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1. Introduction
La solution ColoNode® (kit et logiciel) est concue pour la réalisation de diagnostics in vitro (DIV).

1.1 Usage prévu

La solution est concue pour détecter les cellules tumorales dans les nceuds lymphatiques (NL) chez les patients atteints d’un
cancer colorectal (CCR) et la détermination de l’agressivité de la tumeur cancéreuse afin d’aider a la prise de décision
concernant la chimiothérapie adjuvante et le suivi.

Le test ColoNode® est concu pour mesurer le niveau d’expression dans ’ARNm de cing geénes biomarqueurs, c’est-a-dire le
CEACAMS5 (carcino-embryonic antigen - antigene carcinoembryonnaire), la KLK6 (kallikrein-related peptidase 6 - Kallicréine 6),
le SLC35D3 (solute carrier family 35 member D3 - membre D3 de la famille 35 des transporteurs de soluté), la POSTN (périostine)
et la MUC2 (mucine 2), ainsi que les niveaux d’expression de |'ARNr 18S (ARN ribosomique 18S) dans 'ARN total extrait des
nceuds lymphatiques des patients atteints de cancer colorectal. Les résultats doivent étre utilisés comme des informations
complémentaires aux résultats de ['histopathologie.

1.2 Contexte

Les métastases régionales du nceud lymphatique sont le facteur de risque pronostique le plus important de la récidive chez les
patients ayant subi une chirurgie curative pour un cancer colorectal.*”®* Les biomarqueurs ARNm ont un grand potentiel en tant
qu’outils d’analyse du nceud lymphatique dans le cancer colorectal. L’analyse de 'expression des biomarqueurs au niveau de
’ARNm présente plusieurs avantages par rapport au niveau des protéines, car plusieurs biomarqueurs peuvent facilement étre

......

volume du noeud lymphatique (potentiellement Pensemble du nceud lymphatique) peut étre analysé.*

Dans le kit ColoNode® six genes cibles sont analysés. Quatre de ces génes sont exprimés dans les cellules tumorales du cancer
colorectal, a savoir le CEACAMS, la KLK6, le SLC35D3 et la MUC2, et un d’entre eux, la POSTN, est exprimé dans les fibroblastes
associés a la tumeur. Ces cing genes ne sont pas ou peu exprimés dans les cellules immunitaires, c’est pourquoi leur dans ’ARN
extrait des échantillons de nceuds lymphatiques est pertinente. L’ARNr 18S est analysé a des fins de standardisation et de
contrOle positif.

Information sur les génes cibles :

- La protéine CEACAM5 est un- marqueur tumoral largement utilisé dans les cas d’adénocarcinome et est
principalement utilisé pour le suivi postopératoire-.5Le CEACAM5 est exprimé dans les cellules épithéliales du gros
intestin et leur expression est soutenue en cas de cancer colorectal.>® ’ARNm du CEACAMS5 est exprimé a des niveaux
élevés dans les cellules tumorales.”® L’ARNm du CEACAMS5 s’est avéré plus efficace pour détecter les cellules tumorales
disséminées dans les nceuds lymphatiques des patients atteints de cancer colorectal que la méthode de base (examen
au microscope de coupes de tissu de nceuds lymphatiques colorées a I'hématoxyline et a I’éosine).™® 7 Les niveaux
d’ARNm du CEACAMS5 sont proportionnels au nombre de cellules tumorales disséminées. Des niveaux élevés d’ARNm
de CEACAMS5 dans les noeuds lymphatiques indiquent un mauvais pronostic.5® Lorsque "ARNm du CEACAMS est
analysé, en combinaison avec ’ARNm des quatre biomarqueurs KLK6, SLC35D3, POSTN et MUC2, il permet d’identifier
les patients atteints de cancer colorectal présentant un risque de récidive avec une sensibilité supérieure a celle de la
méthode de base et permet de répartir les patients atteints de cancer colorectal entre différents groupes de risque.*®

- La KLK6 appartient a la famille des protéases a sérine liées au géne de la kallicréine humaine. Nombre d’entre elles
sont dérégulées dans les tumeurs malignes humaines et jouent un réle dans la régulation de la croissance cellulaire,
’angiogenese, 'invasion et les métastases.' L’ARNm de la KLK6 a été identifié comme un biomarqueur prometteur
pour évaluer la progression du cancer colorectal. Il est exprimé de maniére ectopique dans les cellules tumorales
cancer colorectal et la détection de ’ARNm de la KLK6 dans les nceuds lymphatiques est corrélée a un mauvais
pronostic.1%1?

Le SLC35D3 est exprimé dans les cellules tumorales, mais semble avoir un profil d’expression différent de celui du
CEACAM5, de la MUC2 et de la KLK®6. L’expression du SLC35D3 dans les noeuds lymphatiques des patients atteints d’un
cancer colorectal est corrélée a un mauvais pronostic.*

- La POSTN est exprimée dans les fibroblastes et est présente a des niveaux élevés dans les fibroblastes stromaux des
cancers colorectaux. Le niveau de POSTN dans la tumeur primaire est un facteur pronostique pour le cancer



4(17)

colorectal.’® De hauts niveaux de POSTN dans les nceuds lymphatiques des patients atteints d’un cancer colorectal
sont corrélés a un mauvais pronostic.

