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1. Introduzione

1.1 Panoramica di OncoMate® MSI Dx Analysis System

Questa guida descrive OncoMate® MSI Dx Analysis System@ ed & la principale fonte di informazioni riguardo all'uso
previsto, ai componenti, ai limiti, al protocollo, alla risoluzione dei problemi e altro relativi a questo strumento. OncoMate®
MSI Dx Analysis System & un dispositivo IVD a marchio CE che un test fluorescente basato sulla PCR come parte di un
flusso di lavoro di laboratorio pit ampio (Figura 1) per analizzare campioni di tessuto fissati in formalina e inclusi in
paraffina (FFPE) per l'instabilita dei microsatelliti (MSI). L'OncoMate® 5C Matrix Standard (Cat.# MD3850) & necessario
per I'analisi dei prodotti amplificati OncoMate® MSI Dx Analysis System mediante elettroforesi capillare. Le istruzioni per
l'uso di OncoMate® 5C Matrix Standard sono fornite in OncoMate® 5C Matrix Standard Technical Manual #TM597.

Il flusso di lavoro completo relativo all'utilizzo di OncoMate® MSI Dx Analysis System implica I'estrazione del DNA dal
campione di tessuto FFPE, la quantificazione del DNA, I'amplificazione dei marker specifici dei microsatelliti tramite PCR
multiplex, I'analisi dei frammenti di DNA amplificati mediante elettroforesi capillare e I'analisi dei dati dei frammenti di
elettroforesi capillare tramite un software di analisi dei frammenti. Gli utenti di OncoMate® MSI Dx Analysis System
devono selezionare i componenti del flusso di lavoro indicati in base ai requisiti forniti nella Sezione 3. Per ulteriori
informazioni, consultare la documentazione tecnica per il metodo di estrazione del DNA, il metodo di quantificazione del
DNA, il termociclatore, lo strumento per I'elettroforesi capillare e il software di analisi dei frammenti selezionati.
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Isolare il DNA.

¢

Quantificare il DNA.

Reagenti e/o strumenti per la quantificazione fluorescente del DNA (vedere la Sezione 1.7)

¢

Amplificare il DNA.

OncoMate™ MSI Dx Analysis System (Cat.# MD3140, TM595)
Termociclatore in grado di raggiungere una rampa di 3,9-5°C/secondo

‘

Calibrare lo spettro dei coloranti.
OncoMate™ 5C Matrix Standards (Cat.# MD3850, TM597)

v

Separare e rilevare.

Applied Biosystem® 3500 Dx Genetic Analyzer
o strumento per elettroforesi capillare comparabile

v

Analizzare e interpretare i dati.
Software di analisi dei frammenti

Figura 1. Flusso di lavoro del laboratorio associato a OncoMate® MSI Dx Analysis System.

1.2 Nome prodotto

OncoMate® MSI Dx Analysis System

Cat.# MD3140, 100 reazioni
100
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1.3  Abbreviazioni e definizioni
bp, coppia di basi
CRC, carcinoma del colon retto
DCS, software di raccolta dati
dMMR, deficit della riparazione del mismatch
dsDNA, DNA a doppia catena
ESMO, European Society for Medical Oncology
FFPE, fissato in formalina, incluso in paraffina
HNPCC, carcinoma del colon retto ereditario non poliposico
IC, inibitore del checkpoint immunologico
LOH, perdita di eterozigosi
MMR, riparazione del mismatch
MSI, instabilita dei microsatelliti
MSI-H, instabilita elevata dei microsatelliti: risultato dell'interpretazione del campione quando due o piu marker sono instabili
MSS, microsatelliti stabili: risultato dell'interpretazione del campione quando il numero di marker instabili & inferiore a due
PCR, reazione a catena della polimerasi
RFU, unita relative di fluorescenza
QC, controllo della qualita
NA, non applicabile
Allele: una di due o piu forme (ad esempio la lunghezza) di un marker del DNA

Bleedthrough: artefatto dell'elettroforesi capillare dove i picchi di un canale di colorante vengono rilevati in un secondo
canale di colorante all'incirca alla stessa dimensione (bp), noto anche come "pull-up spettrale”

Marker DNA: sequenza di interesse all'interno del genoma

Eterozigote: gli alleli per un marker DNA hanno forme diverse

Omozigote: gli alleli per un marker DNA hanno la stessa forma

Ripetizione del mononucleotide: struttura del DNA dove viene ripetuta la stessa base del nucleotide

Quasimonomorfico: marker DNA per il quale la maggior parte degli individui sono omozigoti per lo stesso allele comune
Stabile: la modifica della dimensione dell‘allele, indicativa del deficit della riparazione del mismatch & assente

Picco stutter: artefatto PCR causato dallo slittamento della polimerasi durante la replicazione in vitro del DNA.
| picchi stutter sono una o pil unita ripetute piu corte o piu lunghe del picco di alleli reale

Instabile: la modifica della dimensione dell'allele, indicativa del deficit della riparazione del mismatch & presente
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1.4 Legenda dei simboli utilizzati

-30°C

-30°Ce-10°C

2800 Woods Hollow Rd.
Madison, WI USA

Simbolo Spiegazione Simbolo Spiegazione
lVD Dispositivo medico EU | REP Rappresentante
diagnostico in vitro autorizzato
“10°C Iconservare a temperature
comprese fra Fabbricante
PROMEGA

3

Conformita alle
normative europee

Irritante

REF

Numero catalogo

LOT

Numero lotto

Non riutilizzare

Contenuto sufficiente
per <n> test

Utilizzare entro

M
AN
e S

Proteggere dalla luce

Consultare le istruzioni
per l'uso
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1.5 Uso previsto

L'OncoMate® MSI Dx Analysis System & un test qualitativo non automatizzato di dimensionamento dei frammenti basato
su PCR utilizzato per determinare lo stato di instabilita dei microsatelliti (MSI) nel DNA purificato di campioni di tessuto
umano fissato in formalina e incluso in paraffina derivati dai tumori solidi provenienti da pazienti gia diagnosticati con
cancro del colon retto. L'OncoMate® MSI Dx Analysis System viene utilizzato come ausilio per la diagnosi di pazienti con
sindrome di Lynch, una sindrome tumorale ereditaria, identificando i pazienti con cancro del colon retto affetti da tumori
MSI-High che potrebbero beneficiare di ulteriori test della linea germinale. L'OncoMate® MSI Dx Analysis System non

e destinato all'uso come ausilio per la selezione dei farmaci nei pazienti oncologici.

OncoMate® MSI Dx Analysis System genera profili allelici da campioni di tessuto FFPE di origine tumorale e normale

(non tumorale) dello stesso paziente utilizzando I'amplificazione mediante PCR multiplex di 5 marker microsatelliti di DNA
mononucleotidici (BAT-25, BAT-26, NR-21, NR-24 e MONO-27), seguita dalla separazione in base alle dimensioni dei
marker amplificati utilizzando il rilevamento della fluorescenza su uno strumento di elettroforesi capillare. Lo stato di
instabilita dei microsatelliti viene determinato confrontando i profili allelici. Un'alterazione nella lunghezza delle sequenze
di DNA ripetitive nel DNA delle cellule tumorali se confrontate con il DNA delle cellule normali dello stesso paziente indica
l'instabilita dei microsatelliti. Affinché i risultati siano validi, il tessuto normale e il tessuto tumorale dello stesso paziente
devono essere testati contemporaneamente e i dati di entrambi i campioni devono essere disponibili per il confronto.

| risultati del test ottenuti utilizzando il prodotto devono essere interpretati dai professionisti del settore sanitario insieme ad
altri risultati clinici, all'anamnesi familiare e ai dati di laboratorio. Il prodotto e destinato esclusivamente all'uso professionale.

Promega Corporation - 2800 Woods Hollow Road - Madison, WI 53711-5399 USA - Numero verde per gli USA 800-356-9526 - 608-274-4330 - Fax 608-277-2516 7
Www.promega.com TM595 - Rev2



O

Promega

1.6 Informazioni di carattere generale

I microsatelliti sono sequenze corte e ripetitive di DNA composte da unita ripetute di un numero di nucleotidi compreso
tra uno e sei [ad esempio, (A) , (CA),, (AAAAG) ]. Le sequenze di microsatelliti sono distribuite in tutto il genoma umano
e sono soggette a errori di inserimento e di eliminazione durante la replicazione del DNA. Di norma, gli errori vengono
riparati dal sistema di riparazione del mismatch del DNA cellulare. L'instabilita dei microsatelliti viene osservata quando
la funzione MMR & deficitaria e gli errori di replicazione del DNA non vengono riparati, causando lunghezze diverse degli
alleli dei microsatelliti nei campioni di tessuto in cui la funzione MMR & deficitaria rispetto ai campioni di tessuto normale
(Bacher, 2004; Boland, 2010; lonov, 1993; Umar, 2004; Wang, 2017). Tra i microsatelliti, le ripetizioni di mononucleotide
sono quelle in cui & pit probabile che venga riscontrata l'instabilita (Bacher, 2004; lonov, 1993). L'instabilita dei
microsatelliti pud derivare da diversi meccanismi sottostanti, inclusa la mutazione somatica e della linea germinale dei
geni MMR e le alterazioni delle aree dei promotori dei geni MMR. Negli individui che presentano difetti del'MMR,
I'accumulo delle mutazioni puo portare alla disfunzione cellulare e, in ultima istanza, al cancro (Boland, 2010; Le, 2015;
Timmermann, 2010).

L'instabilita dei microsatelliti & altamente correlata alla sindrome di Lynch. La sindrome di Lynch & un disturbo
autosomico dominante causato dalle mutazioni della linea germinale in uno qualsiasi dei quattro geni MMR maggiori
(MLH1, MSH2, MSH6, PMS2) e rappresenta una predisposizione al cancro. L'identificazione di individui affetti dalla
sindrome di Lynch consente di individuare in anticipo il cancro e di intervenire a un punto della malattia nel quale

e piu possibile influire sulla sopravvivenza. | test dell'instabilita dei microsatelliti non possono essere utilizzati per
diagnosticare la sindrome di Lynch. Il test MSI rappresenta invece un metodo rapido ed economicamente vantaggioso per
identificare il deficit MMR nelle cellule tumorali CRC. A livello del genoma, un errore di un gene MMR genera una perdita
di espressione o di funzione della proteina MMR corrispondente. L'instabilita dei microsatelliti deriva dal deficit MMR

e pertanto informa, insieme all'anamnesi clinica e familiare, di una suscettibilita genetica sottostante. Le forme di cancro
comune associate alla sindrome di Lynch includono il cancro del colon retto; tuttavia, la sindrome di Lynch & stata
identificata in quasi tutti i tipi di tumore solido (Cortes-Ciriano, 2018; Hause, 2016; Latham, 2018). Diverse associazioni
di oncologia clinica raccomandano il test MMR o MSI universale in tutti i pazienti con anamnesi personale di cancro del
colon o del retto per identificare i candidati di ulteriori test genetici per la sindrome di Lynch. Tra queste la European
Society for Medical Oncology (ESMO; Stjepanovic, 2019) e I'American Society of Clinical Oncology (Sepulveda, 2017;
Stoffel, 2015).
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1.7 Principio del test

L'OncoMate® MSI Dx Analysis System & un test multiplex PCR basato sulla fluorescenza per individuare le modifiche nella
lunghezza delle sequenze del DNA nelle aree dei microsatelliti del DNA delle cellule tumorali rispetto alle stesse aree delle
cellule normali del paziente. L'OncoMate® MSI Dx Analysis System mira a sette marker dei microsatelliti: cinque marker di
ripetizione del mononucleotide (BAT-25, BAT-26, NR-21, NR-24 e MONO-27) e due marker di ripetizione del pentanucleotide
(Penta C e Penta D; Tabella 1, Figura 2). Tali marker di ripetizione del mononucleotide vengono analizzati per determinare
lo stato dell'instabilita dei microsatelliti e sono stati selezionati per I'elevata sensibilita e specificita alle alterazioni nelle
lunghezze ripetute nei campioni contenenti difetti di riparazione del mismatch. Per ognuno dei cinque marker di ripetizione
del mononucleotide, le dimensioni degli alleli (in coppia di basi, bp) nel campione tumorale vengono confrontate con quelle
del campione normale per stabilire se & presente un nuovo allele che rappresenta l'instabilita dei microsatelliti (Figura 3).
Un marker viene interpretato come instabile quando si rileva un nuovo allele le cui dimensioni differiscono di almeno 2,75 bp
(3 basi meno 0,25 bp per la precisione del dimensionamento dell'elettroforesi capillare) rispetto all'allele di riferimento nel
campione normale. Un campione tumorale & considerato MSI-H quando due o piu marker sono interpretati come instabili.
Un campione tumorale & considerato MSS quando meno di due marker sono interpretati come instabili (Hampel, 2008;
Boland, 1998). Mentre questi marker sono quasimonomorfici (vale a dire che la maggior parte degli individui &€ omozigote
per gli stessi alleli comuni) e il tessuto normale in genere mostrera una singola distribuzione di picchi in ciascun marker
mononucleotide, tra gli individui € stata osservata I'eterozigosita a bassa frequenza o la variazione nella lunghezza degli
alleli nel tessuto normale. A causa della possibilita dell'eterozigosita, i dati delle coppie di campioni normali e di campioni
tumorali (carcinoma del colon retto) devono essere interpretati insieme per determinare lo stato dell'instabilita dei
microsatelliti. Due marker di ripetizione del pentanucleotide vengono analizzati come conferma di identita tra i campioni

di DNA normali e tumorali e sono stati selezionati per I'elevato livello di polimorfismo e il ridotto grado di instabilita dei
microsatelliti (Bacher, 2004). Quando tutti gli alleli rilevati nel campione normale sono presenti anche nel campione tumorale,
I'identita del campione & supportata.

Tabella 1. Intervalli di dimensioni amplificate e canali di rilevamento previsti per i marker inclusi in OncoMate® MSI Dx
Analysis System Amplification Kit. Gli intervalli corrispondono alle dimensioni previste per i dati generati utilizzando il
POP-7® Polymer e una matrice capillare di 50 cm.

Marker mononucleotide Struttura ripetuta Canale di rilevamento Intervallo di
dimensioni amplificate

BAT-26 A Blu da83a121bp

NR-21 Ay Verde da 83 a 108 bp

BAT-25 Ay Verde da110a132bp

MONO-27 Ay Verde da 134a 168 bp

NR-24 24 Giallo (visualizzato nero) da 103 a 138 bp

Marker pentanucleotide Struttura ripetuta Canale di rilevamento Intervallo di
dimensioni amplificate

Penta D AAAGA, Blu da 123 a 253 bp

Penta C AAAAC, . Giallo (visualizzato nero) da 140 a 228 bp
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Figura 2. Esempio di dati di OncoMate® MSI Dx Analysis System. E stato amplificato un singolo modello di DNA
genomico (1 ng) utilizzando OncoMate® MSI Dx Analysis System, e i prodotti PCR sono stati analizzati con Applied
Biosystems® 3500 Dx Genetic Analyzer con il POP-7® Polymer e la matrice capillare di 50 cm. Pannello A.
Elettroferogramma che mostra il rilevamento simultaneo di tutti i frammenti di DNA etichettati in modo fluorescente.
Pannelli B-E. Dati dei microsatelliti visualizzati per canale di rilevamento, in modo da semplificare l'interpretazione.
Il Pannello E illustra picchi di frammenti Size Standard 500.
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Nome campione: Tipo Repro_2_1ng: N

Nome campione: Tipo Repro_2_1ng: T

Figura 3. Valutazione della stabilita dei marker mononucleotide. Nell'esempio precedente, sono evidenziati gli alleli dei
microsatelliti di interesse. Per un marker mononucleotide, se la differenza di dimensioni tra il nuovo allele nel campione
tumorale e l'allele di riferimento nel campione normale & di almeno 2,75 bp, il marker viene interpretato come instabile.
In questo esempio, |'allele di riferimento nel campione normale (elettroferogramma in alto) & 101,55 bp, mentre il nuovo
allele nel campione tumorale (elettroferogramma in basso) & 94,48 bp. La differenza di dimensioni tra questi due alleli
e di 7,07 bp; si tratta di una differenza 2,75 bp, pertanto il marker NR-21 viene interpretato come instabile.

Utilizzando la PCR multiplex con i primer con etichetta con colorante fluorescente, tutte e sette le aree dei microsatelliti
vengono amplificate all'interno della stessa reazione per generare prodotti della PCR con etichetta con colorante.

| prodotti della PCR e uno standard di dimensioni con etichetta fluorescente, Size Standard 500, vengono quindi aggiunti
alla formammide e denaturati a caldo. Il DNA a filamento singolo che ne risulta viene iniettato in modo elettrocinetico in
uno strumento per I'elettroforesi capillare, nel quale i frammenti di DNA vengono separati in base alle dimensioni e rilevati
tramite l'etichetta fluorescente incorporata. L'analisi dello standard delle dimensioni insieme ai frammenti del DNA dei
microsatelliti consente un dimensionamento preciso e il confronto diretto delle dimensioni tra i campioni. Dopo
I'elettroforesi capillare, i file (.fsa) dei dati dei frammenti di DNA che ne risultano e che sono generati dallo strumento
possono essere analizzati utilizzando un software per I'analisi dei frammenti al fine di determinare la dimensione dei
frammenti e identificare gli alleli.

Promega Corporation - 2800 Woods Hollow Road - Madison, WI 53711-5399 USA - Numero verde per gli USA 800-356-9526 - 608-274-4330 - Fax 608-277-2516 11
Www.promega.com TM595 - Rev2



O

Promega

2.  Componenti del prodotto e condizioni di conservazione

2.1 Materiali forniti con OncoMate® MSI Dx Analysis System (Cat.# MD3140)
VGO Il prodotto contiene reagenti sufficienti a eseguire 100 reazioni (50 coppie di reazioni).

Sono inclusi i seguenti materiali.

COMPONENTE DIMENSIONI N. PARTE
OncoMate® MSI 5X Primer Mix 200yl MD705A

Include: primer con etichetta fluoroforo e primer senza etichetta per BAT-26, Penta D, NR-21, BAT-25, MONO-27, NR-24
e Penta C in una soluzione tamponata.

-10°C 10°C
//lt Condizioni di conservazione: area di preamplificazione; prima dell'uso; 2e dopo il primo utilizzo.
“@"  Proteggere dalla luce. -3¢

COMPONENTE DIMENSIONI N. PARTE
OncoMate® MSI 5X Master Mix 200yl MD280A

Include: GoTaq® MDx Hot Start DNA Polymerase, dNTP, cloruro di magnesio e sali in una soluzione tamponata
con stabilizzatori.

-10°C 10°C
Condizioni di conservazione: area di preamplificazione; - prima dell'uso; yo¢ dopo il primo utilizzo.

COMPONENTE DIMENSIONI N. PARTE
2800M Control DNA, 10ng/pl 25pl MD810A
Include: standard DNA genomico maschile derivato dalla linea di cellule in una soluzione tamponata.

-10°C 10°C
Condizioni di conservazione: area di preamplificazione; prima dell'uso; poe dopo il primo utilizzo.
-30°C °

COMPONENTE DIMENSIONI N. PARTE

Water, Amplification Grade 1,25ml MD193A
-10°C 10°C

Condizioni di conservazione: area di preamplificazione; _30°C prima dell'uso; yo¢ dopo il primo utilizzo.

COMPONENTE DIMENSIONI N. PARTE

Size Standard 500 100ul MD500A

Include: frammenti di DNA con etichetta fluoroforo in una soluzione tamponata.

-10°C 10°C

Sy 1 i . . . . , I

//‘\ Condizioni di conservazione: area post-amplificazione; prima dell'uso; dopo il primo uso.

AN -30°C 2c
@  Proteggere dalla luce.
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2.2 Conservazione e manipolazione di OncoMate® MSI Dx Analysis System

Al momento della ricezione, conservare tutti i componenti a una temperatura compresa tra -30°C e —=10°C in un freezer
., o frost. Prima del primo utilizzo, conservare 2800M Control DNA a una temperatura compresa tra 2°C e 10°C per almeno
/>T§ 8 ore. Dopo il primo utilizzo, conservare OncoMate® MSI Dx Analysis System a una temperatura compresa tra 2°C e 10°C
“&"  per un massimo di 3 mesi. OncoMate® MSI 5X Primer Mix e Size Standard 500 sono sensibili alla luce e devono essere
conservati al buio. Non ricongelare. Conservare i reagenti di preamplificazione e post-amplificazione in ambienti separati
e utilizzare pipette, rack di provette ecc. dedicate. Se i componenti vengono conservati in condizioni diverse da quelle
indicate sulle etichette, le loro prestazioni potrebbero essere compromesse e cio potrebbe influire negativamente sui
risultati.

2.3 Materiali non forniti

Reagenti di laboratorio

. Sistema di estrazione del DNA (vedere le Sezioni 3.3 e 3.4)

. OncoMate® 5C Matrix Standard (Promega Cat.# MD3850)

. Hi-Di™ Formamide (ad es., Applied Biosystems Cat.# 4404307)

. Reagenti di quantificazione dsDNA basati su colorante fluorescente (vedere la Sezione 3.4)
. Nuclease-Free Water (Promega Cat.# MC1191)

Nota: € fondamentale utilizzare Hi-Di™ Formamide di qualita elevata. Congelare Hi-Di™ Formamide in aliquote a una
temperatura compresa tra -30°C e —=10°C. Piu cicli di congelamento-scongelamento o la conservazione a lungo termine
a una temperatura compresa tra 2 e 10°C possono causare il degrado della formammide. La formammide di scarsa
qualita pud contenere ioni che competono con il DNA durante ['iniezione, causando altezze di picco ridotte e ridotta
sensibilita.

Forniture di laboratorio

Nota: la seguente attrezzatura di laboratorio & necessaria in due aree distinte del laboratorio, una per le procedure di
preamplificazione e una per le procedure di post-amplificazione.

