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1. Introduktion
ColoNode® (kit och mjukvara) ar avsett att anvandas for in vitro diagnostik (IVD).

1.1 Avsedd anvandning

ColoNode® ska anvandas for att upptéacka tumérceller i lymfkortlar (LN) fran patienter med kolorektal cancer (CRC)
och for att bestdamma tumaorcellernas aggressivitet. Resultatet ska hjélpa behandlande lékare att fatta beslut om
adjuvant kemoterapi och uppféljning och ar avsett att anvdandas som ett komplement till histopatologi.

ColoNode® mater mRNA-uttryckssnivaerna for fem biomarkorer: CEACAMS (CEA celladhesion molecule 5 ocksa kand
som carcinoembryonalt antigen), KLK6 (kallikrein-relaterat peptidas 6), SLC35D3 (solute carrier family 35 member
D3), POSTN (periostin) och MUC2 (mucin 2), saval som uttryckssnivan av 18S rRNA (18S ribosomalt RNA) i total-RNA
extraherat fran LN fran CRC-patienter.

1.2 Bakgrund

Regionala LN-metastaser ar den enskilt viktigaste prognostiska riskfaktorn for aterfall i cancer hos patienter som
genomgatt potentiellt kurativ kirurgi for CRC.**Biomarkdr-mRNA har stor potential som verktyg for LN-analys i CRC.
Analys av biomarkoruttryck pa mRNA-niva har flera fordelar jamfort med proteinnivan, eftersom flera biomarkorer
enkelt kan analyseras med hog sensitivitet och specificitet i samma LN-RNA-extrakt, och en stor volym av LN
(potentiellt hela LN) kan analyseras.*

Med ColoNode®-kitet analyseras sex malgener. Fyra av dessa uttrycks i CRC-tumaérceller, namligen CEACAMS, KLK®6,
SLC35D3 och MUC2, och en, POSTN, uttrycks i tumorassocierade fibroblaster. Dessa fem gener uttrycks inte alls eller
endast i lag niva i immunceller, vilket gér dem lampliga for analys av RNA extraherat fran LN-prover. 18S rRNA
analyseras for normalisering och som positiv kontroll.

Information om malgenerna:

e CEACAMS5-protein ar en véletablerad tumormarkér fér adenocarcinom i kolon och rektum och anvands framst
for postoperativ uppfoljning.* CEACAMS5 uttrycks i epitelceller i tjocktarmen och dess uttryck bibehalls vid CRC.>¢
CEACAM5-mRNA uttrycks i hoéga nivaer i tumorceller.”® CEACAM5-mRNA har visat sig vara overlagsen for
detektion av spridda tumdrceller i LN hos CRC-patienter jamfort med rutinmetoden (mikroskopisk
undersokning av hematoxylin och eosinfargade snitt av LN-vdvnad).™*” CEACAM5-mRNA-nivan ar proportionell
mot antalet spridda tumdrceller och hoga nivaer av CEACAM5-mRNA i LN ar en indikator for dalig prognos.®®
CEACAM5-mRNA kan, nar det analyseras i kombination med mRNA for de fyra biomarkorerna KLK6, SLC35D3,
POSTN och MUC2, identifiera CRC-patienter med risk for aterfall med hégre kanslighet an rutinmetoden och
tillata allokering av CRC-patienter till olika riskgrupper.*®

e KLKG6 tillhor genfamiljen kallikrein-relaterade serinproteaser. Flera av dessa ar felreglerade vid malignitet. De
paverkar reglering av celltillvaxt, angiogenes, invasion och metastasering.’* KLK6-mRNA identifierades som en
lovande progressionsbiomarkor for CRC. KLK6-mRNA uttrycks ektopiskt i CRC-tumorceller, och pavisande av
KLK6-mRNA i LN &r korrelerat till dlig prognos.®*?

e SLC35D3 uttrycksitumorceller men har ett annat uttrycksmonster an de for CEACAM5, MUC2 och KLK6.*° Uttryck
av SLC35D3i LN hos CRC-patienter ar associerat med dalig prognos.*®

e POSTN uttrycks i fibroblaster och i férhéjda nivaer i stroma runt cancercellerna vid CRC. Nivan av POSTN i
primartumorens stroma &r en prognostisk faktor for CRC.2 Hoga nivaer av POSTN i lymfkértlar hos CRC
patienter ar associerade med dalig prognos.*°

e MUC2 ar det kvantitativt dominerande mucinet i slemskiktet som tacker tjock- och @andtarmens epitel. CRC-
tumorer som ar mucindsa (10-20 %) har visat sig vara associerade med béttre prognos an adenokarcinom i
allmédnhet.** Hoga kvoter av MUC2-mRNA:CEACAM5-mRNA i LN hos CRC-patienter var associerat med god
prognos.®1°

e 18S rRNA anvands for berakning av uttrycksnivaerna av biomarkor-mRNA. 18S rRNA har visat sig vara relativt
stabilt uttryckt i lymfocyter och tarmepitelceller.t5:®

ColoNode®-kitet har visat sig detektera alla fem biomarkdrernas mRNA och 18S rRNA med samma effektivitet i RNA
extraherat fran farskfryst obehandlad LN-vavnad, formalinfixerad LN-vévnad och formalinfixerad, paraffininbdddad
LN-vévnad.®
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1.3 Analysprincip

ColoNode®-kitet ar ett dubbelt 3-plex-, enstegs-, realtids-, qRT-PCR-test (kvantitativ omvéant transkriptas-
polymeraskedjereaktion) for analys av uttryckssnivaer av biomarkor-mRNA. Det ar designat och utvecklad for
QuantStudio™ 5 Real-Time PCR System (Applied Biosystems).

