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O QuantideX® gPCR BCR-ABL IS Kit &€ um teste de amplificagdo de acidos nucleicos in vitro para

a quantificacao de transcricdes de BCR-ABL1 e ABL1 em ARN total de sangue total de doentes
diagnosticados com Leucemia Mieloide Crénica (LMC) positiva t(9;22) com transcriges de fusdo

de BCR-ABL1 do tipo e13a2 e/ou el4a2. O QuantideX gqPCR BCR-ABL IS Kit é uma reacéo

em cadeia da polimerase (PCR) com transcri¢&o reversa quantitativa executada no Applied Biosystems
7500 Fast Dx Real-Time PCR Instrument ou no cobas z 480 Analyzer e destina-se a medir BCR-ABL1
a ABL1, expresso como uma reducao molecular de logs (valor MR) a partir de uma linha base de 100%
na Escala Internacional, em doentes com LMC positiva t(9;22) durante a monitorizacéo do tratamento
com inibidores da tirosina cinase (TKI).

O Teste ndo faz a diferenciacdo entre transcri¢es de fusdo el3a2 ou el4a2 e ndo monitoriza outras
transcricdes de fusédo raras resultantes de t(9;22). Este Teste ndo se destina ao diagnostico de LMC
positiva t(9;22).

O cromossoma Philadelphia (Ph), uma translocagédo reciproca t(9;22) entre o gene ABL1 no
cromossoma 9 e o gene BCR no cromossoma 22, gera o gene quimérico BCR-ABL1. A maioria dos
cromossomas Philadelphia (Ph) apresenta o rearranjo na regido de grupos de ponto de interrupgéo
(BCR) maior, codificando uma proteina quimérica 210 kD. Esta proteina quimérica p210 é traduzida

do exdo 13 (juncao el3a2) ou exdo 14 (juncédo el4a?2) do gene BCR gene justaposto ao exdo 2 do

gene ABLL1. Existem rearranjos menos comuns (por ex., ponto de interrupgao region menor, codificando uma
proteina quimérica 190 kD gerada a partir da juncéo ela2). Contudo, o Teste ndo monitoriza ela2 ou
outras transcri¢cdes de fusdo raras resultantes de t(9;22). Recomendacdes para medicdes de transcri¢cbes de
fusédo de BCR-ABLL1 periodicas, com RT-gPCR para monitorizar a resposta ao tratamento em doentes com
LMC em comparagéo com pontos de referéncia clinicos particulares, foram introduzidas e incorporadas em
diretrizes de tratamento reconhecidas (por exemplo, NCCN para LMC v.1.2015 ou versdo mais recente).

O QuantideX gPCR BCR-ABL IS Kit (o Teste) é um teste de amplificacdo de &cidos nucleicos para

a quantificacdo de ARN BCR-ABL1. O Teste fornece amplificacéo e detecdo em simultdneo de duas
transcri¢cbes de fusdo BCR-ABL1 (el13a2 e el4a2) e ABL1 (um controlo endégeno) utilizando ARN
extraido de glébulos brancos de origem humana enriquecidos a partir de sangue total com EDTA. O Teste
utiliza PCR (RT-PCR) multiplex em combinagdo com tecnologia de sonda de hidrélise em tempo real.

As translocac8es de BCR-ABL1 el3a2 e el4a2 sdo amplificadas, detetadas e quantificadas em simultaneo
utilizando uma sonda que € visualizada no canal FAM. A dete¢&@o do gene ABL1 utiliza uma sonda
etiquetada para o canal Cy5. Os primers especificos de ABL1 tém como alvo ABL1 nos exdes 10 e 11.
Este design multiplex permite o controlo interno de quantidade e qualidade de ARN através do nivel

de expressdo ABL1 em cada poco de reacdo para além da funcdo priméaria da computacéo do valor %IS
de uma amostra (o racio de percentagem de BCR-ABL1 para ABL1 expresso na Escala Internacional),
também expressavel como um valor de reducdo molecular (MR, uma diminuigao logaritmica da linha
base comum de 100%IS ou MRO; consulte a descri¢éo adicional do formato de relatério abaixo).
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Os reagentes sdo adaptados para utilizacdo no ABI 7500 Fast Dx Real-Time PCR Instrument

ou no analisador Roche cobas z 480 Analyzer. O Teste inclui reagentes suficientes para 60 reacdes.
O conjunto do calibrador de teste inclui calibradores externos construidos com tecnologia

Armored RNA Quant® (ARQ) para gerar valores MR rastreaveis a partir de uma Unica curva

de calibracéo (fornecida). Os calibradores sédo executados em duplicado e todas as outras amostras
e controlos sé@o executados em singular. O tempo necessario a partir da etapa de configuracao

RT através da geragao do ultimo resultado de teste é <4 horas para um conjunto completo.

Formato de valores reportaveis (%IS vs. MR)

O valor numérico da Escala Internacional da WHO é %IS — o racio, expresso como uma percentagem,
de expresséo de BCR-ABL1 para a expressdo de um gene de controlo (ABL1 para o Teste). Outro valor

habitualmente reportado na literatura é a Reducédo Molecular ou valor MR. O valor MR é tradicionalmente

escrito como MR**, Contudo, para simplicidade e legibilidade, o Teste ira reportar o valor como MRX,X.
O valor MR é a reducéo de log10 a partir da linha base internacionalmente padronizada, definida como
100%IS (White et al. 2010). Desta forma,

100
—) =10g,0(100) — log1¢(%IS) = 2 — log10(%IS)
%IS

MRx,x = loglo(
O Teste utiliza valores MR para os padrfes de calibracdo, bem como o resultado da amostra priméria,
com %IS também reportado. A Escala Internacional (%IS) € um progresso geométrico; assim, as medi¢des
repetidas de uma amostra ndo sado distribuidas normalmente pela média. Os valores %IS necessitam
de transformagcao de logs antes da execugéo de qualquer analise estatistica que requer dados normalmente
distribuidos. As médias estatisticas e os desvios padrao reportados neste documento utilizam a escala MR.

A tabela abaixo indica um resumo de varios valores MR [MR = 2 — log10(%lS)] e os valores %IS
correspondentes (%IS = 102~R) para referéncia.

0,0 100

0,5 32

1,0 10

15 3,2
2,0 1

2,5 0,32
3,0 0,1
3,5 0,032
4,0 0,01
4,5 0,0032
4,7 0,002
50 0,001
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Calculo de copias de ABL1/gPCR

Os valores Ct gerados pelo instrumento PCR em tempo real podem ser utilizados para calcular cépias
de ABL1/gPCR. Para determinar cépias de ABL1/gPCR, utilize a férmula abaixo. Tera de saber o seguinte
para cada amostra:

e L =Valor especifico do lote conhecido, “Copias de ABL1” do certificado de analise
Este valor representa a média das cépias/qPCR para ABL1 nas formulacdes CAL para este kit de lote.

e C =Valor Ct médio de ALL os pogos de CAL {CAL1, CAL1, CAL2, CAL2, CAL3, CAL3, CAL4, CAL4}
e U =Valor Ct da amostra desconhecida
e D = ACt(conhecido-desconhecido) = (C — U)

ABL1 Cépias/qPCR = 2(¢~U) x L = 28¢t x [, =20 x L

Por exemplo, no Microsoft Excel, a férmula pode aparecer como:
=2MC—-U)*L

Alternativamente, o Asuragen QuantideX® Reporter Software calcula cépias de ABL1/gPCR
automaticamente para cada amostra.

Ligue para a assisténcia técnica da Asuragen (+1.877.777.1874 ou +1.512.681.5200) para obter
assisténcia na configuragdo do software.

Esquema do fluxo de trabalho de teste QuantideX gPCR BCR-ABL IS

A

Blood in EDTA
Tubes
B Hands-On Time
Instrument Time
Total = ~4 hours
Total RNA .
1000-5000ng RT Reaction gPCR Results
PCR
RT 90 min.

70 min.

Figura 1: esquema do fluxo de trabalho de teste QuantideX gPCR BCR-ABL IS
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Reagentes fornecidos com o kit

e Os reagentes fornecidos sdo suficientes para até 60 reacdes. Os calibradores sédo executados
em duplicado e todas as outras amostras e controlos séo executados em singular.

e Os reagentes foram verificados para até 4 utilizacdes totais através de estudos volumétricos
e de congelagéo e descongelacado. As utilizagbes adicionais ndo sdo recomendadas.

145388 Diluent -15a-30°C
145389 RT Buffer -15a-30 °C
145390 RT Enzyme Mix -15a-30 °C
145391 gPCR Buffer -15a-30 °C
145392 BCR-ABL IS Primer Probe Mix -15a-30 °C
145393 gPCR Enzyme Mix -15a-30 °C

145260 BCR-ABL IS CAL1 -15a-30°C
145261 BCR-ABL IS CAL2 -15a-30°C
145262 BCR-ABL IS CAL3 -15a-30°C
145263 BCR-ABL IS CAL4 -15a-30°C
145264 BCR-ABL IS CONH -15a-30 °C
145265 BCR-ABL IS CONL -15a-30°C
145266 BCR-ABL IS CONN -15a-30°C

Reagentes necessarios mas nao fornecidos

e Os reagentes para isolamento de ARN n&o estéo incluidos no conjunto. O ARN pode ser extraido
através de metodologias de preparacdo comuns de amostras validadas em laborat6rio para
assegurar a alta qualidade, ARN intacto com contaminacéo minima de ADN.

00002239v9, 2021-10-26

Pagina 5|46



Consumiveis e equipamento necessarios mas ndo fornecidos

¢ Equipamento de laboratério geral e espaco de trabalho para executar RT e gPCR
e Centrifuga capaz de girar placas de reacdo de 96 pocos

e Bloco de calor capaz de aquecer tubos de microcentrifuga de 1,5 ml a 75 °C (certifique-se de que
os tubos sdo compativeis com os pogos do bloco de calor)

e MicroAmp® Fast Optical 96-Well Reaction Plate com cddigo de barras, 0,1 ml (7500 Fast Dx)
¢ MicroAmp® Optical Adhesive Film (7500 Fast Dx)
e LightCycler® 480 Multiwell Plate 96, branca, com LightCycler® 480 Sealing Foil (cobas z 480)

e Applied Biosystems 7500 Fast Dx Real-Time PCR Instrument ou Roche cobas z 480 Analyzer
validados pelo laboratério com este Teste

e Conserve os reagentes do Teste num congelador que faca acumulacéo de gélo.

e Evite uma exposicdo longa do Primer/Probe Mix (Ref.2 145392) do Teste a luz, dado que este
reagente é fotossensivel.

¢ Nao utilize o agitador vortex nos frascos do Calibrador ou Controlo do Teste.

o Depois de descongelar e antes de abrir, centrifugue brevemente cada componente para recolher
as solugdes no fundo dos frascos.

e Os reagentes foram verificados para até 4 utilizacdes totais através de estudos volumétricos
e de congelacéo e descongelacdo. As utilizacdes adicionais ndo sdo recomendadas.

Manuseamento de amostras

As amostras devem ser recolhidas através da recolha de sangue de, pelo menos, 5 ml em tubos de sangue
EDTA. Uma vez que o ARN esta sujeito a degradacao por RNases omnipresentes em amostras de origem
humana, de forma a minimizar o manuseamento de amostras, € recomendado enviar amostras (ou seja,
sangue total) em embalagens frias retiradas do armazenamento entre 2 a 8 °C, conservar a amostra
entre 2 a 8 °C assim que recebida no laboratdrio e processar amostras dentro de 72 horas ap6s a recolha.
Tempos inferiores podem ser ideais para as medi¢cdes mais sensiveis de quantidades de BCR-ABL1
(Hughes et al., 2006).

Etapas pré-analiticas

Extrac&o de ARN

O ARN total extraido através de metodologias comuns de preparacédo de amostras de sangue total recolhido
em EDTA é compativel com méALL RT-gPCR. Em geral, recomenda-se a recolha de um objetivo de 20 milhdes (2
x 107) de células nucleadas, enriquecidas e extraidas para ARN a uma concentragdo-alvo de 100-500 ng/ul.
Além disso, a qualidade e quantidade de ARN pode afetar largamente os resultados; por exemplo,
observou-se que amostras com racios muito baixos de OD260/OD230 interferem com a detegéo de pigmentos
de referéncia passiva, que podem levar a erros de software e/ou quantificacdes erradas.
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O ARN total purificado tem de ser avaliado quanto a concentracdo (OD2s0 que indica uma concentragao
de 2100 ng/ul) e pureza (conforme estimado pelo racio OD260/OD2so >1,6 e racio OD260/ODz230 >1,2)
através de méALL espectrofotométricos padrédo. Para facilitar a configuragéo rapida e eficaz do Teste, as
amostras de ARN devem ser ajustadas em concentracdo (100-500 ng/ul) para permitir um volume

de entrada constante de 10 ul por reacdo de RT em singular por amostra.

Volume de sangue total Variavel

Contagem de células Objetivo de 20 milhdes

nucleadas (2 x107)

Concentracdo de ARN 100-500 ng/pl

Pureza de ARN Ré&cio de OD260/OD2go >1,6
Racio de OD260/OD230 >1,2

Criagao de definicBes de filtro do instrumento

Seguem-se as instru¢des para os instrumentos ABI 7500 Fast Dx Real-Time PCR

e cobas z 480 da Roche. Tenha em atencao que esta seccdo so6 serd executada quando utiliza

o conjunto QuantideX® gPCR BCR-ABL IS Kit no instrumento validado pela primeira vez. As definicoes
de Excitation/Emission sdo guardadas no software para utilizagdo futura.

