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Uso previsto

O therascreen® KRAS RGQ PCR Kit é um ensaio qualitativo de reaHime PCR para a defecgdo de
7 mutagdes somdticas nos cédons 12 e 13 do oncogene KRAS humano utilizando o instrumento
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM. O kit destina-se a ser usado com DNA exiraido de amostras
fixadas em formalina e conservadas em parafina (FormalinFixed ParaffinEmbedded, FFPE) de
cancer colorretal (Colorectal Cancer, CRC) ou de amostras de cdncer de pulméao de células ndo
pequenas (CPCNP) adquiridas por ressecdo, bidpsia por agulha grossa (Core Needle Biopsy,
CNB) ou pungéo aspirativa por agulha fina (Fine Needle Aspiration, FNA).

As mutagdes somdticas no gene KRAS sdo potenciais biomarcadores preditivos de resisténcia
&s terapias direcionadas ao receptor do fator de crescimento epidérmico humano (Epidermal
Growth Factor Receptor, EGFR), tais como panitumumab e cetuximab para o tratamento de
CRC. O therascreen KRAS RGQ PCR Kit também é destinado para auxiliar na identificacdo
de pacientes com CPCNP para o tratamento com sotorasib (LUMYKRAS®) com base em um
resultado de mutacdo detectada do KRAS G12C.

As mutacdes somdticas no gene KRAS podem ser indicadas também como um potencial

biomarcador preditivo para tomar decisdes de tratamento para outras terapias de CPCNP.

O status da mutagdo do paciente serd levado em consideragdo por um médico, juntamente
com outros fatores da doenga, para tomar uma decis@o referente ao fratamento. Nenhuma
decisdo sobre o tratamento de pacientes com céncer deve ser baseada apenas no status de
mutacdo do KRAS.

O therascreen KRAS RGQ PCR Kit ndo se destina ao diagnéstico de CRC, CPCNP ou qualquer

outra doenca.
O therascreen KRAS RGQ PCR Kit é um dispositivo médico de diagnéstico in vitro.

O therascreen KRAS RGQ PCR Kit deve ser utilizado por pessoal devidamente treinado, em

um ambiente de laboratério profissional.
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Resumo e explicacdo

Os cénceres humanos apresentam frequentemente mutagcdes do oncogene KRAS (1-4).
Utilizando as tecnologias ARMS® (Allele Refractory Mutation System) e Scorpions® (5, 6), o
therascreen KRAS RGQ PCR Kit permite a deteccdo de 7 mutagdes nos cédons 12 e 13 do
oncogene KRAS em um fundo de DNA gendmico de tipo selvagem (Tabela 1). Com base em
dados do banco de dados COSMIC (2015 v72), as 7 mutagdes detectadas pelo therascreen
KRAS RGQ PCR Kit representam > 95% de todas as mutacdes do KRAS em pacientes com
CRC e > 88% de todas as mutacdes reportadas em pacientes com CPCNP (7).

Tabela 1. Lista de mutacoes e identificagdes COSMIC

Mutacdo Mudanca de base ID COSMIC*
GLYT12ALA (G12A) GGT>GCT 522
GLY12ASP (G12D) GGT>GAT 521
GLY12ARG (G12R) GGT>CGT 518
GLY12CYS (G12C) GGT>TGT 516
GLY12SER (G12S) GGT>AGT 517
GLY12VAL (G12V) GGT>GTT 520
GLY13ASP (G13D) GGC>GAC 532

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

O teste é altamente especifico e sensivel, permitindo a detec¢do de uma porcentagem baixa
de DNA mutante em um fundo de DNA de tipo selvagem. Caso existam cépias suficientes de
DNA, serd possivel a detecgdo de 0,8% de mutantes em uma base de DNA gendmico do

tipo selvagem.

O therascreen KRAS RGQ PCR Kit é usado em um procedimento de reacdo em cadeia da
polimerase (Polymerase Chain Reaction, PCR). A vantagem deste kit é que ele é altamente

especifico do alvo, e é répido, eficaz e sem subjetividade na determinagdo dos resultados.
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Principio do procedimento

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

mutagdes durante a PCR em tempo real.

Misturas de reacdo de mutacdo

Cada mistura de reagdo usa um primer ARMS especifico da mutagdo para amplificar de
forma seletiva o DNA mutado e, em seguida, um primer Scorpions para detectar o produto

da amplificagéo.

ARMS

A amplificacdo especifica do alelo é obtida utilizando o ARMS, que explora a capacidade
da Tag DNA polimerase para distinguir entre uma base com correspondéncia e uma base
sem correspondéncia na extremidade de 3' de um primer da PCR. Quando a base é
totalmente correspondida, a amplificagdo continua com eficiéncia total. Quando a base 3'
ndo encontra correspondéncia, pode 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 DNA n&o exibe a mutacdo.

Scorpions

A detec¢do da amplificagdo é realizada com a tecnologia Scorpions. As moléculas tipo
Scorpions sdo moléculas bifuncionais que contém um primer de PCR ligado de forma
covalente a uma sonda. A sonda incorpora o fluoréforo carboxifluoresceina (FAM™) e um
supressor. Este Gltimo 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 detectdvel da fluorescéncia.
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Formato do kit
O therascreen KRAS RGQ PCR Kit contém 8 ensaios:

® 1 ensaio de controle (Mistura de reacdo de controle [CTRL])
® 7 ensaios de mutacdo (12ALA, 12ASP, 12ARG, 12CYS, 12SER, 12VAL, 12ASP)

As misturas de reacdo sdo duplas e contém reagentes rotulados com FAM para detectar alvos
e reagentes rotulados com HEX™ para detectar controles internos. As misturas de reacdo e
os reagentes de controles positivos contém tampdo Tris EDTA e o controle positivo contém o
RNA Poli A carreador.

Ensaios

O therascreen KRAS RGQ PCR Kit compreende um procedimento de 2 etapas. Na primeira
efapa, é efetuado o ensaio de controle para avaliar o DNA total amplificével do KRAS em
uma amostra. Na segunda etapa, sdo efetuados os ensaios de mutacdo e de controle para

deferminar a presenca ou auséncia de DNA mutante.

Reacdo de controle

A CTRL utiliza um primer Scorpions e um primer ndo rotulado para amplificar uma sequéncia
curta do éxon 4 do gene KRAS. A reacdo de controle é usada para determinar se um nivel
apropriado de DNA amplificdvel estd presente na amostra e é um fator usado nos céleculos

analiticos usados para determinar status de mutagdo.

Ensaio de controle

O ensaio de controle, rotulado com FAM, é usado para avaliar o DNA total amplificdvel do
KRAS em uma amostra. O ensaio de controle amplifica uma regido do éxon 4 do gene KRAS.
Os primers e a sonda Scorpions foram concebidos para amplificar independentemente de

quaisquer polimorfismos conhecidos do KRAS.
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Ensaios de mutacdo

Cada ensaio de mutagdo contém uma sonda Scorpion rotulada com FAM e um primer ARMS

para a discriminacdo entre o DNA de tipo selvagem e um DNA mutante especifico.

Controles

Nota: Todas as execucdes experimentais devem conter controles positivos e negativos.

Controle interno

Cada mistura de reacdo contém um controle interno além da reacdo-alvo. Uma falha indica
que inibidores poderdo estar presentes, os quais podem originar um resultado impreciso ou
que ocorreu um erro de configuracdo do operador para esse tubo. Se a falha do controle
interno ocorrer devido & inibicdo da PCR, a diluigdo da amostra pode reduzir o efeito dos
inibidores. No entanto, é necessdrio observar que isso também pode diluir o DNA-alvo. E
fornecido um tubo de dgua para diluigdo de amostras (Dil.) com o kit. As amostras devem ser

diluidas usando a dgua para diluicdo de amostras (Dil.).

Controle positivo

Cada execugdo deve conter um controle positivo nos tubos 1 a 5. O therascreen KRAS RGQ
PCR Kit contém um controle positivo (Positive Control, PC) do KRAS a ser usado como o
modelo na reagdo do controle positivo. Os resultados do controle positivo sdo avaliados para
garantir que o kit tenha um desempenho de acordo com os critérios de aceitagdo

estabelecidos.

Controle negativo

Cada execucdo deve conter um controle negativo (controle sem modelo) nos tubos 9 a 13. O
therascreen KRAS RGQ PCR Kit contém dgua para NTC a ser usada como o modelo para o
controle sem fita molde. O controle sem fita molde é usado para avaliar qualquer potencial
contaminagdo durante a configuragdo da execugdo e para avaliar o desempenho da reagdo

do controle interno.
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Avaliagdo de amostras

A Mistura de reacdo de controle (CTRL) fornecida com o therascreen KRAS RGQ PCR Kit é
usada para avaliar o DNA total amplificavel do KRAS em uma amostra. O ensaio de controle
amplifica uma regido do éxon 4 do gene KRAS. E recomendével que as amostras sejam
preparadas somente com o ensaio de controle, usando o controle positivo (Positive Control,

PC) do KRAS como um controle positivo e a Agua para NTC como o controle sem fita molde.

Plataforma e software

O therascreen KRAS RGQ PCR Kit foi concebido especificamente para ser usado com o
instrumento Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM. O software Rotor-Gene Q e o therascreen KRAS
Assay Package estdo disponiveis para download em www.qgiagen.com ou separadamente em
um CD.

e Consulte o Materiais necessdrios, mas ndo fornecidos, pdgina 12, para obter informacées

sobre o software RGQ compativel e as versdes do therascreen KRAS Assay Package.

e Consulte o manual do usudrio do instrumento para obter mais informagdes relacionadas

ao instrumento.

® Para minimizar sinalizadores de controles e amostras, as orientacdes sobre o
posicionamento do instrumento Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM em conformidade com os
Procedimentos de instalacdo e requisitos do local nas instrucées de uso do therascreen
KRAS RGQ PCR Kit devem ser rigorosamente seguidas.

e Consulte o Apéndice 2: Instalagdo do therascreen KRAS Assay Package, pdgina 136,
para obter instrugdes sobre a instalagdo do Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay

Package.

Os instrumentos Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM devem ser mantidos de acordo com os
requisitos indicados no manual do usudrio do instrumento. Consulte o manual do usuério para
obter mais informacdes relacionadas ao instrumento.

Consulte o Apéndice 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)

Referéncia 874011

Ndmero de preparos Identificagdo do tubo 24

Cor Identidade Volume

Vermelho  Control Reaction Mix 1 CTRL 2 x 600 pl
(Mistura de reagdo de controle)

Roxo 12ALA Reaction Mix 600 pl
(Mistura de reagdo de 12ALA) 2 U2

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

Rosa 12ARG Reaction Mix 600 pl
(Mistura de reagdo de 12ARG) & J2E

Verde 12CYS Reaction Mix 600 pl
(Mistura de reagdo de 12CYS) s 12CY5

Amarelo  12SER Reaction Mix 600 pl
(Mistura de reagdo de 12SER) g 2

Cinza 12VAL Reaction Mix 600 pl
(Mistura de reagdo de 12VAL) 4 12VAL

Azul 13ASP Reaction Mix 600 pl
(Mistura de reagdo de 13ASP) E Risle

Bege KRAS Positive Control 9 pC 250 pl
(Controle positivo do KRAS)

Verde- Taq DNA Polymerase (Tag DNA Ta 80 yl

menta polimerase) 9

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

Branco Water for Sample Dilution . 1,9 ml

' B Dil.

(Agua para diluigdo de amostras)

therascreen KRAS RGQ PCR Kit Handbook (manual em inglés) 1
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Materiais necessdrios, mas ndo fornecidos

Ao trabalhar com substéncias quimicas, sempre use um jaleco adequado, luvas descartaveis
e 6culos de protegdo. Para obter mais informacdes, consulte as folhas de dados de seguranga

(Safety Data Sheets, SDSs) apropriadas, disponibilizadas pelo fornecedor do produto.

Reagentes

e QlAamp® DNA FFPE Tissue Kit (Kit de QIAamp DNA FFPE Tissue) (n° de ref. 56404)
e Xileno

e Etanol (96 a 100%)*

Consumiveis

® Ponteiras de pipetas estéreis com filtros (para evitar a contamina¢do cruzada,
recomendam-se ponteiras de pipetas com barreiras contra aerossdis)

® Tubos de microcentrifuga esterilizados para o preparo de misturas principais

e 0.1 ml Strip Tubes and Caps, para uso com 72-Well Rotor (n° de ref. 981103 ou 98110¢)

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

® Software Rotor-Gene Q, versdo 2.3.1 ou posterior, com o KRAS Assay Package

(versdo 3.0.3) instalado para a detecgdo automdtica de mutagdes

Nota: O software Rotor-Gene Q pode ser usado sem o KRAS Assay Package para a
detec¢c@o manual de mutagdes. Consulte Apéndice 1: Protocolo do manual do therascreen
KRAS RGQ PCR Kit.

* Néo use dlcool desnaturado, que contém outras substéncias, como metanol ou metiletilcetona.
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e Termomisturador*, incubador orbital aquecido, bloco de aquecimento ou banho-maria

com capacidade de incubacdo a 56 °C e a 90 °C
e Centrifuga de bancada’ com rotor para tubo de 1,5 ml
e Agitador vértex de bancada’
® Pipetas de uso exclusivo (ajustaveis) para o preparo de amostrast
® Pipetas de uso exclusivo (ajustdveis) para o preparo de mistura principal de PCR*

® Pipetas de uso exclusivo (ajustdveis) para dispensar o DNA molde*

* Certifique-se de que os instrumentos foram verificados e calibrados de acordo com as recomendagdes do fabricante.
t Nao use dlcool desnaturado, que contém outras substéncias, como metanol ou metiletilcetona.
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Avisos e precaucoes

Para uso em diagnéstico in vitro
Para uso com o instrumento Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM
Para uso com o QlAamp DNA FFPE Tissue Kit

Informagdes de seguranca

Ao trabalhar com substéncias quimicas, sempre use um jaleco adequado, luvas descartaveis
e 6culos de protegdo. Para obter mais informagdes, consulte as folhas de dados de seguranga
(Safety Data Sheets, SDSs) apropriadas. Elas estdo disponiveis online em formato PDF
conveniente e compacto, em www.giagen.com/safety, onde é possivel encontrar, visualizar e

imprimir a SDS para cada kit e cada componente do kit QIAGEN.

Precaugoes gerais

Ao usar o therascreen KRAS RGQ PCR Kit, o usudrio deve sempre prestar atengdo ao seguinte:

e O teste destinase a ser utilizado com espécimes de tecido fixado em formalina e

conservado em parafina.

® Todos os produtos quimicos e materiais bioldgicos sdo potencialmente perigosos. Os
espécimes e as amostras sdo potencialmente infecciosos e devem ser tratados como

materiais com risco bioldgico.
® Descarte as amostras e os residuos dos ensaios de acordo com os procedimentos de
seguranga locais.

e Os reagentes do therascreen KRAS RGQ PCR Kit estdo diluidos em uma concentragéo
otimizada. Né&o dilua mais os reagentes, pois isso pode diminuir o seu desempenho. Nao

utilize volumes de reagdo (mistura de reagdo mais amostra) inferiores a 25 pl.

e Todos os reagentes do therascreen KRAS RGQ PCR Kit foram formulados especificamente

para utilizagdo com os testes fornecidos no Kit.
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® Todos os reagentes fornecidos no therascreen KRAS RGQ PCR Kit destinam-se a ser utilizados
unicamente com os oufros reagentes no therascreen KRAS RGQ PCR Kit. N&o substitua os
reagentes nos therascreen KRAS RGQ PCR Kits, pois isso pode afetar o desempenho.

® Use somente Tag DNA polimerase (Taq) fornecida no therascreen KRAS RGQ PCR Kit.
Nao substitua por Tag DNA polimerase de outros kits do mesmo tipo ou de qualquer outro
tipo ou por Tag DNA polimerase de outro fornecedor.

® Nado utilize componentes cuja data de validade tenha expirado ou que tenham sido
incorretamente armazenados.

® Para minimizar sinalizadores de controles e amostras, as orientacdes das instrucdes de
uso do therascreen KRAS RGQ PCR Kit devem ser rigorosamente seguidas, incluindo e
sem se limitar a:
O A mistura correta dos reagentes é necessdria e deve ser garantida em cada etapa da

mistura durante a configuragdo do ensaio.

O A colocagdo do instrumento Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM em conformidade com os

procedimentos de instalagdo e os requisitos do local.

Nota: Tenha muito cuidado para evitar a contaminagdo dos reagentes de controle e da

mistura de reacdo com os materiais sintéticos contidos no reagente de controle positivo.

Nota: Utilize pipetas individuais, de uso exclusivo, para preparar as misturas de reacdo e

adicionar reagentes de controles positivos.

Nota: Efetue o preparo e a distribuigdo das misturas de reagdo em uma drea separada da

utilizada para a adicdo do controle positivo.
Nota: Né&o abra o instrumento Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM até que a execugdo esteja concluida.
Nota: N&o abra os tubos do Rotor-Gene Q apés o encerramento da execugdo.

Nota: E preciso fer cuidado para garantir testes de amostras corretos, com énfase para

entrada de amostra incorreta, erro de carregamento e erro de pipetagem.
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Armazenamento e manuseio 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 guia de
remessa, o manual ou os reagentes, contate um dos Departamentos de Assisténcia Técnica

QIAGEN ou os distribuidores locais (consulte o verso do manual ou acesse www.giagen.com).

O therascreen KRAS RGQ PCR Kit deve ser armazenado imediatamente apés ser recebido,
a uma temperatura entre -30 e -15 °C, em um congelador de temperatura constante e
protegido da luz. Tal como todas as moléculas rotuladas com fluorescéncia, as Scorpions
devem ser sempre protegidas da luz para evitar a sua foto-descoloracdo e a perda de

desempenho.

Quando armazenado nas condi¢des de armazenamento recomendadas na embalagem
original, o therascreen KRAS RGQ PCR Kit permanecerd estavel até a data de validade. Evite
congelar e descongelar vdrias vezes. N&o exceda um méximo de 6 ciclos de

congelamento/descongelamento.
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Coleta, preparagdo para andlise e
armazenamento de espécimes

Nota: Todas as amostras devem ser tratadas como materiais potencialmente infecciosos.

O material da amostra deve ser DNA gendmico humano extraido de tecido FFPE. Os
espécimes devem ser transportados conforme a metodologia da patologia padrdo, para

garantir a sua qualidade.

As amostras de tumores sdo heterogéneas e os dados de uma amostra podem ndo condizer
com os dados de outros cortes do mesmo tumor. As amostras de tumor também podem conter
tecido que ndo pertence ao tumor. Ndo estd previsto que DNA de tecido n&o tumoral

contenha mutagdes detectadas pelo therascreen KRAS RGQ PCR Kit.

Preparo de amostras de tecidos
Nota: Use bisturis secos. N&o realize esta etapa em uma capela de fluxo laminar ou de exaustdo.

® Raspe o tecido tumoral das secdes para dentro de tubos de microcentrifuga identificados,

usando um bisturi limpo para cada amostra.

Preparagdo de amostras de tecidos para extragdo de DNA a partir de tecidos de CRC

e Usando materiais e métodos padrdo, fixe o espécime de tecido em formalina neutra
tamponada (FNT) a 10% e embeba o espécime de tecido em parafina. Usando um micrétomo,
faga segdes em série de 5 pm do bloco de parafina e coloque-as em laminas de vidro.

e Alguém habilitado (por ex., um patologista) deve avaliar uma se¢do com coloragdo
Hematoxilina-Eosina (H&E) relativamente ao conteddo do tumor e & extensdo da sua drea.
Marque a lémina com coloragdo para distinguir o tumor do tecido normal. Use segdes em
série para a extragdo de DNA.

e Utilize secdes com > 20% de conteddo tumoral por drea para processamentos sem

macrodissecacdo (veja a seguir).
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Para secdes com < 20% de conteddo tumoral por drea, efetue a macrodissecacdo de uma

ou mais se¢des. Descarte o tecido que ndo pertence ao tumor.

Para se¢des com < 4 mm? de drea, processe duas ou mais secdes para aumentar a drea
tumoral total, pelo menos, 4 mm? (aplica-se a amostras com ou sem macrodissecagdo).

Descarte o tecido que ndo pertence ao tumor.
Raspe o excesso de parafina do tecido, usando um bisturi limpo e esterilizado.
Nota: Use bisturis secos. N&o realize esta etapa em uma capela de fluxo laminar ou de exaustdo.

Raspe o tecido tumoral das se¢des para dentro de tubos de microcentrifuga identificados,

usando um bisturi limpo para cada amostra.

Preparacdo de amostras de tecidos para extracdo de DNA a partir de tecidos

de CPCNP

Usando materiais e métodos padrédo, fixe o espécime de tecido em FNT a 10% e embeba
o espécime de tecido em parafina. Usando um micrétomo, faca segdes em série de 5 pm

do bloco de parafina e coloque-as em ladminas de vidro.

Alguém habilitado (por ex., um patologista) deve avaliar uma secdo com coloracdo
Hematoxilina-Eosina (H&E) relativamente & presenca do tumor. Use secdes em série para
a extracdo de DNA.

Raspe o excesso de parafina do tecido, usando um bisturi limpo e esterilizado.

Etiquete, manuseie e armazene amostras tumorais, blocos, ldminas, amostras e tubos de
microcentrifugacdo prontos para extragdo, de uma forma controlada de acordo com os

procedimentos locais.

Armazenamento de espécimes

Armazene os blocos FFPE e as ldminas & temperatura ambiente. As |&minas podem ser

armazenadas & temperatura ambiente durante até 4 semanas antes da extragdo do DNA.

O DNA gendmico pode ser armazenado a temperaturas entre 2 e 8 °C por uma semana apés a

extracdo e, subsequentemente, entre -25 e -15 °C por até oito semanas antes de ser usado.
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Procedimento

Extracdo de DNA para amostras de CRC
Utilize o QlAamp DNA FFPE Tissue Kit (QIAGEN, n° de ref. 56404) com as modificagdes do

protocolo descritas abaixo para purificar o DNA gendémico das amostras preparadas a partir
de espécimes FFPE de CRC.

Nota: O therascreen KRAS RGQ PCR Kit foi validado utilizando DNA extraido por meio do
QlAamp DNA FFPE Tissue Kit. N&o utilize nenhum outro produto de extragdo de DNA.

Efetue a extragdo do DNA de acordo com as instrugdes descritas no Manual do QlAamp

DNA FFPE Tissue Kit (versdo 1), tendo em atengdo o seguinte:

Para o preparo dos espécimes antes da extragdo do DNA, consulte o Manual do QIAamp
DNA FFPE Tissue Kit.

e O QIAamp DNA FFPE Tissue Kit s6 deve ser usado manualmente.
e Nao use a etapa de RNase descrito no Manual do QlAamp DNA FFPE Tissue Kit.
® Ndo use a QIAGEN Deparaffinization Solution fornecida no QlAamp DNA FFPE Tissue

Kit. Utilize somente o método de xileno/etanol de desparafinizagdo, tal como descrito no
Manual do QlAamp DNA FFPE Tissue.

® Use etanol de qualidade para biologia molecular em todas as etapas necessérias. *

e Use 1 lamina por extragdo.

e A digestdo de Proteinase K (passo 11 no Manual do QIlAamp DNA FFPE Tissue Kif) deve

ser efetuada durante 1 hora.

® As amostras devem ser eluidas com 200 pl de tampdo de eluicdo (Buffer ATE) do QlAamp
DNA FFPE Tissue Kit.

* Néo use dlcool desnaturado, que contém outras substéncias, como metanol ou metiletilcetona.
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Nota: Armazene o DNA gendmico a temperaturas entre 2 e 8 °C por 1 semana apds a

extracdo, e depois entre -25 e -15°C por até 8 semanas antes do uso.

Extracdo de DNA para amostras de CPCNP
Utilize o kit QlAamp DNA FFPE Tissue (QIAGEN, n° de ref. 56404) com as modificacées do

protocolo descritas abaixo para purificar o DNA genémico das amostras preparadas a partir
de amostras FFPE de CPCNP.

Nota: O therascreen KRAS RGQ PCR Kit foi validado utilizando DNA extraido por meio do
QIAamp DNA FFPE Tissue Kit. N&o utilize nenhum outro produto de extragdo de DNA.

Realize a extragdo de DNA de acordo com as instrugdes do Manual do QlAamp DNA FFPE

Tissue Kit, tendo em atencdo o seguinte:

e Ndo use a etapa de RNase descrito no Manual do QIlAamp DNA FFPE Tissue Kit.
® Nao use a QIAGEN Deparaffinization Solution fornecida no QlAamp DNA FFPE Tissue

Kit. Utilize somente o método de xileno/etanol de desparafinizagdo, tal como descrito no

Manual do QIAamp DNA FFPE Tissue Handbook .
e Use etanol de qualidade para biologia molecular em todas as etapas necessdrias. *
e Use 2 secdes de 5 pm por extracdo.
e O QIAamp DNA FFPE Tissue Kit s6 deve ser usado manualmente.
e Ndo use a etapa de RNase que se encontra no Manual do QIAamp DNA FFPE Tissue Kit.
e Nao use a QIAGEN Deparaffinization Solution fornecida no QlAamp DNA FFPE Tissue

Kit. Use somente o método de xileno/etanol de desparafinizagéo, descrito no Manual do
QIAamp DNA FFPE Tissuve Kit.

e A digestdo de Proteinase K (passo 11 no Manual do QIAamp DNA FFPE Tissue Kifj deve

ser efetuada durante 1 hora.