1 2
Forberedelse ColoNode®-kit ColoNode® Software- gy  ColoNode®-
av prover qRT-PCR + analys EEE resultat

(total-RNA)

Figur 1. Oversikt 6ver ColoNode®-proceduren

| enstegs qRT-PCR-reaktionen sker bade omvand transkription av RNA till cDNA och PCR-amplifiering i samma
reaktionsblandning déar alla nédvéandiga reagens tillsatts fran borjan. Det &r mojligt genom att anvéanda enzymet Tth
DNA-polymeras, som fungerar bade som ett omvant transkriptas och ett DNA-polymeras. Pa sa sétt minskas risken
for tillforsel av kontaminerande amnen.

Utgdngsmaterial ar total-RNA extraherat fran LN-vavnad. De fem biomarkérernas mRNA och 18S rRNA transkriberas
omvant till cDNA med specifika 3'-primrar som binder till mRNA for respektive biomarkor eller 18S rRNA, darmed
syntetiseras ett genspecifikt cDNA. | PCR-amplifieringssteget anvands primerpar bestdende aven 5'-och en 3'-primer
specifika for varje biomarkor, dessa ar komplementéra till varsin strang av cDNAt, och en TagMan™-probe som ar
komplementar till den ena strangen mellan primrarna i det amplifierade PCR-fragmentet. Proben ar markt med ett
fluorescerande reporterfargamne vid 5'-danden och ett quencherfirgdmne vid 3'-anden som férhindrar
fluorescensemission fran den intakta proben. Under amplifieringen kommer Tth-DNA-polymeras att klyva proben,
som ar bunden till cDNA och darigenom frigora det fluorescerande reporterfargamnet. Fluorescensintensiteten som
overvakas i realtid 6kar darvid for varje PCR-cykel. Nar intensiteten av fluorescenssignalen nar ett fordefinierat
troskelvarde, réknas antalet PCR-cykler som kravs for att na troskelvardet. Antalet PCR-cykler som kravs for att na
troskeln kallas cykeltroskelvarde (Ct).

Radata fran en qRT-PCR-kdrning med ColoNode®-kitet dverfors fran QuantStudio™ 5 Real-Time PCR-systemet till
ColoNode® Software dar det analyseras. Detektion av tumorceller berdknas enligt beskrivningen i referenserna 8 och
17. Uppskattning av risken for aterfall i cancer berdknas enligt beskrivningen i referens 17. Formeln som anges i
referens 17 tilldmpas pa alla analyserade LN med en CEACAM5-mRNA-niva (kopior/18S rRNA kopia) Over gransvardet
(9x10° CEACAM5 mRNA-kopior/ 18S rRNA-kopia)'’. Gransvardena i formeln for POSTN och MUC2 &r 2x10° POSTN-
kopior/18S rRNA-kopia respektive 5.95x102 MUC2-kopior/18S rRNA-kopia. KLK6 och SLC35D3 inkluderas i
riskberdkningen om uppmatt koncentration overstiger kvantifieringsgrénsen, vilken for bada biomarkdrerna ar 200
kopior/uL. For varje prov anges dven medelkoncentrationen i kopior/uL for de fem biomarkérernas mRNA och for
18S rRNA.
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Antal analyserade lymfkortlar =20
[Giltiga = 20, Ogiltiga = 0]

Medelhog Risk (1)

Lag Risk (-1, 0

Giltiga Lymfkortlar

Lag: 12 lymfkortlar Medelhog: 1 lymfkortlar Hog: 2 lymfkortlar Véldigt Hog: 1 lymfkortlar

Inga Detekterade Tumaorceller: 4 lymfkortlar

Figur 2. Exempel av rapport fér en patient vars riskgrupp klassificerats som Vildigt Hog med ColoNode®. Riskfaktorn fér varje
individuell LN visas som en svart stapel och LN med hégsta riskfaktorn presenteras som en férgad stapel. Frdnvaro av stapel indikerar
attinga tumorceller detekterats i aktuell LN.

1.4 Design

Varje kit ar avsett for analys av LN fran endast en patient. ColoNode®-kitet utfér omvéand transkription, amplifiering
och kvantifiering av mRNA med hjalp av tva olika 3-plex reaktionsblandningar som kors parallellt. Kitet innehaller tva
mastermixar som vardera inkluderar primrar och prober fér tre av malgenerna. Kitet innehaller ocksa standardprover
(STD) dar varje standard ar en blandning av tre av malgenerna i definierade RNA-kopiekoncentrationer. Slutligen
innehaller kitet en negativ kontroll (no template control/NTC) avsedd for bada 3-plex-analyserna. NTC, STD och LN-
prover analyseras alla i duplikat.

Specifika 5’- och 3’ -primrar har konstruerats for var och en av de 5 biomarkdrernas mRNA och for 18S rRNA. For att
undvika amplifiering av genomiskt DNA ar 5'- och 3'-primrarna lokaliserade i olika exoner i respektive malgen och
den fluorokrommarkta, sekvensspecifika proben lokaliserad over gransen mellan de tvd exonerna. Tre olika
fluorescensfargamnen (FAM™  VIC™ NED™) anvands for att utfora kvantifiering av tre malgener i en enda reaktion.
Tre av biomarkdrerna méts i den vanstra halvan av plattan och tva av biomarkdrerna och 18S rRNA maéts i den hogra
halvan. Carboxy-X-rhodamine (ROX) anvands som referensférg for normalisering av fluorescenssignalerna i qRT-PCR
korningen.