Software SDS v1.4 do ABI 7500 Fast Dx Real-Time PCR Instrument

Programe os detetores ABI 7500 Fast Dx Real-Time PCR conforme indicado abaixo.

Inicie o 7500 System SDS Software e introduza as suas informac¢des de inicio de sesséo.

Selecione Create New Document (Criar novo documento).

No New Document Wizard (Assistente de novo documento), defina o Run Mode (Modo de execucao)
para Standard 7500 (Padréo 7500) e clique em Finish (Terminar).

5. Na fita superior, selecione Tools (Ferramentas) e depois Detector Manager (Gestor de detetor).

6. No canto inferior esquerdo, selecione File (Ficheiro) e depois New (Novo).

7. Dé um nome ao New Detector (Novo detetor) (por ex., BCR-ABL1 ou ABL1).
8

9

rPowbdE

Selecione o Reporter Dye (Pigmento do relator) (ou seja, FAM e Cy5, respetivamente).
. Escolha uma cor distinta.
10. Repita as etapas 6—9 para o outro detetor.
11. Selecione ambos os Detectors (Detetores) e clique em Add to Plate Document (Adicionar ao documento
da placa).
12. Clique em Done (Concluido).

Software UDF, verséao 2.0.0, do Roche cobas z 480 Instrument

1. Programe as definicdes do filtro de emissdes e excitacdo do cobas z 480 Analyzer conforme
indicado abaixo.

2. Inicie o software UDF e introduza as suas informacg@es de inicio de sesséo.

3. A partir da Overview Window (Janela descricéo geral), clique no botdo Tools (Ferramentas) f
no lado direito do ecra (na imagem).

4. No menu esquerdo, clique em Detection Formats (Formatos de detecao).

5. Cligue no botdo New (Novo).
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6. Introduza um titulo para o novo formato (por exemplo, “CML IS Kit (Conjunto CML IS”).

7. Na caixa Filter Combination Selection (Sele¢do de combinac¢é&o de filtro), clique nas caixas
na intersec¢do de 465 e 510 e a intersec¢do de 610 e 670 (consulte a imagem abaixo).

8. Introduza um titulo para as Filter Combinations (Combinagdes de filtros) (por exemplo, “FAM
para 465/510 e “Cy5” para 610/670).

9. Na seccéao Selected Filter Combination List (Lista de combinacéo de filtros selecionada),
introduza o seguinte para ambas as combinacdes de filtros (consulte a imagem abaixo):
a. Melt Factor (Fator de derretimento) = 1
b. Quant Factor (Fator de quant.) = 10
c. Max Integration Time (Sec) (Tempo de integragdo max. [s]) = 2

10. Verifiqgue se as suas caixas de verificagdo Filter Combination (Combinacao de filtros)
e definicdes correspondem a imagem abaixo.

11. Clique no botéo Close (Fechar).

”

Filter Combination Sel

Emission

510 580 610

645

]
=)
=]
-
=
=]

E
L T I I I I B
c
i 498 r - - r-r
i: 540 - rrrr
i 610 r VI
o
n 68 r
e
Sel d Filter Combi List
Excitation | Emission Name Melt | Quant Max Integration
Filter Filter Factor | Factor  Time (Sec)
465 510 FAM 1 10 2
610 670 Cy5 1 10 2
Cl
\ ose

Descricdo geral do protocolo de teste QuantideX® gPCR BCR-ABL IS

As Master Mix séo preparadas a temperatura ambiente para o nimero adequado de rea¢des em cada
etapa do protocolo de acordo com as tabelas fornecidas. Os reagentes fornecidos séo suficientes para
até 60 reac8es. A placa de 96 pocos pode ser enchida com um conjunto de 60 reacdes completo sem

a utilizagao de pocos de canto ou margem. Os reagentes séo verificados para utilizagao depois de 3 ciclos
de congelamento/descongelamento para suportar 4 utilizagées. Nas instrugdes seguintes, uma “area
sem modelos” refere-se a uma secc¢do de um laboratdrio que ndo contém materiais que podem ser
ampliados (por ex., calibradores, controlos, amostras de doentes, produtos gPCR amplificados). A “area
modelo” refere-se a uma area do laboratério onde esses materiais que podem ser ampliados sao gerados,
armazenados ou manipulados.
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Preparacdo RT

1. Configure um bloco de aquecimento numa area de modelo capaz de aquecer tubos de microcentrifuga
de 1,5 ml até 75 °C.

Nota: Certifique-se de que a etapa lise por calor seja desempenhada correctamente. O bloco

de aguecimento deve ser compativel com os tubos utilizados; por exemplo, néo utilize tubos

de fundo em V em pocos de fundo em U. A temperatura do bloco de calor deve ser verificada

com um termémetro calibrado ou sonda de temperatura.

2. Preparacéo da Master Mix:

a. Conte o numero de reagdes (incluindo CALs, CONs e amostras clinicas) a executar no Teste.
Requisitos minimos de execucdo em lote: 4 CALs em duplicado cada, 3 CONs em singular cada,
para um total de 11 pocos. Cada amostra é executada em singular.

b. Utilize a tabela abaixo para determinar o nimero de reagdes adicionais a acrescentar a sua
Master Mix. Este excedente é adicionado para assegurar que ha Master Mix suficiente para
cada reacao na placa.

<20 3
21 30 5
31 40 7
41 50 8
51 60 9

3. Programe o instrumento gPCR conforme detalhado abaixo.

Utilizadores do ABI 7500 Fast Dx: Programe o ABI 7500 Fast Dx Instrument conforme detalhado abaixo.
a. Inicie o software.
b. Clique em Create New Document (Criar novo documento)
c. No New Document Wizard (Assistente de novo documento), selecione as seguintes opc¢des:
i. Ensaio: curva padréo (Quantificacdo Absoluta)
ii. Assay (Ensaio): Standard Curve (Absolute Quantification [curva padrdo (Quantificagéo
Absoluta)]
iii. Container (Recipiente): 96-Well Clear (transparente de 96 pocos) (ou selecione um modelo
definido pelo laboratorio)
iv. Run Mode (Modo de execuc¢do): Standard 7500 (Padréo 7500)
v. Operator (Operador): introduza as iniciais do operador
vi. Plate name (Nome da placa) [predefinido]
d. Clique em Finish (Terminar)
e. Selecione o separador Instrument (Instrumento) na parte superior esquerda
f. Na area Thermal Cycler Protocol (Protocolo do termociclador), no separador Thermal Profile
(Perfil térmico), introduza as seguintes condi¢des:
i. 25 °C durante 10 minutos
ii. 42 °C durante 45 minutos
ii. 93 °C durante 10 minutos
iv. 25 °C durante 60 minutos
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Neste ponto, o seu ecrd deve aparecer como ha imagem abaixo.

Thermal Cycler Pratocol

Thermal Profile ]Autn Increment] Rarmp Hatel

Stage 1 Stage 2 Stage 3 Stage 4
Reps: [1 | Reps: [1 | Reps:[1 | Reps:[1
53.0
10:00
420

25.0 | 45:00 25,0
/A [10:00 80:00

addCycle | [ AddHold | dd Step | #dd Dissociation Stage Help
Settings

Sample Yalume [pL] : IT

Run Mods | Standard 7500 |

[ata Collection : | j

Utilizadores do Roche cobas z 480: Programe o Roche cobas z 480 Analyzer conforme
indicado abaixo.

a.

b.
c.
d

Inicie o software UDF e introduza as suas informacdes de inicio de sesséo.
Clique no botdo New Experiment (Nova experiéncia).
Configure o Reaction Volume (Volume de reacéo) para 15 no canto superior direito do ecra.
Na caixa Programs (Programas), configure o nimero de Cycles (ciclos) para 1 e o Analysis Mode
(Modo de anadlise) para Melting Curves (Curvas de derretimento).
Na caixa Temperature Targets (Objetivos de temperatura), introduza as seguintes temperaturas
e tempos:

i. 25 °C durante 10 minutos

ii. 42 °C durante 45 minutos

iii. 93 °C durante 10 minutos

iv. 25 °C durante 1 hora
Nota: utilize os botdes “+” e “-” para adicionar ou eliminar etapas de reagédo. Se nao conseguir
definir temperaturas para 25 °C, verifiqgue para ver se o Analysis Mode (Modo de analise) esta
definido para Melting Curves (Curvas de derretimento) (consulte a etapa d acima).
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f. Neste ponto, o seu ecré deve aparecer como a imagem abaixo.

A Temperature Targets
Target (°C) Acquisition Mode Hold {(hh:mm:ss) Ramp Rate (°C/s) = Acquisitions (per °C) | Sec Target (°C) | Step Size (°C) Step Delay (cycles)
25 |Hone 00:10:00 |44 s s
42 = Mane 00:45:00 44 : =
93 = Hone 00:10:00 44 = =
»|25 +{None ~|01:00:00 s12.2 = S

Temperature (°C)
o
=}

40
30

0:00:00 016:11 05525 20627
Estimated Time [h:mm:ss)

Reacao RT

Nota: a ordem das operac¢Bes apresentadas abaixo € geral e deve ser otimizada para o fluxo de trabalho
individual de cada laboratério. A Asuragen recomenda vivamente a segregac¢ao de reagentes de Calibradores
(CALs), Controlos (CONs) e amostras clinicas utilizando areas de modelo e isentas de modelo.

1. Descongele o RT Buffer do Teste e o Test Diluent & temperatura ambiente.
Deixe a Test RT Enzyme Mix do Teste no congelador e/ou num bloco frio.
3. Descongele os tubos do Calibrador (CAL, tampa verde) e do Controlo (CON, tampa azul)
a temperatura ambiente
a. Misture suavemente os CALs/CONSs descongelados dando leves pancadas (hdo com
o agitador vortex).
b. Centrifugue
4. Etiquete sete tubos da microcentrifuga de 1,5 ml como CAL1, CAL2, CAL3, CAL4, CONH, CONL e CONN.
Transfira 15 ul de cada Controlo (CON) para o tubo corretamente etiquetado.
6. Transfira 25 pl de cada Calibrador (CAL) para o tubo corretamente etiquetado.
Nota: este volume é diferente dos Controlos.
7. Agueca os CALs e CONs transferidos a 75 °C durante 5-7 minutos.
a. Permita que os materiais se equilibrem a temperatura ambiente durante 5—10 minutos depois
de aquecer.
b. Durante o equilibrio, continue com a proxima etapa abaixo. (Nota: as amostras do doente ndo
serdo aquecidas.)
8. Remova as amostras clinicas a descongelar. (Se as amostras demorarem habitualmente mais tempo
a descongelar, esta etapa pode ser movida para cima no método validado.)

n

o
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10.

11.

12.

13.
14.

Monte a Master Mix (MMXx) pela ordem indicada abaixo.

Nota: o intervalo de entrada de ARN do Teste é 1000 a 5000 ng por reacdo RT. Se a sua preparacao

de ARN for 100-500 ng/ul e o racio OD260/OD2go for >1,6 e 0 racio OD2s0/OD230 for >1,2, entéo adicione
10 ul de ARN diretamente sem diluicdo. Se a sua preparacdo de ARN for >500 ng/ul, entéo utilize
menos ARN 1) diluindo a preparacao de ARN para 100-500 ng/ul ou 2) adicionando menos de 10 pl
de ARN e, em seguida, trazendo o volume de reacao final para 15 pl com Diluent Test (segundo

0 processo validado pelo seu laboratério). A forma mais consistente de alcancar preparacdes de ARN
entre 100-500 ng/ul é ajustar o volume da etapa de eluicao/ressuspenséo do método de isolamento
de ARN do laboratério.

Calculo da RT Master Mix:

Por poco MMx x N
Test RT Buffer 3,5 ul 3,5%xN
Test RT Enzyme Mix 1,5 ul 15xN
ARN (adicionar separadamente) até 10 pl adicionar separadamente
Test Diluent (adicionar separadamente) QS para 15 pl adicionar separadamente
Volume total 15 ul 5xN

Utilize suavemente o agitador vortex na RT Master Mix

a. Centrifugue

b. Adicione 5 yl em cada poco a temperatura ambiente
Nota: dado que a RT Master Mix € um pouco viscosa, é importante uma técnica de pipetagem
adequada para assegurar que o volume pretendido pode ser recuperado a partir do frasco de Master
Mix. NAO coloque a ponta da pipeta no ou junto do fundo da Master Mix durante cada recolha.
NAO coloque a ponta da pipeta logo abaixo da superficie da Master Mix durante cada recolha.

Misture cuidadosamente os tubos de CAL e CON aquecidos da etapa 7 dando leves pancadas

(ndo com o agitador vortex)

a. Centrifugue

b. Adicione 10 pl a cada poco respetivo

c. Misture através de pipetagem suave (5x para cima/baixo). Evite a formacao de bolhas.

Misture suavemente as amostras de ARN

a. Centrifugue

b. Adicione até 10 pl a cada pogo respetivo. (Se utilizar menos de 10 ul de ARN, adicione o Test Diluent
para um total de 15 pl.) Nota: uma placa de 96 pocos pode ser enchida com um conjunto de
60 reacBes completo sem a utilizagdo de pocos de canto ou margem. N&o utilize pogos
de canto ou margem da placa de reacéo.

c. Misture através de pipetagem suave (5x para cima/baixo). Evite a formacao de bolhas.

Nota: o volume de reacéo final por pogo é 15 pl.

