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QIAGEN Sample and Assay Technologies

A QIAGEN ¢é o principal fornecedor de tecnologias inovadoras de amostra e ensaio,

permitindo o isolamento e a detecdo do conteltdo de qualquer amostra biolégica. Os

produtos e servicos avancados e de elevada qualidade da nossa empresa sdo garantia de

sucesso, desde a amostra ao resultado.

A QIAGEN é uma empresa de referéncia em matéria de:

Purificacdo de ADN, ARN e proteinas

Ensaios de dcidos nucleicos e proteinas
Investigagdo em microARN e ARNi

Automatizacdo de tecnologias de amostragem e ensaio

A nossa missdo é permitir ao utilizador alcangar um grande sucesso, bem como resultados

notdveis. Para mais informagdes, visite www.qiagen.com.
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Utilizacdo prevista

O therascreen® KRAS RGQ PCR Kit é um ensaio qualitativo de PCR em tempo real para a
detecdo de 7 mutagdes somdticas nos coddos 12 e 13 do oncogene KRAS humano,
utilizando o instrumento Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM. O kit destina-se a ser utilizado com
ADN extraido de amostras de tecido fixado em formalina e conservadas em parafina
(Formalin-Fixed Paraffin-Embedded, FFPE) de cancro colorretal (Colorectal Cancer, CRC) ou
de amostras de carcinoma de pulmdo de células ndo pequenas (Non-Small Cell Lung
Cancer, NSCLC) adquiridas por ressec¢do, por biopsia por agulha grossa (Core Needle

Biopsy, CNB) ou por citologia aspirativa por agulha fina (Fine Needle Aspiration, FNA).

As mutacdes somdticas do gene KRAS séo potenciais biomarcadores preditivos da
resisténcia as terapias dirigidas ao fator de crescimento epidérmico humano (Epidermal
Growth Factor Receptor, EGFR), tais como panitumumab e cetuximab para o tratamento do
CRC. As mutagdes somdticas do gene KRAS podem também ser indicadas como um
potencial biomarcador preditivo para tomar decisdes de tratamento relativas

a determinadas terapias NSCLC.

O estado de mutagdo do doente serd tomado em consideracdo pelo médico, juntamente
com outros fatores patolégicos, para formular uma decisdo relativamente & terapia.
Nenhuma decisdo sobre o tratamento de doentes com cancro se deve basear apenas no
estado de mutacdo de KRAS.

O therascreen KRAS RGQ PCR Kit ndo se destina a diagnosticar cancro colorretal
(Colorectal Cancer, CRC), carcinoma de pulmdo de células ndo pequenas (Non-Small Cell

Lung Cancer, NSCLC) ou qualquer outra doenga.
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Resumo e explicacdo

Os cancros humanos apresentam frequentemente mutagdes do oncogene KRAS (1-4). Utilizando
as fecnologias Scorpions® e ARMS® (Amplification Refractory Mutation  System) (5, 6),
o therascreen KRAS RGQ PCR Kit permite a detecdo de 7 mutacdes nos coddos 12 e 13 do
oncogene KRAS contra um fundo de ADN gendmico de tipo selvagem (Tabela 1). Com base em
dados da base de dados COSMIC (2015 v72), as 7 mutagdes detetadas pelo therascreen
KRAS RGQ PCR Kit representam > 95% de todas as mutagdes KRAS reportadas em doentes com
CRC e > 88% de todas as mutacdes reportadas em doentes com NSCLC (7).

Tabela 1. Lista de mutagdes e identificagdes COSMIC

Mutagdo Mudanga de base ID COSMIC*
GLYT2ALA (G12A) GGT>GCT 522
GLY12ASP (G12D) GGT>GAT 521
GLYT12ARG (G12R) GGT>CGT 518
GLY12CYS (G12C) GGT>TGT 516
GLYT12SER (G12S) GGT>AGT 517
GLY12VAL (G12V) GGT>GTT 520
GLYT13ASP (G13D) GGC>GAC 532

* As ID COSMIC sdo retiradas do Catalog of Somatic Mutations in Cancer (Catdlogo de Mutagdes Somdticas no
Cancro) (7) (www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic).

O teste é altamente especifico e sensivel, permitindo a detecdo de uma percentagem baixa
de ADN mutante num fundo de ADN de tipo selvagem. Desde que existam suficientes
cépias de ADN, é possivel a detegdo de 0,8% de mutante num fundo de ADN genémico de
tipo selvagem (consulte "Caracteristicas de desempenho", na pdgina 56, para obter

informacgdes sobre o limite de detecdo para cada mutagdo).

O therascreen KRAS RGQ PCR Kit é utilizado num procedimento de reagdo de polimerizagdo
em cadeia (Polymerase Chain Reaction, PCR). A vantagem deste kit é que ¢ altamente especifico

do alvo, e é rdpido, eficaz e sem subjetividade na deferminagdo dos resultados.

Instrucdes de utilizacdo do therascreen KRAS RGQ PCR Kit (manual) 11/2019 7


http://www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic

Principio do procedimento

O therascreen KRAS RGQ PCR Kit utiliza duas tecnologias (ARMS e Scorpions) para

a detecdo de mutacdes em realtime PCR.

Misturas de reacdo de mutacdo

Cada mistura de reagdo utiliza um iniciador ARMS especifico da mutagdo para amplificar
de forma seletiva o ADN mutado e, em seguida, um iniciador Scorpions para detetar

o produto da amplificagdo.

ARMS

A amplificagéo especifica do alelo é obtida utilizando o ARMS, que explora a capacidade da
polimerase Tag de ADN de distinguir entre uma base com correspondéncia e uma base sem
correspondéncia na extremidade de 3' de um iniciador da PCR. Quando se consegue uma
correspondéncia total com o iniciador, a amplificagdo prossegue com toda a eficécia.
Quando a base de 3' ndo encontra correspondéncia, poderd ocorrer apenas a amplificagdo
de fundo de baixo nivel. Por conseguinte, uma sequéncia mutada é amplificada de forma

seletiva, mesmo nas amostras em que a maioria do ADN n&o exibe a mutagdo.

Scorpions

A detecdo da amplificacdo é realizada utilizando a tecnologia Scorpions. As moléculas tipo
Scorpions sdo moléculas bifuncionais que contém um iniciador da PCR ligado de forma
covalente a uma sonda. A sonda incorpora o fluoréforo carboxifluoresceina (FAM™) e um
supressor. Este Ultimo suprime a fluorescéncia do fluoréforo. Quando a sonda se liga ao
amplicon ARMS durante a PCR, o fluoréforo e o supressor separam-se, originando um

aumento detetavel da fluorescéncia.
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Formato do Kit
O therascreen KRAS RGQ PCR Kit contém 8 ensaios:

® 1 ensaio de controlo (mistura de reagdo de controlo [CTRL])
® 7 ensaios de mutagdo (12ALA, 12ASP, 12ARG, 12CYS, 12SER, 12VAL, 12ASP)

As misturas de reacdo sdo duplas e contém reagentes etiquetados com FAM para detetar
alvos e um controlo interno etiquetado com HEX™. As misturas de reagdo e os reagentes de
controlos positivos contém tampdo Tris EDTA; o controlo positivo contém o ARN Poli A

transportador.

Ensaios

O therascreen KRAS RGQ PCR Kit engloba um procedimento de 2 passos. No primeiro
passo, é efetuado o ensaio de controlo para avaliar o ADN total amplificdvel de KRAS
numa amostra. No segundo passo, sdo efetuados os ensaios de mutagdo e de controlo para

determinar a presenga ou auséncia de ADN mutante.

Reacdo de controlo

A CTRL utiliza um iniciador Scorpions e um iniciador n&o etiquetado para amplificar uma
sequéncia curta do exdo 4 do gene KRAS. Areacdo de controlo é utilizada para
determinar se estd presente na amostra um nivel apropriado de ADN amplificdvel e é um
fator utilizado nos cdlculos andliticos que s@o utilizados para determinar estados de

mutagdo.

Ensaio de controlo

O ensaio de controlo, etiquetado com FAM, é utilizado para avaliar o ADN total
amplificével de KRAS numa amostra. O ensaio de controlo amplifica uma regido do exdo 4
do gene KRAS. Os iniciadores e a sonda Scorpions destinam-se a amplificar

independentemente qualquer polimorfismo conhecido do KRAS.
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Ensaios de mutagdo

Cada ensaio de mutagdo contém uma sonda Scorpions etiquetada com FAM e um iniciador

ARMS para a discriminagdo entre o ADN de tipo selvagem e um ADN mutante especifico.

Controlos

Nota: Todas as execugdes experimentais devem conter controlos positivos e negativos.

Controlo inferno

Cada mistura de reagdo contém um controlo interno para além da reagdo alvo. Uma falha
indica que poderdo estar presentes inibidores que podem originar um resultado impreciso
ou que ocorreu um erro de configuracdo do operador para esse tubo. Se a falha do
controlo interno for devida a inibicdo da PCR, diluir a amostra pode reduzir o efeito dos
inibidores. No entanto, é necessdrio ter em atencdo que a dilvicdo também dilui o ADN
alvo. Estd incluido no kit um tubo de dgua para dilvigdo de amostra (Dil.). A diluigdo da

amostra (Dil.) deve ser efetuada utilizando agua.

Controlo positivo

Cada execugdo deve conter um controlo positivo nos tubos 1-5. O therascreen KRAS RGQ PCR
Kit contém o controlo positivo (Positive Control, PC) KRAS, a utilizar como modelo na reacéo
do controlo positivo. Os resultados do controlo positivo serdo avaliados para garantir que o

kit tem um desempenho de acordo com os critérios de aceitacdo estabelecidos.

Controlo Negativo

Cada execugdo deve conter um controlo negativo ("controlo sem modelo") nos tubos 9-13.
O therascreen KRAS RGQ PCR Kit contém dgua para o controlo sem modelo (No Template
Control, NTC) a utilizar como o "modelo" do controlo sem modelo. O controlo sem modelo
é utilizado para avaliar qualquer potencial contaminagdo durante a configuracdo da

execugdo e para avaliar o desempenho da reacdo do controlo interno.
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Avaliacdo de amostras

A mistura de reagdo de controlo (CTRL) fornecida com o therascreen KRAS RGQ PCR Kit
é utilizada para avaliar o ADN total amplificvel de KRAS numa amostra. O ensaio de
controlo amplifica uma regido do exdo 4 do gene KRAS. Recomenda-se a preparagdo de
amostras com apenas o ensaio de controlo, utilizando o controlo positivo (Positive, Control,

PC) KRAS como controlo positivo e édgua para NTC como controlo sem modelo.

Plataforma e software

O therascreen KRAS RGQ PCR Kit foi concebido especificamente para ser utilizado com
o instrumento  Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM. O  software Rotor-GeneQ e o
therascreen KRAS Assay Package estdo disponiveis para transferéncia da Web ou num CD
separado.

Os instrumentos Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM devem ser mantidos de acordo com os
requisitos indicados no manual do utilizador do instrumento. Para informacdes relativas ao
equipamento, consulte o manual do utilizador.

Consulte Anexo 2: Instalagdo do therascreen KRAS Assay Package para obter instrugdes de

instalacdo.
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Materiais fornecidos

Contetdo do kit

therascreen KRAS RGQ PCR Kit (24)
N.° de catdlogo
3 ~ Identificagdo do tubo 87401

Nomero de preparages 2

Cor Identificacdo Volume

Vermelho  Control Reaction Mix 1 CTRL 2 x 600 pl
(Mistura de Reagdo de Controlo)

Roxo 12ALA Reaction Mix 600 pl
(Mistura de reagdo 12ALA) 2 12ALA

Laranja 12ASP Reaction Mix 600 pl
(Mistura de reagdo 12ASP) 3 12ASP

Rosa 12ARG Reaction Mix 600 pl
(Mistura de reagdo 12ARG) 4 Rl

Verde 12CYS Reaction Mix 600 pl
(Mistura de reagdo 12CYS) 5 12CYs

Amarelo  12SER Reaction Mix 600 pl
(Mistura de reacdo 12SER) 2 I

Cinzento  12VAL Reaction Mix 600 pl
(Mistura de reagdo 12VAL) 7 Eale

Azul 13ASP Reaction Mix 600 pl
(Mistura de reagdo 13ASP) e a5

Bege KRAS Positive Control 0 pC 250 pl
(Controlo Positivo KRAS)

Verde- Taq DNA Polymerase Ta 80 pl

menta (Polimerase Taq de ADN) 4

Branco Water for NTC 1,9 ml
(Agua para NTC) NTC

Branco Water for Sample Dilution 1,9 ml

(Agua para Dilvicéo de Amostra)

Dil.

therascreen KRAS RGQ PCR Kit Handbook (manual em inglés)
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Materiais necessdrios, mas ndo fornecidos

Ao trabalhar com substancias quimicas, utilize sempre uma bata de laboratério adequada,
luvas descartdveis e éculos de protecdo. Para mais informagdes, consulte as fichas de

dados de seguranca (FDS) apropriadas, disponibilizadas pelo fornecedor do produto.

Reagentes

® QIlAamp® DNA FFPE Tissue Kit (n.° de cat. 56404; consulte Extragdo do ADN])
e Xileno

e FEtanol (96-100%) *

Consumiveis

® Pontas de pipeta esterilizadas (para evitar contaminacdo cruzada, recomendamos
pontas de pipeta com barreira para aerosséis)

® Tubos de microcentrifugacdo esterilizados para a preparacdo de misturas principais

e 0.1 ml Strip Tubes and Caps para utilizagdo com 72-Well Rotor (n.° de cat. 981103
ou 981106)

Equipamento

® Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM com canais de fluorescéncia para Cycling Green
e Cycling Yellow (detecdo de FAM e HEX, respetivamente)

e Software Rotor-Gene Q, versdo 2.3, com o KRAS Assay Package (versdo 3.1.1)

instalado para detecdo automdtica de mutagdes (consulte Anexo 2: Instalagdo do

therascreen KRAS Assay Package).

* Néo utilizar dlcool desnaturado, que contém outras substdncias como metanol ou metil-etil-cetona.
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Nota: O software Rotor-Gene Q pode ser utilizado sem o KRAS Assay Package para
detecdo manual de mutagcdes. Consulte Apéndice 1: Protocolo manual do therascreen
KRAS RGQ PCR Kit.

e Termoagitador*®, incubador orbital aquecido, bloco de aquecimento ou banho-maria

com capacidade de incubagdo a 56 °C e a 90 °C
e Centrifuga de bancada® com rotor de tubo de 1,5 ml
® Agitador vértex de bancada'
® Pipetas de uso exclusivo (ajustdveis) para a preparacdo de amostrast
® Pipetas de uso exclusivo (ajustdveis) para a preparagdo de mistura principal de PCR*

® Pipetas (ajustaveis) de uso exclusivo para distribuir o modelo de ADN*

* Certifique-se de que os instrumentos foram verificados e calibrados de acordo com as recomendagdes do fabricante.
T Naéo utilizar dlcool desnaturado, que contém outras substéncias como metanol ou metil-etil-cetona.
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Avisos e precaugoes

Para utilizacdo em diagnéstico in vitro

Informagdes de seguranca

Ao trabalhar com substéncias quimicas, utilize sempre uma bata de laboratério adequada,

luvas descartdveis e éculos de protecdo. Para obter mais informagdes, consulte as fichas de

dados de seguranca (FDS) adequadas. Estas estdo disponiveis online no formato PDF

prdtico e compacto em www.qiagen.com/safety, onde é possivel encontrar, visualizar

e imprimir a FDS de cada kit QIAGEN e respetivo componente.

Precaugoes gerais

O utilizador deve ter sempre em atencdo o seguinte:

Armazene e exiraia materiais positivos (espécimes e controlos positivos) separadamente

de todos os outros reagentes e adicione-os & mistura de reagdo num local em separado.

Tenha muito cuidado para evitar a contaminagdo das PCR com o material de controlo
sintético. Recomenda-se a utilizagdo de pipetas diferentes, de uso exclusivo, para
preparar as misturas de reacdo e adicionar o modelo de ADN. A preparacdo
e a dispensa das misturas de reacdo tém de ser efetuadas numa drea diferente daquela
onde se adiciona o modelo. Os tubos do Rotor-Gene Q ndo podem ser abertos depois
de terminada a execucdo de PCR. Isto destina-se a evitar a contaminacdo laboratorial

com produtos pés-PCR.

Os reagentes do therascreen KRAS RGQ PCR Kit foram diluidos a uma concentragéo
otimizada. Nao se recomenda a diluicdo adicional dos reagentes, pois pode resultar
numa reducdo do seu desempenho. N&o se recomenda a utilizagdo de volumes de

reagdo inferiores a 25 pl, uma vez que aumentaria o risco de resultados falso-negativos.

Todos os reagentes do therascreen KRAS RGQ PCR Kit foram formulados

especificamente para um desempenho ofimizado. Todos os reagentes fornecidos no kit
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destinam-se a ser utilizados unicamente com os outros reagentes fornecidos no mesmo
therascreen KRAS RGQ PCR Kit. Para se manter um nivel de desempenho ideal, ndo se

deve substituir os reagentes do kit.

e Utilize apenas a polimerase Taq de ADN (Taq) fornecida no kit. Néo substitua com
polimerase Taq de ADN de outros kits do mesmo tipo ou de qualquer outro tipo ou com

polimerase Tag de ADN de outro fornecedor.
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Armazenamento e manuseamento de reagentes

O therascreen KRAS RGQ PCR Kit é expedido em gelo seco. Se qualquer componente do
therascreen KRAS RGQ PCR Kit ndo chegar ao destino em estado congelado, se
a embalagem exterior tiver sido aberta durante o transporte ou se a remessa ndo contiver
uma nota de embalagem, o manual de instrugdes ou os reagentes, contacte um dos
Departamentos da Assisténcia Técnica QIAGEN ou os distribuidores locais (consulte o verso

do manual ou visite-nos em www.qiagen.com).

O therascreen KRAS RGQ PCR Kit deverd ser armazenado imediatamente apds a recegdo,
a uma temperatura entre -30 °C e-15°C num congelador de temperatura constante
e protegido da luz. Tal como com todas as moléculas etiquetadas com fluorescéncia, as
moléculas Scorpions devem estar sempre protegidas da luz para evitar a sua foto-

descoloracdo e perda de desempenho.

Quando armazenado nas condi¢des de armazenamento recomendadas na embalagem
original, o therascreen KRAS RGQ PCR Kit permanecerd estével até & data do prazo de
validade. Deve evitar-se o descongelamento e congelamento sucessivos. NGo exceda um

mdximo de 6 ciclos de congelamento/descongelamento.
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Colheita e preparacdo de espécimes para
andlise e armazenamento

Nota: Todas as amostras devem ser tratadas como material potencialmente infecioso.

O material das amostras deve ser ADN gendémico humano extraido de tecido FFPE.
Os espécimes devem ser transportados de acordo com a metodologia de patologia normal,

para assegurar a qualidade dos espécimes.

As amostras de tumores sdo heterogéneas e os dados de uma amostra do tumor podem néo
condizer com os dados de outras seccdes do mesmo tumor. As amostras do tumor podem
também conter tecido ndo tumoral. Nao se espera que ADN de tecido ndo tumoral
contenha mutagdes detetadas pelo therascreen KRAS RGQ PCR Kit.

Preparacdo de amostras de tecido

Nota: Utilize apenas bisturis secos. N@o execute este passo numa cdmara de escoamento

laminar ou numa campénula de fumos.