* Néo use dlcool desnaturado, que contém outras substéncias, como metanol ou metiletilcetona.
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e Adicione 60 pl de tampdo de eluicdo (ATE) do QIAamp DNA FFPE Tissue Kit e incube em

temperatura ambiente por 2,5 minutos.
e Centrifugue a toda a velocidade por 1 minuto.

e Adicione mais 60 pl de tampdo de eluicdo (ATE) do QlAamp DNA FFPE Tissue Kit e incube

em temperatura ambiente por 2,5 minutos.

e Centrifugue a toda a velocidade por 1 minuto.

Nota: Armazene o DNA gendmico a temperaturas entre 2 e 8 °C por 1 semana apéds a

extragdo, e depois entre -25 e -15°C por até 8 semanas antes do uso.
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Protocolo: Avaliacdo de amostras de DNA

Este protocolo é usado para avaliar o DNA total amplificével em amostras usando o KRAS CE

Sample Assessment Locked Template (Assay Package) para a avaliagdo automdtica de amostras.

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

Pontos importantes antes de comegar

Nota: A avaliagdo de amostras de DNA néo foi projetada para detectar a presenca de
inibidores de PCR, pois apenas o DNA total amplificdvel em uma amostra é avaliado usando

a reacdo de controle.

Nota: Para esta avaliacdo, é importante utilizar a mistura de reacéo de controle como descrito
abaixo e ndo utilizar espectrofotometria ou outros métodos alternativos. O DNA altamente

degradado poderd ndo amplificar, embora os primers gerem fragmentos curtos de DNA.

e Utilizando a mistura de reacdo de controle (CTRL em tubo) disponivel, é possivel avaliar
até 24 amostras.

® Use a CTRL para avaliar o DNA antes dos testes com o ensaio de avaliagdo de mutagdo.

® Para um uso mais eficaz dos reagentes do therascreen KRAS RGQ PCR Kit, crie lotes de
amostras de DNA tanfo quanto possivel para criar execucdes completas. Testar amostras
individualmente ou em ndmeros mais pequenos gasta mais reagentes e reduz o ndmero total
de amostras que podem ser testadas somente com um therascreen KRAS RGQ PCR Kit.

e Nao misture com agitacdo forte a Tag DNA polimerase (Tag em tubo) nem qualquer
mistura que contenha Tag DNA polimerase, pois isso poderia inativar a enzima.

e Pipete a Tag DNA polimerase colocando cuidadosamente a ponteira da pipeta
ligeiramente abaixo da superficie do liquido, para evitar que a ponteira seja revestida
com excesso de enzima.

® Para minimizar sinalizadores de controles, é necessdrio seguir rigorosamente as orientacdes
das Instrugées de uso do therascreen KRAS RGQ PCR Kit sobre a mistura correfa dos reagentes

que deve ser garantida em cada etapa da mistura durante a configuracdo do ensaio.
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O que fazer antes de iniciar

® Antes de usar o instrumento Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM pela primeira vez, certifique-
se de que o software do Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Package correspondente
a versdo do software Rotor-Gene esteja instalado (consulte o Apéndice 2: Instalagdo do

therascreen KRAS Assay Package).

® Antes de cada utilizagdo, todos os reagentes devem ser completamente descongelados
durante pelo menos 1 hora & temperatura ambiente (15 a 25 °C), misturados invertendo
10 vezes e centrifugados com brevidade para coletar o contetdo no fundo do tubo.

A mistura correta dos reagentes deve ser garantida durante a configuragdo do ensaio.
e Certifique-se de que a Tag DNA polimerase (Tag em tubo) estd & temperatura ambiente

(15 a 25 °C) antes de cada utilizagdo. Efetue uma breve centrifugagdo do tubo para

coletar a enzima no fundo do tubo.
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Procedimento

1. Descongele completamente a mistura de reagdo de controle (CTRL em tubo), a égua livre
de nuclease para Controle sem fita molde (No Template Control, NTC) e o Controle
positivo (Positive Control, PC) do KRAS & temperatura ambiente (15-25°C) por pelo

menos 1 hora.

A Tabela 2 indica os tempos de descongelamento de reagentes, de preparo da PCR e de
armazenamento antes de iniciar a execucdo.

Tabela 2. Tempo de descongelamento, tempos de preparo da PCR e temperaturas de armazenamento

Tempo de descongelamento Temperatura de Tempo maximo de
" - armazenamento® apds preparo e
Minimo Méximo o preparo da PCR 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

* Armazenamento refere-se ao fempo entre a conclusdo do preparo da PCR e o inicio da execugdo da PCR no
instrumento Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.

Nota: O preparo da PCR deve ser efetuado & temperatura ambiente.

2. Misture os reagentes descongelados invertendo cada tubo 10 vezes para evitar
concentracdes localizadas de sais e, em seguida, efetue uma breve centrifugacdo para

colefar o conteddo no fundo do tubo.
Nota: Nao misture com agitacdo forte a Tag DNA polimerase (Tag) nem qualquer mistura
que contenha Tag, pois isso poderia inativar a enzima.
Nota: A mistura correta dos reagentes deve ser garantida durante a configuracdo do
ensaio.

3. Prepare misturas principais (Mistura de reacdo de controle [CTRL] mais Tagq DNA
polimerase [Taq]) que sejam suficientes de acordo com os volumes na Tabela 3 para os
seguintes:

® Todas as amostras de DNA
® 1 reacdo de Controle positivo (Positive Control, PC) do KRAS
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® 1 reagdo de dgua livre de nuclease para Controle sem fita molde (No Template
Control, NTC)
® 1 amostra suplementar para permitir uma quantidade extra suficiente para o
preparo da PCR
A mistura principal do ensaio de controle contém todos os componentes necessdrios para

a PCR, exceto a amostra.

Tabela 3. Preparo da mistura principal do ensaio de controle

Componente Volume

Mistura de reacdo de controle (CTRL) 19,76 pl x (n + 1)*
Taq DNA polimerase (Taq) 0,24 pl x (n + 1)*
Volume total 20 pl/reagdio

* n = nimero de reagdes ([amostras e controles).

Prepare mistura principal suficiente para uma amostra suplementar (n + 1) a fim de garantir uma quantidade extra
suficiente para o preparo da PCR. O valor n ndo deve exceder 24 (com controles), ja que 24 é o nimero maximo de
amostras que podem ser incluidas em uma execugdo.

Nota: Ao preparar a mistura principal, o volume necessdrio de mistura de reagdo de
controle (CTRL) é adicionado primeiro no tubo aplicavel e a Tag DNA polimerase (Taq)
é adicionada por Gltimo.

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

com excesso de enzima.

4. Coloque o nimero adequado de tiras de 4 tubos para PCR (cada tira tem 4 tubos) no
bloco de carregamento de acordo com a configuracdo exibida na Tabela 4. N&o tampe

os tubos.

Nota: Deixe as tampas no recipiente pldstico até serem necessdrias.
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Tabela 4. Configuracdo da execucdo no bloco de carregamento para a avaliagdo de amostras de DNA

Ensaio

Controle 1 (PC) 9 17 25 - = - - _
Controle 2 (NTC) 10 18 26 - - - - -
Controle 3 11 19 = = = - - _
Controle 4 12 20 - - - - - -
Controle 5 13 21 - - = = - -
Controle 6 14 22 - - - - - -
Controle 7 15 23 - - = = - -
Controle 8 16 24 - - - - - _

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

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

e misture bem aspirando totalmente para cima e para baixo 10 vezes.

Nota: A mistura correta dos reagentes deve ser garantida durante a configuracdo do

ensaio.

. Adicione imediatamente 20 pl de mistura principal a cada tubo de tira de PCR.

Nota: Consulte a Tabela 4 para obter mais informagdes sobre a configuragdo dos tubos.
Para a avaliagdo das amostras de DNA, deve ser adicionada mistura principal do ensaio

de controle a um tubo de PC, um tubo de NTC e um tubo de cada amostra de DNA.

. Adicione imediatamente 5 pl de dgua livre de nuclease para Controle sem fita molde

(No Template Control, NTC) ao tubo de NTC (posigdo de tubo 2) e coloque a tampa no
tubo.

. Adicione 5 pl de cada amostra de DNA aos tubos de amostra (posigdes de tubo 3 a 26)

e tampe os tubos.

. Adicione 5 pl de Controle positivo (Positive Control, PC) do KRAS ao tubo do PC (posi¢do

de tubo 1) e coloque a tampa no tubo.

26
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Nota: Cada tubo deve conter um volume de reacdo total de 25 pl (20 pl de mistura

principal preparada conforme a Tabela 3 mais 5 pl de NTC/amostra/PC).

10. Com um marcador permanente, marque as tampas dos primeiros tubos na posi¢do
numérica mais baixa em cada um dos tubos das tiras de 4 tubos para PCR (por ex.,
posicdes 1, 5 e 9 etc.) para indicar a orientagdo de carregamento dos tubos no rotor de
72 pocos do instrumento Rotor Gene Q MDx 5plex HRM.

11. Inverta 4 vezes os tubos tampados, para misturar a amostra com a mistura de reagdo.
Nota: A mistura correta dos reagentes deve ser garantida durante a configuracdo do ensaio.

12. Coloque todas as tiras de 4 tubos para PCR nas posi¢cdes adequadas do 72-Well Rotor,
de acordo com a configuragdo da execucdo (Tabela 4), utilizando as marcas para

orientagdo.

Nota: Se o rotor ndo ficar totalmente ocupado, todas as posicdes ndo utilizadas do rotor
terdo de ser preenchidas com tubos vazios tampados. Isso garante que a eficiéncia

térmica do instrumento Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM seja mantida.

13. Coloque o 72-Well Rotor no instrumento Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM. Certifique-se
de que o anel de travamento (fornecido com o instrumento Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM) seja colocado na parte superior do rotor para assegurar que os tubos permanecam

fixados durante a execucdo.

14. Clique duas vezes no icone therascreen KRAS QC Locked Template (Modelo bloqueado
do therascreen KRAS QC) na drea de trabalho do laptop conectado ao instrumento Rotor-

Gene Q MDx 5plex HRM (Figura 1) para iniciar o software Rotor-Gene Q.

RRASIGEOG
— JCKED
|E‘lili|£.iiil

Figura 1. O icone therascreen KRAS QC Locked Template (Modelo bloqueado do therascreen KRAS QC).
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A guia Setup (Configuracdo) é exibida por padrdo (Figura 2).
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Figura 2. A guia Setup (Configuracéio) e a caixa Locking Ring Attached (Anel de travamento anexado). 1 = guia Setup
(Configuragdo); 2 = caixa Locking Ring Attached (Anel de travamento fixado).
15. Certifique-se de que o anel de travamento esteja fixado corretamente e marque a

caixa Locking Ring Attached (Anel de travamento fixado). Feche a tampa do instrumento

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.

16. Digite o ID da execucdo no campo Run ID (ID da execugdo), de acordo com a convengdo de
nomenclatura local. Digite 0 nome da amostra no campo Sample Name (Nome da amostra),

de acordo com a convengdo de nomenclatura local e pressione a tecla Return (Enter).

Isso adicionard o nome da amostra & lista de amostras abaixo e atribuird uma Sample
ID (ID da amostra) & amostra (1, 2, 3 efc.). Além disso, o painel Layout of the pipetting
adapter (Configuragdo do adaptador de pipetagem), do lado direito, serd atualizado

para incluir o nome da amostra (Figura 3).
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Alternativamente, os nomes de amostras armazenados em formato *.smp (arquivo de
amostra Rotor-Gene Q) ou formato *.csv (valores separados por virgulas) podem ser
importados usando o botdo Import Samples (Importar amostras). Os nomes de amostra

serdo introduzidos automaticamente usando esse método.

Nota: No painel Layout of the pipetting adapter (Configuragdo do adaptador de
pipetagem), verifique se o nome de amostra adicionado ficou realcado através de uma

alteragdo da cor e se o nome da amostra estd na posicdo da amostra (Figura 3).

Nota: Nomes de amostras com mais de 8 caracteres poderdo néo ficar totalmente visiveis no

painel Layout of the pipetting adapter (Configuragdo do adaptador de pipetagem).

Figura 3. Inserindo o Run ID (ID da execucdo) e o Sample Name (Nome da amostra). 1 = campo de didlogo Run ID (ID da
execucdio); 2 = botdo Import Sample (Importar amostras); 3 = campo de didlogo Sample Name (Nome da amostra); 4 = Lista
de amostras; 5 = painel Layout of the pipetting adaptor (Configuragdo do adaptador de pipetagem).

17. Repita a efapa 16 para inserir os nomes de todas as amostras adicionais (Figura 4).

Nota: Para editar um nome de amostra, clique no Sample Name (Nome da amostra) na
lista de amostras e a amostra selecionada serd exibida no campo Sample Name (Nome
da amostra) acima. Edite o nome da amostra de acordo com a convengdo de

nomenclatura local e pressione a tecla Return (Enter) para atualizar o nome.
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Figura 4. Inser¢do de nomes de amostras adicionais no campo de didlogo Sample Name (Nome da amostra).
*1 = botdo Import Sample (Importar amostras); 2 = campo de didlogo Sample Name (Nome da amostra) e Lista de
amostras; 3 = painel Layout of the pipetting adapter (Configuragdo do adaptador de pipetagem).

18. Quando todos os nomes de amostras tiverem sido inseridos, verifique se eles estdo
corretos. Caso seja necessdrio, inclua informacdes adicionais no campo Notes (Notas)
e, em seguida, clique em Start Run (Iniciar execugdo) (Figura 5).
Nota: Se alguma posicdo do rotor ndo estiver sendo usada, serd exibido um Warning (Aviso)
(Figura 5 e Figura é), para lembrar ao usuério que todas as posicdes ndo usadas do rotor
devem ser ocupadas por tubos vazios fampados. Verifique se todas as posiges ndo usadas

do rotor estdo ocupadas com tubos vazios tampados e clique em OK para continuar.
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Figura 5. Campo de didlogo Notes (Notas); Start Run (Iniciar execucdo) e Warning (Aviso) das posi¢des néo usadas do rotor.

Layout of the pipetting adspter:

Control Pagitionc17 Potition: 25

Not used Mot used
=
3

Rotor-Gene Q Series Software

i) Warning - There are unused Rotor Tubes.

Please fill all unused positions with empty tubes.

Do you wish to continue?
.
Sample
Control Pasitior:12 Pazition:20 Paosition: 28
Hot used Not used Hot used

Positiore§

Sample 3

Conbml Poasition 13 Pasitione21 Posilion 29

Figura 6. 1 = Warning (Aviso) das posi¢des ndo usadas do rotor.

Pasition: 34
Not used

Position:35
Not used

Pazition: 36

Not used

Position 37
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19. Uma caixa de didlogo Save As (Salvar como) é exibida. Selecione um nome de arquivo

adequado e salve a execu¢do da PCR como um arquivo de execucdo *.rex na

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

erzion ;174

DM Sample Asses:

e [Sample 8
[ample Name:

1 Sample 1
2 Sample 2
3 Sample 3
4 Sample 4
5 Sample 5
6 Sample 6
7 Sample 7
8 Sample 8

Savein | (G} Deskiop -] cF B~
LMy Documents
' My Computer
MyRecent WMy Network Places
Documents
Desklop
My Documents
1
:;g
My Computer
My Nelwork Fibe name: ‘DNA Sample Assessment - I Save L - - 3
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Figura 7. Salvando o arquivo de execucdo. 1 = janela Save As (Salvar como); 2 = nome do arquivo e salvar como
arquivo de tipo *.rex; 3 = Save (Salvar).
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A execucdo da PCR inicia-se.

Nota: Quando a execugdo comega, a guia Run Progress (Evolugdo da execugdo) abre

automaticamente para exibir o gréfico da temperatura e o tempo restante da execugdo

(Figura 8).

Figura 8. A guia Run Progress (Evolucdo da execugéo).

Quando a execugdo termina, a guia Analysis (Andlise) abre automaticamente.
Nota: Se a guia Analysis (Andlise) ndo abrir, clique na guia Analysis (Andlise) (Figura 9).

Nota: Uma explicacdo do método de cdlculo é apresentada na Interpretacdo dos
resultados.
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Figura 9. A guia Analysis (Andlise) e a exibicdo de resultados. 1 = guia Analysis; 2 = guia Sample QC Result Table
(Tabela de resultados de CQ de amostras).

Nota: Os resultados de controles serdo apresentados da seguinte forma na Sample QC
Result Table (Tabela de resultados de CQ de amostras) (2 na Figura 9).

® Controles da execugdio (PC e NTC, respectivamente nas posicdes de tubo 1 e 2): é
exibido Valid (Vdlido) se os resultados estiverem dentro dos intervalos aceitdveis.
Caso contrdrio, um resultado Invalid (Invalido) serd exibido.

® G da reagdo de controle da amostra > 32,00: é exibido Invalid (Invdlido).
A quantidade de DNA ndo é suficiente para uma andlise de mutacdo. Teste
novamente a amostra. Se a quantidade de DNA continuar sendo insuficiente,

extraia mais tecido tumoral, se disponivel (consulte Interpretagdo de resultados
(Manual)).
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Interpretacéo de resultados (Manual)

Apds a conclusdo da execucdo de avaliagdo de amostras ou da execucdo de andlise de

mutagdes, analise os dados de acordo com o procedimento a seguir.

Configura¢des de andlise do software

. Abra o arquivo adequado usando o Rotor-Gene Q Series, versdo 2.3.

. Se as amostras ndo tiverem sido nomeadas antes da execugdo, clique em Edit Samples

(Editar amostras).

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

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

visualizar o canal HEX.

. Clique em Named On (Com nome).

Nota: Isso garante que os pogos vazios ndo fagam parte da andlise.

6. Selecione Dynamic tube (Tubo dindmico).

. Selecione Linear scale (Escala linear).

8. Clique em Outlier Removal (Remogdo de outlier) e insira 10% no campo NTC Threshold

12.

13.

(Limiar de NTC).

. Defina o limiar como 0.05 (0,05) e verifique os valores de CT de HEX.
10.
11.

Na pdgina de andlise, clique em Cycling A. Green para visualizar o canal FAM.

Verifique se Dynamic Tube (Tubo dindmico) esté realcado. Clique Linear Scale (Escala

linear).

Clique em Outlier Removal (Remogdo de outlier) e insira 10% no campo NTC Threshold
(Limiar de 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 controle

Consulte o diagrama de andlise de controle da Execucdo na Figura 42.

Controle negativo: para garantir que néo exista contaminagéo da mistura de reagdo, o
Controle sem fita molde ndo deve gerar um valor de Cr abaixo de 40 no canal verde.
Para garantir que a placa foi configurada corretamente, o NTC deve apresentar uma
amplificacdo entre 31,91 e 35,16 no canal amarelo. Os valores especificados estdo

dentro e incluem esses valores.

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

um problema na configuragdo do ensaio e ¢, portanto, uma falha na execugdo.
Nota: Os dados de amostra ndo deverdo ser usados se qualquer um desses dois controles

de execucdo falhar.

Desde que ambos os controles de execugdo sejam vdlidos, cada valor de Cr da amostra
deve estar no intervalo de 21,92 a 32,00 no canal verde. Se a amostra ficar fora desse

intervalo, serd exibido o seguinte:

Andlise de amostras — ensaio de controle

Cr do ensaio de controle de amostras < 21,92: as amostras com um Cr de controle < 21,92
devem ser diluidas, pois isso representa a extremidade inferior do intervalo do ensaio
validado. Para detectar cada mutagdo a um nivel baixo, as amostras superconcentradas
devem ser diluidas para ficarem dentro do intervalo indicado acima com base no fato de
que a diluigdo pela metade aumentard o Cr em 1. Se a amostra estiver perto de 21,92,
recomenda-se a diluicdo para garantir a obtengdo de um resultado da execugdo do teste
da amostra (detecgdo de mutagdes do KRAS). As amostras devem ser diluidas usando a

gua fornecida no kit (Agua livre de nuclease para diluicao [Dil ]).
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e Cr do ensaio de controle de amostras > 32: E recomenddvel uma nova extracdo da
amostra, pois o modelo de DNA inicial presente serd insuficiente para detectar todas as

mutacdes nos valores de cut-off indicados para o ensaio.
Andlise de deteccdo de mutacdes do KRAS

Executar andlise de controle

Consulte o diagrama de andlise de controle da execugdo (Figura 10).

e Controle negativo: para garantir que ndo exista contaminagdo da mistura de reagdo, o
Controle sem fita molde ndo deve gerar um valor de Cr abaixo de 40 no canal verde.
Para garantir que a placa foi configurada corretamente, o NTC deve apresentar uma
amplificacdo entre 31,91 e 35,16 no canal amarelo. Os valores especificados estdo

dentro e incluem esses valores.

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

um problema na configuragdo do ensaio e ¢, portanto, uma falha na execugdo.

® Nota: Os dados de amostra ndo devem ser usados se um desses dois controles de

execucdo falhar.
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Figura 10. Fluxograma da andlise de controle da execugéo.
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Andlise de amostras

Consulte o diagrama de andlise de Amostra na Figura 11.

Valor de CT de FAM do controle de amostra

Desde que ambos os controles de execugdo sejam vdlidos para o ensaio de controle, cada
valor de Cr de controle da amostra deve estar no intervalo de 21,92 a 32,00 no canal verde.

Se a amostra ficar fora desse intervalo, serd exibido o seguinte:

e Cr do ensaio de controle de amostras < 21,92: as amostras com um Cr de controle de
<21,92 irGo sobrecarregar os ensaios de mutagcdo e devem ser diluidas. Para detectar
cada mutagdo a um nivel baixo, as amostras superconcentradas devem ser diluidas para
ficarem dentro do intervalo indicado acima com base no fato de que a diluicdo pela
metade aumentard o Cr em 1. As amostras devem ser diluidas usando a dgua fornecida

no kit (Agua livre de nuclease para diluicao [Dil.]).

® G do ensaio de controle de amostras < 32: interprete com cuidado, uma vez que as

mutacdes de nivel muito baixo podem ndo ser detectadas.
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Figura 11. Fluxograma de andlise da amostra.
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Valor de CT de HEX de ensaios de mutacdo do controle interno da amostra

Consulte o diagrama de andlise de Amostra na Figura 11.
Devem ser analisados todos os pogos de cada amostra. Verifique se cada pogo gera um sinal

HEX a partir do controle interno. Existem 3 resultados possiveis.

® Se o Crdo controle interno ficar dentro do intervalo especificado (31,91 a 35,16), seré

observada uma amplificagdo HEX positiva.

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

observada uma amplificagdo HEX negativa.
® Se o Crde controle interno ficar abaixo do intervalo especificado (< 31,91), serd invdlido.

® Se a falha do controle interno ocorrer devido & inibicdo da PCR, a diluicdo da amostra
poderd reduzir o efeito dos inibidores, mas é necessdrio observar que isso também pode

diluir o DNA-alvo. Estd incluido no kit um tubo de Agua para diluicdo de amostras (Dil.).

Valor de CT de FAM de ensaios de mutacdo da amostra

Os valores de FAM de todas as 7 misturas de reacdo de mutagdo devem ser comparados

aos valores apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Valores aceitdveis da reagdo de mutagdo da amostra (FAM)*

Ensaio Intervalo de Cr aceitével Intervalo de 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 aceitdveis estdo dentro do intervalo e incluem os valores apresentados.
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® Se o CT de FAM ficar dentro do intervalo especificado, serd observada uma amplificagdo
FAM positiva.
® Se o CT de FAM ficar acima do intervalo especificado ou ndo ocorrer amplificacdo, sera
observada uma amplificagdo FAM negativa.
e Conforme indicado abaixo, calcule o valor de DCT de cada tubo de mutacées que
apresente amplificagdo FAM positiva, certificando-se de que os valores de CT de mutagdo
e de controle sejam da mesma amostra.
ACr = Cr de mutacdo — Cr de controle
Compare o valor de ACr da amostra com o ponto de cut-off do ensaio em questdo (Tabela 22),
garantindo que o ponto de cut-off correto seja 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 primer ARMS no DNA tipo selvagem. Se o valor de ACr da
amostra for superior ao ponto de cutoff, ela serd classificada como negativa ou além dos
limites de deteccdo do kit.
Para cada amostra, cada reacdo de mutacdo receberd um status de Mutation Detected
(Mutagdo detectada), Mutation Not Detected (Mutagdo ndo detectada) ou Invalid (Invalido)

de acordo com os critérios a seguir:

Mutacdo detectada:

e A amplificagdo FAM positiva e o DCT estdo dentro ou abaixo do valor de cut-off. Se forem
detectadas vdrias mutacdes, a mutacdo reportada deverd ser a que tiver o menor valor
de DCT.

Mutagdo ndo detectada:

e A amplificacdo FAM positiva e o DCT s&o superiores ao valor de cut-off.
e Amplificacdo FAM negativa e a amplificacdo HEX (controle interno) positiva.