- La MUC2 est la principale mucine de la couche muqueuse qui recouvre I’épithélium du colon et du rectum. Il a été
démontré qu’en général les tumeurs colorectales mucineuses (10-20%) ont de meilleurs pronostics qu’un
adénocarcinome. ** Un rapport élevé entre TARNm de la MUC2 et ’ARNm du CEACAMS5 dans les nceuds lymphatiques
des patients atteints d’un cancer colorectal est associé a un bon pronostic.®1°

- L’ARNr 18S est utilisé pour calculer le niveau d’expression de ’ARNm des biomarqueurs. Il a été démontré que ’ARNr
18S est exprimé a des niveaux relativement stables dans les lymphocytes et les cellules épithéliales de l'intestin. s

Il a été démontré que le kit ColoNode® détecte ’ARNm des cing biomarqueurs et PARNr 18S avec la méme efficacité dans ’ARN
extrait de tissus de nceuds lymphatiques qu’ils aient été fraichement congelés, fixés au formol uniquement ou fixés formol et
inclus en paraffine.> 7

1.3 Principe du test

Le kit ColoNode® est un double test 3-plex, en une seule étape, en temps réel, de type réaction en chaine par polymérase
quantitative apres transcription inverse (QRT-PCR) pour ’analyse des niveaux d’expression de 'TARNm des biomarqueurs. Il est
congu et développé pour le systeme de PCR en temps réel QuantStudio™ 5 (Applied Biosystems™).

g 2

P"’%Pa"aﬁ?" de Kit ColoNode® Analyse logicielle gy ColoNode®
'échantillon Test qRT-PCR + ColoNode® EEEN  Résultat
(ARN total)

Figure 1: Vue d’ensemble du procédé ColoNode®

Dans la réaction gRT-PCR en une étape, la transcription inverse de ’ARN en ADNc et 'amplification par PCR ont lieu dans le
méme mélange réactionnel, tous les réactifs nécessaires étant ajoutés au départ, ce qui limite le risque de contamination et les
effets de report. Pour ce faire, on utilise I'enzyme ADN polymérase Tth, qui fonctionne a la fois comme transcriptase inverse et
comme ADN polymérase.

Le matériel de départ est ’ARN total extrait du tissu lymphatique. Les cing ARNm des biomarqueurs et ’ARNr 18S sont convertis
par transcription inverse en ADNc avec des amorces 3’ spécifiques qui se lient a TARNm du biomarqueur respectif ou a ’ARNr
18S et produisent des ADNc spécifiques. L’étape d’amplification utilise une paire d’amorces 5'- et 3'- complémentaires d’un
brin chacune et une sonde spécifique a 'TARNm du biomarqueur qui cible 'un des brins de ’ADNc situé entre les amorces. La
sonde est marquée avec un colorant rapporteur fluorescent a Uextrémité de 'amorce 5' et avec un colorant quencher a
Pextrémité de lamorce 3' afin d’empécher la sonde intacte d’émettre de la fluorescence. Au cours de Pamplification, ’ADN
polymérase Tth clive la sonde liée a ’ADNCc, libérant ainsi le colorant rapporteur fluorescent, ce qui augmente l’intensité de la
fluorescence a chaque cycle de la PCR. Ce processus est controlé en temps réel et lorsque l'intensité du signal de fluorescence
atteint un seuil prédéfini, le nombre de cycles PCR nécessaires pour atteindre ce seuil est appelé seuil de cycle (Ct pour Cycle
threshold).

Le résultat des données brutes du kit ColoNode® provenant de la réalisation de la qRT-PCR est transféré du systéme de PCR en
temps réel QuantStudio™ 5 au logiciel ColoNode® (ColoNode® Software) ou il est analysé. La détection des cellules tumorales
est calculée comme décrit dans les références 8 et 17. L’estimation du risque de récidive tumorale est calculée comme décrit
dans la référence 17, c’est-a-dire que la formule donnée dans cette référence est appliquée a tous les nceuds lymphatiques
analysés ayant un niveau d’ARNm CEACAMS5 (copies/copie d’ARNr 18S) supérieur au seuil de contrdle (9x10®° copies d’ARNm
CEACAMS5/ copie d’ARNr 18S).Y7 Les seuils pour POSTN et MUC2 utilisés dans la formule sont respectivement de 2x10° copies de
POSTN/copie d’ARNr 18S et 5,95x102 copies MUC2/copie d’ARNr 18S. La limite de quantification (LQ) est utilisée pour
déterminer si KLK6 et SLC35D3 sont inclus ou non dans le calcul de risque qui est de 200 copies/uL pour chacun des
biomarqueurs. En outre, pour chaque échantillon, la concentration moyenne en copies/uL est indiquée pour les cing ARNm
biomarqueurs et pour ’ARNr 18S.
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Nombre de nceuds lymphatiques analysés = 20
[Valide = 20, Invalide = 0]

Noeuds lymphatiques valides

Faible: 12 nceuds Moyen: 1 nceuds Elevé: 2 nceuds Trés élevé: 1 noceuds
lymphatiques lymphatiques lymphatiques lymphatiques

Aucune cellule tumorale détectée : 4 nceuds lymphatiques

Figure 2 : Exemple de rapport pour un patient considéré comme présentant un risqué trés élevé par Colonode®. La valeur du groupe de risque
des nceuds lymphatiques individuels est représentée par des barres noires et le nceud lymphatique présentant le groupe de risque le plus élevé
est représenté par une barre colorée. S’il n’y a pas de barre, cela signifie qu’aucune cellule tumorale n’a été détectée dans le nceud lymphatique.

1.4 Conception du test

Chaque kit est concu pour 'analyse des noeuds lymphatiques d’un seul patient. Le kit ColoNode® effectue la transcription
inverse, "amplification et la quantification de '’ARNm a l'aide de deux mélanges réactionnels 3-plex différents exécutés en
paralléle. Le kit contient deux mélanges maitres comprenant chacun des amorces et des sondes pour trois des genes cibles. Il
contient également des échantillons standard (STD) avec dans chacun d’eux des mélanges de trois des génes cibles aux
concentrations de copies d’ARN définies. Enfin, il contient un contrdle sans matrice (NTC) destiné aux deux tests 3-plex. Les
échantillons NTC, STD et de noeuds lymphatiques sont tous analysés en double.