. Set di pipette di precisione calibrate in grado di erogare da 1 pl a 1.000 pl

. Punte per pipette resistenti all'aerosol (da 10 pl a 1.000 pl)

. Provette per microcentrifuga da 1,5 ml

. MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate with Barcode (Thermo Fisher Scientific Cat.# 4306737)
. MicroAmp® 8-Cap Strip, clear (Thermo Fisher Scientific Cat.# N8010535) (solo preamplificazione)
. Microcentrifuga personale (“minicentrifuga”)

. Centrifuga compatibile con piastre a 96 pozzetti (ad esempio minicentrifuga con piastre)

. Rack per provette per microcentrifuga

. Agitatore

. Congelatore no frost a temperature comprese tra -30°C e -10°C

. Frigorifero a temperature comprese fra 2°C e 10°C

. Ghiaccio tritato (solo post-amplificazione)

. Attrezzatura per l'estrazione del DNA (ad esempio, blocchi di riscaldamento, centrifughe), in base al metodo
selezionato (solo preamplificazione)
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Strumenti e accessori

. Strumento di estrazione del DNA, in caso di metodo automatizzato
. Strumento di quantificazione del DNA e forniture associate

. Strumento per I'elettroforesi capillare e forniture associate

. Termociclatore compatibile con le piastre a 96 pozzetti

Software

. Software di analisi dei frammenti (vale a dire, software in grado di analizzare i file .fsa dello strumento di
elettroforesi capillare)

3. Prima di iniziare

3.1 Avvertenze e precauzioni

Avvertenza per la sicurezza chimica: alcuni reagenti utilizzati durante I'analisi dei frammenti sono potenzialmente
pericolosi. Gestire e smaltire i materiali pericolosi in base alle linee guida definite dalla propria struttura. La formammide
(vedere la Sezione 2.3, Materiali non forniti) & irritante e teratogena; evitare l'inalazione e il contatto con la pelle. Leggere
I'etichetta di avvertenza e applicare le precauzioni appropriate nel maneggiare questa sostanza. Indossare sempre guanti
e occhiali di sicurezza quando si lavora con la formammide. Prima dell'uso, consultare le schede di sicurezza per la
formammide fornite dal produttore.

Dichiarazione relativa alle schede di sicurezza: informazioni importanti relative alla manipolazione, al trasporto e allo
smaltimento sicuri di questo prodotto sono contenute nella scheda di sicurezza (SDS). Le schede di sicurezza (SDS) per
tutti i reagenti forniti nei kit sono disponibili online al seguente indirizzo: www.promega.com/resources/msds/ o inviando
una richiesta a Promega Technical Services al seguente indirizzo e-mail: genetic@promega.com

Precauzioni per la biosicurezza: OncoMate® MSI Dx Analysis System e destinato all'uso con i tessuti fissati in formalina
e inclusi in paraffina. Per la manipolazione e lo smaltimento di questi tessuti, seguire le linee guida definite dalla
propria struttura.

Precauzioni PCR: la qualita del DNA purificato, i piccoli cambiamenti nei tamponi, la forza ionica, le concentrazioni di
primer, il volume di reazione, la scelta del termociclatore e le condizioni dei cicli termici possono influire sulla riuscita
della PCR. Pertanto OncoMate® MSI Dx Analysis System deve rispettare rigorosamente le procedure consigliate per
I'amplificazione e il rilevamento della fluorescenza descritte nel presente manuale.
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Riduzione al minimo della contaminazione: I'analisi dei microsatelliti basata sulla PCR & soggetta alla contaminazione da
parte di piccolissime quantita di DNA umano. E necessario prestare estrema attenzione per evitare |la contaminazione
crociata nella preparazione del DNA del modello, nella manipolazione dei componenti del kit, nell'assemblaggio delle
reazioni di amplificazione e nell'analisi dei prodotti dell'amplificazione. Conservare e utilizzare i reagenti e i materiali
utilizzati prima dell'amplificazione (OncoMate® MSI 5X Master Mix, OncoMate® MSI 5X Primer Mix, 2800M Control DNA
e l'acqua con grado di amplificazione) in un ambiente separato rispetto a quello utilizzato dopo I'amplificazione

(Size Standard 500). Preparare le reazioni di amplificazione in un ambiente dedicato alla messa a punto della reazione.
Utilizzare attrezzature e forniture dedicate per la messa a punto dell'amplificazione. Includere sempre una reazione di
controllo negativa (vale a dire senza modello) per rilevare la contaminazione del reagente e una reazione di controllo
positiva per verificare le prestazioni del reagente. Indossare i guanti e utilizzare punte delle pipette resistenti all'aerosol
per evitare la contaminazione crociata.

3.2 Requisiti relativi ai campioni

Le sezioni di tessuto idonee all'uso con il test vengono preparate utilizzando formalina neutra tamponata al 10%,
seguendo le pratiche di patologia standard e contengono cellule nucleate sufficienti e un contenuto tumorale di 220%

di cellule tumorali, in base all'esame patologico. La valutazione delle prestazioni dell'OncoMate® MSI Dx Analysis System
@ stata condotta utilizzando il DNA estratto con Maxwell® CSC Instrument e Maxwell® CSC DNA FFPE Kit da campioni di
tessuto fissato in formalina e incluso in paraffina di cancro del colon retto.

3.3 Metodi di estrazione del DNA e requisiti di qualita del DNA

Ottenere una quantita sufficiente di DNA di elevata qualita da tessuti fissati in formalina e inclusi in paraffina pud essere
un problema. Il DNA puo risultare degradato a causa di fissazione del campione di tessuto prolungata o non idonea prima
dell'inclusione in paraffina, ed € possibile che nel processo di estrazione vengano coinvolti gli inibitori dell'amplificazione
contenuti nel campione fissato in formalina e incluso in paraffina o relativi al metodo di estrazione. E responsabilita
dell'utente verificare la compatibilita del metodo di purificazione del DNA con questo test. | controlli del test PCR possono
essere utilizzati per identificare la presenza degli inibitori dell'amplificazione negli estratti di DNA purificati.

Le prestazioni dell'OncoMate® MSI Dx Analysis System sono state valutate utilizzando il DNA estratto dai campioni di
tessuto fissato in formalina e incluso in paraffina mediante Maxwell® CSC DNA FFPE Kit (Cat.# AS1350) in combinazione
con Maxwell® CSC Instrument (Cat.# AS6000). Il DNA purificato utilizzando Maxwell® CSC DNA FFPE Kit e Maxwell® CSC
0 CSC 48 Instrument & stabile per un massimo di 14 giorni se conservato a 4°C oppure per un massimo di un mese se
conservato a —20°C prima del test. Se si utilizza un metodo di estrazione del DNA differente, l'utente deve consultare le
istruzioni per l'uso del sistema di estrazione del DNA utilizzato per le informazioni sulla stabilita del DNA. E stato
dimostrato che la presenza di una quantita fino al 5% o fino a 50 pM di guanidina cloridrato nel DNA non interferisce con
le prestazioni di OncoMate® MSI Dx Analysis System.
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3.4 Requisiti in termini di quantita di DNA

Il kit per I'amplificazione OncoMate® MSI Dx Analysis System & destinato all'uso con 1 ng di DNA. E necessario
quantificare il DNA prima dell'uso. Le misurazioni dell'assorbimento UV non sono affidabili per la quantificazione del
dsDNA purificato dai campioni di tessuto fissato in formalina e incluso in paraffina. Per una stima della concentrazione
di DNA, & consigliabile I'uso di coloranti fluorescenti che si legano al dsDNA. Entrambi questi metodi forniscono una
quantificazione piu affidabile del DNA purificato dai campioni di tessuto fissato in formalina e incluso in paraffina,

in particolare quando le concentrazioni di DNA sono basse o quando gli eluati di DNA contengono contaminanti comuni
(ad esempio, RNA, nucleotidi liberi, solventi, detergenti, proteine o sali).

L'OncoMate® MSI Dx Analysis System & stato valutato con campioni di DNA CRC utilizzando coloranti che si legano al
dsDNA in grado di misurare con precisione concentrazioni di dsDNA fino a 0,05 ng/pl. Durante la valutazione delle
prestazioni, il DNA é stato quantificato con il QuantiFluor® dsDNA System (N. cat. E2670) destinato all'uso generale
in laboratorio.
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3.5 Requisiti relativi al termociclatore

Le prestazioni dell'OncoMate® MSI Dx Analysis System sono state valutate utilizzando i termociclatori Thermo Fisher
Scientific Veriti®, Eppendorf MasterCycler® e Bio-Rad C1000 Touch™, che condividono le seguenti specifiche minime:

Velocita massima di rampa del blocco: 3,9°C/secondo fino a 5°C/secondo

Precisione di temperatura: +0,25°C (a 290°C)

Uniformita di temperatura: <0,5°C (a 290°C)

Coperchio riscaldato in grado di raggiungere una temperatura compresa tra 103°C e 105°C

Le prestazioni di questo test possono essere influenzate negativamente dall'uso di termociclatori con specifiche esterne
agli intervalli indicati.

3.6 Requisiti relativi allo strumento per l'elettroforesi capillare

| prodotti di amplificazione OncoMate® MSI Dx Analysis System vengono separati per lunghezza dei frammenti
(dimensioni) mediante I'elettroforesi capillare. Eccetto che per la selezione di un set di coloranti basato sul metodo di
calibrazione spettrale AnyDye (Qualsiasi colorante), per I'analisi dei frammenti & stato utilizzato il metodo predefinito
Fragment Analysis (Analisi dei frammenti) fornito dal software di raccolta dei dati, e il tempo di iniezione & stato variato
per ottenere I'altezza appropriata dei picchi di frammenti. Per 2800M Control DNA, € stata utilizzata come bersaglio
un‘altezza di picco di circa 8.000 unita relative di fluorescenza (RFU) per i sette marker dell'OncoMate® MSI Dx Analysis
System. Le prestazioni dell'OncoMate® MSI Dx Analysis System sono state valutate utilizzando I'Applied Biosystems®
3500 Dx Genetic Analyzer configurato con il POP-7® Polymer e una matrice capillare di 50 cm. Le condizioni di
funzionamento utilizzate durante la valutazione delle prestazioni sono elencate nellAppendice B (Sezione 11.2).

Gli strumenti per I'elettroforesi capillare compatibili per I'uso con I'OncoMate® MSI Dx Analysis System condivideranno
le seguenti specifiche:

Numero di coloranti rilevati: =5

Lunghezza della matrice capillare: lunghezze di matrice indicate per la risoluzione a base singola, inclusa la lunghezza
di 50 cm

Matrice di separazione: POP-7® o equivalente

Lunghezza d'onda di eccitazione (approssimativa): da 480 nm a 520 nm

Ottica di rilevamento: i coloranti Promega richiedono I'acquisizione delle emissioni da 500 nm a 630 nm circa

Intervallo di risoluzione: risoluzione di 1 bp da 60 bp a 2300 bp

Precisione di dimensionamento (ripetibilita, espressa come deviazione standard): <0,15 bp in un range da 60 bp a 2300 bp

E responsabilita dell'utente verificare la compatibilita dello strumento per I'elettroforesi capillare e del metodo di analisi
selezionati con i prodotti amplificati OncoMate® MSI Dx Analysis System.
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3.7 Requisiti di calibrazione spettrale per lo strumento per elettroforesi capillare

Prima del primo utilizzo, eseguire una calibrazione spettrale dello strumento per I'elettroforesi capillare utilizzando
I'OncoMate® 5C Matrix Standard (Cat.# MD3850). La calibrazione spettrale viene effettuata seguendo OncoMate® 5C
Matrix Standard Technical Manual n. TM597 con riferimento alla guida per l'utente per lo strumento per I'elettroforesi
capillare. Questa procedura fornisce i dati necessari per consentire allo strumento per I'elettroforesi capillare di risolvere
i segnali fluorescenti sovrapposti provenienti da pili frammenti di DNA con etichetta colorata dell'OncoMate® MSI Dx
Analysis System. Le impostazioni di calibrazione utilizzate durante la valutazione delle prestazioni sono elencate
nell’Appendice A (Sezione 11.1). Eseguire una nuova calibrazione spettrale rispettando le raccomandazioni del produttore
dello strumento per I'elettroforesi capillare. Ad esempio, dopo un intervento di manutenzione importante sul sistema per
I'elettroforesi capillare, ad esempio la modifica della fonte di eccitazione (come il laser), la calibrazione o la sostituzione
dell'ottica o la modifica del tipo di polimero o di matrice capillare, & necessaria una nuova calibrazione spettrale.

3.8 Requisiti relativi al software di analisi dei dati

Per analizzare i dati dell'elettroforesi capillare dell'OncoMate® MSI Dx Analysis System, & necessario il software di analisi
dei frammenti. Il software di analisi dei frammenti idoneo accettera i file dei dati dei frammenti (.fsa), calcolera le
dimensioni dei frammenti utilizzando il metodo Local Southern, attribuira i frammenti a un marker in base all'intervallo di
dimensioni e all'etichetta fluorescente (vale a dire, il colore), organizzera i dati di una combinazione di frammenti di
diverse dimensioni (da 265 bp a 300 bp) e colori (=5) visualizzandoli sotto forma di tabelle e stampera ed esportera i dati
analizzati in base alla dimensione calcolata dell'allele e al marker. Il software idoneo inoltre visualizzera le informazioni
relative alla qualita dei dati (ad esempio, i picchi fuori scala) acquisite durante I'elettroforesi capillare e calcolera

i parametri QC di base (ad esempio, I'identificazione di picchi ampi) secondo le impostazioni definite dall'utente.

| dati generati durante la valutazione delle prestazioni dell'OncoMate® MSI Dx Analysis System sono stati analizzati con
GeneMapper® Software versione 5.0 e le impostazioni di analisi elencate nellAppendice C (Sezione 11.3).

3.9 Requisiti relativi alla soglia analitica

L'utente deve determinare la soglia analitica (vale a dire, di rilevamento) del test prima dell'analisi dei dati. La soglia
analitica definisce il valore RFU al di sopra del quale & possibile distinguere i segnali del campione dal rumore della
strumentazione, consentendo all'utente di analizzare con affidabilita i dati dei frammenti. La definizione di una soglia
analitica & fondamentale per garantire la qualita dei dati paziente (vedere la Sezione 7.5). Le procedure idonee per
determinare la soglia analitica sono disponibili nella documentazione tecnica (ad esempio, Bregu, 2013). Durante la
valutazione delle prestazioni dell'OncoMate® MSI Dx Analysis System sul Applied Biosystems® 3500 Dx Genetic Analyzer,
abbiamo utilizzato una soglia analitica di 175 RFU tra tutti i canali di colorante, determinata utilizzando |'approccio del
limite superiore, basato sulla regressione lineare delle intensita di picco, generate dai campioni contenenti ingressi di
DNA differenti (Bregu, 2013).
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4.  Protocollo di saggio

Tenere i reagenti di preamplificazione e post-amplificazione in ambienti separati. Preparare le diluizioni del modello di DNA
e le reazioni di amplificazione in un ambiente dedicato alla messa a punto della reazione. Utilizzare attrezzature e forniture
dedicate per la messa a punto dell'amplificazione. Indossare i guanti e utilizzare punte delle pipette resistenti all'aerosol per
evitare la contaminazione crociata del DNA. Quando si aggiunge ciascun campione di DNA, utilizzare una pipetta fresca,

il 2800M Control DNA e I'acqua con grado di amplificazione (per i controlli negativi) per le reazioni di amplificazione.

4.1 Diluizione degli estratti di DNA del tessuto fissato in formalina e incluso in paraffina

L'OncoMate® MSI Dx Analysis System richiede un ingresso di dsDNA di 1,0 ng per reazione, erogato in un volume
compreso tra 1 pl e 6 pl. Si consiglia di diluire il DNA in una concentrazione costante tra i campioni, in modo che a ogni
reazione venga aggiunto 1 ng di DNA in un volume costante. Durante la valutazione delle prestazioni dell'OncoMate® MSI
Dx Analysis System, tutti i modelli di DNA sono stati diluiti a 0,5 ng/ul e a ciascuna reazione sono stati aggiunti 2 pl di
DNA modello diluito.

Completare i seguenti passaggi per i campioni di DNA che richiedono la diluizione prima dell'amplificazione:

1. Agitare il campione di DNA tre volte per 5 secondi, a velocita massima e centrifugare brevemente (da 1 a 2 secondi),
se necessario, in una minicentrifuga per raccogliere il campione sul fondo della provetta.

Nota: se i campioni di DNA e le diluizioni non vengono mescolati adeguatamente possono verificarsi errori di
quantificazione e prestazioni scarse dell'OncoMate® MSI Dx Analysis System.

2. Diluire il campione di DNA in Nuclease-Free Water (Cat.# MC1191) a una concentrazione appropriata per consentire
I'aggiunta di 1,0 ng di dsDNA a ciascuna reazione di amplificazione nel volume modello desiderato (vedere la
Sezione 4.3). Per ottimizzare la precisione, quando si diluisce il DNA campione, pipettare volumi di 21 pl.

Nota: se & necessario diluire il campione, utilizzare acqua priva di nucleasi. L'efficienza dell'amplificazione PCR
puo essere notevolmente alterata dalle modifiche nel pH (dovute all'aggiunta di Tris-HCI) o dalla concentrazione
di magnesio disponibile (dovuta alla chelazione dell'EDTA) nella reazione di amplificazione quando si utilizzano
diluenti con base Tris- o Tris-EDTA. Se i campioni di DNA e le diluizioni non vengono mescolati adeguatamente
possono verificarsi errori di quantificazione e prestazioni scarse dell'OncoMate® MSI Dx Analysis System.

Per ciascun esperimento, preparare diluizioni fresche di DNA campione. La conservazione del DNA campione
diluito per I'utilizzo futuro pud essere causa di scarsa amplificazione e di problemi di test.
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4.2 Diluizione del 2800M Control DNA

112800M Control DNA serve da controllo di amplificazione positivo (Sezione 7.3), non da controllo MSI. L'OncoMate® MSI
Dx Analysis System & progettato per I'uso con un ingresso 2800M Control DNA di 1,0 ng, erogato in un volume compreso
tra 1,0 pl e 6,0 pl. Prima dell'utilizzo, conservare il 2800M Control DNA, 10 ng/ul a una temperatura compresa tra 2°C e
10°C per almeno 8 ore. E consigliabile diluire il DNA di controllo nella stessa concentrazione dei campioni di test. Durante
la valutazione delle prestazioni dell'OncoMate® MSI Dx Analysis System, il 2800M Control DNA & stato diluito a 0,5 ng/pl e
a ciascuna reazione sono stati aggiunti 2 pl di DNA di controllo diluito.

1. Agitare 2800M Control DNA per tre volte per 10 secondi ciascuna alla massima velocita.

2. Diluire 2800M Control DNA in Nuclease-Free Water (Cat.# MC1191) oppure in acqua con grado di amplificazione,
in modo che venga aggiunto 1,0 ng alla reazione di controllo positiva nel volume desiderato (1-6 pl). Vedere la
Tabella 2 per le diluizioni di esempio. Per garantire |a precisione, quando si preparano diluizioni di 2800M Control
DNA, pipettare volumi >1 pl.

Tabella 2. Diluizione di 2800M Control DNA.

Volume di campione di Volume di 2800M Control

DNA per reazione DNA (10 ng/pl) Volume d'acqua’
1,0 2,0 pl 18 ul

2,0 pl 2,0 pl 38 pl

3,0 pl 2,0 pl 58 ul

4,0 pl 2,0 pl 78 pl

5,0 ul 2,0 pl 98 pl

6,0 pl 2,0l 118 pl

"Acqua priva di nucleasi o acqua con grado di amplificazione

Nota: per ciascun esperimento, preparare una diluizione di 2800M Control DNA fresca. La conservazione del 2800M
Control DNA diluito per I'utilizzo futuro puo essere causa di scarsa amplificazione del controllo positivo e di problemi
di test.

4.3 Preparazione delle reazioni di amplificazione OncoMate® MSI Dx Analysis System

1. Al primo utilizzo, scongelare completamente OncoMate® MSI 5X Primer Mix, OncoMate® MSI 5X Master Mix
e 'acqua con grado di amplificazione. Dopo il primo utilizzo, conservare i reagenti a una temperatura compresa tra
2°C e 10°C per un massimo di 3 mesi.

2. Centrifugare le provette brevemente (1-2 secondi) in una minicentrifuga per portare il contenuto sul fondo e agitare
i reagenti tre volte per 3 secondi ciascuno alla velocita massima. Non centrifugare dopo averle agitate, in quanto
i reagenti potrebbero formare un gradiente di concentrazione nella provetta.

3. Etichettare una nuova MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate with Barcode.
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4. Determinare il numero di reazioni da assemblare. Tale numero deve includere almeno una reazione di controllo
di amplificazione positivo e una reazione di controllo di amplificazione negativo per ogni piastra elaborata.
Aggiungere altre reazioni per compensare |'errore di pipettamento. Sebbene questo approccio consumi una piccola
quantita di ciascun reagente, garantisce la disponibilita, per tutti i campioni, di una miscela di amplificazione
PCR sufficiente.

5. Assemblare la miscela di amplificazione PCR come descritto nella Tabella 3. Aggiungere il volume finale di acqua
con grado di amplificazione, OncoMate® 5X Master Mix e OncoMate® 5X Primer Mix a una provetta pulita da 1,5 ml.
I DNA campione sara aggiunto singolarmente a ciascun pozzetto di reazione nel Passaggio 7.

Nota: nella tabella 3 si presume che il campione di DNA sia erogato alla reazione nel Passaggio 7 in un volume
costante tra tutti i campioni.

Tabella 3. Assemblaggio della miscela di amplificazione PCR.

Componente della miscela Volume per Numero di Volume
di amplificazione PCR’ reazione x  reazioni = finale
Acqua con grado di amplificazione a un volume finaledi 10 pl ~ x =
OncoMate® MSI 5X Master Mix? 2l x =
OncoMate® MSI 5X Primer Mix 2ul x =

DNA campione (1,0 ng) finoa 6 pl

Volume di reazione totale 10 pl

'Combinare acqua con grado di amplificazione, OncoMate® 5X Master Mix e OncoMate® 5X Primer Mix in una
nuova provetta da 1,5 ml. Il DNA campione sara aggiunto singolarmente a ciascun pozzetto di reazione nel
Passaggio 7.

° possibile che si verifichi la formazione di precipitato nell'OncoMate® MSI 5X Master Mix. La presenza del
precipitato non influira sull'amplificazione del DNA quando si utilizza OncoMate® MSI Dx Analysis System.

6.  Agitare la miscela di amplificazione PCR tre volte per 3 secondi ciascuna alla massima velocita, quindi pipettare
una quantita di miscela di amplificazione PCR appropriata per una reazione in ciascun pozzetto della piastra di
reazione utilizzata per campioni e controlli.

Nota: se non si riesce ad agitare a sufficienza la miscela di amplificazione PCR, I'amplificazione sara scarsa

o vi sara uno squilibrio da marker a marker. Aggiungere la miscela di amplificazione PCR ai pozzetti della piastra
di reazione appena viene preparata. Procedere subito con i Passaggi da 7 a 10, seguiti immediatamente dal
ciclo termico.