® Raspe o tecido tumoral das seccdes para tubos de microcentrifugagdo etiquetados,

utilizando um bisturi esterilizado novo para cada amostra.

Preparacdo de amostras de tecido para extracdo de ADN (CRC)

e Utilizando materiais e métodos padrdo, fixe o espécime de tecido em formalina neutra
tamponada (neutral buffered formalin, NBF) a 10% e embeba a amostra de tecido em
parafina. Utilizando um micrétomo, corfe secgdes consecutivas de 5 pm do bloco de

parafina e monte-as em l&minas de vidro.

e Uma pessoa qualificada (por ex., um patologista) deve avaliar uma sec¢do corada de

Hematoxylin & Eosin (H&E) relativamente a conteddo tumoral e determinagdo da drea.
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Marque a lémina corada para distinguir o tumor de tecido normal. Utilize secgdes
consecutivas para extracdo de ADN.

e Utilize secgdes com mais de 20% de conteddo tumoral por érea para processamentos
sem macro dissecacdo (ver a seguir).

® Para secgdes com menos de 20% de conteddo tumoral por drea, efetue a macro

dissecacdo de uma ou mais seccdes. Ndo utilize tecido ndo tumoral.

® Para secgdes com drea < 4 mm?, processe duas ou mais secgdes para aumentar a drea
tumoral total para, pelo menos, 4 mm? (aplicase a amostras com e sem macro

dissecacdo). Nao utilize tecido ndo tumoral.

® Raspe o excesso de parafina das seccdes de tecido, utilizando um bisturi esterilizado novo.

Preparacdo de amostras de tecido para extragdo de ADN (Non-Small Cell Lung
Cancer, NSCLC)

e Utilizando materiais e métodos padrdo, fixe o espécime de tecido em formalina neutra
tamponada (neutral buffered formalin, NBF) a 10% e preserve a amostra de tecido em
parafina. Utilizando um micrétomo, corte secgdes consecutivas de 5 pm do bloco de

parafina e monte-as em l&minas de vidro.

e Uma pessoa qualificada (por ex., um patologista) tem de avaliar uma secgdo corada de H&E

relativamente & presenca de tumor. Utilize secgdes consecutivas para exiragdo de ADN.

® Raspe o excesso de parafina das secgdes de tecido, utilizando um bisturi esterilizado novo.

Armazenagem

Armazene léminas e blocos FFPE & temperatura ambiente. As léminas podem ser

armazenadas & temperatura ambiente durante até 4 semanas antes da extracdo do ADN.

O ADN genémico pode ser armazenado a temperaturas entre 2 °C e 8 °C durante
1 semana apds a extracdo e, subsequentemente, entre -25°C e -15°C durante até

8 semanas antes de ser utilizado.
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Procedimento

Extracdo do ADN

As caracteristicas de desempenho do therascreen KRAS RGQ PCR Kit foram geradas
utilizando ADN extraido com o QlAamp DNA FFPE Tissue Kit (n.° de catdlogo 56404). Se
utilizar o QlAamp DNA FFPE Tissue Kit, efetue a extragdo do ADN de acordo com as

instrugdes descritas no manual de instrugdes, tendo em atengdo o seguinte.

Extracdo de ADN (amostras CRC)

® O QlAamp DNA FFPE Tissue Kit s6 deve ser utilizado manualmente.

® Ndo utilize o passo de RNase descrito no Manual de instrugdes do QlAamp DNA FFPE
Tissue Kit.

® Nao utilize a QIAGEN Deparaffinization Solution. Utilize apenas o método de xileno/etancl
de desparafinizagdo descrito no Manual de instrugdes do QIAamp DNA FFPE Tissue Kit.
e A digestdo de proteinase K (passo 11 no Manual de instrugdes do QlAamp DNA FFPE

Tissue Kit) deve ser efetuada durante 1 hora.

® As amostras devem ser eluidas utilizando 200 pl de tampdo de eluigdo (Buffer ATE) do
QlAamp DNA FFPE Tissue Kit.
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Extracdo de ADN (amostras NSCLC)

e Utilize secgdes de 2 x 5 pm por extragdo.

® O QlAamp DNA FFPE Tissue Kit s6 deve ser utilizado manualmente.

e Ndo utilize o passo de RNase descrito no Manual de instrugdes do QlAamp DNA FFPE
Tissue Kit.

e Nao utilize a QIAGEN Deparaffinization Solution fornecida no QlAamp DNA FFPE
Tissue Kit. Utilize apenas o método de xileno/etanol de desparafinizagdo descrito no
Manual de instrucdes do QlAamp DNA FFPE Tissue Kit.

e A digestdo de proteinase K (passo 11 no Manual de instrugdes do QlAamp DNA FFPE
Tissue Kit) deve ser efetuada durante 1 hora.

e Adicione 60 pl de tampdo de eluicdo (ATE) do QlAamp DNA FFPE Tissue Kit e incube
durante 2,5 minutos & temperatura ambiente.

e Centrifugue a toda a velocidade durante 1 minuto.

e Adicione mais 60 pl de tampdo de eluicdo (ATE) do QlAamp DNA FFPE Tissue Kit
e incube durante 2,5 minutos & temperatura ambiente.

e Centrifugue a toda a velocidade durante 1 minuto.
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Protocolo: avaliacdo de amostras de ADN

Este protocolo é utilizado para avaliar o ADN total amplificavel em amostras utilizando

o "KRAS CE Sample Assessment Locked Template" (Assay Package) para avaliagdo

automdtica de amostras.

Nota: Para avaliagdo manual de amostras, consulte Apéndice 1: Protocolo manual do
therascreen KRAS RGQ PCR Kit.

Pontos importantes antes de comegar

Utilizando a CTRL disponivel, podem ser avaliadas até 24 amostras.
Utilize a CTRL para avaliar o ADN antes dos testes.

Nota: Para esta avaliagdo, é importante utilizar a CTRL conforme descrito em seguida e néo
recorrer a espetrofotometria ou outros métodos alternativos. O ADN altamente degradado

poderd ndo amplificar, embora os iniciadores gerem fragmentos curtos de ADN.

Para uma utilizagdo mais eficaz dos reagentes do therascreen KRAS RGQ PCR Kit, crie
lotes de amostras de ADN o méximo que for possivel para criar execugdes completas.
Testar amostras individualmente ou em nimeros mais pequenos, gasta mais reagentes
e reduz o nimero total de amostras que podem ser testadas com um sé therascreen
KRAS RGQ PCR Kit.

Antes da primeira utilizagdo do instrumento Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM, certifique-se
de que estd instalada a versdo de software correta do therascreen KRAS Assay
Package, correspondente & versdo de software Rotor-Gene Q (consulte Anexo 2:

Instalagdo do therascreen KRAS Assay Package).

Instrucdes de utilizacdo do therascreen KRAS RGQ PCR Kit (manual) 11/2019 23



Procedimento

1. Descongele completamente a mistura de reagdo de controlo (tubo da CTRL), a dgua
isenta de nuclease para controlo sem modelo (No Template Control, NTC) e o controlo
positivo (Positive Control, PC) KRAS & temperatura ambiente (15 a 30 °C) durante,
pelo menos, uma 1 hora.

Nota: A polimerase Taq de ADN (Taq) deve ser colocada & temperatura ambiente
(15a30°C) ao mesmo tempo que os outros reagentes (consulte Armazenamento
e manuseamento de reagentes). Centrifugue o tubo com brevidade para recolher
a enzima no fundo do tubo.

A Tabela 2 indica os tempos de descongelacdo de reagentes, de preparacdo da PCR

e de armazenamento antes de iniciar a execucdo.

Nota: Efetue a preparacdo da PCR & temperatura ambiente.

Tabela 2. Tempo de descongelacdo, tempos de preparagéo da PCR e temperaturas de armazenamento

Tempo de descongelacdo Temperatura Tempo méximo
. - de armazenamento* de preparacéo
Minimo Méximo apés preparagio da PCR e armazenamento da PCR
1 hora 4,5 horas Temperatura ambiente 7 horas
(15 a 30 °C)
1 hora 4,5 horas 2a8°C 18 horas

* O termo "armazenamento" refere-se ao tempo entre a conclusdo da preparagéo da PCR e o inicio da execugdo da
PCR no instrumento Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.

2. Misture os reagentes descongelados, invertendo cada tubo 10 vezes para evitar
concentragdes localizadas de sais e, em seguida, centrifugue brevemente para
recolher o conteddo no fundo do tubo.

Nota: Ndo agite no vértex a polimerase Tag de ADN (Tag) nem qualquer mistura que
contenha Tag, pois isso poderia desativar a enzima.

3. Prepare misturas principais  suficientes (mistura de reacdo de controlo
[CTRL] + polimerase Tag de ADN [Taq]) de acordo com os volumes na Tabela 3 para

efetuar o seguinte:

24 Instrucdes de utilizacdo do therascreen KRAS RGQ PCR Kit (manual) 11/2019



® todas as amostras ADN
® 1 reacdo de Controlo Positivo (Positive Control, PC) KRAS
°

1 reagdo de dgua isenta de nuclease para Controlo Sem Modelo (No Template
Control, NTC)

® | amostra suplementar para permitir uma quantidade extra suficiente para
a configuragéo da PCR

A mistura principal contém todos os componentes necessarios para a PCR, exceto

a amostra.

Tabela 3. Preparacdo da mistura principal do ensaio de controlo

Componente Volume

Mistura de reagdo de controlo (CTRL) 19,76 pl x (n + 1)*
Polimerase Tag de ADN (Taq) 0,24 pl x (n + 1)*
Volume total 20 pl/reagdio

* n = nOmero de reagdes (amostras + controlos).

Prepare mistura principal suficiente para uma amostra suplementar (n+1) para garantir

quantidade extra suficiente para a preparagdo da PCR.

O valor n ndo deverd exceder 24 (mais controlos), uma vez que 24 é o nimero

mdéximo de amostras que podem ser incluidas numa execugdo.

Nota: Quando preparar a mistura principal, o volume necessdrio de mistura de reacéo
de controlo (CTRL) é adicionado em primeiro lugar no tubo relevante, e a polimerase
Taqg de ADN (Tagq) é adicionada por Gltimo.

Nota: Pipete a polimerase Tag de ADN colocando cuidadosamente a ponta da pipeta
ligeiramente abaixo da superficie do liquido, para evitar que a ponta seja revestida

com excesso de enzima.

4. Coloque o nimero apropriado de tubos de 4 tiras de PCR (cada tira tem 4 tubos) no
bloco de carregamento de acordo com o esquema apresentado na Tabela 4. Nao

coloque tampas nos tubos.

Nota: Deixe as tampas no recipiente de pldstico até serem necessdrias.
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Tabela 4. Configuragéo de execucdo no bloco de carregamento para avaliacdo de amostras ADN

Ensaio

Controlo 1 (PC) 9 17 25 - = = = =
Controlo 2 (NTC) 10 18 26 - - - - -
Controlo 3 11 19 - = = = - -
Controlo 4 12 20 - - - - _ -
Controlo 15 13 21 - = = - - -
Controlo 6 14 22 - - - - - -
Controlo 7 15 23 - - = - - -
Controlo 8 16 24 - - - - - -

* Os nimeros representam as posi¢des no bloco de carregamento e indicam a posigdo final no rotor.

5. Ajuste uma pipeta para um volume inferior ao volume total da mistura principal de

reacdo e misture bem, aspirando totalmente para cima e para baixo 10 vezes.
6. Acrescente imediatamente 20 pl de mistura principal a cada tubo de tiras de PCR.
Nota: Consulte a Tabela 4 para obter a configuragdo do tubo. Para a avaliagdo das

amostras de ADN, deverd ser adicionada mistura principal do ensaio de controlo a um
tubo de PC, um tubo de NTC e um tubo de cada amostra de ADN.

7. Adicione imediatamente 5 pl de dgua isenta de nuclease para controlo sem modelo
(No Template Control, NTC) ao tubo do NTC (posi¢do de tubo 2) e coloque a tampa

no tubo.

8. Adicione 5 pl de cada amostra de ADN aos tubos de amostra (posicdes de tubo 3-
26) e coloque as respetivas tampas nos tubos.
9. Adicione 5 pl de controlo positivo (Positive Control, PC) KRAS ao tubo do PC (posi¢cdo

de tubo 1) e coloque a tampa no tubo.

Cada tubo deverd conter um volume de reagdo total de 25 pl (20 pl de mistura

principal preparada conforme a Tabela 3 mais 5 pl de NTC/amostra/PC).
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10.Utilizando um marcador permanente, marque as tampas dos primeiros tubos na
posicdo numérica mais baixa em cada um dos tubos de 4 tiras de PCR (por ex.,
posicdes 1, 5, 9 etc.) para indicar a orientagdo para carregamento dos tubos no rotor
de 72 pogos do instrumento Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.

11.Inverta 4 vezes os tubos com tampas para misturar a amostra com a mistura de

reacdo.

12.Coloque todos os tubos de 4 tiras de PCR nas posicdes apropriadas do rotor de
72 pogos, de acordo com a configuragdo de execucdo (Tabela 4), utilizando as

marcas para orientacdo.

Nota: Se o rotor ndo ficar totalmente ocupado, todas as posi¢des ndo utilizadas do
rofor tém de ser preenchidas com tubos vazios com tampa. Isto garante que é mantida

a eficiéncia térmica do instrumento Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.

13.Coloque o rotor de 72 pogos no instrumento Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.
Certifique-se de que o anel de aperto (fornecido com o instrumento Rotor-Gene
Q MDx 5plex HRM) é colocado por cima do rotor para prender os tubos durante

a execugdo.

14.Clique duas vezes no icone therascreen KRAS QC Locked Template (Modelo bloqueado
do therascreen KRAS QC) do ambiente de trabalho do computador portétil ligado ao
instrumento  Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM  (Figura 1) para iniciar o software
Rotor-Gene Q.

Gt ec
['ocked
‘ €l mplate

Figura 1. O icone "therascreen KRAS QC Locked Template" (Modelo bloqueado do therascreen KRAS QC).

O separador "Setup" (Configuracdo) é apresentado como predefinicdo (Figura 2).
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Figura 2. O separador "Setup" (Configuragdio) e a caixa "Locking Ring Attached" (Anel de aperto anexado).
1 = separador "Setup" (Configuracdo); 2 = caixa "Locking Ring Attached" (Anel de aperto anexado).

15.Certifique-se de que o anel de aperto est4 anexado adequadamente e marque a caixa
"Locking Ring Attached" (Anel de aperto anexado). Feche a tampa do instrumento
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.

16.Introduza a ID da execucdo no campo Run ID (ID da execucdo) de acordo com
a convengdo de nomenclatura local. Introduza o nome da amostra no campo de
Sample Name (Nome da amostra) de acordo com a convencdo de nomenclatura local

e prima a fecla de retrocesso.

Isto ird adicionar o nome da amostra & lista de amostras em baixo e atribuir & amostra

uma "Sample ID" (ID de amostra) (1, 2, 3, etc.). Além disso, o painel "Layout of the
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pipetting adapter" (Configuragdo do adaptador de pipetagem), no lado direito, serd

atualizado para incluir o nome da amostra (Figura 3).

Alternativamente, podem ser importados nomes de amostras armazenados em formato
*.smp (ficheiro de amostra Rotor-Gene Q) ou formato *.csv (valores separados por
virgulas) utilizando o botdo Import Samples (Importar amostras). Os nomes de amostra

s@o introduzidos automaticamente utilizando este método.

Nota: No painel "Layout of the pipetting adapter" (Configuracdo do adaptador de
pipetagem), verifique se o nome de amostra adicionado ficou destacado através de uma
alteracdo da cor e se o nome da amostra estd na posicdo da amostra (Figura 3).

Nota: Os nomes de amostras com mais de 8 caracteres poderdo ndo estar totalmente
visiveis no painel "layout of the pipetting adapter" (Configuracdo do adaptador de

pipetagem).

v

Figura 3. Introdugdo de "Run ID" (ID da execucdo) e de "Sample Name" (Nome da amostra). 1 = campo
de didlogo "Run ID" (ID da execugéo); 2 = botdo "Import Samples" (Importar amostras); 3 = campo de
didlogo "Sample Name" (Nome da amostra); 4 = lista de amostras; 5 = painel "Layout of the pipetting
adapter" (Configuracdo do adaptador de pipetagem).

17 .Repita o passo 16 para introduzir os nomes de todas as amostras adicionais
(Figura 4).
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Nota: Para editar um nome de amostra, clique no respetivo "Sample Name" (Nome da
amostra) na lista de amostras; a amostra selecionada serd apresentada no campo de
didlogo "Sample Name" (Nome da amostra) acima. Edite o nome da amostra de
acordo com a convencdo de nomenclatura local e prima a tecla de retrocesso para

atualizar o nome.
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Figura 4. Infrodugdio de nomes de amostras adicionais no campo de didlogo "Sample Name" (Nome da amostra).*
1 = botdo "Import Samples" (Importar amostras); 2 = campo de didlogo "Sample Name" (Nome da amostra) e lista de
amostras; 3 = painel "Layout of the pipetting adapter" (Configuracdo do adaptador de pipetagem) com nome de
amostra adicional.

18.Quando tiverem sido introduzidos todos os nomes de amostras, certifique-se de que os
mesmos estdo corretos. Caso necessdrio, adicione quaisquer informacdes adicionais
no campo Notes (Notas) e, em seguida, clique em Start Run (lniciar execucdo)
(Figura 5).
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Nota: Se alguma posicdo do rotor ndo estiver a ser utilizada, é apresentado um
"Warning" (Aviso) (Figura 5 e Figura 6) recordando o utilizador de que todas as
posicdes ndo utilizadas do rotor devem ser ocupadas por tubos vazios com tampas.
Certifique-se de que todas as posicdes ndo utilizadas do rotor estdo ocupadas com

tubos vazios com tampas e clique em OK para prosseguir.
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Figura 5. Campo de didlogo "Notes" (Notas), "Start Run" (Iniciar execu¢do) e "Warning" (Aviso) sobre as posi¢des do
rotor ndo utilizadas.
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Layout of the pipetting adapter.

Posiborc3

Sample 7
Control

a9

7Rctor-Gene Q Series Software @

i Warning - There are unused Rotor Tubes.

Please fill all unused positions with empty tubes. 1
Da you wish to continue?

e

ample
Control

Positiorc5
Sample 3
Contral

Figura 6. 1 = "Warning" (Aviso) sobre as posicdes do rotor ndo utilizadas.
19.Aparece uma janela "Save As" (Guardar como). Selecione um nome de ficheiro
apropriado e guarde a execu¢do da PCR como um ficheiro de execugdo *.rex na

localizagdo selecionada. Clique em Save (Guardar) (Figura 7).

eision: 114

Save As

DNA Sample Asses Savein |G Deskiop ~| o B
)My Documents
s | _-5 4 My Computer
| |k My Recent Sy Network Places
Documents
[Samgle Name

1 Sample 1 B
2 Sample 2
3 Sample 3 Deckiop
4 Sample 4 - F
5 Sample 5 i )
E Sample 6
7 Sample 7 My Documents
8 Sample 8 -

:}‘g

My Computer
2 My Network | File name: oMt Sample Assessment hd [ sav - 3
Save a3 lype: | Run Fite [".rex] - Cancel
perr ) el
Posilicn§

Figura 7. Guardar o ficheiro da execugéo. 1 = janela "Save As" (Guardar como); 2 = nome do ficheiro e guardar
como ficheiro do tipo *.rex; 3 = "Save" (Guardar).
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A execucdo da PCR inicia-se.

