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Utilizacao prevista

O conjunto menor QuantideX® gPCR BCR-ABL é um teste de amplificacdo de acidos nucleicos in vitro
para a quantificacdo de transcricbes de BCR-ABL1 e ABL1 em ARN total de sangue total de doentes
diagnosticados com Leucemia Mieloide Crénica (LMC) positiva t(9;22) com transcrigdo de fuséo
BCR-ABL1 do tipo ela2. O conjunto menor QuantideX gPCR BCR-ABL é uma reacédo em cadeia da
polimerase (PCR) com transcri¢do reversa quantitativa executada no instrumento PCR em tempo real
7500 Fast Dx da Applied Biosystems ou no analisador cobas z 480 e destina-se a medir BCR-ABL1 a
ABL1, expresso como um racio de percentagem (BCR-ABL1 a ABL1) em doentes com LMC positiva

t(9;22) durante a monitorizacdo do tratamento com inibidores da tirosina cinase (TKI).

O Teste ndo monitoriza el3a2, el4a2 ou outras transcricfes de fusdo resultantes de t(9;22). Este Teste
nao se destina ao diagnéstico de LMC.

Limitagoes do ensaio

Este Produto destina-se a utilizagdo em diagndstico in vitro.
Este Produto foi validado para sangue recolhido em tubos de EDTA.
Este Produto nao foi validado para utilizacdo com amostras de medula 6ssea.

Este Produto foi apenas concebido para detetar a transcricdo de fusdo BCR-ABL1 ela?2.

A capacidade de detetar outras transcrigfes de fusédo nao foi avaliada para além do que € descrito
nestas instrugcdes de utilizacdo. O teste ndo deteta com precisdo breakpoints grandes ou micro,
microeliminagBes ou mutacoes.

Alguns doentes, com niveis muito altos de transcricdo maior de BCR-ABL1 (e13a2 e/ou el4a?2)
podem ser reportados como um positivo baixo (consulte Caracteristicas de desempenho abaixo).
Este Produto ndo se destina a utilizagdo com essas amostras.

Este Produto ndo se destina a utilizagdo com doentes sem LMC que expressam a transcricédo ela2.

Alguns doentes, com niveis muito baixos de transcricdo de BCR-ABL1 (abaixo de 0,0025%) podem
ser reportados como Undetected (Sufficient ABL) [Nao detetado (ABL suficiente)]. Por conseguinte, 0
resultado Undetected (N&o detetado) néo exclui a presenga de baixos niveis de células de leucemia
no doente.

Inversamente, alguns doentes sem a presenca confirmada de transcricio menor de BCR-ABL1
(ela2) podem ser reportados como um positivo muito baixo (consulte Caracteristicas de
desempenho abaixo). Este Produto ndo se destina a utilizagdo num cenario de diagnoéstico.

Este Produto foi concebido para ser utilizado no instrumento ABI 7500 Fast Dx ou analisador cobas z
480 da Roche.

A qualidade e quantidade de ARN pode afetar largamente os resultados; por exemplo, observou-se
gue amostras de racios muito baixos de OD260/OD230 interferem com a detecao de pigmentos de
referéncia passiva, que podem levar a erros de software e/ou quantificacfes erradas.

Pode ser observada interferéncia quando as amostras de sangue tém niveis muito elevados de
determinadas substancias que ndo sdo removidas de forma suficiente durante o isolamento de ARN.
A interferéncia também pode ser observada quando amostras de ARN purificado sdo contaminadas
com compostos que séo introduzidos durante o isolamento de ARN.
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Avisos e precaucoes

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

e Siga as precauces universais em conformidade com a OSHA 1910:1030, CLSI M29 ou outras
diretrizes aplicaveis quando manusear amostras de origem humana.

e A contaminacdo de RNase/DNase pode provocar a degradacao 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 contaminag&o na transferéncia de ARN ou PCR pode resultar em sinais falso-positivos. Utilize
precaucdes adequadas no manuseamento de amostras, fluxo de trabalho e pipetagem.

e Nao abra a placa gPCR seja em que momento for apés o inicio da amplificacao.

e A analise de pocos vazios ira resultar em resultados falsos para esses poc¢os nas tabelas de
resultado geradas pelo software interpretativo. Para evitar a possivel incluséo de pogos vazios na
tabela de resultados, certifique-se de que apenas o0s po¢os com reacdes sdo selecionados para
andlise (etapa 2.g. da preparagdo qPCR para utilizadores do 7500 Fast Dx, etapa 9 no procedimento
de configuracdo de software para utilizadores do cobas z 480).

¢ Na&o junte componentes de Teste de diferentes lotes de reagentes.

e Na&o utilize componentes de Teste de um lote de conjunto em combinagdo com componentes de um
lote de conjunto diferente.

e Nao 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.

Resumo e explicagao

A leucemia mieloide crénica (LMC), também conhecida como leucemia mielégena cronica, trata-se de
uma malignidade das células mieloides na medula éssea resultante de um rearranjo especifico de
cromossomas conhecido como o cromossoma Filadélfia (Ph). O cromossoma Filadélfia, uma
translocacéo 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 Filadélfia apresenta o rearranjo na
regido BCR (breakpoint cluster region) maior e codifica uma proteina quimérica 210 kD. Este produto
quimérico p210 é traduzido do ex&o 13 (jungdo el3a2) ou exdo 14 (juncao el4a?) do gene BCR
justaposto ao exdo 2 do gene ABL1 (Pane et al., 2002).

Existem rearranjos menos comuns, por exemplo, breakpoint region menor codificando uma proteina
guimérica 190 kD gerada a partir da juncdo ela2 (Pane et al., 2002). O Teste monitoriza o breakpoint
(e1a2) menor, mas ndo maior nem outras transcri¢cdes de fusdo raras resultantes de t(9;22).