Invdlido:

e O HEX (controle interno) é invdlido.

e Amplificagdo FAM negativa e amplificagdo HEX negativa.
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Se uma amostra for amplificagdo HEX negativa em um tubo, mas for amplificacdo FAM
positiva em um tubo diferente, um resultado Mutation Detected (Mutagdo detectada) no tubo
diferente ainda poderd ser considerado vdlido, mas a mutagdo especifica identificada ndo

poderd ser atribuida com confianga.

® Se uma amostra for amplificagdo HEX negativa e amplificagdo FAM positiva no mesmo

tubo, o resultado Mutation Detected (Mutagdo detectada) deverd ser considerado vdlido.

® Se um tubo for invdlido para HEX (controle interno), o resultado desse tubo ndo deverd

ser usado.

Atribuicdo do status de mutacdo da amostra

Uma vez que todos os tubos de reacdo de mutagdo tenham sido avaliados, o status de

mutacdo da amostra serd determinado como se segue:

® Mutagdo detectada: uma ou mais das 7 reacdes de mutagdo sdo positivas . Se forem

detectadas vdrias mutagdes, a mutagdo reportada deverd ser a que tiver o menor valor

de DCT.
® Mutagdo ndo detectada: Todas as 7 reagdes de mutagdo sdo negativas.

® Invdlido: nenhuma reacdo de mutagdo é positiva e uma ou mais reagdes de mutagdo sdo

invdlidas.

Nota: O therascreen KRAS RGQ PCR Kit destina-se & deteccdo de mutagdes no gene KRAS
em uma amostra de DNA. Quando uma amostra é determinada como mutacdo do KRAS
defectada, somente deverd ser reportada uma mutagéo especifica. Se forem detectadas varias
mutagdes, a mutagdo reportada deverd ser a que tiver o menor valor de ACr.

Poderd ocorrer uma reatividade cruzada entre as reacées de mutacdo. Por exemplo, se for
observado um nivel elevado de mutagdo 12ALA, algumas das outras reagdes de mutagdo
também poderdo apresentar um resultado positivo. Isso ocorre porque os primers ARMS
detectam outras mutagdes de sequéncias semelhantes entre si. Se um segundo ensaio de
mutacdo fornecer um resultado positivo, é provavel que se trate de reatividade cruzada.

Mutantes duplos sdo raros, mas ja foram observados.
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Se uma ou mais das reagdes de mutagdo for invélida, mas uma ou mais for positiva, a amostra
ainda poderd ser deferminada como mutagdo do KRAS detectada, visto que uma mutagdo
estd presente. Contudo, a mutagdo especifica reportada poderd ndo ser exata e poderd
resultar de reatividade cruzada. Portanto, a amostra deverd ser determinada somente como
mutacdo do KRAS detectada.

® Cr da reacdio de controle da amostra < 21,92: é exibido Invalid (Invédlido). A

concentracdo de DNA é muito alta para uma andlise de mutacdo. Dilua com dgua

livre de nuclease para diluigdo (Dil.) e teste novamente. Dilua para um Crde 21,92

a 32,00. Uma diluicdo de 1:1 aumenta o valor do Cr em aproximadamente 1,0.

® Cr da reacdo de controle da amostra entre 21,92 e 32,00 (21,92 <Cr de

controle > 32,00): é exibido Valid (Vdlido) se a concentragdo de DNA for
adequada para uma andlise de mutagdo.

Nota: Se for necessdrio efetuar uma nova extragdo ou diluicdo, repita a reagdo de

controle para confirmar que a concentragdo de DNA é adequada para uso.

14. Para gerar arquivos de relatério, clique em Report (Relatério). A janela Report Browser
(Navegador de relatérios) serd exibida. Selecione KRAS Analysis Report (Relatério de
andlise KRAS) em Templates (Modelos) e, em seguida, clique em Show (Exibir)
(Figura 12).

Nota: Os relatérios podem ser salvos em uma localizagdo alternativa no formato Web
Archives clicando no botdo Save As (Salvar como) no canto superior esquerdo de cada

relatério.
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Figura 12. Selecionando o KRAS Analysis Report (Relatério de andlise do KRAS). 1 = Report (Relatério); 2 = janela Report
Browser (Navegador de relatérios); 3 = selegdo KRAS Analysis Report (Relatério de andlise KRAS); 4 = Show (Exibir).

Protocolo: deteccdo de mutacdes do KRAS
Este protocolo serve para a detecgdo de mutacdes do KRAS.

Pontos importantes antes de comecar

® Depois de ter passado o processo de avaliagdo de amostras, uma amostra pode ser

testada usando os ensaios de mutacdo do KRAS.

® Para um uso eficiente do therascreen KRAS RGQ PCR Kit, as amostras tém de ser
agrupadas em lotes de 7 (para preencher o rotor de 72 pocos). O uso de lotes menores

significa que menos amostras podem ser testadas com o therascreen KRAS RGQ PCR Kit.
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A amostra deve ser testada usando todas as misturas de reacdo fornecidas no therascreen
KRAS RGQ PCR Kit.

N&o misture com agitagdo forte a Tag DNA polimerase (Tag em tubo) nem qualquer

mistura que contenha Tag DNA polimerase, pois isso poderia inativar a enzima.

Pipete a Tag DNA polimerase colocando cuidadosamente a ponteira da pipeta
ligeiramente abaixo da superficie do liquido, para evitar que a ponteira seja revestida

com excesso de enzima.

Para minimizar sinalizadores de controles e amostras, é necessdrio seguir rigorosamente
as orientacdes das Instrucées de uso do therascreen KRAS RGQ PCR Kit sobre a mistura
correta dos reagentes que deve ser garantida em cada etapa da mistura durante a
configuragdo do ensaio.

Antes de usar o instrumento Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM pela primeira vez, certifique-
se de que esteja instalado o software correto do therascreen KRAS Assay Package,

correspondente & versdo do software Rotor-Gene Q.

O que fazer antes de iniciar

Antes de cada utilizagdo, todos os reagentes devem ser completamente descongelados
durante pelo menos 1 hora & temperatura ambiente (15 a 25 °C), misturados invertendo

10 vezes e centrifugados com brevidade para coletar o conteddo no fundo do tubo.

Certifique-se de que a Tag de DNA polimerase (Tag em tubo) esté & temperatura ambiente
(15 a 25 °C) antes de cada utilizacdo. Efetue uma breve centrifugagdo do tubo para
coletar a enzima no fundo do tubo. A mistura correta dos reagentes deve ser garantida

durante a configuragdo do ensaio.

Procedimento

1. Descongele completamente todos os tubos de mistura de reagdo, a dgua isenta de
nuclease para controle sem modelo (No Template Control, NTC) e o KRAS Positive
Control (PC em tubo) (Controle Positivo KRAS) & temperatura ambiente (15 a 25 °C)

durante pelo menos uma 1 hora.
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A Tabela abaixo indica os tempos de descongelamento de reagentes, de preparo da

PCR e de armazenamento antes de iniciar a execucdo.

Tabela 6. Tempo de descongelamento de reagentes

Tempo de descongelamento

Minimo Maximo Temperatura de armazenamento  Tempo maximo de preparo e
apés o preparo da PCR armazenamento da PCR

1 hora 4,5 horas Temperatura ambiente 7 horas
(15a25°C)

1 hora 4,5 horas 2a8°C 18 horas

Nota: O preparo da PCR deve ser efetuado & temperatura ambiente. O termo
"armazenamento" refere-se ao tempo entre a conclusdo do preparo da PCR e o inicio

da execugdo da PCR no equipamento Rotor-Gene Q MDx.

Nota: A Tag DNA polimerase (Taq em tubo) deve ser colocada & temperatura ambiente
(15 a 25 °C) ao mesmo tempo que os outros reagentes (consulte Armazenamento e
manuseio de reagentes). Efetue uma breve centrifugacdo do tubo para coletar a enzima

no fundo do tubo.

2. Quando os reagentes estiverem descongelados, misture-os invertendo cada tubo
10 vezes para evitar concentragdes localizadas de sais e, em seguida, efetue uma

centrifugacdo imediatamente para coletar o conteiddo no fundo do tubo.
Nota: A mistura correta dos reagentes deve ser garantida durante a configuracdo do ensaio.

3. Rotule 8 tubos de microcentrifuga (n&o fornecidos) de acordo com cada uma das misturas
de reagdo correspondentes indicadas na tabela abaixo. Prepare misturas principais
(mistura de reacdo de controle ou mutacdo [CTRL em tubo, 12ALA, 12ASP, 12ARG,
12CYS, 12SER, 12VAL ou 13ASP] mais Tag DNA polimerase [Taq]) que sejam
suficientes para as amostras de DNA, uma reagdo de Controle positivo do KRAS (PC em
tubo) e uma reagdo de dgua livre de nuclease para controle sem fita molde (NTC em
tubo), de acordo com os volumes exibidos na tabela. Inclua reagentes para 1 amostra

suplementar para permitir uma quantidade extra suficiente para o preparo da PCR.

Instrucdes de uso (Manual) do therascreen KRAS RGQ PCR Kit  04/2022 47



Nota: As misturas principais contém todos os componentes necessérios para a PCR,

exceto a amostra.

Tabela 7. Mistura principal e volume correspondente

Tubo de ensaio e de mistura de Volume da mistura de reaco ~ Volume da Tagq
reaéio DNA polimerase
Controle (CTRL em tubo) 19,76 pl x (n + 1) 0,24 plx(n+1)
12ALA (12ALA em tubo) 19,76 pl x (n + 1) 0,24 plx (n+ 1)
12ASP (12ASP em tubo) 19,76 pl x n + 1) 0,24 plx (n+1)
12ARG (12ARG em tubo) 19,76 pl x (n + 1) 0,24 plx [n + 1)
12CYS (12CYS em tubo) 19,76 pl x (n + 1) 0,24 plx (n + 1)
12SER (12SER em tubo) 19,76 pl x (n + 1) 0,24 pl x (n + 1)
12VAL (12VAL em tubo) 19,76 pl x (n + 1) 0,24 plx(n+1)
13ASP (13ASP em tubo) 19,76 pl x (n + 1) 0,24 pl x [n + 1)

* n = nimero de reagdes (amostras e controles).

Prepare mistura principal suficiente para 1 amostra suplementar (n + 1) para garantir uma quantidade extra
suficiente para o preparo da PCR. O valor n ndo deve exceder 7 (com controles), ja que 7 é o nimero
méximo de amostras que podem ser incluidas em uma execucdo.

Nota: quando as misturas principais do ensaio forem preparadas, o volume necessario de mistura de reacdo de
controle ou de mutacdo é adicionado primeiro no tubo aplicavel, e a Taq DNA polymerase (Taq em tubo) é
adicionada por Gltimo.

4. Coloque o nimero adequado de tiras de 4 tubos para PCR (cada tira tem 4 tubos) no

bloco de carregamento de acordo com a configuracdo exibida na Tabela 4.
Configuragdo da execucdo no bloco de carregamento para a avaliagdo de amostras de
DNA. Os nimeros representam as posicdes no bloco de carregamento e indicam a

posicdo final no rotor. N&o tampe os tubos.

Nota: Deixe as tampas no recipiente pldstico até serem necessdrias.

5. Ajuste uma pipeta para um volume inferior ao volume da mistura de reacéo total e misture
bem as misturas principais aspirando totalmente para cima e para baixo 10 vezes.
48 Instrucdes de uso (Manual) do therascreen KRAS RGQ PCR Kit  04/2022



Nota: A mistura correta dos reagentes deve ser garantida durante a configuracdo do

ensaio.

Para a deteccdo de mutacdes do KRAS, as misturas principais do ensaio devem ser

adicionadas a 8 tubos de PC, 8 tubos de NTC e 8 tubos para cada amostra de DNA.
6. Adicione imediatamente 20 pl de mistura principal a cada tubo de tira de PCR

adequado.

Nota: Consulte a Tabela 8 para visualizar a configuracdo dos tubos durante o preparo

das misturas de reacdo. Para a detecgdo de mutagdes do KRAS, as misturas principais

devem ser adicionadas a 8 tubos de PC, 8 tubos de NTC e 8 tubos para cada amostra
de DNA.

Tabela 8. Configuragdo da execucdo no bloco de carregamento para a detecgéio de mutacdes do KRAS

Controles Nomero de amostra

Ensaio PC NTC 1 2 3 4 5 6 7

CTRL 1* 9 17 25 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 58 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 posi¢do final no rotor.

7. Adicione imediatamente 5 pl de dgua livre de nuclease para Controle sem modelo (No

Template Control, NTC) aos tubos de NTC [posicdes de tubo 9-16) e tampe os tubos.

8. Adicione 5 pl de cada amostra de DNA aos tubos de amostra (posicdes de tubo 17

a 72) e tampe os tubos.
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. Adicione 5 pl de Controle positivo (Positive Control, PC) do KRAS aos tubos de PC

(posicdes de tubo 1-8) e tampe os tubos.

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

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

. Inverta 4 vezes os tubos tampados, para misturar a amostra com a mistura de reagdo.

Nota: A mistura correta dos reagentes deve ser garantida durante a configuracdo do ensaio.

. Coloque todas as tiras de 4 tubos para PCR nas posicdes adequadas do rotor de

72 pocos, de acordo com a configuracdo da execugdo (Tabela 8), utilizando as marcas

para orientagdo.

Nota: Em cada execugdo de PCR podem ser incluidas até 7 amostras. Se o rotor ndo
ficar totalmente ocupado, todas as posicdes ndo utilizadas do rotor terdo de ser
preenchidas com tubos vazios tampados. Isso garante que a eficiéncia térmica do

instrumento Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM seja mantida.

. Coloque o 72-Well Rotor no instrumento Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM. Certifique-se

de que o anel de travamento (fornecido com o instrumento Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM\) seja colocado na parte superior do rotor para assegurar que os tubos permanegam

fixados durante a execucdo.

. Clique duas vezes no icone therascreen KRAS Locked Template (Modelo bloqueado do

therascreen KRAS) na drea de trabalho do laptop conectado ao instrumento Rotor-Gene
Q MDx 5plex HRM (Figura 13) para iniciar o software do Rotor Gene Q MDx 5plex
HRM.

therascreen

KR&S
Locked
Template

Figura 13. O icone therascreen KRAS Locked Template (Modelo bloqueado do therascreen KRAS).
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A guia Setup (Configuracdo) é exibida por padrdo (Figura 14).

Figura 14. 1 = A guia Setup (Configuragéo) e 2 = caixa Locking Ring Attached (Anel de travamento fixado).

15.

Certifique-se de que o anel de travamento esteja fixado corretamente e marque a
caixa Locking Ring Attached (Anel de travamento fixado). Feche a tampa do instrumento
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.

. Digite o ID da execugdo no campo Run ID (ID da execugdo), de acordo com a convencdo

de nomenclatura local.

. Digite o nome da amostra no campo Sample Name (Nome da amostra), de acordo com

a convencdo de nomenclatura local e pressione a tecla Return (Enter).

Isso adicionaré o nome da amostra & lista de amostras abaixo e atribuird uma Sample
ID (ID da amostra) & amostra (1, 2, 3 efc.). Além disso, o painel Layout of the pipetting
adapter (Configuracdo do adaptador de pipetagem), do lado direito, serd atualizado

para incluir o nome da amostra (Figura 15).

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

realgados (Figura 15).
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Nota: Até 7 amostras podem ser adicionadas. As IDs 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 ficar totalmente
visiveis no painel Layout of the pipetting adapter (Configuracdo do adaptador de
pipetagem).

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

serdo introduzidos automaticamente usando esse método.

oo P

Figura 15. Inserindo o Run ID (ID da execucdo) e o Sample Name (Nome da amostra). 1 = campo de didlogo Run ID
(ID da execugdo); 2 = Import Sample (Importar amostras) (ndo estd disponivel na versdo 2.1 do software); 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 e coluna de 8 ensaios abaixo realcados.
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18. Repita a etapa 14 para inserir os nomes de todas as amostras adicionais (Figura 16).

Nota: Para editar um nome de amostra, clique em Sample Name (Nome da amostra) na
lista de amostras e a amostra selecionada serd exibida no campo Sample Name (Nome
da amostra) acima. Edite o nome da amostra de acordo com a convencdo de

nomenclatura local e pressione a tecla Return (Enter) para atualizar o nome.

Figura 16. Inser¢éio 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
(Configuragdo do adaptador de pipetagem) com nomes de amostras adicionais.

19. Quando todos os nomes de amostras tiverem sido inseridos, verifique se eles estdo
corretos. Caso seja necessdrio, inclua informagdes adicionais no campo Notes (Notas)

e, em seguida, clique em Start Run (Iniciar execugdo) (Figura 17).

Nota: Se alguma posicdo do rotor ndo estiver sendo usada, serd exibido um Warning
(Aviso) (Figura 17 e Figura 18), para lembrar ao usudrio que todas as posicdes ndo
usadas do rotor devem ser ocupadas por tubos vazios tampados. Verifique se todas as
posicdes ndo usadas do rotor estdo ocupadas com tubos vazios tampados e clique em

OK para continuar.
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Rami (i

Figura 17. 1 = campo de didlogo Notes (Notas); 2 = Start Run (Iniciar execugdo); 3 = Warning (Aviso) das posicdes

n&o usadas do rofor.

-
Rotor-Gene () Series Software

Warning - There are unused Rotor Tubes,

Do you wish to continue?

oK

Please fill all unused positions with empty tubes,

Cancel

Figura 18. Warning (Aviso) das posi¢des ndo usadas do rotor.
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20. Na janela Save As (Salvar como), selecione um nome de arquivo adequado e salve a

execu¢do da PCR como um arquivo de execucdo *.rex na localizagdo selecionada

(Figura 19).

B Save As N\ [
G ()= mpesieop » [ 43| [ Searcn o]
Organize = New folder B - ‘@3‘
[ Favorites 7 Libraries
8 Computer
- Libraries € 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 3

Figura 19. Salvando o arquivo de execugdo.

A execucdo da PCR inicia-se.
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Nota: Quando a execugdo comeca, a guia Run Progress (Evolugdo da execugdo) abre
automaticamente para exibir o gréfico da temperatura e o fempo restante da execucdo
(Figura 20).

Tomporatuna Traca - Tomp {C) ve Tuma (ain)

LB

[P e abrmn 131

Figura 20. A guia Run Progress (Evolugéo da execugdo).
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Quando a execugdo termina, a guia Analysis (Andlise) abre automaticamente.

Nota: Se a guia Analysis (Andlise) ndo abrir, clique na guia Analysis (Andlise)
(Figura 21).

Nota: Uma explicagdo do método de cdlculo é apresentada na secdo Interpretagdo dos

Fie Hep =18 x|
em
S T BEo T =T - 1
Bepast
Run Controls. Positive Contral
Rolor Posdion | Assay I TPostsrs Coniral Stahus
T ] ok
z 1204 Vel
— |3 1245P v
: 12086 i
5 12005 Vaid
6 125€R )
7 T2vaL Vol
- — —
Run Contiols. Negative Contiol:
Rotor Posiion | Assay [HTC I T uring: THegativs Contel Stahur
s Conkl ok ] Vol
i 124 ok Vet v
— 1 1265 et Vit i
12 12486 vt vokd Vol
3 12005 ik vaid void
1 125€R okt void Vol
15 T2vAL vaid Vaid vaid
15 1use i Vot )
5 ample Revull Toble.
Sample I0 | S ammple Navees KRAS Stst ] JKRAS Mukation Stahas
T (G Ho Mitaten Datecied HoMusion Deecied

H arriene No Mukation Delecied
— [l
W 1345F Detected
HoMutsion Detected

Mo Mukston Detecied
1345P Detectsd
——

Figura 21. A guia Andlysis (Andlise) e a exibicdo de resultados. 1 = guia Analysis (Andlise); 2 = painel Run Controls,
Positive Control (Controles da execugdo, Controle positivo); 3 = painel Run Controls, Negative Control (Controles da
execugdo, Controle negativo); 4 = Sample Result Table (Tabela de resultados de amostras); 5 = coluna KRAS Mutation
Status (Status de mutagdo do KRAS).

Os resultados do ensaio serdo reportados da seguinte forma (Figura 21):

® O painel Run Controls, Positive Control (Controles da execugdio, Controle positivo): se
os resultados estiverem dentro do intervalo aceitdvel, o Positive Control Status
(Status do controle positivo) exibird Valid (Vdlido), caso contrdrio exibird um

resultado Invalid (Invélido).
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® O painel Run Controls, Negative Control (Controles da execugdo, Controle negativo):
se os resultados de NTC e Internal Control (Controle interno) se encontrarem dentro
dos intervalos aceitdveis, o Negative Control Status (Status do controle negativo)
exibird Valid (Vdlido), caso contrdrio exibird um resultado Invalid (Invélido).

® O painel Sample Result Table (Tabela de resultados de amostras): na coluna KRAS
Mutation Status (Status de mutacdo do KRAS), serdo relatadas as mutacdes
especificas das amostras positivas quanto a mutagdo.

21. Para gerar arquivos de relatério, clique em Report (Relatério). A janela Report Browser
(Navegador de relatérios) serd exibida. Selecione KRAS Andlysis Report (Relatério de
andlise KRAS) em Templates (Modelos) e, em seguida, clique em Show (Exibir)
(Figura 22).

Nota: Os relatérios podem ser salvos em uma localizagdo alternativa no formato Web
Archives clicando em Save As (Salvar como) no canto superior esquerdo de cada

relatério.

: - - 1
—

2

‘ 3

Figura 22. Selecionando o KRAS Analysis Report (Relatério de andlise do KRAS). 1 = Report (Relatério); 2 = janela Report
Browser (Navegador de relatérios); 3 = selegdo KRAS Analysis Report (Relatério de andlise KRAS); 4 = Show (Exibir).
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Nota apenas para amostras de CPCNP: Para evitar a ocorréncia de um falso resultado de
mutacdo G12C (12CYS), a(s) amostra(s) com os sinalizadores listados abaixo devem ser

inferpretadas como invdlidas.

e SAMPLE_INT_CTRL_EARLY_CT

e SAMPLE_POSITIVE_AND_INVALID
e SAMPLE_INT_CTRL_FAIL

e MUTATION_EARLY_CT

e SAMPLE_INVALID_DATA
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Interpretacdo dos resultados

Depois de completar uma execugdo, o Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Package efetua
automaticamente a andlise e as determinagdes de mutagdo. As informagdes seguintes
explicam como o Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Package efetua a andlise e as

determinacdes de mutacdo.
Andlise e determinacdo de mutacdo

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

sdo classificadas como amplificagdo positiva.

O software Rotor-Gene Q realiza a interpolagdo dos sinais de fluorescéncia entre quaisquer
dois valores registrados. Os valores de Cr podem, portanto, ser quaisquer nimeros reais (ndo

limitado a nGmeros inteiros) contidos no intervalo de 0 a 40.
Para o therascreen KRAS RGQ PCR Kit, o valor limite estd definido como 0,05 unidades de
fluorescéncia relativa. Esse valor é configurado no therascreen KRAS Assay Package para os

canais de fluorescéncia para Green e Yellow. O valor limite foi ajustado durante o
desenvolvimento do therascreen KRAS RGQ PCR Kit.

Um célculo é efetuado para determinar o valor de ACr usando a equacdo:

ACr = [valor de Cr do ensaio de mutacdo] - [valor de Cr do ensaio de controle]
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Os controles da execugdo (controle positivo, NTC e controles internos) sdo avaliados para
garantir que valores aceitdveis de Cr sejam atingidos e que as reacdes estejam funcionando

corretamente.

Os valores de ACr da amostra sdo calculados como a diferenca entre o Cr do ensaio de
mutacdo e o Cr do ensaio de controle da mesma amostra. As amostras sdo classificadas como
sendo positivas quanto a mutagdo se tiverem um ACr inferior ou igual ao valor de ACr de cut-
off desse ensaio. Acima desse valor, a amostra poderd conter menos do que a porcentagem
de mutagdo capaz de ser detectada pelo therascreen KRAS RGQ PCR Kit (além do limite dos
ensaios) ou a amostra poderd ser negativa quanto a mutagdo, o que seria indicado como No

Mutation Detected (Nenhuma mutagdo detectada).

A auséncia de amplificacdo nas reagdes de mutacdo serd classificada como No Mutation
Detected (Nenhuma mutagdo detectada). Os valores de ACr calculados a partir da
amplificagdo de fundo sdo supostamente superiores aos valores de ACr de cut-off e a amostra

serd classificada como No Mutation Detected (Nenhuma mutacdo detectada).

Os resultados do ensaio serdo exibidos como "[mutation name] Detected" ([nome da
mutacdo] detectado), No Mutation Detected (Nenhuma mutagdo detectadal), Invalid (Invélido)
ou, se um controle da execucdo falhar, Run Control Failed (Falha de controle de execucéo).

Para as amostras positivas quanto a mutagdo, serdo relatadas as mutacdes especificas.

Para a interpretacdo de sinalizadores gerados pelo Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay

Package, consulte Sinalizadores gerados pelo therascreen KRAS Assay Package.

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

identificada a mutagdo que produz o valor de ACt mais baixo.
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Limitacoes

O teste foi concebido para detectar 7 mutacées nos cédons 12 e 13 do gene KRAS. As
amostras com resultados reportados como No Mutation Detected (Nenhuma mutagdo

detectada) podem apresentar mutagdes do KRAS ndo detectadas pelo ensaio (por

ex., 13CYS).

