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1. Introduccion

ColoNode® (el kit y el software) esta previsto para su uso en diagndstico in vitro (DIV).

1.1 Uso previsto

El uso previsto es la deteccion de células tumorales en los ganglios linfaticos (GL) de pacientes con cancer colorrectal (CCR) y
la determinacion de la agresividad del tumor del CCR para ayudar a la hora de tomar decisiones sobre la quimioterapia
coadyuvantey el seguimiento.

ColoNode® es una prueba destinada a medir los niveles de expresién de ARNm de cinco genes biomarcadores, a saber,
CEACAMS5 (antigeno carcinoembrionario), KLK6 (peptidasa 6 relacionada con la calicreina), SLC35D3 (familia de portadores de
solutos de 35 miembros D3), POSTN (periostina) y MUC2 (mucina 2), asi como niveles de expresién de ARNr 18S (ARN
ribosémico 18S) en ARN total extraido de GLs de pacientes con CCR. Los resultados se utilizardan como informacion
complementaria al resultado de la histopatologia.

1.2 Antecedentes

La metastasis regional de GL es el factor de riesgo prondstico mas importante para la recurrencia en pacientes que recibieron
cirugia curativa para el CCR.** Los ARNm de los biomarcadores tienen un gran potencial como herramientas para el analisis de
GL en el CCR. El analisis de la expresion de los biomarcadores a nivel de ARNm tiene varias ventajas sobre el nivel de proteina
porque se pueden analizar facilmente varios biomarcadores con alta sensibilidad y especificidad en el mismo extracto de ARN
de GLy se puede analizar un gran volumen de GL (potencialmente todo el GL).?

En el kit ColoNode®, se analizan seis genes diana. Cuatro de estos genes se expresan en células tumorales de CCR, a saber,
CEACAMS5, KLK6, SLC35D3y MUC2, y uno, POSTN, se expresa en fibroblastos asociados a tumores. Estos cinco genes tienen una
expresion baja o nula en las células inmunitarias, lo que los hace adecuados para el analisis de ARN extraido de muestras de
GL. Se analiza el ARNr 18S para determinar su normalizacién y como control positivo.

Informacion sobre los genes diana:

- Laproteina CEACAMS5 es un marcador tumoral bien establecido en el adenocarcinoma y se utiliza principalmente para
el seguimiento posoperatorio.® CEACAM5 se expresa en células epiteliales del intestino grueso y su expresion se
conserva en el CCR.>¢ El ARNm de CEACAMS se expresa en niveles elevados en células tumorales.”® Se ha demostrado
que el ARNm de CEACAMS es superior en la deteccidn de células tumorales diseminadas en GL de pacientes con CCR
en comparacion con el método rutinario (examen microscépico de secciones de tejido de GL tintadas con
hematoxilina y eosina).” " Los niveles de ARNm de CEACAMS5 son proporcionales al nimero de células tumorales
diseminadas y los niveles altos de ARNm de CEACAM5 en GL son un indicador de un mal prondstico.®® El ARNm de
CEACAMS5 puede, cuando se analiza en combinacion con ARNm para los cuatro biomarcadores KLK6, SLC35D3, POSTN
y MUC2, identificar a pacientes con CCR en riesgo de recurrencia con mayor sensibilidad que el método rutinario y
permite la asignacién de pacientes con CCR a diferentes grupos de riesgo.*

- KLK6 pertenece a la familia de genes de serina proteasas relacionados con la calicreina humana. Muchos de estos
estan desregulados en las neoplasias malignas humanas y desempefian un papel en la regulacion del crecimiento
celular, la angiogénesis, la invasion y la metastasis.!* El ARNm de KLK6 se identific6 como un biomarcador de
progresion prometedor para el CCR. Se expresa ectopicamente en células tumorales de CCRy la deteccion de ARNm
de KLK6 en GL se correlaciona con un prondstico malo.2% 2
SLC35D3 se expresa en células tumorales, pero parece tener un patrén de expresion diferente al de CEACAM5, MUC2 y
KLK6. La expresion de SLC35D3 en GL de pacientes con CCR se asocia con un prondstico malo.®

- POSTN se expresa en fibroblastos y en niveles elevados en fibroblastos estromales de CCR. El nivel de POSTN estromal
en el tumor primario de CCR es un factor prondstico para el CCR.® Los niveles elevados de POSTN en GL de pacientes
con CCR se asociaron con un prondstico malo.*®

- MUC2 es la mucina principal de la capa mucosa que cubre el epitelio del coldon y el recto. Se ha demostrado que los
tumores de CCR que son mucinosos (10-20 %) se han asociado con un mejor prondstico que el adenocarcinoma en
general.™ Las proporciones altas de ARNm de MUC2:ARNm de CEACAMS5 en GL de pacientes con CCR se asociaron con
un buen prondstico.®°
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- ELARNr 18S se utiliza para calcular los niveles de expresion del ARNm de los biomarcadores. Se demostré que el ARNr
18S se expresa en niveles relativamente estables en linfocitos y células epiteliales intestinales.!® ¢

Se ha demostrado que el kit ColoNode® detecta los cinco biomarcadores de ARNm y el ARNr 18S con igual eficacia en ARN
extraido de tejido de GL recién congelado, fijado inicamente con formalina y fijado con formalina e incluido en parafina.®

1.3 Principio del ensayo

El kit ColoNode® es una prueba 3-plex de reaccién en cadena de la polimerasa-transcriptasa inversa cuantitativa (QRT-PCR)
dual, de un solo paso, en tiempo real para el analisis de los niveles de expresion de ARNm de los biomarcadores. Esta disefiado
y desarrollado para el sistema de PCR en tiempo real QuantStudio™ 5 (Applied Biosystems™).

