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1. Consideraciones para ensayos nanoString (GeoMX y nCounter)

Los ensayos de GeoMx requieren un proceso de lectura de datos que, dependiendo de las
particularidades del servicio solicitado, se realiza a través de secuenciacion (Illumina) o a traves
de nCounter. Los datos obtenidos de estos procesos de lectura son importados nuevamente en
el GeoMx para su analisis.

Los ensayos especificos de nCounter utilizan un procedimiento independiente de lectura vy
analisis que no esta relacionado con el comentario anterior.

Los protocolos de nanoString son actualizados constantemente. Por ello es recomendable que
verifique si las condiciones de su experimento inicial deben sufrir algun tipo de modificacion
debido a la actualizacion de protocolos. Es conveniente contactar con el laboratorio antes de
confirmar la aceptacion de servicio o presupuesto para confirmar si ha habido algun cambio en
las condiciones iniciales.

Por ejemplo: aumentar o disminuir el area de montaje del tejido en el portaobjetos y por tanto
el numero de muestras a analizar en el ensayo, o que sea necesario anadir o quitar alguna
condicion.

Lea atentamente las siguientes recomendaciones.

El laboratorio no es responsable de resultados no satisfactorios consecuencia de no seguir
estas recomendaciones.

2. Ensayos de GeoMx

Para realizar un diseno experimental adecuado y la consiguiente aceptacion por parte del
laboratorio para su ejecucion, es necesario que el cliente conozca la siguiente informacion.

Este esquema representa de forma simplificada el proceso de los ensayos GeoMx:

. . Confirmacion del Realizacion del QCy acceso a los
Consideraclones previas laboratorio ensayo datos
21-27

2.1. Portaobjetos

Las muestras para los ensayos de GeoMx se deben montar en portaobjetos “SuperFrost Plus” o
con carga positiva para su correcta adhesion.

El uso de cualquier otro tipo de portaobjetos puede perjudicar a los resultados esperados y
provocar la pérdida de tejido durante el ensayo, por lo que esta totalmente desaconsejado por
nuestro Laboratorio.
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2.2. Tipo de tejido

Mezclar tejidos de diferente origen y conservacion en un mismo portaobjetos puede
perjudicar el experimento.

Si no va a utilizar el mismo tipo de tejido en el ensayo, es muy recomendable que se ponga en
contacto con el Laboratorio antes de realizar un diseno de distribucion de los tejidos en el
portaobjetos.

Si el tejido es de biopsia de aguja o microarray de tejido (TMA), consulte al Laboratorio la

viabilidad del ensayo y tamanos minimos puesto que areas de tejido demasiado pequenas
tambien pueden requerir cambios o validaciones en el protocolo e incluso ser descartadas.

2.3. Distribucion del tejido en el portaobjetos

Es muy importante que el tejido se encuentre dentro de la zona indicada en verde en la
siguiente figura del portaobjetos:

4—‘13.1mm | 35.3mm 28 mm 4"

MAN-10150 April 2022

Si la distribucion del tejido excede la zona recomendada, no podemos seguir adelante con el
proceso ya que la unica opcion es utilizar bisturi para eliminar el exceso de tejido, una decision
excepcional que no forma parte del procedimiento. La manipulacion de la muestra mediante
raspado puede danar la estructura del tejido con la correspondiente pérdida de parte del tejido
de interés. Ademas, dentro del GeoMx se pueden generar artefactos como pliegues en las partes
del tejido manipuladas o restos de tejido que pueden desprenderse, obstruyendo la fluidica del
equipo.

Preste especial cuidado en no solapar diferentes cortes de tejido en el momento de
montarlos en el portaobjetos.

2.4. Cortes y envio de muestras al laboratorio

Los cortes deben ser de 5 pm de grosor y lo mas recientes posibles para que haya un maximo
de 5 dias desde su corte al comienzo del ensayo. Después del montaje de las muestras en el
portaobjetos, se recomienda un secado de 20 min en estufa a 37°C. El envio se realizara el mismo
dia en el que se hagan los cortes. Una vez realizados los cortes, se recomienda guardarlos a 4°C
hasta el momento de su envio. En el caso de tejido fresh frozen, se guardara a -80°C y se enviara
en hielo seco.
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El ensayo de GeoMX esta validado con el uso de bloques menores a 3 afios de antigliedad.
Los ensayos con bloques con mas de 10 afios de antigliedad pueden no obtener resultados
significativos.

El Laboratorio llevara a cabo la gestion de la recogida de muestras salvo previo acuerdo con el
cliente, por lo que contacte con el laboratorio para coordinar la fecha de los cortes y el envio de
las muestras.

Tenga en consideracion el punto 2.5 para organizar los cortes que enviara al Laboratorio.

2.5. Seleccion de ROl y estudio previo al envio de muestras al laboratorio

Para garantizar las necesidades en la seleccion de las Regiones de Interés (ROI), el laboratorio
solicitara al cliente las imagenes de los portaobjetos en Hematoxilina-Eosina, e incluso con algun
anticuerpo de interés de los cortes adyacentes a los que se enviaran al laboratorio, con la
intencion de que estos sean lo mas representativos de lo que se va a visualizar en el momento
del ensayo.