A defecgdo de mutagdes depende da integridade da amostra e da quantidade de DNA
amplificavel presente no espécime. O procedimento deve ser repetido caso a avaliagdo inicial
do DNA na amostra indique que a quantidade ndo é suficiente ou é muito grande para uma

andlise de mutacdo.

O therascreen KRAS RGQ PCR Kit é usado em um procedimento de reacdo em cadeia da
polimerase (Polymerase Chain Reaction, PCR). Tal como em todos os procedimentos de PCR,
as amostras podem ser contaminadas por fontes externas de DNA no ambiente do teste e
pelo DNA no controle positivo. Tenha cuidado para evitar a contaminagdo de amostras e dos

reagentes da mistura da reagdo.

O therascreen KRAS RGQ PCR Kit ndo deve ser utilizado para o diagnéstico de qualquer

doenca.

Para amostras de CRC, o therascreen KRAS RGQ PCR Kit destina-se somente a discriminar
entre amostras tipo selvagem e mutante. O feste foi concebido de forma que cada reagdo
mutante seja mais sensivel para a mutagdo especifica que estd sendo medida. No entanto,
em amostras nas quais uma mutagdo é detectada, poderd ocorrer reatividade cruzada com
outras reagdes de mutagdo. Se mais de uma reagdo mutante for positiva, o resultado é o que

tem o ACt mais baixo.
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O therascreen KRAS RGQ PCR Kit estd validado somente para tecido de céncer colorretal
(CRC) fixado em formalina e conservado em parafina (FFPE) e tecido de céncer de pulmdo

de células ndo pequenas (CPCNP).

O therascreen KRAS RGQ PCR Kit estd validado somente para ser usado com o QlAamp
DNA FFPE Tissue Kit. Somente o Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM foi validado para uso com o
therascreen KRAS RGQ PCR Kit.
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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 coletadas de pacientes
com CRC e CPCNP. Os métodos de aquisicdo para amostras de CPCNP incluiram biépsia
por agulha grossa (Core Needle Biopsy, CNB), puncdo aspirativa por agulha fina (Fine
Needle Aspirate, FNA) e ressecdo. Para cada tipo de amostra, foram usadas 8 linhas
celulares humanas FFPE, 7 das quais contém mutagdes conhecidas do KRAS detectadas pelo
ensaio e um KRAS de tipo selvagem (ou seja, nenhuma mutacdo nos cédons 12 e 13). O

status de mutagdo das amostras foi confirmado por sequenciamento bidirecional de Sanger.
Cut-off

Foram testadas 225 amostras FFPE usando um método que segue a diretriz EP17-A (2004) (8)
do CLSI para estabelecer os valores de cutoff do ensaio. O intervalo do Cr da reagdo de
controle foi estabelecido como sendo de 21,92 a 32,00. Os valores de cutoff, que se
baseiam no Cr da reacdo de controle subtraido do Cr das reagdes mutantes (ACr), sdo

exibidos na Tabela 9.
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Tabela 9. Valores de cut-off estabelecidos para cada ensaio de mutagédo.

Ensaio de mutagdo

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

Limite de 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 concentracdo de mutagdo, foram avaliadas amostras sem
modelo. Os resultados demonstraram a ndo existéncia de qualquer controle detectdvel ou
quaisquer valores de Cr de mutantes em qualquer um dos tubos de reacdo de controle ou de

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

Foram realizados dois estudos para demonstrar a concorddncia no status de mutagdo das
amostras de CRC testadas com o therascreen KRAS RGQ PCR Kit em comparacéo com o
sequenciamento bidirecional. Um total de 137 das amostras FFPE apresentou resultados
vélidos tanto para o therascreen KRAS RGQ PCR Kit como para o sequenciamento

bidirecional.

Os resultados gerais sdo mostrados na Tabela 10. A Tabela 11 na pdgina seguinte exibe a
andlise da concordancia do therascreen KRAS RGQ PCR Kit e do sequenciamento

bidirecional.
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Tabela 10. therascreen KRAS RGQ PCR Kit vs. sequenciamento bidirecional de Sanger

Determinagdo de mutago por sequenciamento bidirecional

Neg. 12ALA 12ARG 12ASP 12CYS  12SER  12VAL  13ASP  Totdl

Negativo 80 - - 1 - - - 1 82

12ALA
positivo
12ARG
positivo
12ASP
positivo
12CYS
positivo
12SER
positivo
12VAL
positivo
13ASP
positivo
Total 83 3 0 22 3 0 14 12 137

- 3 - - - - - - 3

Determinacdo com o therascreen KRAS RGQ PCR Kit

Tabela 11. Andlise de concordancia

Medicdo de concordancia Frequéncia (%) Intervalo de confianca (IC) de
95%

Porcentagem de concordéncia geral 132/137 (96,35) 92,69-98,21

Porcentagem de concordéncia positiva 52/54 (96,30) 89,41-98,77

Porcentagem de concordéncia negativa ~ 80/83 (96,39) 91,30-98,55

Como suplemento dos dados do primeiro estudo, foi avaliado um segundo conjunto exclusivo
de amostras. Foi adquirido um conjunto de 271 amostras FFPE de CRC; 250 amostras com
estado de mutagdo desconhecido e 21 amostras com estado de mutagdo conhecido (para
incluir mutagdes raras) foram comparadas com o sequenciamento bidirecional de Sanger,

conforme descrito anteriormente.
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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 sequenciamento bidirecional. Foram observadas
9 amostras discordantes. A concord@ncia na porcentagem global foi de 96,4%. Os dados
corroboram o desempenho exato do therascreen KRAS RGQ PCR Kit (Tabela 13 e Tabela 14).

Tabela 12. therascreen KRAS RGQ PCR Kit vs. sequenciamento bidirecional de Sanger (segundo estudo)

Determinagdo de mutagéo por sequenciamento bidirecional
(%]
>
3 S ¢ 5 ¢ g 2 085 3
@ - 3
. z 3 < g S & & X 3 e
Z - < - - - - - —
P ~
& -
-4
[¢]
e Negativo 261 - - - - - - - 1 262
»
é 12ALA
£ - 1 4 1 - - = = = = 6
3 positivo
-~
Q
g 12ARG - - - 3 - - - - - 3
< positivo
=
- (251 4 - - - 14 - - - - 18
H positivo
v
§ 120 6 - - - - 35 - - - 41
g positivo
‘E 12SER
£ positivo 2 - - - - - - - - 2
a
IQYAL 5 - - - - - 1 17 - 23
positivo
13ASP 1 - - - - - - 4 s
positivo
Total 280 4 1 3 14 35 1 17 5 360
Tabela 13. Andlise da concordéncia (segundo estudo)
Medicdo de concordancia Frequéncia (%) Intervalo de confianga (IC) de
95%
Porcentagem de concordéncia geral 340/360 (94,44) 92,03-96,29
Porcentagem de concordéncia positiva 79/80 (98,75) 94,21-99,94
Porcentagem de concordéncia negativa  261/280 (93,21) 90,20-95,51
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Comparagdo com o método de referéncia analitica: CPCNP

Para demonstrar a concordéncia no status de mutacdo geral das amostras de CPCNP testadas
com o therascreen KRAS RGQ PCR Kit em comparacdo com o sequenciamento bidirecional
de Sanger, amostras clinicas FFPE de CPCNP adquiridas por ressecdo, CNB ou FNA foram
usadas durante este estudo. O DNA foi extraido de cada amostra antes do teste com o
therascreen KRAS RGQ PCR Kit. Os resultados desse teste foram comparados com os

resultados obtidos através do sequenciamento bidirecional de Sanger.

Um total de 360 amostras apresentou um resultado vdlido para o therascreen KRAS RGQ
PCR Kit e para o sequenciamento bidirecional de Sanger, com 340 amostras apresentando

resultados concordantes.

A concorddncia entre o therascreen KRAS RGQ PCR Kit e o sequenciamento bidirecional é
mostrado na Tabela 14. Duas amostras apresentaram determinacdo de mutagdo dupla com
o sequenciamento bidirecional de Sanger. Visto que uma mutacéo foi idéntica ao resultado
do therascreen KRAS RGQ PCR Kit, essas amostras foram classificadas como concordantes

para a andlise de concordéncia geral, concordéncia positiva e concorddncia negativa
(Tabela 15).

68 Instrucdes de uso (Manual) do therascreen KRAS RGQ PCR Kit  04/2022



Tabela 14. therascreen KRAS RGQ PCR Kit vs. sequenciamento bidirecional de Sanger

Determinagdo de mutagéo por sequenciamento bidirecional

4 2
s & ¢ 5 o & 2 5
P — ~ 2
. z 3 < g S & @ & 3 0
g - e - - - O - -
™ N [
O — —
-9
(<]
€ Negalivo 261 - - - - - - - 1 262
(2]
é 12ALA
s o 1 4 1 = = = = = = 6
§ positivo
o
5 S - - 3 - - - - - 3
< positivo
£
cE> 12A§P 4 14 18
&  positivo
v
g 12cvs 6 - - - 35 - - - 41
g positivo
‘E 12SER
£ positivo 2 - - - - - - - 2
a
]QYAL 5 - - - - 1 17 - 23
positivo
]3A.SP 1 - - - - - - 4 5
positivo
Total 280 4 1 3 14 35 1 17 5 360

Tabela 15. Andlise de concordéncia

Medicdo de concordancia

Frequéncia (%)

Intervalo de confianca (IC) de
95%

Porcentagem de concordéncia geral
Porcentagem de concordancia positiva

Porcentagem de concordéncia negativa

340/360 (94,44)
79/80 (98,75)
261/280 (93,21)

92,03-96,29
94,21-99,94
90,2095,51
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Limite de deteccdo (Limit of Detection, LOD)

O intervalo de trabalho do therascreen KRAS RGQ PCR Kit baseia-se na quantidade de DNA
amplificdvel na amostra, conforme determinado pelo valor de Cr da reagéo de controle. O
infervalo de entrada indicado para o ensaio é definido pelo intervalo de Cr de controle pré-
especificado de 21,92 a 32,00. O LOD é a porcentagem minima de DNA mutante que pode
ser detectada em um fundo de tipo selvagem quando o DNA amplificavel total estd dentro do

intervalo de entrada indicado e ainda abaixo do valor de ACt do cut-off limite.

CRC

Foi realizado 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 deteccdo de DNA mutante em um fundo de DNA de tipo selvagem é
definido como o fator de diluicdo mais baixo ao qual 95% das réplicas de teste de cada

amostra positiva quanto a mutagdo 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 DNA baixos e altos. Nesses modelos, a variavel
da resposta era a saida do bindrio de mutacdo detectada (detect = 1) e de mutagdo néo
detectada (detect = O); a varidvel explicativa continua era logz da % da diluigdo de mutagdo.
Os LODs foram calculados como a porcentagem da diluicdo de mutagdo que obteve uma

probabilidade prevista de deteccdo de 0,95 (Tabela 16).
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Tabela 16. Valores de LOD para cada ensaio de mutagéo usando linhas celulares FFPE

LOD Cos
Ensaio (porcentagem de DNA mutante em DNA de fipo selvagem)
12ALA 0,8
12ARG 2,6
12ASP 6.4
12CYS 1,5
12SER 5,6
12VAL 1,6
13ASP 6,4

CPCNP
O LOD para os ensaios do therascreen KRAS RGQ PCR Kit foi determinado e verificado

usando tecido de CRC. Esses resultados de LOD foram verificados novamente para o tecido
de CPCNP.

O estudo teve 2 partes. Na parte 1, 60 réplicas de 7 linhas celulares mutantes FFPE de
CPCNP representando cada mutagdo foram diluidas com o LOD do respectivo ensaio e
testadas. Todas as 60 réplicas de linhas celulares FFPE vdlidas de cada amostra avaliada

demonstraram 100% de deteccdo para a respectiva reagdo de mutacdo no LOD avaliado.

Na parte 2, 96 réplicas de amostras clinicas FFPE de CPCNP representando cada mutacdo
dos 3 métodos de aquisicdo (ressecdo, CNB e FNA) foram testadas apés a diluigdo com o

LOD do respectivo ensaio.

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

Isso demonstra que o valor de LOD previamente determinado é verificado para todos os
ensaios de mutacdo ao avaliar amostras de tecido de CPCNP e amostras clinicas FFPE de

CPCNP/linhas celulares FFPE/amostras de pacientes correspondentes.
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Entrada de DNA e linearidade

Efeito do nivel de entrada de DNA nos valores de ACy

Quando amostras em niveis diferentes de DNA total contém a mesma proporcdo de DNA
mutante, presume-se que os valores de ACr medidos permanecam consistentes. O objetivo do
estudo era demonstrar que o desempenho do therascreen KRAS RGQ PCR Kit é consistente
em toda a faixa de entrada de DNA total (CT do controle) do ensaio. O DNA exiraido de
8 linhas celulares FFPE foi usado para preparar pools de DNA com o Cr de reagdo de controle
mais baixo obtido. Depois, estoques de DNA concentrados foram diluidos para gerar DNA
que abrangesse a faixa de trabalho (um total de 5 dilui¢cdes, incluindo o estoque concentrado

inicial).

Para cada ponto dentro da faixa de trabalho preparou-se material suficiente para efetuar
6 testes de réplicas. O intervalo de diluicdo de cada reagdo de mutagdo e o valor de ACy
médio obtido dos resultados sdo exibidos na Tabela 17 e na Tabela 18. Os valores gerais
de ACr sdo consistentes por todo o intervalo de trabalho do therascreen KRAS RGQ PCR Kit
para todos os ensaios, demonstrando que o nivel de DNA néo terd impacto sobre a exatiddo

da determinacdo de mutacdes em amostras.
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Tabela 17. Efeito da entrada de DNA sobre os valores de AC: por todo o intervalo de Cr da reagdo de controle de entrada

(linhas celulares FFPE de CRC)

AG
Ensaio Dilvicgo 1 Dilvicgo 2 Diluicgo 3 Diluigéio 4 Diluicgo 5
G ~20a 21 Ci~23a24 Ci~26 a 27 G ~29a30 G ~32a33

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.

Tabela 18. Efeito da entrada de DNA sobre os valores de AC: por todo o intervalo de Cr da reagdo de controle de entrada

(amostras FFPE de CPCNP)
AG
Ensaio Dilvicgo 1 Diluicgo 2 Dilvicgo 3 Diluicgo 4 Diluicgo 5
Cr~20a 21 Cr~23a24 Cr~26a 27 Cr~29a 30 Cr~32a33

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 -*

* Nenhum Cr de reagdo de mutagdo apresentado devido & baixa concentracdo de DNA; portanto, nenhum AC; foi

calculado.
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Eficécia da linearidade/amplificacdo como fungdo da entrada de DNA

Foi demonstrada a eficacia da linearidade e da amplificagdo da PCR para cada reagdo de
mutacdo, em relacdo & reagdo de controle, por todo o intervalo de trabalho do therascreen
KRAS RGQ PCR Kit. A eficacia de amplificagdo foi calculada para cada uma das reacdes de

mutacdo e reagdes de controle como [10(-1/inclinagdo]] -1.

A eficdcia de amplificacdo da reagdo de controle comparada com a reagdo de mutagdo
indica que o ACr e, consequentemente, a defermina¢do de mutagdo, é consistente por todo
o intervalo de trabalho do ensaio. Um resumo dos dados é exibido na Tabela 19 (amostras

de CRC) e na Tabela 20 (amostras de CPCNP).
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Tabela 19. Eficacia de amplificacdo nas reagdes de controle e mutagdo: linhas celulares de CRC

Limite de Limite de
confianga  confianca
de 95% de 95% Diferencas
bilateral bilateral em eficacias
Erro ~_ FEmo inferior superior Eficiciade  de
. PerQOdf’ Inclinacgo ;?ad'ruo_ (inclinagdo)  (inclinagdo) amplificacdo  amplificagdo
Amostra Infercepgéo infercepedo calculada (inclinagéio)
Crde
12ALA  Confole 21,060 0,060 1,008 0,007 -1,023 0,993 0,989 003
Crde 22,476 0,103 0,987 0,013 -1,013 0,961 1,019 ’
12ALA
Crde 1,056 1,014 0,954
confrole 20,825 0,083  -1,035 0,01 I, 1, ,95
AR e 23,237 0,083 0993 0,011 -1,016 0,97 1,01 0.056
12ARG
Crde 1,046 0,98
controle 20,385 0,13 -1,013 0,16 -1, X 0,982 .
12AP " de 21347 0065 1015 0008 1,082 0999 0979 0,003
12ASP
Crde
1ocys Contole 23,437 0,063 0,981 0,01 -1,003 0,96 1,026 0032
Crde 24,289 0,039 0,91 0,006 0,974 0,947 1,058 ’
12CYS
Crde
1osEr  Confole 22,568 0,050 1,003 0,008 -1,02 0,986 0,996 0105
Crde 25212 0,087 0,934 0,014 0,963 0,904 1,101 '
12SER
Crde
12VAL controle 21,208 0,047 0,995 0,006 -1,007 0,983 1,007 0033
Cride 21,532 0,043 0,972 0,005 0,983 0,961 1,04 ’
12VAL
Crde
13ASP controle 23,207 0,056  -1,001 0,009 -1,02 0,982 0,999 0145
Crde 26,466 0,106 0,909 0,017 0,945 0,873 1,144 '
12ASP
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Tabela 20. Eficacia de amplificacdo nas reagdes de controle e mutagdo: Amostras de CPCNP

Limite de Limite de
confianga  confianca
de 95% de 95% Diferencas
bilateral bilateral em eficacias
Erro ~_ FEmo inferior superior Eficiciade  de
B Pcdroo df’ Inclinacgo ;?ad'ruo _ . lincinagéo) (inclinagdo) amplificaggo  amplificagdo
Amostra Infercepgéo infercepedo calculada (inclinagéio)
Crde
controle 22,74 0,04 0,15 0,02 0,19 0,11 0,94
. , , , 0,069
1204 "clde 2411 016 106 007 120 093 1,01
12ALA
Crde
controle 21,92 0,03 0,07 0,01 -0,09 -0,05 0,94
o b b b 0,093
12ARG " 4o 24,44 0,02 0,98 0,01 0,96 -0,96 1,04
12ARG
Crde
controle 21,73 0,05 0,13 0,02 0,17 -0,08 0,96
: : : : 0,001
12AF "cde 2269 003 097 o001  -1,00 0,95 0,96
12ASP
Crde
controle 21,73 0,04 0,11 0,01 0,14 -0,08 0,98
0 b o h 0,019
120YS "¢ de 2277 0,03 -1,01 0,01 -1,03 -0,99 1,00
12CYS
Crde
controle 22,03 0,05 -0,06 0,02 0,10 -0,02 0,97
, , , , 0,127
125R "cde 2534 003 097 001 09 0,94 1,09
12SER
Crde
controle 22,13 0,04 -0,03 0,02 -0,07 0,01 0,92
0 b i i 0,011
VAL “clde 2334 008 095 003 1,01 0,88 0,91
12VAL
Crde
controle 22,63 0,02 -0,02 0,01 0,001 -0,04 0,94
, , , , 0,066
13ASP " de 25,14 0,07 0,94 0,03 -1,00 -0,88 1,01
12ASP

Eficacia da linearidade/amplificacdo como fun¢do da porcentagem de mutacdo

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da amostra positiva quanto a mutagdo e diluida
em série na eficdcia de amplificagdo, por todo o intervalo de trabalho do therascreen KRAS

RGQ PCR Kit, comecando com niveis de entrada de Cr de aproximadamente 22 a 23 de Cr.
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Inicialmente, foram avaliados extratos de DNA de linhas celulares FFPE de CRC e amostras
de CPCNP por meio de leituras de densidade éptica (Optical Density, OD) antes de efetuar
a PCR com o therascreen KRAS RGQ PCR Kit. Em seguida, foram preparados estoques de
DNA a um Cr de reagdo de controle correspondente a cerca de 23 de Cr. Os estoques foram
diluidos em série duas vezes de cada vez usando DNA de tipo selvagem, para manter o DNA
de tipo selvagem total constante, enquanto variava a porcentagem de DNA mutante no

modelo.

Foram preparadas pools de DNA suficientes para 6 réplicas por mutagdo. Foram calculados
os dados de Cr e ACt para cada mutacdo em cada ponto de diluicdo. Foi preparado um
modelo de regressdo linear comparando o Cr de reacdo de mutacdo com a diluicdo de
entrada de DNA de log2. O estudo mostrou que a diluicdo de mutagdes em um fundo de uma
concentracdo constante de DNA de tipo selvagem resultava em eficdcias de amplificagdo que
ndo variavam significativamente dos valores determinados no estudo de linearidade

supracitado.

Substancias interferentes

O objetivo deste estudo foi avaliar o impacto de substéncias potencialmente interferentes no
desempenho do therascreen KRAS RGQ PCR Kit. Isso foi realizado através da andlise do
impacto de cada substancia nos valores de ACr e no status de mutagdo das amostras de teste
por meio de experimentos de mistura a diversas concentracdes. As substdncias
potencialmente interferentes do processo de extracdo de DNA 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, o Buffer ATE, também foi testado como

o controle de branco.

Nas concentracdes que se prevé encontrar em uso normal, nenhuma das substancias
potencialmente interferentes avaliadas afetam a capacidade do therascreen KRAS RGQ PCR

Kit de distinguir entre amostras positivas ou negativas quanto a mutacdo.
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Além do estudo de substancias inferferentes, foi avaliado o efeito potencial da necrose em amostras
clinicas, para determinar se altos niveis de tecido necrético em amostras de tumor t#&m impacto
sobre a capacidade de gerar dados vélidos. De um total de 421 amostras avaliadas como parte
dos estudos de Comparagdo com o método de referéncia analitica, 29 amostras apresentavam
necrose a um nivel > 50%, conforme determinado por exame patolégico. Dessas 29 amostras,
28 apresentaram resultados vdlidos que eram concordantes com o sequenciamento bidirecional

de Sanger. Somente um resultado foi invdlido, devido a DNA insuficiente.
Contaminacdo cruzada

O objetivo deste estudo foi determinar a extensdo da contamina¢do cruzada entre amostras
de DNA usando o therascreen KRAS RGQ PCR Kit, o que, possivelmente, leva a resultados

falso-positivos. As potenciais fontes de contaminacdo cruzada incluem as seguintes:

® Extragdo de amostras (por ex., raspagem de laminas)

® Pipetagem de amostras

®  Fecho (colocacdo de tampa) de tubos de amostra

® Contaminagdo dos reagentes do kit durante o uso

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

Para este estudo, foram usados padrdes FFPE: o padrdo tipo selvagem (wild-type) e o padréo

12AlA (j& que a reagdo 12ALA é a reacdo com o LOD mais baixo do kit).

O estudo consistia em 10 execugdes de PCR destinadas a investigar o potencial de
contaminagdo durante e entre execugdes no instrumento Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.
Nessas execucdes de teste, foram usados tubos contendo DNA de tipo selvagem para testar

quanto a contaminacdo de DNA mutante.

Os resultados deste estudo ndo indicaram qualquer contaminacdo detectdvel em quaisquer

extratos de DNA de tipo selvagem destinados a detectar contaminagdo cruzada.
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Exclusividade/reatividade cruzada

O therascreen KRAS RGQ PCR Kit é constituido por 8 reagdes separadas, incluindo uma reagdo
de controle individual que detecta uma regiGo ndo polimérfica do gene KRAS e 7 reagdes
especificas de mutagdo. Nao existe qualquer reagcdo que mega especificamente a sequéncia KRAS
de tipo selvagem no cédon 12 ou 13. O resultado No Mutation Detected (Nenhuma mutagdo
detectada) 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 mutagdo.

Logo, é necessdrio demonstrar a quantidade de amplificacdo ndo especifica ou a reatividade
cruzada que ocorre em cada reagdo com quantidades excessivas de DNA de KRAS de tipo
selvagem para garantir que ndo ocorram resultados falso-positivos. De forma semelhante, a
amplificacdo ndo especifica é avaliada para mutagdes do KRAS que n&o se tenciona detectar
por meio do ensaio. Isso demonstra que a quantidade de reatividade cruzada entre as
reagdes mutantes ndo resulta em determinagdes de mutagdo errbneas na presenca de
quantidades excessivas de DNA mutante. Visto que a entrada de DNA para este ensaio é
baseada no intervalo de Cr de controle (21,92 a 32,00), a concentragdo mais alta de entrada

de DNA ¢ baseada em ter um valor de Cr de controle de aproximadamente 22.

Amplificagdo ndo especifica/reatividade cruzada: DNA de KRAS de tipo selvagem

Foi abordada a quantidade de amplificagdo ndo especifica do DNA de tipo selvagem por
meio de misturas de reacdo concebidas para amplificar mutagdes especificas. Foi avaliado
um total de 60 réplicas de DNA de linha celular FFPE de tipo selvagem e 60 amostras de
CPCNP & concentragdo mais elevada de nivel de entrada de DNA amplificavel usando o
therascreen KRAS RGQ PCR Kit.