1 2
Preparacién de Kit ColoNode® Analisis del software mmmm ColoNode®
L muEstre Ensayo qRT-PCR + del ColoNode® BN Resultado

(ARN total)

Figura 1: Vision de conjunto del procedimiento de ColoNode®

En la reaccion gRT-PCR de un solo paso, tanto la transcripcidn inversa del ARN en ADNc como la amplificacion por PCR se llevan
a cabo en la misma mezcla de reaccién con todos los reactivos necesarios afiadidos inicialmente, lo que limita el riesgo de
contaminacion y los efectos de arrastre. Esto se logra mediante el uso de la enzima Tth ADN polimerasa, que funciona como
transcriptasa inversay ADN polimerasa.

El material de partida es ARN total extraido de tejido de GL. Los cinco ARNm de los biomarcadores y el ARNr 18S se transcriben
de forma inversa a ADNc con cebadores de 3' especificos que se unen al ARNm del biomarcador correspondiente o al ARNr 18S
y producen ADNcs especificos. El paso de amplificacion utiliza un par de cebadores de 5' y 3' complementarios a una hebra
cada uno y una sonda especifica de ARNm de los biomarcadores que se dirige a una de las hebras del ADNc ubicada entre los
cebadores. La sonda esta marcada con un tinte indicador fluorescente en el extremo de 5' y un tinte silenciador en el extremo
de 3' que evita la emision de fluorescencia de la sonda intacta. Durante la amplificacion, la ADN polimerasa Tth dividira la sonda
unida al ADNc, liberando asi el tinte indicador fluorescente, aumentando la intensidad de la fluorescencia con cada ciclo de
PCR. Este proceso se supervisa en tiempo real y cuando la intensidad de la sefal de fluorescencia alcanza un umbral
predefinido, el nimero de ciclos de PCR necesarios para alcanzar el umbral se denomina umbral de ciclo (Ct).

El resultado de los datos sin procesar del kit ColoNode® de la ejecucidon de qRT-PCR se transfiere desde el sistema de PCR en
tiempo real QuantStudio™ 5 al software del ColoNode® (ColoNode® Software), donde se analiza. La deteccion de las células
tumorales se calculataly como se describe en las referencias 8 y 17. La estimacion del riesgo de recurrencia del tumor se calcula
como se describe en la referencia 17, es decir, la férmula alli dada se aplica a todos los GL analizados con un nivel de ARNm de
CEACAMS (copias/copia de ARNr 18S) por encima del nivel de corte de control (9x10° copias de ARNm de CEACAM5)/copia de
ARNr 18S).*" Los niveles de corte para POSTN y MUC2 que se utilizan en la formula son 2x10-5 copias de POSTN/copia de ARNr
18Sy 5,95x102 copias de MUC2/copia de ARNr 18S, respectivamente. El limite de cuantificacion (LoQ) se utiliza para determinar
si KLK6 y SLC35D3 estan incluidos o no en el calculo de riesgo, que es 200 copias/ul para ambos biomarcadores. Ademas, para
cada muestra se proporciona la concentracién media en copias/uL para los cinco biomarcadores de ARNm y para el ARNr 18S.



5(17)

Numero de ganglios linfaticos analizados = 20
[Valido =20, No valido = 0]

Riesgo muy alto (3)

GL1 GL2 GL3 GL4 GL5 GL6 GL7 GL8 GL9 GL10 GL11 GL12 GL13 GLi4 GL15 GL16 GL17 GL18 GL19 GL20
Ganglios linfaticos validos

Bajo: 12 ganglios linfaticos Medio: 1 ganglios linfaticos  Alto: 2 ganglios linfaticos Muy alto: 1 ganglios
linfaticos

No se detectaron células tumorales: 4 ganglios linfaticos

Figura 2: Ejemplo de informe de un paciente clasificado como paciente de «<muy alto riesgo» por ColoNode®. El valor del grupo de riesgo de GLs
individuales se muestra como barras negrasy el GL con el grupo de riesgo mds alto se presenta como una barra de color. La ausencia de cualquier
tipo de barra indica que el GL no contiene células tumorales detectadas.

1.4 Diseiio del ensayo

Cada kit esta disefiado para el analisis de los GL de un solo paciente. El kit ColoNode® realiza la transcripcidn inversa, la
amplificacidon y la cuantificacién de ARNm con dos mezclas de reaccidn 3-plex diferentes ejecutadas en paralelo. El kit contiene
dos mezclas maestras, cada una de las cuales incluye cebadores y sondas para tres de los genes diana. También contiene
muestras estandar (STDs) con mezclas de tres de los genes diana en cada uno de ellas en concentraciones definidas de copias
de ARN. Por ultimo, contiene un control sin plantilla (NTC) destinado a ambos ensayos 3-plex. Las muestras de NTC, STD y GL
se analizan por duplicado.

Se han construido cebadores de 5' y 3' especificos para cada uno de los 5 ARNm de los biomarcadores y para el ARNr 18S. Se
colocan en diferentes exones del gen diana correspondiente. Se coloca una sonda marcada con tinte especifica para la
secuencia sobre el limite entre los dos exones para hacer que el ARN del ensayo sea especifico, evitando asi la amplificacion
del ADN gendmico. Se utilizan tres tintes de fluorescencia diferentes (FAM™, VIC™, NED™) para realizar la cuantificacion de 3
genes diana en una sola reaccion. Tres de los biomarcadores se miden en la mitad izquierda de la placa y 2 de los biomarcadores
y el ARNr 18S se miden en la mitad derecha. La carboxi-X-rodamina (ROX) se utiliza como tinte de referencia para la
normalizacidn de las sefiales indicadoras fluorescentes en la ejecucion de qRT-PCR.