Nota: Quando a execugdo é iniciada, o separador "Run Progress" (Progresso da
execugdo) abre-se automaticamente para mostrar o gréfico da temperatura e o tempo

restante da execugdo (Figura 8).

Tempermture Trmce - Tong () ve Vi (min)

Figura 8. Separador "Run Progress" (Progresso da execucdo).

Quando a execugdo termina, abre-se automaticamente o separador "Analysis" (Andlise).
Nota: Se o separador "Analysis" (Andlise) ndo abrir, clique no separador "Analysis"
(Andlise) (Figura 9).

Nota: Na seccdo "Interpretacdo de resultados", é apresentada uma explicagdo do

método de célculo.
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Figura 9. O separador "Analysis" (Andlise) e a apresentacdo de resultados. 1 = separador "Analysis" (Andlise),
2 = "Sample QC Result Table" (Tabela de resultados de CQ da amostras).

Nota: Os resultados de controlo serdo apresentados da seguinte forma na "Sample QC

Result Table" (Tabela de resultados de CQ de amostras) (nimero 2 na Figura 9).

Controlos da execugdo (PC e NTC nas posicdes de tubo 1 e 2, respetivamente):
é apresentada a indicacdo "Valid" (Vdlido) se os resultados se encontrarem dentro dos

intervalos aceitdveis. Caso contrdrio, é apresentado um resultado "Invalid" (Invélido).

Cr da reagdio de controlo da amostra > 32,00: é apresentada a indicagdo "Invalid"
(Invélido). A quantidade de ADN néo é suficiente para uma andlise de mutagdo. Teste
novamente a amostra. Se a quantidade de ADN continuar a ser insuficiente, extraia

mais tecido tumoral, se disponivel (consulte "Guia de resolucdo de problemas").

Cr da reagdio de controlo da amostra < 21,92: é apresentada a indicagdo "Invalid"
(Invélido). A concentragdo de ADN é demasiado alta para uma andlise de mutagdo.
Dilua com dgua isenta de nuclease para diluicao (Dil.) e volte a testar. Dilua para um Cr
de 21,92 a32,00. Uma dilvigo de 1:1 aumenta o valor do Cr em

aproximadamente 1,0.

Cr da reagdo de controlo da amostra de 21,92-32,00 (21,92 < Cr de controlo > 32,00):
é apresentada a indicagdo "Valid" (Vélido). A concentracdo de ADN é adequada para

uma andlise de mutacdo.
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Nota: Se for necessdria uma nova extragdo ou diluicdo, repita a reagdo de controlo para
confirmar que a concentragcdo de ADN é adequada para utilizagdo.
Para gerar ficheiros de relatério, clique em Report (Relatério). Aparecerd a janela "Report
Browser" (Browser de relatérios). Selecione KRAS Andlysis Report (Relatério de andlise
KRAS) em Templates (Modelos) e, em seguida, clique em Show (Mostrar) (Figura 10).
Nota: Os relatérios podem ser guardados numa localizagdo alternativa em formato
Web Archives, clicando no botdo Save As (Guardar como) no canto superior esquerdo

de cada relatério.

L S -‘lﬂﬂ
) : T Fin Poges: T Anolysin
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gl ) 2
Figura 10. Selecdo de "KRAS Analysis Report" (Relatério de andlise KRAS). 1 = "Report" (Relatério); 2 = janela "Report

Browser" (Browser de relatérios); 3 = selecdo "KRAS Analysis Report" (Relatério de andlise KRAS); 4 = "Show" (Mostrar).
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Protocolo: detecdo de mutacdes KRAS

Este protocolo serve para a detegdo de mutagdes KRAS.

Pontos importantes antes de comecar

Depois de ter passado o processo de avaliacdo de amostra, uma amostra pode ser

testada utilizando os ensaios de mutacdo KRAS.

Para uma utilizagdo eficiente do therascreen KRAS RGQ PCR Kit, as amostras tém de ser
agrupadas em lotes de 7 (para encher o rotor de 72 pocos). A utilizacdo de lotes mais
pequenos faz com que possam ser testadas menos amostras com o therascreen KRAS
RGQ PCR Kit.

Antes da primeira utilizagdo do instrumento Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM, certifique-se
de que estd instalada a versdo de software correta do therascreen KRAS Assay
Package, correspondente & versdo de software Rotor-Gene Q (consulte Anexo 2:

Instalagdo do therascreen KRAS Assay Package).

Procedimento

1. Etiquete 8 tubos de microcentrifugacdo (ndo fornecidos) de acordo com cada mistura de

reacdo correspondente, indicada na tabela abaixo. Prepare misturas principais (mistura de
reagdo de controlo ou de mutagdo [CTRL, 12ALA, 12ASP, 12ARG, 12CYS, 12SER, 12VAL
ou 13ASP] juntamente com polimerase Tag de ADN [Tagq]) suficientes para as amostras de
ADN, uma reagdo de controlo positivo (Positive Control, PC) KRAS (tubo do PC) e uma
reacdo de dgua isenta de nuclease para controlo sem modelo (tubo do NTC), de acordo
com os volumes indicados na tabela. Inclua reagentes para 1 amostra suplementar para
permitir uma quantidade suficiente para a preparacdo da PCR. As misturas principais

contém fodos os componentes necessdrios para a PCR, exceto a amostra.
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Tubo de ensaio e de mistura
de reacdo

Volume da mistura de reagdo

Volume da polimerase Tag
de ADN (Taq)

Controlo (tubo da CTRL)

12ALA (tubo 12ALA]
12ASP (tubo 12ASP)

12ARG (tubo 12ARG)
12CYS (tubo 12CYS)
12SER (tubo 12SER)
12VAL (tubo 12VAL)

13ASP (tubo 13ASP)

19,76 plx (n + 1)
19,76 pl x (n + 1)
19,76 plx (n + 1)
19,76 pl x (n + 1)
19,76 pl x (n + 1)
19,76 pl x (n + 1)
19,76 plx (n + 1)

19,76 pl x (n + 1)

0,24 plx (n+1)
0,24 plx (n+ 1)
0,24 plx (n+ 1)
0,24 plx (n + 1)
0,24 plx (n+1)
0,24 plx (n+ 1)
0,24 plx (n+1)

0,24 plx (n + 1)

n = ndmero de reagdes (amostras + controlos).

Prepare mistura principal suficiente para 1 amostra suplementar (n + 1) para garantir uma quantidade
suficiente para a preparacdo da PCR. O valor n n&o deverd exceder 7 (mais controlos), uma vez que
7 é o nimero méximo de amostras que podem ser incluidas numa execugdo.

2. Misture os reagentes descongelados invertendo cada tubo 10 vezes para evitar

concentragdes localizadas de sais. Centrifugue brevemente o tubo para recolher

o contetdo no fundo do tubo.

3. Ajuste uma pipeta para um volume inferior co volume da mistura de reagdo total;

misture muito bem as misturas principais aspirando fotalmente para cima e para baixo

10 vezes.

4. Acrescente imediatamente 20 pl de mistura principal a cada tubo de tiras de PCR

apropriado.

Nota: Consulte a Tabela 5 para obter a configuragdo do tubo enquanto prepara as

misturas de reacdo. Para a detecdo de mutagdes KRAS, as misturas principais devem

ser adicionadas a 8 tubos do PC, 8 tubos do NTC e a 8 tubos para cada amostra

de ADN.
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Tabela 5. Configuragéio de execucdo no bloco de carregamento para detegdo de mutagdes do KRAS

Controlos Numero de amostra

Ensaio PC NTC 1 2 3 4 5 6 7

CTRL 1* 9 17 725 33 41 49 57 65
12ALA 2 10 18 26 34 42 50 58 66
12ASP 3 11 19 27 85 43 51 59 67
12ARG 4 12 20 28 36 44 52 60 68
12CYS ) 13 21 29 37 45 53 61 69
12SER 6 14 22 30 38 46 54 62 70
12VAL 7 15 23 31 39 47 55 63 71
13ASP 8 16 24 32 40 48 56 64 72

* Os nimeros representam as posi¢des no bloco de carregamento e indicam a posicdo final no rotor.

5.

Adicione imediatamente 5 pl de dgua isenta de nuclease para controlo sem modelo
(No Template Control, NTC) aos tubos do NTC (posi¢cdes de tubo 9-16) e coloque as

respetivas fampas nos tubos.

. Adicione 5 pl de cada amostra de ADN aos tubos de amostra (posicdes de

tubo 17-72) e coloque as respetivas tampas nos tubos.

. Adicione 5 pl de controlo positivo (Positive Control, PC) KRAS aos tubos do PC

(posicdes de tubo 1-8) e coloque as respetivas tampas nos tubos.

. Utilizando um marcador permanente, marque as tampas dos primeiros tubos na

posicdo numérica mais baixa em cada um dos tubos de 4 tiras de PCR (por ex.,
posicdes 1, 5, 9 etc.) para indicar a orientagdo para carregamento dos tubos no rotor
de 72 pogos do instrumento Rotor-Gene Q MDx Splex HRM.

. Inverta 4 vezes os tubos com tampas, para misturar a amostra com a mistura de
reacdo.
. Coloque todos os tubos de 4 tiras de PCR nas posicdes apropriadas do rotor de

72 pogos, de acordo com a configuragdo de execucdo (Tabela 5), utilizando as
marcas para orientagdo.

Nota: Em cada execucdo de PCR podem ser incluidas, no méximo, 7 amostras. Se
o rotor ndo ficar totalmente ocupado, todas as posi¢des ndo utilizadas do rotor t&m de
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12.

ser preenchidas com tubos vazios com tampa. Isto garante que é mantida a eficiéncia
térmica do instrumento Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.

. Coloque o rotor de 72 pogcos no instrumento Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.

Certifique-se de que o anel de aperto (fornecido com o instrumento Rotor-Gene
Q MDx 5plex HRM) é colocado por cima do rotor para prender os tubos durante
a execugdo.

Clique duas vezes no icone therascreen KRAS Locked Template (Modelo bloqueado do
therascreen KRAS) do ambiente de trabalho do computador portétil ligado ao
instrumento  Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM  (Figura 11) para iniciar o software
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.

Locked
Template

Figura 11. O icone "therascreen KRAS Locked Template" (Modelo bloqueado do therascreen KRAS).

O separador "Setup" (Configuragdio) é apresentado como predefinicdo (Figura 12).

1+

e b s kS s [ S

Figura 12. 1 = separador "Setup" (Configuracdo); 2 = caixa "Locking Ring Attached" (Anel de aperto anexado).
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13.

Certifique-se de que o anel de aperto estd anexado adequadamente e marque a caixa
Locking Ring Attached (Anel de aperto anexado). Feche a tampa do instrumento Rotor-
Gene Q MDx 5plex HRM.

. Introduza a ID da execugdo no campo RunID (ID da execugdo) de acordo com

a convencdo de nomenclatura local.

. Introduza o nome da amostra no campo de Sample Name (Nome da amostra) de

acordo com a convencdo de nomenclatura local e prima a tecla de retrocesso.

Isto ird adicionar o nome da amostra & lista de amostras em baixo e atribuir & amostra
uma "Sample ID" (ID de amostra) (1, 2, 3, efc.). Além disso, o painel "Layout of the
pipetting adapter" (Configuragdo do adaptador de pipetagem), no lado direito, serd

atualizado para incluir o nome da amostra (Figura 13).

Nota: No painel "Layout of the pipetting adapter" (Configuracdo do adaptador de
pipetagem), verifique se o nome de amostra adicionado ficou destacado através de
uma alteragdo da cor e se todos os 8 ensaios na coluna por baixo do circulo da

amostra estdo destacados (Figura 13).

Nota: Podem ser adicionadas, no méximo, 7 amostras. As ID de amostras (nos circulos

de amostras) serdo atribuidas automaticamente, de 1 a 7.

Nota: Os nomes de amostras com mais de 8 caracteres poderdo ndo estar totalmente
visiveis no painel "Layout of the pipetting adapter" (Configuragdo do adaptador de
pipetagem).

Alternativamente, podem ser importados nomes de amostras armazenados em formato
*.smp (ficheiro de amostra Rotor-Gene Q) ou formato *.csv (valores separados por
virgulas) utilizando o botdo Import Samples (Importar amostras). Os nomes de amostra

sdo introduzidos automaticamente utilizando este método.
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Figura 13. Infrodugdo de "Run ID" (ID da execugéo) e de "Sample Name" (Nome da amostra). 1 = campo de didlogo "Run
ID" (IDda execugdo); 2 = "Import Samples" (Importar amostras) (ndo disponivel com a versdo de software 2.1);
3 = campo de didlogo "Sample Name" (Nome da amostra); 4 = lista de amostras; 5 = painel "Layout of the pipetting
adapter" (Configuragdo do adaptador de pipetagem); 6 = circulo de amostra destacado e coluna de 8 ensaios por baixo.

16. Repita o passo 14 para introduzir os nomes de todas as amostras adicionais
(Figura 14).
Nota: Para editar um nome de amostra, clique no respetivo Sample Name (Nome da
amostra) na lista de amostras; a amostra selecionada serd apresentada no campo
Sample Name (Nome da amostra) acima. Edite o nome da amostra de acordo com
a convengdo de nomenclatura local e prima a tecla de retrocesso para atualizar

O nome.
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Figura 14. Infrodugdo de nomes de amostras adicionais no campo de didlogo "Sample Name" (Nome da amostra).
1 = campo de didlogo "Sample Name" (Nome da amostra); 2 = lista de amostras; 3 = painel "Layout of the pipetting
adapter" (Configuracdo do adaptador de pipetagem) com nomes de amostras adicionais.

17. Quando tiverem sido introduzidos todos os nomes de amostras, certifique-se de que os
mesmos estdo corretos. Caso necessdrio, adicione quaisquer informagdes adicionais no
campo Notes (Notas) e, em seguida, clique em Start Run (Iniciar execugdo) (Figura 15).
Nota: Se alguma posicdo do rotor ndo estiver a ser utilizada, é apresentado um
"Warning" (Aviso) (Figura 15 e Figura 16) recordando o utilizador de que todas as
posicdes ndo utilizadas do rotor devem ser ocupadas por tubos vazios com tampas.
Certifique-se de que todas as posicdes ndo utilizadas do rofor estdo ocupadas com

tubos vazios com tampas e clique em OK para prosseguir.
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Figura 15. 1 = campo de didlogo "Notes" (Notas); 2 = "Start Run" (Iniciar execugdo); 3 = "Warning"

posi¢des do rotor ndo utilizadas.

-
Rotor-Gene () Series Software | J

Warning - There are unused Rotor Tubes,

Please fill all unused positions with empty tubes,
Do you wish to continue?

oK Cancel

Figura 16. "Warning" (Aviso) sobre as posicdes do rotor ndo utilizadas.

(Aviso) sobre as
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18. Na janela Save As (Guardar como), selecione um nome de ficheiro apropriado e
guarde a execugdo da PCR como um ficheiro de execugdo *.rex na localizagdo

selecionada (Figura 17).

B3 Save As N =
&)= Desiaop > o]
Organize v New folder - @

A Favorites (G Libraries
18| Computer
4 Libraries €l Network
1% Computer
€ Network 1
2 File name: therascreen KRAS QC Locked Template 2014-11-27 (1) -
Save as type: | Run File (".rex) -
“ Hide Folders I Save I Cancel

Figura 17. Guardar o ficheiro da execugéio.

A execucdo da PCR inicia-se.

Nota: Quando a execucdo é iniciada, o separador "Run Progress" (Progresso da
execugdo) abre-se automaticamente para mostrar o grdfico da temperatura e o tempo

restante da execucdo (Figura 18).
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Figura 18. Separador "Run Progress" (Progresso da execugéo).

Quando a execugdo termina, abre-se automaticamente o separador "Analysis"
(Andlise).

Nota: Se o separador "Analysis" (And
(Andlise) (Figura 19).

ise) ndo abrir, clique no separador "Analysis"

Nota: Na seccdo "Interpretacdo de resultados", é apresentada uma explicacdo

do método de cdlculo.
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Figura 19. O separador "Andlysis" (Andlise) e a apresentagéio de resultados. 1 = separador "Analysis" (Andlise);
2 = painel "Run Controls, Positive Control" (Controlos de execucdo, controlo positivo); 3 = painel "Run Controls,
Negative Control" (Controlos de execugdo, controlo negativo); 4 = "Sample Result Table" (Tabela de resultados de
amostras); 5 = coluna "KRAS Mutation Status" (Estado da mutagdo KRAS).

Os resultados do ensaio serdo apresentados como se segue (Figura 19).

® O painel "Run Controls, Positive Control" (Controlos de execugéio, controlo positivo): se os
resultados se encontrarem dentro do intervalo aceitdvel, o "Positive Control Status"
(Estado do controlo positivo) ird indicar "Valid" (Vdlido); caso contrério, ird indicar um
resultado "Invalid" (Invalido).

I" (Controlos de execugdio, controlo negativo): se

® O painel "Run Controls, Negative Control
os resultados "NTC" e "Internal Control" (Controlo interno) se encontrarem dentro dos
intervalos aceitdveis, o "Negative Control Status" (Estado do controlo negativo) ird

indicar "Valid" (Vélido); caso contrdrio, ird indicar um resultado "Invalid" (Invélido).
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e O painel "Sample Result Table" (Tabela de resultados de amostras): na coluna "KRAS
Mutation Status" (Estado de mutagdo KRAS), serdo indicadas as mutagdes especificas

das amostras positivas quanto a mutago.

19. Para gerar ficheiros de relatério, clique em Report (Relatério). Aparecerd a janela
"Report Browser" (Browser de relatérios). Selecione KRAS Analysis Report (Relatério de
andlise KRAS) em Templates (Modelos) e, em seguida, clique em Show (Mostrar)
(Figura 20).

Nota: Os relatérios podem ser guardados numa localizagdo alternativa em formato
Web Archives, clicando em Save As (Guardar como) no canto superior esquerdo de

cada relatério.

i

CEREiiiy

i i T
i

EEEEEEE

Figura 20. Selegdio de "KRAS Anlysis Report" (Relatério de andlise KRAS). 1 = "Report" (Relatério); 2 = janela "Report Browser"
(Browser de relatérios); 3 = selecdo "KRAS Analysis Report" (Relatério de andlise KRAS); 4 = "Show" (Mostrar).

LN
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Interpretacdo de resultados

Uma vez concluiida uma execugdo, o therascreen KRAS Assay Package efetua
automaticamente a andlise e as determinacdes de mutagdo. A informacdo apresentada
a seguir explica como o therascreen KRAS Assay Package efetua a andlise e as determinagdes

de mutacdo.

Nota: Para obter informagdes sobre a andlise manual, consulte Apéndice 1: Protocolo
manual do therascreen KRAS RGQ PCR Kit.

O ciclo da PCR a que a fluorescéncia de uma determinada reagdo passa um valor limiar
é definido como o valor de Cr. O valor de Cr indica a quantidade de ADN especifico de
entrada. Valores baixos de Cr indicam niveis de entrada de ADN mais elevados, e valores
altos de Cr indicam niveis de entrada de ADN mais baixos. As reacdes com um valor Cr

sdo classificadas como amplificagdo positiva.

O software Rotor-Gene Q realiza a interpolacdo dos sinais de fluorescéncia entre quaisquer
2 valores registados. Os valores de Cr podem, portanto, ser quaisquer nimeros reais
(nGo limitado a ndmeros inteiros) dentro do intervalo de 0 a 40.