Amostras
RT Master Mix 5ul
Amostra de ARN até 10 pl
Test Diluent volume para 15 pl
Volume total (por pocgo) 15 pl

Tape os pogos com a pelicula de vedagédo adequada.
Gire a placa para remover quaisquer bolhas (1 minuto a 400 x g).
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15. Transfira rapidamente a placa para o instrumento pré-programado conforme indicado nas etapas
Pré-analiticas acima.
a. Clique em Start (Iniciar) (7500 Fast Dx) ou Start Run (Iniciar execucéo) (cobas z 480)
b. Guarde o ficheiro
c. Antes de sair do instrumento, recomenda-se que verifique que a execucéo foi iniciada com éxito
16. A gPCR master mix pode ser preparada para coincidir ligeiramente com o final da reacdo RT.
Por exemplo, inicie cerca de 15 minutos antes desta hora. Consulte abaixo.
17. A placa RT pode ser removida da maquina a qualquer ponto durante o minuto 60 final, 25 °C
em espera.
a. Gire a placa para recolher condensagéo (1 minuto a 400 x g)
b. Prossiga imediatamente para gPCR (né&o guarde a placa RT)

Preparacdo gPCR

Nota: os utilizadores do Roche cobas z 480 Analyzer devem programar a excitacao correta
e os filtros de emissédo para assegurar a compatibilidade com as sondas BCR-ABL1 e ABL1
conforme descrito na seccao de Etapas pré-analiticas.

1. Preparacao da Master Mix:

a. Conte o niumero de reagdes (incluindo CALs, CONs e amostras clinicas) a executar no Teste.
Isto deve corresponder ao nimero da etapa RT acima.

b. Utilize a tabela abaixo para determinar o nimero de reagdes adicionais a acrescentar a sua
Master Mix. Este excedente é adicionado para assegurar que ha Master Mix suficiente para
cada reacéo na placa.

Nota: estes montantes excedentes podem ser diferentes dos da sec¢é@o de Preparacéo RT acima.

<20 3
21 30 4
31 40 5
41 50 6
51 60 7

2. Programe o instrumento gPCR conforme detalhado abaixo.

Utilizadores do ABI 7500 Fast Dx: Programe o ABI 750 Fast Dx Instrument conforme detalhado abaixo.
a. Inicie o software.
b. Clique em Create New Document (Criar novo documento)
c. No New Document Wizard (Assistente de novo documento), selecione as seguintes opcdes:
i. Assay (Ensaio): Standard Curve (Absolute Quantitation) (Curva padréo
[Quantificacdo Absoluta])
ii. Container (Recipiente): 96-Well Clear (transparente de 96 pocos)
iii. Template (Modelo): Blank Document (documento em branco) (ou selecione um modelo
definido pelo laboratorio)
iv. Run Mode: Standard 7500 (Modo de execuc¢ao: Padrao 7500)

00002239v9, 2021-10-26 Pagina 13|46



v. Operator (operador): introduza as iniciais do operador
vi. Plate Name (Nome da placa): introduza o nome do ficheiro pretendido
d. Cligue em Next (Seguinte)
e. Na caixa de didlogo Select Detectors (Selecionar detetores):
i. Selecione o detetor BCR-ABL1 e, em seguida, clique em Add>> (Adicionar).
ii. Selecione o detetor ABL1 e, em seguida, clique em Add>> (Adicionar).
iii. Referéncia passiva: ROX
f. Cliqgue em Next (Seguinte)
g. Selecione os poc¢os que contém amostras (incluindo pogos CAL/CON).
AVISO: a andlise de pocos vazios ira resultar em resultados falsos para esses pocos nas tabelas
de resultado geradas pelo software interpretativo.
h. Clique em Use (Utilizar) para ambos os detetores
i. Clique em Finish (Terminar)
j. Certifique-se de que os separadores Setup (Configuracéo) e Plate (Placa) estdo selecionados
k. Selecione o separador Instrument (Instrumento) na parte superior esquerda
I.  Na area Thermal Cycler Protocol (Protocolo do termociclador), o separador Thermal Profile
(Perfil térmico), realiza as seguintes acgdes:
i. Elimine a Fase 1 (exceto se esta tiver sido concluida num modelo definido pelo laboratério)
ii. Deixe atuar a 95 °C durante 10 minutos
iii. 40 ciclos de 95 °C durante 15 segundos, 63 °C durante 1 minuto
iv. Introduza o sample volume (volume de amostra) de 25 pl
V. Run Mode (Modo de execucéo: standard 750 (padréo 750)
vi. Recolha dados utilizando a definigdo “Stage 2, Step 2”
[Fase 2, etapa 2 (63,0@1:00)]
m. Neste ponto, o seu ecra deve aparecer como na imagem abaixo:

Thermal Cycler Protocol

Thermal Frofile ]f-\uto Increment] Ramp Hate]

Stage 1 Stage 2
Reps:[1 | Reps:[40 |
[o5.0 [eso ]
R [0:15 |‘
AddCycle | Add Hold \ fdd Step | £dd Dissaciation Stage Help
Settingz
Sample Wolume [pL] : 28
Run Mode | Standard 7500 -]
Diata Collection : |Stage 2. Step 2 [62.0 @ 1:00] ~|
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0.

Etiquete os pocos de amostra conforme abaixo utilizando este processo: Selecione o separador
Setup (Configuracd@o) na parte superior esquerda.

Clique com o botéo direito do rato no mapa de placas e, em seguida, selecione Well Inspector
(Inspetor de pogos). Com o Well Inspector (Inspetor de po¢os) aberto, selecione um pogo ou pogos
e digite 0 nome da amostra. Selecione 0 po¢o ou po¢os seguintes e digite 0 nome da amostra.
Continue até todas as amostras estarem nomeadas. Feche o Well Inspector (Inspetor de pogos).
Nota: uma placa de 96 pocgos pode ser enchida com um conjunto de 60 rea¢Bes completo sem
autilizacdo de pocos de canto ou margem.

i. CALL para Calibrador 1

ii. CAL2 para Calibrador 2
iii. CAL3 para Calibrador 3
iv. CAL4 para Calibrador 4

v. CONH para controlo elevado
vi. CONL para controlo baixo

vii. CONN para controlo negativo
viii. [ID de acesso] para amostras clinicas

Certifique-se de que os detetores e 0s agentes de extingdo estédo selecionados conforme
indicado abaixo.

i. FAM para BCR-ABL1; agente de extingdo=nenhum

ii. Cyb5 para ABL1; agente de extingdo=nenhum

iii. Selecione “ROX” para referéncia passiva

Utilizadores do Roche cobas z 480: Programe o Roche cobas z 480 Analyzer conforme
indicado abaixo.

a.
b.
c.

Inicie o software UDF e introduza as suas informacdes de inicio de sesséo
Clique no botdo New Experiment (Nova experiéncia)
Clique no menu pendente Detection Format (Formato de detecdo) e selecione o formato
configurado anteriormente (consulte Etapas Pré-analiticas: software de definiges de filtros
do Roche cobas z 480, versao 2.0.0; o nome “CML IS Kit (Conjunto CML IS Kit)” foi dado
como exemplo)
Configure o Reaction Volume (Volume de reacéo) para 25
Nas secc¢do Programs (Programas), execute as seguintes acdes:
i. Defina o nimero de Cycles (ciclos) para 1 e o Analysis Mode (Modo de anélise)
para None (Nenhum).
ii. Clique no botao “+” a esquerda para adicionar um segundo Program (programa).
iii. Altere o segundo Program (programa) para 47 ciclos. Altere o Analysis Mode
(Modo de andlise) para Quantification (Quantificacéo).
iv. Na seccdo Programs (Programas), selecione o primeiro Program (programa) (1 ciclo).
Na caixa Program Temperature Targets (Objetivos de temperatura do programa), introduza
a seguinte temperatura e tempo: 95 °C durante 10 minutos
Na seccdo Programs (Programas), selecione o segundo Program (programa) (47 ciclos)
Na seccdo Program Temperature Targets (Objetivos de temperatura do programa), introduza
0s seguintes parametros de Temperatures (temperaturas), Acquisition Mode (Modo de aquisi¢c&o)
e Times (tempos):
i. Temperature (temperature): 95 °C; Acquisition Mode (Modo de aquisi¢cdo): None (nenhum);
Time (time): 15 segundos
ii. Temperature (temperature): 63 °C; Acquisition Mode (Modo de aquisi¢ao): Single (Unico);
Time (tempo): 1 minuto
Nota: utilize os botdes “+” e

para adicionar ou eliminar etapas de reagao.
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i. Naseccéo Programs (Programas), selecione o segundo programa e verifique que o ecra
corresponde a imagem abaixo. Nota: o0 nome do Detection Format (formato de detecéo) ira
corresponder ao titulo que atribuiu nas Etapas pré-analiticas e pode assim diferir da imagem.

J LightCycler® 480 SW - User Defined Workflow for cobas z 480 =
Instrument: cobas z 480 / Standby (no MWP) Datal My Comg (Tr: ble)
Window: INEW Experiment j User: System Admin
Run Protocol | Data ‘ Run Notes |
Setup-
Detection Fermat |CML IS Kit j Block Size Plate 1D Reaction Volume |25 E|:
Subset
Editor Coler Comp ID I Lot No Test ID I

Programs
e Program Name Cycles Analysis Mode
Editor 7S
Program 1 “{Mone -
3[Progran A7 = Quantification -

|
||
Program Temperature Targets
Target (°C}) Acquisition Mode Hold (hh:mm:ss) Ramp Rate ("C/s) = Acquisitions (per °C) | Sec Target (°C) Step Size (°C) | Step Delay (cycles)
»|95 *|None ~|00:00:15 144 = S [ -0 -0 =
63 *|Single 00-01-00 2.2 S 0 o 10 =
)
Overview
100
a0
g a0
g 70
g 60
E 50]
Al
30
0.00:00 0:10:24 02115 03217 04309 1:0512 11624 1:2716 13828

06421
Estimated Time [(h:mm-ss)

j-  Clique no botdo Sample Editor (Editor de amostras) ho menu esquerdo. Etiquete 0s pogos
conforme abaixo utilizando este processo: Utilize a seccdo da Step 2 (Etapa 2) para selecionar
um pocgo ou po¢os no mapa de placas. Na seccdo da Step 3 (Etapa 3), introduza o Sample Name
(nome da amostra).

Nota: uma placa de 96 pog¢os pode ser enchida com um conjunto de 60 rea¢Bes completo
sem a utilizacdo de pog¢os de canto ou margem.
i. CAL1 para Calibrador 1
ii. CAL2 para Calibrador 2
iii. CAL3 para Calibrador 3
iv. CAL4 para Calibrador 4
v. CONH para controlo elevado
vi. CONL para controlo baixo
vii. CONN para controlo negativo
viii. [ID de acesso] para amostras clinicas

k. Clique no botdo Experiment (Experiéncia) no menu a esquerda para regressar ao ecra

de configuracéo.
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Reacao gPCR

Nota: a ordem das operac¢fes apresentadas abaixo € geral e deve ser otimizada para o fluxo de trabalho
individual de cada laboratério. A Asuragen recomenda vivamente a segregacao de reagentes de Calibradores,
Controlos e amostras clinicas utilizando areas de modelo e isentas de modelo.

1. Remova o Test gPCR Buffer do Teste e o Primer/Probe Mix a temperatura ambiente para
descongelar. Deixe a Test qPCR Enzyme Mix do Teste no congelador e/ou num bloco frio.

2. Prepare uma Master Mix (MMx) qPCR pela ordem indicada a temperatura ambiente.

gPCR Master Mix — Célculo por amostra

Por poco MMx x N

Test gPCR Buffer 11 ul 11 xN
Test Primer/Probe Mix 3,4 pl 3,4xN
Test gPCR Enzyme Mix 0,6 ul 0,6 x N
Volume total 15 ul 15x N

3. Misture suavemente a Master Mix dando leves pancadas ou com o agitador vortex
a. Centrifugue
b. Adicione 15 ul da gPCR Master Mix a cada poco a temperatura ambiente.

4. Adicione 10 pl de produto cDNA da reacdo RT. Misture através de pipetagem suave. Evite
aformacao de bolhas nos pocos.

5. Tape os pocos com a pelicula de vedacgdo adequada.

Gire a placa para remover quaisquer bolhas (1 minuto a 400 x g).

7. Coloque no termociclador em tempo real pré-programado com as definicdes acima.
a. Clique em Start (Iniciar) (7500 Fast Dx) ou Start Run (Iniciar execucéo) (cobas z 480)
b. Guarde o ficheiro
c. Antes de sair do instrumento, recomenda-se que verifique que a execucao foi iniciada com éxito

o

AVISO: NAO ABRA a placa qPCR seja em que momento for apds o inicio da amplificac&o. Quando
a amplificag&o estiver concluida, elimine a placa por abrir.

Procedimento de configuracado de software

ABI 7500 Fast Dx (SDS v1.4)

1. Quando a execucao estiver concluida no ABI 7500 Fast Dx Instrument, complete as etapas abaixo
no 7500 Fast System da aplicacdo com software 21 CFR Parte 11, software ABI SDS v1.4.

2. Clique no separador Results (Resultados) no canto superior esquerdo.

3. Clique no separador Amplification Plot (Gréafico de amplificagdo) no canto superior esquerdo.
Nota: verifique se o “Cycle Number” (Niumero de ciclo) no eixo x do grafico inclui 40 ciclos.
Se existirem menos de 40 ciclos, o ficheiro estd incompleto e ndo deve ser mais analisado.
Repita a execucgdo com o numero correto de ciclos.

4. Clique na seta pendente por baixo da janela do detetor no canto superior direito e selecione ABL1.

5. Clique no botao de opcao Manual CT radio (Ct radio manual) na area Analysis Settings (DefinigGes
de analise) a direita e introduza o valor do limiar de 0,05 para ABL1.

6. Clique no botédo de op¢édo Manual Baseline (Linha base manual) e introduza o valor Start (cycle)
[Iniciar (ciclo)] de 5 e o valor End (cycle) [Terminar (ciclo)] de 13 para ABL1.