Las STDs que contienen cantidades especificas de copias de ARN de cada uno de los biomarcadores se analizan en paralelo con
muestras de GL para generar curvas estandar. Las muestras analizadas obtienen el nimero de copias/ul para cada gen diana
extrapolado de la curva estandar correspondiente. Los estandares de copia de ARN también sirven como controles positivos
del rendimiento del kit ColoNode®. El NTC de cada mezcla maestra sirve como control de la contaminacidn. El analisis qRT-PCR
del ARNr 18S en muestras de GL sirve como control de calidad del ARN analizado y para calcular los niveles de ARNm.

iNOTA! Las muestras con concentraciones de ARNr 18S inferiores a 108 copias/ul no deben interpretarse debido al riesgo de
resultados falsos negativos. El software del ColoNode® emitird una alarma marcando las muestras con un valor de ARNr 18S
inferior a 10° copias/uL como «No vdlido».
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2. Materiales y equipos

2.1 Contenido

El kit ColoNode® contiene reactivos listos para usar (segln la Tabla 1) para el analisis mediante qRT-PCR de 20 muestras de
extractos de ARN total de GLs. El kit se entrega en dos partes, a saber, una caja para cada temperatura de almacenamiento
requerida.

Tabla 1. Contenido del kit ColoNode®

Reactivo Etiquetas para los tubos N.°de Color Volumen Condicién de N.°de
tubos del (uL/tubo)  almacenamiento
tapén
Mezcla maestra para el sistema 1 ColoNode® Master mix 1 1 Verde 790 De-15°Ca-25°C 1(2)
Mezcla maestra para el sistema 2 ColoNode® Master mix 2 1 Azul 790 De-15°Ca-25°C 1(2)
Estandar (STDs) para el sistema 1 ColoNode® Standard A, 3 Verde 10 De-70°Ca-90°C 2(2)
Standard B, Standard C
Estandar (STDs) para el sistema 2 ColoNode® Standard D, 3 Azul 10 De-70°Ca-90°C 2(2)
Standard E, Standard F
Acetato de manganeso (25 mM) ColoNode® 25 mM MnAc 1 Blanco 400 De-15°Ca-25°C 1(2)
Control sin plantilla (NTC) ColoNode® Negative control 1 Gris 20 De-15°Ca-25°C 1(2)

iNOTA! Con el kit se pueden analizar un maximo de 20 muestras de GL. Utilice kits adicionales si es necesario analizar mds de 20 GL y combine
los resultados (para obtener mds informacion, consulte el apartado 7.7). Este kit solo deberia utilizarse para GLs de un paciente.

2.2 Materiales necesarios, pero que no se suministran
Equipos generales de laboratorio
Se requieren los siguientes equipos generales de laboratorio para realizar el analisis del kit ColoNode®:
e Agitador vorticial
e Pipetas (rangos 0,5-10 pL, 10-100 pL y 100-1000 pL)
e Centrifuga de sobremesa con rotor para tubos de 1,5-2 mL
e Una centrifuga con rotor para placas PCR de 96 pocillos
e Un area de trabajo libre de ARNasa
e Hielo para descongelacion y manipulacién de los tubos antes del analisis.

Todo el equipo de laboratorio debe instalarse, calibrarse, operarse y mantenerse de acuerdo con las instrucciones y
recomendaciones del fabricante.

Consumibles y reactivos generales de laboratorio

Se requieren los siguientes consumibles generales de laboratorio para realizar el analisis del kit ColoNode®:
e Tubosde 1,5mL para uso en PCR
e Puntas de pipeta con barrera de aerosol para uso en PCR
e Guantes desechables sin polvo

Equipos y consumibles especiales recomendados

e Sistema de PCR en tiempo real QuantStudio™ 5 con bloque para placas de 96 pocillos de 0,2 mL (bloque estandar, n.°
de catalogo A28139, Applied Biosystems™). La instalacidn, calibraciéon y mantenimiento se realizaran de acuerdo con
las instrucciones y recomendaciones del fabricante.

e NanoDrop™ (Thermo Scientific™) para medir la concentraciony calidad del ARN.

e Placade 96 pocillos y cubierta de plastico (placa de reaccion 6ptica de 96 pocillos MicroAmp™ con codigo de barras 'y
peliculas adhesivas 6pticas, n.° de catalogo 4314320, Applied Biosystems™).

e Aplicador para sellar la cubierta de plastico de la placa de 96 pocillos (aplicador de pelicula adhesiva MicroAmp™, n.°
de catalogo 4333183, Applied Biosystems™).

e Agua libre de ARNasa, opcional con inhibidor de ARNasa, cuando se requiere dilucién de las muestras.
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2.3 Programas de software

Software de disefio y analisis QuantStudio™ 5 para analisis qRT-PCR (QuantStudio™ 5 Design and Analysis Software
for gqRT-PCR analysis) (v1.5).

Software ColoNode® (ColoNode® Software) para el andlisis de los datos sin procesar qRT-PCR del kit ColoNode® del
software Quant Studio. Puede encontrar el software del ColoNode® en https://software.colonode.se/login y utilizar la
informacidn de inicio de sesion que se suministra en el albaran de entrega.

2.4 Descargas
La informacidn que esta disponible para su descarga desde https://colonode.se/product es esta:

Instrucciones de uso (IFU) de ColoNode®
Plantilla de configuracidn para ejecuciones de qRT-PCR ColoNode® en QuantStudio™ 5
Ficha de datos de seguridad del kit ColoNode®

3. Requisitos de almacenamiento

Los reactivos del kit ColoNode® son estables hasta la fecha de vencimiento si se almacenan y manipulan como se
describe en estas IFU.