Des amorces 5'- et 3'- spécifiques ont été fabriquées pour chacun des ARNm des biomarqueurs et pour "ARNr 18S. Ils sont
placés dans différents exons du gene cible respectif. Une sonde marquée par un colorant spécifique a la séquence est placée a
la limite entre les deux exons pour rendre I’essai spécifique a 'ARN, évitant ainsi I'amplification de ’ADN génomique. Trois
colorants fluorescents différents (FAM™, VIC™, NED™) sont utilisés pour quantifier 3 génes cibles en une seule réaction. Trois
des biomarqueurs sont mesurés dans la moitié gauche de la plaque et deux des biomarqueurs ainsi que ’ARNr 18S sont
mesurés dans la moitié droite. Le carboxy-X-rhodamine (ROX) est utilisée comme colorant de référence pour la normalisation
des signaux des rapporteurs fluorescents dans la série de qRT-PCR.

Les STD contenant des quantités spécifiques de copies d’ARN de chacun des biomarqueurs sont analysés en paralléle des
échantillons de nceuds lymphatiques afin de générer des courbes standard. Les échantillons analysés recoivent le nombre de
copies/ul pour chaque gene cible extrapolé a partir de la courbe standard correspondante. Les standards de copie d’ARN
servent également de contrdles positifs de la performance du kit ColoNode®. Le NTC de chaque mélange maitre sert de contréle
pour la contamination. L’analyse par qRT-PCR de ’ARNr 18S dans les échantillons des nceuds lymphatiques sert de contrdle de
la qualité de ’ARN analysé et pour le calcul des niveaux d’ARNm.

REMARQUE ! Les échantillons dont la concentration en ARNr 18S est inférieure a 10° copies/uL ne doivent pas étre interprétés en
raison du risque de résultats faussement négatifs. Le logiciel ColoNode® vous alerte en marquant les échantillons dont la valeur de
I’ARNr 18S est inférieure a 10° copies/uL comme « Invalide ».
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2. Matériel et équipement

2.1 Contenu

Le kit ColoNode® contient des réactifs préts a ’emploi (voir tableau 1) pour I'analyse par qRT-PCR de 20 échantillons d’extraits
d’ARN total de nceuds lymphatiques. Le kit est composé de deux ensembles, c’est-a-dire d’une boite pour chaque température
de stockage requise.

Tableau 1 Contenu du kit ColoNode®

Réactif Etiquetage des tubes Nbdes  Couleurdu Volume Condition de

tubes bouchon (uL/tube) stockage
Mélange maitre pour le ColoNode® Master mix 1 1 Vert 790 -15°C to -25°C 1(2)
systeme 1
Mélange maitre pour le ColoNode® Master mix 2 1 Bleu 790 -15°C to -25°C 1(2)
systeme 2
Standards (STDs) pour le ColoNode® Standard A, 3 Vert 10 -70°C to -90°C 2(2)
systéme 1 Standard B, Standard C
Standards (STDs) pour le ColoNode® Standard D, 3 Bleu 10 -70°C to -90°C 2(2)
systeme 2 Standard E, Standard F
Acétate de manganése (25 mM) ColoNode® 25 mM MnAc 1 Blanc 400 -15°C to -25°C 1(2)
Controle sans matrice (NTC) ColoNode® Negative control 1 Gris 20 -15°C to -25°C 1(2)

REMARQUE ! Un maximum de 20 échantillons de nceuds lymphatiques peut étre analysé avec le kit. Si vous devez analyser plus de
20 échantillons de nceuds lymphatiques, utilisez des kits supplémentaires puis combinez les résultats (reportez-vous aux d’informations de la
section 7.7). Le kit doit étre utilisé pour 'analyse des nceuds lymphatiques d’un seul patient.

2.2 Matériel nécessaire non fourni
Matériel courant de laboratoire
Le matériel courant de laboratoire suivant est nécessaire pour faire une analyse a 'aide du kit ColoNode®:
e Agitateur-mélangeur vortex
e Pipettes (variétés 0,5-10 pL, 10-100 pL et 100-1000 pL)
e Centrifugeuse de paillasse avec rotor pour tubes de 1,5-2 mL
e Centrifugeuse avec rotor pour plaques PCR de 96 puits
e Zone de travail exempte de RNase
e  Glace pour la décongélation et la manipulation des tubes avant 'analyse

Tous les équipements de laboratoire doivent étre installés, étalonnés, utilisés et entretenus conformément aux instructions et
recommandations de leur fabricant.

Consommables et réactifs courants de laboratoire

Les consommables généraux de laboratoire suivant sont nécessaires pour faire une analyse a l’aide du kit ColoNode®:
e Tubesde 1,5 mL pour utilisation PCR
e Embouts de pipette a filtre aérosol pour utilisation PCR
e Gants jetables sans poudre

Matériel et consommables spécifiques recommandés

e Systéme de PCR en temps réel QuantStudio™ 5 avec un bloc pour plaques de 0,2 mL a 96 puits (Bloc standard, Ref.
catalogue A28139, Applied Biosystems™). L’installation, I’étalonnage et ’entretien doivent respecter les instructions
et recommandations du fabricant.

e NanoDrop™ (Thermo Scientific™) pour mesurer la concentration et la qualité de ’ARN.

e Plaque a 96 puits et film adhésif (Plaque de réaction optique MicroAmp™ a 96 puits avec code-barres et films adhésifs
optiques, Ref. catalogue 4314320, Applied Biosystems™).

e Applicateur pour sceller le film adhésif sur plaques a 96 puits (Applicateur de film adhésif MicroAMP™, Ref. catalogue
4333183, Applied Biosystems™).

e Eauexempte de RNase, en option avec un inhibiteur de RNase, lorsque la dilution des échantillons est nécessaire.
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2.3 Logiciels

Le logiciel Design and Analysis pour analyses qRT-PCR avec QuantStudio™ 5 (QuantStudio™ 5 Design and Analysis
Software for qRT-PCR analysis) (v1.5).

Logiciel ColoNode® (ColoNode Software®) pour ’analyse des données brutes de qRT-PCR du kit ColoNode® a partir du
logiciel Quant Studio. Trouvez le logiciel ColoNode® surhttps://software.colonode.se/login et utilisez les informations
de connexions fournies sur le bon de livraison.