STD med definierade RNA-kopiekoncentrationer for varje biomarkér analyseras parallellt med LN-prover for att
generera standardkurvor. De analyserade provernas RNA-kopior/uL extrapoleras fran respektive standardkurva. STD
fungerar ocksa som positiva kontroller av ColoNode®-kitets prestanda. NTC for vardera mastermixen fungerar som
kontroll for kontaminering. qRT-PCR-analys av 18S rRNA i LN-proverna fungerar som en kvalitetskontroll av
analyserat RNA och for berdkning av mRNA-nivaer.

0BS! Prover med 18S rRNA-koncentrationer under 108 kopior/uL tolkas ej pd grund av risk for falskt negativa resultat.
ColoNode® Software markerar prover med 18S rRNA-koncentrationer mindre én 108 kopior/uL som "Ogiltig".
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2. Material och utrustning
2.1 Innehall

ColoNode®-kitet innehaller bruksfardiga reagenser (enligt Tabell 1) for qRT-PCR-analys av 20 total-RNA-extrakt fran
LN. Kitet levereras som tva delar eftersom det ar uppdelat i en box for varje erforderlig lagringstemperatur.

Tabell 1. Innehdll i ColoNode®-kit

Reagens Rormarkning Antal  Fargpa Volym Lagrings- Box nr
ror locket (uL/ror) temperatur
Mastermix for system 1 ColoNode® Master mix 1 1 Gron 790 -15°C till -25°C 1(2)
Mastermix for system 2 ColoNode® Master mix 2 1 Bla 790 -15°C till -25°C 1(2)
.. ColoNode® Standard A, .. o s o
Standarder (STD) for system 1 Standard B, Standard C 3 Gron 10 -70° C till -90°C 2(2)
. ColoNode® Standard D, . o e .
Standarder (STD) for system 2 Standard E, Standard F 3 Bla 10 -70°C till -90°C 2(2)
Manganacetat (25 mM) ColoNode® 25 mM MnAc 1 Vit 400 -15°C till -25°C 1(2)
S -
"No template Control” (NTC) Eg:il‘l’de Negative 1 Gra 20 -15°C till -25°C 12)

0BS! Maximalt 20 LN-prover kan analyseras med ett kit. Anvénd ytterligare kit om fler én 20 LN behéver analyseras och kombinera
resultaten (for mer information se avsnitt 7.7). Kitet ska endast anvéndas for analys av LN frén samma patient.

2.2 Material som krédvs, men som inte tillhandahalls
Allmdn laboratorieutrustning
Foljande allmanna laboratorieutrustning kravs for att utféra ColoNode®-kit-analys:
e Vortex
e Pipetter (intervall 0,5-10 L, 10-100 uL och 100-1000 uL)
e Bordscentrifug med rotor for 1,5-2 mL ror
e En centrifug med rotor for 96-brunnsplattor for PCR
e Ett RNase-fritt arbetsomrade
e |sfor upptining och hantering av provroren innan analys

All laboratorieutrustning ska installeras, kalibreras, anvdndas och underhallas enligt tillverkarens instruktioner och
rekommendationer.

Allménna laboratorieforbrukningsvaror och reagens

Foljande allmanna laboratorieforbrukningsartiklar kravs for att utféra ColoNode®-kit-analys:
e 15mLror fér PCR-anvandning
e Pipettspetsar med aerosolbarridr for PCR-anvandning
e Engdngshandskar utan puder

Rekommenderad specialutrustning och férbrukningsmaterial

e QuantStudio™ 5 realtids-PCR-system med block for 0,2 mL, 96-brunnsplattor (Standardblock, katalog nr
A28139, Applied Biosystems). Installation, kalibrering och underhall ska utforas enligt tillverkarens
instruktioner och rekommendationer.

e NanoDrop™ (Thermo Scientific™) for matning av RNA-koncentration och kvalitet.

e 96-brunnsplatta och plasthélje (MicroAmp™ Optical 96-Well Reaction Plate with Barcode & Optical Adhesive
Films (katalog nr 4314320 fér Quant Studio™ 5, Applied Biosystems).

o Applikator for att forsluta plastfilmen tatt till 96-brunnsplattan (MicroAmp™ Adhesive Film Applicator, katalog
nr 4333183, Applied Biosystems).

¢ RNase-fritt vatten, gédrna med RNase-hammare, for spadning av prover med for hdga RNA-koncentrationer.
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2.3 Programvara
e QuantStudio™ 5 Design and Analysis Software for gRT-PCR-analys (v1.5).
e ColoNode® Software, mjukvara fér analys av ColoNode®-kit-qRT-PCR-radata fran QuantStudio-mjukvaran. For
att hitta ColoNode® Software ga in pa https://software.colonode.se/login och anvand inloggningsuppgifterna
som anges pa erhallen foljesedel.