Existem aproximadamente 1,8 novos casos de LMC por 100 000 pessoas por ano, totalizando uma
estimativa de 8220 novos casos em 2016 (Howlander et al., 2016). A taxa de sobrevivéncia de 5 anos
esta atualmente estimada em 65% (Howlander et al., 2016), com aumento significativo ao longo das
ultimas duas décadas gracgas a disponibilidade de novos inibidores da tirosina cinase (TKI), que tém
como alvo o produto de fusdo (Kantarjian et al., 2012a). Recomendacdes para medi¢des de
transcricdes de fusdo de BCR-ABL1 periddicas com RT-gPCR para monitorizar a resposta ao
tratamento em doentes com LMC foram incorporadas em diretrizes de tratamento reconhecidas
[National Comprehensive Cancer Network (NCCN) Clinical Practice Guidelines in Oncology: Chronic
Myelogenous Leukemia. v.2.2017].
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Principio do procedimento

O conjunto menor QuantideX® gPCR BCR-ABL (o Teste) é um teste de amplificacédo de acidos nucleicos
para a quantificacdo de ARN BCR-ABL1. O Teste fornece amplificagéo e dete¢cdo em simultdneo da
transcricdo de fuséo BCR-ABL1 ela2 e ABL1 (um controlo enddgeno) utilizando ARN extraido de
glébulos brancos de origem humana enriquecidos a partir de sangue total com EDTA. O Teste utiliza
PCR com transcri¢éo reversa (RT-PCR) multiplex em combinagéo com tecnologia de sonda de hidrdlise
em tempo real.

A translocacédo de BCR-ABL1 ela2 é amplificada, detetada e quantificada em simultaneo utilizando uma
sonda que é visualizada no canal FAM. A detecdo do gene ABL1 utiliza uma sonda etiquetada para o
canal Cy5. Os primers especificos de ABL1 tém como alvo ABL1 nos ex8es 10 e 11. Este design
multiplex permite o controlo interno de quantidade e qualidade de ARN através do nivel de expressao
ABL1 em cada poco de reacao para além da funcéo priméaria de computagdo do %ratio value (valor de
racio de %) de BCR-ABL1:ABL1 de uma amostra (o racio de BCR-ABL1 para ABL1 expresso como uma
percentagem). Tenha em atencéo que a Escala Internacional (White et al., 2010) néo se destina a
reportar valores de breakpoint menores (ela2).

Os reagentes sdo adaptados para utilizagdo no instrumento PCR em tempo real ABI 7500 Fast Dx ou no
analisador cobas z 480 da Roche. O Teste inclui reagentes suficientes para 60 rea¢6es. O conjunto do
calibrador de teste inclui calibradores externos construidos com tecnologia Armored RNA® Quant (ARQ)
para gerar valores de nimero de cOpia rastreaveis a partir de uma curva de calibragdo (fornecida) para
cada analito. Os calibradores sédo executados em duplicado e todas as outras amostras e controlos séo
executados em singular. O tempo necessario a partir da etapa de configuracao RT através da geracao
do ultimo resultado de teste € <4 horas para um conjunto completo.

A tabela abaixo fornece um resumo da quantidade (cépias/qPCR) de analito em cada calibrador.

Calibrador ABL1 BCR-ABL1
CAL1 380 000 27 000
CAL2 38 000 2700
CAL3 3800 270
CAL4 380 27
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Esquema do fluxo de trabalho de teste menor QuantideX gPCR BCR-ABL

A

tubos EDTA
B Manipulacéo
Tempo do instrumento
Total = ~4 horas
ARN total

Reacéo RT gPCR Resultados

Prep. 30 min. Prep. 20 min.
PCR
RT

90 min.
70 min.

Figura 1: esquema do fluxo de trabalho de teste menor QuantideX® gPCR BCR-ABL
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Reagentes fornecidos com o0 conjunto

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

¢ Os reagentes foram verificados para até 4 utilizacdes totais através de estudos volumétricos e de
congelacéo e descongelacao. Nado se recomendam utilizacdes adicionais.

N.° do item Descricédo armzezr:r?ér(:\into
Reagentes menores 49638 QuantideX® qPCR BCR-ABL, Caixa 1 de 2

145388 Diluent -15a-30°C
145389 RT Buffer -15a-30 °C
145390 RT Enzyme Mix -15a-30°C
145391 gPCR Buffer -15a-30°C
145492 BCR-ABL minor Primer Probe Mix -15a-30 °C
145393 gPCR Enzyme Mix -15a-30°C

Calibradores e controlos menores 49639 QuantideX® gPCR BCR-ABL, Caixa 2 de 2

145494 BCR-ABL minor CAL1 -15a-30 °C
145495 BCR-ABL minor CAL2 -15a-30 °C
145496 BCR-ABL minor CAL3 -15a-30 °C
145497 BCR-ABL minor CAL4 -15a-30 °C
145498 BCR-ABL minor CONH -15a-30 °C
145499 BCR-ABL minor CONL -15a-30 °C
145500 BCR-ABL minor CONN -15a-30 °C

Reagentes necessarios mas ndo fornecidos

e Osreagentes para isolamento de ARN ndo estéo incluidos no conjunto. O ARN pode ser extraido
através de metodologias de preparacdo de amostras validadas em laboratério, disponiveis
comercialmente, para assegurar ARN de alta qualidade e intacto com contaminacdo minima de ADN.
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Consumiveis e equipamento necessarios mas ndo fornecidos

Os numeros de itens, quando fornecidos, podem variar conforme a regido. Contacte as solucdes do
cliente da Asuragen para obter assisténcia.

e Equipamento de laboratério geral e espaco de trabalho para executar RT e gPCR

e Tubos de microcentrifuga com tampa de 1,5 ml, transparentes e de baixa retencéo
e Centrifuga capaz de girar placas de reacéo de 96 pocos

e Bloco de aquecimento capaz de aquecer tubos de microcentrifuga de 1,5 mla 75 °C

e Placa de reacdo de 96 pocos MicroAmp® Fast Optical, 0,1 ml, com ou sem cédigo de barras (para
7500 Fast Dx)

e Pelicula adesiva MicroAmp® Optical (para 7500 Fast Dx)
o LightCycler® 480 Multiwell Plate 96, branca, com LightCycler® 480 Sealing Foil (cobas z 480)

¢ Instrumento PCR em tempo real 7500 Fast Dx da Applied Biosystems ou analisador cobas z 480 da
Roche validados pelo laboratério com este Teste

Conservagao e manuseamento

e Conserve os reagentes do Teste nhum congelador que ndo seja no frost.
e Conserve os reagentes do Teste nas caixas internas fornecidas com enchimento em espuma.
¢ Minimize a exposi¢édo do Primer/Probe Mix do Teste a luz, dado que este reagente é fotossensivel.

¢ N&o utilize o agitador vortex nos frascos do Calibrador ou Controlo do Teste. Em vez disso, misture
suavemente dando leves pancadas no fundo do tubo.

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

¢ Os reagentes foram verificados para até 4 utiliza¢des totais através de estudos volumétricos e de
congelacéo e descongelacdo. N&o se recomendam utilizacdes adicionais.