Os valores de Cr de controle 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 determinadas corretamente.
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Amplificagdo ndo especifica/reatividade cruzada/exclusividade: DNA de KRAS
positivo quanto a mutagdo

As amostras mutantes com alta concentracdo de entrada de DNA foram testadas em relacdo
a todas as misturas de reagdo. As amostras de DNA foram preparadas a partir de cada uma
das linhas celulares FFPE de CRC e de CPCNP, de forma que o Cr da reagdo de controle
correspondesse a aproximadamente 23. A partir dessas diluigdes, foram avaliadas 6 réplicas
de cada amostra de mutacdo. A porcentagem de mutacdo na amostra foi regida pela

porcentagem de mutante no DNA de linha celular.

Os valores de ACt médios apresentados na Tabela 21 e na Tabela 22 demonstram que existe
reatividade cruzada entre reagcdes mutantes. Em todos os casos, os resultados mostraram que
a mutagdo correta foi determinada com a reagdo de mutagdo correspondente (ou seja, o
menor valor de ACr foi a determinacdo de mutacdo correta). Todos os outros casos de testes

foram de ndo deteccdo ou fora do limiar do ACr.

Tabela 21. Reatividade cruzada (AC:) entre reacdes de mutagdo usando DNA de linha celular FFPE de CRC no intervalo
de entrada alto

AC: do ensaio

DNA Cut-off 12ALA 12ASP 12ARG 12CYS 12SER 12VAL 13ASP
mutante

12ALA 8 1,42* 12,66 NA 581F 2,78f 6,31f 13,21

12ASP 6,6 12,56 2,42* NA NA 13,44 11,21 118,58
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 reacdo cruzada.
*  Valores de ACr das reages correspondentes.

T ACr de reagdes com reatividade cruzada abaixo do cutoff.
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Tabela 22. Reatividade cruzada (AC:) entre reacdes de mutagdo usando DNA de linha celular FFPE de CPCNP no intervalo
de entrada alto

ACr do ensaio

DNA . Coboff  12ALA 125  12ARG  12CYS  125ER  1VAL  13ASP
12AA 8 1310 12,8 NA 5011 2260 557" 12,65
12450 6,6 1261 1,666  NA NA NA 10,3 12,60
12ARG 8 1298 11,08  081° 11,24 NA 12,66 12,62
1205 8 NA 1222 7,84 056  NA 13,06 11,84
12SER 8 NA 12,87 13,21 NA 193 1325 12,93
12VAL 7,5 5,93t 1429 NA NA 13,14 045 12,39
13A5P 7,5 NA NA NA NA NA NA 2,02*

NA: sem reacdo cruzada.

*  Valores de ACr das reages correspondentes.

T ACr de reagdes com reatividade cruzada abaixo do cutoff.

Repetibilidade e reprodutibilidade

A exatiddo do therascreen KRAS RGQ PCR Kit foi determinada utilizando um protocolo que
incorpora aspectos das diretivas EP12-A e EP5-A2 (21, 22) do CLSI. Para esta avaliagdo,
foram usadas amostras clinicas de CRC. Foram testados um tipo selvagem e uma amostra de
cada mutagdo com o therascreen KRAS RGQ PCR Kit, usando 2 operadores em cada um dos
3 locais, testando todas as amostras e controles em 3 lotes do therascreen KRAS RGQ PCR
Kit, todos os dias por 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 variagdo.

A reprodutibilidade do therascreen KRAS RGQ PCR Kit foi demonstrada para amostras de
tipo selvagem e mutantes de nivel baixo (3xLOD), com pelo menos 39/40 determinacdes de
mutagdo corretas para todos os ensaios dos vdrios lotes, plataformas e operadores, durante
e entre experiéncias laboratoriais. A Tabela 23 e a Tabela 24 exibem estimativas de

variagdes demonstradas (1x desvio padrdo), utilizando amostras 3xLOD e C50.
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Tabela 23. Cdlculos de variagoes de ensaio

%CV para ACr %CV para Cr de mutante %CV para Cr de controle
Ensaio 3xLOD C50 3xLOD C50 3xLOD C50 WT
12ALA 13,14 8,32 1,87 2,02 0,97 1,12 1,12
12ARG 10,79 8,04 1,59 1,96 1,24 1,51 1,15
12ASP 12,86 5,87 1,11 1,00 0,90 0,90 1,04
12CYS 17,61 10,83 1,86 2,02 1,54 1,22 1,15
12SER 13,97 10,43 1,71 2,11 094 1,19 1,15
12VAL 9,66 15,47 1,52 1,65 1,11 3,74 1,26
13ASP 13,73 9,35 1,91 2,08 1,11 1,41 1,19

Tabela 24. Célculos de exatiddo de repetibilidade

%CV para ACr %CV para Cr de mutante %CV para Cr de controle

Ensaio 3xLOD C50 3xLOD C50 3xLOD C50 WIT

12ALA 10,71 7,51 1,69 1,76 0,77 0,90 0,79
12ARG 9,83 8,04 1,21 1,76 0,84 1,33 0,90
12ASP 10,16 4,08 0,93 0,89 0,80 0,76 0,76
12CYS 13,15 8,80 1,31 1,76 1,40 1,01 0,76
12SER 6,76 6,18 1,10 1,48 0,80 0,90 0,90
12VAL 9,21 15,32 1,40 1,42 0,91 3,49 0,94
13ASP 8,67 7,01 1,30 1,65 0,91 1,19 0,97
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A proporg¢do prevista de amostras 3xLOD em testes de amostras de tipo selvagem e mutantes

foram relatadas globalmente e em cada um dos locais. Para todos os ensaios e combinagdes

de amostras, pelo menos 79 de 80 réplicas exibiram a determinagdo de mutacdo correta.
A propor¢do global de determinagdes corretas foi de 99,6% (1115/1120); 99,6%
(558/560) para amostras positivas quanto a mutagdo (3xLOD) e 99,5% (557/560) para

amostras sem mutacdo detectada (tipo selvagem) (Tabela 25).

Tabela 25. Determinaces corretas globalmente

Determinagdes corretas
Mutagéio Amosiras 3xLOD Amostras ?:0223 selvagem
12ALA 79/80 80/80
12ARG 80,/80 79/80
12ASP 80,/80 80/80
12CYS 79/80 80/80
12SER 80,/80 79/80
12VAL 80/80 ——
13ASP 80,/80 80/80
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CPCNP

A precisdo do therascreen KRAS RGQ PCR Kit dentro do laboratério (repetibilidade) foi
avaliada. S&o reportadas a correcdo dos resultados da mutagdo e a precisdo dos valores de

ACr (a diferenca em valores de Cr entre uma Reacdo de mutacdo e uma Reacdo de controle).

No total, 15 membros do painel foram preparados; um para cada uma das sete mutagdes
detectadas pelo KRAS kit em LOD e 2xLOD) e um membro do painel do tipo selvagem (Wild
Type, WT). Os membros do painel de mutantes foram representados por uma linha celular
FFPE ou uma amostra clinica dependendo da disponibilidade. Todas as amostras foram
normalizadas para um controle Cr de 27 e amostras mutantes foram diluidas em DNA do
tipo selvagem para gerar material suficiente para amostras em niveis de mutagdo de 1x LOD

e 2x LOD.

A proporc¢do de determinagdes corretas para cada painel de teste é descrita na Tabela 26 e

os valores de precisdo quantitativa sdo descritos na Tabela 27.
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Tabela 26. Propor¢do de determinacdes de mutagdo corretas

Varidveis de agrupamento Proporcdo Limite de confianca de 95% bilateral

Nivel de Ensaio Fragdo Porcentagem Inferior Superior

amostra

2xLOD 12ALA 28/28 100,00% 87,66% 100,00%
12ARG* 28/28 100,00% 87,66% 100,00%
12ASP 28/28 100,00% 87,66% 100,00%
12CYS 28/28 100,00% 87,66% 100,00%
12SER* 28/28 100,00% 87,66% 100,00%
12VAL 28/28 100,00% 87,66% 100,00%
13ASP* 28/28 100,00% 87,66% 100,00%

LOD 12ALA 39/40 97,50% 86,84% 99,94%
12ARG 40/40 100,00% 91,19% 100,00%
12ASP 40/40 100,00% 91,19% 100,00%
12CYS 40/40 100,00% 91,19% 100,00%
12SER* 40/40 100,00% 91,19% 100,00%
12VAL 40/40 100,00% 91,19% 100,00%
13ASP* 38/40 95,00% 83,08% 99,39%

WT Todos 28/28 100,00% 87,66% 100,00%

* Representado pela linha celular FFPE
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Tabela 27. Componente de variéincia em termos de SD e %CV - repetibilidade

o 3 X
l—ﬂ < 8 ,Z,, = 2
5 3 5 & L g

3 5 g . ) . B e

3 2 o 3 . £ g & 3 g E

2 3 g 8 5 ® ® 3 g 4 2 ]

2 z & z : & 5 5 5 5 & o
Delta 2xlOD  12AIA 28 5,54 (0,0000, (0,1221, (0,0443, (0,0385, (0,0000, (0,1335, (0,1843,
Crdo 0,00%  2,20%  0,80%)  070%)  000%  2,41%  3,33%
ensaio

12ARG 28 4,80 (0,0000, (0,1891, (0,0000, (0,0000, (0,0000, (0,3244, (0,3737,
0,00%)  3,94%)  0,00%)  0,00%)  000%)  676%  7,79%)

12ASP 28 4,72 (0,0860, (0,1446, (0,0000, (0,1463, (0,1374, (0,1751, (0,2797,
1,82%)  3,06%)  0,00%)  3,10%)  291%)  3,71%  593%

12CYS 28 5,66 (0,0563, (0,0000, (0,0995, (0,0000, (0,0390, (0.2306, (0.2498,
0.99%)  0,00%)  1,76%)  0,00%)  0.69%)  4,08%  4,41%)

12SER 28 5,36 (0,1429, (0,0274, (0,0000, (0,0647, (0,0000, (0,1753, (0.2129,
2,67%)  0.51%)  0,00%)  1,21%  0,00%)  3,27%)  3,97%)

12VAL 28 4,26 (0,0000, (0,1016, (0,0593, (0,1128, (0,0000, (0.2095, (0.2457,
0,00%)  2,39%)  1,39%)  2,65%)  000%)  4,92%  577%)

13ASP 28 5,23 (0,0000, (0.2892, (0,0157, (0,0000, (0,0000, (0.2171, (0.3575,
0,00%  553%  030%  0,00%)  000%  4,15%  6,83%)

LOD 12AIA 40 6,36 (0,0000, (0,1584, (0,0000, (0,0000, (0,0000, (0.2346, (0.2819,
0,00%)  2,49%)  0,00%)  0,00%)  0,00%)  3,69%  4,43%)

12ARG 40 5,45 (0,0036, (0,1639, (0,0000, (0,0000, (0,0797, (0,1674, (0.2397,
0,07%)  3,01%  0,00%)  000%)  1,46%  3,07%  4,40%)

12ASP 40 4,73 (0,0000, (0.2485, (0,1087, (0,0000, (0,0816, (0,1041, (0.2837,
0,00%)  525%)  2,30%)  0,00%)  172%)  2,20%  6,00%)

12CYS 40 6,62 (0,1688, (0,0000, (0,0000, (0.2056, (0,0000, (0.2909, (0.3652,
2,55%)  0,00%  0,00%)  3,11%)  0,00%)  4,40%)  5,52%)

12SER 40 6,37 (0,006, (0.3153, (0,0000, (0,0340, (0,0000, (0.2253, (0.3854,
1,58%)  4,95%)  0,00%)  0.53%)  0,00%  3,54%  6,05%)

12VAL 40 5,13 (0.2874, (0,0976, (0,0227, (0,0874, (0,0000, (0,1629, (0.2965,
560%)  1,90%)  0.44%)  1,71%)  0,00%)  3,18%  5,78%

13ASP 38 6,26 (0.3433, (0,1227, (0,0778, (0,0000, (0,0000, (0.3459, (0.4738,

548%)  1,96%)  1,24%)  000%  000%  552%  7,57%)

* SD, %CV

Continuagdo da tabela da pégina anterior
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Continuagdo da tabela da pdgina anterior
Tabela 27. Componente de variéncia em termos de SD e %CV - repetibilidade (confinuagéo)

2 3 z M .,
3 g 4 g 2 g
2 o 2
T2, 3 . 3 3 3 s & e
2 3 k- 8 5 ® ® ® e e 2 5
3 z & z - & & & & & & °
Cr 2xLOD  12ALA 28 32,09 (0,0000, (0,1314, (0,0000, (0,0675, (0,1073, (0,1158, (0,1957,
verde 0,00%) 0.41%) 0,00%) 0.21%) 0.33%) 0.36%) 0,61%
12ARG 28 31,50 (0,0000, (0.2598, (0,0000, (0,0000, (0,0000, (0.3324, (0.4189,
0,00%)  0.82%  0,00%  0,00%  0,00%  1,06%  1,33%
12ASP 28 31,30 (0,0000, (0,1891, (0,0000, (0,0920, (0,0000, (0,1800, (0.2667,
0,00%)  0.60%  0,00%  0.29%  0,00%  0.58%)  0.85%
12CYS 28 32,07 (0,0000, (0.2523, (0,0000, (0,1606, (0.2011, (0,1512, (0.3388,
0,00%)  0.79%  0,00%  0.50%  0.63%)  0.47%)  1,06%
128ER 28 32,06 (0,0000, (0.2049, (0,0000, (0,1250, (0,1177, (0,1263, (0.2648,
0,00%)  0.64%)  0,00%)  0.39%  0.37%  0.39%)  0.83%
12VAL 28 30,65 (0,0000, (0,1772, (0,0000, (0,1198, (0,1063, (0,1656, (0.2639,
0,00%) 0.58% 0,00%) 0.39%) 0.35%) 0.54%) 0.86%
13ASP 28 31,98 (0,0000, (0.3773, (0,0497, (0,0000, (0,0000, (0,1813, (0.4138,
0,00%)  1,18%  0,16%  0,00%  0,00%)  0.57%)  1,29%
LOD 12AIA 40 32,86 (0,0000, (0.2332, (0,0516, (0,0840, (0,1319, (0,1780, (0.3144,
0,00%)  071%  0,16%)  0.26%)  0.40%)  0.54%)  0.96%)
12ARG 40 31,90 (0,0000, (0.2186, (0,0000, (0,0000, (0.2289, (0,1519, (0.3106,
0,00%)  0.69%)  0,00%  0,00%)  0.72%)  0.48%)  0.97%)
12ASP 40 31,02 (0,0000, (0,1762, (0,1093, (0,1296, (0.2492, (0,1005, (0.2908,
0,00%)  0.57%)  0.35%)  0.42%)  0.80%)  0.32%)  0.94%)
12CYS 40 33,14 (0,1216, (0,0493, (0,0000, (0.3468, (0,0501, (0.3155, (0.4216,
0.37%)  0,15%)  0,00%  1,05%)  0,15%)  0.95%)  1,27%)
12SER 40 33,08 (0,0832, (0.2591, (0,0000, (0,2424, (0,0000, (0.2258, 0,3864,
25%) 0.78%  0,00%  073%)  0,00%  0.68%) 1,17%
12VAL 40 31,62 (0.2858, (0,0951, (0,0000, (0.2244, (0,0344, (0,1763, 0.3432,
0.90%)  0.30%  000%  071%  0,11%)  0.56%)  1,09%
13ASP 38 33,09 (0.3237, (0,1009, (0,1409, (0,0000, (0,0000, (0.2785, 0,4133,
0.98%  031%)  0.43%  000%  0,00%  0.84%)
* 5D, %CV

Continuacdo da tabela da pégina anterior
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Continuagdo da tabela da pdgina anterior
Tabela 27. Componente de variéncia em termos de SD e %CV - repetibilidade (confinuagéo)

2 8 z . .,
5 £ k<Y 2 < 8
Z g }
E 3 o K . E 5 S 5 g 5
b 3 E 3 = g 2 2 2 g 2 5
2 2 3 3 £ £ £ £ £ 2
3 z i z = & fis i & & 4 2
Cr 240D 12AlA 28 33,20 (0,0000, (0,0515, (0,0330, (0,0000, (0,0607, (0.2117, (0.2235,
amarelo 0,00%)  0,16%  0,10%  000%  0,18%  0.64%)  0.67%)
12ARG 28 33,05 (0,1397, (0,1321, (0,0000, (0.2393, (0,0000, (0.3792, (0.4559,
0.42%)  0.40%  0,00%  072%  0,00%  1,15%)  138%)
12A5P 28 33,00 (0,0597, (02131, (0,0000, (0,0000, (0,1313, (0,1954, (0.3059,
0,18%)  0.65%  000%  000%  040%  0.59%)  0.93%)
12¢Ys 28 33,19 (0,0646, (0,0971, (0,0233, (0,0679, (0,0863, (0,1943, (0.2378,
0,19%)  029%)  0,07%)  0.20%  026%  0.59%  0.72%)
12SER 28 32,85  (0,0525, (0,0000, (0,0000, (0,0337, (0,0937, (0,1320, (0,1588,
0,16%)  0,00%  000%  0,10%  029%  0.40%)  0.48%)
12VAL 28 33,11 (0,0000, (0,1026, (0,0000, (01469, (0,1469, (0.2912, (0.3458,
0,00%)  031%  0,00%  0.44%  0.44%  0.88%)  1,04%)
13AP 28 33,03 (0,0000, (0,1928, (0,1015, (0,0000, (0,0000, (0,1450, (0.2493,
0,00%  0.58%  0.31%  000%  0,00%  0.44%)  0.75%)
LOD 12A1A 40 3337  (0,0000, (0.2010, (0,0000, (0,0000, (0,1942, (0.2177, (0.3257,
0,00%)  0.60%  0,00%  000%  0.58%  0.65%)  0.98%)
12ARG 40 33,14 (0,0000, (0.2168, (0,0000, (0.3061, (0,1637, (0,1748, (0,3717,
0,00%)  0.65%  0,00%)  0.92%)  0.49%  0.53%  1,12%0
12ASP 40 3298  (0,0000, (0.2599, (0,0000, (0,0000, (0,1735, (0.2228, (0.3618,
0,00%)  079%  000%  000%  053%  0.68%)  1,10%)
12CYs 40 33,31 (0,0000, (0.2028, (0,0000, (0,1209, (0,0000, (0.2132, (0.3050,
0,00%)  0.61%  000%  036%  0,00%  0.64%)  0.92%)
12SER 40 33,08  (0,1254, (0.2847, (0,0000, (0,0000, (0,0000, (0,1505, (0.3263,
0.38%)  0.86%  0,00%  000%  0,00%  0.46%)  0.99%)
12VAL 40 33,29 (03133, (0,0000, (0,0000, (0,0000, (0,0000, (0.2621, (0.3574,
0.94%)  0,00%  0,00%  000%  0,00%  0.79%)  1,07%)
13ASP 40 33,13 (0,1101, (0,1326, (0,1666, (0,0000, (0,0000, (0,1925, (0.2804,
0.33%)  0.40%  0.50%)  000%  0,00%  0.58%)  0.85%)
* SD, %CV

Continuacdo da tabela da pégina anterior
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Continuagdo da tabela da pdgina anterior
Tabela 27. Componente de variéncia em termos de SD e %CV - repetibilidade (confinuagéo)

2 3 z M .,
5 £ k<Y 2 < 8
3 9 B 9o
1§ 5 S T T
E 3 o K . E 5 S 5 g 5
b 3 K 8 - e e 2 2 e 2 5
2 3 5 3 £ £ £ £ £ H
2 z i z = & i i i & & Q
Cr WT 12AA 28 33,41 (0,1443, (0,1997,  (0,0000, (0,0000, (0,0000, (0.2269, (0.3248,
amarelo 0.43%)  0.60%)  0,00%  0,00%  0,00%  0.68%)  0.97%)
12ARG 28 33,30 (0,0875, (0,0000, (0,0000, (0.4098, (0,0904, (0.2368, (0.3983,
0.26%)  0,00%)  0,00%  1,23%)  027%  071%)  1,20%)
12AsP 28 33,12 (0,1591, (0,1748, (0,0477, (0,0000, (0,0000, (0.2131, (0.3075,
0.48%)  0.53%)  0,14%  0,00%)  0,00%)  0.64%)  0.93%)
12CYs 28 33,42 (0,0000, (0.2009,  (0,0000, (0,1444, (0,0000, (0.2121, (0.3077,
0,00%)  0.60%)  0,00%)  0.43%  0,00%  0.63%)  0.92%)
12SER 28 33,22 (0.2485,  (0,0000, (0,0633,  (0,0000, (0,0000, (0,1497, (0.2517,
0.75%)  0,00%)  0,19%  0,00%  0,00%)  0.45%)  0.76%)
12VAL 28 33,35 (0,0000, (0.2591, (0,0000, (0,1429, (0,0000, (0.2721, (0.3863,
0,00%)  0.78%)  0,00%  0.43%)  0,00%)  0.82%)  1,16%)
13ASP 28 33,45 (0,0000, (0,1194, (0,0526, (0,0341, (0,0000, (0,1651, (0.2078,
0,00%  0.36%)  0,16%)  0,10%  0,00%  0.49%  0.62%)
* SD, %CV

A precisdo do therascreen KRAS RGQ PCR Kit entre laboratérios (repetibilidade) foi avaliada.

Trés laboratérios diferentes (locais de teste) foram usados. O mesmo painel de teste foi usado

para este estudo e para o estudo de repetibilidade. Em cada local, as condigdes do

laboratério variam de acordo com o instrumento RGQ, o operador, o lote do KRAS kit e as

execugdes por dia para conseguir um total de 88 execugdes por local por mais de 22 dias

ndo consecutivos.