7. Agitare ciascun DNA campione FFPE diluito (preparato nella Sezione 4.1) tre volte per 5 secondi ciascuna a velocita
massima e centrifugare brevemente (1-2 secondi) in una minicentrifuga per raccogliere il liquido sul fondo della
provetta. Pipettare 1,0 ng di campione nel pozzetto della piastra designato, contenente la miscela di amplificazione
PCR. Mescolare pipettando piu volte.
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Agitare il 2800M Control DNA diluito (preparato nella Sezione 4.2) tre volte per 10 secondi ciascuna a velocita
massima e centrifugare brevemente (1-2 secondi) in una minicentrifuga per raccogliere il liquido sul fondo della
provetta. Pipettare 1,0 ng della diluizione di 2800M Control DNA nei pozzetti riservati alle reazioni di controllo
positivo. Mescolare pipettando piu volte.

Per il controllo di amplificazione negativo, pipettare un volume di acqua con grado di amplificazione, che & equivalente
al volume di DNA campione nei pozzetti riservati per le reazioni di controllo negativo. Non aggiungere il DNA campione
alle reazioni di controllo negativo. Mescolare pipettando pil volte.

Nota: la mancata amplificazione e analisi delle reazioni di controllo negativo e positivo possono introdurre
incertezza durante I'analisi dei dati dei risultati e complicare |a risoluzione dei problemi. Le reazioni di controllo
positivo e negativo devono essere incluse in ogni piastra.

Tappare i pozzetti con MicroAmp® 8-Cap Strips, e centrifugare brevemente in una minicentrifuga con piastre per
portare il contenuto sul fondo dei pozzetti e rimuovere le bolle d'aria.
Termociclazione

Accertarsi che il coperchio riscaldato abbia raggiunto la temperatura programmata (103-105°C) e posizionare la
piastra di reazione in un termociclatore. Chiudere il coperchio del termociclatore.

Programmare il termociclatore seguendo le istruzioni del produttore per eseguire il protocollo specificato nella
Figura 4. Accertarsi che il volume della reazione sia impostato su 10 pl. Il tempo di ciclo totale, inclusa la rampa,
e dicirca 1 ora e 15 minuti.

Protocollo di termociclazione’

96°C per 1 minuto, quindi:

96°C per 10 secondi
58°C per 1 minuto
72°C per 30 secondi
per 29 cicli, quindi:

60°C per 10 minuti, quindi:

conservazione a 4°C

"Wolume di reazione: 10 pl; Coperchio riscaldato: tra 103° e 105°C

Figura 4. Protocollo di termociclazione per OncoMate® MSI Dx Analysis System.
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Dopo il completamento del protocollo di termociclazione, procedere con I'analisi dei frammenti mediante
elettroforesi capillare o conservare i prodotti dell'amplificazione protetti dalla luce per una notte a una temperatura
compresa tra 2°C e 10°C o a lungo termine a una temperatura compresa tra -=30°C e -10°C.

Nota: la conservazione a lungo termine dei campioni amplificati a temperature superiori a =10°C pud produrre
artefatti che interferiscono con I'analisi dei dati.

Preparazione dello strumento per l'elettroforesi capillare

Per i requisiti degli strumenti per I'elettroforesi capillare, vedere la Sezione 3.6. Seguire le istruzioni del produttore
per il funzionamento e la manutenzione dello strumento per I'elettroforesi capillare selezionato e I'utilizzo del
polimero e delle matrici capillari associati.

Accertarsi che il polimero e i tamponi dello strumento non siano scaduti e che sia disponibile un numero di
campioni o iniezioni sufficienti per completare I'analisi pianificata.

Se applicabile, preriscaldare il forno per I'elettroforesi capillare secondo le istruzioni del produttore per almeno 30
minuti prima di iniziare un ciclo.

Preparazione dei frammenti amplificati dell'OncoMate® MSI Dx Analysis System per I'elettroforesi capillare

Se i campioni amplificati sono stati conservati a una temperatura compresa tra -30°C e -10°C, scongelarli
completamente prima di procedere. Agitare per 5 secondi e centrifugare la piastra da 5 a 10 secondi in una
minicentrifuga con piastre per raccogliere il contenuto sul fondo dei pozzetti.

Determinare il numero di pozzetti richiesti per analizzare tutti i campioni amplificati, incluse le reazioni di controllo
positive e negative. Aggiungere a questo numero tutti i pozzetti inutilizzati da cui verra avviata un'iniezione piu altri
pozzetti per compensare l'errore di pipettamento.

Agitare Size Standard 500 tre volte per 3 secondi ciascuna alla massima velocita e preparare il cocktail di
caricamento per I'elettroforesi capillare come indicato nella Tabella 4.

Nota: la formammide & irritante e teratogena; evitare l'inalazione e il contatto con la pelle. Leggere I'etichetta
di avvertenza e applicare le precauzioni appropriate nel maneggiare questa sostanza. Indossare sempre guanti
e occhiali di sicurezza quando si lavora con la formammide.

Tabella 4. Preparazione del cocktail di caricamento per I'elettroforesi capillare.

Cocktail di caricamento Volume per pozzetto x  Numero di pozzetti = Volume finale
Hi-Di™ Formamide 9,5 pl X =
Size Standard 500 0,5 pl X =
Volume totale 10 pl
4. Agitare il cocktail di caricamento tre volte per 3 secondi ciascuna alla velocita massima e centrifugare brevemente

(1-2 secondi) in una minicentrifuga per raccogliere i reagenti sul fondo della provetta.
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5. Pipettare 10 pl di cocktail di caricamento in ciascun pozzetto richiesto di un MicroAmp® Optical 96-Well Reaction
Plate con lo strumento per I'elettroforesi capillare selezionato.

Nota: il cocktail di caricamento o la Hi-Di™ Formamide deve essere aggiunta a ogni pozzetto dal quale viene avviata
un'iniezione, a prescindere che al pozzetto siano stati aggiunti anche i prodotti amplificati. La mancata aggiunta del
cocktail di caricamento o della Hi-Di™ Formamide a un pozzetto iniettato pud causare danni alla matrice capillare

e la mancata riuscita del ciclo.

6.  Aggiungere 1 pl di campione amplificato o di reazione di controllo a ciascun pozzetto designato.
7.  Coprire i pozzetti con i setti in base alle istruzioni del produttore dello strumento.

8.  Centrifugare la piastra per un tempo compreso tra 5 e 10 secondi per portare la miscela di formammide-campione
sul fondo di ciascun pozzetto e rimuovere le bolle d'aria.

9.  Denaturare i campioni a 95°C per 3 minuti in un termociclatore, quindi raffreddare immediatamente la piastra di
reazione sul ghiaccio tritato per almeno 3 minuti. Denaturare i campioni appena prima di caricare la piastra sullo
strumento per l'elettroforesi capillare.

Nota: non chiudere il coperchio riscaldato del termociclatore, in quanto il setto della piastra potrebbe fondersi.

10. Caricare la piastra sullo strumento per I'elettroforesi capillare secondo le istruzioni del produttore. Se applicabile,
accertarsi che il forno abbia raggiunto la temperatura richiesta prima del caricamento.

4.7 Rilevamento dei frammenti amplificati mediante elettroforesi capillare con rilevamento della fluorescenza

Consultare il manuale tecnico dello strumento per elettroforesi capillare selezionato per informazioni sul completamento
di un ciclo di analisi dei frammenti, incluso come configurare i metodi di calibrazione spettrale e di analisi dei frammenti,
sull'aggiunta di informazioni per i campioni, sul caricamento dei campioni denaturati sullo strumento, sull'avviamento di
un ciclo e sul recupero dei dati per un ciclo completato. Nel programmare lo strumento, partire con il metodo di analisi dei
frammenti predefinito per la configurazione dello strumento specifico. Per soddisfare le esigenze del singolo laboratorio,
pud essere necessario ottimizzare il tempo di iniezione. E responsabilita dell'utente accertarsi che le condizioni
selezionate per I'elettroforesi capillare siano compatibili con il test. Contattare la filiale o il distributore Promega locale

o inviare un'e-mail a: genetic@promega.com per ulteriori informazioni.

24  PromegaCorporation-2800WoodsHollowRoad-Madison, W1 53711-5399 USA-NumeroverdepergliUSA800-356-9526-608-274-4330-Fax608-277-2516
TM595 - Rev2 www.promega.com



0

Promega

5.  Analisi dei dati

5.1 Introduzione

L'elettroforesi capillare dei prodotti di amplificazione dell'OncoMate® MSI Dx Analysis System genera file di dati (.fsa) che
richiedono I'analisi a valle tramite il software di analisi dei frammenti (Figura 5). Gli obiettivi di analisi dei dati consistono nel
fornire informazioni di base sulla qualita dei dati, dimensionare i picchi dei frammenti nell'intervallo di analisi dei dati
definito, assistere nel filtraggio dei picchi "stutter” dai picchi di allele presenti in ogni marker e riepilogare le dimensioni degli
alleli per marker per l'interpretazione dei risultati a valle. Effettuare i sequenti passaggi per analizzare i dati dell'elettroforesi
capillare utilizzando il software di analisi dei frammenti:

Completare una sola volta, prima della prima analisi; vedere I'Appendice C (Sezione 11.3) per le istruzioni:

. Definire le dimensioni note per i frammenti di dimensioni standard (vale a dire, creare o importare lo standard di
dimensioni del test)

. Assegnare l'intervallo di dimensione dell'analisi per ciascun marker (vale a dire, creare o importare i pannelli del test)
. Impostare i parametri di analisi (vale a dire, creare o importare il metodo di analisi)
. Facoltativo: gestire la visualizzazione dei dati (vale a dire, creare o importare le impostazioni relative a tabella,

grafico e report)
Completare per ciascun batch di campioni analizzato; per le istruzioni, vedere la Sezione 5.2:
. Importare i file di dati
. Selezionare gli input di test (vale a dire, standard di dimensioni del test, pannelli di test e metodo di analisi)
. Eseguire 'analisi dei dati

. Riepilogare le dimensioni degli alleli per marker
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Per valutare le prestazioni dell'OncoMate® MSI Dx Analysis System é stato utilizzato il GeneMapper® Software.

Le impostazioni di analisi dei dati finale utilizzate durante la valutazione delle prestazioni del test vengono fornite come
riferimento nell’Appendice C (Sezione 11.3). Tali impostazioni sono state ottimizzate per identificare il pit piccolo (in bp)
allele distinto in ciascun marker con ripetizione del mononucleotide e distinguerlo dai picchi di frammenti stutter per
I'analisi a valle. In specifiche circostanze, gli alleli distinti possono essere filtrati quando si utilizzano le impostazioni di
analisi consigliate. Tali alleli filtrati non vengono utilizzati per determinare la stabilita dei marker (vedere la Sezione 6.4),
in quanto non si tratta dell'allele distinto piu piccolo per quel marker. Il flusso di lavoro per analizzare i dati dei frammenti
e illustrato nella Figura 5 e descritto di seguito nella Sezione 5.2 utilizzando GeneMapper® Software come esempio. Per
ulteriori informazioni sull'analisi dei dati dei frammenti con GeneMapper® Software, consultare DNA Fragment Analysis by
Capillary Electrophoresis User Guide di Thermo Fisher Scientific.

Note:

1. Le impostazioni relative ai metodi di analisi e ai pannelli sono state determinate per OncoMate® MSI Dx Analysis
System utilizzando i dati generati con un Applied Biosystems® 3500 Dx Genetic Analyzer con il POP-7® Polymer
e una matrice di 50 cm. L'analisi dei dati acquisiti utilizzando configurazioni diverse dello strumento per
l'elettroforesi capillare puo richiedere file dei metodi di pannello e di analisi modificati. Per assistenza, contattare la
filiale o il distributore Promega locale o inviare un'e-mail a: genetic@promega.com

2. Leimpostazioni del metodo di analisi mostrate nell'’Appendice C possono servire come modello per sviluppare
le impostazioni di analisi per il sistema di elettroforesi capillare in uso. Tuttavia, & necessario stabilire le soglie
analitiche ("Peak Amplitude Thresholds" (Soglie di ampiezza dei picchi) nella scheda "Peak Detector” (Strumento di
rilevamento picchi) dell"Analysis Method Editor" (Editor dei metodi di analisi) GeneMapper®) dal singolo laboratorio
sulla base dell'intensita del picco di campione utilizzato come bersaglio, del range dinamico dello strumento e
del rumore o del segnale di sfondo osservato nei dati analizzati (fare riferimento alla Sezione 7.5). Durante la
valutazione delle prestazioni dell'OncoMate® MSI Dx Analysis System & stata impiegata una soglia analitica di 175
RFU per ciascun canale di colore (B, G, Y, 0). Le soglie analitiche per la strumentazione per I'elettroforesi capillare
indicata in genere sono tra 50 RFU e 200 RFU. Per una spiegazione dell'utilizzo corretto e dell'effetto delle diverse
impostazioni di analisi, consultare DNA Fragment Analysis by Capillary Electrophoresis User Guide di Thermo Fisher

Scientific.

) lilfilf ;jtl d?ti ; Analisi dei dati Controllo della Interpretazione Risultato MSI:
ell'elettroforesi 3 : 5 MSI-H/MSS
capillare (.fsa) Dimensionamento dei qua"ta dei dati Determinare l'instabilita dei marker

frammenti Isolamento Valutazione dell'analisi con Misurazione dell'instabilita dei
dei picchi di allele elettroforesi capillare Esame campioni

dell'amplificazione Autenticazione
dell'identita dei campioni

Figura 5. Flusso di lavoro dell'analisi per i dati dell'elettroforesi capillare dell'OncoMate® MSI Dx Analysis System.
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5.2 Analisi dei dati

Le istruzioni per I'analisi dei dati con GeneMapper® Software vengono fornite qui per comodita. Tali istruzioni presumono
che siano stati importati i file delle impostazioni GeneMapper® disponibili descritti nell’Appendice C (Sezione 11.3) o che
siano stati creati file di impostazioni simili. Quando si utilizzano altri software per l'analisi dei dati, fare riferimento alla
guida per I'utente corrispondente per le informazioni e le istruzioni.

1.
2.

Aprire il GeneMapper® Software, versione 5.0 0 6.0.

Selezionare I'icona "New Project" (Nuovo progetto) ( ) dalla barra degli strumenti e scegliere Microsatellite
come tipo di progetto.

Importare i dati selezionando l'icona "Add Samples To Project" (Aggiungi campioni al progetto) () dalla barra
degli strumenti.

Nel menu a discesa "Table Setting" (Impostazione tabella) della barra degli strumenti, selezionare
OncoMate_MSI_Dx_Table_v1.0.

Se il campo "Sample Type" (Tipo di campione) non & popolato, scegliere Sample (Campione), Positive Control
(Controllo positivo) o Negative Control (Controllo negativo) per descrivere ciascun campione.

Per tutti i campioni di controllo e paziente, selezionare OncoMate_MSI_Dx_Analysis_v1.0 per "Analysis Method"
(Metodo di analisi), OncoMate_MSI_Dx_Panels_v1.0 per "Panel" (Pannello) e OncoMate_MSI_Dx_Size_v1.0 per
"Size Standard" (Standard di dimensioni).

Selezionare I'icona "Analyze" (Analizza) () dalla barra degli strumenti per analizzare tutti i campioni. Quando
richiesto, fornire un nome descrittivo per il progetto nella finestra a comparsa "Save Project" (Salva progetto)
e selezionare OK.

Nota: dopo I'analisi, i campioni possono essere ordinati utilizzando I'opzione Sort... (Ordina) nel menu Edit
(Modifica) (ad esempio per Sample Type (Tipo di campione) e Sample Name (Nome campione)). Se i campioni
vengono riordinati in modo che ciascuna coppia di campione normale e tumorale risulti adiacente nell'elenco dei
campioni sara pil semplice visualizzare e rivedere i campioni quando si utilizza il file "Plot Settings" (Impostazioni
grafico) (vedere il Passaggio 8). L'ordine puo essere utilizzato anche per assicurare che gli elettroferogrammi per la
coppia di campione normale e tumorale vengano stampati nella stessa pagina (vedere il Passaggio 9.c).

Rivedere i campioni di controllo e paziente per la qualita, come descritto nella Sezione 6.3. Selezionare le righe
contenenti i campioni di controllo o paziente e scegliere I'icona "Display Plots" (Mostra grafici) ( ) dalla
barra degli strumenti per visualizzare i dati degli elettroferogrammi e degli alleli tabulati. Nel menu a discesa
"Plot Setting" (Impostazioni grafici) della barra degli strumenti, selezionare OncoMate_MSI_Dx_Plot_v1.0.

Nota: la verifica degli elettroferogrammi campione & necessaria per valutare la qualita dei dati. E consigliabile
rivedere dapprima i campioni di controllo seqguiti dai campioni paziente. | campioni di controllo selezionati insieme
ai campioni paziente saranno visualizzati continuamente nella finestra "Samples Plot" (Grafico dei campioni) e non
possono essere ridotti a icona, per cui affolleranno lo schermo.
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9.  Rivedere i campioni paziente validi per lo stato di instabilita dei microsatelliti come descritto nelle Sezioni 6.4 e
6.5. Visualizzare i dati dei campioni come descritto nel Passaggio 8. Per facilitare l'interpretazione dei dati, i dati di
dimensionamento possono essere esportati per I'analisi a valle in diversi modi, tra cui quelli descritti qui.

Nota: queste opzioni di esportazione dei dati vengono fornite solo a scopo informativo. E responsabilita del
laboratorio che esegue il test stabilire il formato di dati piu indicato da utilizzare per la determinazione dello stato
di instabilita dei microsatelliti. Per assistenza nello sviluppo di un metodo di creazione dei report, contattare la
filiale o il distributore Promega locale o inviare un'e-mail a: genetic@promega.com

a. Unfile di testo con tutte le dimensioni di allele filtrate e altri dati campione pud essere esportato come
"Genotypes Table" (Tabella dei genotipi) come indicato di seguito:

i. Dalla schermata principale, selezionare uno o piu campioni paziente e di controllo e scegliere I'icona "Display
Plots" (Mostra grafici) ( ) dalla barra degli strumenti per aprire la finestra "Samples Plot" (Grafico dei
campioni).

ii. Se la "Genotypes Table" (Tabella dei genotipi) non viene visualizzata sotto gli elettroferogrammi, selezionare
la relativa icona () dalla barra degli strumenti.

iii. Selezionare Export Table (Esporta tabella) dal menu File, e salvare il file per I'analisi a valle.

b. Unfile di testo con tutte le dimensioni di allele filtrate e altri dati campione pud essere esportato come "Report”
nel modo seguente:

i. Dalla schermata principale, selezionare uno o pit campioni paziente e di controllo, quindi selezionare l'icona
"Report Manager" (Gestione report) (=) dalla barra degli strumenti per aprire la finestra "Report Manager"
(Gestione report).

ii. Nel menu a discesa "Report Setting" (Impostazione report) della barra degli strumenti, selezionare
OncoMate_MSI_Dx_Report_v1.0.

iii. Selezionare Export... (Esporta...) dal menu File, dare un nome al file e selezionare Export (Esporta).

Nota: sono disponibili diversi dati di campi per I'esportazione, come "Genotypes Table" (Tabella dei genotipi)
rispetto a "Report”. E possibile aggiungere dei campi per soddisfare specifiche esigenze di laboratorio
modificando i file "Table Settings" (Impostazioni tabella) o "Report Settings" (Impostazioni report) OncoMate®
in GeneMapper® Manager.

c¢. Unriepilogo dati in formato .pdf che visualizza gli elettroferogrammi e le dimensioni di allele tabulate puo
essere salvato come indicato di seguito:

i. Dalla schermata principale, selezionare uno o pit campioni paziente e di controllo, quindi scegliere I'icona
"Display Plots" (Mostra grafici) () per aprire la finestra "Samples Plot" (Grafico dei campioni).

ii. selezionare Print... (Stampa...) dal menu File. Scegliere Microsoft Print to PDF (Stampa Microsoft su PDF)
(o equivalente) come "Print Service" (Servizio di stampa) e Landscape (Orizzontale) come orientamento.
Selezionare Print (Stampa) e fornire un nome per il file .pdf risultante.

Nota: durante questo processo possono essere generati pit file .pdf, che richiedono nomi file diversi. Per questa
ragione, i laboratori possono scegliere di salvare un file .pdf distinto per ciascuna coppia di campioni.
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6.  Esame e interpretazione dei risultati

In questa sezione vengono esaminate le considerazioni per la valutazione della qualita dei dati e I'interpretazione dello
stato di instabilita dei microsatelliti per i campioni analizzati utilizzando OncoMate® MSI Dx Analysis System. Il software
di analisi dei frammenti pud fornire pill opzioni per la visualizzazione e I'esame dei dati. Ad esempio, GeneMapper®
Software offre una varieta di opzioni per visualizzare e riepilogare i dati dei campioni. Per ulteriori informazioni sull'esame
dei dati, consultare DNA Fragment Analysis by Capillary Electrophoresis User Guide di Thermo Fisher Scientific.
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6.1 Comprendere i dati di OncoMate® MSI Dx Analysis System

L'analisi dei prodotti PCR di OncoMate® MSI Dx Analysis System genera dati di lunghezza dei frammenti di DNA

per ciascuna delle aree dei microsatelliti amplificate. | dati di una coppia di campione normale e tumorale vengono
interpretati valutando i cinque marker di ripetizione del mononucleotide (BAT-25, BAT-26, NR-21, NR-24 e MONO-27) e i due
marker di ripetizione del pentanucleotide (Penta C e Penta D) amplificati mediante I'OncoMate® MSI Dx Analysis System.

I marker di ripetizione del mononucleotide vengono analizzati per determinare lo stato di instabilita dei microsatelliti
del paziente. L'amplificazione dei marker di ripetizione del mononucleotide mediante PCR produce un picco dell'allele
principale e una distribuzione quasi a campana dei picchi "stutter" affiancati, ciascuno separato mediante 1 bp (Bacher,
2004). All'interno di una singola distribuzione di picchi stutter, il picco con il valore di fluorescenza pil elevato & il picco
dell'allele (Figura 6). Per i campioni di tessuto normale (se eterozigote) e tumorale (se eterozigote o instabile) possono
essere presenti piu distribuzioni di picchi stutter e di alleli per ciascun marker. Il software di analisi dei frammenti,

ad esempio GeneMapper® Software, utilizza algoritmi di filtraggio dei picchi per isolare gli alleli presenti in ciascun
marker dai picchi "stutter". Le dimensioni di questi alleli sono visualizzate su un elettroferogramma e inserite in una
tabella per l'interpretazione a valle dell'instabilita dei microsatelliti.