Estas imagenes deben tener la identificacion del portaobjeto y la del tejido, asi como tener
senalizado en el tejido las ROI seleccionadas y su correspondiente nomenclatura.

El laboratorio utilizara de apoyo esta documentacion para realizar la seleccion de ROl en la forma
mas precisa y ajustada al interés del cliente. Para facilitar la interpretacion de la ubicacion de
las ROI, es muy recomendable que las imagenes enviadas sean también a diferente aumento.
Primero, con poco aumento para tener una vista general del corte y su orientacion. Segundo,
con mas aumento sobre la region de interés.

Cuanto mas claras sean las indicaciones, mayor éxito habra en la seleccion de las ROl en el
ensayo.

Tenga en cuenta que cuando se realice el ensayo, los portaobjetos estaran orientados con el
esmerilado en la parte inferior como se muestra a continuacion:

1

Esmeriladof

Orientacion del portaobjetos en
la visualizacion en GeoMx

La forma de las ROI puede ser circular con un diametro minimo de 200 micras y uno maximo de
600 micras. Las ROl tambien pueden realizarse de forma irregular.

Es muy recomendable que el cliente tenga en cuenta una “selecciéon de ROI extra” por si la
manipulacion de las muestras durante el ensayo provocase la pérdida de tejido en el area
donde habia una seleccién de ROI. Esto es una recomendacion para el caso en que alguno de
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los ROl inicialmente seleccionados no pudiese ser utilizado en el estudio en el momento de la
confirmacion de ROI.

Esta "seleccion de ROl extra” no debe ser enviada al laboratorio y debe conservarla el cliente
para ser utilizada en el caso que sea necesario.

Por favor, revise el ANEXO I: “"Presentacion de cortes y ROI" y utilicelo como ejemplo de
informacion que debe enviar al Laboratorio.

Tras la primera preseleccion de ROIs realizada por el laboratorio, se llevara a cabo una
videollamada (a través de Teams) con el cliente y el/la patologo/a para confirmar que la
seleccion de las ROIs es adecuada. Si se prefiere, también es posible realizar esta reunion de
manera presencial en nuestras instalaciones en Zaragoza. Durante estas llamadas, el cliente
tendra la posibilidad de ajustar las ROIs segun su interés de estudio. La seleccion final de las
ROIs por parte del cliente implicara su conformidad con la misma.

2.6. Segmentacion de los RO/

Si el cliente desea realizar una segmentacion de las ROI seleccionados, debe notificar al
laboratorio el tipo de segmentacion en base al marcador morfoldgico que se usara en el ensayo.
Una ROI (Regions Of Interest) no segmentada dara lugar a un AOI (Areas Of Illumination). Una
ROI segmentada dara lugar a tantas AOl como segmentos se hagan en la ROI.

Por ejemplo: en una ROl se quieren realizar dos segmentos: PanCK +y PanCK -.
En este caso, 1 ROI = 2 AOIs. 1 AOI serd PanCK +y 1 AOI PanCK -.

2.7. Tiempos estimados

De forma general, se suele agendar la realizacion del estudio a tres semanas vista desde la
aceptacion del presupuesto del cliente. Este tiempo puede variar dependiendo de la
complejidad del ensayo, de la cantidad de muestras y de la cantidad de portaobjetos del
proyecto.

2.8. Confirmacion del laboratorio

Una vez se tenga toda la documentacion mencionada en el punto 2.5 de este documento, el
laboratorio se pondra en contacto con el cliente para coordinar la recogida de los portaobjetos
para el estudio.

2.9. Realizacion del ensayo

El ensayo de GeoMx consta de dos partes:

Procesado de las muestras
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Lectura y carga de datos

El procesado de las muestras comprende desde la recepcion de los portaobjetos hasta la
recoleccion de los AOIl y la puesta a punto para posterior lectura de oligos o marcadores
moleculares unicos.

La lectura y carga de datos comprende la lectura de oligos en el equipo nCounter o
secuenciador Illumina y la conversion de los datos un formato reconocible por el software (Data
Analysis software) de analisis en el equipo GeoMx.

2.9.1. Procesado de las muestras

Nota: Todos los tiempos indicados en este punto son aproximados y dependen de la
complejidad y de la cantidad de muestras vy portaobjetos del estudio.

El tercer dia de protocolo se realiza la seleccion de ROI por parte del Laboratorio, utilizando la
informacion remitida (punto 2.5 de este documento). Ese dia, se realiza una conexion (30-40
minutos, aproximadamente) mediante la plataforma Microsoft Teams a fin de confirmar las ROI
seleccionados previamente por el Laboratorio.