Etapas de procedimento

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 esté sujeito a degradacgdo por RNases omnipresentes em amostras
de origem humana, de forma a minimizar o manuseamento de amostras, é 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 laboratério e processar amostras dentro de
72 horas ap0s a recolha. Tempos inferiores podem ser ideais para as medig6es mais sensiveis de
guantidades de BCR-ABL1 (Hughes et al., 2006).

Etapas pré-analiticas

Extracdo de ARN

O ARN total extraido através de metodologias comuns de preparacao de amostras de sangue total
recolhido em EDTA é compativel com métodos 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
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concentracao-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 detecéo de pigmentos de referéncia passiva, que podem levar a erros de
software e/ou quantificacdes erradas.

O ARN total purificado tem de ser avaliado quanto a concentracéo (OD2s0 que indica uma concentracao
de 2100 ng/ul) e a pureza (conforme estimado pelo racio OD260/OD2so >1,6 € racio OD260/OD230 >1,2)
através de métodos espectrofotométricos padréo. Para facilitar a configuracéo rapida e eficaz do Teste,
as amostras de ARN devem ser ajustadas em concentracao (100-500 ng/ul) para permitir um volume de
entrada constante de 10 pl por reagdo de RT em singular por amostra.

Categoria Especificagdo
Volume de sangue total Variavel
Contagem de globulos brancos Obijetivo de 20 milhdes (2 x 107)
Concentragdo de ARN 100-500 ng/ul
Racio de OD260/OD2go >1,6
Pureza de ARN Racio de OD260/OD230 >1,2

Criagao de definicBes de filtro do instrumento

Seguem-se as instrucdes para os instrumentos PCR em tempo real ABI 7500 Fast Dx e cobas z 480 da
Roche. Tenha em atencao que esta sec¢éo s sera executada quando utiliza pela primeira vez o
conjunto menor QuantideX® gPCR BCR-ABL no instrumento validado. As definigfes de
excitacdo/emissao sao guardadas no software para utilizacdo futura.

Software SDS v1.4 do instrumento PCR em tempo real ABI 7500 Fast Dx

Programe os detetores PCR em tempo real ABI 7500 Fast Dx conforme indicado abaixo.

Inicie o software SDS 7500 System e introduza as suas informacdes de inicio de sessao.
Selecione Create New Document (Criar novo documento).

No Assistente de novo documento, defina 0 Run Mode (Modo de execucao) para Standard 7500
(Padréo 7500) e cliqgue em Finish (Terminar).

Na fita superior, selecione Tools (Ferramentas) e depois Detector Manager (Gestor de detetor).
No canto inferior esquerdo, selecione File (Ficheiro) e depois New (Novo).

Dé um nome ao novo detetor (por ex., BCR-ABL1 ou ABL1).

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 detetores e cliqgue em Add to Plate Document (Adicionar ao documento da placa).
12. Clique em Done (Concluido).

rpwnNE

©xoNoOv

Software UDF, versao 2.0.0, do instrumento cobas z 480 da Roche

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

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

3. A partir da janela Overview (Descri¢do geral), clique no botdo Tools (Ferramentas) no lado @
direito do ecra (na imagem).

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

Clique no botédo New (Novo).

o

Introduza um titulo para o novo formato (por exemplo, “Conjunto menor LMC”).

7. Na caixa Filter Combination Selection (Selecdo de combinacéo de filtro), clique nas caixas na
interseccdo de 465 e 510 e a intersec¢do de 610 e 670 (consulte a imagem abaixo).
8. Introduza um titulo para as Filter Combinations (Combinag@es de filtros) (por exemplo, “FAM” para

465/510 e “Cy5” para 610/670).

9. Na seccéo Selected Filter Combination List (Lista de combinag&o de filtros selecionada), introduza o
seguinte para ambas as combinacdes de filtros (consulte a imagem abaixo):

a. Fator de derretimento =1
b. Fator de quant. =10

c. Tempo de integragdo max. (s) = 2
10. Verifique se as suas caixas de verificacdo Filter Combination (Combinacéo de filtros) e definicdes

correspondem a imagem abaixo.
11. Cligue no botdo Close (Fechar).

—Filter Combi Sel
Emission
E 510 580 610 645 670 700
120 T I I I B
C
: 498 r - rrrr
? 540 rr rrr
i 610 r F r
o
n 680 r
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

Close

LY

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

As Master Mix séo preparadas a temperatura ambiente para o nimero adequado de reacdes em cada
etapa do protocolo de acordo com as tabelas fornecidas. Os reagentes fornecidos sao suficientes para
até 60 reacGes. A placa de 96 pocos pode ser enchida com um conjunto de 60 reagdes completo sem a
utilizacdo de pocos de canto ou margem. Os reagentes séo verificados para utilizacdo depois de 3 ciclos
de congelamento/descongelamento para suportar 4 utilizagdes. Nas instru¢cdes seguintes, uma “area
sem modelos” refere-se a uma secg¢do de um laboratério que ndo contém materiais que podem ser
ampliados (por ex., calibradores, controlos, amostras de doentes, produtos qPCR amplificados). A “area
modelo” refere-se a uma area do laboratério onde esses materiais que podem ser ampliados sédo
gerados, armazenados ou manipulados. Tenha em atencdo que até variagdes menores do protocolo
(por ex., utilizar um banho de agua ou utilizar tubos de 0,2 ml num termociclador na Etapa 1 em vez de
um bloco de aguecimento compativel de 1,5 ml) ndo foram validadas e podem afetar o desempenho.
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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 mla 75 °C.

Preparacao da Master Mix:
a.

Conte o nimero de reacgdes (incluindo CAL, CON e amostras clinicas) a executar no Teste.
Requisitos minimos de execucgao em lote: 4 CAL em duplicado cada, 3 CON em singular
cada, para um total de 11 pocos. Cada amostra é executada em singular.

Utilize a tabela abaixo para determinar o nimero de reacfes adicionais a acrescentar a sua
Master Mix. Este excedente € adicionado para assegurar que ha Master Mix suficiente para cada
reacdo na placa.

Com base no seu mapa de placa Excedente
Reacbes Reacbes Adicione estas
minimas maximas reac6es a Master Mix

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

Programe o instrumento qPCR conforme detalhado abaixo.