2.4 Téléchargements
Les informations que vous pouvez télécharger sur https://colonode.se/product sont les suivantes :

Mode d’emploi de ColoNode® (ColoNode® Instructions for use / IFU)
Modele de configuration pour ’exécution de la qRT-PCR de ColoNode® sur QuantStudio™ 5
Fiche de données de sécurité du kit ColoNode®

3. Conditions de stockage

Les réactifs du kit ColoNode® sont stables jusqu’a la date de péremption s’ils sont stockés et manipulés comme
indiqué dans le présent mode d’emploi.

N’utilisez pas le kit aprés sa date de péremption.

Ne pas mélanger les composants de kits provenant de numéros de lots identiques ou différents.

Le kit est destiné a un usage unique.

Eviter la décongélation-congélation.

Le kit ColoNode® est composé de deux ensembles, c’est-a-dire d’une boite pour chaque température de stockage
requise.

Stockez les mélanges maitres ColoNode® 1 et 2, 'acétate de manganese (MnAc) et le contréle sans matrice (NTC)
entre -15 °C et -25 °C. Ils sont livrés dans la boite 1(2) (Box 1(2)).

Stockez les Standards A-F ColoNode® entre -70 °C et -90 °C. Ils sont livrés dans la boite 2(2) (Box 2(2)).

4. Précautions et sécurité

La solution ColoNode® doit étre utilisée conformément a ce mode d’emploi.

Tout écart par rapport a ce mode d’emploi peut compromettre les performances et les résultats du kit.

Il est important de suivre les instructions lors de I’exportation des résultats de QuantStudio™ 5, faute de quoi les
résultats du logiciel ColoNode® peuvent étre compromis.

Ne pas regrouper des réactifs portant des numéros de lots différents ou des tubes différents du méme lot.

Ne pas utiliser de tubes de réactifs endommagés.

L’utilisation de ce produit doit étre limitée au personnel formé a la manipulation de ’ARN et a ’analyse gPCR en temps
réel.

Lorsque vous travaillez avec le kit ColoNode®, portez toujours une blouse de laboratoire et des gants jetables sans
poudre.

Tous les composants congelés, a U'exception de l'acétate de manganese (MnAc), doivent &tre complétement
décongelés sur de la glace et conservés sur de la glace pendant toute la durée de la procédure. Le MnAc doit étre
décongelé et conservé a température ambiante.

Evitez la contamination microbienne et empéchez lintroduction de RNases dans les composants du kit et les
échantillons.

Veillez a éviter toute contamination croisée du kit ColoNode® lors de la préparation de la plaque a 96 puits avec le
mélange maitre et les échantillons d’ARN. En outre, "équipement utilisé doit étre dédié a la zone de travail du
ColoNode® et ne doit pas étre déplacé vers d’autres zones de travail.

Gardez les zones de travail propres et exemptes de RNases.

Utilisez des embouts de pipette stériles avec des filtres anti-aérosols et changez d’embout entre chaque échantillon
afin d’éviter toute contamination croisée entre les échantillons.
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e Jetez toutes les plaques a 96 puits amplifiées par PCR immédiatement aprés le cycle de gRT-PCR sans ouvrir le film
adhésif afin d’éviter toute contamination croisée.

e Le kit ColoNode® ne contient aucun ingrédient a des concentrations dangereuses. Pour plus d’informations, veuillez
lire la fiche de données de sécurité du kit ColoNode® disponible sur notre site Internet (https://colonode.se/product).

e Le kit ColoNode® ne contient aucun agent ou substance infectieux, susceptibles de provoquer des maladies chez
’homme ou 'animal.

e L’élimination des composants du kit doit étre réalisée conformément aux directives nationales de sécurité contre les
risques biologiques, ainsi qu’aux réglementations nationales, fédérales, régionales et locales.

5. Limites de la procédure

ColoNode®:

e estdéveloppé pour analyse d’extraits d’ARN total de tissus lymphatiques de patients atteints de cancer colorectal ;

e présente des résultats qui peuvent étre altérés si la qualité et la concentration de ’ARN utilisé s’écartent des
recommandations du mode d’emploi;

e mesure uniquement le rARN 18S et les cing biomarqueurs décrits ;

e peut analyser un maximum de 20 échantillons de nceuds lymphatiques par kit (si un patient a plus de 20 noeuds
lymphatiques, utilisez plusieurs kits ColoNode®) ;

e doit étre utilisé pour les nceuds lymphatiques d’un seul patient, car le risque de rechute dans le cancer colorectal est
calculé a partir du profil d’expression des biomarqueurs de tous les nceuds lymphatiques dans la méme analyse.

6. Exigences en matiére d’échantillons

Le kit ColoNode® est destiné a ’analyse d’extraits d’ARN total. La pureté et la concentration de ’échantillon d’ARN utilisé sont
cruciales pour une bonne efficacité du kit ColoNode®. Il est conseillé de conserver extrait d’ARN jusqu’a ce que les résultats de
Panalyse aient été vérifiés afin de permettre une éventuelle nouvelle analyse.

6.1 Echantillons
Les performances du kit ColoNode® ont été validées sur de ’ARN total extrait de tissus lymphatiques fraichement congelés,
fixés au formol ainsi que fixés au formol et inclus en paraffine de patients atteints de cancer colorectal.®*”