No utilice el kit después de la fecha de caducidad.

No mezcle componentes del mismo o de distintos nimeros de lote.

El kit esta pensado para un solo uso.

Evite descongelar-congelar.

El kit ColoNode® se entrega en dos partes, a saber, una caja para cada temperatura de almacenamiento requerida.
Guarde las mezclas maestras ColoNode® 1y 2, acetato de manganeso (MnAc) y el control negativo (NTC) entre -15 °C
y -25 °C. Estas se entregan en la Caja 1(2) (Box 1(2)).

Guarde las muestras estandar ColoNode® A-F entre -70 °C y -90 °C. Estas se entregan en la Caja 2(2) (Box 2(2)).

4, Precauciones y seguridad

El procedimiento ColoNode® debe realizarse de acuerdo con estas IFU.

Las desviaciones de estas IFU pueden poner en peligro el rendimiento y los resultados del kit.

Es importante seguir las instrucciones al exportar los resultados de QuantStudio™ 5; de lo contrario, los resultados del
software del ColoNode® pueden verse comprometidos.

No mezcle reactivos con diferentes nimeros de lote del kit o diferentes tubos del mismo lote.

No use tubos de reactivos dafiados.

El uso de este producto debe limitarse a personal cualificado en el manejo de ARN y el analisis de gPCR en tiempo real.
Cuando trabaje con el kit ColoNode®, utilice siempre una bata de laboratorio y guantes desechables sin polvo.

Todos los componentes congelados, excepto el acetato de manganeso (MnAc), deben descongelarse completamente
en hielo y mantenerse en hielo durante todo el procedimiento. El MnAc debe descongelarse y mantenerse a
temperatura ambiente.

Evite la contaminacién microbianay la introduccién de ARNasas en los componentes y muestras del kit.

Asegurese de evitar la contaminacion cruzada del kit ColoNode® al preparar la placa de 96 pocillos con la mezcla
maestra y muestras de ARN. Ademas, el equipo usado debe dedicarse al area de trabajo de ColoNode® y no debe
trasladarse a otras areas de trabajo.

Mantenga las areas de trabajo limpias y libres de ARNasas.

Utilice puntas de pipeta estériles con barreras contra aerosoles y cambie la punta entre cada muestra para evitar la
contaminacion cruzada entre muestras.

Deseche todas las placas de 96 pocillos amplificadas por PCR inmediatamente después de la ejecucién de qRT-PCR sin
abrir la cubierta de plastico para evitar la contaminacion cruzada.

El kit ColoNode® no contiene ingredientes en concentraciones peligrosas. Para obtener mas informacidn, lea la ficha
de datos de seguridad del kit ColoNode® disponible en nuestro sitio web (https://colonode.se/product).
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e El kit ColoNode® no contiene sustancias o agentes infecciosos que puedan causar enfermedades en humanos o
animales.

e La eliminacion de los componentes del kit debe realizarse de acuerdo con las directrices nacionales de seguridad
contra riesgos bioldgicos y los reglamentos nacionales, federales, estatales y locales.

5. Limitaciones de procedimiento

ColoNode®:

e esta desarrollado para el analisis de extractos de ARN total de tejido GL de pacientes con CCR

e losresultados podrian verse afectados si la calidad y la concentracién del ARN de entrada se desvian de las
recomendaciones de las IFU

e solo medira los cinco biomarcadores descritos y el ARNr 18S

e puede analizar un maximo de 20 muestras de GL por kit (si un paciente tiene mas de 20 GLs se deben utilizar varios
kits ColoNode®)

e debe usarse para GLs de un paciente, ya que el riesgo de recaida en el CCR se calcula a partir del perfil de expresion
de los biomarcadores de todos los ganglios linfaticos en el mismo analisis

6. Requisitos de las muestras

El kit ColoNode® esta disefiado para el analisis de extractos de ARN total. La pureza y concentracion del ARN de entrada de la
muestra es crucial para el uso exitoso del kit ColoNode®. Es aconsejable guardar el extracto de ARN hasta que se hayan
comprobado los resultados del analisis para permitir una posible repeticién.

6.1 Muestras
El rendimiento del kit ColoNode® se ha validado en ARN total extraido de tejido de GL recién congelado, fijado Unicamente con
formalinay fijado con formalina e incluido en parafina, de pacientes con CCR.%*?

6.2 Homogeneizacion y extraccion del ARN
Para grandes volimenes de tejido de GL, como medios GLs, recién congelado o fijado con formalina, el primer paso es
homogeneizar el tejido de GL mediante el uso de un método que proporcione una suspension homogénea de toda la muestra
de tejido de GL. NOTA! Es muy importante que todo el tejido de GL esté completamente homogeneizado para lograr resultados
representativos. En el segundo paso, se utiliza la suspension homogénea, o una alicuota de la misma, para la extraccion del
ARN total. El paso de homogeneizacion no es necesario para la extraccion de ARN de secciones de GL fijadas con formalina e
incluidas en parafina. La extraccién de ARN total debe realizarse segun las instrucciones de uso del fabricante cuyo kit se utiliza.
Métodos validados para la extraccion de ARN:
- Para GLs recién congelados: extraiga el ARN total utilizando el método de acido-tiocianato de guanidinio-fenol-
cloroformo.*®
- ParaGLsfijados con formalina: el kit de aislamiento de ARN FFPET High Pure (n.° de catalogo 06650775001, Roche)
se puede utilizar para la extraccion total de ARN de grandes volimenes de tejido, como medios GLs y secciones
de tejido de GL.'? Para secciones delgadas, también se puede utilizar el kit RNeasy DSP FFPE (n.° de catalogo
73604, Qiagen).®