Utilizadores do ABI 7500 Fast Dx: Programe o instrumento ABI 7500 Fast Dx conforme detalhado

abaixo.
a. Inicie o software.
b. Clique em Create New Document (Criar novo documento)
c. No Assistente de nhovo documento, selecione as seguintes opc¢oes:
i. Ensaio: curva padréo (Quantificacdo Absoluta)
ii. Recipiente: transparente de 96 poc¢os
iii. Modelo: documento em branco (ou selecione um modelo definido pelo laboratério)
iv. Modo de execucdo: padrdo 7500
v. Operador: introduza as iniciais do operador
vi. Nome da placa: [predefinido]
d. Cligue em Finish (Terminar)
e. Selecione o separador Instrument (Instrumento) na parte superior esquerda

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
iii. 93 °C durante 10 minutos
iv. 25 °C durante 60 minutos
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g.

Neste ponto, o seu ecrd deve aparecer como na imagem abaixo.

Therrnal Cycler Protacol

Thermal Frofile ]f—'«uto Incrementl Ramp Hate]
Stage 1 Stage 2 Stage 3 Stage 4
REp5:| | | F{Eps:l 1 | Reps: | i | Reps: | 1

A | 10:00

93.0

10:00

42.0
o |0

AddCycle | [ AddHold |  AddStep | #.dd Dissociation Stage Help
Settings

Sample Yolume [ul] : IT

Run Made | Standard 7500 ~|

Data Collechion : | j

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

a.

b.
c.
d

Inicie o software UDF e introduza as suas informacdes de inicio de sesséo.
Cligue no botdo New Experiment (Nova experiéncia).
Configure o Reaction Volume (Volume de reacdo) para 15 no canto superior direito do ecra.
Na caixa Programs (Programas), configure o niumero de ciclos para 1 e o Analysis Mode (Modo
de analise) 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 rea¢édo. Se n&o conseguir
definir temperaturas para 25 °C, verifiqgue para ver se o Analysis Mode (Modo de andlise) esta
definido para Melting Curves (Curvas de derretimento) (consulte a etapa d acima).
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Temperature (°C)

<o’

f.  Neste ponto, o seu ecré deve aparecer como na imagem abaixo.

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)

= None 00:10:00 S{44
1 None 00:45:00 144
= None 00:10:00 a4
»|25 *None ~|01:0000 22

R
1 |

alrfa v afefa s
alrfa v afefa s

Overview

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 segregacao de reagentes de
Calibradores (CAL), Controlos (CON) e amostras clinicas utilizando areas separadas de modelo e
isentas de modelo.

n

Descongele o Tampao RT do Teste e o Diluente de Teste a temperatura ambiente.

Deixe a mistura enzimatica RT do Teste no congelador e/ou num bloco frio.

Descongele os tubos do Calibrador (CAL, tampa amarela) e do Controlo (CON, tampa vermelha) a

temperatura ambiente

a. Misture suavemente os CAL/CON descongelados dando leves pancadas (ndo com o agitador
vortex).

b. Centrifugue.

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.

Transfira 25 ul de cada Calibrador (CAL) para o tubo corretamente etiquetado.

Nota: este volume é diferente dos Controlos.

Aqueca os CAL e CON 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.

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.)
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9. Monte a Master Mix (MMx) pela ordem indicada abaixo.
Nota: o intervalo de entrada de ARN do Teste é 1000 a 5000 ng por reacdo RT. Se o ARN for
100-500 ng/ul e o racio OD2e0/OD2so for >1,6 € 0 racio OD260/OD23o for >1,2, entdo adicione 10 pl de
ARN diretamente sem diluicdo. Se o ARN for >500 ng/uL, entdo utilize menos ARN 1) diluindo o ARN
para 100-500 ng/ul ou 2), adicionando menos de 10 ul de ARN e, em seguida, trazendo o volume de
reacdo final para 15 pl com Diluente de Teste (segundo o processo validado pelo seu laboratério).
A forma mais consistente de alcancar preparacées de ARN entre 100-500 ng/ul € ajustar o volume
da etapa de eluicao/ressuspensao do método de isolamento de ARN do laboratério.

Master Mix RT — Calculo:

Por pocgo MMx x N
Tampéo RT de teste 3,5uL 3,5xN
Mistura enzimatica RT de Teste 1,5uL 15xN
ARN (adicionar separadamente) até 10 uL adicionar separadamente
Diluente de Teste (adicionar QS para 15 pL adicionar separadamente
separadamente)
Volume total 15 uL 5xN

10. Utilize suavemente o agitador vortex na Master Mix RT
a. Centrifugue
b. Adicione 5 uL em cada pogo da placa de 96 pocos a temperatura ambiente
Nota: dado que a Master Mix RT é um pouco viscosa, € 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.
11. Misture cuidadosamente os tubos de CAL e CON aquecidos da etapa 7 dando leves pancadas (hdo
com o agitador vortex)
a. Centrifugue
b. Adicione 10 uL a cada pogo respetivo
c. Misture através de pipetagem suave (5x para cima/baixo). Evite a formacao de bolhas.
12. Misture suavemente as amostras de ARN
a. Centrifugue

b. Adicione até 10 ul a cada pogo respetivo. (Se utilizar menos de 10 ul de ARN, adicione o
Diluente de Teste para um total de 15 pl.) Nota: uma placa de 96 pogos pode ser enchida com
um conjunto de 60 reacdes sem a utilizacdo de pocos de canto ou margem. N&o utilize
pocos 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 reacgéo final por pogo é 15 pl.

Amostras
Master Mix RT 5uL
Amostra de ARN até 10 pl
Diluente de Teste volume para 15 pl
Volume total (por pocgo) 15 pL

13. Tape os pocos com a pelicula de vedacao adequada.
14. 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 Master Mix gPCR 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 (ndo guarde a placa RT)

Preparacdo gPCR

Nota: os utilizadores do analisador cobas z 480 da Roche devem programar a excitacéo correta e 0s
filtros de emisséo para assegurar a compatibilidade com as sondas BCR-ABL1 e ABL1 conforme
descrito na secc¢édo de Etapas pré-analiticas.

1. Preparacao da Master Mix:

a. Conte o niumero de reacgdes (incluindo CAL, CON e amostras clinicas) a executar no Teste. Isto
deve corresponder ao niumero da etapa RT acima.

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

Nota: estes montantes excedentes podem ser diferentes dos da seccéo de Preparagdo RT acima.