A proporcdo das determinacdes de mutagdo corretas é relatada na Tabela 28. Os valores

de precisdo quantitativa sdo descritos na Tabela 29. A reprodutibilidade total do KRAS kit é

mostrada na coluna de ndmeros totais (SD, CV%) da Tabela 29.
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Tabela 28. Proporcdo de determinacdes de mutacdo corretas em todos os locais

Varidveis de agrupamento Proporcdo Limite de confianca de 95% bilateral

Nivel de Ensaio Fragdo Porcentagem Inferior Superior

amostra

2xLOD 12ALA 84/84 100,00% 95,70% 100,00%
12ARG* 84/84 100,00% 95,70% 100,00%
12ASP 84/84 100,00% 95,70% 100,00%
12CYS 84/84 100,00% 95,70% 100,00%
12SER* 84/84 100,00% 95,70% 100,00%
12VAL 84/84 100,00% 95,70% 100,00%
13ASP* 84/84 100,00% 95,70% 100,00%

LOD 12ALA 118/120 98,33% 94,11% 99,80%
12ARG 120/120 100,00% 96,97% 100,00%
12ASP 120/120 100,00% 96,97% 100,00%
12CYS 119/120 99.17% 95,44% 99,98%
12SER* 120/120 100,00% 96,97% 100,00%
12VAL 120/120 100,00% 96,97% 100,00%
13ASP* 118/120 98,33% 94,11% 99,80%

WT Todos 82/84 97,62% 91,66% 99,71%

* Representado pela linha celular FFPE
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Tabela 29. Componente de variéncia em termos de SD e %CV - reprodutibilidade

E 3 %5 z E 2 g
s £ koS 8 3 =2 = 5
s 3 2 . o 8 e ] S
3 5 g 2 2 ] 2 P s .
s 8 E . 3 8 £5 o 5 g 5
2 3 3 3 3 2 2 e 2 2% 2% ] 3
S Z &S b4 = & 5 e 5 53 538 & °
12ALA 84 5,48 (0,0000, (0,0000, (0,1669, (0,0000, (0,0000, (0,1287, (0,1679, (0.2640,
0,00%) 0,00%) 3,05%) 0,00%) 0,00%) 2,35%) 3,07%) 4,82%)
o
2 4
43, % 12ARG 84 4,81 (0,0000, (0,0000, (0,1172, (0,0000, (0,0000, (0,0000, (0.2729, (0.2967,
K Sl 0,00%) 0,00%) 2,43%) 0,00%) 0,00%) 0,00%) 5,67%) 6,16%)
S
% 12ASP 84 4,57 (0,0000, (0,0943, (0,1457, (0,0000, (0,0600, (0,1718, (0,1565, (0.2854,
a 0,00%) 2,06%) 3,19%) 0,00%) 1,31%) 3,76%) 3,43%) 6,25%)
12CYS 84 5,61 (0,0000, (0,0000, (0.2060, (0,0264, (0,0698, (0,0000, (0,1671, (0.2728,
0,00%) 0,00%) 3,67%) 0.47%) 1,24%) 0,00%) 2,98%) 4,87%)
12SER 84 5,34 (0,0000, (0,1362, (0,1669, (0,1527, (0,0000, (0.2020, (0.2382, (0.3902,
0,00%) 2,55%) 3,13%) 2,86%) 0,00%) 3,79%) 4,46%) 7.31%)
12VAL 84 4,13 (0,0874, (0,0000, (0,1677, (0,0000, (0,0869, (0,0000, (0.2711, (0.3359,
2,11%) 0,00%) 4,06%) 0,00%) 2,10%) 0,00%) 6,56%) 8,12%)
13ASP 84 522  (0,0000,  (0,0000, (0.2161,  (0.2712,  (0,0000,  (0,1930,  (0.2275,  (0.4279,
0,00%) 0,00%) 4,14%) 5,20%) 0,00%) 3,70%) 4,36%) 8,20%)
12ALA 119 6,33 (0,0000, (0,0410, (0,1207, (0,0000, (0,0000, (0,0247, (0.2640, (0.2936,
0,00%) 0.65%) 1,91%) 0,00%) 0,00%) 0.39%) 4,17%) 4,64%)
12ARG 120 5,42 (0,0000, (0,0000, (0,1797,  (0,0000, (0,0000, (0,0000, (0,1872, (0.2590,
0,00%) 0,00%) 3,31%) 0,00%) 0,00%) 0,00%) 3,45%) 4,78%)
12ASP 120 4,66 (0,1183, (0,0646, (0.2121, (0,0261, (0,0217, (0,0440, (0,1455, (0.2862,
2,54%) 1,38%) 4,55%) 0.56%) 0.46%) 0.94%) 3,12%) 6,14%)
8 12CYS 120 6,54 (0,0000, (0,0132, (0,1775, (0,0000, (0,1621, (0,1708, (0.4202, (0.4981,
= 0,00%) 0.20%) 2,72%) 0,00%) 2,48%) 2,61%) 6,43%) 7,62%)
12SER 120 6,28 (0,0000, (0,0824, (0.2271, (0,0775, (0,0000, (0.2383, (0.3164, (0.4570,
0,00%)  1,31%)  3,62%  1,24%)  0,00%  3,80%)  504%)  7,28%
12VAL 120 5,05 (0,0315, (0,1648, (0,0955, (0,0703, (0,0320, (0,0795, (0.2120, (0.2965,
0.62%)  3,26%)  1,89%)  1,39%)  0.63%  157%)  420%)  587%
13ASP 118 6,17 (0,0000, (0,1673, (0,1987, (0.2332, (0,0000, (0,0843, (0.3075, (0.4488,
0,00%)  271%)  3,22%  3,78%)  0,00%  137%)  499%)  7,28%
** SD, %CV

Continuacdo da tabela da pégina anterior
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Continuagdo da tabela da pdgina anterior
Tabela 29. Componente de variéncia em termos de SD e %CV - reprodutibilidade (confinuagéo)

] 3 % . 5 £ g
5 B2 8 3 8 3 = 8
¢ Y E g g 8 3
>z S _§ 'E_f, 8 § » & 8 g’_ *
s 8 ° ° 5 k] 5 ] & = o S
T T 3 ' 3 2 2 ps 2 2% 2% ) 3
2 4 s} Zz = &S S 52 S &8 53 & L
12ALA 84 32,13 (0,1578,  (0,0000, (0.2509, (0,0745, (0,0000, (0,1249, (0,1362, (0.3390,
0.49%) 0,00%) 0.78%) 0.23%) 0,00%) 0.39%) 0.42%) 1,06%)
[a)
% 12ARG 84 31,61 (0,0882, (0,0000, (0,2430, (0,1339, (0,0000, (0,0000, (0,2604, (0,3828,
« 0.28%)  0,00%  0,77%  0,42%)  0,00%)  0,00%  0,82%) 1,21%)
o
o
“,: 12ASP 84 31,24 (0,1655, (0,0391, (0,2178, (0,0600, (0,0000, (0,2052, (0,1426, (0,3542,
o 0,53%)  0,13%)  0,70%)  0,19%)  0,00%)  0,66%)  0,46%) 1,13%)
12CYS 84 32,15 (0,0000, (0,0000, (0,2836, (0,0852, (0,0940, (0,1658, (0,1318, (0,3636,
0,00%)  0,00%  0,88%  0,26%)  0,29%)  0,52%)  0,41%) 1,13%)
12SER 84 32,14 (0,1457,  (0,0000, (0,2659, (0,1807, (0,0000, (0,2715, (0,1783, (0,4554,
0,45%)  0,00%  0,83%  0,56%)  0,00%  0,84%)  0,55%) 1,42%)
12VAL 84 30,69 (0,0646, (0,0480, (0,2124, (0,0000, (0,1031, (0,0000, (0,2000, (0,3143,
0,21%) 0,16%) 0,69%) 0,00%) 0,34%) 0,00%) 0,65%) 1,02%)
13ASP 84 32,12 (0,2111, (0,0000, (0,3218, (0,2966, (0,0000, (0,1743, (0,1980, (0,5184,
0,66%)  0,00%) 1,00%)  0,92%)  0,00%  0,54%)  0,62%) 1,61%)
12ALA 119 32,93 (0,0000, (0,1524, (0,1821, (0,1048, (0,0757, (0,1007, (0,2526, (0,3721,
0,00%) 0,46%) 0,55%) 0,32%) 0,23%) 0,31%) 0,77%) 1,13%)
12ARG 120 31,98 (0,0000, (0,0743, (0,1936, (0,1262, (0,0000, (0,1332, (0,1619, (0,3096,
0,00%)  0,23%)  0,61%  0,39%)  0,00%)  0,42%)  0,51%)  0,97%)
12ASP 120 31,06 (0,1880, (0,1184, (0,1681, (0,1033, (0,1171, (0,1481, (0,1333, (0,3511,
0,61%) 0,38%) 0,54%) 0,33%) 0,38%) 0,48%) 0,43%) 1,13%)
8 12CYS 120 33,19 (0,0000, (0,0000, (0,2513, (0,0776, (0,2128, (0,1427, (0,2712, (0,4401,
= 0,00%)  0,00%  0,76%)  0,23%)  0,64%)  0,43%)  0,82%) 1,33%)
12SER 120 33,13 (0,2194, (0,0000, (0,2433, (0,1263, (0,1470, (0,1973, (0,2052, (0,4437,
0,66%) 0,00%) 0,73%) 0,38%) 0,44%) 0,60%) 0,62%) 1,34%)
12VAL 120 31,65 (0,0000, (0,1254, (0,1645, (0,1307, (0,1271, (0,0976, (0,1792, (0,3159,
0,00%) 0,40%) 0,52%) 0,41%) 0,40%) 0,31%) 0,57%) 1,00%)
13ASP 118 33,08 (0,0000, (0,1789, (0,1661, (0,3569, (0,0649, (0,1565, (0,2588, (0,4894,
0,00%)  0,54%)  0,50%) 1,08%  0,20%)  047%)  0,78%) 1,48%)
**SD, %CV

Continuagdo da tabela da pégina anterior
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Continuagdo da tabela da pdgina anterior
Tabela 29. Componente de variéncia em termos de SD e %CV - reprodutibilidade (confinuagéo)

- z [N 2 2
;ﬁ o g 2 4 g = 8
2 £ g =2 g - ° s
HE- ¢ % e ¢ P k:
T 2 ., B , 3 £ dy F : & 3
T OE % 23 2 2 28 2 2% g5 2 3
3 z i 4 = & & i & 53 53 & 2
12AlA 84 33,25 (0,0706, (0,0399, (0,1314, (0,1303, (0,0000, (0,1124, (0,1913, (0,2883,
021%)  0,12%)  0,40%)  0,39%  000%  034%  0,58%  0,87%
[a)
% 12ARG 84 33,07 (0,0000, (0,1406, (0,1353, (0,0000, (0,2024, (0,1262, (0,2831, (0,4016,
o < 0,00%)  0,43%)  0,41%)  000%  061%  038%  086%  1,21%
[
o
CE: 12ASP 84 32,98 (0,0000, (0,0480, (0,1706, (0,0000, (0,0000, (0,0797, (0,1795, (0,2616,
© 0,00%) 0,15%) 0,52%) 0,00%) 0,00%) 0,24%) 0,54%) 0,79%)
12CYs 84 33,20 (0,0000, (0,0976, (0,1781, (0,0000, (0,0000, (0,1454, (0,1723, (0,2939,
0,00%  0,29%)  0,54%)  0,00%  0,00%  0,44%  0,52%)  0,89%)
12SER 84 32,91 (0,0000, (0,1101, (0,0549, (0,0669, (0,0677, (0,1186, (0,2274, (0,2916,
0,004  0,33%)  0,17%  020%  021%  036%  0,69%  0,89%
12VAL 84 33,17 (0,0688, (0,0000, (0,1896, (0,0937, (0,1140, (0,1311, (0,2605, (0,378,
0,21%)  0,00%)  0,57%)  028%  0,34%  0,40%)  0,79%)  1,14%)
13ASP 84 33,10 (0,0000, (0,0482, (0,2035, (0,0000, (0,0466, (0,1460, (0,1688, (0,3019,
0,004  0,15%)  0,61%)  0,00%  0,14%  0,44%  0,51%)  0,91%)
12ALA 119 33,33 (0,0000, (0,0000, (0,2108, (0,0820, (0,0000, (0,1443, (0,2253, (0,3411,
0,004  0,00%)  0,63%  025%  0,00%  0,43%  0,68%  1,02%
12ARG 120 33,15 (0,1092, (0,0537, (0,1605, (0,0507, (0,2157, (0,1276, (0,2180, (0,3749,
0,33%)  0,16%)  0,48%)  0,15%)  0,65%)  0,39%  0,66%)  1,13%)
12ASP 120 32,96 (0,0000, (0,0832, (0,2022, (0,0864, (0,0000, (0,1117, (0,2223, (0,3343,
0,00%)  0,25%)  0,61%)  026%  000%  034%  0,67%  1,01%
8 12CYs 120 33,26 (0,0000, (0,0000, (0,2232, (0,1691, (0,0789, (0,0000, (0,2097, (0,3516,
= 0,00%)  0,00%)  0,67%)  051%)  0,24%  0,00%  0,63%)  1,06%)
12SER 120 33,01 (0,1573, (0,0716, (0,2134, (0,0951, (0,0000, (0,0784, (0,1689, (0,3263,
0,48%)  0,22%)  0,65%)  029%)  0,00%  0,24%  0,51%)  0,99%)
12VAL 120 33,25 (0,1519,  (0,1960, (0,1272, (0,0000, (0,1298, (0,0553, (0,2162, (0,3487,
0,46%)  0,59%)  0,38%)  0,00%  0,39%  0,17%  0,65%)  1,05%)
13ASP 118 33,16  (0,0000, (0,0000, (0,1768, [0,0998, (0,0000, (0,0000, (0,1973, (0,2802,
0,00%  000%  053%  030%  000%  000%  059%  0,84%)
**'SD, %CV

Continuagdo da tabela da pégina anterior
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Continuagdo da tabela da pdgina anterior
Tabela 29. Componente de variéncia em termos de SD e %CV - reprodutibilidade (confinuagéo)

z . ) o
Q ” £ 5 < <
- g g g E % 3
% 8 2 S S
s 5 § s : g : $ £
T ¢, 5 . £ £ LR T & & E
T OE % 23 2 2 g 2 2% g5 2 3
2 z i z = & & i & 58 538 & L
12AlA 84 33,44 (0,1257,  (0,0961, (0,1845, (0,0000, (0,0000, (0,0000, (0,2083, (0,3104,
0,38%)  0,29%  0,55%  0,00%  0,00%)  0,00%)  0,62%  0,93%)
— [12ARG 84 33,37 (0,1191, (0,0000, (0,1869, (0,1321, (0,2529, (0,1205, (0,2132, (0,4217,
e 0,36%)  0,00%  0,56%  0,40%)  076%)  036%)  0,64%)  1,26%)
12ASP 84 33,16 (0,0574, (0,0738, (0,2162, (0,0563, (0,0000, (0,0000, (0,1844, (0,2997,
0,17%)  0,22%)  0,65%  0,17%)  0,00%)  0,00%)  0,56%)  0,90%)
12CYs 84 33,42 (0,0000, (0,0000, (0,1964, (0,0720, (0,1311, (0,0262, (0,2258, (0,3287,
0,00%  0,00%  0,59%  022%  0239%  0,08%  0,68%  0,98%)
12SER 84 33,20 (0,0812, (0,1331, (0,1734, (0,0329, (0,0000, (0,2009, (0,1923, (0,3535,
0,24%)  0,40%  0,52%)  0,10%  0,00%)  0,61%)  0,58%)  1,06%)
12VAL 84 33,41 (0,0000, (0,0695, (0,2046, (0,0000, (0,1708, (0,1437, (0,2339, (0,3799,
0,00%  0,21%  0,61%  000%  051%  043%  070%)  1,14%)
13ASP 84 33,46 (0,0000, (0,0613, (0,1802, (0,0744, (0,0073, (0,0969, (0,1790, (0,2816,
0,00%  0,18%  0,54%  022%  002%  029%  0,53%)  0,84%)

Varia¢do de manipulagdo

de amostras

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

especificamente da extragdo de DNA, no therascreen KRAS RGQ PCR Kit. Este estudo

complementa o estudo de repetibilidade e reprodutibilidade analisando a variagdo de

manipulagdo de amostras quando as mesmas segdes clinicas FFPE e secdes de linhas celulares

FFPE foram processadas em 3 locais, seguindo-se testes com o therascreen KRAS RGQ PCR Kit.
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CRC

Foram cortadas 30 segdes sequenciais de 5 pm de cada uma das 10 amostras FFPE de CRC (3 de
tipo selvagem e 1 por mutagdo). As se¢des foram distribuidas de forma randomizada pelos
3 locais de festes, de forma que cada local recebeu 10 se¢des por amostra FFPE (um fotal de
100 segdes). Das 300 extracdes de DNA testadas, 298 amostras foram validas. Observou-se uma

concordéncia de 99,33% entre os 3 locais, com respeito a deferminagdes de mutagdo do KRAS.

Uma comparagdo por local dos valores de DCT médios de amostras mutantes e de tipo
selvagem apresentou uma concordéncia muito préxima dos resultados. Os resultados
demonstram a concordéncia do procedimento de extragdo de DNA e o processamento de

amostras em conjunto com o therascreen KRAS RGQ PCR Kit.

CPCNP

Neste estudo, foram usadas 13 amostras clinicas de CPCNP (3 x 12ASP, 3 x 12CYS,
4 x 12VAL e 3 de tipo selvagem) e 4 amostras de linhas celulares FFPE (12ALA, 12ARG,
12SER e 13ASP). As amostras representaram os diferentes métodos de aquisicdo: ressecdo
cirdrgica, FNA e CNB. As linhas celulares foram usadas para representar mutagdes raras

sempre que ndo estava disponivel tecido clinico de CPCNP.

Os trés lotes de 20 secdes FFPE foram aleatoriamente distribuidos pelos 3 locais. Em cada
um dos 3 locais, a extracdo de DNA foi realizada em um lote de 20 secdes FFPE (10 pares)

por mutagdo e tipo selvagem.

Quando todas as preparagdes de amostra nos 3 locais de teste individuais foram testadas
com o therascreen KRAS RGQ PCR Kit, cada uma das 7 amostras de mutacdes e de tipo
selvagem foi identificada com a determinacdo de mutagdo correta. A determinacdo geral
para cada uma das 7 amostras de mutagdo e de tipo selvagem foi de 100%, demonstrando
a consisténcia entre locais para extragdo de DNA e deteccdo de mutagcdo usando o
therascreen KRAS RGQ PCR Kit.
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Um estudo de manipulagdo de amostra adicional foi conduzido usando amostras clinicas FFPE de
CPCNP representativas de mutagdes 12ALA, 12ARG, 12SER e 13ASP, pois o estudo anterior usou
amostras de linhas de células representativas dessas mutagdes. Esse estudo adicional seguiu o
mesmo modelo do estudo anterior. Todos os preparos de amostras para amostras de mutagdes
12ALA, 12ARG e 13ASP, extraidas em todos os trés locais de teste individuais, forneceram uma
determinacdo de mutacdo correta ao serem testadas com o KRAS Kit. A determinacdo correta
geral para essas amostras foi de 100%. O preparo de amostras para mutagdo 12SER forneceu
uma frequéncia de determinagéo de mutacdo correta de 28/30 (porcentagem de deferminagdo
correta igual a 93,33%) em todos os trés locais de teste individuais. Os resultados demonstram a
consisténcia do procedimento de extragdo de DNA e o fluxo de frabalho do processamento de

amostras usados para realizar o feste com o therascreen KRAS RGQ PCR Kit.
Equivaléncia dos métodos de aquisicdo de amostra (somente CPCNP)

O objetivo deste estudo foi avaliar se a determinagdo de mutagdo para amostras de CPCNP
determinada pelo therascreen KRAS RGQ PCR Kit era afetada pelo método de aquisi¢do de
amostras. Os 3 métodos de aquisicdo de amostras avaliados neste estudo foram ressecdo,
FNA e CNB.

Para este estudo, as amostras de CNB e FNA "de pacientes correspondentes” foram obtidas
de amostras de ressecdo cirirgica de tumores para permitir que o mesmo tumor seja coletado
pelos 3 métodos de aquisicdo. Cada amostra foi extraida e testada com o therascreen KRAS
RGQ PCR Kit.

Cada amostra foi extraida e testada com o ensaio de controle do KRAS. Cada amostra com
um resultado vélido (169 ressecdes, 169 CNB e 164 FNA) foi testada com todos os 8 ensaios
do KRAS.

A andlise primdria foi feita com base na mutacdo especifica a ser detectada nos tipos de
aquisicdo. As medidas da porcentagem de concordéncia geral, porcentagem de
concordéncia positiva e porcentagem de concorddncia negativa foram calculadas em

conjunto com o limite de confianga de 95% bilateral para cada comparacéo de pares.
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Tabela 30. Concordéncia entre os métodos de aquisicdes de amostras

negativos

Comparagdo  Concordéncia Frequéncias Porcentagem  Limite de Limites de
(%) confianca  confianca de
bilateral 95% bilateral
inferior superior
CNB vs. FNA  Concordéncia na
com CNB porcentagem global 148/156 94,87 20,15 97,76
como
referéncia Concordéncia na
porcentagem de 29/35 82,86 66,35 93,44
positivos
Concordéncia na
porcentagem de 119/121 98,35 94,16 99,80
negativos
CNB vs. RES  Concorddncia na
com CNB porcentagem global IRyl 95,03 Aoutes K
como
referéncia Concordéncia na
porcentagem de 31/37 83,78 67,99 93,81
positivos
Concordéncia na
porcentagem de 122/124 98,39 94,30 99,80
negativos
FNA vs. CNB  Concordéncia na 148/156 94,87 90,15 97,76
com FNA porcentagem global
como
referéncia Concordéncia na
porcentagem de 29/32 90,63 74,98 98,02
positivos
Concordéncia na
porcentagem de 119/124 95,97 90,84 98,68
negativos
FNA vs. RES  Concorddncia na
com FNA porcentagem global LS5 77,44 R/ 99,30
como
referéncia Concordéncia na
porcentagem de 30/32 93,75 79,19 99,23
positivos
Concordéncia na
porcentagem de 122/124 98,39 94,30 99,80

Continuagdo da tabela da pégina anterior
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Continuagdo da tabela da pdgina anterior
Tabela 30. Concordéncia entre os métodos de aquisi¢des de amostras (continuacdo)

Comparagdo  Concordéncia Frequéncias  Porcentagem Limite de Limites de
(%) confianca confianca de
bilateral 95% bilateral
inferior superior

RES vs. CNB Concordéncia na

com RES porcentagem 153/161 95,03 90,44 97,83
como global
referéncia
Concordéncia na
porcentagem de 31/34 91,18 76,32 98,14
positivos

Concordéncia na
porcentagem de 122/127 96,06 91,05 98,71
negativos

RES vs. FNA Concordancia na

com RES porcentagem 152/156 97,44 93,57 99,30
como global
referéncia
Concordéncia na
porcentagem de 30/32 93,75 79,19 99,23
positivos

Concordéncia na
porcentagem de 122/124 98,39 94,30 99,80
negativos

Adicionalmente, a andlise de regressdo de Passing-Bablok e Deming foi realizada para
comparar os valores de Cr e ACt entre os diferentes métodos de aquisicdo de amostras. A
andlise de regressdo demonstrou que ndo hd evidéncias que sugiram a existéncia de qualquer
diferenca constante ou proporcional entre os tipos de amostra RES, CNB e FNA em termos
de Cr ou ACr. Uma andlise de regressdo linear também foi realizada para investigar o efeito
da porcentagem de tecido necrético ou tumoral em valores relevantes de ACr. A inclinagdo
da linha de regressdo para tumor necrético e porcentagem vs. ACr indica que ndo hd
evidéncias que sugiram a existéncia de qualquer diferenca significativa nos valores

de ACr com valores elevados de porcentagem ou de tecido necrético ou tumoral.
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Desempenho clinico

O therascreen KRAS RGQ PCR Kit destina-se a defectar especificamente sete mutagdes do
KRAS nos cédons 12 e 13 do gene KRAS. Ele ndo foi projetado para detectar
especificamente a sequéncia do tipo selvagem nesses cédons. Os resultados do teste serdo
relatados como "[mutation name] Detected" ([nome da mutacdo] detectado) e "No Mutation
Detected" (Nenhuma mutacdo detectada). Nos estudos clinicos apresentados abaixo, os
resultados positivos para mutacdo do KRAS sGo os pacientes cujo tecido tumoral foi positivo
para uma ou mais das sete mutacdes detectadas pelo therascreen KRAS RGQ PCR Kit (G12A,
G12D, G12R, G12C, G12S, G12V, G13D). A mutagdo do KRAS negativa (tipo selvagem)
se refere aos pacientes cujo tecido tumoral foi negativo para as sete mutacdes detectadas
pelo therascreen KRAS RGQ PCR Kit (ou seja, a amostra pode, de fato, apresentar mutacées
no gene KRAS ndo identificadas pelo therascreen KRAS RGQ PCR Kit).

Estudo clinico de suporte ao uso com Erbitux (cetuximab)

Um estudo de desempenho clinico foi realizado para gerar dados de suporte & utilidade clinica do
therascreen KRAS RGQ PCR Kit como ferramenta de diagnéstico que permite a selecdo de pacientes
para o fratamento com Erbitux (cetuximab). A seguranca e a eficacia do Erbitux (cetuximab) foram
demonstradas no estudo CA225025. O CA225025 foi um ensaio clinico multicéntrico, de
segmento aberto, randomizado realizado em 572 pacientes com CRC metastdtico recorrente
(mCRC), tratado anteriormente e expressando EGFR. Os pacientes foram randomizados (1:1) para
receber o Erbitux (cetuximab) e o melhor tratamento de suporte (Best Supportive Care, BSC) ou o
BSC apenas. O Erbitux (cetuximab) foi administrado com uma dose inicial de 400 mg/m?, seguida

por 250 mg/m? semanalmente até a progressdo da doenca ou toxidade inaceitavel.

Dos 572 pacientes randomizados, a média de idade era de 63 anos; 64% eram homens,
89% eram caucasianos e 77% tinham uma linha de base de status de desempenho de ECOG
de 0 a 1. As caracteristicas demogréficas e de linha de base eram semelhantes entre os
segmentos do estudo. Todos os pacientes deveriam ter recebido e progredido na terapia

prévia incluindo uma dieta contendo o irinotecano e uma dieta contendo a oxaliplatina.
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O status de mutagdo do KRAS foi disponibilizado para 453 (79%) dos 572 pacientes: 245
(54%) dos pacientes apresentaram tumores negativos para mutacdes do KRAS e 208 (46%)

dos pacientes tiveram tumores positivos para mutacdo do KRAS quando foram avaliados pelo
therascreen KRAS RGQ PCR Kit.

A principal medida de resultado do estudo foi de sobrevivéncia geral (Overall Survival, OS). Para
a populagdo com mutagdo do KRAS negativa (tipo selvagem), o tempo de sobrevivéncia média
(95% de IC) foi de 8,6 (7,0, 10,3) meses no grupo Erbitux (cetuximab) em conjunto com BSC e
5,0 (4,3, 5,7) meses no grupo BSC. A razdo de risco de OS do Erbitux (cetuximab) em conjunto
com BSC sobre o BSC foi de 0,63. O intervalo de confianca (IC) de 95% foi (0,47; 0,84).

Para a populagdo com mutagdo do KRAS positiva, o tempo de sobrevivéncia média (95% de
IC) foi de 4,8 (3,9, 5,6) meses no grupo Erbitux (cetuximab) em conjunto com BSC e 4,6
(3,6, 4,9) meses no grupo BSC. A razdo de risco foi de 0,91 com 95% de IC (0,67, 1,24).

Os resultados s@o descritos na Tabela 31 e na Figura 23.

Tabela 31. Sobrevivéncia geral para céncer colorretal metastdtico tratado anteriormente e expressando
EGFR (todos randomizados e status de KRAS)

Tipo selvagem de
mutagdo do KRAS
Todos randomizados negativa Mutacéo do KRAS positiva
Erbitux+BSC BSC Erbitux+BSC  BSC Erbitux+BSC  BSC
N=287 N=285 N=117 N=128 N=108 N=100
m‘zdsfs')‘“ 6,1 46 8,6 5,0 48 46
(IC de 95%) (5,4, 6,7) 4,2,49) (7,0,10,3) 4,3,5,7) (3,9, 5,4 (3,6, 4,9)
Razbode 0,77 0,63 0,91
e de 950 10:64,0,92 (0,47, 0,84) (0,67, 1,24)
Valor p* 0,0046 - -

Com base no teste de log-rank estratificado.