Para o therascreen KRAS RGQ PCR Kit, o valor limiar estd definido para 0,05 unidades de
fluorescéncia relativa. Este valor é configurado no therascreen KRAS Assay Package para os

canais Green e Yellow. O valor limiar foi definido durante o desenvolvimento do
therascreen KRAS RGQ PCR Kit.

E efetuado um célculo para determinar o valor de ACr, utilizando a equagéo:

ACr = [valor de Cr do ensaio de mutagdo] — [valor de Cr do ensaio de controlo]

Os controlos da execugdo (controlo positivo, NTC e controlos internos) séo avaliados para
garantir que estdo presentes valores aceitdveis de Cr e que as reagdes estdo a funcionar

corretamente.

48 Instrucdes de utilizacdo do therascreen KRAS RGQ PCR Kit (manual) 11/2019



Os valores de ACt da amostra sdo calculados como a diferenca entre o Cr do ensaio de
mutagdo e o Cr do ensaio de controlo da mesma amostra. As amostras séo classificadas como
sendo positivas quanto a mutacdo, se tiverem um ACr inferior ou igual ao valor de ACr de cut-
off desse ensaio. Acima deste valor, a amostra poderd conter menos do que a percentagem
de mutacdo capaz de ser detetada pelo therascreen KRAS RGQ PCR Kit (estar para além do
limite dos ensaios) ou a amostra poderd ser negativa quanto a mutagdo, o que seria indicado

como "No Mutation Detected" (Nenhuma mutagdo detetada).

A inexisténcia de amplificagdo em reacdes de mutagdo serd classificada como "No
Mutation Detected" (Nenhuma mutagdo detetada). Os valores de ACr calculados a partir da
amplificacdo de fundo s@o supostamente superiores aos valores de ACt de cut-off; a amostra

serd classificada como "No Mutation Detected" (Nenhuma mutacdo detetadal).

Os resultados do ensaio serdo indicados como "Mutation Positive" (Positivo quanto
a mutagdo), "No Mutation Detected" (Nenhuma mutacdo detetada), "Invalid" (Invélido) ou,
se um controlo da execucdo falhar, "Run Control Failed" (Falha de controlo de execucéo).

Para as amostras positivas quanto a mutagdo, serdo indicadas as mutagdes especificas.

Os outros resultados possiveis que podem ser indicados sdo abordados neste manual, em

"Protocolo: avaliacdo de amostras de ADN".

Raramente, um tumor poderd conter mais do que uma mutacdo. Nesses casos, serd

identificada a mutagdo que produz o valor de ACr mais baixo.
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Guia de resolucdo de problemas

Este guia de resolugcdo de problemas pode ser util para resolver quaisquer problemas que
possam surgir. Para obter mais informagdes, consulte também a pdgina de perguntas
frequentes (Frequently Asked Questions, FAQs) no nosso Centro de apoio técnico:
www.qiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Os cientistas da Assisténcia Técnica da QIAGEN
estdo sempre prontos a responder a qualquer questdo que possa surgir sobre informagdes
e/ou protocolos constantes deste manual ou sobre as tecnologias de amostragem e ensaio

(para informagdes de contacto, visite www.qiagen.com).

Comentdrios e sugestoes

Resultados invdlidos

a) As condicdes de armazenamento Verifique as condi¢des de armazenamento e o prazo de validade dos
de um ou mais componentes ndo reagentes (ver a efiqueta) e, se necessdrio, utilize um novo Kit.
estavam em conformidade com
as instrugdes indicadas em
Armazenamento e manuseamento

de reagentes.

b) O prazo de validade do therascreen  Verifique as condi¢des de armazenamento e o prazo de validade dos

KRAS RGQ PCR Kit expirou. reagentes (consulte a etiqueta) e, se necessdrio, utilize um novo Kit.
Amostras de NTC apresentam resultados positivos no canal FAM.

Ocorreu contaminagdo durante Repita a PCR com novos reagentes nas réplicas.

a preparagdo da PCR. Se possivel, feche os tubos de PCR diretamente apés adicionar

a amostra a ser testada.

Certifique-se de que o espaco de trabalho e os instrumentos sdo

descontaminados regularmente.

50 Instrucdes de utilizacdo do therascreen KRAS RGQ PCR Kit (manual) 11/2019


http://www.qiagen.com/FAQ/FAQList.aspx
https://www.qiagen.com/us/

Alarmes gerados pelo therascreen KRAS Assay Package

A Tabela 6 apresenta uma lista dos possiveis alarmes que podem ser gerados pelo

therascreen KRAS Assay Package, os respetivos significados e as agdes a tomar.

Tabela 6. Alarmes do therascreen KRAS Assay Package

Alarme Significado Acdo a tomar

PC_CTRL_ASSAY_FAIL Execucdo de PCR invdlida - CT de FAM Repita toda a execucdo de PCR.
fora do intervalo do controlo positivo na
reacdo de controlo.

PC_MUTATION Execucdo de PCR invdlida — CT de FAM Repita toda a execucdo de PCR.
_ASSAY_FAIL fora do intervalo para uma ou mais
reagdes de controlo de mutagéo.

PC_CTRL_INVALID _DATA Execucdo de PCR invélida — Néo Repita toda a execucdo de PCR.
é possivel interpretar os dados de
fluorescéncia no controlo positivo (mistura
da reagdo de mutagdo).

PC_MUTATION Execucdo de PCR invélida — Ndo Repita toda a execucdo de PCR.
INVALID_DATA é possivel interpretar os dados de

fluorescéncia no controlo positivo (mistura

da reagdo de mutagdo).

NTC_INT_CTRL_FAIL Execugdo de PCR invélida — controlo Repita toda a execucdo de PCR.
interno acima do intervalo do controlo
negativo.

NTC_INT_CTRL _EARLY_CT Execucdo de PCR invélida - controlo Repita toda a execucdo de PCR.
interno abaixo do intervalo do controlo
negativo.

NTC_INVALID_CT Execucdo de PCR invdlida - FAM invélido  Repita toda a execugdo de PCR.
(inferior ao limite) para o controlo
negativo.

NTC_INVALID_DATA Execucdo de PCR invdlida - ndo Repita toda a execucdo de PCR.

é possivel interpretar os dados de
fluorescéncia no controlo negativo.

SAMPLE_CTRL Execucdo de PCR invdlida — ndo Prepare uma nova execucdo de
_INVALID_DATA é possivel interpretar os dados PCR para repetir a(s) amostra(s)
de fluorescéncia no controlo da amostra.  relevante(s).
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SAMPLE_CTRL
_HIGH_CONC

Amostra invélida - Cr de FAM demasiado
baixo no controlo da amostra.

SAMPLE_CTRL_FAIL Amostra invélida — Cr de FAM demasiado

alto na reacdo de controlo da amostra.

SAMPLE_INT_CTRL _FAIL Cr demasiado alto (ou sem Ci) para o
controlo interno (HEX), canal FAM

negativo quanto a mutagdo.

Dilua a amostra para aumentar o
valor do Cr do controlo. Esta
diluigdo deverd ser calculada
assumindo que diluindo 1:1 com a
4gua fornecida no kit, aumentard o
Crem 1,0; uma vez diluida a
amostra, prepare uma nova
execugdo de PCR para repetir

a amostra.

Prepare uma nova execucdo de
PCR para repetir a amostra. Se der
invélida na repeticdo da execugdo
de PCR, extraia a amostra de uma
ou mais secgdes de FFPE frescals).
Prepare uma nova execugdo de
PCR para testar a extragdo fresca.
Se der invdlida, repita esta
segunda extracdo. Se a amostra
ndo der um resultado vélido apés
esta execucdo, é atribuido &
amostra um estado de mutagdo
indeterminado, e ndo deverdo ser
realizados mais testes.

Se for atribuido & amostra o estado
de vdlido - nenhuma acdo
necessdria.

Amostras CRC: Se for atribuido &
amostra o estado de invdlido,
prepare uma nova execucdo de
PCR para repetir a amostra. Se der
invélida na repeticdo da execugdo
de PCR, extraia a amostra de uma
ou mais secgdes de FFPE frescals).
Prepare uma nova execugdo de
PCR para testar a extragdo fresca.
Se der invdlida, repita esta
segunda extracdo. Se a amostra
ndo der um resultado vdlido apés
esta execucdo, é atribuido &
amostra um estado de mutagdo
indeterminado, e ndo deverdo ser
realizados mais testes.

Amostras NSCLC: se for atribuido
& amostra o estado invdlido, dilua
a amostra restante 1 em 8 com
4gua do tubo marcado DIL,
garantindo que o volume final é
superior a 40 pl (por ex., 10 pl de
ADN e 70 pl de dgua do tubo
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SAMPLE_INT_CTRL
_EARLY_CT

SAMPLE_INVALID _DATA

Tubo de mutagdo invdlido — Cr HEX
demasiado baixo para a amostra
(controlo interno)

Tubo de mutagdo invdlido — néo
é possivel interpretar os dados de
fluorescéncia no controlo interno.

marcado DIL). Prepare uma nova
execugdo de PCR para repetir a
amostra. Se der invdlida na
repeticdo da execucdo de PCR,
extraia a amostra de uma ou mais
secgdes de FFPE frescal(s). Prepare
uma nova execucdo de PCR para
testar a extracdo fresca.

Se invdlido, dilua a amostra
restante 1 em 8 com dgua do tubo
marcado DIL, garantindo que o
volume final é superior a 40 pl; em
seguida, teste esta diluicdo. Se a
amostra ndo der um resultado
vélido apés esta execucdo, é
atribuido & amostra um estado de
mutagdo indeterminado, e ndo
deverdo ser realizados mais testes.

Se for atribuido & amostra o estado
de vélido — nenhuma acdo
necessdria.

Se for atribuido & amostra o estado
de invdlido, prepare uma nova
execugdo de PCR para repetir a
amostra.

Se der invélida na repeticdo da
execucdo de PCR, extraia a
amostra de uma ou mais seccdes
de FFPE fresca(s). Prepare uma
nova execugdo de PCR para testar
a extragdo fresca. Se der invdlida,
repita esta segunda extragdo. Se a
amostra n&o der um resultado
vélido apés esta execugdo, é
atribuido & amostra um estado de
mutacdo indeterminado, e ndo
deverdo ser realizados mais testes.

Se for atribuido & amostra o estado
de vélido — nenhuma agdo
necessdria.

Se for atribuido & amostra o estado
de invdlido, prepare uma nova
execucdo de PCR para repetir a
amostra. Se der invdlida na
repeticdo da execucdo de PCR,
extraia a amostra de uma ou mais
secgdes de FFPE frescal(s). Prepare
uma nova execugdo de PCR para
testar a extracdo fresca. Se der
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invdlida, repita esta segunda
extragdo. Se a amostra ndo der um
resultado vélido apés esta
execucdo, é atribuido & amostra
um estado de mutagdo
indeterminado, e ndo deverdo ser
realizados mais testes.

MUTATION_EARLY_CT Tubo de mutagdo invdlido — Cr FAM Se for atribuido & amostra o estado
demasiado baixo para a amostra. de vdlido - nenhuma acdo
necessdria.

Se for atribuido & amostra o estado
de invdlido, prepare uma nova
execugdo de PCR para repetir a
amostra. Se der invdlida na
repeticdo da execucdo de PCR,
extraia a amostra de uma ou mais
secgdes de FFPE frescal(s). Prepare
uma nova execucdo de PCR para
testar a extracdo fresca. Se der
invélida, repita esta segunda
extragdo. Se a amostra ndo der um
resultado vdlido apés esta
execucdo, é atribuido & amostra
um estado de mutagdo
indeterminado, e ndo deverdo ser
realizados mais testes.

SAMPLE_POSITIVE Uma ou mais mutacdes de uma amostra Nenhuma.
_AND_INVALID sdo vdlidas e positivas e, simultaneamente,

uma ou mais mutagdes da mesma amostra

sdo invdlidas (é um aviso, ndo é um erro).
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Controlo de qualidade

De acordo com o Sistema de Gestdo da Qualidade da QIAGEN, com certificacdo 1SO,
todos os lotes do therascreen KRAS RGQ PCR Kit sdo testados relativamente

a especificagdes predeterminadas para garantir a qualidade constante do produto.
Limitacoes

O teste foi concebido para detetar 7 mutagdes nos coddos 12 e 13 do gene KRAS. As
amostras com resultados indicando "No Mutation Detected" (Nenhuma mutagdo detetadal

poderdo conter mutagdes KRAS ndo detetadas pelo ensaio (por ex., 13CYS).

A detecdo de mutagdes depende da integridade da amostra e da quantidade de ADN
amplificével presente no espécime. O procedimento deverd ser repetido no caso de a
avaliagdo inicial do ADN na amostra indicar que a quantidade ndo é suficiente ou

é demasiado grande para uma andlise de mutagdo.

O therascreen KRAS RGQ PCR Kit é utilizado num procedimento de reacdo de
polimerizacdo em cadeia (Polymerase Chain Reaction, PCR). Tal como com todos os
procedimentos de PCR, as amostras poderdo ser contaminadas por fontes externas de ADN
no ambiente do teste e pelo ADN do controlo positivo. Tenha portanto muito cuidado para

evitar a contaminagdo das amostras e dos reagentes da mistura de reagdo.

O therascreen KRAS RGQ PCR Kit destina-se apenas para descriminar entre tipo selvagem
e mutante. O teste foi concebido de tal maneira que cada reacdo de mutante é mais sensivel
para a mutagdo especifica que estd a ser medida. No entanto, em amostras em que é detetada
uma mutagdo, poderd ocorrer reatividade cruzada com outras reacdes de mutagdo. Se mais de

uma reacdo de mutante for positiva, o resultado é o que fem o ACt mais baixo.
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O therascreen KRAS RGQ PCR Kit s6 estd validado para tecido de CRC e NSCLC fixado

em formalina e conservado em parafina (Formalin-Fixed Paraffin-Embedded, FFPE).

O therascreen KRAS RGQ PCR Kit s6 estd validado para ser utilizado com o QlAamp DNA
FFPE Tissue Kit. Apenas o Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM foi validado para utilizagdo com
o therascreen KRAS RGQ PCR Kit.

Caracteristicas de desempenho

Desempenho analitico

As caracteristicas de desempenho especificas do therascreen KRAS RGQ PCR Kit foram
determinadas por estudos que envolveram amostras de tecido FFPE recolhidas a partir de
pacientes com CRC e NSCLC. Os métodos de colheita de amostras de NSCLC incluiram
biopsia de nicleo com agulha (Core Needle Biopsy, CNB), pungdo aspirativa por agulha fina
(Fine Needle Aspirate, FNA) e resseccdo. Para cada tipo de amostra, foram utilizadas
8 linhas celulares humanas FFPE, 7 das quais continham mutagcdes KRAS conhecidas
defetadas pelo ensaio e um KRAS de tipo selvagem (ou seja, sem mutacdes nos coddos 12
e 13). Oestado de mutacdo das amostras foi confirmado por sequenciagdo Sanger

bidirecional.
Cut-off

Foram testadas 225 amostras FFPE utilizando um método que segue a norma EP17-A
(2004) (8) do CLSI para estabelecer os valores de cutoff do ensaio. O intervalo do Cr da
reacdo de controlo foi estabelecido como sendo de 21,92 a 32,00. Os valores de cut-off,
que se baseiam na diferenga entre o Cr da reagdo de controlo e o Cr das reagdes mutantes

(AC1), sdo apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7 Valores de cut-off estabelecidos para cada ensaio de mutagdo.

Ensaio de mutagédo

12ALA 12ASP 12ARG 12CYS 12SER 12VAL 13ASP
Cut-off (<AG) 8,0 6,6 8,0 8,0 8,0 7.5 7,5

Limite do branco

Para avaliar o desempenho do therascreen KRAS RGQ PCR Kit na auséncia de modelo
positivo mutante, e para assegurar que uma amostra em branco ndo gera um sinal analitico
que possa indicar uma baixa concentragdo de mutagdo, foram avaliadas amostras sem
modelo. Os resultados demonstraram a ndo existéncia de qualquer controlo detetdvel ou
quaisquer valores Cr de mutantes em qualquer um dos tubos de reagdo de controlo ou de

mutagdo (os valores de Cr dos controlos internos foram todos vélidos).
Comparacdo com o método de referéncia analitica: CRC

Foram realizados dois estudos para demonstrar a concordéncia no estado de mutagdo de
amostras de CRC testadas com o therascreen KRAS RGQ PCR Kit em comparagdo com
a sequenciacdo bidirecional. Um total de 137 das amostras FFPE apresentou resultados
vélidos tanto para o therascreen KRAS RGQ PCR Kit como para a sequenciagdo

bidirecional.

Os resultados globais, excluindo 6 amostras de sequenciacdo Sanger bidirecionais que
falharam, s@o apresentados na Tabela 8. A Tabela 9 apresenta a andlise da concordancia

entre o therascreen KRAS RGQ PCR Kit e a sequencia¢do bidirecional.
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Tabela 8. therascreen KRAS RGQ PCR Kit vs. sequenciagéo Sanger bidirecional

Determinagéo de mutagéo por sequenciagéo bidirecional
Neg. 12ALA 12ARG 12ASP 12CYS 12SER 12VAL 13ASP  Totdl

5
o Negativo 80 - 1 - - 1 82
o
(-9
8 Positivo 3
& 124A - - - - - -
é Positivo _ _ 1 _ _ _ 1
= 12ARG
o —
S Positivo
§  12aw - - 2L - - - 22
-~
= Positivo
2 120Ys - - - 3 - - 3
S Positivo 0
g  12SER - - - - - -
E Positivo
5 2 - - - 14 - 16
3 ]2\-//.4\|_

SR - T

Total 83 0 22 3 14 12 137

Tabela 9. Andlise de concordéncia

Medigdo de concordéncia Frequéncia (%) Intervalo de confianca (IC) 95%
Concordéncia na percentagem global 152/157 (96,82) 93,69-98,44
Concordéncia na percentagem de positivos 72/74 (96,30) 92,63-98,63
Concordéncia na percentagem de negativos 80/83 (96,39) 91,65-98,19

Como suplemento dos dados do primeiro estudo, foi avaliado um segundo conjunto

exclusivo de amostras. Foi colhido um conjunto de 271 amostras FFPE de CRC;

250 amostras de estado de mutacdo desconhecido e 21 amostras de estado de mutacdo

conhecido (para incluir mutagdes raras) foram comparadas com a sequenciagdo Sanger

bidirecional, conforme descrito acima.
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Foi realizada a andlise de concordéncia em 247 amostras, com resultados vdlidos tanto
pelo therascreen KRAS RGQ PCR Kit como por sequenciacdo bidirecional. Observou-se
9 amostras discordantes. A concordéncia na percentagem global foi de 96,82%. Os dados
suportam o desempenho exato do therascreen KRAS RGQ PCR Kit (Tabela 10 e Tabela 11).