6.3 Pureza y concentracion del ARN

La concentracion total de ARN debe determinarse midiendo la densidad dptica a 260 nm (OD260) y la pureza estimada como
la relacién 0D260/0D280, por ejemplo, mediante el uso de un instrumento NanoDrop. La concentracién de ARN total en las
muestras debe estar dentro del rango de 100 a 800 ng/pL. Para concentraciones >800 ng/uL, diluya la muestra de ARN total
para que esté dentro del intervalo indicado. Se prefieren concentraciones entre 300 - 600 ng/uL. Utilice agua libre de ARNasa
para la dilucién, opcional con inhibidor de ARNasa. Las muestras de ARN

deben estar libres de potenciales factores inhibidores de la PCR. La relacién de 0D260/0D280 deberia ser >1,8.
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7. Instrucciones de uso

Procedimiento ColoNode®

Sistema 1 Sistema 2
1 Mezcla maestra 1 Mezcla maestra 2 Tiempo
" + +
MnAc MnAc il

5 l |
X 24 tubos X 24 tubos

Anadir Anadir
3. STDA STDB SOC, STDD, STDE, STDF,
Muestras de GL (1-20) y NTC Muestras de GL (1-20) y NTC

| !

4. I X 24 tubos I x 24 tubos
\ / ~15-2h

1 2 3456 7 8 8 101112

AOOOO00000000
B 000000000000
(| 000000000000
0 @000
E
F
G
H

l ,,

Ejecucién de qRT-PCR Tiempo del instrumento:
2 hy 20 min

Exportar datos ,

Andlisis del software del ColoNode® ~ 20 min

© N O O

Resultado del ColoNode®

Figura 3. Procedimiento de diagrama de flujo simplificado de ColoNode® durante el andlisis de 20 GLs. 1) Afiada MnAc a los tubos de mezcla
maestra para los sistemas 1y 2. 2) Divida en partes alicuotas cada mezcla maestra hasta 24 tubos etiquetados segin la Figura 4. 3) Afiada ARN
al tubo correspondiente, a saber, 3 muestras estandar (STDs) Unicas para el sistema 1 y el sistema 2 (tubos A, B, C y D, E, F, respectivamente), asi
como 1 control sin plantilla (NTC) y 20 muestras de GLs por mezcla maestra. 4) Cargue una placa de 96 pocillos colocando las muestras en las
posiciones que se muestran en la Figura 5. 5) Ejecute la placa en el instrumento qRT-PCR. 6) Exporte los datos del ordenador del instrumento. 7)
Utilice el archivo exportado como entrada para el software del ColoNode® y analice los datos, y 8) Reciba los resultados de ColoNode®.

7.1 Directrices de procedimiento del kit ColoNode®
e Realice todos los pasos en hielo excepto el tubo de MnAc, que debe mantenerse a temperatura ambiente.
e Utilice puntas con filtro y utensilios de plastico desechables, esterilizados y libres de ARNasa.
e Utilice guantes desechables sin polvo mientras manipule reactivos y muestras de ARN para evitar la contaminacién
con ARNasa de la piel. Cambiese de guantes con frecuencia.
e Sedebe adoptar una técnica microbioldgica aséptica adecuada cuando se trabaja con ARN.
e Trabaje en un area libre de ARNasa.
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7.2 Procedimiento ColoNode®

1. Descargue el archivo de la plantilla de configuracién para la ejecucién de qRT-PCR desde www.colonode.se/product
a una memoria USB o directamente al ordenador PC acoplado al instrumento del sistema de PCR en tiempo real
QuantStudio™ 5.

2. La plantilla de configuracion esta bloqueada. Antes de abrir el archivo de la plantilla, haga una copia y péngale un
nombre con un cédigo Unico de paciente. jNOTA! En cumplimiento del Reglamento General de Proteccion de Datos
(RGPD), no estd permitido divulgar ningin dato personal.

3. Abra la copia nombrada con el cédigo Unico del paciente, seleccione<Enter run experiment information»
(Introducir informacion de ejecucion del experimento) y haga clic en ‘OK’ (Aceptar) para continuar.

4. En la pestana «Properties» (Propiedades) en la ventana «Experiment properties» (Propiedades del experimento)
introduzca el mismo cddigo Unico del paciente en «Name» (Nombre) y, si lo desea, introduzca el «User name»
(Nombre de usuario) y guarde el archivo. Se puede utilizar «Comments - optional» (Comentarios - opcionales) para
escribir notas.

File  Edit Analysis Tools Help
Properties Method Plate Run Results Export
Experiment Properties O; Save v
Name Patient unique code
Barcode
User name
Instrument type QuantStudio™ 5 System
Block type 96-Well 0.2-mL Block
Experiment type Standard Curve
Chemistry TagMan® Reagents
Run mode Standard

Manage chemistry details

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



11 (17)

5. jOpcional! En la pestafia superior, haga clic en «<Method» (Método) para ver el perfil de PCR de ColoNode®:

File  Edit  Analysis Tools Help
Properties Method Plate Run Results Export
Experiment Method [# Action v O; Save v
Volume Cover
1w 1080°C
Hold Stage PCR Stage
95.0°C 95.0°C
05:00 16%C/=  pozo
i o
1.6"C/s 1.6°C/s
60.0°C 60.0°C
50.0°C 78] an:00 01.00
- o e & & -
( ) o |', |
‘\_<__,- 1.6°C/s \_‘\'_’_./'
Step1 Step2 Step3 Step1 Step2
o X
Legends: m Data Collection On Data Collection Off m Pause On Pause Off  BF Advanced Settings  V VeriFlex

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

6. Los nombres de las muestras (STD, muestras de GL y NTC) estan nombrados en la placa segln la figura 5. jNOTA!
iNo cambie nada en la pestaria «Plate» (Placa)!
7. Preparetubos (sin ARNasa, 1,5 mL): tres STDs, un NTC y hasta 20 muestras de GLs por mezcla maestra y etiquételos

de acuerdo con la Figura 4 (codificados en verde y azul). Por lo tanto, para una placa completa se deben preparar
un total de 48 tubos, 24 tubos por mezcla maestra.