2.4 Nedladdningar

Information som finns att ladda ner fran https://colonode.se/product ar:
e  Bruksanvisning for ColoNode® (IFU)
e Templat for en ColoNode® qRT-PCR-korning pa QuantStudio™ 5
e ColoNode®-kit sakerhetsblad

3. Forvaringskrav

e ColoNode®-kit-reagenserna ar stabila fram till utgangsdatumet om de férvaras och hanteras enligt
beskrivningen i denna bruksanvisning.

e Anvand inte kitet efter utgangsdatum.

e Blanda inte kitkomponenter fran samma eller olika lotnummer.

e Kitet ar endast avsedd fér engangsbruk.

e Undvik upptining och nerfrysning.

e ColoNode®-kitet levereras som tva delar eftersom det ar uppdelat i en box for varje erforderlig
lagringstemperatur.

e Forvara ColoNode® Mastermix 1 och 2, Manganacetat (MnAc) och negativ kontroll (NTC) i -15°C till -25°C.
Dessa levereras i Box 1(2).

e Forvara ColoNode® Standarder A-F i -70°C till -90°C. Dessa levereras i Box 2(2).

4, Forsiktighetsatgarder och sidkerhet

e Enanalys med ColoNode® ska utféras enligt denna bruksanvisning.

¢ Avvikelser fran denna bruksanvisning kan dventyra kitets prestanda och resultat.

e Folj instruktionerna noga vid export av resultaten fran QuantStudio™ 5, annars kan ColoNode® Software-
resultaten dventyras.

o Slainte ihop reagenser fran kit med olika lotnummer eller fran olika rér med samma lotnummer.

e Anvand inte skadade reagensror.

¢ Anvandningen av denna produkt bor begrénsas till personal med utbildning och kvalifikationer i hantering av
RNA och realtids-gPCR-analys.

e Anvénd alltid laboratorierock och puderfria engangshandskar under arbete med ColoNode®-kitet.

e Alla frysta reagenser utom manganacetat (MnAc) ska tinas fullstédndigt pa is och sedan hallas pa is under hela
analysproceduren. MnAc ska tinas upp och hallas i rumstemperatur under analysproceduren.

e Undvik mikrobiell kontaminering och forhindra introduktion av RNaser i kitkomponenter och prover.

e Var noga med att undvika korskontaminering av ColoNode®-kitet vid iordningstallande av 96-brunnsplattan
med mastermix och prover. Den laboratorieutrustning som anvands bor dessutom vara dedikerad till
arbetsytan dar ColoNode® hanteras och inte flyttas mellan olika arbetsomraden.

e Hall arbetsomradena rena och fria fran RNaser.

e Anvand sterila pipettspetsar med aerosolbarridar och byt spets mellan varje prov for att forhindra
korskontaminering mellan proverna.

e Kassera alla anvdanda 96-brunnsplattor omedelbart efter qRT-PCR-kdrningen, utan att 6ppna forseglingen, for
att undvika korskontaminering.

e ColoNode®-kitetinnehalleringa komponenter som ar farliga vid de koncentrationer de forekommer i kitet. For
mer information vénligen lds ColoNode®-kitets sdakerhetsdatablad som finns tillgangligt pd var hemsida
(https://colonode.se/product).
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e ColoNode®-kitet innehaller inga smittsamma @mnen eller medel som kan orsaka sjukdomar hos méanniskor
eller djur.

o Avfallshantering av kitkomponenter ska ske i enlighet med nationella sakerhetsriktlinjer for biologiska risker,
nationella, federala, statliga och lokala foreskrifter.

5. Begransningar

ColoNode®:

e 4rutvecklat for analys av total-RNA-extrakt fran LN-vavnad fran CRC-patienter.

e resultaten kan paverkas om kvalitet och/eller koncentration pa det RNA som ska analyseras avviker fran
rekommendationerna i denna bruksanvisning.

e kommer endast att mata de fem beskrivna biomarkdrerna och 18S rRNA.

e kan analysera upp till 20 LN-prover per kit (om det finns fler &n 20 LN fran samma patient ska flera ColoNode®-
kit anvandas).

e ska anvéndas for analys av LN fran samma patient eftersom risken for aterfall i CRC beraknas utifrdn
biomarkorprofilen for alla LN i samma analys.

6. Provkrav

ColoNode®-kitet ar avsett for analys av total-RNA-extrakt. Renheten och koncentrationen av det RNA som ska
analyseras ar avgdrande for lyckad anvandning av ColoNode®-kitet. Det &r tillradligt att spara RNA-extrakten tills
analysresultaten har kontrollerats for att mojliggora en eventuell omkdrning.

6.1 Prover
ColoNode®-kitets prestanda har validerats pa total-RNA extraherat fran farskfryst obehandlad LN-vavnad,
formalinfixerad LN-vavnad samt formalinfixerad, paraffininbdddad LN-vdvnad fran CRC-patienter.®’

6.2 Homogenisering och RNA-extraktion
For stora LN-vdvnadsvolymer sasom halva LN, farskfrysta eller formalinfixerade, ar det forsta steget att
homogenisera LN-vdvnaden med en metod som ger en homogen suspension av hela LN-vavnadsprovet.
OBS! Det dr mycket viktigt att hela LN-vdvnaden dr fullstdndigt homogeniserad for att uppnd representativa resultat.
| det andra steget anvénds den homogena suspensionen (eller en alikvot darav) for extraktion av total-RNA.
Homogeniseringssteget kravs inte for extraktion av total-RNA fran snitt av formalinfixerad, paraffininbaddad LN-
vavnad. Total-RNA-extraktion bor utforas enligt bruksanvisningen fran tillverkaren vars kit anvands.
Validerade metoder for extraktion av RNA:
e Forobehandlade frysta LN: extrahera totalt RNA genom att anvénda syra-guanidintiocyanat-fenol-kloroform-
metoden.®
e Forformalinfixerade LN: High Pure FFPET RNA Isolation Kit (katalog nr 06650775001, Roche) kan anvandas for
total-RNA-extraktion fran bade stérre vavnadsvolymer sasom halva LN och paraffininbdddade LN-
vdvnadssnitt'’. FOr tunna snitt kan, RNeasy DSP FFPE Kit (katalog nr 73604, Qiagen) ocksa anvandas®.