Figura 6. | picchi stutter (indicati dalle frecce) generati dallo slittamento della polimerasi durante I'amplificazione PCR
delle ripetizioni brevi in tandem sono chiaramente visibili nei marker mononucleotide a intervalli di 1 bp dal picco
originale, pit alto o dal picco dell'allele, qui rappresentato mediante il marker NR-24 (a sinistra). E inoltre possibile
osservare picchi stutter molto piu piccoli in corrispondenza dei marker pentanucleotide, a 5 bp dai picchi dell‘allele
originale, qui rappresentati mediante il marker Penta C.
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Quando un marker in un campione tumorale & instabile, vengono rilevati uno o pill nuovi alleli diversi da quelli normali
(Figura 7). Confrontando i dati del campione tumorale rispetto al relativo campione normale, si rileva una differenza nella
dimensione degli alleli. | campioni tumorali sono classificati come MSI-H quando 240% dei marker di ripetizione del
mononucleotide mostrano nuovi alleli (vale a dire, quando >2 di 5 marker mostrano "profili con alleli alterati"). Campioni
tumorali con meno di due marker di ripetizione del mononucleotide alterati possono essere classificati come MSS
(Umar, 2004; Boland, 1998).

Figura 7. | campioni paziente normali (pannello in alto) e tumorali (pannello in basso) sono stati analizzati utilizzando
OncoMate® MSI Dx Analysis System. Un nanogrammo di DNA ¢ stato amplificato e analizzato mediante un Applied
Biosystems® 3500 Dx Genetic Analyzer con il POP-7® Polymer e una matrice capillare di 50 cm. La presenza di nuovi alleli
nel campione tumorale (indicati dalle frecce), assenti nel campione di riferimento normale indica l'instabilita dei marker. Il
campione mostrato & MSI-H, in quanto >2 marker di ripetizione del mononucleotide mostrano instabilita.
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6.2 Riepiloghi degli artefatti di amplificazione noti e delle anomalie nell'elettroforesi capillare

Quando si utilizzano il POP-7® Polymer e una matrice capillare di 50 cm per l'elettroforesi, all'interno del marker NR-21 viene
osservato un artefatto di amplificazione noto come picco ampio singolo, nell'intervallo di dimensioni da 83 bp a 90 bp

circa (Figura 8). Tale picco non deve essere considerato come un allele quando si determina la stabilita del marker NR-21.
La presenza di picchi di n- 1 bp a bassa intensita &€ comune per i marker di ripetizione pentanucleotide Penta D e Penta C.

Figura 8. Un artefatto di amplificazione (indicato con una freccia) puo essere osservato all'interno del marker NR-21
come picco ampio singolo nell'intervallo di dimensioni compreso tra 83 bp e circa 90 bp. Tale picco non deve essere
considerato come un allele quando si determina la stabilita del marker NR-21.

Altri artefatti di amplificazione possono verificarsi quando come ingresso per I'OncoMate® MSI Dx Analysis System si
utilizza una quantita eccessiva di DNA. Il segnale della linea di base nel marker BAT-26 (canale blu) puo diventare elevato
e frastagliato. Eccetto che per gli ingressi estremi (ad esempio, 24 ng 2800M Control DNA), I'adozione dei parametri di
filtraggio dei picchi suggeriti per I'analisi GeneMapper® (vedere I'Appendice C) filtrera questi artefatti durante
l'identificazione (vale a dire, la denominazione) degli alleli per il marker BAT-26.
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Altre anomalie note, ma casuali, possono essere osservate durante |'elettroforesi capillare. Predominano tre di queste
anomalie rare: iniezioni non riuscite, picchi ampi e picchi di segnale.

a.  Incaso diiniezioni non riuscite, all'interno della matrice capillare viene iniettata una quantita minima o addirittura
nulla di DNA campione. In questi casi, verra osservato un problema di QC di Sizing Quality (vedere la Tabella 5)
dovuto alla mancanza (o alla scarsa qualita) dei picchi di Size Standard 500. Sizing Quality & una funzionalita di
GeneMapper® Software in cui viene calcolato un punteggio sulla base della forma del picco, sulla corrispondenza
delle dimensioni e sulla curva di taratura. L'impostazione si trova nel metodo di analisi.

b.  Durante l'elettroforesi capillare puo essere rilevato un picco che mostra una morfologia ampia (vale a dire non
appuntita). Un picco di questo tipo si origina dai cristalli o da altro materiale aberrante che migra attraverso la
matrice capillare.

c.  Un"picco" di segnale pud essere osservato durante I'elettroforesi capillare in forma di picco di larghezza prossima
allo zero che si estende in tutti i canali di colore. Tali picchi vengono rilevati e ignorati dalla maggior parte dei
software di analisi dei frammenti durante l'identificazione degli alleli.

6.3 Requisiti di controllo qualita per l'interpretazione dei dati

Conoscere la qualita dei dati di OncoMate® MSI Dx Analysis System & fondamentale per la corretta interpretazione dello
stato di instabilita dei microsatelliti del paziente. E necessario disporre di una serie di controlli (positivi e negativi) del
test per avere la certezza dei dati acquisiti con questa analisi e utilizzati per l'interpretazione dell'instabilita di
microsatelliti (Sezione 7). Prima che venga determinato lo stato di instabilita dei microsatelliti di un campione, viene
eseguita una serie di controlli di qualita (QC) dei dati per stabilire la fiducia dell'utente nei confronti rispetto alla qualita
dei dati (Tabella 5). La maggior parte dei controlli di qualita descritti di seguito richiede l'ispezione visiva degli
elettroferogrammi campione; una valutazione della sola tabella degli alleli di un determinato lotto di campioni non &
sufficiente per accertare la qualita dei dati.

| tipi di campione valutati per ciascun controllo di qualita e I'impatto della mancata riuscita di un controllo di qualita
vengono forniti nella Tabella 5. A seguito di una valutazione dei controlli di qualita dei dati, ciascun campione paziente
avra uno stato "Non valido" a indicare I'impossibilita di interpretare I'instabilita dei microsatelliti a causa di un errore
critico dei controlli di qualita dei dati, oppure "Valido", a indicare che non & stato osservato alcun errore critico del
controllo di qualita o che, a dispetto di un errore di controllo della qualita, & comunque possibile interpretare lo stato di
instabilita dei microsatelliti del paziente sulla base delle indicazioni fornite nella Sezione 6.5.3. Se un campione di
controllo non supera determinate verifiche QC dei dati, la qualita di tutti i campioni paziente associati puo essere
compromessa e il risultato "Non valido" si applica a tutti i campioni del lotto. Quando i controlli negativi e positivi hanno
superato tutti i test QC, un campione paziente pud superare o meno i test di QC dei dati a seconda del singolo campione.
Lo stato del campione paziente associato a un errore di QC si basa sull'eventualita che I'errore sia osservato per un
controllo di amplificazione positivo 0 negativo o per il campione paziente. | campioni che non soddisfano i requisiti di QC
possono essere indirizzati in base alle istruzioni fornite nella sezione Risoluzione dei problemi del presente manuale
tecnico. Di seguito viene fornita una sequenza di controllo della qualita dei dati consigliata:

1. Valutare la qualita del dimensionamento di tutti i campioni di controllo e paziente
2. Valutare i controlli dei lotti (vale a dire, i controlli di amplificazione positivi e negativi)
3. Valutare i campioni paziente
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Tabella 5. Test QC dei dati da completare prima dell'interpretazione dell'instabilita dei microsatelliti per comprendere la
qualita dei dati dell'OncoMate® MSI Dx Analysis System.

Stato del campione paziente
quando un campione di
controllo o un campione
paziente non supera il test
QC corrispondente

Il campione
di controllo | Il campione
Campioni | non supera | paziente non
Sezione | Test QC Descrizione del test QC valutati' | il QC? supera il QC?
6.3.1 QC della qualitadi | Viene calcolato un punteggio sulla base +, -, N, T | Tutti Campione
dimensionamento | della forma del picco, sulla corrispondenza i campioni | non valido
delle dimensioni e sulla curva di taratura. non validi
6.3.2 QC controllo Per il controllo di amplificazione negativo - Tutti i Campioni
negativo non devono essere rilevati picchi al di sopra campioni paziente
della soglia analitica. non validi | non valutati
6.3.3 QC dell'identita del | Per il controllo di amplificazione positivo, + Tutti Campioni
controllo positivo | gli alleli presenti nei marker pentanucleotide i campioni | paziente
devono corrispondere agli alleli previsti per non validi | non valutati
il 2800M Control DNA all'interno di
1,5 coppie di basi.
6.3.4 QC picchi L'intensita (RFU) dei picchi in un dato +N, T Tutti Campione
fuori scala campione non deve superare l'intervallo i campioni | non valido
massimo rilevabile dello strumento per non validi
I'elettroforesi capillare.
6.3.5 QC pull-up | picchi allineati in base alla lunghezza in +N, T Tutti Campione
spettrale canali di colorante separati vengono i campioni | non valido
valutati per il pull-up spettrale (vale a dire, non validi
il bleedthrough del segnale tra canali
di colorante).
6.3.6 QC picco ampio La larghezza dei picchi non deve superareil |+ N, T Vedere la Vedere lanotaa
valore assegnato per l'analisi dell'instabilita notaapié | pie di pagina 4
dei microsatelliti. di pagina 4
6.3.7 QC amplificazione | All'interno di ciascun marker deve essere +N, T Tuttii Marker
degli alleli presente almeno un allele al di sopra della campioni non valido;
soglia analitica. nonvalidi | il campione
puo essere
interpretato

Tabella continua alla pagina successiva
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Stato del campione paziente
quando un campione di
controllo o un campione
paziente non supera il test
QC corrispondente
Il campione
di controllo | Il campione
Campioni | non supera | paziente non
Sezione | Test QC Descrizione del test QC valutati' | il QC? supera il QC?
6.3.8 QC contaminazione | Per ciascun marker pentanucleotide, non + N Tutti Campione
DNA possono essere presenti pil di due alleli nel i campioni | non valido
campione normale. non validi
6.3.9 QC identita Per ciascun marker pentanucleotide, gli T Controlli Vedere la nota
campioni paziente | alleli identificati nel campione normale non valutati | a pié di pagina 5
devono essere presenti nel campione
tumorale (entro 1,5 coppie di base).
6.3.10 | QC segnale Per i marker mononucleotide che sono stati T Controlli Marker
tumorale interpretati come stabili, le altezze dei picchi non valutati | non valido;
di allele nel campione tumorale devono essere il campione
sufficienti a garantire la sensibilita del test. puo essere
L'intensita di picco richiesta si basa sulla interpretato
soglia analitica e sul contenuto tumorale
del campione.

"N, campione normale; T, campione tumorale; +, controllo positivo; -, controllo negativo

2 Risultato dell'interpretazione dell'instabilita dei microsatelliti per tutti i campioni paziente del lotto quando un campione di controllo
mostra il problema QC associato.

% La colonna indica se i campioni paziente sono invalidi o possono comunque essere interpretati quando interessati dal problema QC
associato a dispetto del problema di un particolare marker. L'indicazione fornita richiede che i campioni di controllo abbiano superato tutti
i test QC. Vedere le linee guida dell'interpretazione nella Sezione 6.5.

* Riconoscere |'artefatto di picco ampio noto tra 83 bp e 90 bp in NR-21 durante la valutazione QC dei dati come non correlato
all'instabilita. Tutti i campioni devono essere interpretati come non validi se un campione di controllo mostra un picco ampio diverso
dall'artefatto NR-21 noto e i marker interessati devono essere interpretati come non validi se il picco ampio diverso dall'artefatto NR-21
noto viene osservato in un campione paziente.

5Se il QC dell'identita dei campioni paziente non viene superato a causa dell'assenza di un allele, il campione pud essere interpretabile
in base alle indicazioni fornite nella Sezione 6.5.3. In caso contrario, il campione non & valido.
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6.3.1 Valutazione di tutti i campioni per Sizing Quality (QC Sizing Quality)

La metrica della qualita di dimensionamento puo essere fornita dagli strumenti per I'elettroforesi capillare e/o visualizzata
nel software di analisi dei frammenti. Di solito, i problemi di qualita di dimensionamento sono associati a un errore di
analisi dell'elettroforesi capillare e si verificano per singolo capillare (vale a dire, non per tutti i capillari di un'iniezione).

| campioni che mostrano problemi di Sizing Quality non visualizzeranno alcun picco di frammento (o ne visualizzeranno
pochi) o picco di frammento che si amplia (vale a dire, perdita di risoluzione) con I'aumentare delle dimensioni (Figura 9).
Valutare la qualita di dimensionamento di ogni campione e controllo analizzato in quanto le informazioni sul
dimensionamento sono fondamentali per il risultato del test.

Per valutare la qualita di dimensionamento, accertarsi che nel software di analisi dei frammenti sia visualizzato il canale
di colorante Size Standard 500 (arancione) e che dimostri i profili di picco attesi per i frammenti standard da 60 bp a 300
bp. Il risultato di un campione paziente o di un campione di controllo non & valido se viene identificato uno dei seguenti
attributi che indicano scarsa qualita di dimensionamento:

a.  Laraccolta dati dell'elettroforesi capillare o il software di analisi dei frammenti ha restituito un flag di qualita di
dimensionamento.

Nota: per i marker MSI di dimensionamento si utilizzano solo frammenti Size Standard 500 da 60 bp a 300 bp.
| problemi di qualita apparenti per picchi Size Standard 500 maggiori di 300 bp non influiscono sul dimensionamento
dei frammenti.

b.  Uno o pit dei 13 frammenti Size Standard 500 da 60 bp a 300 bp non sono etichettati o hanno un'etichetta errata
(60 bp, 65 bp, 80 bp, 100 bp, 120 bp, 140 bp, 160 bp, 180 bp, 200 bp, 225 bp, 250 bp, 275 bp e 300 bp). Cio pud
verificarsi a causa di una forte riduzione da picco a picco o dell'ampliamento di un picco entro la dimensione standard.
A volte, durante l'elettroforesi capillare possono essere rilevati dei picchi aberranti che potrebbero causare Il'errata
identificazione dei picchi di dimensione standard.
Nota: i "picchi" di elettroforesi capillare (vale a dire, i picchi di larghezza zero) possono essere presenti ma non
interferiranno con il dimensionamento dei frammenti a meno che non vengano etichettati in modo erroneo come
picchi di dimensione standard dal software di analisi dei frammenti.

36 PromegaCorporation-2800WoodsHollowRoad-Madison,W153711-5399USA-NumeroverdepergliUSA800-356-9526-608-274-4330-Fax608-277-2516
TM595 - Rev2 www.promega.com



0

Promega

Prestazioni ILS attese

Esempio di riduzione dell'lLS e ampliamento del picco

 ‘

Figura 9. Il pannello superiore mostra il risultato previsto per lo Size Standard 500. Nel pannello inferiore, sono stati
osservati una riduzione estrema e |'ampliamento del picco, a indicare un problema di Sizing Quality.

6.3.2 Valutazione della reazione di controllo negativo per I'amplificazione (QC controllo negativo)

Un controllo di amplificazione negativo deve essere analizzato insieme ai campioni paziente. | picchi di frammenti rilevati
al di sopra della soglia analitica nei canali di colorante campione (blu, verde e giallo/nero) per il controllo di
amplificazione negativa indicano la possibilita che si sia verificata la contaminazione. Un controllo negativo contaminato
indicherebbe problemi potenziali di qualita dei dati per l'intero lotto di campioni. Pertanto, tutti i campioni paziente di un
lotto con un campione di controllo negativo non riuscito dovrebbero essere considerati non validi.

6.3.3 Valutazione dei marker di ripetizione del pentanucleotide per la reazione di controllo positivo per l'identita
(QC identita controllo positivo)

Un campione di controllo dell'amplificazione positivo, preparato con 2800M Control DNA, deve essere analizzato

insieme ai campioni paziente per fornire prova di integrita del test (vale a dire che sono stati osservati i risultati previsti).
I QC identita controllo positivo viene valutato utilizzando i marker Penta D e Penta C. Il campione di controllo
dell'amplificazione positivo mostra due alleli in ciascun marker di ripetizione del pentanucleotide, che vengono rilevati
entro i seguenti intervalli di dimensione (bp) in base ai nostri dati di valutazione delle prestazioni (condizioni elencate
nelle Appendici B e C):

a. Penta D: 193,5 - 196,5 e 199 - 202
b. Penta C:176,5-179,5e 182 - 185

Se il controllo positivo non soddisfa questi criteri possono sussistere problemi di qualita dei dati per I'intero lotto di
campioni. Pertanto, tutti i campioni paziente analizzati in un lotto con un campione di controllo positivo non riuscito
dovrebbero essere considerati non validi.
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6.3.4 Valutazione delle intensita di picco per i risultati fuori scala (QC picchi fuori scala)

Gli strumenti per I'elettroforesi capillare hanno un intervallo limitato per la rilevazione dei segnali fluorescenti dai frammenti
di DNA con etichetta colorata. In alcune situazioni, il segnale fluorescente proveniente dai prodotti di amplificazione
OncoMate® MSI Dx Analysis System puo superare il limite superiore dello strumento di rilevamento. Quando cio si verifica,
lo strumento restituisce un flag di QC picchi fuori scala che verra visualizzato nel software di analisi dei frammenti. Le
intensita di picco fuori scala possono dare origine a bleedthrough di segnale in altri canali di colorante (Figura 10; Sezione
6.3.5). Dal momento che i modelli di picco bleedthrough sono simili al modello del segnale originale, questo bleedthrough
puo essere confuso con un allele in un campione normale o tumorale, complicando l'interpretazione dell'instabilita dei
microsatelliti. Un campione paziente o un campione di controllo deve essere considerato non valido quando si osservano
risultati fuori scala. I risultati fuori scala osservati per i controlli di amplificazione positivi 2800M indicano un problema
sistemico nella preparazione o nell'amplificazione delle reazioni OncoMate® MSI Dx Analysis System e potenziali problemi
di qualita dei dati per l'intero lotto di campioni testati. Nei lotti in cui un controllo positivo non supera il QC dei picchi fuori
scala, tutti i campioni del lotto devono essere interpretati come non validi e indirizzati secondo le indicazioni fornite nella
Sezione 9. Valutare i dati per i risultati fuori scala in ogni campione analizzato e nel controllo di amplificazione 2800M.

6.3.5 Valutazione del pull-up spettrale in tutti i marker (QC pull-up spettrale)

Quando si osservano risultati fuori scala o quando la calibrazione spettrale dello strumento per I'elettroforesi capillare
¢ inadeguata (ad esempio, a causa delle regolazioni all'ottica dello strumento durante una chiamata di servizio),

e possibile che vengano rilevati segnali fluorescenti dai frammenti con etichetta colorata all'esterno del canale di colore
inteso all'incirca alla stessa dimensione (bp) del segnale reale. Questa situazione viene definita pull-up spettrale

o bleedthrough. Quando viene rilevato il bleedthrough in altri canali di colorante, & possibile che venga visualizzato un
flag QC dal software di analisi dei frammenti.

Per impostare i parametri per rilevare il pull-up spettrale, fare riferimento al manuale tecnico per il software di analisi dei
frammenti selezionato. Nell'’Appendice C vengono forniti i parametri corrispondenti a quelli utilizzati durante la
valutazione dell'OncoMate® MSI Dx Analysis System.
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Dal momento che i modelli di picco sono simili al modello del segnale originale, questo bleedthrough puo essere confuso
con un allele in un campione normale o tumorale, complicando l'interpretazione dell'instabilita dei microsatelliti.

La presenza di segnali bleedthrough nei controlli di amplificazione positivi 2800M indicherebbe potenziali problemi di
qualita dei dati per l'intero lotto di campioni nel test. Per questi motivi, i campioni paziente o di controllo interessati
devono essere considerati non validi se viene osservato un bleedthrough superiore alla soglia analitica. Valutare i dati per
il bleedthrough in ogni campione paziente analizzato e nel controllo di amplificazione positivo. Per valutare i campioni per
i picchi bleedthrough, visualizzare tutti i canali colorante mostrati sullo stesso grafico (Figura 10). Cercare i picchi della
stessa dimensione presenti in due o pil canali di colorante. | picchi originali in un canale di colorante avranno un'intensita
notevolmente superiore rispetto ai picchi bleedthrough negli altri canali di colorante. Per i frammenti di OncoMate® MSI
Dx Analysis System, & possibile osservare il bleedthrough nei seguenti modelli:

a.  NeipannelliNR-21 o0 BAT-25 € possibile osservare picchi BAT-26

b.  Neipannelli BAT-25 0 MONO-27 & possibile osservare picchi Penta D

c. Nei pannelli BAT-26 o NR-24 ¢ possibile osservare picchi NR-21

d.  Neipannelli BAT-26, Penta D o NR-24 & possibile osservare picchi BAT-25

e.  Neipannelli Penta D, NR-24 o Penta C ¢ possibile osservare picchi MONO-27

Nei pannelli NR-21, BAT-25 o MONO-27 & possibile osservare picchi NR-24
g.  Nel pannello MONO-27 ¢ possibile osservare picchi Penta C

In alcune situazioni, picchi di frammenti originali possono essere allineati tra i canali di colorante e confusi con il
bleedthrough. In tali occasioni, ripetere la calibrazione spettrale dello strumento per I'elettroforesi capillare e ripetere
il test per offrire fiducia nei dati e nell'interpretazione dell'instabilita dei microsatelliti che ne deriva.
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Figura 10. Campione di tessuto normale fuori scala, con bleedthrough del segnale prominente tra canali di colorante.

I picchi in NR-21 hanno superato il limite di rilevamento dello strumento per elettroforesi capillare, dando luogo a un flag

di fuori scala e a un picco bleedthrough di un modello simile in altri marker. Pannello A. Marker nel canale di colorante blu,
che evidenzia un cluster di picchi bleedthrough di segnale da NR-21 a BAT-26. Pannello B. Marker nel canale di colorante
verde, che evidenzia picchi di frammenti fuori scala per NR-21. Pannello C. Marker nel canale di colorante giallo/nero;

i picchi bleedthrough da NR-21 a questo canale di colorante sono esterni ai pannelli dei marker.
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6.3.6 Valutazione di tutti i marker per i picchi ampi (QC picchi ampi)

E possibile osservare picchi di frammenti ampi, denominati alleli nei dati dell'OncoMate® MSI Dx Analysis System.

Tali picchi mostrano un modello di salita e discesa leggere, distribuite su diverse coppie di base e si distinguono
facilmente dai picchi di frammenti originali, la cui salita e discesa sono nette in un intervallo da 1 bp a 2 bp. E possibile
osservare sporadicamente dei picchi ampi come conseguenza dell'amplificazione PCR anomala o dell'analisi
dell'elettroforesi capillare. Spesso si osserva un artefatto di amplificazione tra 83 bp e 90 bp nel marker NR-21
dell'OncoMate® MSI Dx Analysis System (per ulteriori dettagli, vedere la Sezione 6.2). Quando vengono osservati

dei picchi ampi, & possibile che il software di analisi dei frammenti visualizzi un flag QC.

