hastighedspladen for at fremhaeve haetteglas (forudsat
96-well tray type anvendes).

Hgjreklik pa heetteglas for at bne injection page.
AEndr application type til universal linear.

Andr cleaning option til fast clean (hvis behgrig) eller active clean.

=~ o® o o

Bekreeft at ovntemperaturen er 50,0 °C i metoden.

Andr volumen til 5 pL.

5 Q@

AEndr antal injektioner til 3.
i. Venstreklik pd [Generate] knappen nederst til venstre

Kgar injektioner.
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16. Nar karslerne er fuldfgrt, skal chromatogrammerne kontrolleres for at sikre rententionstid-
stabilitet for 80- og 587-bp peaks.

a. Retentionstid for 80-bp peaken og 587-bp peaken for WAVE DNA Sizing Standarden
skal veere indenfor 0,1 min fra karsel-til-karsen.

17. Foretag sgjlekalibrering, far der kares rigtige prover.
a. Under Analysis-fanebladet klik p& [Select Results] knappen.

b. Find den tredje injektion af WAVE DNA Sizing Standarden. Abn projektet og bakken
med filnavigationen til venstre og brug derefter injection-displayet til hgjre for at finde
injektionen.

c. Fremhaev den tredje WAVE DNA Sizing Standard injektion og klik derefter pa [Add
Selected Results] knappen.

d. Hajreklik p& chromatogrammet.
e. Veelg [Chart].

f. Under Peak Labels Option (meerkatoption) veelg Peak Labels Box (meerkatboks) og
brug drop-down menuen til at veelge [Peak Retention Time].

Klik pa& [Apply].
h. Klik pa [OK].

i. Brug menubjeelken og Opseetning (Setup) drop-down menuen og veelg [Cartridge
Calibration].

j.- Indlaes de retentionstid-vaerdier, der er vist p4 chromatogrammet for den tilsvarende
peak for WAVE DNA Sizing Standarden.

k. Veelg [Plot New Calibration].
I.  Veelg [Accept New Calibration].

my
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Figur 10. Typisk WAVE DNA Sizing Standard analyse ved brug af Universal Linear Method
type fra Navigator Software (WAVE 4500 HT HS eksempel).
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WAVE HS System parametre for K-RAS Protokol

Vi anbefaler, at K-RAS exon 2 CE Protokol-templateen downloades i Navigator Softwaren. Den

henvises til K-RAS Installation Guide pa:
http://www.transgenomic.com/sp/sw/nav/K-RAS%20Protocol/K-RAS%20ProtocolCEIVD.asp

For manuel opseetning af WAVE HS System, eller for at tjekke for korrekt installation af K-RAS exon 2

CE Protocol Template, henvises der til de falgende parametre for gradient praediktion:

Flow rate:

Oven Temperature:

Application Type:

Minutes/100 bp:
Number of segments:
Minimum base pair:

Maximum base pair:

Cartridge Clean:
Cartridge:

1.2 mL/min
45.0 °C

dsDNA multiple
0.95

15

40 bp

400 bp

Fast Clean
DNASep HT

Y& Edit Sample Tray

KRASEZ WT CTRL

KRAS exon 2

EVSamp\e Tray |}
12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1900000000000
0900000 0000ee
c® 00000000000
r® 00000000000
EQ 00000000000
FO0000 0000000
000000 0000ee
He|@ 00 e et e e o e e
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.. Wial Injection Amplicon Method

KRAS exon 2
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Figur 11 Skeermbillede af pladeopsaetning; 92 prgver og kontroller

K-RAS exon 2 CE Protocol Template populerer injektionstabellen som vist ovenfor. | alt 92 Exon 2
prgver (orange brande) kan analyseres pa en enkelt plade. Der kares ligeledes tre kontroller for exon

2 (gregnne brgnde) og en negativ kontrol for hver plade.
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Bemeerk, at injektionstabellen er opstillet i kolonneformat.
e K-RAS Control: Wild-Type Exon 2 er placeret i haetteglas 1 (Al i injektionstabellen).
e K-RAS Positive Control Codon 12 er placeret i haetteglas 2 (B1 i injektionstabellen).
e K-RAS Positive Control Codon 13 er placeret i haetteglas 3 (C1 i injektionstabellen).
e Den negative kontrol (intet DNA tilsat) er placeret i haetteglas 4 (D1 i injektionstabellen).