6.2 Homogénéisation et extraction de ’ARN
Pour les grands volumes de tissus lymphatiques tels que les demi-nceuds lymphatiques, fraichement congelés ou fixés au
formol, la premiére étape consiste a homogénéiser le tissu lymphatique. Il faut utiliser une méthode qui fournit une suspension
homogene de ’ensemble de I’échantillon de tissu lymphatique. REMARQUE ! Il est trés important que I’ensemble du tissu
lymphatique soit complétement homogénéisé pour obtenir des résultats représentatifs. Dans la deuxiéme étape, la suspension
homogene, ou une partie aliquote de celle-ci, est utilisée pour I'extraction de 'ARN total. L'étape d'homogénéisation n’est pas
nécessaire pour l'extraction d’ARN a partir de sections de nceuds lymphatiques fixés au formol et inclus en paraffine.
L’extraction de ’ARN total doit étre effectuée conformément au mode d’emploi fourni par le fabricant du kit utilisé. Méthodes
validées d’extraction de ’ARN :
- Pour les nceuds lymphatiques fraichement congelés : extrayez I'ARN total en utilisant la méthode d’extraction a
['acide de guanidinium thiocyanate-phénol-chloroforme (AGPC).t®
- Pour les nceuds lymphatiques fixés au formol : le kit High Pure FFPET RNA Isolation (Ref. catalogue 06650775001,
Roche) peut étre utilisé pour I'extraction de ’ARN total a partir de grands volumes de tissus tels que les demi-
nceuds lymphatiques et les tissus lymphatiques.r” Pour les coupes fines, le kit RNeasy DSP FFPE (Ref.
catalogue 73604, Qiagen) peut également étre utilisé.®
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6.3 Concentration et pureté de ’ARN

La concentration d’ARN total doit étre déterminée en mesurant la densité optique a 260 nm (DO260) et la pureté estimée par le
rapport D0260/D0280, par exemple a l’aide d’un instrument NanoDrop. La concentration d’ARN total dans les échantillons doit
étre comprise entre 100 et 800 ng/uL. Pour les concentrations >800 ng/uL, diluez I’échantillon d’ARN total pour qu’il se situe
dans l'intervalle donné. Il est préférable d’avoir des concentrations comprises entre 300 et 600 ng/uL. Utilisez de ’eau exempte
de RNase pour la dilution, en option avec un inhibiteur de RNase. Les échantillons

d’ARN doivent étre exempts de potentiels facteurs d’inhibition de la PCR. Le ratio D0260/D0280 doit étre >1,8.

7. Mode d’emploi

Procédure d’utilisation de ColoNode®

Systéme 1 Systéme 2
1 Mélange maitre 1 Mélange maitre 2 Durée
= -+ + 4
MnAc MnAc I

5 l |
I X 24 tubes X 24 tubes

Ajouter Ajouter
3. STDA,STDB, STD C, . STDD,STDE, STDF,
Echantillons NL (1-20) et NTC Echantillons NL (1-20) et NTC

| !

4. I X 24 tubes i X 24 tubes
\ / ~1,5-2h

1 2 3 456 7 8 9 101112

l |

Lancer la série qRT-PCR Minuterie instrument:
2 h 20 min

Exporter les données 4

I oOmMmooOmB

Analyse logicielle ColoNode®

© ~N o !

Résultat ColoNode®

Figure 3. Procédure simplifiée de ColoNode® pour I'analyse de 20 nceuds lymphatiques. 1) Ajoutez du MnAc dans les tubes de mélange maitre
pour les systémes 1 et 2. 2) Aliquotez jusqu’a 24 tubes étiquetés chaque mélange maitre conformément d la figure 4. 3) Ajoutez I’ARN dans le tube
correspondant, c’est-a-dire 3 standards (STD) uniques pour le systéme 1 et pour le systéme 2 (respectivement les tubes A, B, C et D, E, F), ainsi que
1 contréle sans matrice (NTC) et 20 échantillons de nceuds lymphatiques par mélange maitre. 4) Remplissez une plaque a 96 puits en plagant les
échantillons aux positions indiquées dans la figure 5. 5) Faites passer la plaque dans Uinstrument de qRT-PCR. 6) Exportez les données depuis
lordinateur de l'instrument. 7) Utilisez le fichier exporté comme source de données pour le logiciel ColoNode® et analysez les données, puis 8)
Recevez les résultats de la solution ColoNode®.
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7.1 Directives pour le kit ColoNode®

Effectuez toutes les étapes sur de la glace, a exception du tube de MnAc qui doit étre conservé a température
ambiante.

Utilisez du matériel plastique et des embouts a filtre jetables, stériles et sans RNase.

Porter des gants jetables non poudrés lors de la manipulation des réactifs et des échantillons d’ARN afin d’éviter que

la

peau ne crée une contamination par la RNase. Changez régulierement de gants.

Lorsque vous travaillez avec de 'ARN, utilisez une technique microbiologique aseptique appropriée.
Travaillez dans une zone de travail exempte de RNase.

7.2 Méthode d’utilisation de ColoNode®

1. Téléchargez le fichier modele de configuration pour ’exécution de la qRT-PCR depuis www.colonode.se/product
sur une clé USB ou directement sur lordinateur couplé a linstrument du systéme de PCR en temps réel
QuantStudio™ 5.

2. Le modele de configuration est verrouillé. Avant d’ouvrir le fichier modéle, faites une copie et nommez-la avec un
code patient unique. REMARQUE ! Suivant le réglement général de protection des données (RGPD), aucune donnée
personnelle ne peut étre communiquée.

3. Ouvrez la copie nommée avec le code patient unique, sélectionnez « Enter run experiment information » (Entrez
les informations de lancement du test) et cliquez sur OK pour continuer.

4. Sousl'onglet « Properties » (Propriétés) dans la fenétre « Experiment properties » (Propriétés du test) saisissez le
méme code patient unique « Name » (Nom) en option vous pouvez remplir le champ « User name » (Nom de
l'utilisateur) et sauvegardez le fichier. Pour ajouter des notes, vous pouvez utiliser le champ « Comments -
optional » (Commentaires - Facultatif).

File  Edit  Analysis Tools Help
Properties Method Plate Run Results Export

1

Experiment Properties

0;

Save

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. Facultatif! Dans ['onglet supérieur, cliquez sur « Method » (Méthode) pour afficher le profile PCR ColoNode®:

File. Edit Analysis Tools Help

Properties Method Plate Run Results Export
Experiment Method [# Action v DO; Save v
Volume Cover
9 1050°C
Hold Stage PCR Stage
95.0°C 95.0°C
0500 16°C/5  ppzo
T &
1.6"Cfs 1.6 "C/s
60.0°C 60.0°C
50.0°C i 3000 01.00
P - L (O kel -
) & (5
‘\_< 1.6°C/s p >,
Step1 Step2 Step3 Stepl Step2
45 I |x
Legends: [&) Data Collection On Data Collection Off m Pause On Pause Off  &F Advanced Seftings  V VeriFlex

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

6. Lesnoms des échantillons (STD, échantillons de noeuds lymphatiques et NTC) sont indiqués sur la plaque
conformément a la figure 5. REMARQUE ! Ne modifiez rien dans l'onglet « Plate » (Plateau) !