Com base no seu mapa de placa Excedente
Reacbes Reacbes Adicione estas
minimas maximas reacfes a Master Mix

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

2. Programe o instrumento gPCR conforme detalhado abaixo

Utilizadores do 7500 Fast Dx: Programe o instrumento ABI 7500 Fast Dx conforme detalhado abaixo.
a. Inicie o software
b. Clique em Create New Document (Criar novo documento)
c. No Assistente de novo documento, selecione as seguintes op¢oes:
i. Ensaio: curva padréo (Quantificacdo Absoluta)
ii. Recipiente: transparente de 96 pocos
iii. Modelo: documento em branco (ou selecione um modelo definido pelo laboratério)
iv. Modo de execucao: padrdao 7500
V. Operador: introduza as iniciais do operador
Vi. Nome da placa: Introduza o nome do ficheiro pretendido
d. Clique em Next (Seguinte)
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Na caixa de didlogo Select Detectors (Selecionar detetores):
i. Selecione o detetor BCRABL1 e, em seguida, clique em Add>> (Adicionar)
ii. Selecione o detetor ABL1 e, em seguida, clique em Add>> (Adicionar)
iii. Referéncia passiva: ROX
Clique em Next (Seguinte)
Selecione os pogos que contém amostras (incluindo pocos CAL/CON).
AVISO: A analise de pocos vazios ira resultar em resultados falsos para esses pogos nas tabelas
de resultado geradas pelo software interpretativo.
Cligue em Use (Utilizar) para ambos os detetores
Cligue em Finish (Terminar)
Certifique-se de que os separadores Setup (Configuracéo) e Plate (Placa) estdo selecionados
Selecione o separador Instrument (Instrumento) na parte superior esquerda
Na area Thermal Cycler Protocol (Protocolo do termociclador), o separador Thermal Profile
(Perfil térmico), realiza as seguintes agdes:
i. Elimine a Fase 1 (exceto se esta tiver sido concluida num modelo definido pelo
laborat6rio)
il. 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 volume de amostra de 25 pl.
V. Modo de execuc¢ao: padrdo 7500
Vi. Recolha dados utilizando a definicao “stage 2, step 2 (63.0@1:00)” [fase 2, etapa 2
(63,0@1:00)]
Neste ponto, o seu ecra deve aparecer como ha imagem abaixo:

Thermal Cycler Protocol

Thermal Prafile l.-'-‘-.utu:u Increment] Fiamp Fiate

Stage 1 Stage 2
Reps: |1 | Reps:[40 |
[os.0 [gso0 ]
10:00 R
AddCycle|  Add Hold | Add Step | Add Dissociation Stage Help
Settings
Sample Yolume [pL] : 25
Run Mode | Standard 7500 ~|
Data Collection |Stage 2, Step 2 (62.0 @ 1:00] -
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n. Etiquete os pocos conforme abaixo utilizando este processo: Selecione o separador Setup
(Configurag&o) na parte superior esquerda. Clique com o botdo direito do rato no mapa de placas e,
em seguida, selecione Well Inspector (Inspetor de pogos). Com o Well Inspector (Inspetor de
pocos) aberto, selecione um po¢o ou pocos e digite 0 nome da amostra. Selecione o0 po¢o ou
pocos seguintes e digite 0 nome da amostra. Continue até todas as amostras estarem
nomeadas. Feche o Well Inspector (Inspetor de po¢os). Nota: uma placa de 96 pogos pode ser
enchida com um conjunto de 60 rea¢cfes sem a utilizacdo de po¢os de canto ou margem.

i. CALL1 para Calibrador 1
. 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

0. Certifiqgue-se de que os detetores e 0s agentes de extingdo estdo selecionados conforme
indicado abaixo.
i. FAM para BCRABL1,; agente de extingdo=nenhum
i. Cyb5 para ABL1; agente de extingdo=nenhum
iii. Selecione “ROX” para referéncia passiva

Utilizadores do cobas z 480 da Roche: Programe o analisador cobas z 480 da Roche conforme

indicado abaixo.

a. Inicie o software UDF e introduza as suas informag®@es de inicio de sesséo

b. Clique no botdo New Experiment (Nova experiéncia)

c. Clique no menu pendente Detection Format (Formato de detecdo) e selecione o formato
configurado anteriormente (consulte Etapas Pré-analiticas: software de definigbes de filtros do
cobas z 480 da Roche, versao 2.0.0; o nome “Conjunto CML IS” foi dado como exemplo)

d. Configure o Reaction Volume (Volume de reacao) para 25

e. Nas seccao Programs (Programas), execute as seguintes agdes:

i. Defina o nimero de ciclos para 1 e o Analysis Mode (Modo de analise) para None (Nenhum).
ii. Clique no botédo “+” a esquerda para adicionar um segundo programa.
iii. Altere o segundo programa para 47 ciclos. Altere o Analysis Mode (Modo de andlise) para
Quantification (Quantificacéo)
iv. Na secc¢éo Programs (Programas), selecione o primeiro programa (1 ciclo).

f.  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 programa (47 ciclos).

Na seccdo Program Temperature Targets (Objetivos de temperatura do programa), introduza os

seguintes parametros de temperaturas, modos de aquisi¢céo e tempos:

i. Temperatura: 95 °C; Modo de aquisi¢do: nenhum; Tempo: 15 segundos

ii. Temperatura: 63 °C; Modo de aquisi¢cao: Unico; Tempo: 1 minuto

Nota: utilize os botdes “+” e “-” para adicionar ou eliminar etapas de reagao.

2@
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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 formato de detecéo ira corresponder ao titulo
que atribuiu nas Etapas pré-andlise e pode assim diferir da imagem.

fJ LightCycler® 480 SW - User Defined Workflow for cobas z 480 =]
Instrument:  cobas z 480 / Standby (no MWP) Database: My Computer (Traceable)
Window:  [New Experiment B User: System Admin

Run Protocol ‘ Data | Run Notes ‘

: Caty
Setup:
Detection Format [ChIL IS Kit E| Block Size [95 Plate ID Reaction Volume [5 =
Sul
Color Comp ID | Lot No TestID |
Programs
Sample Program Name Cycles Analysis Mode

Program 1 = None -
[Y[Program 47 = Quantification -

H
<o®

s
Program Temperature Targets
Sum Target (°C) Acquisition Mode Held (hh:mm:ss) Ramp Rate (°Cis)  Acquisitions (per °C)  Sec Target (°C) | Step Size (°C) | Step Delay (cycles)
95 ~{None ~|00:00:15 c|44 = [0 -[0 0
63 ~|Single 00:01:00 122 = 0 <10 0

Holoh

Overview

AN AL

1:05:12 116:28 1:27:16 13828

o4 ®m w o
4 88 8

Temperature (°C}
o g
2 8

-
=]

304

0:00:00 010:28 02115 03217 04309

05421
Estimated Time (h:mm:ss)

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

Nota: uma placa de 96 pogos pode ser enchida com um conjunto de 60 rea¢gfes completo sem a
utilizacdo de pocos de canto ou margem.
i. CALL1 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

configuracao.
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Reacao gPCR

Nota: a ordem das operacdes apresentadas abaixo é 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 separadas de modelo
e isentas de modelo.