6.3 RNA-renhet och koncentration

Koncentrationen av total-RNA i extrakten bor bestdmmas genom att méata optisk densitet vid 260 nm (0D260), och
renheten uppskattas som kvoten 0D260/0D280, t.ex. med hjalp av ett NanoDrop-instrument. Koncentrationen av
total-RNA i proverna ska ligga inom intervallet 100 -800 ng/uL. Om koncentration > 800 ng/uL - spad ut total-RNA sa
att det hamnar inom detta intervall. Optimalt intervall &r 300-600 ng/uL. Anvand RNasefritt vatten for utspadning,
garna med RNase-inhibitor. RNA-proverna bor vara fria fran potentiella PCR-hdammande faktorer. 0D260/0D280-
kvoten ska vara >1,8.
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7. Bruksanvisning

ColoNode®procedur
System 1 System 2
1 Mastermix 1 Mastermix 2 Tid
N +* +=
MnAc MnAc 1

’ I X 24 ror I X 24 ror

Tillsatt Tillsétt
3. STDA, STDB, STDC, STDD, STDE, STD F,
LN-prover (1-20) och NTC LN-prover (1-20) och NTC

| |

4. I X 24 rér I X 24 ror
\ / ~15-2h

1 2 3 4 5 6 7 8 % 1011 12

l ‘,

Kérning gqRT-PCR

IO mQoO D=

Exportera data

ColoNode® Software-analys

0 ~N o O

ColoNode®-resultat

Figur 3. Férenklat flédesschema 6ver ColoNode®-analys av 20 LN. 1) Tillséitt MnAc till mastermixréren f6r system 1 och 2. 2) Alikvotera
vardera mastermix till 24 r6r mdrkta enligt Figur 4. 3) Tillsdtt RNA till respektive rér, dvs 3 standardprover (STD) unika fér system 1 och
system 2 (rér A, B, C respektive D, E, F), 1 negativ kontroll (NTC) och 20 LN-prover per mastermix, 4) Pipettera fran réren till en 96-
brunnsplatta enligt de positioner som visas i Figur 5. 5) Kér plattan i qRT-PCR-instrumentet; 6) Exportera data frdn instrumentdatorn.
7) Anvénd den exporterade filen som indata for ColoNode® Software och analysera data, och 8) Erhéll ColoNode®-resultat.

7.1 Riktlinjer vid arbete med ColoNode®-kit

Utfor alla steg pa is med undantag for MnAc-roret som ska tinas upp och hallas i rumstemperatur.
Anvand sterila och RNase-fria filterspetsar och rér, allt for engangsbruk.

Bar puderfria engangshandskar vid hantering av reagenser och RNA-prover for att forhindra RNase-
kontamination fran huden. Byt handskar ofta.

Anvand alltid lampliga aseptiska tekniker vid arbete med RNA.

Arbeta i ett RNase-fritt omrade.
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7.2 Tillvdgagangssitt vid ColoNode®-analys
1. Ladda ner "Set up ColoNode”, som ar en templatfil for qRT-PCR-korningen fran www.colonode.se/product
till ett USB-minne eller direkt till PC-datorn som ar kopplad till instrumentet QuantStudio™ 5 Real-Time PCR

System.

2. ”Set up ColoNode” &r en last fil. Gor en kopia av filen och ge den en patientunik kod som namn. OBS! Med
hédnsyn till Dataskyddsférordningen (GDPR) fdr inte personuppgifter anvédndas.

3. Oppna kopian som namngivits med patientunik kod, valj ”Enter run experiment information” (Ligg in
korningens experimentinformation) och klicka OK for att fortsatta.

4. Valjfliken "Properties" (Egenskaper) och skrivin den patientunika koden i fénstret "Experiment properties"
(Experimentegenskaper) vid "Name” (Namn). Om sa Onskas; ange anvandare under "User name"
(Anvandarnamn). Rutan "Comments - optional” (Kommentarer - valfritt) kan anvandas for anteckningar.

o

Spara filen genom att klicka pa "Save” (Spara).

File  Edit  Analysis

Properties

1

Experiment Properties

Help

Plate Run Results Export

O; Save v

Name

Barcode

User name

Instrument type

Block type

Experiment type

Chemistry

Run mode

Patient unique code

QuantStudio™ 5 System
96-Well 0.2-mL Block
Standard Curve
TagMan® Reagents
Standard

Manage chemistry details

QuantStudio™ 5 Design and Analysis Software for gqRT-PCR analysis (v1.5)
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5. Om sa 6nskas; Klicka pa "Method" (Metod) for att se ColoNode® PCR-profilen:

File  Edit Analysis Tools Help

Properties Method Plate Run Results Export
Experiment Method [# Action v O; Save v
Volume Cover
19 1050°C
Hold Stage PCR Stage
95.0_‘0 95.0 :C
05:00 1.6°Cfs  poi20
o o
1.6°Cls 1.6°C/s
60.0°C 60.0°C
50.0°C S 30:00 01-00
= 2 o
—~ 02:00 o @ —
N ok
&( | o (>)
e, 1.6%C/s "/
Stepl Step2 Step3 Stepl Step2
5. bl X
Legends: ﬁ Data Collection On Data Collection Off m Pause On Pause Off &} Advanced Settings  V VeriFlex

QuantStudio™ 5 Design and Analysis Software for gqRT-PCR analysis (v1.5)

6. Provernas namn (STD, LN-prover och NTC) ar forifyllda under ”Plate” (Platta) i enlighet med figur 5.
OBS! Gor inga dndringar i fliken "Plate” (Platta).