100 Instrucdes de uso (Manual) do therascreen KRAS RGQ PCR Kit  04/2022



1,0 =
0,94
0,84
0,7 4
0,64
0,54
0,4
0,37

Proporgdo de sobrevida

0,24
0,14
0,01
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Individuos em risco Meses

ERB+DSC 117 100 76 44 20 7 2 0 0
BSC 128 89 45 24 15 7 5 1 0
—— ERBITUX + BSC -=-=BSC

Figura 23. Curva de Kaplan-Meier da sobrevivéncia geral em pacientes com céncer colorretal metastético
com mutagdo de KRAS negativa (tipo selvagem).

As taxas de sobrevivéncia geral com base nos célculos de Kaplan-Meier em 6 e 12 meses
foram mais altos para o grupo Erbitux (cetuximab) em conjunto com BSC do que para o grupo
BSC para o subconjunto de tipo selvagem de KRAS. Essa vantagem ndo foi observada no
subconjunto mutante de KRAS.

Estudo clinico de suporte ao uso com Vectibix (panitumumab)

Um estudo de desempenho clinico foi realizado para gerar dados de suporte & utilidade
clinica do therascreen KRAS RGQ PCR Kit como ferramenta de diagnéstico que auxilia na
identificagdo de pacientes para o tratamento com Vectibix (panitumumab). O objetivo do
estudo foi avaliar se o status de mutagdo do KRAS, como determinado pelo therascreen KRAS
RGQ PCR Kit, pode ser usado para selecionar pacientes com mCRC que se beneficiariam do
tratamento com Vectibix (panitumumab). O ensaio clinico 20050203 foi um estudo
multicéntrico, prospectivo, de segmento aberto, randomizado da fase 3 para avaliar a
eficacia do panitumumab em conjunto com oxaliplatin, 5-fluorouracil (5-FU) e leucovorin

(FOLFOX) vs. apenas FOLFOX em pacientes com mCRC recorrente ndo tratado anteriormente.
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As amostras armazenadas de tumores de pacientes no estudo 20050203 foram testadas com
o therascreen KRAS RGQ PCR Kit para identificar dois subgrupos: mutagéo do KRAS positiva
(KRAS mutante) e mutagdo do KRAS negativa (KRAS do tipo selvagem), de acordo com a
possibilidade de ser detectada pelo menos uma ou nenhuma das sete mutagdes do KRAS em
céndons 12 e 13 do éxon 2 no gene KRAS. Em andlises retrospectivas, dados da eficdcia do
estudo 20050203 foram estratificados pelo subgrupo KRAS. O obijetivo primdrio da andlise
de KRAS foi avaliar se uma melhora geral na PFS para Vectibix (panitumumab) em conjunto
com FOLFOX em comparacdo com FOLFOX (apenas) seria significativamente maior entre os

individuos com tumores do tipo selvagem de KRAS comparados com individuos com tumores
mutantes de KRAS.

O ponto final de eficdcia primdria pré-especificado foi a sobrevivéncia livre de progresséo
(Progression-Free Survival, PFS) no grupo de pacientes (n = 656) com mCRC do KRAS do tipo
selvagem conforme avaliado por um exame independente e imparcial central. Outros pontos
principais de eficiéncia incluem OS e ORR. Os resultados da eficdcia em pacientes com

mCRC do KRAS do tipo selvagem sdo descritos na Tabela 32 e na Figura 24.

Tabela 32. Resultados de eficdcia em pacientes com mCRC do KRAS do tipo selvagem

PFS

Populagéo

com o tipo Mediana Razéo de

selvagemde  (meses) risco ORR

KRAS (IC de 95%) (IC de 95%) Valor p (IC de 95%)
Panitumumab 9,6 0,80 54%
¢ FOLFOX N=325 0.2,11,1) (066,097 2 (48%, 59%)

8,0 47 %

FOLFOX apenas  N=331 7.,5,9.3) (41%, 52%)
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Figura 24. Gréfico de Kaplan-Meier da sobrevivéncia livre de progressdo (Progression-Free Survival, PFS) em
pacientes com mCRC do KRAS do tipo selvagem.

Em pacientes com tumores mutantes do KRAS, a PFS foi de 7,3 meses (IC de 95%: 6,3, 8,0) nos
221 pacientes que receberam Vectibix (panitumumab) em conjunto com FOLFOX em comparagéo
com uma PFS mediana de 8,8 meses (IC de 95%: 7,7, 9,4) nos 219 pacientes que receberam
apenas FOLFOX (HR = 1,29, IC de 95%: 1,04, 1,62). A OS mediana foi de 15,5 meses (IC de
95%: 13,1, 17,6) nos pacientes que receberam Vectibix (panitumumab) em conjunto com FOLFOX
em comparacdo com uma OS mediana de 19,3 meses (IC de 95%: 16,5, 21,8) nos pacientes

que receberam apenas FOLFOX (HR = 1,24, IC de 95%: 0,98, 1,57).
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Uma andlise exploratéria da OS com informagdes atualizadas e com base em eventos de
82% dos pacientes com mCRC do KRAS do tipo selvagem calculou o efeito do tratamento
com Vectibix (panitumumab) em conjunto com FOLFOX comparado com o uso apenas do
FOLFOX. A OS mediana entre os 325 pacientes com mCRC do KRAS do tipo selvagem que
receberam Vectibix (panitumumab) em conjunto com FOLFOX foi de 23,8 meses (IC de 95%:
20,0, 27,7) vs. 19,4 meses (IC de 95%: 17,4, 22,6) nos 331 pacientes que receberam
apenas FOLFOX (HR = 0,83, IC de 95%: 0,70, 0,98). Os resultados sdo mostrados na
Figura 25.

100%
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Panitumumab e FOLFOX 325 310 266 227 205 172 151 132 111 94 78 63 54 42 25 17 6 0 0
FOLFOX apenas 331 304 267 226 191 157 129 111 96 77 61 45 40 32 17 10 3 1 0

Figura 25. Gréfico de Kaplan-Meier da sobrevivéncia geral (Overall Survival, OS) em pacientes com mCRC do
KRAS do tipo selvagem.
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Estudo clinico de suporte ao uso do LUMYKRAS® (sotorasib)

Um estudo de desempenho clinico foi realizado para demonstrar a validade clinica do
therascreen KRAS RGQ PCR Kit como ferramenta de diagnéstico para auxiliar na
identificagdo de pacientes com CPCNP positivo para G12C do KRAS para o tratamento com
LUMYKRAS (sotorasib). O objetivo do estudo foi avaliar se o status de mutagdo G12C, como
determinado pelo therascreen KRAS RGQ PCR Kit, pode ser usado para selecionar pacientes
com CPCNP avangado que se beneficiariam do tratamento com LUMYKRAS (sotorasib). O
estudo clinico 20170543 foi um estudo de segmento aberto, multicéntrico de fase 1/2
destinado a avaliar a eficacia e a seguranga do LUMYKRAS (sotorasib) em individuos adultos

com tumores sélidos avancados que apresentam a mutagdo G12C do KRAS.

Os dados da andlise primdria da parte de fase 2 do CPCNP desse estudo foram usados para
dar suporte & validade clinica do therascreen KRAS RGQ PCR Kit como ferramenta de
diagnéstico.

A participagdo foi restrita a individuos com CPCNP com mutacdo G12C do KRAS como
avaliado por um resultado local do laboratério, que foi confirmado por exame central usando
o therascreen KRAS RGQ PCR Kit. O ponto final primdrio da parte de fase 2 do CPCNP desse
estudo foi para avaliar a taxa de resposta objetiva (Objective Response Rate, ORR) avaliada
pelos Critérios de avaliagdo de resposta em tumores sélidos (Response Evaluation Criteria in
Solid Tumors, RECIST), versdo 1.1, critérios do LUMYKRAS (sotorasib) como monoterapia em
individuos com tumores avancados que apresentam a mutagdo G12C do KRAS.

De um total de 126 individuos com CPCNP, 124 foram incluidos na configuragéo completa da
andlise. Dois individuos foram eliminados, pois ndo tinham >1 lesdo mensurével de acordo com
o exame independente e imparcial central (Blinded Independent Centralized Review, BICR).

O ponto final primdrio da ORR (resposta completa e resposta parcial) medido por tomografia
computadorizada ou ressondncia magnética e avaliado de acordo com o RECIST 1.1 por um
BICR laboratorial para individuos com CPCNP com mutagdo G12C do KRAS foi de 37,1%
(46 dos 124 individuos; IC de 95%: 28, 6 a 46,2 %); trés (3) individuos (2,4%) obtiveram
resposta completa e 43 individuos (34,7%) obtiveram resposta parcial *.

* Com base nos dados parciais de 01 de dezembro de 2020.
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Guia de solugdo de problemas

Este guia de solugdo de problemas pode ser Util para resolver qualquer problema que possa
surgir. Para obter assisténcia técnica e mais informagdes, consulte o nosso Centro de Suporte
Técnico no site www.giagen.com/Support (para obter as informagdes de contato, visite

www.qiagen.com).

e

C tarios e sug

Resultados invdlidos

a) As condigdes de armazenamento de  Verifique as condi¢des de armazenamento e a data de validade dos
um ou mais componentes ndo reagentes (veja o rétulo) e, se necessdrio, use um novo kit.
estavam em conformidade com as
instruges indicadas em Coleta,
preparagdo para andlise e

armazenamento de espécimes, na

pdgina 17.
b) A data de validade do therascreen Verifique as condi¢des de armazenamento e a data de validade dos
KRAS RGQ PCR Kit expirou. reagentes (veja o rétulo) e, se necessdrio, utilize um novo therascreen

KRAS RGQ PCR Kit.
Amostras de NTC apresentam resultados positivos no canal FAM.

Contaminag&o ocorrida durante o Repita a PCR com novos reagentes nas réplicas.

preparo da PCR.

Se possivel, feche os tubos de PCR diretamente apés adicionar a amostra

a ser testada.

Certifique-se de que o local de trabalho e os instrumentos sejam

descontaminados regularmente.
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Sinalizadores gerados pelo therascreen KRAS Assay Package

A Tabela 33 lista os possiveis sinalizadores que podem ser gerados pelo therascreen

KRAS Assay Package, os respectivos significados e as agdes que devem ser tomadas.

Sinalizadores relevantes para CPCNP e CRC.

Tabela 33. Significado dos sinalizadores do Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Package e agées recomendadas

Sinalizador

Significado

Acdo

PC_CTRL_ASSAY_FAIL

PC_MUTATION_INVALID_DATA

NTC_INT_CTRL_FAIL

NTC_INT_CTRL_EARLY_CT

NTC_INVALID_CT

NTC_INVALID_DATA

SAMPLE_CTRL_INVALID_DATA

Execugdo de PCR invélida —

Cr de FAM fora do intervalo para
o controle positivo na reagdo de
controle

Execugdo de PCR invdlida — Néo
é possivel interpretar os dados de
fluorescéncia no controle positivo
(mistura da reagdo de mutagdio)

Execucdo de PCR invélida —
controle interno acima do
intervalo para o controle negativo

Execugdo de PCR invdlida -
controle interno abaixo do
intervalo para o controle negativo

Execucdo de PCR invélida —
FAM invélido (inferior ao limite)
para o controle negativo

Execucdo de PCR invélida — ndo
é possivel inferpretar os dados de
fluorescéncia no controle
negativo

Amostra invdlida — ndo é possivel
inferpretar os dados de
fluorescéncia no controle da
amostra

Repita toda a execucdo de PCR.

Repita foda a execucdo de PCR.

Repita toda a execucdo de PCR.

Repita toda a execucdo de PCR.

Repita toda a execucdo de PCR.

Repita foda a execugdo de PCR.

Prepare uma nova execugdo de PCR
para repetir a(s) amostra(s) relevante(s).

Continuagdo da tabela da pégina anterior
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Continuagdo da tabela da pdgina anterior
Tabela 33. Significado dos sinalizadores do Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Package e agdes recomendadas

Sinalizador Significado Acdo
SAMPLE_CTRL_HIGH_CONC Amostra invdlida - Dilua a amostra para aumentar o
Cr de FAM muito baixo no valor do Cr do controle. Essa diluicdo
controle da amostra. deve ser calculada assumindo que
diluindo 1:1 com a &gua fornecida

no kit, aumentaré o Crem 1,0;
quando a amostra estiver diluida,
prepare uma nova execucdo de PCR
para repetir a amostra.

SAMPLE_CTRL_FAIL Amostra invélida - Prepare uma nova execugdo de PCR
Cr de FAM muito alto na reagdo  para repetir a amostra. Se der
de controle da amostra. invélida na repeticdo da execugdo de

PCR, extraia a amostra de uma ou
mais secdes de FFPE recentes (>4
secdes). Prepare uma nova execucdo
de PCR para testar a extragdo fresca.
Se der invélida, repita essa segunda
extracdo. Se a amostra ndo tiver um
resultado vélido apés essa execugdo,
um status de mutacdo indeterminado
serd atribuido & amostra e ndo
deverdo ser efetuados mais testes.
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Sinalizadores especificos para CPCNP

A Tabela 34 exibe uma lista dos possiveis sinalizadores que podem ser gerados pelo Rotor-

Gene Q therascreen KRAS Assay Package, os significados dos sinalizadores e as agées que

devem ser tomadas para amostras de CPCNP.

Tabela 34. Significado dos sinalizadores do Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Package e agées recomendadas para

amostras de CPCNP

Sinalizador Significado

Acdo

mutagdo

SAMPLE_INT_CTRL_FAIL Cr muito alto (ou sem Cr) para o
controle interno (HEX); canal
FAM negativo quanto a

SAMPLE_INT_CTRL_EARLY_CT Tubo de mutacdo invdlido — Cr
HEX muito baixo para a
amostra (controle interno)

Prepare uma nova execugdo de PCR
para repetir a amostra. Se der invdlida
na repeticdo da execugdo de PCR,
extraia a amostra de uma ou mais segdes
de FFPE recentes. Prepare uma nova
execucdo de PCR para testar a extracdo
fresca. Se der invdlida, repita essa
segunda extracdo. Se a amostra ndo tiver
um resultado vélido apés essa execugéio,
um status de mutacdo indeterminado serd
atribuido & amostra e ndo deverdo ser
efetuados mais testes.

Prepare uma nova execucéo de PCR
para repetir a amostra. Se der invélida
na repeticdo da execugdo de PCR,
extraia a amostra de uma ou mais secdes
de FFPE recentes. Prepare uma nova
execucdo de PCR para testar a exiracdo
fresca. Se der invdlida, repita essa
segunda extragdo. Se a amostra ndo tiver
um resultado vélido apés essa execucdo,
um status de mutacdo indeterminado serd
atribuido & amostra e ndo deverdo ser
efetuados mais testes.

Continuagdo da tabela da pégina anterior
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Continuagdo da tabela da pdgina anterior
Tabela 34. Significado dos sinalizadores do Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Package e agées recomendadas para

amostras de CPCNP

Sinalizador

Significado

Agdo

SAMPLE_INVALID_
DATA

MUTATION_EARLY_CT

SAMPLE_POSITIVE_

Tubo de mutacdo invélido - ndo
é possivel interpretar os dados
de fluorescéncia no controle
interno

Tubo de mutagdo invdlido — Cr
FAM demasiado baixo para a
amostra

Uma ou mais mutagdes de uma

Prepare uma nova execugdo de PCR
para repetir a amostra. Se der
invélida na repeticéo da execugdo de
PCR, extraia a amostra de uma ou
mais secdes de FFPE recentes.
Prepare uma nova execugdo de PCR
para testar a extragdo fresca. Se der
invélida, repita essa segunda
extracdo. Se a amostra ndo tiver um
resultado vélido apés essa execugdo,
um status de mutacdo indeterminado
serd atribuido & amostra e ndo
deverdo ser efetuados mais testes.

Prepare uma nova execugdo de PCR
para repetir a amostra. Se der
invélida na repeticdo da execugdo de
PCR, extraia a amostra de uma ou
mais secdes de FFPE recentes.
Prepare uma nova execugdo de PCR
para testar a extracdo fresca. Se der
invdlida, repita essa segunda
extracdo. Se a amostra ndo fiver um
resultado vdlido apés essa execugdo,
um status de mutacdo indeterminado
serd atribuido & amostra e ndo
deverdo ser efetuados mais testes.

Prepare uma nova execugdo de PCR

AND_INVALID amostra sdo vdlidas e positivas para repetir a amostra. Se der

e, o mesmo fempo, uma ou invélida na repeticdo da execugdo de

mais mutacdes da mesma PCR, extraia a amostra de uma ou

amostra sdo invdlidas (é um mais secdes de FFPE recentes.

aviso, ndo é um erro) Prepare uma nova execugdo de PCR
para festar a extragdo fresca. Se der
invélida, repita essa segunda
extracdo. Se a amostra ndo tiver um
resultado vdlido apés essa execugdo,
um status de mutacdo indeterminado
serd atribuido & amostra e ndo
deverdo ser efetuados mais testes.
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Sinalizadores especificos para CRC

A tabela abaixo exibe uma lista dos possiveis alarmes que podem ser gerados pelo Rotor-
Gene Q therascreen KRAS Assay Package, os respectivos significados e as acées que devem

ser tomadas para amostras de CRC.

Tabela 35. Significado dos sinalizadores do Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Package e agées recomendadas para
amostras de CRC

Sinalizador Significado Acdo
SAMPLE_INT_CTRL_FAIL Cr muito alto (ou sem Ci) para o Se o estado de vdlido for atribuido &
controle interno (HEX); canal amostra — nenhuma agdo necessdria.

FAM negativo quanio a mutagdo  g¢ o estado de invdlido for atribuido

& amostra, prepare uma nova
execugdo de PCR para repetir a
amostra. Se der invélida na
repeticdo da execugdo de PCR,
extraia a amostra de uma ou mais
se¢des de FFPE recentes. Prepare
uma nova execugdo de PCR para
testar a extracdo fresca. Se der
invdlida, repita essa segunda
extracdo. Se a amostra ndo tiver um
resultado vdlido apés essa execugdo,
um status de mutacdo indeterminado
serd atribuido & amostra e néo
deverdo ser efetuados mais testes.

SAMPLE_INT_CTRL_EARLY_CT Tubo de mutagdo invélido — Cr Se o estado de vdlido for atribuido a
HEX muito baixo para a amostra  amostra — nenhuma agdo necessdria.

(controle interno) Se o estado de invdlido for atribuido

& amostra, prepare uma nova
execugdo de PCR para repetir a
amostra. Se der invdlida na
repeticdo da execugdo de PCR,
extraia a amostra de uma ou mais
secdes de FFPE recentes. Prepare
uma nova execugdo de PCR para
testar a extracdo fresca. Se der
invélida, repita essa segunda
extragdo. Se a amostra ndo tiver um
resultado vélido apés essa execugéo,
um status de mutacdo indeterminado
serd atribuido & amostra e ndo
deverdo ser efetuados mais testes.

Continuacdo da tabela da pégina anterior
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Continuagdo da tabela da pdgina anterior
Tabela 35. Significado dos sinalizadores do Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Package e agées recomendadas para
amostras de CRC (continuagdo)

Sinalizador Significado Acéo
SAMPLE_INVALID_ Tubo de mutagdo invdlido - ndo Se o estado de vdlido for atribuido &
DATA é possivel inferpretar os dados de  amostra — nenhuma agdo necessaria.

florescéncia no controle interno ¢ estado de invélido for atribuido

& amostra, 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 secdes de
FFPE recentes. Prepare uma nova
execucdo de PCR para testar a
extracdo fresca. Se der invélida,
repita essa segunda extragéo. Se a
amostra ndo tiver um resultado vélido
opés essa execugdo, um status de
mutagdo indeterminado serd
atribuido & amostra e ndo deverdo
ser efetuados mais testes.

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

Se o estado de invdlido for atribuido
& amostra, prepare uma nova
execugdo de PCR para repetir a
amostra. Se der invélida na repetigéo
da execucdo de PCR, extraia a
amostra de uma ou mais secdes de
FFPE recentes. Prepare uma nova
execugdo de PCR para testar a
extragdo fresca. Se der invdlida,
repita essa segunda extragdo. Se a
amostra ndo tiver um resultado vélido
apds essa execugdo, um status de
mutacdo indeterminado serd
atribuido & amostra e ndo deverdo
ser efetuados mais testes.

SAMPLE_POSITIVE_ Uma ou mais mutagdes de uma Nenhuma.
AND_INVALID amostra sdo vdlidas e positivas e,

ao mesmo tempo, uma ou mais

mutagdes da mesma amostra sdo

invalidas (€ um aviso, ndo é um

erro)
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Controle de qualidade

Em conformidade com Sistema de Gestdo de Qualidade da QIAGEN certificado pela 1SO,
cada lote do therascreen KRAS RGQ PCR Kit é testado com relagdo a especificagdes

predeterminadas para garantir a qualidade consistente do produto.
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Simbolos

Os seguintes simbolos podem aparecer na embalagem e no rétulo:

C € Marcagdo da comunidade europeia

Contém reagentes suficientes para <N> rea¢des
<N>

Data de validade

<]

<
S

Dispositivo médico de diagnéstico in vitro

Nimero de referéncia

Nomero de lote

NiUmero de material

Contém

NUmero

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

Limites de temperatura

= EEEEA
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‘ Fabricante

EII] Consultar as instrucdes de uso

& Cuidado

Informacdes de contato

Para obter assisténcia técnica e mais informagdes, consulte o nosso Centro de Suporte Técnico
no site www.giagen.com/Support, ligue 00800-22-44-6000 ou entre em contato com um dos
Departamentos de Assisténcia Técnica da QIAGEN ou os distribuidores locais (consulte o

verso do manual ou acesse www.qiagen.com).
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Apéndice 1: Protocolo do manual do therascreen

KRAS RGQ PCR Kit

Esta secdo contém instrucdes para usar o therascreen KRAS RQG PCR Kit com o software

RGQ, versdo 2.3, no modo aberto (ou seja, sem usar o KRAS Assay Package).

Informacdes gerais

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

mas ndo fornecidos.

® Para obter instrugdes completas sobre o preparo e a disposicdo das amostras,

consulte Protocolo: Avaliagdo de amostras de DNA e Protocolo: deteccdo de mutagdes

do KRAS.

Protocolo: criando um perfil de temperatura

Antes de comecar, crie um perfil de temperatura para as andlises do KRAS. Os pardmetros

de ciclagem s@o os mesmos para a avaliagdo de amostras e para a avaliagdo de mutacdes.

Procedimento

Os pardmetros de ciclagem sdo exibidos na Tabela 36.

Tabela 36. Pardmetros de ciclagem

Ciclos Temperatura Tempo Aquisicdo 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 Rotor-Gene Q Series, versdo 2.3, na drea de
trabalho do laptop conectado ao instrumento Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM. Selecione
a guia Advanced (Avancado) na janela New Run (Nova execugdo) que aparece.

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

3. Selecione o 72-Well Rotor (Rotor de 72 pogos) como tipo de rotor. Confirme que o anel

de travamento estd fixado e marque a caixa Locking Ring Attached (Anel de travamento

fixado). Clique em Next (Avancar) (Figura 26).
New Run Wizard &|

Welcome to the Advanced Run Wizard!

Rotor Type

72-wiell Rotor

Skip Wizard | |

Figura 26. A caixa de didlogo New Run Wizard (Assistente de nova execugéo). 1 = Tipo de rotor; 2 = caixa Locking
Ring Attached (Anel de travamento fixado); 3 = Next (Avangar).
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4. Insira o nome do operador. Adicione quaisquer notas desejadas e insira 25 como o
volume de reagdo. Certifiquese de que o campo Sample Layout (Disposicdo das

amostras) exibe o valor 1, 2, 3.... Clique em Next (Avancar) (Figura 27).

New Run Wizard g|
Thig screen digplays miscellaneous options for the run. Complete the fislds, lhlis box lclisplays .
clicking Mext when pou are ready to move to the next page. theepwoi;a?dé?srltﬁsellg
. on an item, hover
1— Dosson MAME wour mouse over the
N _ item for help. You
otes : can also click on a
combo box to display
help about itz
available zettings.
3 —ia {Tatal 25 -
Wolume [pL]:
Sample Layout : I1 2, 3. - .;_ 4
SkipWizard | <<Back | Nests> |
Figura 27. Inserindo o nome do operador e os volumes de rea¢do. 1 = campo de didlogo Operator (Operador);

2 = campo de didlogo Notes (Notas); 3 = campo Reaction Volume (Volume de reacdo); 4 = campo Sample Layout
(Disposic@o das amostras); 5 = botdo Next (Avancar).

5. Clique em Edit Profile (Editar perfil) na janela New Run Wizard (Assistente de nova
execucdo) (Figura 28) e programe o perfil de temperatura de acordo com as informagdes

nas etapas a seguir.
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New Run Wizard

Temperature Profile ;

X

Click. this button ta

Edit Prafile ...

Charinel Setup ;

edit the profile
shown in the box
abowve.

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...

skipWwizard | <<Back | Memt» |

Figura 28. Editando o perfil.

6. Clique em Insert affer (Inserir apés) e selecione New Hold at Temperature (Nova retengdio

a temperatura) (Figura 29).