1. Remova o tampao qPCR do Teste e o Primer/Probe Mix a temperatura ambiente para descongelar.
Deixe a mistura enzimética gPCR do Teste no congelador e/ou num bloco frio.
2. Prepare uma Master Mix (MMx) qPCR pela ordem indicada a temperatura ambiente.

Master Mix gPCR — Calculo por amostra
Por poco MMx x N

Tampéo qPCR de Teste 11yl 11 xN
Primer/Probe Mix do Teste 34uL 3,4xN
Mistura enzimatica qPCR do Teste 0,6 uL 0,6 xN

Volumetotal 15pL 15xN

3. Misture suavemente a Master Mix dando leves pancadas ou com o agitador vortex
a. Centrifugue
b. Adicione 15 ul da Master Mix qPCR a cada pog¢o a temperatura ambiente.
4. Adicione 10 pl de produto cDNA da reagéo RT. Misture através de pipetagem suave. Evite a
formacéo 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 execugao 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 configuracdo de software

ABI 7500 Fast Dx (SDS v1.4)

1. Quando a execucdo estiver concluida no instrumento ABI 7500 Fast Dx, complete as etapas abaixo
no 7500 Fast System da aplicacdo com software 21 CFR Parte 11, software ABI SDS v1.4.
a. Clique no separador Results (Resultados) no canto superior esquerdo.

2. Clique no separador Amplification Plot (Gréfico de amplificacdo) no canto superior esquerdo.

3. verifique se o “Cycle Number” (NUmero de ciclo) no eixo x do grafico inclui 40 ciclos. Se existirem menos
de 40 ciclos, o ficheiro esta incompleto e ndo deve ser mais analisado. Tentar analisar o ficheiro ira gerar
um erro sem resultados de amostra. Repita a execugdo com o nimero 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 (Ct manual) na area Analysis Settings (DefinicBes de analise) a
direita e introduza o valor do limiar de 0,05 para ABL1.
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6. Clique no botédo de op¢do 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.

Nota: estas definicdes séo diferentes das predefinicées do software ABI do valor Start (cycle) [Iniciar
(ciclo)] de 3 e o valor End (cycle) [Terminar (ciclo)] de 15.

7. Cligue na seta pendente por baixo da janela do detetor no canto superior direito e selecione BCRABL1.

8. Clique no botéo de opc¢do Auto Ct (Ct automatico) na area Analysis Settings (Definicbes de analise) e
verifiqgue se o botdo de opcdo Auto Baseline (Linha base automatica) predefinida esta selecionada
para BCRABLL1.

9. Clique no botao Analyze (Analisar) a direita na area Analysis Settings (Definicdes de andlise).

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

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
gue repete as etapas 10 e 11 acima depois de efetuar a correcdo no SDS e antes de processar
novamente no software interpretativo.

Data: IDeIta Rn vs Cycle j Data: | Delta Rn vs Cycle ﬂ

Line Color: |Wel| Color v Line Color: |\w/ell Colar v

Analysis Settings [ Analysis Settings
" Auto Ct " Auto Ct
B ...... o TP —
Thieshold: |0.05 Thieshold: [0.090613
" Auto Baseline o
{1 & ManualBaseline: |’ -
Start [cycle): |5 Stait [cycle]: |Auto
End [cycle): |'J3 End [cycle] |Auta

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 o0 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 aplicagdo do software de Teste para interpretacédo de
resultados.
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Cobas z 480 da Roche

Color Comp Filter Comb ™ . High
(Off] [ 465510 7[”* Efficiency [ Hiean [Eonﬁden{:e

10.

11.

Quando a execucdao estiver concluida no analisador cobas z 480, conclua as etapas abaixo no
software UDF, versao 2.0.0, do cobas z 480 da Roche.

Clique no botédo Analysis (Andlise) no menu a esquerda.

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

Dé um nome a analise (por exemplo, “BCR-ABL1” ou “ABL1” dependendo do que esta a ser
analisado). Clique no botdo da marca de verificagao.

Nota: verifique se o “Cycle Number” (Nimero de ciclo) no eixo x do grafico inclui 47 ciclos. Se
existirem menos de 47 ciclos, o ficheiro estd incompleto e ndo pode ser mais analisado. Repita a
execugao com o numero correto de ciclos.

Verifique se as Analysis Settings (Definicbes de analise) em dire¢éo ao fundo do ecré correspondem
a imagem abaixo. Se as defini¢cdes diferirem, clique na seta pendente adequada ou no botéo e
altere-a para a definicdo correta.

Cligue em Calculate (Calcular).

No Plate Map (Mapa de placas), selecione todos pog¢os de amostra utilizados na placa. Para
selecionar varios po¢os simultaneamente, segure sem soltar no botdo esquerdo do rato e arraste.
Para fazer véarias selecdes (se 0s seus pogos tiverem espacos entre eles, por exemplo), segure sem
soltar na tecla Control (Controlo) no teclado enquanto clica no botao esquerdo do rato.

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

Na tabela Samples (Amostras) [abaixo do Plate Map (Mapa de placas)], verifique que todas as
amostras seguintes sdo 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 execucao

Nota: se 0s nomes 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 analise descendente adequada.

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

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

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

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

Color Comp { Filter Comb W] : High
[ (Off) V]{ 610670 l[u.r,e Efficiency [ Mean V] [ Confidence

.............................
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Procedimento de software do QuantideX® qPCR BCR-ABL Reporter

1.

Inicie o software de interpretativo (software QuantideX® gPCR BCR-ABL Reporter). Instrucdes
detalhadas da aplicacdo do software séo fornecidas separadamente para instalacéo, configuracédo de
utilizadores e rever o registo de alterac8es. Para obter o software, contacte a Asuragen. Visite
https://asuragen.com/myasuragen.

Na caixa de dialogo que surge, introduza o seu nome de utilizador e palavra-passe. Cligue em Sign
In (Iniciar sessao).