7. Cligue na seta pendente por baixo da janela do detetor no canto superior direito e selecione BCR-ABL1.
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8. Clique no botao de opcao Auto Ct (Ct automatico) na area Analysis Settings (DefinicBes de analise)
e verifique se o botéo de opgdo Auto Baseline (Linha base automética) predefinida esta selecionada
para BCR-ABL1.

9. Clique no botédo Analyze (Analisar) a direita na area Analysis Settings (Definicbes de analise).

10. Clique no botédo Save (Guardar) no canto superior esquerdo para guardar as alteracdes da andlise.

Nota: se um ficheiro necessitar de correcéo devido a uma mensagem de erro no software interpretativo
(por ex., erro de CON em falta devido a etiquetagem incorreta de CONL como COLN), certifique-se

de que repete as etapas 10 e 11 acima depois de efetuar a corre¢do no SDS e antes de processar
novamente no software interpretativo.

Data: |Delta Rn vs Cycle v | Data: |DelaRnvs Cycle  ~|

Line Color: |Well Color - Line Color; |'well Color hd

Analysis Settings J-Analysis Seftings
" Auto Ct " Auto Ct
A ...... TR |
Threshold: |0.05 Threshold: |l1I:IS1]B13
7 Auto Baseline o

{| @ ManualBaselne: |3 M

Start [cycle): |5 Start [cycle): |Auto

il

End [cycle): 113 End [cycle): [Auto

............................................
Help Help

11. A partir da barra de menu na parte superior esquerda, selecione File (Ficheiro) e, em seguida,
Close (Fechar).

12. Complete o formulério na caixa de dialogo que solicita um motivo para a alteracao. Clique em OK.

13. Transfira o ficheiro de dados (.sds) para separar o computador que executa o software de Teste.

14. Inicie o software de Teste. Inicie sesséo.

15. A partir da barra de menu na parte superior esquerda, selecione File (Ficheiro) e, em seguida,
Open (Abrir).

16. Navegue para a localizag&o do ficheiro de dados transferido (.sds). Clique em OK.

17. O ficheiro de dados sera analisado utilizando a aplicacao do software de Teste para interpretacéo
de resultados.
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Roche cobas z 480

1. Quando a execucao estiver concluida no cobas z 480 Analyzer, conclua as etapas abaixo
no software UDF, verséo 2.0.0, do Roche cobas z 480.

2. Clique no botao Analysis (Analise) no menu a esquerda.

3. Clique duas vezes em Abs Quant/2nd Derivative Max (Quant. abs./2.° derivado max.) na secc¢ao
Create New Analysis (Criar nova analise).

4. Dé um nome a analise (por exemplo, “BCR-ABL1” ou “ABL1” dependendo do que esta a ser
analisado). Clique no botdo da marca de verificacao.
Nota: verifique se o “Cycle Number” (Niamero de ciclo) no eixo x do grafico inclui 47 ciclos.
Se existirem menos de 47 ciclos, o ficheiro esta incompleto e ndo pode ser mais analisado.
Repita a execugcdo com o nimero correto de ciclos.

5. Verifique se as Analysis Settings (Definicdes de andlise) em dire¢éo ao fundo do ecra correspondem
a imagem abaixo. Se as defini¢cdes diferirem, clique na seta pendente adequada ou no botao
e altere-a para a definicao correta.

Color Comp Filter Comb ™ . High
(Off) [ 465-510 } [UEE LA [ el [ Confidence

6. Clique em Calculate (Calcular).

7. No Plate Map (Mapa de placas), selecione ALL pogos de amostra utilizados na placa. Para selecionar
Varios pocos simultaneamente, segure sem soltar no botéo esquerdo do rato e arraste. Para fazer varias
selecdes (se 0s seus pocgos tiverem espacos entre eles, por exemplo), segure sem soltar na tecla
Control (Controlo) no teclado enquanto clica no bot&o esquerdo do rato.

Nota: certifique-se de que seleciona o poc¢o Negative Control (Controlo negativo) (CONN) no
Plate Map (Mapa de placas). Este poco sera negativo para a combinacgéo de filtro 465-510; alguns
poc¢os de amostras clinicas podem também ser negativos.

8. Natabela Samples (Amostras) [abaixo do Plate Map (Mapa de placas)], verifique que todas as amostras
seguintes sao apresentadas marcando a coluna Name (Nome):

a. CAL1, CAL2, CAL3 e CAL4 (duas réplicas cada)

b. CONH, CONL, CONN (uma réplica cada)

c. Todas as amostras clinicas incluidas na execugdo

Nota: se os Sample Names (nhomes de amostra) para os calibradores e controlos ndo
corresponderem ao nomes listados em a e b exatamente, clique no botdo Sample Editor (Editor de
amostras) a esquerda e altere-os conforme descrito acima. E fundamental que todas as amostras
sejam apresentadas corretamente na tabela Samples (Amostras) para uma andlise
descendente adequada.

9. Clique com o botao direito do rato na tabela Samples (Amostras) e clique em Export Table
(Exportar tabela).

10. Dé um nome ao ficheiro e guarde-o como um ficheiro de texto na localizacdo considerada adequada
para o seu laboratério.

11. A analise BCR-ABL1 esta agora concluida. Para analisar os dados ABL1, repita as etapas 2 até 11,
mas atualize a definicdo Filter Comb (Comb. de filtros) (etapa 6) para 610-670, conforme
apresentado abaixo.

----------------------------

Color Comp { Filter Comb ‘ . High
[ (Off) V]{ 610670 l[”* o [ Hean V][Ennﬁden{:e

.............................
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1. Inicie o software de interpretacdo (QuantideX® gPCR BCR-ABL Reporter Software). InstrucGes
detalhadas da aplicacéo do software séo fornecidas separadamente para instalacéo, configuracéo
de utilizadores e rever o registo de alteracdes. Para obter o software consulte
https://asuragen.com/myasuragen.

2. Na caixa de didlogo que surge, introduza o seu User Name (nome do utilizador) e Passoword
(palavra-passe). Cligue em Sign In (Iniciar sesséo).

AVISO: para assegurar resultados rastreaveis e precisos, as informacgdes de lote introduzidas no
software devem corresponder as informag6es de lote para o conjunto que foi utilizado para efetuar
aexecucdo em lote. Os utilizadores com uma funcdo administrativa podem efetuar esta etapa.

3. Na caixa de didlogo Main (Principal) que aparece, clique em Settings (Definicdes). Confirme que
os valores listados correspondem as informac6es de lote para os reagentes que foram utilizados
para gerar o ficheiro que pretende analisar. Adicionalmente, confirme que o User-Defined ABL1
Cut-off (Corte ABL1 definido pelo utilizador) esté definido de acordo com as suas preferéncias
(predefinicdo: 32 000). Se assim for, clique em Cancel (Cancelar) e prossiga com a etapa 4 abaixo.
Caso contrario, prossiga com as etapas aqui descritas utilizando os valores do certificado de analise.
a. Clique em Add New (Adicionar novo)

Introduza o Lot number (NUmero de lote)

Introduza as ABL1 Copies (Copias ABL1)

Introduza o valor ABL1 Cut-off Gap (Intervalo de corte ABL1)

Introduza o valor Checksum (Soma de verifica¢do)

Introduza os valores do Calibrator 1 (Calibrador 1) (CAL1) até ao Calibrator 4

(Calibrador 4) (CAL4)

. Clique em Save (Guardar)

h. Caso surja uma mensagem de erro, verifique os valores introduzidos e, em seguida, clique
novamente em Save (Guardar). Confirme se ALL os digitos foram introduzidos, incluindo os zeros
iniciais e finais. Por exemplo, 0,980 deve ser introduzido como 0,980 e n&o ,980 ou 0,98.

i. Opcional: ajuste o valor User-Defined ABL1 Cut-off (Corte ABL1 definido pelo utilizador)
(predefinicdo: 32 000)

j- Clique em Save (Guardar)

4. Na caixa de diadlogo Main (Principal), clique no icone File (Ficheiro) para alterar o diretorio
especificado, conforme necessario.

5. Navegue até ao ficheiro pretendido e clique duas vezes para abrir.

6. A seguir ao carregamento do ficheiro, o Software de Teste ira gerar automaticamente curvas
de calibracéo, valores MR e %IS, e cOpias ABL1 para controlos e amostras clinicas. Isto sera
apresentado na janela Batch Report (Relatério por lotes).

7. AVISO: para assegurar resultados rastreaveis e precisos, as informacgdes de lote introduzidas
no software devem corresponder as informacdes de lote para o conjunto que foi utilizado para
efetuar a execucdo em lote. Para confirmar isto, certifique-se de que a entrada para “Lot #:”

(N.° de lote:) no canto superior direito da janela Batch Report (Relatério por lotes) apresenta o nimero

de lote do Teste utilizado para gerar o ficheiro que foi processado. Caso nao corresponda,

peca a um administrador para efetuar a etapa 3 acima e, em seguida, processe o ficheiro

novamente comegando na etapa 4.

~®o00T
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e  Utilize equipamento de protecéo pessoal adequado. Use protecao ocular, luvas de protecao e vestuario
de protecdo adequados quando trabalhar com estes materiais.

e Siga as precaucdes universais em conformidade com a OSHA 1910.1030, CLSI M29, ou outras
orientacdes aplicaveis quando manusear amostras de origem humana.

e Pode ser observada interferéncia quando as amostras de sangue tém niveis muito elevados
dedeterminadas substancias que n&o séo removidas de forma suficiente durante o isolamento
de ARN. A interferéncia também pode ser observada quando amostras de ARN purificado sao
contaminadas com compostos que sao introduzidos durante o isolamento de ARN.

e A contaminac@o de RNase/DNase pode provocar a degradacdo das amostras de ARN e produtos
de cADN. Utilize pontas de pipetas com filtro sem nuclease e tubos sem nuclease. Limpe as superficies
das bancadas antes de iniciar o trabalho.

e A contaminacao na transferéncia de ARN ou PCR pode resultar em sinais falso-positivos. Utilize
precaucdes adequadas no manuseamento de amostras, fluxo de trabalho e pipetagem. Nao abra
aplaca qPCR seja em que momento for apds o inicio da amplificagéo.

e A analise de pocos vazios ira resultar em resultados falsos para esses pocos nas tabelas de resultado
geradas pelo software interpretativo. Para evitar a possivel inclusdo de po¢os vazios na tabela
de resultados, certifique-se de que apenas 0s poc¢os com reagdes séo selecionados para anélise
(etapa 2.g. da preparacéo gPCR para utilizadores do 7500 Fast Dx, etapa 9 no procedimento
de configuracdo de software para utilizadores do cobas z 480).

e Paraassegurar resultados rastreaveis e precisos, as informac¢des de lote introduzidas no
software devem corresponder as informacgdes de lote para o conjunto que foi utilizado para
efetuar a execucdo em lote. Os utilizadores com uma fungdo administrativa podem efetuar
esta etapa.

o Certifique-se de que a etapa lise por calor seja desempenhada correctamente. O bloco de aquecimento
deve ser compativel com os tubos utilizados; por exemplo, ndo utilize tubos de fundo em V em pocos
de fundo em U. A temperatura do bloco de calor deve ser verificada com um termémetro calibrado
ou sonda de temperatura.

¢ Nao junte componentes de Teste de diferentes lotes de reagentes.

e Nao utilize componentes de Teste de um lote de conjunto em combinagdo com componentes
de um lote de conjunto diferente.

e Na&o utilize reagentes com prazo de validade indicado expirado.

e Antes de utilizar, certifique-se de que o instrumento PCR em tempo real esta preservado, calibrado
e validado de acordo com as instru¢des do fabricante.

1. Calibracao
a. O Software de Teste ird comparar as curvas de calibracdo de acordo com os critérios de validade
de aprovacao/reprovacao. Os quatro calibradores sdo executados em duplicado. O software ira
avaliar todas as réplicas.
b. Se o grafico de calibragdo ndo passar, a execucdo em lote deve ser repetida comegando com
a etapa de reacdo RT.
c. Se uma segunda execuc¢do em lote falhar, contacte os servigos técnicos da Asuragen.
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2. Controlos
a. Se a curva de calibracéo for valida, o Software compara de seguida cada amostra CON
(CONH, CONL, CONN) de acordo com o seu resultado esperado. Os controlos sdo executados

em singular.
CONH Controlo elevado <MR2,0 (21%IS)
CONL Controlo baixo =MR3,0 (=0,1%IS)
CONN Controlo negativo | Nao detetado (ABL1 suficiente)

*Note que os valores de resultados esperados fornecidos no certificado de analise sdo usados durante
o fabrico e ndo devem ser usados no lugar dos valores fornecidos nesta tabela.

b. Se CONH, CONL e/ou CONN falharem, a execucao em lote deve ser repetida comecando com
a etapa de reacd@o RT. Esta determinacao é feita automaticamente pelo software interpretativo
do Teste.

c. Se uma segunda execugdo em lote falhar, contacte os servigos técnicos da Asuragen.

d. Se tanto as calibragdes como ALL os controlos forem validos, entdo a execugdo em lote é valida
e o0s resultados das amostras serdo reportados.