7. Préparer des tubes (sans RNase, 1,5 ml) : trois STD, un NTC et jusqu’a 20 échantillons de noeuds lymphatiques par
mélange maitre et les étiqueter conformément a la figure 4 (codage vert et bleu). Ainsi, pour une plaque complete,
il faut préparer 48 tubes au total, soit 24 tubes par mélange maitre.

Etiquetage des tubes
ﬂélange maitre 1 STD Echantillons de noeuds NTN
lymphatiques 1 a 20
Etiquetage des tubes: A B C 1:NL1 > 1:NL20 1:NTC
Mélange maitre 2 STD Echantillons de nceuds NTC
lymphatiques 1 a 20
Etiquetage des tubes: D E F 2:NL1 > 2:NL20 2:NTC

Figure 4. Pour chaque mélange maitre : Etiqueter les tubes pour le NTC (1: NTC et 2 : NTC), trois concentrations STD (respectivement A, B,
Cet D, E, F) et 20 échantillons pour les nceuds lymphatiques (respectivement 1 : NL1 a 1:NL20 et 2:NL1 a 2:NL20), soit au total 24
tubes/mélange maitre et 48 tubes pour ’ensemble de la série qRT-PCR.
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Décongelez et conservez le MnAc a température ambiante. Une fois décongelé, mélangez soigneusement le tube de
MnAc (~10 sec. a haute vitesse plusieurs fois). REMARQUE ! Il est trés important que le MnAc soit complétement
décongelé et mélangé avant l’activation des mélanges maitres a I’étape 11 pour garantir Uefficacité de I'analyse qRT-
PCR.

Décongelez le reste des tubes de réactifs (mélange maitre 1 et mélange maitre 2, NTC et STD A-F) et conservez-les
dans la glace. Une fois décongelés, retournez les tubes de mélange maitre cinq fois et passez au vortex tous les
autres tubes brievement, mais vigoureusement (~10 sec. a haute vitesse). Centrifugez briévement tous les tubes
dans une centrifugeuse de paillasse avant de les utiliser afin que la totalité du volume de réactif se retrouve au fond
du tube. REMARQUE ! Il est trés important que les tubes STD soient mélangés correctement pour obtenir des courbes
standard approuvées.

Les échantillons d’ARN doivent étre décongelés et conservés dans la glace. Mélangez par vortex (~5 sec.) et
centrifugez brievement.

Activez les mélanges maitres pour le systéme 1 et le systeme 2 en ajoutant 165 pl de MnAc par tube de mélange
maitre. Retournez les tubes de mélange maitre plusieurs fois, passez les tubes au vortex vigoureusement (~5 sec.)
et centrifugez-les brievement.

Aliquotez 37 ul de la solution de mélange maitre activée dans les 24 tubes étiquetés pour le systeme 1 (vert) et le
systéme 2 (bleu), respectivement. Mettez les tubes sur la glace.

Ajoutez 3 ul de STD ou 3 ul d’échantillon d’ARN de nceuds lymphatiques ou 3 ul de NTC aux tubes étiquetés
correspondant avec le mélange maitre 1 et le mélange maitre 2 activés. Passez-les brievement au vortex (~5 sec.) et
centrifugez la solution.

Distribuez le volume de chaque tube préparé a I’étape 13 en pipettant 19 uL/puits en double dans la plaque a 96
puits selon le schéma décrit dans la figure 5. Assurez-vous que les échantillons sont placés dans les bons puits. S’il
y a moins de 20 échantillons de noeuds lymphatiques a analyser, laissez les puits résiduels dédiés aux échantillons
vides. Les témoins négatifs (NTC) doivent toujours se trouver aux positions indiquées dans la figure 5, C’est-a-dire
1:NTC dans les puits H5-H6 et 2:NTC dans les puits H11-H12. S’il y a plus de 20 échantillons de nceuds lymphatiques
provenant d’un seul patient, référez-vous aux sections 5 et 7.7.

Emplacement des échantillons dans la plaque a96 puits

<

1:NL1 1:NL1 1:NL2 1:NL3 1:NL3 2:NL1 2:NL1 2:NL2 2:NL2 2:NL3 2:NL3

1:NL4 1:NL4 1:NLS 1:NLS 1:NL6 1:NL6 2:NL4 2:NL4 2:NL5 2:NL5 2:NL6 2:NL6

1:NL7 1:NL7 1:NL8 1:NL8 1:NL9 1:NL9 2:NL7 2:NL7 2:NL8 2:NL8 2:NL9 2:NL9

1:NL10  1:NL10  1:NL11  1:NL11 1:NL12 1:NL12 2:NL10 2:NL10  2:NL11  2:NL11 2:NL12 2:NL12

1:NL13  1:NL13 1:NL14 1:NL14 1:NL15 1:NL15 2:NL13 2:NL13 2:NL14 2:NL14 2:NL15 2:NL15

1:NL16 1:NL16 1:NL17 1:NL17 1:NL18 1:NL18 2:NL16 2:NL16 2:NL17 2:NL17 2:NL18 2:NL18

1:NL19 1:NL19 1:NL20 1:NL20 1:NTC 1:NTC  2:NL19 2:NL19 2:NL20 2:NL20 2:NTC 2:NTC

Veﬂ‘:

» »
L | »>

Systéme 1, c'est-a-dire échantillons du mélange maitre 1 Bleu : Systeme 2, ¢'est-a-dire échantillons du mélange maitre 2

Figure 5. Emplacement des échantillons dans la plaque a 96 puits. Les échantillons ajoutés au mélange maitre 1 sont placés a gauche (vert) et
les échantillons ajoutés au mélange maitre 2 sont placés a droite (bleu). STD A-C = copie standard de ’ARN pour le systéme 1 ; STD D-F = copie
standard de ’ARN pour le systéme 2 ;

REMARQUE ! Chaque échantillon d’extrait d’ARN total de nceud lymphatique est analysé en double pour le systéme 1 (1:NL1 ¢ 1:NL20) et le
systéme 2 (2:NL1 a 2:NL20), respectivement ; 1:NTC = contréle sans matrice pour le systéme 1 ; 2:NTC = contréle sans matrice pour le systéme 2.