Tabela 10. therascreen KRAS RGQ PCR Kit versus Sequenciacdo Sanger bidirecional (2.° estudo)

Determinagdo de mutagéio por sequenciacédo bidirecional
Neg. 12ALA 12ARG 12ASP 12CYS 12SER 12VAL 13ASP Total
s
o Negativo 132 - - - - 1 - - 133
£
[¢] -
0] Positivo
- 10 - - - - - - 10
g, 12ALA
Positivo
~ _ _ _ _ _ _
5 12akC 5 ° 10
S Positivo
§  12asp - - - ol - - - - 4
= Positivo
$ 120 ! - - - 1 - - - 12
S Positivo
o]
g 12SER - - - - - L - - e
E Positivo
£ j2vAL 2 - - - - - 25 - 2z
b
ositivo
13ASP - - - - - - i UL
Total 140 10 5 31 11 14 25 11 247

Tabela 11. Andlise da concordéncia (segundo estudo)

Medicdo de concordancia Frequéncia (%) Intervalo de confianca (IC) 95%
Concordéncia na percentagem global 238/247 (96,3¢) 93,73-98,09
Concordéncia na percentagem de positivos 106/107 (99,07) 95,64-99,95
Concordéncia na percentagem de negativos 132/140 (94,29) 89,93-97,13
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Comparagdo com o método de referéncia analitica: NSCLC

Para demonstrar a concordéncia no estado de mutacdo de amostras de NSCLC testadas
com o therascreen KRAS RGQ PCR Kit em comparagdo com a sequenciagdo Sanger
bidirecional, foram colhidas amostras clinicas FFPE de NSCLC por resseccdo, CNB ou FNA.
O ADN foi extraido de cada amostra, antes do teste com o therascreen KRAS RGQ PCR Kit.
Os resultados deste teste foram comparados com os resultados obtidos por sequenciagdo

Sanger bidirecional.

Um total de 360 amostras  apresentou um  resultado  vélido para o
therascreen KRAS RGQ PCR Kit e para a sequenciagdo Sanger bidirecional, com

340 amostras de resultados concordantes.

A concordéncia entre o therascreen KRAS RGQ PCR Kit e a sequenciacdo bidirecional
é apresentada na Tabela 12. Duas amostras apresentaram determinagdo de mutagdo dupla
pela sequenciacdo Sanger bidirecional. Como uma mutagdo foi idéntica ao resultado do
therascreen KRAS RGQ PCR Kit, estas amostras foram classificadas como concordantes

para a andlise de concordéncia global, concordéncia positiva e concordéncia negativa
(Tabela 13).
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Tabela 12. therascreen KRAS RGQ PCR Kit versus Sequenciago Sanger bidirecional

Determinacdo de mutagéo por sequenciacéio bidirecional
Neg. 12ALA 12ARG  12ASP  12CYS 12SER  12VAL 13ASP  Totdl

- Negativo 132 - - - - 1 - - 133
s
o
o Positivo
o 12AA - I© - - - - - - e
e Positivo
2 1241A 5 - 5 - - - - - 10
¥ 12CYS
c
8 Positivo
g 12ARG - - - ol - - - - &l
8
] Positivo
=
S 12A%p
& Positivo
8 12CYs l - - - il - - - e
<}
£ Positivo
E s - - - - - 13 - - 13
[
a Positivo

12VAL 2 - - - - - 29 - 2

Positivo

13ASP - - - - - - - 1 1

Total 140 10 5 31 11 14 25 11 247

Tabela 13. Andlise de concordéancia

Medicdo de concordancia Frequéncia (%) Intervalo de confianca (IC) 95%
Concordéncia na percentagem global 340/360 (94,44) 92,03-96,29
Concordéncia na percentagem de positivos 79/80 (98,75) 94,21-99,94
Concordéncia na percentagem de negativos 261/280 (93,21) 90,20-95,51
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Limite de detecdo (Limit of Detection, LOD)

O intervalo de trabalho do therascreen KRAS RGQ PCR Kit baseia-se na quantidade de ADN
amplificdvel no espécime, conforme determinado pelo valor de Cr da reagdo de controlo.
O intervalo de entrada indicado para o ensaio é definido pelo intervalo do Cr de controlo pré-
especificado de 21,92 a 32,00. O LOD é a percentagem minima de ADN mutante que pode
ser detetada num fundo de tipo selvagem quando o ADN amplificavel total estd dentro do

intervalo de enfrada indicado e ainda abaixo do valor ACt do cutoff limiar.

CRC

Foi efetuado um estudo para determinar o LOD de cada uma das 7 reagdes especificas de
mutagdo incorporadas no therascreen KRAS RGQ PCR Kit. Para o therascreen
KRAS RGQ PCR Kit, o limite de detegGo de ADN mutante num fundo de ADN de tipo
selvagem ¢ definido como o fator de diluigdo mais baixo ao qual 95% das réplicas de teste

de cada amostra positiva quanto a mutacdo foram determinadas como sendo positivas.

Foram aplicados modelos de regressdo logistica individualmente a cada ensaio para os
conjuntos de dados com niveis de entrada de ADN baixos e altos. Nestes modelos,
a varidvel da resposta era a saida de bindrio da mutagdo detetada (detect = 1) e da
mutagdo ndo detetada (detect = 0); a varidvel explicativa continua era log2 da % da
diluigdo de mutagdo. Os LOD foram calculados como a percentagem da dilvigdo de

mutagdo que obteve uma probabilidade prevista de detecdo de 0,95 (Tabela 14).
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Tabela 14. Valores de LOD para cada ensaio de mutagéo utilizando linhas celulares FFPE

LOD Cos
Ensaio (percentagem de ADN mutante em ADN de tipo selvagem)
12ALA 0,77
12ARG 2,56
12ASP 6,43
12CYS 1,47
12SER 5,65
12VAL 1,60
13ASP 6,42

NSCLC

O LOD para os ensaios do therascreen KRAS RGQ PCR Kit foi determinado e verificado
utilizando tecido de CRC. Estes resultados de LOD foram reverificados para tecido de NSCLC.

O estudo foi realizado em 2 partes. Na parte 1, 60 réplicas de 7 linhas celulares FFPE de
NSCLC mutantes representantes de cada mutagdo foram diluidas ao LOD do respetivo ensaio
e testadas. Todas as 60 réplicas vélidas de linhas celulares FFPE de cada amostra avaliada
demonstraram 100% de detecdo para a respetiva reacdo de mutagdo no LOD avaliado.

Na parte 2, 96 réplicas de amostras FFPE de NSCLC clinicas representantes de cada
mutagdo em 3 métodos de colheita (ressecgdo, CNB e FNA) foram testadas, apés diluigéo

ao LOD do respetivo ensaio.

As 96 réplicas vdlidas para 12ALA, 12ASP, 12ARG, 12VAL e 13ASP apresentaram uma
determinacdo correta de 100%. Os ensaios para 12CYS e 12SER mostraram 95,8% de
detecdo no LOD.

Isto demonstra que o valor LOD determinado anteriormente é verificado para todos os
ensaios de mutacdo ao avaliar amostras de tecido NSCLC e amostras clinicas FFPE

NSCLC/linhas de células FFPE/amostras de pacientes correspondentes.
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Entrada e linearidade de ADN

Efeito do nivel de entrada do ADN em valores ACy

Quando amostras a diferentes niveis de ADN total contém a mesma propor¢do de ADN

mutante, presume-se que os valores de ACt medidos permanecam consistentes. Foi utilizado

ADN extraido de 8 linhas celulares FFPE para preparar pools de ADN com o Cr de reagdo

de controlo mais baixo conseguido.

A Tabela 15 e a Tabela 16 apresentam o intervalo de diluicdo de cada reagdo de mutagdo

e o valor de ACr médio obtido a partir dos resultados. Os valores ACr gerais sdo

consistentes em todo o intervalo de trabalho do therascreen KRAS RGQ PCR Kit para todos

os ensaios, demonstrando que o nivel de ADN ndo terd impacto na exatiddo da

determinacdo de mutacdo da amostra.

Tabela 15. Efeito da entrada de ADN nos valores de AC: por todo o intervalo de Cr da reagéo de controlo de entrada -

linhas celulares FFPE de CRC
AG
Ensaio Diluigdo 1 Diluigéo 2 Diluigéio 3 Dilui¢do 4 Dilvi¢go 5
Cr de ~20-21 Crde~23-24 G de~26-27 Cide~29-30 Cride ~32-33

12ALA 1,56 1,25 1,16 1,14 1,27
12ASP* 2,46 2,18 2,11 2,11 1,75
12ARG 1,18 0,63 1,08 0,94 1,06
12VAL 0,29 0,25 0,15 0,26 0,1
12SER 2,91 2,21 2,15 2,15 2,08
12CYS 0,98 0,71 0,58 0,81 0,67
13ASP 3,57 2,84 2,54 2,46 2,62

* O ndmero total de réplicas para o 12ASP era 27.
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Tabela 16. Efeito da entrada de ADN nos valores de ACr por todo o intervalo de Cr da reacéo de controlo de entrada -
amostras FFPE de NSCLC

AC
Ensaio Diluigdo 1 Diluigéo 2 Diluigéio 3 Dilui¢do 4 Dilvi¢go 5
Ci de ~20-21 Crde ~23-24 Crde~26-27 Cide ~29-30  C:ide ~32-33

12ALA 3,40 3,25 3,11 2,90 3,31

12ASP 3,63 2,92 2,55 2,46 -*

12ARG 2,49 2,22 2,25 2,23 1,40

12VAL 1,34 1,23 1,18 1,13 0,97

12SER 5,34 4,50 4,30 3,92 -*

12CYS 1,70 1,71 1,70 1,77 1,01

13ASP 6,24 5,36 5,14 4,87 —*

* Sem Cr de reagdo de mutacdo devido a concentragdo baixa de ADN; desta forma, ndo foi calculado nenhum AC.

Eficacia da linearidade/amplificagcdo como fun¢do da entrada de ADN

Foi demonstrada a eficécia da linearidade/amplificagdo da PCR para cada reacdo de
mutacdo, relativamente & reacdo de controlo, através de todo o intervalo de trabalho do
therascreen KRAS RGQ PCR Kit. A eficdcia de amplificacdo foi calculada para cada uma

das reacdes de mutacdo e reacdes de controlo como [2(-1/declive]] -1.

A eficécia de amplificagdo da reagdo de controlo comparada com a de mutagdo indica que
ACr e, consequentemente, a deferminagcdo de mutacdo, é consistente em todo o intervalo de

trabalho do ensaio. Na Tabela 17 e na Tabela 18 é apresentado um resumo dos dados.

Eficacia da linearidade/amplificagdo como fun¢do da percentagem de mutacdo

O objetivo deste estudo era avaliar o efeito da amostra positiva mutante diluida em série na
eficacia de amplificagdo, por todo o intervalo de trabalho do therascreen KRAS RGQ PCR

Kit, comecando por niveis de entrada de Cr de, aproximadamente, Cr de 22 a 23.
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Foram inicialmente avaliados extratos de ADN de linhas celulares FFPE de CRC e amostras de
NSCLC através de leituras de densidade dtica antes da realizacdo da PCR com o therascreen
KRAS RGQ PCR Kit. Foram depois preparados stocks de ADN a um Cr de reagdo de controlo
correspondente a Cr de aproximadamente 23. Os stocks foram diluidos em série duas vezes
de cada vez utilizando ADN de tipo selvagem, de modo a manter o ADN de tipo selvagem

total constante, enquanto variava a percentagem de ADN mutante no modelo.

Foram preparadas pools de ADN suficientes para 6 réplicas por mutagdo. Foram
calculados os dados de Cr e ACt de cada mutagdo a cada ponto de dilvigdo. Foi
preparado um modelo de regressdo linear que compara o Cr de reagdo de mutagdo com
a diluicdo de entrada de ADN de logz. O estudo mostrou que a diluicdo de mutagdes num
contexto de concentragdo constante de ADN de tipo selvagem resultava em eficacias de
amplificagdo que ndo variavam significativamente dos valores determinados no estudo de

linearidade descrito anteriormente.
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Tabela 17. Eficacia de amplificacdo em reagdes de controlo e mutagdo: linhas celulares de CRC

Limite de  Limite de
confianca  confianga
de 95%  de 95% Diferenga
Erro Erro bilateral  bilateral em eficacias
padréo de Declive  padrdo  inferior  superior  Eficaciade  de
Amostra Intercecdo intercegdo calculado (declive) (declive)  (declive)  amplificacdo amplificacdo
Cr de 21,060 0,060 -1,008 0,007 -1,023 0,993 0,989
12ALA controlo 0,03
22,476 0,103 0,987 0,013 -1,013 0,961 1,019
Cr 12ALA
Crde
o e RES 0 AES 00 e o o oo
CT ]2ARG ’ ’ y ’ -y Ny ’
Crde 20,385 0,13 -1,013 0,16 -1,046 0,98 0,982
12ASP controlo -0,003
21,347 0,065 -1,015 0,008 -1,032 0,999 0,979
Cr 12ASP
Cree 23,437 0,063 0,981 0,01 -1,003 0,96 1,026
12CYS controlo 0,032
24,289 0,039 0,961 0,006 0,974 0,947 1,058
Cr 12CYS
Crde 22,568 0,050 -1,003 0,008 -1,02 0,986 0,996
12SER controlo 0,105
25,212 0,087 -0,934 0,014 0,963 0,904 1,101
Cr 12SER
Cide 21208 0047 0995 0006 1007 0983 1,007 0.033
12VAL controlo .
21,532 0,043 0,972 0,005 0,983 0,961 1,04
Cr 12VAL
Crde 23,207 0,056 -1,001 0,009 -1,02 0,982 0,999
13ASP controlo 0,145
C. 12ASP 26,466 0,106 0,909 0,017 0,945 0,873 1,144
.
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Tabela 18. Eficacia de amplificacdo em reagdes de controlo e mutagdo: amostras NSCLC

Limite de  Limite de
confianca  confianca

de 95% de 95% Diferenga
Erro Erro bilateral  bilateral em eficacias
padrdo de Declive  padrdo  inferior  superior  Eficaciade  de
Amostra Intercegdo intercecdo calculado (declive) (declive)  (declive)  amplificagdo amplificagdo
CT de
R T I TR T
Cr 12ALA ! ! o ! o e !
Crde
21,92 0,03 0,07 0,01 0,09 0,05 0,94
12ARG controlo ! ! ! ! ! ¢ ¢ 0,093
Cr 12ARG 24,44 0,02 -0,98 0,01 0,96 0,96 1,04
Crde 21,73 0,05 0,13 0,02 0,17 0,08 0,96
12A conrolo - 50"0 003 097 001  -1.00 0,95 0,96 0,001
Cr 12ASP ! ! e ! o e !
Crde
1205 conmoo 270 00t Yo oo 03 o too O
Cr 12CYS ! ! o ! o e !
Cr de 22,03 0,05 0,06 0,02 0,10 0,02 0,97
12SER controlo 0,127
25,34 0,03 0,97 0,01 0,99 0,94 1,09
Cr 12SER
Cide 213 004 003 002 007 001 0,92 e
T2VAL - contolo  o3'34 g0 0,95 0,03 1,01 0,88 0,91 '
Cr 12VAL ! ! e ! o e !
CT de
13ASP controlo 22,63 0,02 0,02 0,01 0,001 0,04 0,94 0,066
C. 12ASP 25,14 0,07 0,94 0,03 -1,00 0,88 1,01
.

Substancias interferentes

O objetivo deste estudo era avaliar o impacto de substéncias potencialmente interferentes
no desempenho do therascreen KRAS RGQ PCR Kit. Este foi realizado através da andlise do
impacto de cada substdncia nos valores de ACr e no estado de mutacdo das amostras de
teste com recurso ao enriquecimento de experiéncias de vdrias concentracdes. As
substancias potencialmente inferferentes do processo de extragdo de ADN testadas foram
Buffer AL, Buffer ATL, etanol, cera de parafina, proteinase K, Buffer AW1 de lavagem,
Buffer AW2 de lavagem e xileno. O tampdo de eluigdo final do kit, Buffer ATE, foi também

testado como controlo em branco.
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Nas concentragdes que se prevé encontrar em utilizagdo normal, nenhuma das substéncias
potencialmente interferentes tem impacto na capacidade do therascreen KRAS RGQ PCR Kit

para distinguir entre amostras positivas e negativas quanto a mutagdo.

Para além do estudo de substéncias interferentes, foi avaliado o efeito potencial da necrose
em amostras clinicas, para determinar se altos niveis de tecido necrético em amostras de
tumor t&m qualquer impacto na capacidade de gerar dados vdlidos. A partir de um total de
421 amostras avaliadas como parte dos estudos de Comparacdo com o método de
referéncia analitica, 29 destas amostras apresentavam necrose a um nivel > 50%, conforme
determinado por exame patolégico. Destas 29 amostras, 28 apresentaram resultados
vélidos que eram concordantes com a sequenciacdo Sanger bidirecional. Apenas um

resultado foi invdlido, devido a ADN insuficiente.
Contaminacdo cruzada

O objetivo deste estudo era determinar a extensdo da contaminagdo cruzada entre
amostras de ADN utilizando o therascreen KRAS RGQ PCR Kit, o que, possivelmente, pode
originar resultados falso-positivos. As potenciais fontes de contaminagdo cruzada incluem as

seguintes:

® Extracdo de amostra (por ex., raspagem de lédminas)

® Pipetagem de amostras

® Fecho ("colocagdo de tampa") de tubos de amostra

® Contaminagdo dos reagentes do kit durante a utilizagdo

® Carregamento de tubos de ensaio no instrumento Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM

Para este estudo, foram utilizados padrées FFPE: o padrdo tipo selvagem e o padrdo

12ALA (uma vez que a reagdo 12ALA é a reagdo com o LOD mais baixo do kit).
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O estudo era constituido por 10 execugdes de PCR destinadas a investigar o potencial de
confaminagcdo durante e enfre execugdes no instrumento Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.
Nestas execugdes de teste, foram utilizados tubos contendo DNA de tipo selvagem para

testar relativamente a contaminacdo de ADN mutante.

Os resultados deste estudo indicaram ndo detetar qualquer contaminacdo em qualquer dos

extratos de ADN de tipo selvagem que tinham o objetivo de detetar contaminagdo cruzada.
Exclusividade/reacdo cruzada

O therascreen KRAS RGQ PCR Kit é constituido por 8 reacdes separadas, que inclui uma
reagdo de controlo individual que defeta uma regido ndo polimérfica do gene KRAS,
e 7 reagdes especificas da mutacdo. Ndo existe uma reacdo que meca especificamente a
sequéncia KRAS de tipo selvagem no coddo 12 ou 13. O resultado "No Mutation Detected"
(Nenhuma mutagdo detetada) do KRAS, (ou seja, tipo selvagem) é determinado a partir da
auséncia de qualquer uma das 7 mutagdes que originam um resultado positivo quanto

a mutacdo.

Por conseguinte, é necessdrio demonstrar a quantidade de amplificagdo ndo especifica, ou
a reatividade cruzada que ocorre em cada reacdo com quantidades excessivas de ADN de
KRAS de tipo selvagem para garantir que ndo ocorrem resultados falso-positivos. Do mesmo
modo, a amplificagdo ndo especifica é avaliada pelas mutagdes KRAS que ndo se tenciona
defetar através do ensaio. Isso demonstra que a quantidade de reatividade cruzada entre as
reagdes mutantes ndo resulta em determinagdes de mutacdo erréneas na presenca de
quantidades excessivas de ADN mutante. Uma vez que a entrada de ADN para este ensaio
se baseia no intervalo de Cr de controlo (21,92-32,00), a concentracdo mais elevada de

entrada de ADN baseia-se em possuir um valor de Cr de controlo de, aproximadamente, 22.
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Amplificagdo ndo especifica/reatividade cruzada: ADN de KRAS de tipo selvagem

Foi abordada a quantidade de amplificacdo ndo-especifica de ADN de tipo selvagem por
misturas de reagdo concebidas para amplificar mutagdes especificas. Foram avaliadas
60 réplicas de ADN de linhas celulares FFPE de tipo selvagem e 60 amostras de NSCLC
d concentragdo mais elevada de nivel de entrada de ADN amplificdvel utilizando
o therascreen KRAS RGQ PCR Kit.