3. Amostras

a. Se as verificagbes de controlo forem aprovadas, o Software compara de seguida cada amostra
clinica face aos critérios de aprovagdo/reprovagdo quanto a integridade e quantidade da amostra
utilizando o sinal ABL1 da amostra.

b. Nesta altura, um valor MR e %IS seré reportado para amostras clinicas individuais. Reprovagéo
de amostras requerem novos testes.

c. Tenhaem atencdo que uma execugéo em lote vélida pode conter tanto resultados de amostras
vélidos como invalidos.
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d. Tenha em atencao que se uma amostra nao for detetada para BCR-ABL1, s6 sera reportado
um resultado de “Undetected” (Nao detetado) se o sinal ABL1 da amostra for suficientemente
forte (ou seja, valor Ct suficientemente baixo) para proteger o LOD (Limit of Detection — Limite
de detecdo) do Teste. Caso contrario, a amostra sera reportada como “Fail” (Falha). Consulte
a seguinte tabela.

. . Positivo (acima do LOQ
- Positivo, acima . . .
Suficiente . [Limit of Quantitation — Relatério
do intervalo o e
Limite de quantificacao])*
- Positivo, dentr L.
Suficiente 0? 0, dentro Reportar valor MR e %IS Relatorio
do intervalo
Suficiente Positivo, abaixo Detetado abaixo de LOD Relatério
de LOD (>MR4,7/<0,002%IS)
Suficiente N&o detetado N&o detetado (ABL1 suficiente) Relatério
Reprovado (ABL1 baixo)
Insuficiente N&o detetado ou Reprovado (numero de copia Voltar a testar
ABL1 baixo)**
Néo detetado Qualquer Falha (sem ABL1) Voltar a testar

*Se 0 MR for negativo (isto &, %IS é >100), os valores de MR values sdo reportados como medidos mas

as %IS sédo reportadas como 100%IS. O valor %IS pode ser obtido através da equagédo %1S=10"(2-MR)
**Ealha (nimero de copia ABL1 baixo) refere-se especificamente a amostras abaixo do corte ABL1
definido pelo utilizador

4. Controlo de qualidade
a. Os singulares de Controlo negativo (CONN), Controlo positivo baixo (CONL) e Controlo positivo
alto (CONH) tém de ser incluidos em cada execucao em lote. O lote € valido caso ndo aparecam
sinalizadores para estes controlos.
b. O controlo negativo (CONN) deve ter um resultado Nao detetado. Se o controlo negativo for
sinalizado como Invélido, entdo toda a execucédo em lote é invalida.
c. Os controlos positivo baixo (CONL) e positivo elevado (CONH) devem estar dentro dos intervalos
atribuidos. Se um ou ambos os controlos positivos forem sinalizados como Invalidos, entdo toda
a execuc¢do em lote € invalida.
5. Interpretacéo
Recomendacgdes para medig8es de transcri¢cdes de fusdo de BCR-ABL1 periddicas, com RT-gPCR
para monitorizar a resposta ao tratamento em doentes com LMC em comparagdo com pontos
de referéncia clinicos particulares, foram introduzidas e incorporadas em diretrizes de tratamento
reconhecidas (por exemplo, NCCN para LMC v.1.2015 ou versdo mais recente).
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Fail CALx
Calibrator Baseline
Error (Erro de linha
base de falha do
calibrador CALX)
ou

CONx Fall

(Falha do CONX)

A mensagem

de erro ocorre para
um calibrador

ou controlo.

Isto indica que o software
ABI 7500 Fast Dx SDS
v1.4 chamou inadequa-
damente uma linha base
para comegar e terminar
em ciclos muito precoces
(ou seja, ciclo de linha
base de fim <10). A causa
desta falha com o software

Repetir a execugéo de lote.

(baseline error
(erro de linha
de base)) in

a specimen
(numa amostra)

(apenas
7500 Fast Dx)

de erro ocorre para
uma amostra.

ABI 7500 Fast Dx SDS
v1.4 chamou inadequa-
damente uma linha base
para comegar e terminar
em ciclos muito precoces
(ou seja, ciclo de linha
base de fim <10). A causa
desta falha com o software
SDS v1.4 ndo é conhecida.

(apenas SDS v1.4 ndo é conhecida.
7500 Fast Dx)
Fail (Falha) A mensagem Isto indica que o software N&o reporte os resultados

dessa amostra. Volte
a executar a amostra.

Out of range error
(Erro fora do
intervalo)

ou

Fail (Falha)
analysis (anélise)

(apenas
7500 Fast Dx)

A mensagem

de erro ocorre
quando os ciclos
de inicio e fim
estao fora do
intervalo e/ou

o limiar ABL1

Ct esta fora

do intervalo.

Ou o0 ABL1 néao foi
analisado corretamente

(o valor esperado de 5 do
ciclo de inicio, o valor de
13 de ciclo final ou o valor
do limiar de 0,05 néo esta
adequadamente definido)
ou Ct automatico ndo esta
selecionado para BCR-
ABL1.

Consulte o procedimento

de configuracao de software
acima. Abra o ficheiro .sds,
faca as corre¢cbes necessarias
as definicdes de analise,
cligue no botao Analyze
(Analisar) a direita nas
Analysis Settings (Definicbes
de andlise), guarde e, em
seguida, processe novamente
no software interpretativo.

Fail (z480
instrument error)
(Fallha (erro de
instrumento z480))

(apenas z 480)

A mensagem de
erro ocorre para
uma amostra.

Isto indica que o software
UDF v.2.0.0 do Roche
cobas z 480 sinalizou esta
amostra com um erro
durante a analise. Consulte
0 manual do utilizador

do UDF para obter mais
detalhes.

N&o reporte os resultados
dessa amostra. Volte
a executar a amostra.
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Calibrators are A mensagem
not in duplicate de erro ocorre
(Os calibradores quando os

nao estdo em calibradores néo
duplicado) sdo executados

em duplicado.

Isto indica que um ou mais
dos calibradores néo foram
etiquetados para analise
em duplicado ou nao foram
executados em duplicado
na placa de execucdo em lote.

Se os calibradores néo foram
etiquetados para analise

em duplicado: Consulte

0 procedi- mento de
configuracdo de software
acima. Abra o ficheiro, faca
as corregdes necessarias

a selecao do pogo, clique

no botdo Analyze (Analisar)

a direita nas Analysis Settings
(Definicdes de analise),
guarde e, em seguida,

processe novamente

no software interpretativo.

Se os calibradores ndo

foram executados

em duplicado na placa

de execucédo em lote: Repetir
a execucéo de lote.

Fail (low ABL1) A concentracdo de | O ABL1 Ct era superior Volte a testar a amostra para
(Falha ABL1 na amostra ao corte que é especifico omesmo ARN ou a partir
(ABL1 baixo)) era demasiado do lote e execucgao. de uma nova preparacao
baixa para de ARN. Certifique-se de que
proteger o LOD existem células suficientes
do Teste. incluidas no processo
de preparacdo de ARN
e gue a concentrac&o
de ARN estéa dentro
do intervalo especificado.
Fail (no ABL1) O ABL1 néao foi O ABL1 Ct nao foi Volte a testar a amostra para
(Falha detetado nesta detetado. omesmo ARN ou a partir
(sem ABL1)) amostra. de uma nova preparacao

de ARN. Certifique-se de que
existem células suficientes
incluidas no processo

de preparacéo de ARN

e que a concentracao

de ARN estéa dentro

do intervalo especificado.
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Fail (ROX)
(Falha (ROX))

(apenas
7500 Fast Dx)

O sinal ROX
diminuiu
entre ciclos.

Isto indica que o sinal

do pigmento de referéncia
passiva (canal ROX)
diminuiu entre ciclos

de tal forma que pode
interferir com a normalizacéo
do sinal e gerar resultados
imprecisos.

Volte a testar a amostra para
o mesmo ARN ou a partir

de uma nova preparagéo

de ARN. Certifique-se de
que a pureza do ARN se
encontra dentro do intervalo
especificado, conforme
estimado pelo

racio OD260/OD230.

CALXx Fall

(no ABL1)
(Falha do CALx
(sem ABL1))

ou

CONXx Fall

(no ABL1)
(Falha do CONXx
(sem ABL1))

O ABL1 néao foi
detetado num
calibrador nem
controlo.

O ABL1 Ct nao foi detetado
num calibrador nem
controlo, indicando uma
falha sistémica ou erro

do operador.

Repetir a execucéo de lote.

Fail (High ABL1)
(Falha (ABL1 alto))

A concentracgéo de
ABL1 na amostra
era demasiado
elevada.

O ABL1 Ct era inferior

a 15, o que pode interferir
com a correcdo da linha
base e gerar resultados
imprecisos.

Volte a testar a amostra

a partir de uma diluicdo

do mesmo ARN ou a partir
de uma nova preparacao

de ARN. Certifigue-se de que
a concentracdo de ARN esta
dentro do intervalo
especificado.

Fail (CAL POOR
AMP) (Falha
(CAL POOR AMP))

Os calibradores
nao amplificaram
de forma eficiente.

O ABL1 Ct dos CAL
era demasiado elevado,
indicando uma falha
sistémica ou erro

do operador.

Repetir a execucéo de lote.

Fail (R2 Low)
(Falha (R2 baixo))

A curva do
calibrador néo

era suficientemente
linear.

O valor R2 da curva de
calibracéo era demasiado
baixo, indicando um erro
sistémico ou do operador.

Repetir a execucgéo de lote.

fora do intervalo))

baixo) ir4 provocar esta
mensagem de erro. Além
disso, CONH deve reportar
um valor MR <2,00.

Falha (CALx O BCR-ABL1 nédo O BCR-ABL1 Ct n&o foi Repetir a execucgédo de lote.
UNDET) foi detetado hum detetado num calibrador.

calibrador.
Fail (CONH O controlo elevado | Qualquer falha listada Repetir a execucgéo de lote.
Out of range) esta fora acima para amostras
(Falha (CONH do intervalo. (por ex. ABL1 Ct demasiado
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CONH
[Mensagem]

O controlo elevado
encontrou um erro.

Qualquer falha listada
acima para amostras

(por ex. ABL1 Ct demasiado
baixo) ir4 provocar esta
mensagem de erro.

Repetir a execucéo de lote.

Falha (CONL fora
do intervalo)

O controlo baixo
esta fora do
intervalo.

Qualquer falha listada
acima para amostras

(por ex. ABL1 Ct demasiado
baixo) ir4 provocar esta
mensagem de erro. Além
disso, CONL deve reportar
um valor MR =3,00.

Repetir a execuc¢édo de lote.

um erro.

(por ex. ABL1 Ct demasiado
baixo) ir4 provocar esta
mensagem de erro.

Por exemplo, se CONN
gerar 0,0003%, fora

do intervalo reportavel,

o software ira reportar
“CONN Below LOD”
(CONN abaixo do LOD).

CONL O controlo baixo Qualquer falha listada Repetir a execuc¢édo de lote.
[Mensagem] encontrou um erro. | acima para amostras
(por ex. ABL1 Ct demasiado
baixo) ird provocar esta
mensagem de erro.
Fail (CONN) O controlo Qualquer falha listada Repetir a execucéo de lote.
(Falha (CONN)) negativo esta acima para amostras Preste especial atencdo
fora do intervalo. (por ex. ABL1 Ct demasiado | atécnica de pipetagem
baixo) ir4 provocar esta (por ex., aerossolizacdo
mensagem de erro. Além de calibradores) numa
disso, CONN deve reportar | revisdo dos procedimentos
“Undetected (sufficient de controlo de contaminagao
ABL1)” [Nao detetado do laborat6rio. NAO ABRA
(ABLL1 suficiente)]. a placa gPCR seja em que
momento for apés o inicio
da amplificacdo. Quando
a amplificagéo estiver
concluida, elimine a placa
por abrir.
CONN O controlo Qualquer falha listada Repetir a execucgéo de lote.
[Mensagem] negativo encontrou | acima para amostras [Consulte os comentarios

de resolucéo Fail (CONN)
(Falha (CONN)) abaixo.]
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Empty well results
reported in results
table (Resultados
de pogos vazios
reportados

na tabela de
resultados).

Resultados de pogos
vazios reportados
na tabela de
resultados. A tabela
de resultados ird
conter amostras
sem nome com
resultados falsos,
mas pode parecer
ter resultados
validos.

Isto ocorre devido a ndo
restricdo por parte

do utilizador da analise

do software do instrumento
para pogos com reag0es.
O software interpretativo
ird tentar interpretar ALL os
pocos analisados.

Consulte o procedimento
de configuracao de software
acima. Abra o ficheiro, faca
as corregdes necessérias
a selecgédo do poco, clique
no botdo Analyze (Analisar)
adireita nas Analysis
Settings (Defini¢cdes de
analise), guarde e, em
seguida, processe
novamente no software
interpretativo.

Assisténcia técnica: 1.877.777.1874
Email: support@asuragen.com

00002239v9, 2021-10-26

Pagina 28|46



mailto:support@asuragen.com

Limite de detecédo (LOD)

O limite de detec¢&o foi estimado no 7500 Fast Dx testando 4 amostras de ARN de origem humana separadas
gue eram positivas para BCR-ABL1, cada uma diluida em série em ARN de amostras de sangue total
negativo para LMC de origem humana para formar 28 niveis. Os membros do painel foram testados

a 1000 ng/RT. Os testes estavam em conformidade com o documento CLSI EP17-A2 e abrangeram

2 lotes, 4 operadores, 15 dias de calendario e 4 instrumentos gPCR. Um total de 40 execucdes gerou
1680 medicdes possiveis entre os tipos de transcricdo el3a2 e el4a2, produzindo um LOD estimado

de positividade de 95% em MR4,74 (0,0018%IS) numa analise probit (Figura 2). Em separado, os dois
lotes do conjunto produziram um LOD estimado de MR4,67 (0,0021%IS) e MR4,80 (0,0016%IS). A analise
adicional por tipo de transcricdo produziu um LOD de MR4,71 (0,0019%IS) para e13a2 e MR4,79
(0,0016%IS) para el4a2. Isto suporta um LOD de MR4,7.