7. Forbered ror (RNase-fria, 1,5 mL); tre STD, en NTC och upp till 20 LN-prover per mastermix och mark dem enligt
Figur 4 (gron- respektive bla fargmarkering). For en hel platta forbereds alltsa totalt 48 ror, 24 rér/mastermix.

Mdrkning av rér

Mastermix 1 STD LN-prover 1 till 20 NTC
Mark réren: 1:LN1 > 1:LN20 1:NTC
Mastermix 2 STD LN-prover 1 till 20 NTC
Mark réren: 2:LN1 > 2:LN20 2:NTC

T i

Figur 4. F6r varje mastermix: Mcrk ror for NTC (1:NTC resp 2:NTC), tre STD-koncentrationer (A, B, C respektive D, E, F) och 20 LN-
prover (1:LN1 till 1:LN20 respektive 2:LN1 till 2:LN20), dvs totalt 24 ror/mastermix och 48 rér for hela gRT-PCR-kdrningen.
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8. Tina och forvara MnAc-roret i rumstemperatur. Efter upptining, vortexa MnAc-roret noggrant (~10 sek. hog
hastighet, flera ganger). OBS! Det dr vildigt viktigt att MnAc dr fullstédndigt upptinat och vél mixat fore
aktiveringen av mastermixarna i steg 11. Detta for att sdkerstdlla en effektiv qRT-PCR-analys.

9. Tina resten av reagensréren (Mastermix 1, Mastermix 2, NTC och STD A-F) och hall dem pa is. Efter upptining,
vand mastermixroren upp och ner fem génger och vortexa alla de andra réren kort (~10 sek. hog hastighet).
Centrifugera alla réren kort i en bordscentrifug fére anvandning for att fa ner hela reagensvolymen i botten av
réren. OBS! Det dir véldigt viktigt att STD-réren mixas ordentligt for att erhdlla godkdnda standardkurvor.

10. RNA-proverna ska vara tinade och forvaras pa is. Mixa med vortex (~5 sek.) och centrifugera kort i
bordcentrifugen.

11. Aktivera mastermixarna for system 1 och system 2 genom att tillsdtta 165 uL MnAc per mastermixrér. Vand
mastermixréren upp och ner flera ganger, vortexa roren noggrant (~5 sek.) och centrifugera kort i
bordscentrifugen.

12. Alikvotera 37 pL av aktiverad mastermixlosning till de 24 réren markta for system 1 (gron) respektive system 2
(bla). Hall réren paiis.

13. Tillsatt 3 uL STD eller 3 uL LN-RNA-prov eller 3 uL NTC till de markta roren med aktiverad Mastermix 1 respektive
Mastermix 2. Vortexa kort (~5 sek.) och centrifugera ner l0sningen.

14. Fordelavolymen fran varje ror fran steg 13 genom att pipettera 19 pLiduplikat i 96-brunnsplattan enligt schemat
som visas i Figur 5. Sakerstall att proverna pipetteras till ratt brunnar. Om farre &n 20 LN-prover ska analyseras,
ldmnas de brunnar som inte behovs till prover tomma. De negativa kontrollerna (NTC) ska alltid vara i
positionerna som visas i Figur 5, dvs 1:NTC i brunnarna H5 och H6 och 2:NTC i brunnarna H11 och H12.
Om det &r fler 4n 20 LN-prover fran en patient, se avsnitt 5 och 7.7.

Provplaceringar i 96-brunnsplattan

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

B 1:LN1 1:LN1 1:LN2 1:LN2 1:LN3 1:LN3 2:LN1 2:LN1 2:LN2 2:LN2 2:LN3 2:LN3

b

c 1:LN4 1:LN4 1:LNS 1:LNS 1:LN6 1:LN6 2:LN4 2:LN4 2:LNS 2:LNS 2:LN6 2:LN6
D 1:LN7 1:LN7 1:LN8 1:LN8 1:LN9 1:LN9 2:LN7 2:LN7 2:LN8 2:LN8 2:LN9 2:LNS
g TLN10  1T:LN10  T:LN11  1:LN11  1ILN12  1LN12  2:LN10  2:LN10  2:LN11  2:LN11 2:LN12  2:LN12
g TLN13  1:LN13  1:LN14 1:LN14 1:LN15 1:LN15 2:LN13 2:LN13 2:LN14 2:LN14 2:LN15 2:LN15
G TLN16  1:LN16 1:LN17 1:LN17 1:LN18 1:LN18 2:LN16 2:LN16 2:LN17 2:LN17 2:LN18 2:LN18

H T:LN19  1T:LN19 1:LN20  1:LN20 1:NTC 1:NTC  2:LN19 2:LN19 2:LN20 2:LN20 2:NTC 2:NTC

A
v
A
v

Gron: System 1, dvs. prover i Mastermix 1 Bla: System 2, dvs. prover i Mastermix 2

Figur 5. Provplaceringar i 96-brunnsplattan. Proverna som satts till mastermix 1 placeras pd vénster sida (grén) och proverna som
satts till mastermix 2 placeras pd hoger sida (bld). STD A-C = RNA-kopiestandard fér System 1; STD D-F = RNA-kopiestandard fér
System 2. OBS! Varje LN- prov (total-RNA-extrakt) analyseras i duplikat fér System 1 (1:LN1 till 1:LN20) respektive System 2 (2:LN1 till
2:LN20). 1:NTC = negativ kontroll fér system 1; 2:NTC = negativ kontroll fér system 2.