Os valores de Cr foram, aproximadamente, 22-23. Os resultados demonstraram que os
valores de ACr ultrapassaram os cutoffs estabelecidos e pelo menos 95% das réplicas de

tipo selvagem foram corretamente determinadas.

Amplificac@o ndo especifica/reatividade cruzada/exclusividade: ADN de KRAS
de mutacdo positiva

As amostras mutantes com elevada concentracdo de ADN de entrada foram testadas
relativamente a todas as misturas de reagdo. As amostras de ADN foram preparadas
a partir de cada uma das linhas celulares FFPE de CRC e de NSCLC de modo que o Cr do
controlo de reagdo correspondesse a, aproximadamente, 23. A partir destas diluigdes,
foram avaliadas 6 réplicas de cada amostra de mutagdo. A percentagem de mutacdo na

amostra foi regida pela percentagem de mutante no ADN da linha celular.

Os valores de ACt médios apresentados na Tabela 19 e na Tabela 20 demonstram que
existe reatividade cruzada entre reacdes mutantes. Em todos os casos, os resultados
mostram que a mutagdo correta foi determinada com a reagdo de mutagdo correspondente
(ou seja, o valor de ACt mais baixo foi a determinagdo de mutacdo correta). Todos os

outros casos de testes foram de ndo detecdo ou fora do limiar do ACr.
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Tabela 19. Reatividade cruzada (ACT) entre reagdes de mutagdo utilizando ADN de linha celular FFPE de CRC no

intervalo de entrada alto

ADN

AC: de ensaio

mutante Cut-off 12ALA 12ASP 12ARG 12CYS 12SER 12VAL 13ASP
12ALA 8 1,42* 12,66 NA 581* 2,78! 6,311 13,21
12ASP 6,6 12,56 2,42* NA NA 13,44 11,21 118,55
12ARG 8 13,12 11,56 1,12* 11,42 NA 13,43 12,66
12CYS 8 14,2 12,48 9,23 0,98* NA 7,96 12,88
12SER 8 NA 13,39 13,31 NA 3,02* 12,99 13,97
12VAL 7.5 6,831 NA NA NA 13,38 0,28* 13,74
13ASP 7.5 NA 13,29 13,89 NA NA 14,36 4,5*

NA: sem reagdo cruzada.

*

Valores ACr das reagdes correspondentes.

' ACr de reagdes com reatividade cruzada abaixo do cutoff.

Tabela 20. Reatividade cruzada (ACT) entre reagdes de mutagdo utilizando ADN de linha celular FFPE de NSCLC no

intervalo de entrada alto

ADN

AC: de ensaio

mutante Cut-off 12ALA 12ASP 12ARG 12CYS 12SER 12VAL 13ASP
12ALA 8 1,31* 12,8 NA 5,01* 2,261 5,57* 12,65
12ASP 6,6 12,61 1,66* NA NA NA 10,3 12,60
12ARG 8 12,98 11,08 0,81* 11,24 NA 12,66 12,62
12CYS 8 NA 12,22 7,841 0,56* NA 13,06 11,84
12SER 8 NA 12,87 13,21 NA 1,93* 13,25 12,93
12VAL 7,5 5,93t 14,29 NA NA 13,14 0,45* 12,39
13ASP 7,5 NA NA NA NA NA NA 2,02*

NA: sem reagdo cruzada.

*

Valores ACr das reagdes correspondentes.

T ACr de reagdes com reatividade cruzada abaixo do cutoff.
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Repetibilidade e reprodutibilidade

Os  objetivos  deste  estudo  pretendiam  demonstrar a  precisdo  do
therascreen KRAS RGQ PCR Kit dentro do laboratério (repetibilidade) e entre laboratérios
(reprodutibilidade). E registada a correcdo dos resultados de determinacdo de mutacéo e
a precisdo dos valores de ACr (a diferenga em valores de Cr entre uma Reagdo de mutagdo

e uma Reacdo de controlo).

CRC

Para esta avaliagdo, foram utilizadas amostras clinicas de CRC. Um tipo selvagem e uma
amostra de cada mutacdo foram testados com o therascreen KRAS RGQ PCR Kit utilizando
2 operadores em cada um de 3 locais, testando todas as amostras e controlos em 3 lotes de
therascreen KRAS RGQ PCR Kits, todos os dias durante 5 dias, com 2 execugdes por dia
e 2 réplicas de cada amostra em cada execugdo. Os valores de Cr e ACr obtidos para cada

reagdo em cada amostra foram também analisados por andlise dos componentes de variéncia.

A reprodutibilidade do therascreen KRAS RGQ PCR Kit foi demonstrada para amostras de
tipo selvagem e mutantes de nivel baixo (3 x LOD), com, pelo menos, 39/40 determinagdes
de mutagdo corretas para todos os ensaios dos vdrios lotes, plataformas e operadores,
dentro e entre laboratérios. A proporcdo prevista de testes de amostras 3 x LOD como
amostras de tipo selvagem e mutantes foi reportada globalmente e em cada um dos locais.
Para todos os ensaios e combinagcdes de amostras, pelo menos 79 de 80 réplicas

apresentaram a determinagdo de mutacdo correta (Tabela 21).

Tabela 21. Determinacdes corretas globalmente

Determinagdes corretas do ensaio de mutagdo

Amostra 12ALA 12ARG 12ASP 12CYS 12SER 12VAL 13ASP

Mutante 3 x LOD 79/80 80/80 80/80 79/80 80/80 80/80 80/80

Tipo selvagem (baixo) 80/80 79/80 80/80 80/80 79/80 79/80 80/80
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NSCLC

Para cada uma das 7 mutacdes KRAS de NSCLC, foram utilizadas 3 amostras
representantes de cada um dos 3 tipos de métodos de colheita (resseccdo, CNB e FNA).
Foram utilizadas é amostras clinicas de tipo selvagem adicionais (2 amostras representando
cada um dos 3 tipos de métodos de colheita de amostras) para criar pools de diluente de

ADN de tipo selvagem.

Os extratos moltiplos foram reunidos em pool para cada uma das amostras de mutagdo
para criar uma Unica pool de amostra por mutacdo. Cada pool de amostra de mutagdo foi

diluida para gerar amostras de teste a niveis de mutagdo de 1 x LOD e 3 x LOD.

Os laboratérios utilizados neste estudo localizavam-se em 3 locais diferentes. As condicdes
laboratoriais eram variadas em cada local, pela utilizagdo de 2 instrumentos Rotor-Gene
Q MDx 5plex HRM, 2 operadores, 2 lotes do  therascreen KRAS RGQ PCR  Kit

e 2 execucdes por dia (por operador) ao longo de 16 dias ndo consecutivos.

Para todos os ensaios e combinacdes de amostras, pelo menos 284 de 288 réplicas
apresentaram a determinagdo de mutacdo correta. A propor¢do global de determinacdes
corretas, juntando todos os ensaios, para o grupo 1 xLOD foi de 100%. A proporgdo
global de determinagées corretas, juntando todos os ensaios, para o grupo 3 x LOD foi de
99,6%. A propor¢do global de determinagdes corretas para as amostras (tipo selvagem)
sem mutacdo detetada foi de 100% (Tabela 22).
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Tabela 22. Determinacdes corretas para 1 x LOD, 3 x LOD e tipo selvagem

Nivel de Determinacdes Determinagoes IC de 90%

mutacdo Ensaio corretas corretas, % bilateral inferior
12ALA 288/288 100 98,97
12ARG 288/288 100 98,97
12ASP 288/288 100 98,97

1 % LOD 12CYS 284/284 100 96,85
12SER 284/284 100 96,85
12VAL 288/288 100 98,97
13ASP 288/288 100 98,97
12ALA 288/288 100 98,97
12ARG 288/288 100 98,97
12ASP 288/288 100 98,97

3 x LOD 12CYS 284/288 98,61 96,85
12SER 284/288 98,61 96,85
12VAL 288/288 100 98,97
13ASP 287/287 100 98,96

Tipo selvagem 285/285 100 98,95

Variagdo de manipulagdo de amostras

O objetivo deste estudo era avaliar o efeito de variagdo de manipulacdo de amostras,

especificamente extragdo ADN, no therascreen KRAS RGQ PCR Kit. Este estudo

complementa o estudo de repetibilidade e reprodutibilidade, analisando a variagdo de

manipulacdo de amostras quando as mesmas seccdes FFPE clinicas e seccdes FFPE de

linhas celulares foram processadas em 3 locais, seguidos de testes com o therascreen

KRAS RGQ PCR Kit.
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CRC

Foram cortadas 30 seccdes sequenciais de 5 pm de cada uma de 10 amostras FFPE de
CRC (3 de tipo selvagem e 1 por mutagdo). As seccdes foram distribuidas aleatoriamente
pelos 3 locais de testes, de modo que cada local recebeu 10 seccdes por amostra FFPE
(um total de 100 seccdes). Das 300 extracdes de ADN testadas, 298 amostras foram
vdlidas. Observou-se uma concordancia de 99,33% entre os 3 locais relativamente
a determinacdes de mutacdo KRAS.

Uma comparagdo por local dos valores médios de ACr de amostras mutantes e de tipo
selvagem, mostrou uma concord@ncia muito aproximada dos resultados. Os resultados
demonstram a concordancia do procedimento de extracdo de ADN e o processamento de

amostras em conjunto com o therascreen KRAS RGQ PCR Kit.

NSCLC

Neste estudo, foram utilizadas 13 amostras de NSCLC clinicas (3 x 12ASP, 3 x 12CYS,
4 x 12VAL e 3 tipo selvagem) e 4 amostras de linhas celulares FFPE (12ALA, 12ARG,
12SER e 13ASP). As amostras representaram os diferentes métodos de colheita: resseccdo
cirrgica, FNA ou CNB. Foram usadas linhas celulares para representar mutagdes raras
sempre que ndo estava disponivel tecido NSCLC.

Os 3 lotes de 20 seccdes FFPE foram aleatoriamente distribuidos pelos 3 locais. Em cada
um dos 3 locais, a extragdo de ADN for realizada num lote de 20 secgdes FFPE (10 pares)
por mutacdo e tipo selvagem.

Quando todas as preparacées de amostra em 3 locais de teste individuais foram testadas
com o therascreen KRAS RGQ PCR Kit, cada uma das 7 mutacdes e amostras de tipo
selvagem foi identificada com a determinagdo de mutagdo correta. A determinacdo global
por cada uma das 7 amostras de mutagdo e tipo selvagem foi de 100%, demonstrando
consisténcia entre locais para extracdo de ADN e dete¢do de mutagdo com o therascreen
KRAS RGQ PCR Kit.
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Equivaléncia de métodos de colheita de amostras (apenas NSCLC)

O objetivo deste estudo era o de avaliar se a determinacdo de mutagdo para amostras
NSCLC determinada pelo therascreen KRAS RGQ PCR Kit foi afetada pelo método de
colheita de amostra. Os 3 métodos de colheita de amostra avaliados neste estudo foram
a resseccdo, FNA e CNB.

Para este estudo, as amostras CNB e FNA "de paciente correspondente" foram retiradas de
amostras de tumor resseccionadas cirurgicamente para permitir que o mesmo tumor seja
colhido pelos 3 métodos de colheita. Neste estudo, estavam disponiveis amostras de
169 resseccdes, 169 CNB e 169 FNA.

Cada amostra foi extraida e testada com ensaio de controlo KRAS. Cada amostra que gera
um resultado vdlido (169 resseccdes, 169 CNB e 164 FNA) foi testada com todos os
8 ensaios KRAS.

Além disso, para cada uma das amostras FFPE de NSCLC clinicas, o ADN extraido
utilizado para a andlise do therascreen KRAS RGQ PCR Kit foi também avaliado pela
sequenciacdo Sanger bidirecional para deferminar o nivel de concordéncia entre
o therascreen KRAS RGQ PCR Kit e a sequenciagdo Sanger bidirecional. Em todos os tipos
de amostras, o therascreen KRAS RGQ PCR Kit determina com precisdo estado de mutagdo
versus sequenciagdo Sanger bidirecional com uma taxa de concorddncia percentual global
de 96,96%.

Os resultados deste estudo demonstram que o therascreen KRAS RGQ PCR Kit oferece
resultados equivalentes nos 3 métodos de colheita estudados, conforme indicado pela

percentagem das taxas de concordéncia global de pares:

® CNB vs. FNA 97,52 (limites de confianca 94,41-99,15)
® CNB vs. resseccdo 96,39 (limites de confianca 92,99-98,41)
® FNA vs. resseccdo 98,76 (limites de confianca 96,14-99,78)
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Simbolos

Os seguintes simbolos poderdo aparecer na embalagem e nos rétulos:

<N>

BEY <

LOT

EEE

~
=

=] X

Contém reagentes suficientes para <N> reagdes

Prazo de validade

Dispositivo médico de diagnéstico in vitro
Niémero de catdlogo

Ndmero de lote

Némero do material

Conteido

Nuimero

R refere-se a revisdo do manual e n ao ndmero da revisdo

Limites de temperatura

Fabricante

Consultar as instrucdes de utilizacdo

Cuidado
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Informacdes de contacto

Para obter assisténcia técnica e mais informagdes, consulte o nosso Centro de Suporte
Técnico em www.giagen.com/Support, ligue para 00800-22-44-6000 ou contacte um dos
Departamentos da Assisténcia Técnica ou distribuidores locais da QIAGEN (consulte o verso

do manual ou visite-nos em www.qiagen.com).
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Apéndice 1: Protocolo manual do therascreen
KRAS RGQ PCR Kit

Esta seccdo contém instrucdes para utilizacdo do therascreen KRAS RGQ PCR Kit com
o software RGQ, versdo 2.3, no modo aberto (ou seja, sem utilizar o KRAS Assay

Package).

Informagdes gerais

® Para obter informacdes sobre os materiais necessdrios, consulte Materiais necessdrios,

mas ndo fornecidos.

® Para obter instrugdes completas sobre a preparagdo de amostras e a disposicdo de
amostras, consulte as seccdes Protocolo: avaliacdo de amostras de ADN e Protocolo:

detecdo de mutacdes KRAS.

Protocolo: criagdo de um perfil de temperatura

Antes de comegar, crie um perfil de temperatura para as andlises KRAS. Os parémetros de

ciclagem s@o os mesmos para a avaliagdo da amostra e para a avaliagdo de mutagdo.

Procedimento

Os pardmetros de ciclagem sdo apresentados na Tabela 23.

Tabela 23. Parametros de ciclagem

Ciclos Temperatura Tempo Aquisi¢do de dados
1 95 °C 15 minutos Nenhuma

95 °C 30 segundos Nenhuma
40 60°C 60 segundos Green e Yellow
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1. Clique duas vezes no icone do software da série Rotor-Gene Q, versdo 2.3, no
ambiente de trabalho do computador portdtil ligado ao instrumento Rotor-
Gene Q MDx 5plex HRM. Selecione o separador "Advanced" (Avancadas) na caixa

de didlogo "New Run" (Nova execucdo) que é apresentada.

2. Para criar um novo modelo, selecione Empty Run (Execucdo vazia) e, em seguida,
clique em New (Novo) para aceder ao New Run Wizard (Assistente de nova
execucdo).

3. Selecione o "72-Well Rotor" (Rotor de 72 pogos) como modelo de rotor. Confirme que
o anel de aperfo estd anexado e marque a caixa Locking Ring Attached (Anel de aperto

anexado). Clique em Next (Seguinte) (Figura 21).
New Run Wizard &|

Welcome to the Advanced Run Wizard!

Rotor Type

Skip Wizard |

Figura 21. A caixa de didlogo "New Run Wizard" (Assistente de nova execucdio). 1 = "Rotor type" (Tipo de rotor);
2 = caixa "Locking Ring Attached" (Anel de aperto anexado); 3 = "Next" (Seguinte).
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4. Introduza o nome do operador. Adicione as notas que desejar e introduza 25 em
"Reaction Volume" (Volume de reacdo). Certifique-se de que o campo Sample Layout
(Disposicdo de amostras) contém o valor 1,2,3.... Clique em Next (Seguinte)
(Figura 22).

New Run Wizard g|
This screen displays miscellaneous options for the wn. Complete the fislds, ;hlis box ldiSpla-"'S .
clicking Mest when you are ready to move to the nest page. theepwoi;a?dérgsrlt:ellg
. on an itemn, hover
1— Qoerstor: HAME wour mouse over the
N ) item for help. You
ates can also click on a
comba bow to dizplay
help about itz
available settings.
3 — Beachon 25 =
Wolume [pL]:
|
Sample Layout : L2030 -
ple Layout - i I 4
Skipwizad | ccBack | Mest»» |

Figura 22. Introdugdo do nome do operador e do volume de reagdo. 1 = campo de diglogo "Operator"
(Operador); 2 = campo de didlogo "Notes" (Notas); 3 = campo "Reaction Volume" (Volume de reacdo);
4 = "Sample Layout" (Disposicdo de amostras); 5 = "Next" (Seguinte).

5. Clique em Edit Profile (Editar perfil) na janela "New Run Wizard" (Assistente de nova
execugdo) (Figura 23) e programe o perfil de temperatura de acordo com as

informagdes nos passos seguintes.
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New Run Wizard

Temperature Profile ;

Edit Prafile ...

Charinel Setup ;

Mame | Source | Detector | Gain | Create New. .. |
Green 470nm S10nm I3 Edit
Yellow  530nm  558nm 5
Orange  585nm E10nm =3 Edit Gait...
Fed B28nm  BBOnm 5
Crimzon - B80nm F10hp 7 Remove
HRM 4B0nm  510nm 7 Reset Defauls
Gain Optirisatior...

Skipwizard | << Back Nest>> |

Click. this button ta

edit the profile
shown in the box
abowve.

X

Figura 23. Edicgo do perfil.

6. Clique em Insert after (Inserir a seguir) e selecione New Hold at Temperature (Nova

temperatura em espera) (Figura 24).
18 Edit Profile

Z . 8 H Q@
New Open  Save As Help

The run will take approximately 0 second(s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

X

Click on & cycle below to modify it :

W Cycling
Mew Melk

~
— Z
Copy of Current Step
Figura 24. Insercéo de um passo inicial de incubagéo. 1 = "Insert after" (Inserir a seguir); 2 = "New Hold
at Temperature" (Nova temperatura em espera).
86 Instrucdes de utilizacdo do therascreen KRAS RGQ PCR Kit (manual) 11/2019



7. Defina o valor no campo Hold Temperature (Temperatura em espera) como 95°C e o
campo Hold Time (Tempo em espera) como 15 mins O secs (15 min O's). Clique em Insert
After (Inserir a seguir) e, em seguida, selecione New Cycling (Nova ciclagem) (Figura 25).

7 Edit Profile (x)
@ . 8 | @

Mew Open  Save As Help

The run will take approximately 16 minute(s] to complete. The graph below represents the run to be performed :

Click on a cycle below to maodify it

e e
Mew Hold at Temperature
Mew HRM Step

Ingert before...