Quando surgir a janela Main (Principal), reveja o painel Lot Information (Informagdes de lote) na
parte superior direita. Confirme que o Lot # (ou seja, niUmero de lote) listado corresponde aos
reagentes que foram utilizados para gerar o ficheiro que pretende analisar. Caso contrario, consulte
0 guia do utilizador do software para introduzir o novo ndmero de lote.

Na janela Main (Principal), uma lista de ficheiros estara disponivel no painel esquerdo. Para alterar o
caminho do ficheiro, cliqgue no icone de pasta do ficheiro para navegar para o diretério de ficheiro correto.
Faca duplo clique no ficheiro pretendido. O software do Teste ird gerar automaticamente curvas de
calibracao e %ratio values BCR-ABL1:ABL1 para controlos e amostras. Isto sera apresentado na
janela Batch Report (Relatério por lotes).

Procedimentos de controlo de qualidade

1. Calibracéo
a. O Software de Teste ird comparar as curvas de calibragdo de acordo com os critérios de
validade de aprovacéo/reprovacéo. Os quatro calibradores s&o executados em duplicado.
O software ira avaliar todas as réplicas.
b. A curva de calibracdo € definida por Ct (a varidvel dependente, medida no eixo y) versus log
(copias/qPCR) (a variavel independente, rastreavel no eixo x). Isto € apresentado no Batch
Report (Relatério por lotes) como y = mx + b, que corresponde a Ct = m-logio(cépias/gPCR) + b.
Resolucao para cépias/qPCR da copias/qPCR = antilogio(Ct — b) + m.
c. Seacurva de calibracdo falhar, a execucéo em lote é invalida e ndo serdo reportados dados para as
amostras clinicas. A execugéo em lote deve ser repetida comegando com a etapa de reagao RT.
d. Se uma segunda execuc¢do em lote falhar, contacte os servigos técnicos da Asuragen.
2. Controlos
a. Se acurva de calibragdo for vélida, o Software compara de seguida cada amostra CON (CONH,
CONL, CONN) de acordo com o seu resultado esperado. Os controlos sdo executados em singular.
Amostra de controlo
Designhacéao Funcéo Resultado esperado
CONH Controlo elevado 21,75%
CONL Controlo baixo <0,1%
CONN Controlo negativo N&o detetado (ABL1 suficiente)

b. Se CONH, CONL e/ou CONN falhar, a execugdo em lote € invélida e ndo serao reportados dados
para as amostras clinicas. Esta determinagao é feita automaticamente pelo software interpretativo do
Teste. A execucgdo em lote deve ser repetida comegando com a etapa de reacdo RT.

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

d. Se tanto as calibragdes como todos os controlos forem validos, entéo a execucéo em lote €
vélida e os resultados das amostras serdo reportados.
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3. Amostras

a.

Se as verificagcfes 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.

Se esta verificacao falhar, a amostra clinica sera sinalizada como “Fail (low ABL1)” [Falha (ABL1
baixo)].

Tenha em atencdo que uma execucao em lote valida pode conter tanto resultados de amostras
vélidos como invalidos.

Tenha em atencdo que se uma amostra néo for detetada para BCR-ABL1, s sera reportado um
resultado de “Undetected” (Nao detetado) se o sinal ABL1 da amostra for suficientemente forte
(ou seja, valor Ct suficientemente baixo). Caso contrario, a amostra sera reportada como “Fail”
(Falha). Consulte a seguinte tabela.

Amostra do doente Amostra do doente

ConteGido ABL1 | ConteGido BCR-ABL1 Resultado Agao

Suficiente Positivo <1 copia/gPCR BCR-ABL1 abaixo do Reportar como
LOD (Limit of Undetected (N&o
Detection — Limite de detetado)
detecéo) (ABL1
suficiente)

Suficiente Positivo, %ratio (racio de Positivo (acima do %ratio de relatorio,

%) acima do intervalo LOQ [Limit of anotado*

Quantitation — Limite
de quantificacéo])

Suficiente Positivo, dentro do %ratio value de %ratio de relatorio
intervalo relatério

Suficiente Positivo, abaixo de LOQ Abaixo do LOQ %ratio de relatdrio,
anotado*

Suficiente Positivo, abaixo de LOD Abaixo do LOD Relatério como
“Below LOD”
(Abaixo do LOD)

Suficiente N&o detetado N&o detetado (ABL1 Reportar como

suficiente) Undetected (Nao

detetado)

Insuficiente N&o detetado Falha (ABL1 baixo)** Voltar a testar

N&o detetado Qualquer Falha (sem ABL1) Voltar a testar

*Por exemplo, “Result should be interpreted with caution because of a higher level of uncertainty at this value.”
(O resultado deve ser interpretado com precaucgédo devido ao maior nivel de incerteza neste valor.)
** Falha (ABLL1 baixo) refere-se 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 é valido caso ndo aparecam
sinalizadores para estes controlos.

O controlo negativo (CONN) deve ter um resultado Undetected (N&o detetado). Se o controlo
negativo for sinalizado como Invalid (Invalido), entdo toda a execugao em lote é invalida.

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 Invalid (Invalidos),
entdo toda a execucdo em lote € invalida.
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Interpretagcao dos resultados

Recomendacfes para medicdes de transcrices de fusdo de BCR-ABL1 periddicas, com RT-qPCR para
monitorizar a resposta ao tratamento em doentes com LMC em comparac¢do com pontos de referéncia
clinicos particulares, foram introduzidas e incorporadas em diretrizes de tratamento reconhecidas (por
exemplo, NCCN para LMC v.2.2017 ou versdo mais recente). As diretrizes NCCN recomendam a
monitorizacdo de doentes com LMC a cada 3 meses quanto a terapia para ajudar a determinar a
resposta a terapia, que pode levar a testes adicionais do doente para otimizar ou alterar a terapia.
Enquanto pontos de corte clinicos, como principal resposta molecular (MMR), definidos como 0,1%IS
(MR3,0) na Escala Internacional, foram estabelecidos como marcos importantes no tratamento da LMC
para os breakpoints maiores (Baccarani et al., 2013; Hughes et al., 2006; Hughes et al., 2003; Press et
al., 2009; NCCN Guidelines for CML, v2.2017), uma escala e marcos semelhantes ndo foram claramente
estabelecidos para o breakpoint menor. Independentemente, a avaliacdo quantitativa do breakpoint
menor tem sido amplamente utilizada para avaliar a resposta de tratamento em diferentes contextos
terapéuticos, incluindo pos-transplante, pés-indugéo e quimioterapia de consolidacao e, mais
recentemente, a seguir ao inicio de inibidores da tirosina cinase (TKI) ou regimes de combinacéo. Alguns
estudos utilizaram um teste com sensibilidade de 0,01% para definir a resposta molecular completa
(CMR) e reducao de 3 logs para definir a resposta molecular principal de uma forma semelhante as
definidas para p210 BCR-ABL1 em LMC (Ravandi et al., 2013; Short et al., 2016).