Per impostare i parametri per rilevare i picchi ampi, fare riferimento al manuale tecnico del software di analisi dei
frammenti selezionato. Nell'Appendice C (Sezione 11.3) vengono forniti i parametri corrispondenti a quelli utilizzati
durante la valutazione delle prestazioni dell'OncoMate® MSI Dx Analysis System.

Ispezionare i campioni paziente e di controllo in corrispondenza di ciascun marker per i picchi ampi denominati alleli.

Un picco ampio in NR-21 tra 83 bp e 90 bp non & correlato all'instabilita dei microsatelliti e il fatto che venga rilevato non
e indice di errore del QC dei picchi ampi. Quando si rileva un picco ampio per uno o pill marker, la qualita dei dati si riduce.
L'interpretazione dei dati pud comunque essere possibile per i marker non interessati in base alle indicazioni fornite nella
Sezione 6.5. | picchi ampi nei campioni di controllo possono indicare potenziali problemi di qualita dei dati per I'intero
lotto di campioni. Nei lotti in cui un campione di controllo non supera il QC dei picchi ampi, tutti i campioni del lotto
devono essere interpretati come non validi e indirizzati secondo le indicazioni fornite nella Sezione 9.

6.3.7 Valutazione di tutti i marker per I'amplificazione degli alleli (QC amplificazione degli alleli)

Ispezionare i campioni paziente e i controlli positivi 2800M in ciascun marker per valutare se & presente un picco di
frammento originale al di sopra della soglia analitica (vedere le Sezioni 3.9 e 7.5). Quando non si rilevano alleli per uno

o piu marker, la qualita dei dati del campione si riduce. Documentare i marker per i quali il QC di amplificazione degli alleli
ha esito negativo. L'interpretazione dei dati pud comunque essere possibile per i marker non interessati in base alle
indicazioni fornite nella Sezione 6.3. Nota: per consentire I'interpretazione di un determinato marker di ripetizione del
mononucleotide, & necessario rilevare almeno un allele. L'assenza di alleli nel controllo di amplificazione positivo 2800M
indica potenziali problemi di qualita dei dati per l'intero lotto di campioni. Nei lotti in cui un campione di controllo positivo
non supera il QC di amplificazione degli alleli, tutti i campioni del lotto devono essere interpretati come non validi

e indirizzati secondo le indicazioni fornite nella Sezione 9.
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6.3.8 Valutazione del controllo di amplificazione positivo e dei campioni paziente normali per la contaminazione del
DNA (QC contaminazione DNA)

L'analisi del numero di alleli rilevati nei marker di ripetizione del pentanucleotide talvolta puo fornire informazioni sulla
contaminazione dei campioni da fonti esterne di DNA umano. Contare il numero di alleli identificati per ciascun marker di
ripetizione del pentanucleotide nei campioni di controllo dell'amplificazione positivi e nei campioni paziente normali. Il QC di
contaminazione del DNA ha esito negativo quando vengono rilevati tre o pil alleli per Penta C o Penta D. L'instabilita
genomica associata a determinati tumori puo dar luogo alla presenza di oltre due alleli nel campione tumorale. Pertanto,

la valutazione dei campioni tumorali dei pazienti mediante QC di contaminazione del DNA non fornisce informazioni. L'errore
osservato per il campione di controllo dell'amplificazione positivo 2800M indica potenziali problemi di qualita dei dati per
l'intero lotto di campioni. Nei lotti in cui un campione di controllo positivo non supera il QC di contaminazione del DNA, tutti
i campioni del lotto devono essere interpretati come non validi e indirizzati secondo le indicazioni fornite nella Sezione 9.

| campioni normali dei pazienti che non superano il QC di contaminazione del DNA devono essere considerati non validi

e indirizzati secondo le indicazioni fornite nella Sezione 9.

6.3.9 Valutazione dei marker di ripetizione del pentanucleotide nei campioni paziente per l'identita
(QC identita dei campioni paziente)

Confrontare gli alleli in ciascun marker di ripetizione del pentanucleotide per garantire che i campioni normali e tumorali
provengano dallo stesso paziente. Il QC dell'identita dei campioni paziente viene superato quando tutti gli alleli identificati
nel campione normale sono presenti anche nel campione tumorale. L'instabilita genomica associata a determinati tumori
pud dar luogo alla presenza di un numero maggiore o minore di alleli nel campione tumorale rispetto al campione
normale. La presenza di altri alleli nel campione tumorale & stata osservata e non genera problemi di QC dell'identita dei
campioni paziente. Alleli aggiuntivi nel campione tumorale in corrispondenza dei marker Penta non indica instabilita dei
microsatelliti. D'altra parte, un allele mancante nel campione tumorale pud indicare uno scambio di campioni o la perdita
di eterozigosita (LOH) nel marker (vedere la Sezione 6.5.3). Le coppie di campioni che non superano il QC dell'identita dei
campioni paziente a causa di un allele mancante nel campione tumorale possono comunque essere interpretabili in base
alle linee guida fornite nella Sezione 6.5.3. Le coppie di campioni che non superano il QC dell'identita dei campioni
paziente per altre ragioni devono essere considerate non valide e indirizzate in base alle indicazioni fornite nella

Sezione 9. | controlli positivi e negativi non vengono valutati per il QC dell'identita dei campioni paziente.

6.3.10 Valutazione dei marker di ripetizione del mononucleotide nei campioni tumorali per il segnale
(QC segnale tumorale)

Per ciascun marker di ripetizione del mononucleotide, quando nel campione tumorale non vengono identificati nuovi alleli
rispetto al campione normale, il marker viene interpretato come stabile. Tuttavia, I'allele normale ("di riferimento”) nel
campione tumorale deve essere presente a un'intensita sufficiente, sulla base del contenuto tumorale del campione,

a garantire il rilevamento di nuovi alleli al di sopra della soglia analitica. Pertanto, & necessario ispezionare l'intensita di
picco in ciascun marker di ripetizione del mononucleotide apparentemente stabile per stabilire se I'intensita dell'allele

e sufficiente a garantire |a sensibilita del test per rilevare nuovi alleli.
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Per la valutazione delle prestazioni dell'OncoMate® MSI Dx Analysis System, abbiamo determinato una soglia analitica
di 175 RFU con un contenuto tumorale minimo del 20%, corrispondente a una frazione tumorale di 0,2. Per garantire la
sensibilita del test, abbiamo utilizzato la seguente formula per calcolare un'intensita di picco minima richiesta dell'allele
normale di 700 RFU nei marker di ripetizione del mononucleotide apparentemente stabili nei campioni tumorali:

1
Intensita del segnale tumorale (RFU) = Soglia analitica x x (1 - Frazione tumorale minima)
Frazione tumorale minima

A un'intensita di picco minima di 700 RFU, un nuovo allele presente al 20% (frazione tumorale di 0,2) del campione totale
avra un‘altezza di picco prevista di 175 RFU (vale a dire, 175 RFU & il 20% del segnale totale di 875 RFU, dove 700 RFU

e '80% del segnale totale di 875 RFU). Cio consente di garantire che l'intensita del segnale sia sufficiente a essere certi

di una chiamata stabile per un determinato marker nei campioni con > 20% di contenuto tumorale. Documentare i marker
che non superano il QC del segnale tumorale. L'interpretazione dei dati pudb comunque essere possibile per i marker non
interessati in base alle indicazioni fornite nella Sezione 6.5. | controlli positivi e negativi non vengono valutati per il QC del
segnale tumorale.

6.4 Determinazione della stabilita del marker di ripetizione del mononucleotide

L'analisi dei marker di ripetizione del mononucleotide nelle coppie di campioni normale e tumorale determina la stabilita

del marker, che informa sullo stato di instabilita dei microsatelliti tumorali. La stabilita viene valutata per singolo marker

e l'instabilita viene identificata mediante la presenza di uno o pili nuovi alleli di microsatelliti nel campione tumorale rispetto
al campione normale dello stesso paziente. In alcuni tumori, possono essere presenti sottili alterazioni degli alleli ed

e possibile che nuovi alleli distinti non siano identificati mediante il software di analisi dei frammenti esistente; per questi
campioni, il confronto visivo degli elettroferogrammi per rilevare le differenze puo identificare I'instabilita. In altri tumori,
come quelli dei pazienti CRC MSI-High, le alterazioni dei profili dei microsatelliti sono pronunciate e sono presenti nuovi alleli
distinti con picchi stutter affiancati di intensita decrescente. Ripetere I'analisi di un campione con contenuto tumorale
aumentato e/o con tempi di iniezione dell'elettroforesi capillare diversi pud fornire informazioni quando la stabilita del
marker & equivoca o indeterminata (Guedes, 2017; Wang, 2017; Boyle, 2014). Il processo per determinare la stabilita del
marker € riepilogato nella Figura 11. La Tabella 6 riepiloga i risultati possibili quando si determina |a stabilita dei marker di
ripetizione del mononucleotide. Non & possibile determinare la stabilita del marker per i campioni paziente identificati come
non validi, a causa di un errore critico di QC dei dati (Sezione 6.3).

Durante la valutazione delle prestazioni dell'OncoMate® MSI Dx Analysis System, abbiamo impiegato un algoritmo semplice
per determinare la stabilita del marker: per ognuno dei cinque marker di ripetizione del mononucleotide nel campione
normale e tumorale del paziente, I'allele pil piccolo identificato & stato considerato l'allele di interesse per i confronti
successivi. La differenza di dimensioni tra gli alleli di interesse nei campioni normale e tumorale & stata calcolata per
determinare la stabilita del marker. Nei casi in cui la differenza era >3 bp (implementata nella pratica come 22,75 bp per
tenere conto della precisione di dimensionamento dello strumento per I'elettroforesi capillare), il marker € stato interpretato
come instabile.
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Tabella 6. Chiamate di stabilita del marker di ripetizione del mononucleotide ricavate confrontando gli alleli presenti nei
campioni normale e tumorale.

Chiamata di stabilita del marker

La chiamata di stabilita assegnata a ciascun marker per il campione
Valore Descrizione

Stabile L'instabilita dei microsatelliti non e stata rilevata per il marker di ripetizione del mononucleotide.
Nel campione tumorale non sono stati rilevati nuovi alleli o la differenza di dimensioni tra un
nuovo allele tumorale e I'allele di riferimento normale era insignificante (<2,75 bp).

Instabile L'instabilita dei microsatelliti & stata rilevata per il marker di ripetizione del mononucleotide.
Nel campione tumorale & stato rilevato un nuovo allele o la differenza di dimensioni tra questo
allele e l'allele di riferimento normale era significativa (22,75 bp).

Non valido Non e stato possibile valutare I'instabilita dei microsatelliti per il marker di ripetizione del

mononucleotide. La qualita dei dati del campione non era accettabile a causa di un errore critico
del QC (vedere la Sezione 6.3).
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Per ciascun marker di ripetizione del mononucleotide che supera il QC:
( )

Identificare i picchi di allele di riferimento nel campione
normale. Documentare le dimensioni degli alleli
di riferimento.

- J

I
e A

Ispezionare il campione tumorale. Sono presenti picchi
di allele oltre ai picchi di allele di riferimento? *

- _J

No Si —I

L'intensita dei picchi di allele di riferimento nel
campione tumorale & sufficientemente alta da
superare il QC del segnale tumorale?

No —I— Si No —L Si
1 [

La differenza di dimensioni tra il nuovo allele
e l'allele di riferimento & >2,75 bp?

La stabilita del marker

& non valida 2 Il marker & stabile Il marker & stabile Il marker & instabile

1. | campioni tumorali spesso comprendono una combinazione di cellule normali e cellule tumorali;
la presenza dell'allele di riferimento normale nel campione tumorale & comune.
2. Per maggiori informazioni, vedere la Sezione 9 Risoluzione dei problemi.

Figura 11. Indicazioni generali per la valutazione della stabilita del marker di ripetizione del mononucleotide per

i campioni paziente. Seguire il diagramma di flusso per ciascun marker di ripetizione del mononucleotide che soddisfa

i requisiti di QC dei dati specificati nella Sezione 6.3. Documentare la stabilita di ciascun marker, quindi passare alla
Sezione 6.5, Interpretazione dello stato dell'instabilita dei microsatelliti del tumore. Nota: per interpretare un determinato
marker di ripetizione del mononucleotide, & necessario superare tutti i controlli QC per quel marker sia nei campioni
normali che nei campioni tumorali.
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6.5 Interpretazione dello stato di instabilita dei microsatelliti del tumore
6.5.1 Riepilogo

Il processo di interpretazione dello stato di instabilita dei microsatelliti sulla base delle chiamate di stabilita determinate
per i marker dell'OncoMate® MSI Dx Analysis System é riepilogato nella Figura 12. La Tabella 7 riepiloga i punti finali per
I'interpretazione dello stato di instabilita dei microsatelliti per il campione tumorale. Questo metodo segue le regole del
consenso per determinare lo stato di instabilita dei microsatelliti dei campioni definite nel corso dell'US National Cancer
Institute Workshop on Microsatellite Instability (Boland, 1998). Se non vengono osservati errori di QC critici, lo stato di
instabilita dei microsatelliti dei campioni viene interpretato come indicato di seguito:

Un campione tumorale viene interpretato come MSI-H quando due o pit marker di ripetizione del mononucleotide sono
interpretati come instabili. Un campione tumorale viene interpretato come MSS quando meno di due marker di ripetizione
del mononucleotide sono interpretati come instabili (Boland, 1998; Hampel, 2008; Umar, 2004).

E comunque possibile determinare l'instabilita dei microsatelliti quando si ottengono risultati non validi per un
sottoinsieme di marker (vedere la Sezione 6.5.2) o quando si osserva un errore di QC dell'identita dei campioni paziente
(vedere la Sezione 6.5.3). Di seguito vengono fornite le indicazioni per interpretare tali campioni. | campioni con meno di
due marker di ripetizione del mononucleotide validi non possono essere interpretati e devono essere indirizzati in base
alle indicazioni fornite nella Sezione 9.

Tabella 7. Stato dell'instabilita dei microsatelliti del tumore ricavato dalla somma dei risultati della stabilita dei marker.

Valore Descrizione

MSS MSS (microsatellite stabile) indica che meno di due marker di ripetizione del mononucleotide sono
stati identificati come instabili.

MSI-H (MSI alta) indica che due o pit marker di ripetizione del mononucleotide sono stati identificati
come instabili.

Non valido “Non valido" indica che la qualita dei dati del campione non & accettabile a causa di un errore

critico del QC dei dati (vedere la Tabella 5). Da questi dati non & possibile eseguire alcuna
interpretazione MSI.

Quando un lotto non supera il QC dei dati per un problema con il controllo di amplificazione
positivo o negativo, tutti i campioni all'interno dello stesso lotto devono essere interpretati come
non validi.

Per indicazioni sulla risoluzione dei problemi relativi al QC che generano risultati non validi,
vedere la sezione del presente manuale dedicata alla risoluzione dei problemi.
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Interpretazione dello stato MSI di ciascun campione paziente:

[ Il campione paziente & valido (vale a dire che non presenta errori di test di QC critici) ]

No | Si —|
[ Stato MSI non valido ] E stato osservato un errore di QC
dell'identita dei campioni paziente

| No Si

Per i cinque marker di ripetizione del mononucleotide sono stati osservati solo
risultati di stabilita di stabile o instabile (vale a dire che nessuno dei marker
@ stato interpretato come non valido).

Si I No

Due o pit marker di ripetizione del Il campione rispetta i criteri per ] [ Il campione rispetta i criteri per ]

mononucleotide sono stati identificati l'interpretazione elencati nella l'interpretazione elencati
come instabili. Sezione 6.5.2 nella Sezione 6.5.3

Si—II— Si—I—No—I

D N Ker di rinetizi Stato MSI
ue o pill marker di ripetizione non valido
del mononucleotide sono stati

No

Stato MSI
non valido

I—NOJ— Si—I

Lo stato MSI Lo stato MSI
e Mss & MSI-H

identificati come instabili.

J__I

Lo stato MSI Quattro o pit marker di ripetizione del
& MSI-H mononucleotide sono stati identificati

come stabili.

_I_ Si
Stato MSI Lo stato MSI
non valido e Mss

Figura 12. Indicazioni generali per determinare lo stato MSI di un campione tumorale. Seguire il diagramma di flusso per
ciascun campione che supera il QC dei dati.
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6.5.2 Interpretazione dell'MSI nei casi in cui un sottoinsieme di marker presenti risultati di stabilita non validi

Quando le intensita dei picchi di allele per i marker di ripetizione del mononucleotide sono troppo basse per la valutazione
dei dati, i campioni presenteranno errori di QC del segnale tumorale o errori di QC di amplificazione degli alleli e uno stato
di stabilita dei marker non valido. Quando un picco ampio interferisce con il dimensionamento dei picchi di alleli,

un campione presentera un errore di QC dei picchi ampi e uno stato di stabilita del marker non valido.

L'interpretazione dell'MSI & possibile per un campione paziente che mostra risultati di stabilita non validi in un sottoinsieme
di marker di ripetizione del mononucleotide se le seguenti condizioni sono vere:

1. Non ¢ stato possibile rettificare altezze dei picchi di marker ridotte a) aumentando I'input di DNA per la reazione di
amplificazione dell'OncoMate® MSI Dx Analysis System o b) rianalizzando una sezione diversa di tessuto FFPE.

2. Non siosservano errori di QC per nessuno dei marker di ripetizione del pentanucleotide.

3. Gliunici errori di QC dei dati sono il QC del segnale tumorale, il QC di amplificazione degli alleli /0 il QC dei
picchi ampi.

4.  E stato possibile esequire una chiamata stabile o instabile per due o pili marker di ripetizione del mononucleotide.

Se si soddisfano queste condizioni, il campione pud essere interpretato con i restanti dati di stabilita validi utilizzando le
seguenti linee guida (Boland, 1998):

1. Se due o pit marker di ripetizione del mononucleotide sono instabili, interpretare il campione tumorale come MSI-H.
2. Sequattro o pit marker di ripetizione del mononucleotide sono stabili, interpretare il campione tumorale come MSS.

3. Incaso contrario, non & possibile interpretare il campione. Lo stato MSI del campione sara non valido.
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6.5.3 Interpretazione dell'MSI quando si osserva un errore di QC dell'identita dei campioni paziente

All'interno dei campioni tumorali i marker pentanucleotide possono perdere o visualizzare altri alleli che complicano
I'interpretazione dell'identita con i campioni normali. Gli eventi genetici comuni osservati con il tessuto tumorale
includono la perdita di eterozigosita e l'instabilita genomica generalizzata, che possono interferire con l'autenticazione
del campione (vale a dire, la conferma dell'identita tra campioni normali e tumorali accoppiati). | marker di ripetizione del
pentanucleotide possono mostrare un numero di alleli diverso in un campione tumorale rispetto al campione normale
accoppiato. La presenza di altri alleli in un campione tumorale non genera un errore di QC dei dati.

D'altra parte, i casi di squilibrio pronunciato degli alleli (ad esempio, la perdita di eterozigosita) possono generare la presenza
di un allele di pentanucleotide in un campione normale che non viene chiamato allele in un campione tumorale. Viene
osservato uno squilibrio grave degli alleli quando uno degli alleli del pentanucleotide normale viene perso (vale a dire che la
sua altezza di picco si riduce notevolmente e non viene identificato come allele) nel tumore. Tale stato pud portare a un
errore apparente di QC dell'identita dei campioni paziente. Per verificare se & presente un allele normale "perduto” sopra la
soglia analitica ed e stato semplicemente filtrato mediante I'algoritmo software di denominazione degli alleli, aprire il file del
campione nel software di analisi dei frammenti e portare il cursore sul picco "perduto” nell'elettroferogramma per il campione
tumorale. Quando si passa il cursore su un potenziale picco "perduto" nel software GeneMapper®, si vedra apparire una riga
nera verticale per indicare che il picco era al di sopra della soglia analitica ma che & stato filtrato e pertanto non & stato
identificato come allele (Figura 13). In alternativa, & possibile ingrandire un potenziale picco "perduto” per accertarsi che tale
picco sia al di sopra della soglia analitica. Se il software di analisi dei frammenti selezionato non supporta questa funzione,
verificare che l'altezza del picco dell'allele perduto sia al di sopra della soglia analitica.

L'interpretazione dell'MSI & possibile per un campione paziente che mostra un apparente errore di QC dell'identita dei
campioni paziente se le seguenti condizioni sono vere:

1. L'errore del QC & stato osservato per un singolo marker di ripetizione del pentanucleotide (ad esempio, Penta C
o Penta D, non entrambi).

2. L'allele normale "perduto” & presente nel campione tumorale al di sopra della soglia analitica, ma & stato filtrato
come stutter dall'algoritmo di denominazione degli alleli del software di analisi dei frammenti a causa dell'altezza
notevolmente superiore di un altro allele nello stesso pannello.

3. Perimarker di ripetizione del mononucleotide non si osservano errori di QC.
Se queste condizioni sono soddisfatte, & possibile interpretare i dati utilizzando le seguenti linee guida:
1. Se due o pit marker di ripetizione del mononucleotide sono instabili, interpretare il campione tumorale come MSI-H.

2. Sequattro o pit marker di ripetizione del mononucleotide sono stabili, interpretare il campione tumorale come MSS.

Promega Corporation - 2800 Woods Hollow Road - Madison, WI 53711-5399 USA - Numero verde per gli USA 800-356-9526 - 608-274-4330 - Fax 608-277-2516 49
Www.promega.com TM595 - Rev2



O

Promega

Normale

Tumorale

Figura 13. Un esempio di squilibrio pronunciato degli alleli. Nei casi di squilibrio pronunciato degli alleli nei marker
di ripetizione pentanucleotide, quando si passa il cursore su un picco normale "perduto” nell'elettroferogramma del
campione tumorale, viene visualizzata una linea verticale nera se questo picco ¢ presente ed ¢ al di sopra della soglia
analitica ma é stato filtrato come stutter a causa dell'altezza di picco notevolmente superiore dell'allele 168 bp nello
stesso pannello.
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7.  Controlli di qualita del test

7.1 Calibrazione spettrale

Durante I'elettroforesi capillare, i prodotti dell'amplificazione dell'OncoMate® MSI Dx Analysis System con etichetta
colorata vengono separati per dimensione e rilevati. Prima dell'analisi, lo strumento per I'elettroforesi capillare selezionato
viene calibrato con gli standard di matrice per distinguere i colori specifici utilizzati nel test. OncoMate® 5C Matrix
Standard (Promega Cat.# MD3580) & composto da frammenti di DNA etichettati con cinque colori fluorescenti diversi
(fluoresceina, JOE, TMR-ET, CXR-ET e WEN) in una sola provetta. Eseguire una calibrazione spettrale in base ai parametri
generali forniti nell'’Appendice A (Sezione 11.1). Una volta generato, il file di calibrazione spettrale viene applicato
automaticamente durante il rilevamento dei campioni per tenere conto della sovrapposizione dello spettro tra i colori

e per separare i segnali fluorescenti non elaborati in singoli segnali colorati.