Femaove

Haold Temperature B Copy of Current Step
1 - P 95 C

Hold Time : 15 |mine 0 |secs

Figura 25. Passo inicial de incubagdio a 95 °C. 1 = "Hold Temperature" (Temperatura em espera) e "Hold
Time" (Tempo em espera); 2 = "Insert after" (Inserir a seguir); 3 = "New Cycling" (Nova ciclagem).

8. Defina o nimero de repeticdes de ciclo como 40. Selecione o primeiro passo e defina

95°C for 30 secs (95 °C durante 30 s) (Figura 26).
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|| Timed Step j J j
95°C for 30 secs
95°C
3=H
Mot ACquINig 729C for 20 zecs

I LongRange BO°C for 20 secs

™ Touchdown

ok

™ Edit Profile
&g =

Save As

Mew

Open

@
Help

The run will take approximately 98 minute(z) to complete. The graph below represents the run to be performed

Click on a cycle below to madify it :

Hald

Thiz cycle repeats

40

Lirne(z].

Inzert after...
Inzert before...
Remove

Click on one of the steps below to modify it, or press + or - to add and remaove steps for this cycle.

Figura 26. Passo de ciclagem a 95 °C. 1 = caixa "Cycle repeats" (Repeticdes de ciclo); 2 = passo um: definicdo
da temperatura; 3 = passo um: defini¢dio do tempo.

9. Coloque em destaque o segundo passo e defina 60 °C durante 60 s. Para ativar

a aquisicdo de dados durante este passo, clique em Not Acquiring (N&o adquirir
dados) (Figura 27).
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1 Edit Profile
.8 H @

Mew Open  Save As Help

3

The run will take approximately 125 minute(z) to complete. The graph below reprezents the mn to be performed :

Click on a cycle below to modify it :

Hold Ingert after..
Inzert before...
Remave
This cycle repeats ﬂ time(s).

Click on ane of the steps below to modify it, or press + or - to add and remove steps for this cycle.

95°C for 30 secs J j

Timed Step

B0eC
2 — B0 zeconds

Mot Acquiing

729 for 20 zecs /
——

EO°C for B0 secs /

[~ Touchdown

Figura 27. Passo de ciclagem a 60 °C. 1 = passo dois: definicéio da temperatura e do tempo; 2 = "Not
Acquiring" (N&o adquirir dados).

10. Na lista Available Channels (Canais disponiveis), selecione Green e Yellow e, em

seguida, clique em > para os mover para a lista Acquiring Channels (Canais de
aquisicao). Clique em OK (Figura 28).

Instrucdes de utilizacdo do therascreen KRAS RGQ PCR Kit (manual) 11/2019




Same az Previous : |[New Acquizition] ﬂ
Acquizition Configuration ;
Awailable Charnnels : Acquinng Channels
M ame | 5 M ame |
Crimzan J
HRM <

Orange
Red «

To acquire from a channel, select it from the list in the left and click >, To stop acquinng from a
channel, zelect it in the right-hand list and click <. To remove all acquizitions, click <<

Dye Chart »»

Dan't Acquire Help

Dye Channel Selection Chart

470nm | 510nm Fak“ SYBR Green 1, Fluorescein, EvaGreen’, Alexa Fluar 488

Yellow | 530nm | 555nm | JOEY, WICE, HEX, TET, CAL Fluor Gald 5404, ¥ akima rellaw-

Orange | 585nm | B10nm RO, CaL Fluor Red 5104, Cy3 .54, Texas Red', Alexa Fluor 563

B25nm |BEOnm | Cy5, Quasar 670, Alexa Fluor B332

G80nm | 710hp Buazarf054, Alesa Fluor B30

4B0nm  (510nm | SYTO 94, EvaGreer

Figura 28. Aquisi¢dio de dados no passo de ciclagem de 60 °C.

11. Coloque em destaque o terceiro passo e clique em — para eliminar. Clique em OK

(Figura 29).
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1 Edit Profile
g W @

ew Open  Save As Help
The run will take approzimately 135 minute(z] to complete. The graph below reprezents the run to be performed :

X

Click on a cycle below to modify it :

Hold Inzert after...
Inzert before...

Remove
This cycle repeats 40 | time(s].

Click on one of the steps below ta modify it, or press + or - to add and remaove steps for this cycle.

|| Timed Step j
T2EC

20 seconds

95°C for 30 zecs

Acquiring to Cycling B

on Green
B0°C for B0 secs

72°C for 20 zecs

[ Long Range
[~ Touchdown

oK

Figura 29. Remogdio do passo de extensdo.

12. Na nova janela, clique em Gain Optimisation (Otimizacdo de ganho) (Figura 30).
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New Run Wizard E

Temperature Profile : This box displays
help on elements in
the wizard. For help

on an item, hower
waur mouse over the
itern For help. ou
zan alzo click on a
combo box to display

help about itz
avallable settings.

Edit Praofile ...

Channel Setup :

M ame | Source | Detector | G ain | Create Mew... |
Green 470nm  510nm 5 E di
ellow B30nm  B55nm 5
Orange  58%nm B10mm 5 Edit Gair..
Red E2Bnm  BROnm A
Crmzon  B30nm  F10hp 7 Remove
HRM 4B0nm 51 0nm 7 Freset Defauls
1—
| Giain Optimisation. |
Skip'wizard | << Back Hest>> |

Figura 30. "Gain Optimisation" (Otimizagéo do ganho).

13. Clique em Optimise Acquiring (Otimizar aquisicdo). Aparecem as definicdes de canal

para cada canal. Clique em OK para aceitar estes valores predefinidos. (Figura 31).
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Auto-Gain Optimisation Setup ‘zl

— Optimnization :

Auko-Gain Optimization will read the fluoresence on the inzerted sample at
% different gain levels until it findz ane at which the fluorescence levels are

acceptable. The range of luorescence you are looking for depends on the
chermiztry you are perfarmiing.

Set temperature bo |50 jldegrees.

Optimize Al I DEtimise ﬂcauirina:

 Channel Channel Settings :
I Channel : Green Tube Pozition |1 j e
. =l =l ——

Neme Target Sample Rangs: |6 —|Flupta 10 —Fl Eit. |

Acceptable Gain Range: |-10 :ll ta I'ID :ll emove |

miove Al |

2 : [a] A I Cancel I Help |
Start tanual... | Cloge Help |

Figura 31. "Auto-gain Optimisation" (Otimizagdio de ganho automético) para o canal verde.

14. Marque a caixa Perform Optimisation before 1st Acquisition (Efetuar ofimizagdo antes

da 1.% aquisi¢cdo) e, em seguida, clique em Close (Fechar) para voltar ao assistente
(Figura 32).
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Auto-Gain Optimisation Setup

Cptimization :

Auto-Gain Optimisation will read the fluaresence on the inserted sample at

ot differant gain levels until it finds one at which the luorescence levels are
acceptable. The range of fluorescence you are looking for depends on the
chemigty you are performing.

Set temperature to j degrees,

Optimige All | Optimige Acguinng |

1— Periorm Dotmiation Before Tst Acauisition
I Perform O ptimisation &t 60 Degrees At Beginning OF Run

Channel Settings :

| =] e |

MHame | Tube Position | Min Reading | Max Reading | Min Gain | Max Gain Edi... |

Green 1 5F 10F -0 10

Yellow 1 5F 10FI a0 10 Remaove
Remave Al

< I >

o]

Figura 32. Selecdio dos canais verde e amarelo.

15. Clique em Next (Seguinte). Em seguida, clique em Save (Guardar) para guardar

o modelo num local apropriado.

Protocolo: avaliacdo de amostras (manual)

Este protocolo é utilizado para avaliar o ADN amplificavel total em amostras e deverd ser

executado antes da andlise de mutacdo KRAS.

® Prepare amostras conforme definido em Protocolo: avaliagdo de amostras de ADN.
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e Configure a execucdo de PCR no instrumento Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM, conforme

descrito em Protocolo: configuracdio do therascreen KRAS RGQ PCR.

® Depois de concluida a execugdo, analise os dados de acordo com as instrugdes na

seccdo Andlise de dados de avaliacdo de amostras.

Protocolo: detecdo de mutacdes KRAS (manual)

Apds uma amostra ter sido aprovada na avaliagdo de amostras, a mesma pode ser testada

para detetar mutacdes KRAS.

® Prepare amostras conforme definido em Protocolo: detecdo de mutacdes KRAS.

e Configure a execugdo de PCR no Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM conforme descrito em
Protocolo: configuragdo do therascreen KRAS RGQ PCR.

e Depois de concluida a execugdo, analise os dados de acordo com as instrugdes na

seccdo Andlise de detecdo de mutacdo KRAS.

Protocolo: configuragdo do therascreen KRAS RGQ PCR

1. Abra o software Rotor-Gene Q 2.3 e abra o perfil de temperatura apropriado criado.

2. Crie um perfil de temperatura de acordo com o Protocolo: criagéo de um perfil de

temperatura.

Certifique-se de que estd selecionado o rotor correto e selecione a caixa Locking Ring

Attached (Anel de bloqueio anexado). Clique em Next (Seguinte) (Figura 33).
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Mew Run Wizard fg

Welcome to the Advanced Bun Wizard!

Rator Type

Rotar-Disc 72
Rotar-Disc 100

2- Iv Locking Ring Attached

Skip Wizard | I Hest 55 : 3

Figura 33. A caixa de didlogo e o ecrd de boas-vindas "New Run Wizard" (Assistente de nova execucdo).
1 = "Rotor type" (Tipo de rotor); 2 = caixa "Locking Ring Attached" (Anel de aperto anexado); 3 = "Next"
(Seguinte).

3. Introduza o nome do operador. Adicione as notas que desejar e certifique-se de que

o campo Reaction Volume (Volume de reagdo) estd definido como 25 e que a caixa do
campo Sample Layout (Disposicdo de amostras) indica 1, 2, 3.... Clique em Next
(Seguinte) (Figura 34).
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Thig box displays

help on elements in
the wizard. For help

pour mouze over the
item for help. ‘Y'ou
cat alzo click o a
combo box to dizplay
help about itz
available zettings.

This zcreen displays miscellaneous options for the run. Complete the fields,
clicking Mest when pou are ready to move to the next page.
Operatar : heihl E
Motes
Fieaction o5 =
Wolume [pL): I =1
Sample Layout : I'I, 2.3 j
Skip Wizard | <¢ Back

3

Figura 34. A caixa de diglogo "New Run Wizard" (Assistente de nova execucdio). 1 = campos "Operator" (Operador)
e "Notes" (Notas); 2 = campos "Reaction Volume" (Volume de reagdo) e "Sample Layout" (Disposicdo de amostras);

3 = "Next" (Seguinte).

4. Mantenha todos os valores conforme sdo apresentados na préxima janela. Nao é

necessdria qualquer edigéo, uma vez que o perfil de temperatura foi criado de acordo

com as instrugdes em Protocolo: criagdo de um perfil de temperatura. Clique em Next

(Seguinte) (Figura 35).
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New Run Wizard |

Temperature Profile : This box displays
help on elements in
the wizard. For help
on an item, hover
your mouse over the
itern for help. vou
can also click on a
comnba box to display
help about its

available settings
Edit Profilz ...

Channel Setup

Name | Source | Detectar | Gain | Create Mew..

Green 470nm  510nm $

Yellow  B30nm B5Enm

Orange  585nm  610nm Edit Gain...

Red EZ5nm  BEOnm

Crimson  680nm  710hp Femove
Feset Defaults

o om o

HRM 4B0nm 510nm

Gain Optimization. ..

Sk\pWizard| <¢ Back I Next > ]

Figura 35. A caixa de didlogo "New Run Wizard" (Assistente de nova execugdio) e ecrd de edicio da temperatura.
1 = "Next" (Seguinte).

5. Andlise o resumo e clique em Start Run (Iniciar execugdo) para guardar o ficheiro de

execugdo e iniciar a execucdo (Figura 36).

MNew Run Wizard | |

Summary
Setting | Walue
Green Gain 5
“rellow Gain 5
Auto-Gain Optimization Before First Acquisition
Riotar 72-well Flotar
Sample Layout 1.2.3, ..
Reaction Volume (in microlters] 25

Start Run

Save Template

Onece you've confirmed that pour run zettings are carrect, click Start Run ta
begin the run. Click Save Template to save settings for future runs.

Skipwizard | <<Back |

Figura 36. A caixa de diglogo "New Run Wizard" (Assistente de nova execucdio). 1 = "Start Run" (Iniciar
execucdo).
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Nota: Apds o inicio da execucdo, é apresentada uma nova janela na qual pode
introduzir os nomes das amostras ou clicar em Finish (Concluir] e introduzir os nomes
mais tarde, selecionando o botdo Sample (Amostra) durante a execugdo ou quando
a execucdo estiver concluida.
Se clicar em Finish and Lock Samples (Concluir e bloquear amostras), j& ndo poderd
editar os nomes das amostras. O utilizador deverd ter um cuidado especial ao
introduzir os nomes das amostras, para assegurar testes e andlises corretos.
Nota: Quando estiver a introduzir nomes de amostras, os pogos vazios devem ficar em
branco na coluna "Name" (Nome).

6. Depois de concluida a execugdo, analise os dados de acordo com as secgdes Andlise
de dados de avaliacdo de amostras ou Andlise de detecdo de mutacdo KRAS,

conforme adequado.

7. Se forem necessdrios relatérios de quantificagdo, clique no icone Reports (Relatérios)

da barra de ferramentas no ficheiro de execucdo do Rotor-Gene Q.
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Interpretacdo de resultados (Manual)

Depois de concluida a execucdo de avaliacdo de amostras ou a execucdo de andlise de

mutagdes, analise os dados de acordo com o seguinte procedimento.

Definicdes de andlise do software

. Abra o ficheiro adequado, utilizando o software da série Rotor-Gene Q, versdo 2.3.

. Se ainda ndo tiver atribuido nomes &s amostras antes da execugdo, clique em Edit

samples (Editar amostras).

3. Introduza os nomes das amostras na coluna Name (Nome).

. Clique em Analysis (Andlise). Na pégina de andlise, clique em Cycling A. Yellow para

visualizar o canal HEX.

. Clique em Named On (Denominado em).

Nota: Isto garante que os pogos vazios ndo fazem parte da andlise.

6. Selecione Dynamic Tube (Tubo dindmico).

. Selecione Linear Scale (Escala linear).

8. Clique em Outlier Removal (Remogdo de valor atipico) e introduza 10% no campo NTC

Threshold (Limiar NTC).

. Defina o limiar como 0.05 (0,05) e verifique os valores de CT de HEX.
. Na pégina de andlise, clique em Cycling A. Green para visualizar o canal FAM.

. Certifique-se de que Dynamic Tube (Tubo dindmico) estd destacado. Clique em Linear

Scale (Escala linear).

. Clique em Outlier Removal (Remogdo de valor atipico) e introduza 10% no campo NTC

Threshold (Limiar NTC).

. Defina o limiar como 0.05 (0,05) e verifique os valores de CT de FAM.
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Andlise de dados de avaliacdo de amostras

Executar andlise de controlo

Consulte o fluxograma "Executar andlise de controlo" na Figura 37.

e Controlo negativo: para garantir que ndo existe contaminagdo da mistura de reagdo,
o controlo sem modelo (No Template Control, NTC) ndo deve gerar um valor de Cr
inferior a 40 no canal verde. Para se assegurar de que a placa foi configurada
corretamente, o NTC deve apresentar uma amplificagdo entre 31,91 e 35,16 no canal

amarelo. Os valores especificados estdo dentro e incluem esses valores.

e Controlo positivo: o controlo positivo (Positive Control, PC) KRAS deverd apresentar um
valor de Cr entre 23,5 e 29,5 no canal verde em cada um dos 8 ensaios. Os valores
especificados estdo dentro e incluem esses valores. Um valor fora deste intervalo indica

um problema na configuracdo do ensaio e por conseguinte uma falha na execucéo.

Nota: Os dados de amostra ndo deverdo ser utilizados se qualquer um destes dois controlos

de execucdo falhar.

Desde que ambos os controlos de execucdo sejam vdlidos, o valor de Cr de cada amostra
deverd encontrar-se dentro do intervalo de 21,92 a 32,00 no canal verde. Se a amostra

estiver fora deste intervalo, é fornecido o seguinte guia.

Andlise de amostra — ensaio de controlo

® Crdo ensaio de controlo de amostras < 21,92: as amostras com um Cr de controlo < 21,92
devem ser diluidas pois isto representa o lado inferior do infervalo de ensaio validado. Para
detetar cada mutacdo a um nivel baixo, as amostras sobreconcentradas devem ser diluidas
para ficarem dentro do infervalo indicado acima, utilizando o principio de que diluir para
metade aumentard o Crem 1. Se a amostra estiver perto de 21,92, recomenda-se a diluigdo
para garantir a obtencdo de um resultado da execugdo do feste da amostra (defegdo de
mutagdo KRAS). As amostras deverdo ser diluidas utilizando a dgua fornecida no kit (égua

isenta de nuclease para dilvicdo [Dil.]).
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® Cr do ensaio de controlo de amostras > 32: recomenda-se uma nova extracdo da
amostra uma vez que insuficiente modelo de ADN inicial estard presente para detetar

todas as mutagdes aos valores de cut-off indicados para o ensaio.
Andlise de detecdo de mutagdo KRAS

Executar andlise de controlo

Consulte o fluxograma "Executar andlise de controlo" (Figura 37).

e Controlo negativo: para garantir que ndo existe contaminagdo da mistura de reagdo,
o controlo sem modelo (No Template Control, NTC) ndo deve gerar um valor de Cr
inferior a 40 no canal verde. Para se assegurar de que a placa foi configurada
corretamente, o NTC deve apresentar uma amplificagdo entre 31,91 e 35,16 no canal

amarelo. Os valores especificados estdo dentro e incluem esses valores.

e Controlo positivo: o controlo positivo (Positive Control, PC) KRAS deverd apresentar um
valor de Cr entre 23,5 e 29,5 no canal verde em cada um dos 8 ensaios. Os valores
especificados estdo dentro e incluem esses valores. Um valor fora deste intervalo indica

um problema na configuracdo do ensaio e por conseguinte uma falha na execucéo.

Nota: Os dados de amostra ndo deverdo ser utilizados se um destes 2 controlos de

execucdo falhar.
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O Crde FAM
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de 23,5a29,5?

SIM

0O Crde FAM
do tubo de 12CYS
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Controlo positivo

Figura 37. Diagrama de Execucdio de andlise de controlo.
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Andlise de amostras

Consulte o fluxograma "Andlise de amostras" na Figura 38.

Valor de CT de FAM de controlo da amostra

Desde que ambos os controlos de execugdo sejam vélidos para o ensaio de controlo,
o valor Cr de cada amostra deverd encontrar-se dentro do intervalo de 21,92 a 32,00 no
canal verde.

Se a amostra estiver fora deste intervalo, é fornecido o seguinte guia.

e Cr do ensaio de controlo de amostras <21,92: as amostras com um Cr de
controlo < 21,92 irdo sobrecarregar os ensaios de mutacdo e devem ser diluidas. Para
detetar cada mutacdo a um nivel baixo, as amostras sobreconcentradas devem ser
diluidas para ficarem dentro do intervalo indicado acima, utilizando o principio de que
diluir para metade aumentard o Cr em 1. As amostras deverdo ser diluidas utilizando

a 4gua fornecida no kit (dgua isenta de nuclease para diluigao [Dil.]).