15. Forsegla 96-brunnsplattan med en plastfilm enligt QuantStudio™ 5-manualen.

16. Centrifugera 96-brunnsplattan korti en bordscentrifug i 15 till 30 sekunder.

17. Sl pa strommen till QuantStudio™ 5 instrumentet. (Det &r viktigt att datorn &r i gang innan qRT-PCR
instrumentets strom slas pa).

18. Satt 96-brunnsplattaniinstrumentet.
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19. Oppna den férberedda, patientunika kérfilen (.edt). P& den évre fliken klicka pd "Run"(Korning). Starta
kdrningen genom att klicka pa den bla knappen "START RUN" (Starta korning), vélj serienumret pa
QuantStudio™ 5-instrumentet. Spara kérningen med patientunik kod (.eds) genom att klicka pa "Save" (Spara).

File Edit Analysig Tools

Help

Properties Method Plate Run Results Export 1 VaIJ dltt InStrument

Run Control I n O; Save v
1325636

None

2. Valj lagringsplats

Amplification Plot Post-Run Summary 1
o=
=

Save in ColoNode runs v, |BIES-

=

few v ala

‘345879911]1112

2 BBBEAGREAE

! Deskiop

4. Starta kérningen genom
..-13. Kontrollera filens namn att klicka pa Spara (Save)

'E'E'E'E'E'R"R"E"H"H
£ aa Q 10 0 O
O I N B S T e S A T S T !
N BEB8EREEEE
ol
Eé File name Patient unique code.eds Save -~ — -

1
001 | Newok  Files oftype: 745t pocumant Single files (%.eds) v Cangel OO0 @
0 0O O 0 0 O

1 = = RS

o

0001 . g | . 3 - ! 5 > L ¥ 5 : . ¥ . - |

2 « [ ' m 2 W ¥ W ™ @B W X W W B N ¥ B W @ u MmO BAB
0
Giele Lid0oo
@ 0 [
== =SS 2%

W rosTN MMuUC2 B CEACAMS sLcasp3 MesRNA BMKLKe  ETEssssssssemsm s mm s s

QuantStudio™ 5 Design and Analysis Software for gRT-PCR analysis (v1.5)

20. Korningen tar cirka 2 timmar och 20 minuter.

21. Efter avslutad korning presenteras amplifieringskurvorna under fliken ”Results” (Resultat). Det ar valfritt
att granska kurvorna. Om plattan inkluderade tomma brunnar kan en justering av y-axeln eventuellt behova
goras (exempel: minimum value 0,001 och maximum value 10) for att fa en béttre bild av kurvorna. Falska
kurvor och signaler orsakade av tomma brunnar exkluderas fran resultaten av ColoNode® Software.
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7.3 Export av resultat fran qRT-PCR-instrument

1. N&rgRT-PCR-korningen &r klar, exporteras radata som en Excel-fil (.xls) enligt féljande:
e Paden dvre fliken, klicka pa "Export" (Exportera)
e Kontrollera att filnamnet star i rutan “File Name”, annars fyll i det
e Under "Content" (Innehall), markera "Results" (Resultat)
e Vilj lagringsplats for Excel-filen (visas i "Location" (Plats)) genom att klicka pa "Browse" (Bladdra)
e Klicka pa rutan "Export" (Exportera)
File  Edit Analysis Tools Help EXpOftera
Properties Method Plate Run Results Export Xls-filen har
Export I [ Auto Export Export O; Save v
File Name Patient unique code Content
[] sample Setup [] Raw Data
File Type QuantStudio v [] Amplification Data [ Multicompenent Data
) ) v
[] Reagent Information
Location | | Bioia Customize
[] Open exported files when complete I options
(for manual export only)
Va |J @) Unify the above content into one file
Eagri ngsplats (O split the above content items into individual files
QuantStudio™ 5 Design and Analysis Software for gqRT-PCR analysis (v1.5)
2. GOren reservkopia av radata-filen (eds.) och spara denna for eventuell felsokning.
3. Overfér den exporterade Excel-filen (.xls) till en dator som &r uppkopplad mot internet for dtkomst av

programvaran ColoNode® Software pa ColoNode® hemsida (https://software.colonode.se/login).

7.4 Resultatanalys med ColoNode® Software
Analys av resultaten med ColoNode® Software:
1.
2.

Logga in pa ColoNode® Software genom att anvénda uppgifterna som erhallits via foljesedel.

Ladda upp den exporterade Excel-filen (.xls) fran steg 3 under 7.3 genom att klicka pa "Vval; fil" [, fylli
lot-nummer och klicka pa "Ladda upp fil" [F000E

Klicka p3 "Analysera fil" [EEIE. Nar beridkningarna &r klara visas en gron ruta med texten: "Analysen
lyckades!". Scrolla ner fér att se ColoNode®-resultatet innehallande:

- COLONODE TESTRESULTAT SAMMANFATTNING inklusive den sammantagna tumoraggressiviteten for
patienten, dvs riskgruppklassificering, samt ett diagram 6ver riskfaktorn for varje individuell LN.