7.2 Campione di tessuto normale accoppiato

I marker di ripetizione del mononucleotide possono mostrare eterozigosita o variazione della lunghezza degli alleli nel
tessuto normale tra un individuo e l'altro (Bacher, 2004). Per spiegare tali variazioni negli alleli normali, & necessario
elaborare un campione di tessuto normale accoppiato parallelamente a ogni campione tumorale. Inoltre, il riesame del
campione di tessuto normale puo essere importante nella valutazione del campione tumorale relativamente alle
alterazioni sottili nella lunghezza degli alleli. Generalmente, i campioni tumorali comprendono una combinazione di cellule
normali e tumorali. Gli alleli tumorali nuovi possono sovrapporsi ai picchi stutter del componente delle cellule normali
all'interno del campione tumorale, e il confronto diretto con il tessuto normale pud essere necessario per interpretare

i dati. Se per una qualsiasi ragione & necessario ripetere I'analisi di un campione tumorale o normale, & necessario
eseguire nuovamente anche il campione tumorale o normale accoppiato, per spiegare le possibili variazioni tra un ciclo

e l'altro.

7.3 Controlli positivi e negativi

Le reazioni di amplificazione del controllo positivo e negativo (assenza di modello) che utilizzano rispettivamente 2800M
Control DNA e acqua con grado di amplificazione, devono essere analizzate contemporaneamente ai campioni paziente
per verificare le prestazioni del test. In ogni piastra di campioni paziente & necessario includere almeno una reazione

di amplificazione 2800M Control DNA e una reazione di amplificazione di controllo negativo. La reazione di controllo
negativo viene analizzata per garantire che nelle reazioni senza modello non si siano verificate amplificazioni impreviste.
Un'amplificazione imprevista in una reazione di controllo negativo indica una contaminazione del DNA che causa un
risultato del test non valido. I controlli negativi non devono avere picchi amplificati al di sopra della soglia analitica.

La reazione di controllo positiva viene analizzata per dimostrare che il comportamento della chimica dell'amplificazione
e stato quello previsto. Risultati imprevisti in un controllo positivo possono indicare un'amplificazione non ottimale o non
riuscita. Per i risultati previsti per il 2800M Control DNA, vedere la Tabella 8.

Promega Corporation - 2800 Woods Hollow Road - Madison, WI 53711-5399 USA - Numero verde per gli USA 800-356-9526 - 608-274-4330 - Fax 608-277-2516 51
Www.promega.com TM595 - Rev2



O

Promega

Tabella 8. Risultati previsti utilizzando 1 ng di 2800M Control DNA.

Nome marker Alleli 2800M (bp)'?
NR-21 101

BAT-26 115

BAT-25 124,5

NR-24 134

MONO-27 152,5

Penta C 178,5; 184

Penta D 195,5; 200,5

"Le dimensioni degli alleli sono state determinate utilizzando Applied Biosystems® 3500 Dx Genetic
Analyzer con il POP-7® Polymer e una matrice capillare di 50 cm. Le dimensioni determinate su altri
strumenti o con configurazioni diverse dei materiali di consumo possono variare leggermente.

?a variabilita da strumento a strumento o da giornata a giornata nelle prestazioni dello strumento per
I'elettroforesi capillare puo generare una differenza all'incirca di +1 bp nelle dimensioni attese degli
alleli per 2800M Control DNA.

7.4 Standard dell'elettroforesi capillare

Tutti i campioni e i controlli analizzati devono contenere Size Standard 500. Size Standard 500 contiene una serie di

21 frammenti di DNA di lunghezza nota (60, 65, 80, 100, 120, 140, 160, 180, 200, 225, 250, 275, 300, 325, 350, 375, 400,
425, 450, 475, 500 bp). Ciascun frammento é etichettato con il colore WEN e viene rilevato separatamente (come quarto
colore, arancione) in presenza di prodotti amplificati dell'OncoMate® MSI Dx Analysis System durante I'elettroforesi
capillare. Size Standard 500 viene utilizzato per assegnare le dimensioni ai prodotti amplificati per ciascun campione

e controllo utilizzando il metodo Local Southern (Southern, 1979). Lo standard delle dimensioni controlla le variazioni da
capillare a capillare nella precisione del dimensionamento durante I'elettroforesi capillare e consente il confronto diretto
dei campioni nel ciclo di elettroforesi capillare. Solo i frammenti tra 60 bp e 300 bp vengono analizzati utilizzando il
software di analisi dei frammenti selezionato.

7.5 Soglia analitica

Durante I'analisi mediante il software di analisi dei frammenti, & necessario stabilire e applicare una soglia analitica per
garantire la certezza nell'interpretazione dei dati dell'instabilita dei microsatelliti. Sono disponibili diversi metodi di
definizione di una soglia analitica corretta, che & possibile reperire nella letteratura pubblicata (ad esempio, Bregu, 2013).
Durante la valutazione delle prestazioni dell'OncoMate® MSI Dx Analysis System, abbiamo determinato la soglia analitica
di 175 RFU utilizzando I'approccio del limite superiore, basato sulla regressione lineare delle intensita di picco, generate
dai campioni contenenti ingressi di DNA differenti (Bregu, 2013).
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8. Limitazioni specifiche

Il contenuto tumorale dei campioni tumorali puo influire sulla capacita del software di dimensionamento del frammento di
identificare un allele. 1l contenuto tumorale deve essere >20% e I'abbondanza di cellule nucleate deve essere sufficiente
sulla base della caratterizzazione patologica standard. | campioni tumorali che non soddisfano questi criteri non sono
indicati per I'uso con I'OncoMate® MSI Dx Analysis System.

L'OncoMate® MSI Dx Analysis System ¢ stato valutato utilizzando DNA di input purificato dai campioni di tessuto FFPE
del colon mediante Maxwell® CSC Instrument e Maxwell® CSC FFPE DNA Kit e successivamente mediante |'analisi dei
prodotti dell'amplificazione con |'Applied Biosystems® 3500 Dx Genetic Analyzer con GeneMapper® Software versione 5.0.
Prima di utilizzare altri metodi di estrazione del DNA, strumenti per I'elettroforesi capillare, software di analisi dei
frammenti o metodi di analisi, I'utente deve stabilire che tali metodi siano indicati per I'uso con I'OncoMate® MSI Dx
Analysis System.

L'OncoMate® MSI Dx Analysis System & destinato all'uso con DNA estratto da campioni di tessuto fissati in formalina
e inclusi in paraffina (FFPE) di pazienti con cancro del colon retto. Le prestazioni non sono state stabilite con DNA
proveniente da altri tipi di campioni o fissativi.

Il software di dimensionamento dei frammenti dispone di diverse capacita di identificazione di un allele tumorale alterato
per identificare o un modello di marker del microsatellite. Per un'interpretazione accurata, confrontare il campione
tumorale con un campione di tessuto normale dello stesso paziente.

I loci dei microsatelliti inclusi nel sistema sono quasimonomorfici. In rari casi sono stati osservati modelli di alleli
eterozigoti. Per un'interpretazione accurata, confrontare il campione tumorale con un campione di tessuto normale dello
stesso paziente.

La manutenzione degli strumenti e dei relativi accessori utilizzati con I'OncoMate® MSI Dx Analysis System deve essere
eseguita secondo le raccomandazioni del produttore e deve soddisfare i criteri definiti per I'uso con questo prodotto.

Le prestazioni cliniche di questo dispositivo nel guidare le decisioni terapeutiche per i pazienti MSI-H o MSS non sono
state stabilite.
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9.  Risoluzione dei problemi

Per le domande per le quali non viene fornita risposta in questa sede, consultare la guida per l'utente per lo strumento
o l'accessorio applicabile oppure contattare la filiale o il distributore Promega locale. Le informazioni relative ai contatti
sono disponibili all'indirizzo: www.promega.com oppure via e-mail: genetic@promega.com

Problema

Cause e commenti

| frammenti di Size Standard 500 mostrano una
risoluzione bassa, un numero di frammenti ridotto
rispetto a quello previsto o intensita di picco ridotte,
con conseguente errore di QC del Sizing Quality
(anche gli ampliconi possono essere interessati)

Nella fluidica degli strumenti sono presenti delle bolle.
Seguire la procedura del produttore dello strumento per
eliminare le bolle nella fluidica dello strumento, quindi
ripetere |'analisi con elettroforesi capillare per i campioni
interessati, inclusi i controlli positivi e negativi.

Nel polimero erano presenti contaminanti o depositi di
cristalli. Nel ricostituire il polimero, accertarsi di portarlo
a temperatura ambiente come indicato dal produttore.
Ripetere I'analisi con elettroforesi capillare per i campioni
interessati, inclusi i controlli positivi e negativi.

Uno o piu capillari sono bloccati. Ricaricare la matrice
capillare, quindi ripetere I'analisi con elettroforesi capillare
per i campioni interessati, inclusi i controlli positivi

e negativi. Potrebbe essere necessario installare una
nuova matrice capillare.

Size Standard 500 non é stato aggiunto al cocktail di
caricamento dell'elettroforesi capillare. Preparare il
cocktail di caricamento per I'elettroforesi capillare fresco
includendo il Size Standard 500 e ripetere I'analisi con
elettroforesi capillare per tutti i campioni e i controlli.

Le punte dei capillari non erano a contatto con il cocktail

di caricamento. Accertarsi che a ciascun pozzetto richiesto
della piastra a 96 pozzetti siano stati aggiunti 11 pl di
miscela di campione di cocktail di caricamento e che la
piastra sia stata centrifugata brevemente prima di avviare
il ciclo di elettroforesi capillare. Ripetere I'analisi con
elettroforesi capillare per i campioni interessati, inclusi

i controlli positivi e negativi. Rivedere I'elettroferogramma
per risolvere la causa principale del flag di QC relativo

a Sizing Quality.
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Cause e commenti

Impossibile avviare il ciclo di elettroforesi capillare
quando richiesto

Nella fluidica degli strumenti per I'elettroforesi capillare sono
presenti delle bolle. Rimuovere le bolle seguendo le istruzioni
del produttore. Riavviare il ciclo di elettroforesi capillare.

Si e verificato un errore sul computer di sistema. Riavviare
lo strumento per I'elettroforesi capillare e il computer dello
strumento seguendo le istruzioni del produttore, quindi
riavviare il ciclo di elettroforesi capillare.

Uno o pill materiali di consumo dello strumento sono
scaduti o hanno raggiunto il limite del campione. Sostituire
i materiali di consumo dello strumento scaduti o esauriti
quindi riavviare il ciclo di elettroforesi capillare.

Nel canale di colore Size Standard 500 vengono rilevati
picchi imprevisti che causano un problema di QC relativo
al Sizing Quality

Artefatti correlati all'elettroforesi capillare. Durante
I'elettroforesi capillare possono essere osservati dei picchi
aberranti. Quando tali picchi interessano il canale di colore
arancione, i picchi di Size Standard 500 possono essere
oscurati o & possibile che le dimensioni vengano assegnate
in modo errato dal software di analisi dei frammenti.
Ripetere I'analisi con elettroforesi capillare per i campioni
interessati, inclusi i controlli positivi e negativi. Se il
problema persiste, sostituire i materiali di consumo
dell'elettroforesi capillare. Rivedere I'elettroferogramma per
risolvere |a causa principale del flag di QC relativo a

Sizing Quality.

Per la reazione di amplificazione di 2800M Control DNA
viene osservata una scarsa amplificazione o uno
squilibrio tra marker nelle intensita degli alleli

(anche i campioni potrebbero essere interessati)

La soluzione 2800M Control DNA madre o |a diluizione di
2800M Control DNA non ¢ stata agitata sufficientemente.

E possibile osservare intensita di picco ridotte o eccessive,
inclusa I'eccessiva amplificazione degli alleli Penta D.
Ripetere le reazioni di amplificazione e I'analisi con
elettroforesi capillare, inclusi i controlli positivi e negativi.

La miscela di amplificazione PCR non & stata agitata
sufficientemente. Ripetere le reazioni di amplificazione
e I'analisi con elettroforesi capillare, inclusi i controlli
positivi e negativi.

La diluizione di 2800M Control DNA era stata preparata in
precedenza e riutilizzata. Preparare una diluizione fresca
di 2800M Control DNA, quindi ripetere le reazioni di
amplificazione e I'analisi con elettroforesi capillare,
includendo un campione di controllo positivo preparato
fresco e un controllo negativo.
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Problema

Cause e commenti

Altezze di picco ridotte per i campioni normali o tumorali.

| campioni tumorali possono presentare un errore di QC
del segnale tumorale.

DNA modello insufficiente. Altezze di picco ridotte possono
interferire con l'interpretazione dei dati. Le intensita di picco
degli alleli nei campioni tumorali devono essere
sufficientemente alte da garantire che vengano rilevati nuovi
alleli al di sopra della soglia analitica (vedere la Sezione
6.3.10). Le intensita degli alleli per il campione normale
devono essere > rispetto alla soglia analitica. Accertarsi
che il DNA sia stato quantificato e diluito con precisione

e ripetere I'amplificazione utilizzando 1,0 ng di DNA modello
nel caso in cui venga scoperto un errore di quantificazione.
In caso contrario, ripetere |'amplificazione con una quantita
superiore di DNA. Se il problema persiste, ripetere il test con
il DNA preparato da una sezione di tessuto differente.

Modello di DNA impuro. Le impurita nei campioni di DNA
possono inibire la PCR. Consultare le istruzioni del
produttore per il metodo di estrazione del DNA selezionato
per indicazioni. Se non & possibile ottenere una qualita di
DNA sufficiente pud essere necessario passare a un
metodo di estrazione del DNA diverso. La valutazione delle
prestazioni dell'OncoMate® MSI Dx Analysis System & stata
eseguita utilizzando il DNA purificato estratto dai campioni
di tessuto fissato in formalina e incluso in paraffina di CRC
utilizzando il Maxwell® CSC Instrument e Maxwell® CSC
FFPE DNA Kit. Gli altri metodi potrebbero non fornire la
stessa qualita di DNA.

Scarsa iniezione tramite elettroforesi capillare

(sono interessati anche i picchi di Size Standard 500).
Ripetere I'analisi con elettroforesi capillare per i campioni
interessati e i controlli positivi e negativi.

E stata utilizzata una formammide di scarsa qualit.
Utilizzare solo Hi-Di™ 3500 Dx Series Formamide.
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Problema Cause e commenti
Altezze di picco ridotte per i campioni normali o tumorali. Elevata concentrazione di sale o pH alterato. Non diluire
| campioni tumorali possono presentare un errore di QC il modello di DNA FFPE nei tamponi TE. Utilizzare solo
del segnale tumorale. (continua) acqua priva di nucleasi per diluire il DNA modello.

Problemi relativi al termociclatore o alla piastra di reazione
(era interessata anche la reazione di controllo positivo).
Confermare che il programma PCR sia corretto e che

il termociclatore selezionato soddisfi i requisiti per
I'OncoMate® MSI Dx Analysis System (vedere la Sezione 3.5).
Potrebbe essere necessaria la calibrazione del blocco di
riscaldamento. Utilizzare solo piastre MicroAmp®.

| campioni non sono stati denaturati correttamente prima
dell'elettroforesi capillare. Denaturare a caldo i campioni
per 3 minuti e raffreddarli su ghiaccio tritato oppure in
un bagno di acqua e ghiaccio per almeno tre minuti
immediatamente prima dell'elettroforesi capillare.

DNA di scarsa qualita o degradato. Una fissazione non
corretta o prolungata dei campioni inclusi in paraffina pud
dar luogo a estrazioni di DNA ridotte e DNA di bassa
qualita. Anche un'errata conservazione del DNA dopo
I'estrazione puo causare la degradazione del DNA. Ripetere
I'amplificazione con una maggiore quantita di DNA oppure
ripetere la preparazione del DNA utilizzando una sezione di
tessuto diversa.

| componenti per la reazione PCR non sono stati aggiunti
sul fondo del pozzetto durante la configurazione della PCR.
Prima della termociclazione, centrifugare brevemente la
piastra in una minicentrifuga con piastre per portare il
contenuto sul fondo dei pozzetti e rimuovere le bolle d'aria.
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Problema

Cause e commenti

Il segnale fluorescente per i picchi di allele ha superato
il range dinamico dello strumento per I'elettroforesi
capillare selezionato

Quantita eccessiva di DNA modello. Accertarsi che il DNA
sia quantificato e diluito con precisione. Ripetere
I'amplificazione utilizzando 1,0 ng di DNA modello se viene
scoperto un errore di quantificazione. In caso contrario,
utilizzare uno dei seguenti approcci: 1) ripetere la reazione
di amplificazione con una quantita minore di DNA oppure
2)diluire i prodotti di amplificazione con un rapporto di 1:8
in un cocktail di caricamento (vale a dire, 1 pl prodotti di
amplificazione piu 7 pl di cocktail di caricamento; per la
composizione del cocktail di caricamento, vedere la
Tabella 4) e ripetere I'analisi con elettroforesi capillare
utilizzando 1 pl dei prodotti di amplificazione diluiti.
Accertarsi che il metodo di estrazione del DNA sia indicato
per i campioni di tessuto FFPE e che il DNA sia stato
conservato in modo appropriato per il metodo utilizzato.

I DNA del campione FFPE & stato degradato o reticolato.

I modelli di DNA FFPE degradati o reticolati possono
presentare |'amplificazione preferenziale di marker piu
piccoli, in particolare NR-21. Verificare che le condizioni

di preparazione per i campioni FFPE e le condizioni di
conservazione degli estratti di DNA FFPE siano corrette.
Per indirizzare i campioni fuori scala, € possibile utilizzare
uno dei seguenti approcci: 1) ripetere la reazione di
amplificazione con una quantita minore di DNA

oppure 2) diluire i prodotti di amplificazione con un
rapporto di 1:8 in un cocktail di caricamento (vale a dire,

1 pl prodotti di amplificazione pit 7 pl di cocktail di
caricamento; per la composizione del cocktail di
caricamento, vedere la Tabella 4) e ripetere I'analisi con
elettroforesi capillare utilizzando 1 pl dei prodotti di
amplificazione diluiti. Se il problema persiste, ripetere
I'amplificazione con una quantita inferiore di DNA. Potrebbe
essere necessario ripetere la preparazione e I'analisi del
DNA utilizzando una sezione di tessuto differente.
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Problema Cause e commenti

In uno o pit colori erano visibili picchi imprevisti | picchi stutter erano stati confusi con gli alleli dei
microsatelliti. L'amplificazione dei marker dei microsatelliti
genera artefatti che appaiono come picchi pil piccoli
1 bp al di sopra o al di sotto gli alleli di ripetizione del
mononucleotide oppure 1 bp o 5 bp al di sopra o al di sotto
degli alleli di ripetizione del pentanucleotide. Le altezze di
picco dei prodotti stutter saranno superiori nel caso in cui
sia stata utilizzata una quantita eccessiva di DNA modello.

Quantita di DNA in eccesso. Utilizzare 1,0 ng di modello
di DNA. L'amplificazione di >4 ng di modello di DNA puo
generare artefatti della linea di base elevati in BAT-26 e un
numero pil elevato di picchi stutter.

Pull-up o bleedthrough. Il pull-up, altrimenti noto come
bleedthrough, puo verificarsi in presenza di altezze di picco
eccessive o di scarsa qualita della calibrazione spettrale.
Ripetere la calibrazione spettrale dello strumento per
elettroforesi capillare selezionato. Accertarsi che il DNA

sia quantificato e diluito con precisione. Ripetere
I'amplificazione utilizzando 1,0 ng di DNA modello. Se il
problema persiste, ripetere I'amplificazione con una quantita
inferiore di DNA.

| campioni non sono stati denaturati correttamente prima
del caricamento. Denaturare a caldo i campioni per 3 minuti
e raffreddarli su ghiaccio tritato oppure in un bagno di
acqua e ghiaccio per almeno tre minuti immediatamente
prima dell'elettroforesi capillare.

Artefatti correlati all'elettroforesi capillare. Durante
I'elettroforesi capillare possono essere osservati dei picchi
aberranti. Accertarsi che il polimero venga riscaldato

a temperatura ambiente prima dell'installazione e dell'uso.
Ripetere le iniezioni. Se il problema persiste, ripetere
I'elettroforesi capillare e I'amplificazione.

Contaminazione del campione di controllo o paziente
con un altro DNA modello o prodotto amplificato.

La contaminazione crociata pud essere un problema.
Utilizzare punte delle pipette resistenti all'aerosol e
cambiare i guanti regolarmente.
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Problema Cause e commenti

In uno o pit colori erano visibili picchi imprevisti Un campione di tumore instabile € stato analizzato

(continua) erroneamente come campione di riferimento normale.
Verificare che i campioni siano stati identificati ed
etichettati correttamente. Ripetere I'amplificazione
e l'elettroforesi capillare dei campioni interessati per
confermare la causa principale sospettata.

Amplificazione preferenziale dei marker piu piccoli I DNA era stato reticolato. Il DNA preparato da campioni

fissati in formalina e inclusi in paraffina spesso viene
reticolato con altro DNA o altre molecole proteiche,
impedendo I'amplificazione dei frammenti di DNA piu
lunghi. Ripetere I'amplificazione utilizzando una maggiore
quantita di DNA. Se con una maggiore quantita di DNA si
osserva la saturazione dei marker piu piccoli, ripetere
I'analisi dell'estrazione del DNA e dei campioni utilizzando
una sezione di tessuto diversa. Se il problema persiste,

la qualita del campione di tessuto FFPE potrebbe essere
troppo bassa per il successo dell'analisi.

DNA degradato. [l modello di DNA & stato degradato in
frammenti piu piccoli, con marker piu grandi che mostrano
una resa ridotta. Verificare che le condizioni di
conservazione dei campioni di 2800M Control DNA e dei
campioni di DNA FFPE siano corrette. Ripetere la reazione
di amplificazione utilizzando una maggiore quantita di DNA.
Se con una maggiore quantita di DNA si osserva la
saturazione dei marker piu piccoli, ripetere I'analisi
dell'estrazione del DNA e dei campioni utilizzando una
sezione di tessuto diversa. Se il problema persiste,

la qualita del campione di tessuto FFPE potrebbe essere
troppo bassa per il successo dell'analisi.