En el ensayo de GeoMX, las muestras pasan por procesos fisicoquimicos que por razones
multifactoriales podrian deteriorar la integridad del tejido, pudiendo afectar a las zonas de
interés para el estudio. Para disminuir el riesgo de sufrir este deterioro, es recomendable tener
en cuenta lo siguiente:

o Utilizar los portaobjetos recomendados.

o Utilizar bloques menores a 3 anos de antigledad a la fecha del estudio. (")
e Realizar un secado de 20 min en estufa a 37°C.

e Evitar utilizar biopsias de aguja.

e Evitar solapamiento de tejido.

(") GeoMx ha sido validado para bloques de muestras de hasta 3 anos de antigtiedad preparados
a partir de tejidos con un tiempo de isquemia fria de menos de 1 hora utilizando NBF al 10% o un
fijador similar. Para obtener mejores resultados, no utilice bloques FFPE de mas de 10 anos de
antiguedad.

Independientemente de lo anterior, cumplir con los requisitos de muestra recomendados no
garantiza que en el proceso no pueda perderse parte de tejido de interés.

2.9.2. Lectura y carga de datos

El tiempo aproximado para la lectura y carga de datos puede durar una semana, dependiendo
de la lectura en nCounter o del tiempo de secuenciacion.
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2.10. QC y acceso a los datos

Una vez finalizado el ensayo, el laboratorio realizara un control de calidad de los datos obtenidos
y facilitara al cliente un nombre de usuario y una contrasena para el acceso al software de
analisis en el GeoMx.

La conexion al software de analisis del GeoMx por parte del cliente se realiza a través de una
conexion VPN. Contacte con su comercial de Diagnostica Longwood para recibir asistencia
adicional sobre la instalacion, instrucciones y conexion VPN,

2.11. Pruebas de anticuerpos

Se llevaran a cabo pruebas de marcadores morfologicos para validar los anticuerpos en el tejido
de interés. El proposito de estas pruebas es confirmar que el diseno experimental es adecuado
en términos de la compatibilidad entre los anticuerpos, fluoroforos, canales de adquisicion y
parametros de captura de imagenes. Estas validaciones se realizan utilizando un tejido
representativo del que se empleara en el estudio.

GeoMx cuenta con cuatro canales, pero solo tres de ellos estan disponibles: Cy3:568nm,
TexasRed:615nm y Cys5:666nm. EL marcador nuclear, Syto13, esta incluido obligatorio en FITC
525nm. GeoMx no utiliza DAPI debido a que se excita con la misma longitud de onda que la luz
UV, la cual se usa para separar los DSP barcodes. No es necesario que el cliente adquiera este
marcador morfologico, ya que nos encargamos de proporcionarlo. También suministramos los
marcadores mas comunes y validados por NanoString, como CD45 y PANCK. En caso de que se
utilicen anticuerpos diferentes, el cliente debe adquirirlos, verificar su eficacia en sus tejidos
mediante inmunofluorescencia y enviarlos a nuestro laboratorio para realizar el estudio de
GeoMx bajo las mismas condiciones que fueron previamente testados. En la imagen adjunta se
presenta el rango de emision de los fluoroforos que pueden emplearse en cada canal.

039 chael Em max | —Exchaon ange | Eminion o
FITC / 525 nv 480 +/- 28 nm 516 +/- 23 nm AFA488", FITC. DyLight488
Fluorescein arrane Green

5-FAM, R#

Contacte con Laboratorio (laboratorio@cagt.es) para todas las dudas relacionadas con el diseno
experimental y la seleccion de marcadores morfologicos.

3. Disposicion de las muestras post-analisis

- Conservacion de muestras y placas de hibridacion:
Las muestras recolectadas, las slides de estudio y las placas de hibridacion

obtenidas durante el estudio seran conservadas en Citogen por un periodo de 6
meses.
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- Acceso a la VPN:
El acceso a la VPN estara disponible durante 2 anos a partir de la fecha de entrega de
los datos.

- Solicitud de ampliacion:
Si requiere una extension del periodo de conservacion de muestras o del acceso a la
VPN, por favor comuniquese con nuestro equipo para gestionar su solicitud.

- Resultados del estudio:
Todos los datos, tanto los crudos como los del software de analisis, se almacenaran
en nuestro sistema durante un periodo de un ano.

Si tiene alguna pregunta o necesita mas informacion, no dude en ponerse en contacto con
nosotros a traves del correo electronico laboratorio@caqgt.es

4. Notas sobre la Responsabilidad del Usuario

Esta guia de usuario ha sido proporcionada con el proposito de asistirle con la utilizacion de la
plataforma GeoMx. Al haber llegado al final de esta guia, se asume que el usuario la ha leido en
su totalidad. El laboratorio advierte que el logro de resultados optimos esta directamente
relacionado con la comprension y aplicacion adecuada de las instrucciones proporcionadas en
esta guia. Cualquier desviacion de las indicaciones o los procedimientos puede afectar
negativamente los resultados. Por lo tanto, el laboratorio no se hace responsable de los
resultados no 6ptimos o problemas derivados de no haber leido y seguido adecuadamente esta
guia de usuario. Se recomienda encarecidamente seguir todas las instrucciones detalladas para
garantizar un uso correcto y obtener los mejores resultados posibles.

Gracias por su comprension y cooperacion.
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