- Tumorcellsdetektion (CEACAM5-nivaerna ar en uppskattning av tumércellsnivan i de individuella
lymfkértlarna)

- Riskfaktor for varje individuell LN

- Koncentration av biomarkdr-mRNA och 18S rRNA i kopior/uL specificerat for de olika LN-RNA-extrakten

- Kvalitetskontroll av standarder och negativ kontroll.

Detaljer visas om man klickar pa "Information"-knapparna @

- F6r mer detaljerad information (Ct och koncentrationer) for alla brunnar klicka pa ”Visa alla prover”
2. For att fa denna information for ett enskilt LN-prov, klicka pa E i tabellen "Koncentration av

biomarkorer-mRNA och 18S rRNA i kopior/pL".

4, Spara resultaten genom att klicka pa den svarta knappen med nedladdningssymbolen n till hoger om

filnamnet. Alla resultat kommer da att sparas och laddas ned som en PDF-fil. Dessutom kan
koncentrationen av de fem biomarkdrerna och 18S rRNA for varje LN sparas och laddas ned som en Excel-
fil genom att klicka pa den gréna knappen med en Excelfil-symbol .
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7.5 Kvalitetskontroller i ColoNode® Software
Foljande aspekter kontrolleras genom ColoNode® Software kvalitetskontroller och tolkas enligt féljande:

v" Godkind ! Underkind (ogiltig)
Ingen signal i NTC Signal(er) i NTC

-> Alla resultat ar ogiltiga. Fullstdndig omanalys dr nodvandig.
Standardvarden inom accepterat Standardvarden utanfor accepterat intervall
intervall - Alla resultat ar ogiltiga. Fullstandig omanalys ar nodvandig.
Differensen mellan provduplikatens Ct- Differensen mellan provduplikatens Ct-vérden ar utanfor accepterad niva.
varden drinom accepterad niva. Omanalys av provet rekommenderas.

Signal i endast ett av provduplikaten. Omanalys av provet rekommenderas.
18S rRNA- koncentration i provinom For lag 18S rRNA-koncentration. Omanalys av provet rekommenderas.
accepteratintervall

Kontrollera alla prover genom att klicka pa “Visa alla prover” for att [dsa orsaker till potentiellt
underkdanda prover och bestimma om en omanalys av prover kravs.

7.6 Utvdrdering och anvandning av ColoNode® result

ColoNode riskgrupp maste utvarderas i kombination med andra riskfaktorer for tumorrecidiv sdsom lymfovaskular
invasion och perineural invasion. Dessutom maste nyttan av adjuvant kemoterapi bedémas med hansyn till t.ex. hog
alder och samsjuklighet.

ColoNode riskgrupp Rekommendation adjuvant kemoterapi
Lag Nej

Medelhog Troligen

Hog Ja

Valdigt hog Ja

7.7 Tolkning av flera ColoNode®-analyser av samma patient

Om en patient har mer dn 20 LN maste fler dn ett ColoNode®-kit anvdndas och analyseras separat i ColoNode®
Software. For varje analyserad LN presenteras resultat i form av detekterade eller ej detekterade tumdrceller och en
riskfaktor (tumoraggressivitet) for aterfall i cancer ges for varje tumorcellspositiv LN. Den hogsta riskgruppen fran
alla utfoérda analyser representerar det slutliga resultatet for patienten. Detta géller dven vid tolkning av
kompletterande omkdrning av prover.
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8. Betydelse av symboler som anvinds pa etiketter

IVD In vitro diagnostik
LOT Lotnummer
REF Katalognummer

Lagerhallningsenhet

g

UDI Unik produktidentifiering

Sista forbrukningsdatum

EIX]

Las den elektroniska bruksanvisningen
e-instructions

Tillverkare

Forvaringstemperatur

~E

2
o<

Exponeras ej for varme och solljus

S/
2

Farinte ateranvandas
Far inte anvandas om forpackningen ar skadad

Conformite Européenne mark

RN m®O

R
&

Distributor

9. Forkortningar

CEACAMS, carcinoembryonalt antigen, carcinoembryonalt antigenrelaterad celladhesionsmolekyl 5
CRC, kolorektal cancer

Ct, cykeltroskelvarde

IFU, bruksanvisning (engelska; Instructions for use)

KLK®, kallikrein-relaterat peptidas 6

LN, lymfkortel (engelska; lymph node)

MnAc, manganacetat

MUC2, mucin 2

NTC, negativ kontroll

0D, optisk densitet

POSTN, periostin

gRT-PCR, kvantitativ omvant transkriptas-polymeraskedjereaktion (engelska; quantitative reverse
transcriptase polymerase chain reaction)

ROX, karboxy-X-rodamin

SLC35D3, bararfamiljen for l[6sta amnen 35 medlem D3

STD, standard
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10. Meddelande till kopare

Denna produkt tillverkades med NED™ Phosphoamidites och/eller VIC™ Phosphoramidites. Bade NED™ och VIC™ &r
varumarken som tillhér Thermo Fisher Scientific Inc. MGB™, MGB Eclipse® och Eclipse® ar varumarken som tillhor
ElITechGroup® Inc.
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12. Kontaktinformation

ColoNode®-kit och programvara tillverkas av HiloProbe AB, Tvistevagen 48C, Umea, SE- 90736, Sverige.

For ytterligare information och support vanligen kontakta oss genom att skicka ett mail till info@colonode.se eller
genom att ringa telefonnummer +46768216770.

Foretaget HiloProbe AB har patent for ColoNode®.