DNA modello insufficiente. Accertarsi che il DNA sia

stato quantificato e diluito con precisione e ripetere
I'amplificazione utilizzando 1,0 ng di DNA modello nel caso
in cui venga scoperto un errore di quantificazione. Se il
problema persiste, ripetere la reazione di amplificazione
con una maggiore quantita di DNA oppure ripetere la
preparazione del DNA utilizzando una sezione di

tessuto diversa.
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Cause e commenti

Uno o piu alleli di pentanucleotide presenti nel campione
normale erano assenti dal campione tumorale

| campioni di DNA normali e quelli tumorali di diversi
individui sono stati analizzati come coppia di campioni.
Accertarsi che i campioni normali 0 i campioni tumorali
siano stati accoppiati correttamente sulla piastra PCR

e durante I'analisi dell'elettroforesi capillare. Accertarsi che
i campioni siano etichettati correttamente. Ripetere I'analisi
con elettroforesi capillare dei campioni interessati con
I'associazione corretta dei campioni, incluse le reazioni dei
controlli positivi e negativi. Se il problema persiste, ripetere
le reazioni di amplificazione.

Il campione tumorale presenta una perdita di eterozigosita.
Per ulteriori informazioni sull'interpretazione dei dati di
questi campioni tumorali, vedere la Sezione 6.5.3 e la
Figura 13.

Qualsiasi incidente grave verificatosi in relazione al dispositivo che ha portato, o potrebbe portare, alla morte o a lesioni
gravi di un utente o di un paziente deve essere immediatamente segnalato al fabbricante. Gli utenti con sede nell'Unione
Europea devono inoltre segnalare qualsiasi incidente grave all’Autorita competente dello Stato membro in cui e stabilito

I'utente e/o il paziente.
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11. Informazioni aggiuntive

Per questo prodotto & disponibile una Sintesi relativa alla sicurezza e alle prestazioni (SSP), come previsto dall‘articolo 29
del regolamento (UE) 2017/746. L'SSP sara accessibile al pubblico su EUDAMED quando quest'ultimo sara pienamente
operativo. Fino a quel momento, il documento puo essere richiesto direttamente a Promega.

Le informazioni relative ai contatti sono disponibili all'indirizzo: www.promega.com; e-mail: genetic@promega.com

11.1 Appendice A

Di seguito sono mostrate le impostazioni per la calibrazione spettrale utilizzate durante la valutazione delle prestazioni
dell'OncoMate® MSI Dx Analysis System con I'Applied Biosystems® 3500 Dx Genetic Analyzer.

Le seguenti impostazioni sono indicate per completare la calibrazione spettrale mediante gli Applied Biosystems®
3500 Series Genetic Analyzers:

Dye set template (Modello di set di coloranti): AnyDye (3500 Series)

Dye order (Ordine coloranti): 5, blue; 4, green; 3, yellow; 2, red; 1, orange (purple deselezionato)
Matrix Condition Number Upper Limit (Limite superiore numero di condizioni matrice): 8,0
Locate Start Point After Scan (Individua punto iniziale dopo la scansione): 300

Locate Start Point Before Scan (Individua punto iniziale prima della scansione): 5000

Limit Scans To (Limita scansioni a): 6500

Sensitivity (Sensibilita): 0,4

Minimum Quality Score (Punteggio qualita minimo): 0,95
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11.2 Appendice B

Di seguito sono mostrate le impostazioni per I'analisi dei frammenti utilizzate durante la valutazione delle prestazioni
dell'OncoMate® MSI Dx Analysis System con I'Applied Biosystems® 3500 Dx Genetic Analyzer.

Figura 14. Definizione "Size Standard" (Standard di dimensioni) dello strumento per I'elettroforesi capillare.
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Figura 15. Impostazioni "Instrument Protocol" (Protocollo strumento) dello strumento per I'elettroforesi capillare.
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Figura 16. Impostazioni "Sizecalling Protocol" (Protocollo di taratura) dello strumento per I'elettroforesi capillare.
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Figura 17. Impostazioni "Assay" (Test) dello strumento per I'elettroforesi capillare.
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11.3 Appendice C

Impostazioni di analisi dei dati per GeneMapper® 5.0 utilizzate durante la valutazione delle prestazioni dell'OncoMate®
MSI Dx Analysis System.

Nota: i file delle impostazioni di GeneMapper® e le istruzioni per I'analisi dei dati sono forniti per comodita e si applicano
in modo specifico ai dati dell'elettroforesi capillare generati utilizzando una matrice di 50 cm e il POP-7® Polymer.

Gli utenti che analizzano i prodotti amplificati dell'OncoMate® MSI Dx Analysis System con altre configurazioni dello
strumento per I'elettroforesi capillare devono verificare I'appropriatezza delle istruzioni di analisi dei dati alla
configurazione dello strumento specifico utilizzato. | metodi di analisi creati dall'utente possono essere piu indicati

per una determinata configurazione dello strumento.

Importazione dei file di impostazioni per GeneMapper

Per facilitare |'analisi dei dati generati con 'OncoMate® MSI Dx Analysis System, abbiamo creato dei file (Panels (Pannelli),
Analysis Method (Metodo di analisi), Size Standard (Standard di dimensioni), Plot Settings (Impostazioni grafico), Table
Settings (Impostazioni tabella) e Report Settings (Impostazioni report)) da importare in GeneMapper® Software versioni 5.0
e 6.0. Tali file sono disponibili sul sito web Promega all'indirizzo: www.promega.com/OncomatePanels. Di seguito sono
fornite anche le definizioni di Panels (Pannelli), Size Standard (Standard di dimensioni) e Analysis Method (Metodo di
analisi) (Tabelle 9 e 10, Figura 19). Per ulteriori informazioni, fare riferimento alla letteratura associata a GeneMapper®
Software versioni 5.0 e 6.0.

1. Aprire il GeneMapper® Software, versione 5.0 0 6.0.
Selezionare Tools (Strumenti), quindi Panel Manager (Gestione pannelli).

Selezionare Panel Manager (Gestione pannelli) nel riquadro superiore sinistro (Figura 18).

> w™

Dal menu selezionare File, quindi Import Panels (Importa pannelli). Affinché l'opzione Import Panels (Importa
pannelli) sia disponibile per la selezione, & necessario selezionare l'icona Panel Manager.

5. Andare al percorso file del computer in cui & stato salvato il file di testo dei pannelli. Selezionare il file
OncoMate_MSI_Dx_Panels_v1.0, quindi fare clic su Import (Importa).

6.  Infondo alla finestra Panel Manager (Gestione pannelli), selezionare Apply (Applica), quindi OK.
7. Selezionare Tools (Strumenti), quindi GeneMapper Manager (Gestione GeneMapper).

8.  Selezionare la scheda "Size Standards” (Standard di dimensioni), quindi selezionare Import (Importa) in fondo alla
finestra GeneMapper Manager (Gestione GeneMapper).

9. Andare al percorso file del computer in cui & stato salvato il file Size Standard (Standard di dimensioni). Selezionare
OncoMate_MSI_Dx_Size_v1.0, quindi Import (Importa).

10.  Con GeneMapper Manager (Gestione GeneMapper) ancora aperto, ripetere il processo descritto ai passaggi 8 e 9
per importare i restanti file delle impostazioni Analysis Method (Metodo di analisi), Plot Settings (Impostazioni
grafico), Table Settings (Impostazioni tabella) e Report Settings (Impostazioni report)).

11.  Quando tutti i file di impostazioni vengono importati, selezionare Done (Fatto) in fondo alla finestra GeneMapper
Manager (Gestione GeneMapper).
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Figura 18. La finestra di GeneMapper® Panel Manager, con I'icona Panel Manager (Gestione pannelli) selezionata.
L'opzione "Import Panels" (Importa pannelli) (Passaggio 4) & accessibile dal menu "File" quando I'icona Panel Manager
(Gestione pannelli) viene selezionata (evidenziata in blu).
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Tabella 9. Definizione del pannello dei marker.

Range pannello (bp)' Tipo di
Marker Canale di colore Inizio Fine ripetizione?
BAT-26 blu 83 121 1
Penta D blu 123 253 5
NR-21 verde 83 108 1
BAT-25 verde 110 132 1
MONO-27 verde 134 168 1
NR-24 giallo 103 138 1
Penta C giallo 140 228 5

"L'intervallo di dimensioni previsto per gli ampliconi in ciascun marker deve essere definito nel software di analisi dei frammenti selezionato.

2|l tipo di microsatellite viene definito in questa tabella come 1 (per i marker di ripetizione del mononucleotide) e 5 (per i marker di
ripetizione del pentanucleotide).

Tabella 10. Definizione di Size Standard. Size Standard 500 contiene picchi di frammenti da 60 bp a 500 bp, sebbene
I'analisi dei picchi di frammenti da 60 bp a 300 bp sia sufficiente al dimensionamento dei frammenti OncoMate® MSI Dx
Analysis System.

Dimensione

N. frammento frammenti
Size Standard (bp)

1 60

2 65

3 80

4 100

5 120

6 140

7 160

8 180

9 200

10 225

11 250

12 275

13 300
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Figura 19. Impostazioni di analisi utilizzate durante la valutazione delle prestazioni dell'OncoMate® MSI Dx Analysis System.
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12. Prestazioni analitiche

Tutti gli studi analitici hanno seguito la procedura descritta in OncoMate® MSI Dx Analysis System Technical Manual #TM595.
I materiali e le apparecchiature utilizzati nel flusso di lavoro erano conformi ai requisiti elencati nel presente manuale
tecnico. In particolare, l'estrazione del DNA per questi studi & stata eseguita utilizzando Maxwell® CSC Instrument e
Maxwell® CSC DNA FFPE Kit, mentre la quantificazione del DNA é stata eseguita utilizzando QuantiFluor® dsDNA System.
La separazione e il rilevamento dei frammenti di DNA amplificati sono stati eseguiti con Applied Biosystems® 3500 Dx
Genetic Analyzer utilizzando il POP-7® Polymer e una matrice capillare di 50 cm. Infine, I'analisi dei dati & stata eseguita
utilizzando un software non disponibile in Europa. Pertanto, & stato condotto uno studio di concordanza per confrontare un
metodo di analisi dei dati alternativo, che utilizza il software GeneMapper® 5.0 per il dimensionamento dei frammenti e la
valutazione di base della qualita dei dati, con il software utilizzato per gli studi, al fine di dimostrarne I'equivalenza.

12.1 Estrazione del DNA

L'idoneita di Maxwell® CSC DNA FFPE Kit, utilizzato con Maxwell® CSC Instrument, per I'estrazione del DNA & stata
dimostrata eseguendo estrazioni di DNA da riccioli FFPE (0,1-2,0 mm? di tessuto) ottenuti da tre campioni tumorali MSI-H,
tre campioni tumorali MSS e campioni normali accoppiati. | campioni MSI-H presentavano un contenuto tumorale del
20-30%, mentre i campioni MSS presentavano un contenuto tumorale del 20-60%. L'estrazione del DNA & stata eseguita
da ciascuno dei due operatori utilizzando tre lotti di Maxwell® CSC DNA FFPE Kit. Il lotto del kit DNA FFPE & stato alternato
tra gli operatori (ad esempio, I'Operatore 1 ha utilizzato il Lotto 1 il Giorno 1 e I'Operatore 2 ha utilizzato il Lotto 2 il Giorno
1). Una volta isolato, il DNA estratto & stato quantificato utilizzando QuantiFluor® dsDNA System e amplificato utilizzando
il kit di amplificazione OncoMate® MSI Dx Analysis System. [l DNA amplificato & stato sottoposto a elettroforesi capillare
utilizzando Applied Biosystems® 3500 Dx Genetic Analyzer e analizzato mediante software di analisi dei frammenti.

Nello studio, il 96,4% (81/84) dei singoli riccioli FFPE estratti ha prodotto risultati concordanti con lo stato MSI
predeterminato. Gli intervalli di confidenza (CI) al 95% per la percentuale di risultati corretti ed errati erano
rispettivamente 89,9-99,3% e 0,7-10,1%.

Lo studio ha dimostrato che Maxwell® CSC Instrument, utilizzato con Maxwell® CSC DNA FFPE Kit per I'estrazione del
DNA, soddisfa i requisiti di estrazione per I'uso con OncoMate® MSI Dx Analysis System.

12.2 Intervallo normale e valore soglia

OncoMate® MSI Dx Analysis System & concepito per misurare le variazioni della lunghezza dei frammenti amplificati.

Lo studio Intervallo normale e valore soglia & stato condotto per verificare la capacita del sistema di risolvere ampliconi
che differiscono di 3 paia di basi. Durante questo studio sono stati analizzati due set di sette frammenti di DNA sintetico
("marker di risoluzione"). Questi frammenti sono costituiti da ampliconi marcati con colorante di dimensioni note, separati
da 1 bp all'interno di ciascun set; i due set sono stati progettati per delimitare gli estremi superiore (Large) e inferiore
(Small) dell'intervallo di dimensioni degli ampliconi dei marker MSI (83-168 bp).

I marker di risoluzione sono stati sottoposti a elettroforesi capillare utilizzando Applied Biosystems® 3500 Dx Genetic
Analyzer e analizzati con il software GeneMapper® 5.0. | marker di risoluzione sono stati analizzati miscelati unicamente
con Size Standard 500 oppure miscelati separatamente con due campioni tumorali MSS e Size Standard 500.

La precisione di dimensionamento dei singoli frammenti dei marker di risoluzione & stata caratterizzata (Tabella 11)

e sono state calcolate e mediate le differenze tra tutti i frammenti separati da 3 bp.
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| frammenti di risoluzione sono stati dimensionati con precisione, con deviazioni standard comprese tra 0,07-0,13 bp per
i 20 replicati analizzati. Anche le differenze assolute medie calcolate per i frammenti separati da 3 bp sono risultate
precise, comprese tra 3,06-3,40 bp per i valori osservati. Di conseguenza, lo studio ha soddisfatto I'obiettivo di una
risoluzione >3 paia di basi e ha dimostrato una precisione di misurazione dei singoli marker di risoluzione (deviazioni

standard <0,13 paia di basi) sufficiente a rilevare differenze di dimensione di una singola base.

Tabella 11. Statistiche descrittive per le dimensioni in paia di basi dei marker di risoluzione.

C195%
r?lslzlr::iro(:nie N Minimo Massimo Mediana Media D;\:::;t:e Limite Limite
inferiore superiore

Large 20 180,60 180,95 180,77 180,75 0,10 180,71 180,80
Large_2 20 181,67 182,02 181,89 181,83 0,10 181,78 181,88
Large_3 20 182,75 182,97 182,85 182,86 0,08 182,83 182,90
Large_4 20 183,70 184,04 183,88 183,85 0,09 183,80 183,89
Large_5 20 184,66 184,99 184,83 184,80 0,09 184,76 184,85
Large_6 20 185,73 186,06 185,90 185,88 0,10 185,83 185,93
Large_7 20 186,80 187,01 186,91 186,91 0,07 186,88 186,94
Small 20 84,29 84,71 84,62 84,57 0,13 84,51 84,63
Small_2 20 85,52 85,95 85,83 85,79 0,13 85,72 85,85
Small_3 20 86,66 87,14 86,95 86,92 0,13 86,86 86,98
Small_4 20 87,71 88,15 87,99 87,97 0,13 87,91 88,03
Small_5 20 88,73 89,18 89,04 89,02 0,12 88,96 89,07
Small_6 20 89,96 90,40 90,25 90,21 0,13 90,15 90,27
Small_7 20 91,06 91,55 91,39 91,34 0,13 91,28 91,41
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12.3 Limite del bianco

E stato condotto uno studio Limite del bianco per confermare che un bianco (un campione MSS in questo studio) non
producesse risultati positivi MSI-H. Lo studio ha testato quattro campioni MSS noti su tre lotti di kit di amplificazione,
due operatori e 60 replicati per ciascun campione MSS, per un totale di 1.440 risultati del test.

Tutti i test (1.440/1.440; 100%) hanno prodotto risultati interpretativi finali MSS. | 1.440 risultati del test rappresentano
7.200 chiamate di allele del locus mononucleotidico. Per i loci mononucleotidici, il 99,99% (7.199/7.200) delle chiamate

di stabilita del marker & risultato "Stahile". Si & verificato un singolo caso in cui un locus, NR-21, & stato definito instabile.

Un singolo locus instabile determina un risultato interpretativo finale MSS; pertanto, I'unico locus instabile non ha influito sul
risultato finale del test. In conclusione, OncoMate® MSI Dx Analysis System fornisce risultati MSS altamente riproducibili,
non influenzati dal lotto o dall'operatore.

12.4 Limite di rilevamento

La sensibilita analitica di OncoMate® MSI Dx Analysis System é stata determinata utilizzando DNA estratto isolato da sei
campioni tumorali MSI-H e i relativi campioni normali accoppiati, nonché una serie di titolazione di 2800M Control DNA.
2800M Control DNA é stato trattato come un campione MSS. Per ottenere un contenuto tumorale del 20% (il contenuto
tumorale minimo richiesto), i campioni tumorali sono stati miscelati, se necessario, con i relativi campioni normali
accoppiati. | campioni MSI-H e i campioni MSS sono stati testati a 0,2, 0,5, 1,0, 2,0 e 2,5 ng di DNA per reazione di
amplificazione, con 20 replicati per ciascun campione e quantita di DNA (cinque casi MSI-H x 20 replicati). Per valutare
l'influenza del contenuto tumorale sul limite di rilevamento (LOD), un campione tumorale & stato combinato con il relativo
campione normale accoppiato per simulare un contenuto tumorale del 5%, 10%, 15% e 20%.

Quattro replicati di ciascun campione di DNA sono stati amplificati da due operatori utilizzando due lotti di reagenti del kit
di amplificazione OncoMate® MSI Dx Analysis System, ciascuno per cinque giorni. Poiché non si sono verificati errori in
base alla quantita di DNA testata, & stata necessaria una quantita aggiuntiva per identificare il LOD. E stata preparata una
nuova serie di diluizioni campione per eseguire il test a 0,1 ng per reazione utilizzando campioni con un contenuto
tumorale del 20%, nonché un campione contenente il 2,5% di tumore.

Un riepilogo dei risultati interpretativi per i casi MSI-H & riportato nella Tabella 12, per i casi MSS nella Tabella 13 e per
il contenuto tumorale nella Tabella 14. La Tabella 15 elenca la concentrazione di DNA pil bassa con una percentuale di
positivita del 100% per ciascun gruppo di campioni.

I1 LOD di OncoMate® MSI Dx Analysis System & stato determinato in base a due dimensioni: 1) la quantita totale di DNA

in ingresso utilizzata per il test e 2) la frazione di DNA tumorale presente nel campione. I LOD di OncoMate® MSI Dx
Analysis System é stato stabilito a 0,5 ng di DNA in ingresso, con una positivita del 100% (200/200), utilizzando il
contenuto tumorale minimo del 20%. Un‘analisi combinata dei lotti ha determinato una positivita del 99,5% (199/200)

con un ingresso di DNA di 0,2 ng. Con un ingresso di DNA di 0,2 ng, & stato ottenuto un risultato del test non valido per un
replicato su venti per quel campione con un singolo lotto di reagenti (Tabella 12), a causa di un segnale basso. Il LOD di
OncoMate® MSI Dx Analysis System & stato stabilito a un contenuto tumorale del 5%, con una positivita del 100% (40/40),
utilizzando l'ingresso di DNA raccomandato di 1 ng e campioni il cui contenuto tumorale & stato regolato mediante
miscelazione con DNA estratto dal tessuto normale accoppiato.

74  PromegaCorporation-2800WoodsHollowRoad-Madison,WI 53711-5399 USA-NumeroverdepergliUSA800-356-9526-608-274-4330-Fax608-277-2516
TM595 - Rev2 www.promega.com



()

Promega

Tabella 12. Frequenza dei risultati interpretativi del MSI-H Diluted Sample Set per lo studio sull'ingresso di DNA,
per lotto di reagenti.

. . Risultato interpretativo OncoMate®
Lotto per ingresso di DNA finale (ng) - Totale
MSI-H Non valido
0,1 20 80 100
0,2 99 1 100
0,5 100 0 100
Lotto 1
1,0 100 0 100
2,0 100 0 100
2,5 100 0 100
0,1 24 76 100
0,2 100 0 100
0,5 100 0 100
Lotto 2
1,0 100 0 100
2,0 100 0 100
2,5 100 0 100
0,1 44 156 200
0,2 199 1 200
0,5 200 0 200
Tutti
1,0 200 0 200
2,0 200 0 200
2,5 200 0 200

"Un caso non valido a causa del rilevamento di un‘altezza di picco dell‘allele ridotta.
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Tabella 13. Frequenza dei risultati interpretativi del set di campioni diluiti MSS per lo studio sull'ingresso di DNA,
per lotto di reagenti.

. . Risultato interpretativo OncoMate®
Lotto per ingresso di DNA finale (ng) Totale
MSS Non valido
0,1 0 20 20
0,2 20 0 20
0,5 20 0 20
Lotto 1
1,0 20 0 20
2,0 20 0 20
2,5 20 0 20
0,1 0 20 20
0,2 20 0 20
0,5 20 0 20
Lotto 2
1,0 20 0 20
2,0 20 0 20
2,5 20 0 20
0,1 0 40 40
0,2 40 0 40
0,5 40 0 40
Tutti
1,0 40 0 40
2,0 40 0 40
2,5 40 0 40
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Tabella 14. Frequenza dei risultati interpretativi del MSI-H Blended Sample Set per lo studio sulla concentrazione
tumorale, per lotto di reagenti.

Risultato interpretativo OncoMate®
Lotto per contenuto tumorale (%) Totale
MSI-H MSS
2,5 0 20 20
5 20 0 20
Lotto 1 10 20 0 20
15 20 0 20
20 20 0 20
2,5 0 20 20
5 20 0 20
Lotto 2 10 20 0 20
15 20 0 20
20 20 0 20
2,5 0 40 40
5 40 0 40
Tutti 10 40 0 40
15 40 0 40
20 40 0 40

Tabella 15. Ingresso di DNA piu basso per un risultato di positivita del 100% (Hi = 1,00)" per lo studio LOD sull'ingresso
di DNA per ciascun gruppo di campioni.