® Cr do ensaio de controlo de amostras > 32: interprete com cuidado, uma vez que

mutagdes de nivel muito baixo poderdo ndo ser detetadas.
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Valor de Cr de
FAM de controlo
da amostra

Valores de Cr de
HEX de ensaios
de mutacgdo de
controlo interno

da amostra

Valores de C; de
FAM de ensaios
de mutagdo de

amostra

Figura 38. Diagrama de Andlise da amostra.

0 Cr de FAM do ensaio
de controlo esté no intervalo
de 21,92 a 32,007
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O Crde HEX é>35,16
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NAO

O Crde FAM de cada
mutagdo estd no intervalo
de 00,00 a 40,00?
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v

O tubo tem amplificagdo
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v

Amostra invalida
Tratar resultado com cuidado
Consultar pagina 100 para
explicagdes adicionais

Tubo invalido
N&o utilizar o resultado do tubo

SIM-) Consultar pagina 103 para

NAO* Consultar Figura 37 (péagina 102)

Calcular valores
de ACy de cada mutagdo
ACy = Cr de mutagdo — Cr de controlo

!

Comparar valores de ACT com
valores de cut-off por mutagdo
Consultar Tabela 24 na pagina 105

SIM

v

Existe algum valor de ACy dentro
do intervalo de AC; especificado para
o ensaio (amplificagdo positiva)?

Mutagdo KRAS detetada
para ensaio de mutagdo

com AC; mais baixo

O tubo apresenta amplificagdo
HEX negativa

explicagbes adicionais

0 tubo apresenta amplificagdo
FAM negativa

e pagina 103

Mutagdo ndo detetada
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Valor de CT de HEX de ensaios de mutacdo de controlo interno da amostra

Consulte o fluxograma "Andlise de amostras" na Figura 38.
Devem ser analisados todos os pogos de cada amostra. Certifique-se de que cada pogo

gera um sinal HEX do controlo interno. Existem 3 possibilidades:

® Se o Cr do controlo interno ficar dentro do intervalo especificado (31,91 a 35,16),

é observada amplificagdo HEX positiva.

® Se o Cr do controlo interno ficar acima do intervalo especificado (> 35,16),

é observada amplificagdo HEX negativa.
® Se o Crdo controlo interno ficar abaixo do intervalo especificado (< 31,91), é invdlido.

Se a falha do controlo interno for devida a inibigdo da PCR, diluir a amostra pode reduzir
o efeito dos inibidores, mas é necessdrio ter em atencdo que a diluicdo também dilui

o ADN alvo. Estd incluido no Kit um tubo de "Agua para Diluicéo de Amostra" (Dil.).

Valor de CT de FAM de ensaios de mutacdo de amostra

Os valores FAM de todas as 7 misturas de reagdo deverdo ser comparados aos valores

apresentados na Tabela 24.

Tabela 24. Valores aceitaveis de reagdo de mutagdo de amostra (FAM)*

Ensaio Intervalo de Cr aceitavel Intervalo ACr
12ALA 0,00-40,00 < 8,00
12ASP 0,00-40,00 < 6,60
12ARG 0,00-40,00 < 8,00
12CYS 0,00-40,00 < 8,00
12SER 0,00-40,00 < 8,00
12VAL 0,00-40,00 <7,50
13ASP 0,00-40,00 <7,50

* Os valores aceitaveis estdo dentro e incluem os valores apresentados.
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® Se o Crde FAM ficar dentro do infervalo especificado, é observada amplificaggo FAM

positiva.

® Se o Cr de FAM ficar acima do intervalo especificado ou ndo ocorrer amplificacdo,

é observada amplificagdo FAM negativa.

Calcule conforme se segue o valor ACr de cada tubo de mutacdo que apresente
amplificagdo FAM positiva, certificando-se de que os valores Cr de mutagdo e de controlo
sdo da mesma amostra.

ACr = Cr de mutacdo — Cr de controlo

Compare o valor de ACr da amostra com o ponto de cutoff do ensaio em questdo
(Tabela 24), certificando-se de que o ponto de cut-off correto é aplicado a cada ensaio.

O ponto de cut-off é o ponto acima do qual poderd potencialmente existir um sinal positivo
devido ao sinal de fundo do iniciador ARMS no ADN de tipo selvagem. Se o valor ACr da
amostra for superior ao ponto de cut-off, é classificado como negativo ou para além dos
limites de detecdo do Kit.

Para cada amostra, serd atribuido a cada reacdo de mutacdo um estado de "mutacdo

detetada", "mutagdo ndo detetada" ou "invdlido", utilizando os seguintes critérios:

Mutagdo detetada:

e A amplificacdo FAM positiva e o ACr estdo dentro ou abaixo do valor de cutoff. Se
forem detetadas vérias mutagdes, a mutacdo reportada deverd ser a que tiver o valor

ACr mais pequeno.

Mutacdo ndo detetada:

® A amplificacdo FAM positiva e o ACr sdo superiores ao valor de cutoff.
e Amplificagdo FAM negativa e amplificagdo HEX (controlo interno) positiva.

Invdlido:

e O HEX (controlo interno) é invélido.

e Amplificacdo FAM negativa e amplificagdo HEX negativa.
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Se uma amostra apresentar amplificagdo HEX negativa num tubo, mas amplificacdo FAM
positiva num tubo diferente, significa que um resultado de "mutacdo detetada" poderd
ainda ser considerado vélido, mas a mutagdo especifica identificada poderd ndo estar

atribuida de forma credivel.

® Se uma amostra apresentar amplificagdo HEX negativa e amplificagdo FAM positiva no

mesmo tubo, o resultado de "mutacdo detetada" deverd ser considerado vdlido.

e Se um tubo for invdlido para o HEX (controlo interno), o resultado desse tubo ndo

deverd ser utilizado.

Atribuicdo de estado de mutacdo da amostra

Uma vez avaliados todos os tubos de reacdo de mutacdo, o estado de mutagdo da amostra

é determinado conforme se segue:

® Mutacdo detetada: uma ou mais das 7 reacdes de mutacdo é positiva. Se forem
detetadas vdrias mutagdes, a mutagdo reportada deverd ser a que tiver o valor ACr mais

pequeno.
® Mutacdo ndo detetada: todas as 7 reacdes de mutagdo sdo negativas.

e Invdlido: nenhuma reacdo de mutacdo é positiva e uma ou mais reacdes de mutacdo
é invdlida.

Nota: O therascreen KRAS RGQ PCR Kit destina-se a detetar mutagdes no gene KRAS de
uma amostra de ADN. Quando uma amostra tiver um resultado de "mutacdo KRAS
detetada", apenas deverd ser reportada uma mutagdo especifica. Se forem detetadas vérias
mutacdes, a mutacdo reportada deverd ser a que tiver o valor ACr mais pequeno.

Poderd ocorrer alguma reatividade cruzada entre as reagdes de mutacdo. Por exemplo, se
for observado um nivel elevado de mutagdo 12ALA, algumas das outras reagdes de
mutagdo também poderdo apresentar resultados positivos. Isto deve-se ao facto de os
iniciadores ARMS detetarem outras mutagdes de sequéncias semelhantes entre si. Caso um
segundo ensaio de mutagdo produza um resultado positivo, é provavel que se trate de

reatividade cruzada. J& se tém observado mutantes duplos, embora raramente.
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Se uma ou mais das reacdes de mutagdo for invdlida mas uma ou mais for positiva,
a amostra pode ainda ter um resultado de mutacGo KRAS detetada, uma vez que estd
presente uma mutacdo. No entanto, a mutacdo especifica reportada poderd ndo ser exata
e poderd resultar de reatividade cruzada. Por conseguinte, a amostra deverd apenas ser

determinada como mutacdo KRAS detetada.
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Anexo 2: Instalacdo do therascreen KRAS Assay
Package

O therascreen KRAS RGQ PCR Kit foi concebido para ser utilizado com o Rotor-Gene Q
MDx 5plex HRM com um rotor de 72 pogos. O therascreen KRAS Assay Package estd
disponivel em separado num CD (n.° de cat. 9022641).

O therascreen KRAS Assay Package estd disponivel para transferéncia, na pagina Web do
produto correspondente do therascreen KRAS RGQ PCR Kit, em www.giagen.com.
A informacdo para transferéncia encontra-se na seccdo "Product Resources" (Recursos do
produto) no separador "Supplementary Protocols" (Protocolos suplementares). Os Assay
Packages também podem ser encomendados num CD.

O pacote inclui o "therascreen KRAS CE QC Locked Template" e o "therascreen KRAS CE
Locked Template".

Nota: O therascreen KRAS Assay Package, versdo 3.1.1 (QIAGEN, n.° de cat. 9023675),
apenas funciona com o software Rotor-Gene Q, versdo 2.3, correspondente. Antes de
proceder & instalacdo do therascreen KRAS Assay Package, certifique-se de que estd

instalada a versdo correta do software Rotor-Gene Q.

Procedimento (download)
1. Transfira o therascreen KRAS Assay Package a partir da pdgina Web do produto
correspondente do therascreen KRAS RGQ PCR Kit em www.giagen.com.

2. Abra o ficheiro zip transferido, fazendo duplo clique no ficheiro e extraindo o ficheiro

de dentro do arquivo.

3. Clique duas vezes em therascreen KRAS_Assay Package 3.1.1.exe para iniciar

a instalacdo.
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Procedimento (CD)

1. Encomende o therascreen KRAS RGQ Assay Package CE CD compativel com

o software Rotor-Gene Q instalado (ver acimay), disponivel em separado da QIAGEN.
Versdo 3.1.1. N.° de cat. 9023675.

2. Insira o CD na unidade de CD do computador portétil ligado ao instrumento Rotor-
Gene Q MDx 5plex HRM.

3. Clique duas vezes em therascreen_KRAS_Assay_Package_3.1.1.exe

ou therascreen_KRAS_Assay_Package 1.0.12.exe para iniciar a instalagdo
Aparece o assistente de instalacdo.
4. Clique em Next (Seguinte) para continuar (Figura 39).
. —
JEJ Setup - Rotor-Gene () therascreen KRAS CE Assay Package L =LL= Eﬁ

Welcome to the Rotor-Gene
therascreen KRAS CE Assay
Package Setup Wizard

This will instal FiotorGene O therascreen KRAS CE Assay

Pacicage 303 on your computer

L is recommendsed that you close all olher applications before
continuing

Chek Neo b contrue. or Cancel 1o & Sebup

e |

Figura 39. A caixa de didlogo "Setup" (Instalagdo). 1 = "Next" (Seguinte).
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5. leia o Contrato de licenca na caixa de didlogo "license Agreement" (Contrato de
licenga) e selecione a caixa | accept the agreement (Aceito o contrato). Clique em Next

(Seguinte) para continuar (Figura 40).

[ 8 Setup - Rotor-Gene Q therascreen KRAS CE Assay Package by i

License Agreement
Plaase read the folowing important infomation befiore continung

Plaase read the folowing Licenss Agreement, You must sccep! the lems of ths
agreemant bafomn continuing with the installation

Licence Agreanent -

1. I the following “Ghagen™ refers 1o Ciagen GrbH and s afilaiad companies and
" Software” means the programs and data suppled on this physical medum g, C0-
R or crver the inbemat vwith thess condlions. (§ you am uneures of any aspect of
this agresment or have oy questions they should be emaded (o
muppoetiSgiagen com ) The Software and any accompaming documantation have
Iaar developad entrsly ol prvabe spanss They e daiensd and beanssd 55

commerpal computer software
2. Licence T
ID [ acrepl the agresment } 'I
o ok sccept the sgresment
| <Bock [ Meas = 2
Figura 40. A caixa de didlogo "License Agreement" (Contrato de Licenca). 1 = Declaragéo "l accept the agreement"

(Aceito o contrato); 2 = "Next" (Seguinte).

A configuragdo do modelo serd iniciada automaticamente.
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6. Na janela Setup (Configuracdo) final, clique em Finish (Concluir) para sair do

assistente de configuragéo. (Figura 41).
@Setuy - Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Packag 5 ] oS

Completing the Rotor-Gene Q
therascreen KRAS Assay Package
Setup Wizard

Setup has finished installing Rotor-Gene O therascreen KRAS
Assay Package on your computer. The application may be
launched by selecting the installed icons.

Click Finish to exit Setup.

Figura 41. Conclusdo do assistente.

7. Reinicie o computador. Serdo gerados automaticamente atalhos para o "therascreen
KRAS QC Llocked Template" (Modelo bloqueado do therascreen KRAS QC) e para
o "therascreen KRAS Locked Template" (Modelo bloqueado do therascreen KRAS), que

sdo agora apresentados no ambiente de trabalho.
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Informacdes para encomendas

Produto

Indice

N.° de cat.

therascreen KRAS RGQ PCR
Kit (24)

therascreen KRAS Assay
Package CD (version 3.1.1)

Rotor-Gene Q e acessérios

Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM

Rotor-Gene Q MDx

Loading Block 72 x 0.1 ml
Tubes

Para 24 reacdes: 1 ensaio de controlo,
7 ensaios de mutagdo, controlo positivo,
dgua, polimerase Tag de ADN

Pacote de software de protocolo

para utilizagdo com o therascreen

KRAS RGQ PCR Kit e o instrumento
QIAGEN Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM
com um rotor de 72 pocos

Ciclador realtime PCR e analisador de
fusdo de alta resolucdo com 5 canais
(verde, amarelo, laranja, vermelho,
carmesim) mais canal HRM, computador
portdtil, software, acessérios, 1 ano de
garantia em pegas e mdo de obra;
instalacdo e formacdo ndo incluidas

Ciclador realtime PCR e analisador de
fusdo de alta resolucdo com 5 canais
(verde, amarelo, laranja, vermelho,
carmesim) mais canal HRM, computador
portdtil, software, acessérios, 1 ano de
garantia em pegas e mdo de obra;
instalacdo e formacdo incluidas

Bloco de aluminio para a preparagdo
manual da reagdo com uma pipeta de
canal nico em 72 tubos de 0,1 ml

874011

9023675

9002032

9002033

9018901
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Strip Tubes and Caps, 0.1 ml 250 tiras de 4 tubos e tampas para 981103

(250) 1000 reagdes
Strip Tubes and Caps, 0.1 ml 10 x 250 tiras de 4 tubos e tampas 981106
(2500) para 10 000 reagdes

QlAamp DNA FFPE Tissue Kit — para a purificagdio do ADN gendmico
extraido de tecidos conservados em parafina

QlAamp DNA FFPE Tissue Kit  Para 50 preparagdes de ADN: colunas 56404
(50) QIAamp MinElute®, proteinase K,
tampdes e Collection Tubes (2 ml)

Para obter informacées de licenciamento atualizadas e isengdes de responsabilidade
especificas do produto, consulte o respetivo manual do utilizador ou o manual do kit
QIAGEN. Os manuais do utilizador e os manuais do kit QIAGEN estdo disponiveis em
www.giagen.com ou podem ser solicitados & Assisténcia técnica ou ao distribuidor local
da QIAGEN.
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Histérico de revisdes do documento

Data

Alteragoes

R4, janeiro de 2019

R5, novembro de 2019

Adi¢go do representante autorizado (capa)
Atudlizagdo da secgdo Simbolos

Atualizacdo do modelo

Alteragdo do fabricante legal (pdgina de rosto)
Remogdo do simbolo EC + REP da pdgina de rosto e da secgdo Simbolos

Adaptagdo do nome do instrumento Rotor-Gene Q MDx para Rotor-
Gene Q MDx 5plex HRM para concordar com o nome na etiqueta do instrumento

Atualizagdo do Protocolo para a detecdo de mutagdes de KRAS para incluir um
passo adicional na preparagéo das misturas principais

Corregdo dos valores nas colunas Frequéncia e Intervalo de confianga de 95%
na Tabela 9.

Atualizagdo da percentagem de concorddncia global de CRC de 96,4% para
96,82%

Correcdo dos valores na coluna LOD Cos na Tabela 14
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Acordo de licenciamento limitado para o therascreen KRAS RGQ PCR Kit

A utilizagdo deste produto implica a aceitagdio dos seguintes termos por parte de qualquer comprador ou utilizador do produto:

1.

O produto deverd ser usado unicamente em conformidade com os protocolos fornecidos com o produto e com o presente manual e recorrendo & utilizagdo
exclusiva de componentes contidos no kit. Nos termos dos direitos de propriedade infelectual, a QIAGEN n&o concede nenhuma licenca para utilizar ou incluir
os componentes englobados neste kit com qualquer componente néo incluido neste kit, salvo conforme descrito nos protocolos fornecidos com o produto, no
presente manual e em quaisquer protocolos adicionais disponiveis em www.giagen.com. Alguns dos referidos protocolos adicionais foram fornecidos por
utilizadores QIAGEN para utilizadores QIAGEN. Os referidos protocolos néo foram testados de forma exaustiva ou ofimizados pela QIAGEN. A QIAGEN
ndo assegura nem garante que os referidos protocolos ndo infringem os direitos de terceiros.

A excecdio de licengas expressamente declaradas, a QIAGEN néo fornece qualquer garantia de que este kit e/ou a sua utilizagéo ou utilizacdes néo infrinjam
os direitos de terceiros.

Este kit e respetivos componentes estdo licenciados para uma Gnica utilizagéo e ndo podem ser reutilizados, recondicionados ou objeto de revenda.

A QIAGEN recusa especificamente qualquer outra licenga, expressa ou implicita, & excecdo das expressamente declaradas.

O comprador e o utilizador do kit concordam em ndo tomar nem permitir que terceiros tomem medidas que possam conduzir a ou facilitar qualquer dos atos
acima proibidos. A QIAGEN pode fazer cumprir as proibicdes do presente Contrato de licenga limitada em qualquer tribunal e deverd recuperar todas as

custas de tribunal e de investigagdo em que incorra, incluindo honordrios de advogados, em qualquer processo destinado a fazer cumprir o presente Contrato
de licenca limitada ou qualquer um dos seus direitos de propriedade intelectual relativos ao kit e/ou aos seus componentes.

Para obter os termos de licenca atualizados, consulte www.qiagen.com.

Marcas comerciais: QIAGEN®, Sample fo Insight®, QlAamp®, MinElute®, Rotor-Gene®, Scorpions®, therascreen® (QIAGEN Group); ARMS® (AstraZeneca Ltd.);
FAM™, HEX™ (Thermo Fisher Scientific, Inc.).

Os nomes registados, as marcas comerciais etc. utilizados neste documento, mesmo quando néo assinalados especificamente como tal, ndo devem ser considerados
como ndo protegidos por lei.

Néo utilizar com amostras de fezes.

Néo utilizar com amostras de urina.

Néo utilizar com dcido nucleico extra-celular de amostra de sangue.

Néo utilizar com amostras de medula ssea isenta de células.

Néo utilizar com amostras de saliva.

A AQUISICAO DESTE PRODUTO CONCEDE AO COMPRADOR DIREITOS SOB CERTAS PATENTES DA ROCHE PARA UTILIZA/:-LO EXCLUSIVAMENTE PARA
O FORNECIMENTO DE SERVICOS DE DIAGNOSTICO IN VITRO HUMANOS. PARA ALEM DESTE DIREITO ESPECIFICO DE UTILIZACAO PELO COMPRADOR, NAO
SERA CONCEDIDA UMA PATENTE GERAL OU OUTRA LICENCA DE QUALQUER TIPO.

1119793 HB-1861-005 112019 © 2019 QIAGEN, todos os direitos reservados.
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