\_

Etiquetado de los tubos
Mezcla maestra 1 STD Muestras de GL 1 a 20 NTC
Etiquetar tubos: A B Cc 1:GL1 > 1:GL20 1:NTC
Mezcla maestra 2 STD Muestras de GL 1 a 20 NTC
Etiquetar tubos: 2:GL1 > 2:GL20 2:NTC

x 20

D E F

/

Figura 4. Para cada mezcla maestra: Etiquete los tubos de NTC (1:NTC y 2:NTC), tres concentraciones de STD (A, B, Cy D, E, F,

respectivamente) y 20 muestras de GLs (1:GL1 a 1:GL20 y 2:GL1 a 2:GL20, respectivamente), es decir, un total de 24 tubos/mezcla maestra y
48 tubos para toda la ejecucion de gRT-PCR.
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Descongele y conserve el MnAc a temperatura ambiente. Cuando esté descongelado, mezcle bien el tubo de MnAc
(~10 segundos a alta velocidad varias veces). jNOTA! Es muy importante que el MnAc se descongele y mezcle por
completo antes de activar las mezclas maestras del paso 11 para garantizar una ejecucion de qRT-PCR eficaz.
Descongele el resto de los tubos de reactivos (mezcla maestra 1 y mezcla maestra 2, NTC y STDs A-F) y manténgalos
en hielo. Cuando estén descongelados, invierta los tubos de mezcla maestra cinco veces y mezcle con un agitador
vorticial todos los demas tubos de manera breve pero a fondo (~10 segundos a alta velocidad). Centrifugue
brevemente todos los tubos en una centrifuga de sobremesa antes de usarlos para obtener todo el volumen de
reactivo en el fondo del tubo. ;NOTA! Es muy importante que los tubos de STD se mezclen adecuadamente para
obtener curvas estandar aprobadas.

Las muestras de ARN deben descongelarse y mantenerse en hielo. Mezcle con un agitador vorticial (~5 segundos) y
centrifuge brevemente.

Active las mezclas maestras para el sistema 1y el sistema 2 afiadiendo 165 pL de MnAc por tubo de mezcla maestra.
Invierta los tubos de mezcla maestra varias veces, mezcle bien los tubos con un agitador vorticial (~5 segundos) y
centrifugue brevemente.

Divida en partes alicuotas de 37 uL de solucién de mezcla maestra activada a los 24 tubos etiquetados para el
sistema 1 (verde) y el sistema 2 (azul), respectivamente. Ponga los tubos en hielo.

Afada 3 puL de STD o 3 uL de muestra de ARN de GL o0 3 uL de NTC a los tubos etiquetados correspondientes con la
mezcla maestra 1y la mezcla maestra 2 activadas. Mezcle brevemente con un agitador vorticial (~5 segundos) y
centrifuge la solucion.

Distribuya el volumen de cada tubo del paso 13 pipeteando 19 uL/pozo por duplicado en la placa de 96 pocillos
seglin el esquema que se muestra en la Figura 5. Aseglrese de que las muestras se introduzcan en los pocillos
correctos. Si hay menos de 20 muestras de GL para analizar; deje vacios los pocillos residuales dedicados a las
muestras. Los controles negativos (NTCs) siempre deben estar en las posiciones que se muestran en la Figura 5, es
decir, 1:NTC en los pocillos H5-H6 y 2:NTC en los pocillos H11-H12. Si hay mas de 20 muestras de GL de un paciente,
consulte los apartados 5y 7.7.

Posiciones de las muestras en la placa de 96 pocillos

B 1:GL1 1:GL1 1:GL2 1:GL3 2:GL1 2:GL1 2:GL2 2:GL2 2:GL3

>

c 1:GL4 1:GL4 1:GL5 1:GL5 1:GL6 1:GL6 2:GL4 2:GL4 2:GL5 2:GL5 2:GL6 2:GL6
D 1:GL7 1:GL7 1:.GL8 1:GL8 1:GL9 1:GL9 2:GL7 2:GL7 2:GL8 2:GL8 2:GL9 2:GL9
g T1GL10  1:6L10  1:GL11  1:GL11  1:6L12  1:GL12  2:GL10  2:GL10  2:GL11  2:GL11  2:GL12 2:GL12
F T1:GL13 1:GL13 1:GL14 1:GL14 1:GL15 1:GL15 2:GL13 2:GL13 2:GL14 2:GL14 2:GL15 2:GL15
g 1:6L16 1:GL16 1:GL17 1:6L17 1:GL18 1:GL18 2:GL16 2:GL16 2:GL17 2:GL17 2:6L18 2:GL18

y 1:GL19 1:GL19 1:GL20 1:GL20 1:NTC TINTC  2:GL19 2:GL19  2:GL20 2:GL20 2:NTC 2:NTC

< b o »
> % »

Verde: Sistema 1, por ejemplo, muestras en la mezcla maestra1  Azul: Sistema 2, por ejemplo, muestras en la mezcla maestra 2

Figura 5. Posiciones de las muestras en la placa de 96 pocillos. Las muestras afiadidas a la mezcla maestra 1 se colocan en el lado izquierdo
(verde) y las muestras afiadidas a la mezcla maestra 2 se colocan en el lado derecho (azul). STD A-C = estdndar de copia de ARN para el Sistema
1; STD D-F = estdndar de copia de ARN para el Sistema 2;

iNOTA! Cada muestra de extracto de ARN total de GL se analiza por duplicado para el Sistema 1 (1:GL1 a 1:GL20) y el Sistema 2 (2:GL1 a
2:GL20), respectivamente; 1:NTC = sin control de plantilla para el Sistema 1; 2:NTC = sin control de plantilla para el Sistema 2.