Ingresso di DNA piu basso (ng)
Gruppo di campioni Set di campioni
Lotto 1 Lotto 2
CRC-066 0,2 0,2
CRC-079 0,2 0,2
CRC-081 MSI-H diluito 0,2 0,2
CRC-084 0,2 0,2
CRC-213 0,52 0,2
2800M MSS diluito 0,2 0,2

"Il LOD si basava sul livello di ingresso pill basso che ha raggiunto una positivita del 100%, Hi = 1,00. Per "Positivo" si intende un risultato

interpretativo corretto.

?|'analisi combinata dei lotti indica una positivita del 99,5% (199/200) con un ingresso di DNA di 0,2 ng (vedere la Tabella 12).
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12.5 Specificita analitica

Le coppie di primer per i sette marker di OncoMate® MSI Dx Analysis System sono state verificate per la specificita del
target utilizzando lo strumento di ricerca Primer BLAST disponibile pubblicamente sul sito web dello US National Center
for Biotechnology Information (https:/ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/, accesso effettuato in data 14/01/2020).

| primer condividono un'identita del 100% con i rispettivi target previsti e i risultati di Primer BLAST hanno previsto
un'amplificazione specifica del target.

Uno studio di specificita analitica ha valutato la specificita dei primer di OncoMate® MSI Dx Analysis System e ha
dimostrato la compatibilita del sistema con diversi modelli di termociclatore.

| replicati di 2800M Control DNA sono stati trattati come campioni MSS. | campioni sono stati amplificati con il kit di
amplificazione OncoMate® MSI Dx Analysis System utilizzando 1 ng, 2 ng o 4 ng di DNA su ciascuno di tre diversi modelli di
termociclatore. | termociclatori (Applied Biosystems Veriti® 96-Well Thermal Cycler, Eppendorf MasterCycler® Nexus SX1
Thermal Cycler e BioRad C1000 Touch™ Thermal Cycler) rientrano tutti nelle seguenti specifiche prestazionali richieste:

Velocita massima di rampa del blocco: 3,9°C/secondo fino a 5°C/secondo

Precisione di temperatura: +0,25°C (a 290°C)

Uniformita di temperatura: <0,5°C (a 290°C)

Coperchio riscaldato in grado di raggiungere una temperatura compresa tra 103°C-105°C

Vi e stato un accordo del 100% (36/36) tra la chiamata MSS attesa e quella osservata per tutti i campioni. Non sono stati
osservati artefatti che interferissero con la capacita del sistema di fornire il risultato interpretativo atteso quando si
utilizzano termociclatori diversi.

12.6 Sostanze interferenti

E stato condotto uno studio per stabilire la potenziale influenza di sostanze interferenti sulle prestazioni di OncoMate®
MSI Dx Analysis System, nello specifico sali caotropici, alcol, tempo di trattamento con proteinasi K, tessuto necrotico,
emoglobina, trigliceridi e mucina. Il DNA & stato estratto da riccioli campione (0,1-2 mm? di tessuto). Per ciascun
campione, in ogni condizione testata, sono state eseguite due estrazioni di DNA utilizzando Maxwell® CSC Instrument
e Maxwell® CSC DNA FFPE Kit.

Nella prima serie di esperimenti, i lisati di quattro campioni tumorali e dei relativi campioni normali accoppiati sono stati
arricchiti con emoglobina (concentrazione finale di 2 mg/ml), trigliceridi (concentrazione finale di 37 mM) o mucina
(concentrazione finale di 1 mg/ml) prima dell'estrazione del DNA. In seguito all'analisi con OncoMate® MSI Dx Analysis
System, tutti i campioni hanno prodotto il risultato atteso.

Quattro campioni tumorali e i relativi campioni normali accoppiati (due replicati per campione, per un totale di 16 estrazioni)
sono stati incubati a 56°C in presenza di proteinasi K per 20 minuti, 30 minuti (condizione raccomandata) o 40 minuti
prima della purificazione. Tutti i campioni hanno prodotto il risultato atteso.

Sono stati testati dodici campioni tumorali con tessuto necrotico compreso tra lo 0% e circa il 75% e i relativi campioni
normali accoppiati. Tutti i campioni hanno prodotto il risultato atteso.
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Per valutare I'impatto del possibile trascinamento di alcol o sali di guanidina dal processo di purificazione del DNA,
aliquote di DNA estratto da campioni tumorali e dai relativi campioni normali accoppiati, con quantita variabili di necrosi
tissutale (dallo 0% a circa il 75%), sono state arricchite con etanolo (concentrazione finale del 5%), guanidina cloridrato
(concentrazione finale di 50 uM) o acqua prima dell'amplificazione e dell'analisi. Tutti i campioni hanno prodotto il
risultato atteso.

In conclusione, OncoMate® MSI Dx Analysis System non ha mostrato alcun impatto statisticamente significativo sulle
prestazioni del test da parte delle sostanze interferenti testate in questo studio, nello specifico sali caotropici (guanidina
cloridrato 50 uM), etanolo (5%), tessuto necrotico (0-75%), emoglobina (2 mg/ml), trigliceridi (37 mM) e mucina

(1 mg/ml), né dal tempo di digestione con proteinasi K [20, 30 (standard) o 40 minuti] (Tabella 16).

Tabella 16. Trattamento del campione OncoMate® MSI Dx Analysis System per risultato interpretativo.

Risultato interpretativo’

MSI-H MSS Totale
Trattamento del campione N % N % N %
20 minuti a 56°C 4 50,0 4 50,0 8 100
30 minuti a 56°C 4 50,0 4 50,0 8 100
40 minuti a 56°C 4 50,0 4 50,0 8 100
Arricchimento con etanolo 8 50,0 8 50,0 16 100
Arricchimento con guanidina 8 50,0 8 50,0 16 100
Emoglobina 4 50,0 4 50,0 8 100
Mucina 4 50,0 4 50,0 8 100
Necrosi 14 58,3 10 41,7 24 100
Trigliceridi 4 50,0 4 50,0 8 100
Arricchimento con acqua 8 50,0 8 50,0 16 100
Totale 62 51,7 58 48,3 120 100

"Tutti i campioni hanno restituito il risultato atteso (MSS o MSI-H) negli esperimenti con sostanze interferenti.

Promega Corporation - 2800 Woods Hollow Road - Madison, WI 53711-5399 USA - Numero verde per gli USA 800-356-9526 - 608-274-4330 - Fax 608-277-2516 79
www.promega.com TM595 - Rev2



O

Promega

12.7 Contaminazione crociata

La contaminazione crociata tra campioni in OncoMate® MSI Dx Analysis System & stata valutata utilizzando DNA estratto
da un campione MSI-H e un campione MSS, comprendenti sia il campione tumorale sia il relativo campione normale
accoppiato. | campioni e i bianchi dei reagenti sono stati intervallati secondo uno schema a griglia su piastre

a 96 pozzetti. Con questo schema di piastra, 'amplificazione, I'elettroforesi capillare e |'analisi sono state eseguite ogni
giorno per un totale di 10 giorni. | risultati attesi comprendevano risultati del test MSI-H, MSS e non validi. Il risultato del
test non valido era atteso per i bianchi dei reagenti. | risultati non sono stati mediati ed & stato segnalato qualsiasi
trascinamento osservato.

Vi e stata una concordanza del 100% tra il risultato interpretativo osservato e i risultati attesi per i 470 campioni analizzati
e non e stata osservata alcuna interferenza con l'interpretazione dei dati. Lo studio ha concluso che OncoMate® MSI Dx
Analysis System non & suscettibile alla contaminazione crociata tra campioni.
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12.8 Riproducibilita

La precisione e la riproducibilita di OncoMate® MSI Dx Analysis System sono state valutate su piu siti, operatori, cicli,
giorni, replicati e lotti del kit di test. | dati sono stati valutati per la ripetibilita e la precisione tra siti, tra operatori, tra cicli,
tra giorni, all'interno di un ciclo e tra lotti.

Il pannello di test era costituito da sette campioni CRC (quattro casi MSI-H e tre casi MSS), un controllo di amplificazione
negativo (Water, Amplification Grade) e un controllo di amplificazione positivo (2800M Control DNA). Due dei campioni
MSI-H sono stati regolati a un carico tumorale del 20% (il contenuto tumorale minimo) mescolando il DNA estratto dal
campione tumorale con DNA normale accoppiato. | campioni sono stati mascherati e distribuiti agli operatori presso
ciascuno dei siti di test. Il pannello di campioni e stato testato da due operatori presso ciascuno dei tre siti, su tre
strumenti (uno per sito). Due siti esterni e un sito interno hanno costituito i tre siti di test. Sono stati testati due replicati
per campione, utilizzando tre lotti di reagenti, due cicli al giorno, in tre giorni non consecutivi.

Sono state calcolate |e frequenze assolute e relative dei risultati interpretativi per sito, operatore, giorno, lotto e replicato;
i dati sono riportati nella Tabella 17.

Le percentuali di accordo positivo (PPA) per MSI-H e le percentuali di accordo negativo (NPA) per MSS dei risultati
interpretativi rispetto ai risultati attesi (Tabella 18) sono risultate riproducibili per sito, operatore, giorno, lotto, ciclo

e replicato. Le PPA per sito, operatore, giorno, lotto, ciclo e replicato variavano in un intervallo 95,2-100%, mentre le NPA
erano tutte pari al 100%, a dimostrazione della riproducibilita per ciascun fattore testato. La riproducibilita complessiva
per PPA (CI al 95%) e NPA (Cl al 95%) & stata rispettivamente del 98,6% (96,4-99,6%) e del

100% (98,3-100%).

Tutti i campioni sono risultati concordanti e riproducibili al 100% con i risultati attesi in tutti i fattori, ad eccezione di un
campione MSI-H per il quale I'accordo & stato del 93,8% (60/64). Questo campione presentava un contenuto tumorale pari
al requisito minimo del 20%. Otto dei 72 risultati attesi per questo campione non sono stati inclusi nell'analisi in quanto
non hanno prodotto un risultato valido a causa di un segnale basso.

In conclusione, questo studio ha dimostrato che OncoMate® MSI Dx Analysis System e i relativi reagenti sono riproducibili
tra e all'interno di siti, operatori, giorni, lotti, cicli e replicati.
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Tabella 17. Frequenze assolute e relative dei risultati interpretativi per sito, operatore, giorno, ciclo, lotto e replicato.

Risultato di riferimento
MSI-H MSS
Totale dei | Totale dei
Risultato MSI-H Mss Totale MSI-H Mss Totale risultati risultati
interpretativo analizzati attesi
N % N % N % N % N % N % N N
1 96 100 0 0 96 100 0 0 70 100 70 100 166 168
Sito 2 86 97,7 2 23 88 100 0 0 72 100 72 100 160 168
3 94 97,9 2 2,1 96 100 0 0 72 100 72 100 168 168
1 48 100 0 0 48 100 0 0 36 100 36 100 84 84
2 48 100 0 0 48 100 0 0 34 100 34 100 82 84
3 40 95,2 2 48 42 100 0 0 36 100 36 100 78 84
Operatore
4 46 100 0 0 46 100 0 0 36 100 36 100 82 84
5 48 100 0 0 48 100 0 0 36 100 36 100 84 84
6 46 95,8 2 4,2 48 100 0 0 36 100 36 100 84 84
1 90 95,7 4 43 94 100 0 0 70 100 70 100 164 168
Giorno 2 92 100 0 0 92 100 0 0 72 100 72 100 164 168
3 94 100 0 0 94 100 0 0 72 100 72 100 166 168
1 94 97,9 2 21 95 100 0 0 72 100 72 100 168 168
Lotto 2 92 97,9 2 21 95 100 0 0 70 100 70 100 164 168
3 90 100 0 0 90 100 0 0 72 100 72 100 162 168
1 138 | 98,6 2 14 140 100 0 0 107 100 107 100 247 252
Replicato

2 138 | 98,6 2 1,4 140 100 0 0 107 100 107 100 247 252
Totale 276 | 98,6 4 14 280 100 0 0 214 | 100 | 214 | 100 494 504
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Tabella 18. Riepilogo dei valori PPA e NPA per il Risultato interpretativo rispetto al Risultato di riferimento.

intlzir:l::::: l(;vo MSI-H osservato/atteso MSS osservato/atteso
% (#/n) Cl195% % (#/n)
1 100% (96/96) [96,2; 100] 100% (70/70) [94,9; 100]
Sito 2 97,7% (86/88) [92,0;99,7] 100% (72/72) [95,0; 100]
3 97,9% (94/96) [92,7;99,7] 100% (72/72) [95,0; 100]
1 100% (48/48) [92,6; 100] 100% (36/36) [90,3; 100]
2 100% (48/48) [92,6; 100] 100% (34/34) [89,7; 100]
3 95,2% (40/42) [83,8; 99,4] 100% (36/36) [90,3; 100]
Operatore

4 100% (46/46) [92,3; 100] 100% (36/36) [90,3; 100]
5 100% (48/48) [92,6; 100] 100% (36/36) [90,3; 100]
6 95,8% (46/48) [85,7;99,5] 100% (36/36) [90,3; 100]
1 95,7% (90/94) [89,5; 98,8] 100% (70/70) [94,9; 100]
Giorno 2 100% (92/92) [96,1; 100] 100% (72/72) [95,0; 100]
3 100% (94/94) [96,2; 100] 100% (72/72) [95,0; 100]
1 97,9% (94/96) [92,7;99,7] 100% (72/72) [95,0; 100]
Lotto 2 97,9% (92/94) [92,5;99,7] 100% (70/70) [94,9; 100]
3 100% (90/90) [96,0; 100] 100% (72/72) [95,0; 100]
A | 98,6%(138/140 [94,9; 99,8] 100% (108/108) [96,6; 100]
Corsa B 98,6% (138/140 [94,9; 99,8] 100% (106/106) [96,6; 100]
) 1 98,6% (138/140 [94,9; 99,8] 100% (107/107) [96,6; 100]
Replicato 2 98,6% (138/140 [94,9; 99,8] 100% (107/107) [96,6; 100]
Totale 98,6% (276/280 [96,4; 99,6] 100% (214/214) [98,3; 100]
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12.9 Valutazione della concordanza tra i metodi di analisi dei dati

E stato condotto uno studio di concordanza per confrontare il metodo di analisi dei dati MSI descritto in OncoMate® MS!
Dx Analysis System Technical Manual #TM595 per l'uso in Europa con il software utilizzato negli studi analitici e clinici di
OncoMate® MSI Dx Analysis System.

Campioni di DNA tumorale e normale accoppiato provenienti da 84 casi CRC sono stati analizzati utilizzando OncoMate® MSI
Dx Analysis System. | file di dati grezzi generati con Applied Biosystems® 3500 Dx Genetic Analyzer sono stati analizzati

e interpretati per lo stato MSI utilizzando entrambi i metodi di analisi, seguendo le procedure indicate nelle rispettive
istruzioni. Sulla base di questi risultati, la concordanza interpretativa tra i metodi & stata valutata quantitativamente
calcolando la percentuale di accordo positivo (PPA), la percentuale di accordo negativo (NPA) e la percentuale di accordo
complessivo (OPA). E stato utilizzato un criterio di accettazione di OPA > 95%.

| due metodi di analisi dei dati sono risultati equivalenti, con una percentuale di accordo complessivo del 100%. I risultati
interpretativi MSI generati seguendo le istruzioni fornite in OncoMate® MSI Dx Analysis System Technical Manual #TM595
sono equivalenti a quelli generati utilizzando il software a distribuzione limitata impiegato per gli studi analitici e clinici.

Le Tabelle 19 e 20 riepilogano i risultati di concordanza e I'accordo. Questi risultati sono stati generati utilizzando il metodo
di analisi descritto in OncoMate® MSI Dx Analysis System Technical Manual #TM595, e non con il software a distribuzione
limitata utilizzato per gli studi analitici e clinici.

Tabella 19. Valutazione della concordanza tra i risultati MSI.

Software interpretativo
a distribuzione limitata

MSI-H MSS Non Totale
valido
GeneMapper® 5.0% MSI-H 43 0 0 43
MSS 0 41 0 41
Non valido 0 0 0 0
Totale 43 41 0
*Analisi dei dati eseguita come descritto in OncoM: MSI Dx Analysis System Technical Manual #TM595

Tabella 20. Valutazione della concordanza tra i risultati MSI utilizzando GeneMapper® 5.0 o il software
a distribuzione limitata.

Stima Limite inferiore Cl 295% Limite superiore Cl 295%
PPA 100% 91,8% 100%
NPA 100% 91,4% 100%
OPA 100% 95,6% 100%

Percentuale di accordo positivo (PPA), percentuale di accordo negativo (NPA) e percentuale di accordo complessivo (OPA).
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13. Prestazioni cliniche

L'obiettivo primario della valutazione delle prestazioni cliniche era dimostrare le prestazioni di OncoMate® MSI Dx
Analysis System nell'identificazione dell'instabilita dei microsatelliti in ambito clinico, a confronto con un altro metodo
allo stato dell'arte. E stato eseguito un confronto tra i metodi OncoMate® MSI Dx Analysis System e VENTANA™ MMR IHC
Panel, che colora in base alla presenza o assenza delle proteine di riparazione del mismatch del DNA.

Lo studio e stato condotto testando una serie sequenziale di campioni di pazienti con cancro del colon retto, arricchita
con un secondo set di campioni sospetti per la sindrome di Lynch, per un totale di 146 casi. Campioni di DNA normale
e tumorale accoppiato provenienti da 146 casi di cancro del colon retto (CRC) con stato MSI sconosciuto sono stati
randomizzati e quindi analizzati con OncoMate® MSI Dx Analysis System. | riccioli campione, generati da blocchi di
tessuto FFPE, sono stati forniti a un laboratorio esterno per I'esecuzione dell'immunoistochimica. L'immunoistochimica
e stata eseguita su tutti i 146 campioni tumorali per determinare I'espressione proteica dei geni MLH1, MSH2, MSH®,
PMS2 e BRAF utilizzando VENTANA™ MMR IHC Panel sui riccioli campione forniti, secondo le istruzioni per l'uso di
VENTANA™ e le procedure operative standard del laboratorio.

13.1 Risultati di OncoMate® MSI Dx Analysis System rispetto a IHC

I risultati del confronto tra OncoMate® MSI Dx Analysis System e VENTANA [HC MMR Panel per i 146 campioni sono
riportati nella Tabella 17. Un totale di 106 campioni & stato classificato come MSS con OncoMate® MSI Dx Analysis
System e come MMR intatto per tutte e quattro le proteine MMR con VENTANA IHC MMR Panel. Trentasette campioni
hanno mostrato una perdita della colorazione IHC per almeno una delle quattro proteine MMR (dMMR). Di questi

37 campioni, 36 sono stati classificati come MSI-H con OncoMate® MSI Dx Analysis System. Ventitré campioni sono stati
considerati sospetti per la sindrome di Lynch sulla base dell'lHC (perdita dell'espressione proteica MMR e BRAF wildtype)
e della classificazione MSI-H con OncoMate® MSI Dx Analysis System. Tredici campioni sono risultati MSI-H con
OncoMate® MSI Dx Analysis System e hanno mostrato una perdita dell'espressione proteica di MLH1 e PMS2. Questi
campioni presentavano una mutazione BRAF V600E, coerente con una mutazione sporadica. Un campione € risultato MSS
ma presentava la perdita sia di MLH1 sia di PMS2, senza evidenza di mutazione BRAF V600E.

Tre campioni sono stati classificati come MSI-H con OncoMate® MSI Dx Analysis System, ma sono risultati con
colorazione IHC intatta per tutte e quattro le proteine MMR. Lo stato IHC MMR intatto associato a MSI-H & stato

riportato in letteratura con una frequenza del 5-10% (16). Cio puo presumibilmente essere attribuito a una proteina MMR
disfunzionale che conserva comunque i siti di legame dell'epitopo (ovvero, mantiene la reattivita crociata con l'anticorpo).
I risultati dello studio qui raccolti concordano con i risultati riportati in letteratura (16). | dati sono riepilogati nelle

Tabelle 21 e 22.

La percentuale di accordo positivo (PPA) & stata del 97,3% e la percentuale di accordo negativo (NPA) del 97,2%,
con una percentuale di accordo complessivo (OPA) del 97,3% tra i due metodi. L'OncoMate® MSI Dx Analysis System
ha identificato efficacemente i tumori con deficit MMR e mostra un forte accordo con VENTANA MMR IHC panel.
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Tabella 21. Confronto dei risultati interpretativi di OncoMate® MSI Dx Analysis System rispetto a IHC
(MMR: Perdita/Intatto).

® IHC
M;“;: I\ll'::tatlaysis Perdita MMR MMR intatto Totale
System N % N % N %
MSI-H 36 97,3 3 2,8 39 26,7
MSS 1 2,7 106 97,2 107 73,3
Totale 37 100 109 100 146 100

Tabella 22. Confronto dei risultati interpretativi di OncoMate® MSI Dx Analysis System rispetto a IHC
(MMR: Perdita/Intatto): Misure di accordo.

OncoMate® MSI Dx
Analysis System Stima Limite inferiore Cl 95% | Limite superiore Cl 95%
rispetto a IHC
PPA 97,3 86,2 99,5
NPA 97,2 92,2 99,1
OPA 97,3 93,2 98,9

14. Riepilogo delle modifiche

1. Aggiornato per la conformita IVDR.

Il simbolo del marchio & stato sostituito con quello del marchio registrato per OncoMate.
Modificata la Sezione 10, Bibliografia.

Aggiornato il simbolo del rappresentante autorizzato.

o kB w N

Sostituita Iimmagine di copertina e aggiornato il carattere del documento.
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TM595 Data della revisione: 7/26

Versione: Rev2

@Brevetti USA N. 7.749.706 e 7.902.343

®Brevetto USA N. 9.139.868, brevetto europeo N. 2972229 e altri brevetti in corso di rilascio.
@] colori TMR-ET, CXR-ET e WEN sono di proprieta.

©2019-2026 Promega Corporation. Tutti i diritti riservati.

GoTag, Maxwell, OncoMate e QuantiFluor sono marchi registrati di Promega Corporation.

Applied Biosystems, GeneMapper e Veriti sono marchi registrati di Applied Biosystems. C1000 Touch & un marchio di Bio-Rad Laboratories, Inc. MasterCycler
& un marchio registrato di Eppendorf. Hi-Di & un marchio di Applera Corporation. MicroAmp e POP-7 sono marchi registrati di Thermo Fisher Scientific.

| prodotti possono essere coperti da brevetti gia rilasciati o in corso di rilascio o possono essere soggetti a determinate limitazioni. Per ulteriori informazioni
visitare il nostro sito Web. Specifiche e prezzi sono soggetti a modifica senza preavviso.

Le descrizioni dei prodotti sono soggette a modifica. Per informazioni aggiornate sui prodotti Promega rivolgersi al Promega Technical Services oppure consultare
il catalogo Promega online.
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