0.751
=
E
(1]
S
£ 0-50° 95 % DETECTION

MR=4.74 N
\\
0.25- R

5.0 55 6.0
Median MR observed
Figura 2: analise probit em 28 niveis
O limite de detecé&o foi estimado no cobas z 480, testando 7 amostras (3 e13a2 e 4 el4a2) que englobam
ARN de origem humana positivo para BCR-ABL1 diluido em ARN de sangue total negativo para LMC
de origem humana para um %IS alvo de 0,0020% (MR4,7). Os membros do painel foram testados
a 1000 ng/RT. Os testes estavam em conformidade com o documento CLSI EP17-A2 e abrangeram
2 lotes de reagentes em 6 execugdes em lote, com 5 réplicas por amostra por execugédo. O conjunto
de dados final incluia 210 medic¢des validas, 105 para cada lote de reagente. A analise sem parametros
classica foi utilizada para calcular o LOD como o percentil 95 utilizando todas as 210 medic¢des vélidas.
Isto produziu um LOD de 0,0020%IS (MR4,70), suportando um LOD de MR4,7.

45

Apesar de uma expressao ABL1 superior a dos materiais de origem humana primarios, as diluicdes
dalinha de células foram normalmente utilizadas por laboratérios para validagdo do ensaio. Assim,
realizamos uma avaliagcéo informativa de sensibilidade no 7500 Fast Dx utilizando o ARN de fundo
dalinha de células em vez do ARN de fundo de origem humana. As diluicdes do ARN de linha de
células IVS-0011 (el4a2 positivo) num fundo de ARN de linha de células IVS-0035 (negativo para LMC)
estavam preparadas para valores-alvo de MR4,7, MR5,4, MR5,7 e MR6,1 em concentra¢des de stock,
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conforme adquirido a Invivoscribe (entrada de ARN de 4000 ng por reacao RT). Os testes abrangeram

2 lotes de reagentes em 2 execug6es em lote, com 10 réplicas por execugéo por amostra, ou 80 medi¢cbes
possiveis no total. Para controlo do erro de tipo Il de 5%, a amostra com a concentracdo BCR-ABL1
mais baixa (MR mais elevado) que correspondia aos critérios tinha uma média de 0,00041%IS (MR5,41),
com um intervalo de detecéo de 100% e uma média de 589 779 cépias ABL1/gPCR. Estas observacdes
indicam que a utilizacdo comum de ARN de fundo de linha de células para estudos de sensibilidade nao
€ adequada como a matriz de interesse, ARN de origem humana de glébulos brancos, devido a expressao
do gene de controlo ABL1 nas amostras de linha de células tipicas.

Limite de vazio (LOB)

O LOB foi estimado no 7500 Fast Dx testando 30 amostras de ARN de origem humana separadas,
sem leucemia, que se presumiram ser negativas para BCR-ABL1. As amostras variavam entre
1000-5000 ng/RT, com uma média de 3200 ng/RT. Os testes estavam em conformidade com

o documento CLSI EP17-A2 e abrangeram 3 lotes, 4 operadores, 9 execugdes, 4 dias de calendario
e 4 instrumentos gPCR. Das 265 medi¢des validas, 263 foram “Negative (Sufficient ABL1) (Negativas
(Sufficient ABL1))” e 2 foram positivas [MR5,71 (0,0002%IS) e MR5,35 (0,0004%IS)]. Isto produziu
um LOB no percentil 95 de “Undetected (Sufficient ABL1)” [Nao detetado (ABL1 suficiente)]

(95% IC de 97,0-99,9%).

O LOB foi estimado no cobas z 480 testando 9 amostras Unicas de ARN de origem humana, sem leucemia,
que se presumiram ser negativas para BCR-ABL1. Os membros do painel foram testados a 3000 ng/RT.
Os testes estavam em conformidade com o documento CLSI EP17-A2 e abrangeram 2 lotes de reagentes
em 8 execuc¢des em lote, com 2 réplicas por amostra por execucdo. Duas medi¢ces ndo corresponderam
aos critérios de aceitacéo e foram excluidas da andlise final. A analise sem parédmetros classica foi utilizada
para calcular o LOB como o percentil 95 utilizando todas as 142 medic¢des validas. Isto produziu um LOB
de Undetected (Sufficient ABL1) [Nao detetado (ABL1 suficiente)].

Limite de quantificacdo (LOQ)

O LOQ foi estimado no 7500 Fast Dx testando 6 amostras derivadas de 6 amostras de ARN de origem
humana que eram todas positivas para BCR-ABL1 (cada uma diluida em ARN de amostras de sangue
total negativo para LMC de origem humana para formar um objetivo de MR4,7). Os membros do painel
foram testados a 1000 ng/RT. Os resultados de cada amostra forma avaliados face aos critérios de aceitacéo
de desvio padrao (SD) <0,36 a MR4,5 ou superior. Os testes estavam em conformidade com CLSI EP17-A2
e geraram 120 medi¢Bes possiveis entre 2 lotes de Conjunto. Os valores MR tinham intervalos entre 4,60
a 4,87 com valores de DP entre 0,23 a 0,34. (Adicionalmente, o painel de estudo do LOD tinha 25
membros com valores MR medidos 24,5, ALL produzindo valores de DP <0,33.) Isto suporta um LOQ
gue é equivalente ou superior ao LOD (MR4,7).

O LOQ foi estimado no cobas z 480 utilizando os mesmos dados gerados para a estimativa do LOD
(consultar acima). Os resultados de cada amostra forma avaliados face aos critérios de aceitagédo

de desvio padrao (SD) < 0,36 a MR4,5 ou superior. Os valores MR médios para cada 7 amostras tinham
intervalos entre 4,53 a 4,81 com desvios padrao entre 0,24 a 0,30. A amostra com o valor MR médio
mais elevado que passou os critérios de aceitacao foi MR4,81 (0,0017%IS) com DP de 0,23 e tinha uma
taxa de detecdo de 97%. Isto suporta um LOQ que € equivalente ou superior ao LOD (MR4,7).
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Linearidade

A linearidade foi estimada no 7500 Fast Dx testando 2 amostras de ARN de origem humana separadas
gue eram positivas para BCR-ABL1, uma expressando predominantemente el3a2 e uma el4a2.

Cada uma foi diluida em ARN de amostras de sangue total negativas para LMC para intervalos-alvo

de MRO0,1 a 4,8. Os membros do painel foram testados a 3000 ng/RT. Os testes estavam em conformidade
com o documento CLSI EP6-A e geraram 144 medi¢Bes possiveis. Em dois lotes do Conjunto, as duas
transcricdes mostraram de forma indistinguivel curvas de regresséo linear conforme demonstrado

por inclinacdes idénticas de 1,01 e interce¢Bes de -0,11 e -0,05 para e13a2 e el4a2, respetivamente.
Ponto de interrupcdo e13a2 mediu MR0,12 a MR4,84, com um DP maximo de 0,17. Ponto de interrupgao
el4a2 mediu MR0,22 a MR4,78, também com um DP maximo de 0,17. Adicionalmente os ajustes de
regresséo polinomial de 2.2 e 3.2 ordem foram avaliados. A partir do ajuste de 2.2 ordem, os desvios
absolutos da linearidade de 1.2 ordem eram ALL unidades MR <0,08 em todo o intervalo. Isto suporta
uma observacgéao de linearidade de, pelo menos, MRO,3 (50%IS) a MR4,7 (0,002%IS). O intervalo
reportavel vai desde os limites de linearidade em MRO,3 (50%IS) e para o LOQ em MR4,7 (0,002%lS).

A linearidade foi estimada no cobas z 480 testando 2 amostras de ARN de origem humana separadas
gue eram positivas para BCR-ABL1, uma expressando predominantemente el3a2 e uma el4a2.

Cada uma foi diluida em ARN de amostras de sangue total negativas para LMC para intervalos-alvo

de MRO0,3 a 4,8. Os membros do painel foram testados a 1000 ng/RT. Os testes estavam em conformidade
com o documento CLSI EP6-A e geraram 96 medi¢Oes. Em dois lotes, e13a2 gerou uma curva de regressao
linear com intercecéo de -0,04 e inclinacdo de 1,01, enquanto el4a2 produziu uma interce¢éo de 0,22

e inclinacéo de 0,93. As regressdes polinomiais de 2.2 e 3.2 ordem foram estatisticamente insignificantes
ou tiveram um desvio minimo da linearidade, com um desvio absoluto maximo de unidades MR de 0,11.
Isto suporta uma observacao de linearidade de MRO0,3 (50%IS) a MR4,7 (0,002%IS) com um intervalo
reportavel idéntico ao do 7500 Fast Dx, conforme estabelecido acima.

Rastreabilidade

A rastreabilidade para o 1.2 Painel de Referéncia Genética Internacional da WHO para quantificacéo

de translocagédo de BCR-ABL1 por RQ-PCR (cédigo NIBSC: 09/138) foi demonstrada medindo o Painel
de Referéncia da WHO com 3 lotes do Teste e comparando os valores medidos com os valores publicados
nas Instru¢des de Utilizacdo do Painel de Referéncia (NIBSC, 2012). Cada um dos 4 membros do Painel
de Referéncia foi testado em duplicado em 3 execuc¢des (1 execucao por lote). Os valores MR medidos
para cada nivel do painel Primario da WHO foram calculados por regressdo para cada lote dos calibradores
do Conjunto (ou seja, os membros do painel da WHO foram tratados como amostras clinicas e ajustados
ao modelo de regressao linear da curva padrdo do Conjunto). Além disso, os valores MR medidos foram
comparados com os valores MR publicados através de uma analise de regressao adicional para determinar
os valores de inclinagéo e intercecdo. A analise demonstrou uma excelente correlagdo com valores R2
de 1,0. A inclinagdo da linha esta perto de 1 (ALL os valores absolutos de 1,0 a 1,1) e a intercec¢éo foi
calculada como estando proxima de 0 (ALL os valores absolutos de 0,02 a 0,11).

00002239v9, 2021-10-26

31|46



LOT1 LOoT2 LOT3

-
1

y=-0.11+1.1-x, r*=0.995 y=002+1.x, r*=0.99 y=-0.059+1.1-x, r*=0.999

)
I

Kit determined MR values - Valores MR determinados pelo Kit
r
h

T 1 T T T 1 1 T T I 1 T
1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4

Published MR values for WHO Primary - Valores de MR publicados para WHO Primério

Figura 3: valores medidos face aos valores publicados para ARN primérios da WHO, lote por lote.

Os valores MR gerados pelo conjunto (eixo y) sao representados por gréafico face aos valores MR
publicados nas Instru¢des de Utilizacdo do Painel de Referéncia Primaria da WHO (eixo x). Os trés
lotes s&o representados por pontos de dados a cinzento (Lote 1), azul (Lote 2) e laranja (Lote 3).

Os intervalos de confianca de 95% sé&o representados por grafico a cinzento. As andlises de regresséo
e os intervalos de confianca sdo baseados nos dados para cada lote em separado.

Especificidade analitica

A especificidade analitica foi determinada para inclusividade por demonstracéo (pontos de interrupcao
BCR-ABL1 de el3a2 e el4a2 foram testados e detetados positivamente ao longo dos estudos descritos
nesta sec¢do). A especificidade analitica foi determinada para exclusividade testando 11 amostras
com leucemia (LMC, LMA, ALL) e 2 amostras de ARN de origem humana sem leucemia separadas
(Tabela 1). Os membros do painel foram testados a 3000 ng/RT. Os testes geraram 117 medic¢des validas.
Entre 3 lotes do Conjunto, as amostras geraram 116 resultados “Negative (Sufficient ABL1)” [Negativo
(ABL1 suficiente)] e 1 resultado de MR6,10 (0,00008%IS) para amostra MLL/AF4 t(4;11) (e9eb).

Este resultado positivo ficou 1,4 logs abaixo do LOD e néo foi observado nas outras 8 medi¢cfes
desta amostra.
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Tabela 1: avaliacdo da especificidade para outas transcricfes de fusdo e amostras sem leucemia

t(9;22)

LMC ou ALL ponto de interrupcdo menor ARN da linha de células <LOD (9/9 Neg.)
ela2 (p190)
1(9;22)

LMC ponto de interrupgdo micro IVT* em ARN sem leucemia  <LOD (9/9 Neg.)
el9a2 (p230)

LMA (8;21) ARN da linha de células <LOD (9/9 Neg.)
LMAL/ETO g
t(15;17) . ]

LMA M3/APL PML/RARA ARN da linha de células <LOD (9/9 Neg.)

LMA M4 Inv(16) ARN da linha de células <LOD (9/9 Neg.)
CBFB/MYH11 g

LMA M5 (9;11) ARN da linha de células <LOD (9/9 Neg.)
MLLT3/MLL g-
t(1;22) .

LMA M7 s IVT em ARN sem leucemia <LOD (9/9 Neg.)
Megacarioblastica
t(12;21) . )

ALL TEL/LMAL ARN da linha de células <LOD (9/9 Neg.)
t(1;19) . )

ALL E2A/PBX1 ARN da linha de células <LOD (9/9 Neg.)
t(4;11) . )

ALL MLL/AF4 (e9e5) ARN da linha de células <LOD (8/9 Neg.)
t(4:11) . )

ALL MLL/AF4 (e10e4) ARN da linha de células <LOD (9/9 Neg.)

Sem leucemia N/D Sangue do dador <LOD (9/9 Neg.)

para 2 amostras

1A transcricdo in vitro (IVT) para e19a2 ndo continha exdes BCR e13 ou el4. Espera-se que as amostras
com o ponto de interrupcdo el19a2 nativo contenham estes exfes e gerem assim alguma positividade de

nivel baixo.