15.
16.
17.

18.

Selle la placa de 96 pocillos con una cubierta de plastico segiin el manual de QuantStudio™ 5.

Centrifugue la placa de 96 pocillos durante 15-30 segundos.

Encienda la alimentacion del instrumento QuantStudio™ 5. (Es importante que el ordenador esté encendido antes
que el instrumento qRT-PCR).

Coloque la placa de 96 pocillos en el instrumento.
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19. Abra el archivo de configuracion Unico del paciente (.edt). En la pestafia superior, haga clic en «<Run» (Ejecutar).
Inicie la ejecucién haciendo clic en el botén azul llamado «START RUN» (INICIAR EJECUCION), elija el nimero de
serie del instrumento QuantStudio™. Guarde la ejecucion con un cédigo Unico del paciente (.eds) haciendo clic en
«Save» (Guardar) en la casilla que aparecera.

File Edit Analysis  Tools  Help

1. Seleccione su instrumento

Properties Method Plate Run Results Export

Run Control I STARTRUN n O; Save v

001} Hetwork Files of type Test Decument Single files (*.eds) v Cancel E E o E E E E E
L L

2. Seleccione la ubicacion
& para guardarlo
A;p-llﬁcauon Plot Post-Run Summary. — l
= few v R
Save in: ColoNode runs v ¥ i
T S
o BEEEAAGEAE
.| = 4. Inicie la ejecucion b :
3. Compruebe el nombre haciendoclicen hama
A=) . 3 T R i
=N del archivo Guardar =
Caan
i N I LE
This PC . - .E
L#' File name Patient unique code eds Save = E E E E Ei

o
ag |
aa
as
=i=]
=80
==

=21
=]
==
= e
=)
=

0.001

2 . [ [ LI wo®W W 3 = A ® ® ™ B N ¥ B @ & mmMmBBAMEA
e Hmmgmngm
BogaHag

BrosTy EmMuc2 Bceacams Wsicasps Mossana Bkke [ESsssssssssssssssmsnsses

i

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

j o [

18eF

20. La ejecucion tardara aproximadamente 2 horas y 20 minutos.

21. Unavez terminada la ejecucidn, en la pestafia «Results» (Resultados) se presentan los graficos de amplificacion. Es
opcional examinar los graficos. Si habia pocillos vacios en la placa, es posible que sea necesario ajustar el rango del
ejey (ejemplo: valor minimo 0,001 y valor maximo 10) para obtener una mejor visidn de los graficos. El software del
ColoNode® excluye de los resultados las curvas y sefiales falsas de pocillos vacios.
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7.3 Exportacion del resultado del instrumento qRT-PCR

1.

Cuando finalice la ejecucion de qRT-PCR, exporte los datos sin procesar como un archivo Excel (.xls) de la siguiente
manera:

e  Enlapestaiia superior, haga clic en «<Export» (Exportar).

e  Compruebe que aparezca el mismo nombre de archivo; si no es asi, escribalo

. En «Content» (Contenido), marque «Results» (Resultados)

e  Explore hasta la «Location» (Ubicacion) para guardar el archivo Excel en el ordenador

e  Hagaclic en «Export» (Exportar)

File  Edit Analysis Tools Help
Exporte su

Properties  Method Plate Run Results Export archivo xlIs aqui
Export I [ Auto Export Export 0; Save v
Fila Name Patient unique code Content

[] sample Setup [ Raw Data
File Type QuantStudio v [] Amplification Data [] Multicomponent Data

e g =)
[ Reagent Information

Location 1 | Browse... Customize | Customize what is exported within each item above

[] Open exported files when complete I

Options
(for manual export only)

@ Unify the above content into one file

Seleccione la
ubicacion para
guardarlo

(O Split the abave content items into individual files

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

Haga una copia de seguridad del archivo eds. de datos sin procesar, para posibles detecciones y resoluciones de
problemas en el futuro.
Transfiera el archivo Excel exportado (.xls) a un ordenador que esté conectado a internet para acceder al software del

ColoNode® en la pagina de inicio de ColoNode® (https://software.colonode.se/login).

7.4 Procedimiento del software del ColoNode®
Anélisis de los resultados utilizando el software del ColoNode®:

1.
2.

Inicie sesion en el software del ColoNode® utilizando los datos recibidos en el albaran de entrega

Suba el archivo Excel exportado (.xls) del paso 3 en 7.3 haciendo clic en «Seleccionar archivo»
introduzca el nimero de lote y haga clic en «Subir archivo»

Haga clic en «Analizar archivo» . Cuando los célculos estén llstos aparecera una indicacién verde que
dira: «OK, analisis correcto». Desplacese hacia abajo para ver el resultado de ColoNode® que contiene:

-RESUMEN DE LOS RESULTADOS DE LA PRUEBA DE COLONODE que incluye la agresividad general del tumor del
paciente, es decir, la clasificacion del grupo de riesgo y un grafico de barras del factor de riesgo para cada GL
individual valido

-Deteccidn de células tumorales (nivel de CEACAMS5 como estimacidn de la carga de células tumorales en los GLs
individuales)

-Factor de riesgo de cada GL individual

-Concentracién de ARNm de los biomarcadores y ARNr 18S en copias/uL en los extractos individuales de ARN de GL
-Resumen de control de calidad de muestras estandar y controles sin plantilla.