1. For at oprette en ny protokol ga til [File] fra drop-down menubjeelken og veelg [Protocol], og
derefter [Template].

Lo

Name: |KRas Pratocos Test

Description:
Estimated Run Time

Craation Dater |a0100526 125236 115 | Gredentbame  Tine | WA WE | %C

Protocol Templabe: | KRAS sxon 2 CE v|

Loading Duraticn lean Duration

Gradient Duraticn Equilbration Dur atice

enTe.. EasePars | Method Mame L] Tme shift  Chtl Chiz

Save Cancel

< >

Figur 12 Opseetning af ny protokol

a) Navngiv protokollen.

b) Kontrollér at Protocol Template er “KRAS Exon 2 CE”".

c) Indtast antallet af Subjects/Samples, der skal analyseres.

d) Indlaes unikke Sample Names for hver enkelt af Samples og veelg [Save].
2. For at oprette injektionstabellen skal der veelges en ny Tray Type.

a) Indlaes Tray Name.

b) Veelg Tray Type. Tray Type skal veere i kolonneformat. Hvis der ikke er en bakke tilgeengelig,
henvises der til Navigator Manualen for problemlgsning.

c) Veelg K-RAS Kit Tray Template og veelg [OK]
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Figur 13 Opseaetning af en ny prgvebakke

Bakketabellen vil herefter blive populeret.
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Figur 14 A Populeret prgvebakke

3. Skeermbilledet ovenfor viser population af injektionstabellen med K-RAS exon 2 CE template til
analyse af 2 pragver.

4. Prgve 1 for K-RAS exon 2 skal placeres i position E1 (heetteglas 5).
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5. For at bringe HSD-pumpen til driftstryk, savel som at aekvilibrere system, skal en blindinjektion

kares inden proveanalyse. For at ggre dette:

a) Under [Setup] pa drop-down menuen, veelg [Project Defaults].

b) Seet hak i Run/boksen under Equilibrate Cartridge. En blindinjektion er tilstraekkelig.
) AaEa)

Injection
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Figur 15 Kgrsel af en blindinjektion

6. Heetteglas 96 (position H12) kan bruges til WAVE DNA Sizing Standard. Navigator Software
Protocol-funktion kan ikke bruges til at generere injektioner for sizing standarden pa hver af de
gradienter, der bruges til K-RAS analyse. For at oprette injektioner af sizing standarden skal der
duplikeres to reekker fra den injektionstabel, der bruger K-RAS exon 2 CE metoden. Andr

Sample Name til Sizing Standard.

7. Fremheev de to preveraekke med sizing standarden og ker de to valgte injektioner. Tryk pa ker-
(run) knappen igen for at kare resten af prgverne (alle injektioner i bakke). En blindinjektion vil

blive kgrt inden sizing standarderne.
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Gradient for K-RAS Exon 2
(maksimal fragmentleengde = 400 bp)

Trin Tid %A %B
Loading 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 25 40.9 59.1
274 bp 2.7 40.1 59.9
300 bp 3.0 39.4 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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Vedligeholdelse af DNASep HT Cartridges

Vaskeprocedure

Nar SURVEYOR Nuclease fordgijelse injiceres pA DNASep HT Cartridges i et WAVE System, er de
anbefalede renggringsoptioner enten ACTIVE CLEAN eller FAST CLEAN. En normal renggring er
ikke tilstraekkelig.

Bemeerk fglgende:

e Hver 100 injektioner af SURVEYOR Nuclease fordgjelse skal efterfglges af en VARM VASK
(HOT WASH). En VARM VASK udfgres ved 80 °C pumpning af 100% Solution D (75% (v/v)
ACN) i 15 minutter, efterfulgt af en vask med 1:1 blanding af WAVE Optimized Buffers A og B
i 30 minutter gennem systemet. Denne VARME VASK skal ogsa udfares ved afslutningen af
hver enkelt batch af SURVEYOR Nuclease fordgjelse-karsler uanset hvorvidt 100 injektioner
er blevet naet eller gj, f.eks. nar sgjlebrug midlertidigt standses eller nar en gendring til
DHPLC analyse forventes.

¢ In-line filteret skal skiftes efter hver 500 injektioner af SURVEYOR Nuclease fordgijelse. In-
line filteret skal ogsa skiftes, hvis trykket bliver for hgijt (>1500 PSI for DNASep HT
Cartridges).

e Efter hver 500 injektioner skal der udfares en REVERSE HOT WASH. Der henvises til Sddan
udfgres en REVERSE HOT WASH p& en DNASep HT Cartridge afsnittet nedenfor.

ADVARSEL! Hvis ikke disse procedurer fglges, vil det medfgre et hgjt kolonnetryk og forringet
kolonneydelse.

Sadan udfgres en REVERSE HOT WASH pa en DNASep HT Cartridge
Udfarelse af en REVERSE HOT WASH:

1. Fjern DNASep HT Cartridge og seet den tilbage i omvendt retning i flowbanen.

2. Fjernin-line filteret og erstat det med en union under REVERSE HOT WASH.

3. Pump 100% Solution D (75% (v/v) ACN) i 30 minutter ved 80 °C gennem systemet med en
flowhastighed pa 0,9 mL/min.

4. Pump en vask, der bestér af en 1:1 blanding af WAVE Optimized Buffers A og B gennem
systemet i 1 time ved 80 °C med en flowhastighed pa 0,9 mL/min.

5. Fjern unionen og indseet et nyt in-line filter.

Denne REVERSE HOT WASH skal udfgres uden in-line filteret. Indsaet et nyt in-line filter efter
REVERSE HOT WASH og ker sgjleen i den modsatte retning for de naeste 500 injektioner.
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