20 numero de amostras listadas na tabela como “Neg” sdo reportadas como “Negative (sufficient ABL1)”
[Negativo (ABL1 suficiente)].
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Interferéncia

As possiveis interferéncias endégenas em sangue foram testadas com amostras no nivel LOQ sem
interferéncia nas concentrag@es testadas (hemoglobina 200 g/, lipidos 5,6 mM, albumina 50 g/l bilirrubina
conjugada 86 mM e bilirrubina ndo conjugada 257 uM). As possiveis interferéncias de reagentes de
extracdo de ARN habitualmente utilizados nao interferem com amostras no nivel LOQ as concentracfes
testadas [um tampao de lise com guanidinio (1%), etanol (7%), fenol (0,1%), um tamp&ao de lavagem final
(RPE) (10%) e ADN gendmico (50 ng/RT)].

Contaminacdo na transferéncia

N&o foi observada contaminac&o na transferéncia no 7500 Fast Dx nem no cobas z 480 quando 25 pogos
de amostras positivas elevadas (MRO0,8 ou no 7500 Fast Dx, MR1,16 no cobas z 480) foram alternados
de forma adjacente num padrao em xadrez com 25 poc¢os de uma amostra negativa para LMC numa
placa de 96 pocos. Todas as amostras negativas para LMC foram reportadas como “Undetected
(sufficient ABL1)” [Nao detetado (ABL1 suficiente)].

Estudo de método de isolamento de ARN

Trés méALL de extracdo de ARN habitualmente utilizados, incluindo TRIzol com precipitacdo de
isopropanol, conjunto Qiagen RNeasy Mini e sistema de isolamento de ARN automatizado Kingfisher
utilizando esferas magnéticas, foram avaliados com o Teste, utilizando glébulos brancos de origem
humana recentemente recolhidos e enriquecidos de um individuo positivo para LMC, diluidos em série
em 4 logs em sangue total anticoagulado de origem humana negativo para LMC. ALL os trés méALL de
isolamento mostraram equivaléncia e baixa variabilidade nos intervalos dos valores MR de amostra
testados e produziram valores que sdo semelhantes e dentro do erro do método. E suportada a utilizagdo
de qualquer método validado de extracdo e isolamento de ARN que produz isolamento de ARN total

em quantidade e qualidade suficiente para o Teste.

Montante de entrada de ARN

A entrada de ARN foi avaliada no 7500 Fast Dx utilizando um painel de amostras com intervalos entre
250 ng a 6000 ng de ARN abrangendo o intervalo dos valores MR de MR1,0 a MR4,7. Foram testadas
nove réplicas em cada montante de entrada com os dados resumidos na Tabela 2. Para amostras
MR1,0, MR3,0 e MR4,3, a reprodutibilidade foi elevada entre o intervalo de entradas testadas.

A reprodutibilidade foi também elevada em ALL os niveis de entrada em MR4,7, com a excegao

do nivel de entrada de 250 ng, que também apresentou uma taxa de dete¢ao baixa (33%). Estes
resultados suportam o intervalo de entrada recomendado de 1000 a 5000 ng.
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Tabela 2: estudo de entrada de ARN do 7500 Fast Dx

pR1s01 6000 9 100 0,99 | 0,06 | 10,2263 | 13,3
pR1s02 5000 9 100 1,00 | 0,03 | 10,0471 | 7,9
pR1s03 3000 9 100 1,00 | 0,04 | 10,0171 | 9,7
1 1,00 0,04 | 10,1028 | 9,0
pR1s04 1000 9 100 0,98 | 0,02 | 10,5391 | 5,7
pR1s05 750 9 100 1,00 | 0,05 | 10,0122 | 10,4
pR1s06 250 9 100 1,01 | 0,02 | 9,7939 51
pR1s07 6000 9 100 3,05 | 0,06 | 0,0005 | 13,6
pR1s08 5000 9 100 3,08 | 0,06 | 0,0844 | 13,5
pR1s09 3000 9 100 3,07 | 0,03 | 0,0859 6.8
2 3,06 0,07 0,0886 | 16,0
pR1s10 1000 9 100 3,05 | 0,03 | 0,0897 7,8
pR1s1l 750 9 100 3,06 | 0,08 | 0,0892 17,3
pR1s12 250 9 100 3,05 | 0,13 | 0,0928 | 30,0
pR1s13 6000 9 100 4,67 | 0,23 | 0,0025 | 55,7
pR1s14 5000 9 100 4,69 | 0,27 | 0,0024 | 69,7
pR1s15 3000 9 100 4,73 | 0,29 | 0,0023 | 72,5
3 4,70 0,27 0,0024 | 68,4
pR1s16 1000 9 89 4,67 | 0,32 | 0,0028 | 84,3
pR1s17 750 9 89 4,75 | 0,22 | 0,0020 | 54,1
pR1s18 250 9 33 4,66 | 0,52 | 0,0044 | 173,1
pR2s01 6000 9 100 4,30 | 0,09 | 0,0051 19,8
pR2s02 5000 9 100 432 | 0,21 | 0,0053 | 53,0
pR2s03 3000 9 100 4,27 | 0,15 | 0,0057 | 355
5 4,28 0,21 0,0059 | 50,6
pR2s04 1000 9 100 4,32 | 0,29 | 0,0060 | 75,4
pR2s05 750 9 100 4,36 | 0,17 | 0,0047 | 40,2
pR2s06 250 9 100 4,11 | 0,22 | 0,0089 | 54,7

A entrada de ARN foi avaliada no z 480 utilizando um painel de amostras com intervalos entre 500 ng a 5500 ng
de ARN, com um intervalo de diluicdo com um objetivo de MR1,0 e um objetivo de MR4,0. Foram testadas

cinco réplicas em cada montante de entrada para um total de 50 medi¢des (Tabela 3). Para ambos
os valores MR testados, a reprodutibilidade foi elevada entre o intervalo de entradas testadas. Estes

resultados suportam o intervalo de entrada recomendado de 1000 ng a 5000 ng.
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Tabela 3: estudo de entrada de ARN do cobas z 480

mmxH1s01 5500 5/5 1 0,88 0,03
mmxH1s02 5000 5/5 1 0,98 0,03
mmxH1s03 3000 5/5 1 1,05 0,02 1,00 0,07
mmxH1s04 1000 5/5 1 1,06 0,03
mmxH1s05 500 5/5 1 1,05 0,01
mmxH1s06 5500 5/5 4 4,06 0,05
mmxH1s07 5000 5/5 4 4,00 0,03
mmxH1s08 3000 5/5 4 4,03 0,11 4,02 0,09
mmxH1s09 1000 5/5 4 3,94 0,07
mmxH1s10 500 5/5 4 4,09 0,07
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Dentro da reprodutibilidade do laboratério (Precisao)

A reprodutibilidade foi estimada no 7500 Fast Dx testando 5 amostras de ARN de origem humana separadas,
gue eram positivas para BCR-ABL1. Cada uma foi diluida em ARN diferentes a partir de amostras de sangue
total negativas para LMC de origem humana para formular um intervalo de aproximadamente MR1,0 a MR4,0
(intervalo real — MRO0,7 a MR3,7), gerando 25 membros diferentes. Os testes abrangeram 3 lotes, 3 operadores,
20 execucdes e 3 instrumentos gPCR. Os desvios padrdo (DP) observados de valores MR séo reportados

na Tabela 4.

Tabela 4: desvio padrao e % de variacao por lote, operador, instrumento, execucéo e dentro
da Execucdo. Os dados foram analisados utilizando uma analise de efeito aleatério de variacao
utilizando a funcéo Imer na versdo R 3.2.2.

PA1S01 | 0,049 | 95,81 | 0,000 0,00 | 0,000 0,00 | 0,000 0,00 | 0,010 4,19 | 0,059 | 100
PA1S06 | 0,003 0,37 | 0,028 | 24,31 | 0,000 0,00 | 0,046 | 67,03 | 0,016 8,29 | 0,093 | 100
1 PA1S11 | 0,000 0,00 | 0,020 | 10,85 | 0,057 | 84,23 | 0,000 0,00 | 0,014 4,92 | 0,091 | 100
PA1S16 | 0,036 | 20,72 | 0,000 0,00 | 0,065 | 67,61 | 0,000 0,00 | 0,027 | 11,67 | 0,128 | 100
PA1S21 | 0,000 0,00 | 0,026 | 35,12 | 0,023 | 27,39 | 0,000 0,00 | 0,027 | 37,49 | 0,076 | 100
PA1S02 | 0,033 | 83,78 | 0,010 7,28 | 0,000 0,00 | 0,000 0,00 | 0,011 8,94 | 0,054 | 100
PA1S07 | 0,015 8,92 | 0,015 8,95 | 0,033 | 45,18 | 0,021 | 17,40 | 0,022 | 19,55 | 0,105 | 100
2 PA1S12 | 0,027 | 59,06 | 0,000 0,00 | 0,000 0,00 | 0,012 | 11,06 | 0,019 | 29,88 | 0,058 | 100
PA1S17 | 0,000 0,00 | 0,000 0,00 | 0,051 | 83,40 | 0,000 0,00 | 0,023 | 16,60 | 0,074 | 100
PA1S22 | 0,000 0,00 | 0,000 0,00 | 0,021 | 82,21 | 0,000 0,00 | 0,010 | 17,79 | 0,031 | 100
PA1S03 | 0,006 2,36 | 0,025 | 47,43 | 0,000 0,00 | 0,000 0,00 | 0,025 | 50,21 | 0,056 | 100
PA1S08 | 0,000 0,00 | 0,000 0,00 | 0,017 | 48,98 | 0,000 0,00 | 0,018 | 51,02 | 0,035 | 100
3 PA1S13 | 0,032 | 41,28 | 0,000 0,00 | 0,000 0,00 | 0,000 0,00 | 0,038 | 58,72 | 0,070 | 100
PA1S18 | 0,000 0,00 | 0,000 0,00 | 0,022 | 37,04 | 0,000 0,00 | 0,028 | 62,96 | 0,050 | 100
PA1S23 | 0,000 0,00 | 0,028 | 68,61 | 0,000 0,00 | 0,000 0,00 | 0,019 | 31,39 | 0,047 | 100
PA1S04 | 0,000 0,00 | 0,000 0,00 | 0,000 0,00 | 0,000 0,00 | 0,046 100 | 0,046 | 100
PA1S09 | 0,000 0,00 | 0,000 0,00 | 0,000 0,00 | 0,000 0,00 | 0,047 100 | 0,047 | 100
35 PA1S14 | 0,000 0,00 | 0,000 0,00 | 0,000 0,00 | 0,053 | 45,60 | 0,058 | 54,40 | 0,111 | 100
PA1S19 | 0,016 | 17,84 | 0,000 0,00 | 0,000 0,00 | 0,000 0,00 | 0,035 | 82,16 | 0,052 | 100
PA1S24 | 0,018 8,22 | 0,000 0,00 | 0,053 | 67,93 | 0,000 0,00 | 0,031 | 23,86 | 0,103 | 100
PA1S05 | 0,000 0,00 | 0,000 0,00 | 0,000 0,00 | 0,000 0,00 | 0,074 100 | 0,074 | 100
PA1S10 | 0,037 | 26,64 | 0,021 8,66 | 0,024 | 11,51 | 0,000 0,00 | 0,052 | 53,19 | 0,134 | 100
4 PA1S15 | 0,000 0,00 | 0,000 0,00 | 0,000 0,00 | 0,000 0,00 | 0,071 100 | 0,071 | 100
PA1S20 | 0,000 0,00 | 0,000 0,00 | 0,000 0,00 | 0,000 0,00 | 0,040 100 | 0,040 | 100
PA1S25 | 0,000 0,00 | 0,067 | 82,27 | 0,020 7,63 | 0,000 0,00 | 0,024 | 10,20 | 0,111 | 100
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No geral, a determinacéo de valores MR foi reproduzivel dentro de todas as varidveis testadas (o desvio
padrao observado méaximo foi de 0,134). A Tabela 5 resume os desvios padrdo maximos e minimos para
cada intervalo MR.

Tabela 5: desvios padrdo maximos e minimos por nivel de MR alvo

MR1 0,059 0,128
MR2 0,031 0,105
MR3 0,035 0,070
MR3,5 0,046 0,111
MR4 0,040 0,134

A reprodutibilidade foi estimada no cobas z 480 testando 2 amostras de ARN de origem humana separadas
gue eram positivas para BCR-ABL1 (uma el3a2 e uma el4a2). Cada uma foi diluida em ARN diferentes
a partir de amostras de sangue total negativas para LMC de origem humana para formular um intervalo
de aproximadamente MR1,0 a MR4,0 (intervalo real — MR0,7 a MR3,8), gerando 8 membros diferentes.
Os testes abrangeram 3 lotes, 2 operadores, 24 execucgdes e 2 instrumentos qPCR, gerando um total

de 379 medicdes validas. Entre todas as fontes de variabilidade, desvios padréo de cada amostra tiveram
intervalos de unidades MR de 0,095 a 0,226. Os desvios padrao (DP) observados de valores MR séo
reportados na Tabela 6.