1 Edit Profile
€ W @

Cpen  Save As Help

Mew

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

X

Click on a cycle below to madify it :

e Cyeling

Few Melk

010 AT | eMperature

Copy of Current Step

Figura 29. Inserindo uma etapa de incubac@o inicial. 1 = Insert after (Inserir apés); 2 = New Hold at Temperature

(Nova retenc@o & temperatura).
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7. Defina o valor no campo Hold Temperature (Temperatura de retencéo) como 95 °C e o
campo Hold Time (Tempo de retencdo) como 15 mins O secs (15 min O's). Clique em

Insert After (Inserir apds) e, em seguida, selecione New Cycling (Nova ciclagem)
(Figura 30).

1 Edit Profile X
@D . 8 W @
Mew Open  Save As Help

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

Click on a cycle below to madify it :

Tew Melt

Inzert before. .
Mew Hold at Temperature
Remove Mew HRM Step
ol@Temperature: g5 o Copy of Current Step

Haold Time : 15 |mine 0 |secs

Figura 30. Etapa inicial de incubacéio a 95 °C. 1 = Hold Temperature (Temperatura de retencéo) e Hold Time (Tempo
de retengdo); 2 = Insert affer (Inserir apés); 3 = New Cycling (Nova ciclagem).
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8. Defina o nimero de repeticdes de ciclo como 40. Selecione a primeira etapa e defina
como 95°C for 30 secs (95 °C por 30 segundos) (Figura 31).

1 Edit Profile 3
zZ . & H @
ew Open  Save As 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 :

Hold Inzert after...
Inzert before...
1 Remove

Thiz cycle repeats [ 40 Qtime[z).

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

| Timed Step | HE
95°C for 30 secs
9550
3
Mot Acquinng
[ Long Range
™ Touchdown

720 for 20 secs

B0RC for 20 secs

Figura 31. Etapa de ciclagem a 95 °C. 1 = caixa Cycle repeats (Repeticdes de ciclo); 2 = etapa um: configuragdo
da temperatura; 3 = etapa um: configuragdo do tempo.
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9. Realce a segunda etapa e defina como 60°C for 60 secs (60 °C por 60 segundos). Para

habilitar a aquisicdo de dados durante esta etapa, clique em Not Acquiring (N&o adquirir
dados) (Figura 32).

1 Edit Profile 3]
@, 8 | =]
Tew Open  Save As Help

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. .

Remaove
This cycle repeats 40 | timels].
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

T2 for 20 zecs /
BO°C for B0 secs /

Timed Step

GORC
2 —— B0 seconds

Mot Acquiing

[~ Touchdown

Figura 32. Etapa de ciclagem a 60 °C. 1 = etapa dois: configuragdo da temperatura e do tempo; 2 = Not Acquiring
(N&o adquirir dados).
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10. Na lista Available Channels (Canais disponiveis), selecione Green e Yellow e, em

seguida, clique em > para movélos para a lista Acquiring Channels (Canais de

aquisi¢do). Clique em OK (Figura 33).

Arailable Channels ;

Acquisition Configuration :

Same az Previous ; |[New Acquizition] j

Acquining Channels

M ame |

Crimzan
HR
Orange
Red

Dye Chart »»

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 <<

Dan't Acquire Help

Dye Channel Selection Chart

470nm | 510nm FamM SYER Green 1Y, Fluorescein, EvaGreen, Alexa Fluor 4884
“ellow 530nm | 555nm JOE, I, HEX, TET, CAL Fluor Gald 5404, ¥ akima ‘' ellow -+
Orange | 585nm | 610nm RO, CaL Fluor Bed 8104, Cy3.5Y, Texas RedY', Alexa Fluor 563

B25nm |BBOnm | Cy5< Quazar 670, Alexa Fluor B33+

E20nm | 710kp Quazarfl5Y, Alewa Fluor G20

460rm  [S10nm | SYTO 94, EvaGreen-!

Figura 33. Adquirindo na etapa de ciclagem a 60 °C.
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11. Realce a terceira etapa e clique no botdo — para excluir. Clique em OK (Figura 34).

i Edit Profile 53
zZ . 8 H @
ew Open  Save As Help

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

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 95°C for 30 zecs
T2EC
20 seconds
Acquiting to Cycling B 729 for 20 secs
——————4

on Green

B0°C for B0 secs

[ Long Range
[~ Touchdown

Figura 34. Remogéo da etapa de extensdo.
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12. Na préxima janela, clique em Gain Optimization (Otimizagdo de ganho) (Figura 35).

New Run Wizard f‘$_<|

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

on an item, hower
wour mouzse over the
itern for help, You
zan alzo click on a
combo box to dizplay

help about itz
avallable settings.

Edit Profile ...

Channel Setup :

M ame | Source | Detector | Gain | Create Mew... |
Green 470nm 510nm 5 E dit
Tellow B30nm  BB5hm ]
Orange  58%nm B10mm 5 Edit Gair..
Fed E25nm  BEOnm 5
Crimzan B80nm  710hp 7 Remove
HRM 4E0nm 510nm 7 Freset Defauls
1—
[ar Doimsaion..
Skip'wizard | << Back Mew>> |

Figura 35. Gain Optimization (Otimizacéo de ganho).
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13. Clique em Optimise Acquiring (Otimizar aquisi¢do). As configuracdes para cada canal

sdo exibidas. Clique em OK para aceitar esses valores padrdo. (Figura 36).

Auto-Gain Optimisation Setup ‘zl

— Optimnization :

Auko-Gain Optimization will read the fuoresence on the inzerted sample at
different gain levels until it findz ane at which the fluorescence levels are
acceptable. The range of Auorescence you are looking for depends on the
chemizty you are performing.

Set temperature bo |50 illdegrees.

Optimise Al I DEtimise Acauirina: 1

Auto-Gain Optimisation Channel Settings

[~ Perfa
Chanrel Settings :
 Channel
I_ Channel ;. Green Tube Pozitian ; |1 j 4
. =l =l ——
Neme Target Sample Rangs: |6 —|Flupta 10 —=JFl Eit. |
Acceptable Gain Range: |-10 j ta |1D j Emove |
move All |
2 : 0k I Cancel I Help |
Start b anual... | Cloge Help |

Figura 36. Auto-gain Optimization (Ofimizacdio automdtica de ganho) do canal verde.
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14. Marque a caixa Perform Optimization before 1st Acquisition (Realizar otimizagdo antes
da 1° aquisicdo) e, em seguida, clique em Close (Fechar) para voltar ao assistente
(Figura 37).

Auto-Gain Optimisation Setup

Optimization :
T Auto-Gain Optimization will read the fluorezence on the inzerted sample at
e different gain lewelz until it findz one at which the fluorezcence levels are
acceptable. The range of fluorezcence you are looking for depends on the
chemizstry you are performing.

Set temperature ta :II deqress.

Optimize All | Optimize Acquiing |

fﬁéF’erfolm Optimigation Befare 1zt Acquisitior

I Perform Optimization At 50 Degrees At Beginning OF Run

Channel Settings :

| -l e |

MHame | Tube Pozition | Min Reading | Max Reading | Min Gain | b ax G ain Edit... |

Green 1 5F 10F -0 10 Q

Tellow 1 5FI 10F a0 10 Bemove
Remave &l

2
< I >
i PR e [T

Figura 37. Selecdo dos canais verde e amarelo.

15. Clique em Next (Avangar). Em seguida, clique em Save (Salvar) para salvar o modelo

em um local adequado.
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Protocolo: avaliacdo de amostras (manual)

Este protocolo é usado para avaliar o DNA amplificavel total em amostras e deve ser

executado antes da andlise de mutacdo do KRAS.

® Prepare as amostras conforme descrito no Protocolo: Avaliagdo de amostras de DNA.

e Configure a execugdo de PCR no instrumento Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM, tal como

descrito no Protocolo: configuracdo do therascreen KRAS PCR RGQ.

® Apds a conclusdo da execucdo, analise os dados de acordo com as instrugdes na Andlise

de dados de avaliacdo de amostras.

Protocolo: deteccdo de mutacdes do KRAS (manual)

Apds uma amostra ter sido aprovada na avaliacdo de amostras, ela poderd ser testada para

detectar mutacdes do KRAS.

® Prepare as amostras conforme descrito no Protocolo: Avaliagdo de amostras de DNA.

e Configure a execucdo de PCR no instrumento Rotor-Gene Q MDx 5Splex HRM, tal como

descrito no Protocolo: configuracéo do therascreen KRAS PCR RGQ.

® Apds a conclusdo da execugdo, analise os dados de acordo com as instrugdes na Andlise

de dados de avaliacdo de amostras.
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Protocolo: configuragdo do therascreen KRAS PCR RGQ
1. Abra o software Rotor-Gene Q series, versdo 2.3, e o perfil de temperatura adequado
criado.

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

temperatura.

Certifique-se de que o rotor correto esteja selecionado e marque a caixa Locking Ring

Attached (Anel de travamento fixado). Clique em Next (Préximo) (Figura 38).
New 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 Newt >3 : 3

l_________________________________________________________________________________________|]
Figura 38. A caixa de diglogo e a tela de boas-vindas New Run Wizard (Assistente de nova execucdo).
1 = Tipo de rotor; 2 = caixa Locking Ring Attached (Anel de travamento fixado); 3 = Next (Avangar).
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3. Insira o nome do operador. Adicione quaisquer notas e verifique se o campo Reaction

Volume (Volume de reag@o) estd definido como 25, bem como se a caixa Sample Layout

(Disposicdo das amostras) exibe 1, 2, 3.... Clique em Next (Avancar) (Figura 39).

Mew Run Wizard

]

This bowx displays

help on elements in
the wizard. For help

pOUr Mouze over the
item for help. Y'ou
can alzo click on a
combo box to display
help about itz
available zettings.

3

This zcreen displays miscellaneous options for the run. Complete the fields,

clicking Mext when you are ready to move to the next page.

Operator : WAME

Motes :

Reaction o5 =

Volume [pL]: I =1

Sample Layout : I'I, 2.3 ﬂ
Skip'izard | << Back

Figura 39. A caixa de didlogo New Run Wizard (Assistente de nova execugéio). 1 = campos Operator (Operador) e
Notes (Notas); 2 = campos Reaction Volume (Volume de reacdo) e Sample Layout (Disposicdo das amostras); 3 = Next

(Avangar).
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4. Deixe todos os valores como estdo na préxima janela. Ndo é necessdrio qualquer
edi¢do, uma vez que o perfil de temperatura foi criado de acordo com as instrugdes no
Protocolo: criando um perfil de temperatura. Clique em Next (Avangar) (Figura 40).

MNew Run Wizard El

Temperature Profile : Thiz box displays
help on elements in

the wizard. For help
on an iterm, hover
vour mouse aver the
itern for help. You
can also click on a
comba box to digplay

........................................... help about it

available settings
Edit Profile ...

Channel Setup

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

Green 470nm 51 0nm L

Yellow 530w 555nm

Orange  58%nm  610nm Edit Gain...

Red E28nm  BEOnm

Crimson  680nm  710hp Remove
Feset Defaults

HFib4 4B0nm 510nm

Skip Wizard | <¢ Back Mext > 1

n o

Figura 40. A caixa de didlogo New Run Wizard (Assistente de nova execucéo) e a tela de edi¢do da temperatura.
1 = Next (Avangar).
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5. Revise o resumo e clique em Start Run (Iniciar execugdo) para salvar o arquivo de

execucdo e iniciar a execucdo (Figura 41).

New Run Wizard E|
Sumrnary :
Setting Walue
Gireen Gain [}
“Yellow Gain 5
Auto-Gain Optimization Befaore First Acquisition
Fiaotar 7T2-well Rotor
Sample Layout 1.2.3. .
Reaction Yolume [in micraliters] 25

-1

Onece pou've confimed that your iun settings are corect, click Start Run to Save Template
begin the n. Click Save Template to save settings far future runs.

Skip Wizard | <{ Back ‘

Figura 41. A caixa de didlogo New Run Wizard (Assistente de nova execugo). 1 = Start Run
(Iniciar execugdo).

Nota: Apds o inicio da execugdo, uma nova janela aparece na qual é possivel inserir os
nomes das amostras ou clicar em Finish (Concluir) e inserir os nomes mais tarde
selecionando o botdo Sample (Amostra) durante a execugdo ou quando a execugdo

estiver concluida.

Ao clicar em Finish and Lock Samples (Concluir e bloquear amostras), ndo serd mais
possivel editar os nomes das amostras. Tome muito cuidado ao inserir os nomes das

amostras, para assegurar que os festes e as andlises de amostra estejam corretos.
Nota: Ao nomear amostras, os pogos vazios devem ficar em branco na coluna Name (Nome).

6. Apéds a execugdo ser concluida, analise os dados de acordo com as se¢cdes de andlise
de dados de avaliacdo de amostras ou a andlise de deteccdo de mutacdes do KRAS,

conforme apropriado.

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

barra de ferramentas no arquivo de execugdo do Rotor-Gene Q.
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Apéndice 2: Instalacdo do therascreen KRAS
Assay Package

O therascreen KRAS RGQ PCR Kit foi concebido para ser usado com o instrumento Rotor-
Gene Q MDx 5plex HRM e um rotor de 72 pogos. O therascreen KRAS Assay Package estd
disponivel separadamente em um CD (n° de ref. 9023675).

O therascreen KRAS Assay Package estd disponivel para download no respectivo site do
produto therascreen KRAS RGQ PCR Kit, www.qiagen.com. As informagées de download
podem ser encontradas na se¢do Product Resources (Recursos do produto) na guia Protocolos
suplementares  (Protocolos suplementares). Os Assay Packages também podem ser

encomendados em um CD.

O pacote inclui o therascreen KRAS CE QC Locked Template (Modelo bloqueado do
therascreen KRAS CE QC) e o therascreen KRAS CE Locked Template (Modelo bloqueado do
therascreen KRAS CE).

Nota: O therascreen KRAS Assay Package funcionard somente com o software Rotor-Gene Q,
versdo 2.3, correspondente com o therascreen KRAS Assay Package, versdo 3.0.3 (QIAGEN,
n° de ref. 9023675). Antes de proceder & instalagdo do therascreen KRAS Assay Package,

certifique-se de que esteja instalada a versdo correta do software Rotor-Gene Q.

Procedimento (download)
1. Faga o download do therascreen KRAS RGQ Assay Package no respectivo site do
produto therascreen KRAS RGQ PCR Kit, www.giagen.com.
2. Clique duas vezes no arquivo e extraia-o.

3. Clique duas vezes em therascreen_KRAS_Assay_Packqge_3.0.3.exe para iniciar a

instalacdo.
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Procedimento (CD)

1. Encomende o CD do therascreen KRAS RGQ Assay Package CE compativel com o
software Rotor-Gene Q instalado (ver acima), disponivel separadamente através da

QIAGEN.
Versdo 3.0.3. N° de ref. 9023675.

2. Insira o CD na unidade de CD do laptop conectado ao instrumento Rotor Gene Q MDx
5plex HRM.

3. Clique duas vezes em therascreen_KRAS_Assay_Package_3.0.3.exe ou em

therascreen_KRAS_Assay_Package_1.0.12.exe para iniciar a instalagdo.
O assistente de instalacdo é exibido.
4. Clique em Next (Avangar) para continuar (Figura 42).

3 — |
1@ Setup - Rotor-Gene () therascreen KRAS CE Assay Package = ﬂ

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

This will instal RotorGerse O therascreen KRAS CE Assay
Paciage 3.0.3 on your compuier

kis recommendied that you ciose all ather appications before
continuing

Chick N to contirue. or Cancel 1o &t Sehup

e 4

Figura 42. A caixa de didlogo Setup (Instalagdo). 1 = Next (Avangar).
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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 (Avancar)

para continuar (Figura 43).

'ﬂ&mp-mquuﬁmmczmpm e

License Agreement
Plamse read the folowing important information befiore continuing.

Plaase read the folawing Licenss Agreement, You must sccep! the lems of ths
agreemant. bafons: contirung with the installation,

Licance Agraemant -

1. In the fallowing “Ciagen™ reflers 1o Ciagen GmbH and s afaied companies and
“Software” means the programs and data suppled on ths physical medaum g, (-
M) or crver the Inbarmat with thess condlions. (¥ you am unsus of any aspect of
this agresment or have amy Quéstions they should be emaled to

uppod Egiagen com ) The Software and any paming documantation have
aan developad antinsly o privabe spanss. They s dalvensd and beanssd &5

commensal competer softwane
2. Licence =
I @ | accept the ag i } 'I
18 reot sccapt the agreement
[ ciax [ het> H—emes—+—2
Figura 43. A caixa de diglogo License Agreement (Contrato de licenga). 1 = declaragdo | accept the agreement (Aceito

o contrato); 2 = Next (Avangar).

A configuragdo do modelo comegard automaticamente.
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6. Na janela Setup (Configuragdo) final, clique em Finish (Concluir) para sair do assistente

de configuragdo. (Figura 44).
@ Setup - Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Packag =011

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 44. Concluindo o assistente.

7. Reinicie o computador. Os atalhos para o therascreen KRAS QC Locked Template
(Modelo bloqueado do therascreen KRAS QC) e para o therascreen KRAS Locked
Template (Modelo bloqueado do therascreen KRAS) sdo gerados automaticamente e

exibidos na drea de trabalho.
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Informacdes para pedidos

Produto Conteddo N° de ref.
therascreen KRAS RGQ PCR Para 24 reacdes: 1 ensaio de 874011
Kit (24) controle, 7 ensaios de mutagdo,

controle positivo, dgua, Tag DNA
polimerase

CD do therascreen KRAS Assay  Pacote de software de protocolo para 9023675
Package (version 3.0.3) uso com o therascreen KRAS RGQ

PCR Kit e o instrumento Rotor-Gene Q

MDx 5plex HRM da QIAGEN com

um rotor de 72 pogos

Rotor-Gene Q e acessérios

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM  Ciclador de realtime PCR e 9002032
analisador de fusdo de alta resolucdo
com 5 canais (verde, amarelo,
laranja, vermelho, carmesim) e canal
HRM, computador laptop, software,
acessérios, 1 ano de garantia em
componentes e mdo de obra;
instalacdo e treinamento ndo
incluidos

Rotor-Gene Q MDx Ciclador de PCR em tempo real e 9002033
analisador de fusdo de alta resolucdo
com 5 canais (verde, amarelo,
laranja, vermelho, carmesim) e canal
HRM, computador laptop, software,
acessérios, 1 ano de garantia em
componentes e mdo de obra;
instalacdo e treinamento
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Produto Contetddo N° de ref.

Loading Block 72 x 0.1 ml Bloco de aluminio para configuragdo 9018901
Tubes da reagdo manual com pipeta de um
canal em 72 tubos de 0,1 ml

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 DNA gendmico
extraido de tecidos conservados em parafina

QIAamp DNA FFPE Tissue Kit Para 50 preparacdes de DNA: 56404
(50) colunas QlAamp MinElute®,

Proteinase K, tampdes e Collection

Tubes (2 ml)

Para obter informacdes de licenciamento atualizadas e isencdes de responsabilidade
especificas do produto, consulte o manual do usudrio ou o manual do kit QIAGEN
correspondente. Os manuais do usudrio e os manuais de kits QIAGEN estdo disponiveis em
www.giagen.com ou podem ser solicitados & Assisténcia Técnica da QIAGEN ou ao seu

distribuidor local.
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Histérico de revisdes do documento

Data Alteracdes

R4, janeiro de 2019 Adigdo de Representante autorizado (capa)
Atualizacdo da secdo Simbolos

Atualizacdo do modelo

R5, novembro de 2019  Alteragdo de Fabricante legal (pdgina de rosto)
Remogdo do simbolo EC + REP da pdgina de rosto e da secdo Simbolos

Adaptagdo do nome do instrumento, de Rotor-Gene Q MDx para Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM, para estar alinhado com o nome no rétulo do instrumento

Atualizagéo do protocolo de detecgdo de mutagdes do KRAS para incluir uma etapa adicional
de preparo de misturas principais

Valores corrigidos nas colunas Frequéncia e Intervalo de confianga de 95% na Tabela 10.
Atualizagdo da porcentagem de concordéncia geral de CRC de 96,4% para 96,82%

Valores corrigidos na coluna LOD Cos na Tabela 15

R6, novembro de 2020 Versdo 3.0.3 do therascreen KRAS Assay Package corrigida

Este documento foi atualizado até o fim no que diz respeito & disponibilidade para download
do pacote de ensaios em www.giagen.com

Adigdo de uma nota ao documento sobre as agdes relacionadas aos sinalizadores para
atualizagdo de indicagéo de CPCNP a fim de garantir o funcionamento correto do kit

Adic&o de uma nota aos procedimentos neste documento sobre a mistura correta de reagentes
Atualizagdo da segdo Precaucdes gerais

Adigdo de uma nota para corrigir a colocagdo do instrumento Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM
Adigdio de uma nota sobre o uso de bisturis secos

Atualizacdo de protocolo: AvaliagGo de amostra de DNA para adicionar pontos adicionais
importantes antes de iniciar

Atualizagdo da segdo Protocolo: detecgdo de mutagdes do KRAS para acrescentar pontos
adicionais importantes anfes de iniciar e uma nota para amosiras de CPCNP a fim de
interpretar vdrios sinalizadores como invdlidos

Atualizagdo da segdo de sinalizadores do Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Package
com a adi¢do de tabelas para ilusirarem os sinalizadores do RGQ, seus significados e as
acdes recomendadas

Atualizagdo da Interpretagdo dos resultados das agdes relacionadas aos sinalizadores.

Atualizagdo da segdo Guia de solugdo de problemas com adigdo de tabelas para ilustrarem
os sinalizadores do RGQ, seus significados e as agdes recomendadas

Atualizagdo da segdo Limitagdes para adicionar informacdes sobre as amostras de CPCNP
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Data Alteragoes

Revisdo da segdo Caracteristicas de desempenho para atualizar os dados nas
tabelas

Atualizagdo da segdo Entrada de DNA e linearidade
Atualizacdo da se¢do Repetibilidade e reprodutibilidade
Atualizacdo da segdio Variagdo de manipulagdo de amostras
Adigdo da segdo Desempenho clinico

Atualizacdo da segdo Andlise de dados de avaliagdo de amostras para revisar
solugdes recomendadas para Cr do ensaio de controle de amostras > 32

Marca de conformidade europeia adicionada & segdo Simbolos

Atualizacdo da Interpretagdo de resultados (Manual) das agdes relacionadas aos
sinalizadores.

Atualizacdo da segdo Protocolo: detecgdo de mutagdes do KRAS para incluir
efapas sobre como preparar as misturas principais
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Esta pdgina foi deixada em branco intencionalmente
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Contrato de licenga limitada para o therascreer” KRAS RGQ PCR Kit

O uso deste produto implica a aceitacdo, por parte de qualquer comprador ou usudrio do produto, dos seguintes termos:

1.

O produto poderé ser usado unicamente em conformidade com os protocolos fornecidos com o produto e com o presente manual e recorrendo ao uso
exclusivo de componentes contidos no kit. Nos termos dos direitos de propriedade ime\eduo\ a QIAGEN néo concede nenhuma licenga para usar ou
incorporar os componentes englobados deste kit com quaisq ndo incluidos nele, salvo conforme descrito nos protocolos fornecidos
com o produto, no presente manual e em quaisquer pro'ocolos adicionais disponiveis em www.giagen.com. Alguns desses protocolos adicionais foram
fornecidos pelos usudrios da QIAGEN para os usudrios da QIAGEN. Esses protocolos nédo foram testados por completo nem ofimizados pela QIAGEN.
A QIAGEN ndo garante nem fornece garantias de que eles ndo infrinjam os direitos de terceiros.

Com excegdo de licengas expressamente declaradas, a QIAGEN néo fornece qualquer garantia de que este kit e/ou a sua utilizagdo ndo infrinjam os
direitos de terceiros.

Esse kit e seus componentes séo licenciados para uso Unico e ndo podem ser reutilizados, reconstruidos ou revendidos.

A QIAGEN renuncia especificamente a quaisquer outras licencas, expressas ou implicitas, & excegdo das expressamente indicadas.

O comprador e o usudrio do kit concordam em n&o fomar nem permitir que ferceiros tomem medidas que possam levar a ou facilitar qualquer um dos
atos acima proibidos. A QIAGEN pode fazer cumprir as proibicdes deste Contrato de Licenga Limitada em qualquer Tribunal e ird recuperar todos os

seus custos de investigagéo e judiciais, incluindo honordrios advocaticios, em qualquer acdo destinada a fazer cumprir este Contrato de Licenga
Limitada ou qualquer um de seus direitos de propriedade intelectual relativos ao kit e/ou seus componentes.

Para obter os termos de licenca atualizados, visite o site www.giagen.com.

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

Os nomes registrados, as marcas registradas etc. utilizados neste documento, mesmo quando ndo marcados especificamente como tal, devem ser considerados
protegidos pela lei.

Néo usar com amostras de fezes.

Néo usar com amostras de urina.

Néo usar com dcido nucleico extracelular de amostra de sangue.

Néo usar com amostras de medula éssea isenta de células.

Néo usar com amostras de saliva.

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

1127513 HB-1861-006 04-2022 © 2022 QIAGEN, todos os direitos reservados.
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