15.
16.

Scellez la plaque a 96 puits a I'aide d’un film adhésif conformément au manuel QuantStudio™ 5.
Centrifugez la plaque a 96 puits pendant 15 a 30 secondes.



13 (17)

17. Allumez votre instrument QuantStudio™ 5. (Il est important que I'ordinateur soit allumé avant instrument gRT-
PCR).

18. Placez la plaque a 96 puits dans l'instrument.

19. Ouvrir le fichier de configuration unique du patient (.edt). Dans 'onglet supérieur, cliquez sur « Run » (Exécuter).
Démarrez ’exécution en cliquant sur le bouton bleu nommé « START RUN » (Lancer la série), sélectionnez le
numéro de série de instrument QuantStudio™ 5. Sauvegardez le cycle avec un code unique de patient (.eds) en
cliquant sur « Save » (Sauvegarder) dans la fenétre qui s’affiche.

Edt  Analysis  Tools  Hel

1. Sélectionnez votre instrument

1

Run Control I u O; Save v
2. Sélectionnez I'emplacement
None

=) de sauvegarde

==

Amplification Plot Post-Run Summary
=
few v

Save in ColoNode runs v. |l

Properties Method Plate Run Results Export

3. Vérifiez le nom cllq uant sur Save
du fichier (Sauvegarder) A=t
§ o - l EEEEELELL

L& File name Patlent unigue code eds Save

001 | Network Files of type!  yger pocumient Single files (*.eds) v Cancel E E E E B H I B
o L]

WposTH MMUcz B CEACAMS 0 sLC3sD3 BI8sScRmA BKLKE 00 s e e e e e

[

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

20. Le cycle dure environ 2 heures et 20 minutes.

21. Unefois I'analyse terminée, les tracés d’amplification sont présentés dans 'onglet « Results » (Résultats). L’examen
des graphiques est facultatif. Si la plaque comportait des puits vides, il peut étre nécessaire d’ajuster la plage de
’axe des y (exemple : valeur minimale 0,001 et valeur maximale 10) afin d’obtenir une meilleure vue des tracés. Les
courbes de faux résultats et les signaux provenant de puits vides sont exclus des résultats par le logiciel ColoNode®.
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7.3 Export des résultats de instrument du qRT-PCR

1.

Lorsque la série qRT-PCR est terminée, exportez les données brutes sous forme de fichier Excel (.xls) :

e Dans l'onglet supérieur, cliquez sur « Export » (Exporter)

e  Vérifiez que le nom du fichier est rempli, sinon faites-le

e  Sous« Content » (Contenu), cochez « Results » (Résultats)

e  Cliquez sur « Browse » (Parcourir) pour rechercher ’'emplacement qui vous convient pour stocker le fichier
Excel sur votre ordinateur

e  Cliquez sur « Export » (Exporter)

File  Edit Analysis Tools Help Exportez .

Properties Method Plate Run Results Export fichiers _X|S |C|
Export I [ Auto Export Export O; Save v

File Name Patient unique code Content
[ sample Setup [] Raw Data
File Type QuantStudio v [ amplification Data [ Muiticomponent Data
= Results
) (Fds) v
[] Reagent Information
Location | | Bieisa Customize | Customize what is exported within each item above
[[] Open exported files when complete
Options
(for manual export only)

Sélectionnez @® Unify the above content into cne file
I’emplacement (O Split the above content items into individual files

de sauvegarde

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

Faites une copie de sauvegarde de vos fichiers de données brutes (fichiers .eds), pour pouvoir résoudre un éventuel
futur de probleme.
Transférez le fichier Excel exporté (.xls) vers un ordinateur connecté a internet afin d’accéder au logiciel ColoNode®

sur la page d’accueil de ColoNode®. (https://software.colonode.se/login).

7.4 Méthode d’utilisation du logiciel ColoNode®
Analyse des résultats grace au logiciel ColoNode®:

1.
2.

Connectez-vous au logiciel ColoNode® grace aux identifiants indiqués sur le bon de livraison.

Pour charger le fichier Excel (.xls) que vous avez exporté a |’étape 3 de la section 7.3, chquez sur« Selectlonner un
fichier » . Entrez le numéro du lot puis cliquez sur « Charger un fichier » fichier &

Cliquez sur « Analyser un fichier » . Lorsque les calculs sont terminés, un 5|gnal vert apparalt avec le
message suivant : « OK Analyses réalisées avec succés ». Faites défiler vers le bas pour voir le résultat de ColoNode®
contenant:

- SYNTHESE DES RESULTATS DU TEST COLONODE qui contient 'agressivité globale de la tumeur du patient, c’est-a-
dire la classification par groupe de risque et un diagramme a barres du facteur de risque pour chaque noeud
lymphatique valide.