Los detalles se pueden ver pulsando el botén «Informacién»

- Para obtener informacién mas detallada (valores de Ct y cantidad) de cada pocillo, haga clic en «<Mostrar todas las
muestras» . Para ver esta informacion para muestras de GL individuales, haga clic en @ en la
tabla «Concentracion de ARNm de los biomarcadores y ARNr 18S en copias/ul».

Para guardar el resultado, haga clic en el recuadro negro que tiene el simbolo de «Descargar» E a la derecha del
nombre del archivo. Todos los resultados se descargaran y guardaran en un archivo PDF. Ademas, la concentracion
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de los cinco biomarcadores ARNm y ARNr 18S en cada GL también se puede guardar y descargar como un archivo
Excel haciendo clic en el recuadro verde con un simbolo de «Archivo Excel» [ .

7.5 Controles de calidad del software del ColoNode®
Los siguientes aspectos seran verificados por los controles de calidad del software del ColoNode® y deben interpretarse de la
siguiente manera:

v" Aprobado ! No aprobado (no valido)
Sin sefial en NTCs Sefal(es) en NTC(s).
- Todos los resultados son invalidos. Es preciso volver a repetir la ejecucién completa.
Muestras estandar dentro de un rango Muestra(s) estandar fuera de un rango aceptado
aceptado - Todos los resultados son invalidos. Es preciso volver a repetir la ejecucién completa.
Diferencia de Ct entre duplicados de Diferencia de Ct entre duplicados de muestra fuera del rango aceptado. Se recomienda
muestra dentro del rango aceptado volver a ejecutar la muestra.
Sefial solo en uno de los duplicados de muestra. Se recomienda volver a ejecutar la
muestra.
Concentracion de muestra de ARNr 18S Contenido de ARNr 18S demasiado bajo. Se recomienda volver a ejecutar la muestra.
dentro del rango aceptado

Compruebe todas las muestras haciendo clic en «Mostrar todas las muestras» para leer las causas de
muestras potencialmente no validas y decidir si es preciso volver a ejecutar las muestras.

7.6 Evaluacion de los resultados del ColoNode®

El grupo de riesgo de ColoNode® debe evaluarse junto con otros factores de riesgo de recurrencia del tumor, por ejemplo,
invasion linfovascular e invasién perineural. Ademas, se debe evaluar el beneficio de la quimioterapia coadyuvante teniendo
en cuenta, por ejemplo, la vejez y las comorbilidades.

Grupo deriesgo de Recomendacion de quimioterapia
ColoNode® coadyuvante

Bajo No

Medio Probable

Alto Si

Muy alto Si

7.7 Interpretacion de miiltiples analisis del ColoNode® para el mismo paciente

Si el paciente tiene mas de 20 GLs, es necesario utilizar mas de un kit ColoNode® y analizarlo por separado en el software del
ColoNode®. Para cada GL analizado, los resultados se presentan como células tumorales detectadas o no detectadas, y a cada
GL positivo para células tumorales se le asigna un factor de riesgo (agresividad del tumor) para la recaida de la enfermedad. El
grupo de mayor riesgo de todos los analisis realizados representa el resultado final del paciente. Se utiliza el mismo enfoque a
la hora de interpretar las ejecuciones repetidas de las muestras.
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8. Significado de los simbolos utilizados en las etiquetas

IVD Diagndstico in vitro
LOT NGmero de lote o remesa
REF Ndmero de catdlogo

Unidad de mantenimiento de stock

4

UDI Identificador tnico del producto

Fecha de caducidad

EIX]

Consulte las IFU proporcionadas en la pagina de inicio
Instrucciones electronicas

Fabricante

Temperatura de almacenamiento

N 3

Mantener alejado de la luz del sol
No reutilizar

No utilizar si el envase esta dafiado

n@@-};}

Marcado de conformidad europea

m

H:‘f‘ Distribuidor
9. Abreviaturas

CEACAMBS, antigeno carcinoembrionario, molécula 5 de adhesion celular relacionada con el antigeno
carcinoembrionario

CCR, cancer colorrectal

Ct, umbral del ciclo

IFU, Instrucciones de uso

KLK6, peptidasa 6 relacionada con calicreina

GL, ganglio linfatico

MnAc, acetato de manganeso

MUC2, mucina 2

NTC, control sin plantilla

0D, densidad dptica

POSTN, periostina

gRT-PCR, reaccién en cadena cuantitativa de la polimerasa-transcriptasa inversa
ROX, carboxi-X-rodamina

SLC35D3, familia de portadores de solutos de 35 miembros D3

STD, estandar
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10. Aviso para el comprador
Este producto se ha fabricado con fosforamiditas NED™ y/o fosforamiditas VIC™. NED™y VIC™ son marcas comerciales de
Thermo Fisher Scientific Inc. MGB™, MGB Eclipse®y Eclipse® son marcas comerciales de ElITechGroup® Inc.
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12. Informacion de contacto

El kit y el software del ColoNode® estan fabricados por:
HiloProbe AB, Tvistevagen 48C, Umea, SE- 90736, Suecia

Para obtener mas informacion y soporte técnico, péngase en contacto con su distribuidor local o con HiloProbe enviando un
mensaje de correo electrénico a info@colonode.se o llamando al niumero de teléfono +46768216770.

La empresa HiloProbe AB tiene una patente sobre ColoNode®.