Tabela 6: desvio padréo e % de variagdo por instrumento, lote, operador, execug¢éo e dentro
da execucdo. Os dados foram analisados utilizando uma anélise de efeito aleatorio de variagéo
utilizando a func¢éo Imer na verséo R 3.2.2.

el3a2 0,013 | 5,62 | 0,000 | 0,00 | 0,014 6,49 | 0,042 | 5543 | 0,032 | 32,46 | 0,102
elda? 0,010 | 2,62 | 0,000 | 0,00 | 0,004 0,55 | 0,035 | 36,45 | 0,046 | 60,38 | 0,095
el3a2 0,000 | 0,00 | 0,028 | 17,08 | 0,018 7,17 | 0,023 | 11,40 | 0,055 | 64,35 | 0,124
elda2 0,000 | 0,00 | 0,010 | 259 | 0,034 | 27,69 | 0,035| 29,73 | 0,041 | 39,98 | 0,119
el3a2 0,008 | 1,06 | 0,019 | 6,47 | 0,000 0,00 | 0,061 | 65,08 | 0,039 | 27,38 | 0,127
elda2 0,000 | 0,00 | 0,027 | 10,41 | 0,034 | 16,04 | 0,059 | 48,96 | 0,042 | 24,59 | 0,163
el3a2 0,026 | 4,74 | 0,048 | 1559 | 0,000 0,00 | 0,086 | 49,98 | 0,066 | 29,69 | 0,226
elda2 0,000 | 0,00 | 0,000 | 0,00 | 0,026 501 | 0,073 | 41,28 | 0,084 | 53,71 | 0,182

AR W|W|IN|IN|[FP|PF
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Estudo de reprodutibilidade em locais clinicos

Cinco grupos (série de diluicdo) com valores MR alvo de 1, 2, 3, 3,5 e 4 foram construidos com cinco
amostras em cada grupo (em cada nivel de diluigdo), para um total de 25 amostras. Cada amostra foi
avaliada em quatro locais por dois operadores em pelo menos dois dias para um total de 1200 medicdes.
Este conjunto de dados foi analisado utilizando uma andlise de efeito aleatorio integrado de variagao
utilizando o critério REML na versdo R 3.2.5. e SAS PROC MIXED v9.3. Os componentes estimados eram:

e Local alocal
e Dia a dia no operador e local
e Operador a operador no local
e Na execugédo

Os componentes de variacdo para as amostras agrupadas por grupo é resumida na Tabela 7. Para cada
pool e amostra, € apresentada a contribui¢céo para a variancia total por cada componente de origem. No geral,
a determinacéo de valores MR foi reproduzivel dentro de todas as variaveis testadas (o desvio padrao
observado maximo foi de 0,169).
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Tabela 7: componentes de variacdo resumidos para todas as amostras e grupos no estudo

de reprodutibilidade multilocal

pAlsO1 0,008 0,000 0,012 0,028 0,049
pAls06 0,009 0,014 0,000 0,021 0,044
MR1 pAlsll 0,024 0,017 0,014 0,022 0,077
pAlsl6 0,017 0,020 0,000 0,019 0,056
pAls21 0,013 0,021 0,011 0,020 0,064
pA1s02 0,000 0,021 0,000 0,068 0,089
pAls07 0,000 0,022 0,004 0,017 0,044
MR2 pAlsl2 0,032 0,009 0,026 0,021 0,087
pAlsl? 0,012 0,016 0,009 0,019 0,055
pAls22 0,012 0,014 0,000 0,031 0,057
pA1s03 0,039 0,024 0,005 0,036 0,104
pAl1s08 0,000 0,023 0,009 0,028 0,059
MR3 pAlsl3 0,039 0,026 0,000 0,052 0,117
pAlsl8 0,018 0,000 0,009 0,033 0,059
pAls23 0,036 0,019 0,000 0,032 0,087
pAls04 0,061 0,023 0,026 0,037 0,147
pAl1s09 0,013 0,042 0,010 0,043 0,108
MR3,5 pAlsl4 0,038 0,039 0,041 0,051 0,169
pAls19 0,026 0,010 0,000 0,035 0,071
pAls24 0,050 0,027 0,000 0,032 0,109
pAl1s05 0,054 0,027 0,032 0,053 0,167
pAls10 0,029 0,000 0,000 0,067 0,095
MR4 pAlsl5 0,014 0,037 0,000 0,070 0,122
pAls20 0,042 0,000 0,000 0,079 0,121
pAls25 0,026 0,028 0,005 0,063 0,123

Desempenho clinico

Foi realizado um estudo de resultado clinico multicéntrico em 3 laboratérios clinicos do EUA para
estabelecer uma revindicagdo de monitorizagao clinica para as medigdes do Teste de conjunto QuantideX®
gPCR BCR-ABL IS Kit no ABI 7500 FastDx. O desempenho foi avaliado pela probabilidade de pelo
menos um evento ao fim de 36 meses apds o inicio do tratamento TKI atual, conforme estimado a partir da
funcdo de sobrevivéncia Kaplan-Meier. Foram recolhidas um total de 139 amostras de 98 doentes e

inscritas no ensaio clinico em 2 locais clinicos.

Estavam presentes um total de 137 amostras avalidveis de 96 desses individuos. Os dados demogréaficos

desses 96 individuos sdo apresentados abaixo (Tabela 8).
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Tabela 8: dados demogréficos da populacéo do estudo clinico

NuUmero de amostras na populacdo em analise
Idade (anos)

N

Média (DP)

Minimo

Mediana

Méaximo

Raca (n[%])

indio americano ou nativo do Alasca
Asiético

Negro ou afro-americano
Branco

Outra

Desconhecido

Sexo (n[%])

Masculino

Feminino

Etnicidade (n[%])
Hispanico ou latino

N&o hispanico ou latino
Desconhecido

Estado ou provincia de residéncia
AK

AZ

BC

CA

CO

LF

GA

1A

ID

MD

MO

NJ

NY

OR

PA

TN

WA

Total

137

96
46,5 (13,8)
19

475

75

1 (1,0%)
5 (5,2%)
3 (3,1%)
83 (86,5%)
1 (1,0%)
3 (3,1%)

53 (55,2%)
43 (44,8%)

3 (3,1%)
92 (95,8%)
1 (1,0%)

1 (1,0%)
1 (1,0%)
1 (1,0%)
6 (6,3%)
1 (1,0%)
3 (3,1%)
1 (1,0%)
1 (1,0%)
4 (4,2%)
1 (1,0%)
1 (1,0%)
7 (7,3%)
1 (1,0%)
42 (43,8%)
9 (9,4%)
1 (1,0%)
15 (15,6%)
96 (100%)

A avaliacéo do resultado clinico foi realizada para determinacao de sobrevivéncia sem eventos em
32-40 meses entre doentes com LMC de fase crénica com o Teste do QuantideX® gPCR BCR-ABL IS
Kit executado no prazo de 12—-18 meses depois da sua atual medicacdo TKI. As amostras no estudo
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eram amostras de LMC com data de 31 de dezembro de 2012 e iam consecutivamente pela ordem
cronoldgica inversa e no periodo de tempo de 12—-18 meses (T12-T18 meses) depois de o doente ter
iniciado a terapia TKI original ou nova. O ponto final primario foi avaliado pela probabilidade de pelo
menos um evento ao fim de 32—40 meses apos o inicio do tratamento TKI, conforme estimado pela
funcéo de sobrevivéncia Kaplan-Meier, com estas probabilidades a serem, estatisticamente,
significativamente diferentes e tendo estimativas de pontos que diferem em, pelo menos, 10 pontos
percentuais. A hipotese nula era de que as probabilidades de evento do grupo alcangar MR3,0 e do
grupo nédo alcancar MR3,0 serem iguais. A alternativa era que a probabilidade sem eventos de 36 meses
do grupo que alcangasse MR3,0 fosse superior aquela que nao alcancasse MR3,0.

A hipétese foi testada no nivel de significancia de 2%2% unilateral utilizando as curvas de sobrevivéncia
Kaplan-Meier ajustadas. Isto foi realizado calculando a estatistica do teste:

Z = (p+ - p- )(se+2 + se-2)
em que p+ e p- sdo as probabilidades EFS de 36 meses estimadas dos grupos que alcancam e nao
alcancam MR3,0 e se+ e se- s80 0s seus erros padrédo. O ponto final primério seré correspondido se Z >1,96.

A andlise primaria foi efetuada com um ajuste de sobrevivéncia Kaplan-Meier para os dois grupos.
A estatistica de teste log rank sem diferenca entre os grupos foi de 6,05, P=0,0139, confirmando

a diferenca significativa estatisticamente.

A Figura 4 mostra as duas curvas de sobrevivéncia, enquanto as Figuras 5 e 6 mostram as curvas
individualmente com um intervalo de confianca a 95% de Greenwood.
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Figura 4: curvas de sobrevivéncia de individuos através do estado MR: MR 23 e MR <3
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Figura 5: curva de sobrevivéncia de individuos com MR <3 e intervalo de confianca a 95%
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Figura 6: curva de sobrevivéncia de individuos com MR 23 e intervalo de confianga a 95%

A Tabela 9 mostra a diferengca em EFS dos dois grupos e do seu erro padrdo. Também apresentado
no valor P bilateral para a hipétese nula sem diferenga e um intervalo de confianca a 95% para a diferenca.

Tabela 9: diferenca da estimativa de sobrevivéncia sem eventos através do estado MR 3,0

Diferenga | 22,2% 10,1% 2,20 0,0279 2,0% 42,4%
EFS

O critério de sucesso para o ponto final priméario era uma diferenca cuja estimativa excedeu 10 pontos
percentuais e que era significativamente diferente de zero no nivel 2%2% unilateral. Ambos os requisitos
séo cumpridos.
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O estudo clinico abrangeu pontos finais secundarios. O primeiro esta relacionado com a tabulagao
cruzada de doentes cujo estado de eventos de 36 meses era conhecido. A Tabela 10 fornece

as contagens destes doentes. A Tabela 11 mostra a percentagem de doentes sem eventos,

a diferenca nestas percentagens e um intervalo de confianca de pontuac&o Wilson a 95% para a diferenca.

As taxas de sobrevivéncia sem eventos estimadas dos dois grupos MR e os seus erros padrdo estao
na Tabela 10.

Tabela 10: doentes através do estado MR 3

<3 51 57,5% 7,8%
23 45 79,7% 6,4%

Tabela 11: doentes sem eventos através do estado MR 3

77,8% 45,9% 31,8% 9,5% 50,1%

Este célculo também cumpre os critérios de sucesso de um intervalo de confianca de classificagédo
Wilson inteiramente acima de zero.

Outro conjunto de pontos finais secundarios relaciona-se com a utilizacao de limiaresde 1, 2, 4 e 4,5
para MR, para além do ponto final primério de 3. Este limiares sédo resumidos na Tabela 12. ALL

para além dos dois limiares MR mais elevados séo altamente significativos.

Tabela 12: taxa EFS através do limiar MR

MR <1 39,9 0,0000 12 15,6% 13,7%
MR =1 84 74,4% 5,2%
MR <2 11,6 0,0007 28 50,1% 9,9%
MR 22 68 76,0% 5,7%
MR <3 6,0 0,0139 51 57,5% 7,8%
MR =3 45 79,7% 6,4%
MR <4 2,1 0,1520 79 64,8% 6,0%
MR 24 17 82,4% 9,3%
MR <4,5 1,05 0,3050 86 66,9% 5,6%
MR =4,5 10 80,0% 12,7%
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e Este produto destina-se a utilizagdo em diagndstico in vitro.

e Este Produto foi apenas concebido para detetar, mas ndo distinguir entre transcri¢cdes de fuséo
BCR-ABL1 el3a2 (b2a2) e el4a2 (b3a2). A capacidade de detetar outras transcri¢cdes de fusdo
ndo foi avaliada para além do que é descrito nestas instrugées de utilizagao.

e Este Produto foi apenas concebido para ser utilizado no ABI 7500 Fast Dx Instrument ou
Roche cobas z 480 Analyzer.

e A quantidade e qualidade do ARN pode afetar largamente os resultados.

e Este produto ndo pode ser revendido, modificado para revenda nem utilizado para fabricar produtos
comerciais sem a aprovacao por escrito da Asuragen.

e As sondas com pigmentos BHQ®, Cal Fluor® ou Quasar® sdo fabricadas sob licenga
da Biosearch Technologies e sdo vendidas exclusivamente para a finalidade pretendida.
As sondas sao vendidas para utilizacdo apenas pelo utilizador final.

e A compra deste Produto concede ao comprador direitos ao abrigo de certas patentes da Roche para
o utilizar exclusivamente conforme descrito. Nenhuma patente geral ou outra licenca de qualquer
tipo, para além do direito especifico de utilizacdo de compra, é concedida no presente documento.

e Asuragen® e QuantideX® sdo marcas registadas da Asuragen, Inc. BHQ®, Cal Fluor® e Quasar®
sdo marcas registadas da Biosearch Technologies. MicroAmp™ e Applied Biosystems® sdo marcas
registadas da Applied Biosystems, LLC.

e NA MEDIDA PERMITIDA PELA LEI APLICAVEL, A ASURAGEN NAO DEVERA EM CASO ALGUM
SER RESPONSAVEL DE QUALQUER FORMA [QUER EM CONTRATO, ATO ILICITO (INCLUINDO
NEGLIGENCIA), RESPONSABILIDADE RESTRITA OU OUTRAS] POR QUALQUER RECLAMACAO
DECORRENTE DA LIGAGAO COM OU DA UTILIZACAO DESTE PRODUTO.

O QuantideX qPCR-ABL IS Kit (“o Teste”) € um teste robusto e preciso para a quantificagéo de
transcricdes de BCR-ABL1 e ABL1 em ARN total extraido de sangue total de doentes anteriormente
diagnosticados com Leucemia Mieloide Crénica (LMC) positiva t(9;22), expressando transcri¢cdes de fuséo
BCR-ABL1 el3a2 e/ou el4a2. O Teste € utilizado em conjunto com o Applied Biosystems 7500 Fast
Dx Real-Time PCR Instrument ou o Roche cobas z 480 Analyzer.
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