- Détection de tumeurs cancéreuses (les niveaux de CEACAM5 sont utilisés pour estimer la charge tumorale dans
chaque nceud lymphatique)

- Facteur de risque pour chaque nceud lymphatique

- Concentration des ARNm des biomarqueurs et de I’ARNr 18S en copies/uL dans les extraits individuels d’ARN des
nceuds lymphatiques

- Apercu du contréle de la qualité des normes et des contrdles sans matrice

Pour obtenir plus de détails, cliquez sur les boutons « Information »

- Pour obtenir des informations détaillés (valeurs de quantités et de seuils de cycle) pour chaque puits, cliquez sur

« Montrer tous les échantillons » . Pour voir ces informations pour chaque échantillon de noeud
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lymphatique, dans le tableau « Concentration des ARNm des biomarqueurs et de ’ARNr 18S en copies/pL », cliquez

sur

4. Pour sauvegarder le résultat cliquez sur le carré noir contenant une icéne de « Téléchargement » u adroite du
nom du fichier. Tous les résultats seront sauvegardés et téléchargés en format PDF. En outre, la concentration des
cing ARNm des biomarqueurs et de ’ARNr 18S dans chaque nceud lymphatique peut également étre sauvegardée et
téléchargée sous forme de fichier Excel en cliquant sur le carré vert contenant une icone « Fichier Excel » .

7.5 Contrdles de qualité du logiciel ColoNode®
Les aspects suivants seront vérifiés par les controles de qualité du logiciel ColoNode® et doivent étre interprétés comme suit :

v" Approuvé

! Non approuvé (Invalide)

Pas de signal dans les NTC.

Signal dans les NTC.
- Tous les résultats sont invalides. Un nouveau cycle complet est nécessaire.

Standards compris dans la fourchette
acceptée.

Standards en dehors de la fourchette acceptée.
- Tous les résultats sont invalides. Un nouveau cycle complet est nécessaire.

Différence des seuils de cycle entre les
échantillons en double compris dans la
fourchette acceptée.

Différence des seuils de cycle entre les échantillons en double en dehors de la fourchette
acceptée. Un nouveau cycle de test de ’échantillon est recommandé.

Signal dans un seul des échantillons en double. Un nouveau cycle de test de I’échantillon
est recommandé.

Concentration de ’échantillon d’ARNr 18S
comprise dans la fourchette acceptée.

Contenu d’ARNr 18S trop faible. Un nouveau cycle de test de ’échantillon est
recommandé.

Pour vérifier tous les échantillons, cliquez sur « Montrer tous les échantillons » AL ARIES  Vous pourrez ainsi
découvrir les causes d’invalidité potentielle des échantillons et décider s’il est nécessaire d’effectuer une nouvelle série de

tests.

7.6 Evaluation des résultats de ColoNode®

Le groupe de risque définit par ColoNode® doit étre apprécié en lien avec d’autres facteurs de risques de récidive tumorale,
par exemple Uinvasion lymphovasculaire et l'invasion périneurale. En outre, le bénéfice de la chimiothérapie adjuvante doit
étre évalué en tenant compte, par exemple, de ’'dge avancé et de la comorbidité.

Groupe de risque Recommandation relative a la
ColoNode® chimiothérapie adjuvante
Faible Aucune

Moyen Probablement

Elevé Oui

Treés élevé Oui

7.7 Interprétation des différentes analyses fournies par ColoNode® pour le méme patient
Si le patient a plus de 20 noeuds lymphatiques, plusieurs kits ColoNode® doivent étre utilisés et analysés séparément dans le
logiciel ColoNode®. Pour chaque nceud lymphatique analysé, les résultats indiquent si des cellules tumorales ont été détectées
ou non, et un facteur de risque (agressivité de la tumeur) de rechute de la maladie est attribué a chaque noeud lymphatique
positif pour les cellules tumorales. Le groupe de risque le plus élevé de toutes les analyses effectuées constitue le résultat final
du patient. La méme approche est utilisée pour 'interprétation des nouvelles séries de tests.
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8. Signification des symboles utilisés sur les étiquettes

IVD Diagnostics in vitro (anglais : In vitro diagnostics)
LOT Numéro de lot
REF Référence du catalogue

4

Unité de gestion de stock (anglais : Stock keeping unit)

UDI Identifiant unique des dispositifs (anglais : Unique device identifier)

Il Fi=Ls

\/
X

ARORS

2

Date d’expiration

Consultez le mode d’emploi fourni sur notre page d’accueil

-manuel

Fabricant

Température de stockage

Tenir a I'abri du soleil

Ne pas réutiliser

Ne pas utiliser si ’emballage est endommagé

Sigle de conformité aux normes européennes

Distributeur

9. Abréviations

CEACAMS5, molécule d’adhésion cellulaire liée a 'antigene carcino-embryonnaire 5 (anglais : Carcinoembryonic Antigen,
Carcinoembryonic Antigen-related Cell Adhesion Molecule 5)

CCR, Cancer colorectal (anglais : CRC, colorectal cancer)

Ct, seuil de cycle (anglais : cycle threshold)

IFU, Mode d’emploi (anglais : instructions for use)

KLK6, kallicréine connexes-peptidase 6 (anglais : kallikrein-related peptidase 6)

NL, nceud lymphatique (anglais : LN, lymph node)

MnAc, acétate de manganése

MUC2, mucine 2

NTC, contrble sans matrice ou contrdle négatif (anglais : No Template Control)

DO, densité optique (anglais : OD, optical density)

POSTN, périostine

gRT-PCR, réaction en chaine par polymérase quantitative apres transcription inverse (anglais : quantitative reverse
transcriptase-polymerase chain reaction)

ROX, carboxy-X-rhodamine

SLC35D3, membre D3 de la famille 35 des transporteurs de soluté (anglais : solute carrier family 35 member D3)
STD, standard
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10. Note a l’attention de l’acheteur
Ce produit a été fabriqué a I’aide de Phosphoamidites NED™ et/ou Phosphoamidites VIC™. NED™ ou VIC™ sont des marques
de Thermo Fisher Scientific Inc. MGB™, MGB Eclipse® et Eclipse® sont des marques de ElITechGroup® Inc.
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12. Informations de contact

Le kit et le logiciel ColoNode® sont fabriqués par:
HiloProbe AB, Tvistevdagen 48C, Umea, SE- 90736, Suede

Pour plus d’informations et demander de l'aide, veuillez contacter votre distributeur local ou HiloProbe en envoyant un
courriel a info@colonode.se ou en appelant le numéro de téléphone +46768216770 (services en anglais).

La société HiloProbe AB détient un brevet pour la solution ColoNode®.