Valores esperados

O nivel de transcri¢cdes de BCR-ABL1 em doentes com LMC pode variar ao longo de um amplo intervalo,
dependendo de vérios fatores, incluindo o tempo de diagndstico e a iniciagdo da terapia e adeséo ou
resisténcia a terapia (Hughes, et al., 2006; Hughes and Branford, 2009; Press et al., 2013; Zhen and
Wang, 2013). O tratamento bem-sucedido pode levar a ndo detecao de transcricdes de BCR-ABL1 pelo
RT-gPCR, gerando resultados de teste Nao detetados. Assim, espera-se que os doentes com LMC
testados com o Teste menor QuantideX® qPCR BCR-ABL produzam valores com intervalos de
aproximadamente 0,0025% a 100%, bem como N&o detetado. O intervalo linear do teste vai de 0,0025%
a 25%, com LOD de 0,0025% e LOQ de 0,0036%. Enquanto os resultados do doente fora deste intervalo
indicam a presenca de transcricdes de BCR-ABL1 no sangue do doente, o valor atribuido néo é
reproduzivel. Alguns doentes com niveis muito baixos de transcricdo de BCR-ABL1 (abaixo de
0,0025%IS) podem ser reportados como Undetected (Sufficient ABL) [Nao detetado (ABL suficiente)].
Por conseguinte, o resultado Undetected (N&o detetado) néo exclui a presenca de baixos niveis de
células de leucemia no doente. Inversamente, alguns doentes sem uma presenca confirmada de
transcricdo menor de BCR-ABL1 (ela2), incluindo individuos sem leucemia, podem ser reportados como
um positivo muito baixo (consulte Caracteristicas de desempenho abaixo).
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Resolucao de problemas

Observacgéo Descricao Explicacéo Resolucéo
Erro de linha Linha base néao Isto indica que o software Repita a execucao em lote.
base do chamada SDS ABI 7500 Fast Dx v1.4

calibrador CALX
ou

Falha CONXx
(erro de linha
base)

(apenas 7500

corretamente para
um calibrador ou
controlo.

chamou inadequadamente
uma linha base para comecar
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

Fast Dx) conhecida.
Falha (erro de Linha base nao Isto indica que o software Volte a testar a amostra a
linha base) chamada SDS ABI 7500 Fast Dx v1.4 partir do mesmo ARN, se

numa amostra

(apenas 7500
Fast Dx)

corretamente para
uma amostra.

chamou inadequadamente
uma linha base para comecar
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.

disponivel.

Erro fora do
intervalo

ou

Falha (andlise)

(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 o ABL1 néo é analisado
adequadamente ou Auto Ct
(Ct automético) ndo esta
selecionado para BCR-ABL1.

Consulte o procedimento de
configuracdo de software
acima. Abra o ficheiro .sds,
faca as corre¢fes
necessarias as definicées de
andlise, clique no botao
Analyze (Analisar) a direita
nas Analysis Settings
(Definigbes de analise),
guarde e, em seguida,
processe novamente no
software interpretativo.

Falha (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 cobas z 480
da Roche sinalizou esta
amostra com um erro durante
a andlise. Consulte o 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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Observacgéo

Descricao

Explicacéo

Resolucéo

Os calibradores
ndo estdo em
duplicado

A mensagem de
erro ocorre
quando os
calibradores néo
sdo executados
em duplicado.

Isto indica que um ou mais
dos calibradores ndo foram
etiquetados para analise em
duplicado ou n&o foram
executados em duplicado na
placa de execucédo em lote.

Se os calibradores néo foram
etiquetados para anélise em
duplicado: Consulte o
procedimento de
configuracdo de software
acima. Abra o ficheiro, faca
as correcdes necessarias a
selecao do poco, 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 néo foram
executados em duplicado na
placa de execugéo em lote:
Repita a execucdo em lote.

Falha (ABL1
baixo)

A concentragéo
de ABL1 na
amostra era
demasiado baixa.

O valor cépias/qPCR de
ABL1 era mais baixo do que
um corte que é definido pelo
utilizador (predefinicdo de
32 000).

Volte a testar a amostra para
o mesmo ARN ou a partir de
uma nova preparacédo de
ARN. Certifique-se de que
existem células suficientes
incluidas no processo de
preparacéo de ARN e que a
concentracdo de ARN esta
dentro do intervalo
especificado.

Falha (sem
ABL1)

O ABL1 néao foi
detetado nesta
amostra.

O ABL1 Ct nao foi detetado.

Volte a testar a amostra para
o mesmo ARN ou a partir de
uma nova preparacédo de
ARN. Certifique-se de que
existem células suficientes
incluidas no processo de
preparacéo de ARN e que a
concentracdo de ARN esta
dentro do intervalo
especificado.

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
normalizagdo 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.
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Observacgéo

Descricao

Explicacéo

Resolucéo

Falha do CALXx

O ABL1 néao foi

O ABL1 Ct néo foi detetado

Repita a execucao em lote.

(sem ABL1) detetado num num calibrador nem controlo,
ou calibrador nem indicando uma falha
Falha do CONx | controlo. sistémica ou erro do
(sem ABL1) operador.
Falha (ABL1 A concentragdo O ABL1 Ct era inferior a 15, Volte a testar a amostra a
alto) de ABL1 na 0 que pode interferir com a partir de uma diluicdo do
amostra era correcao da linha base e mesmo ARN ou a partir de
demasiado gerar resultados imprecisos. uma nova preparacéo de
elevada. ARN. Certifique-se de que a
concentracéo de ARN esta
dentro do intervalo
especificado.
Falha (CAL Os calibradores O ABL1 Ct dos CAL era Repita a execucdo em lote.
POOR AMP) nao amplificaram demasiado elevado,

de forma eficiente.

indicando uma falha
sistémica ou erro do
operador.

Falha (R2 baixo)

A curva do
calibrador ndo era
suficientemente
linear.

O valor R2 da curva de
calibracédo era demasiado
baixo (ou seja, <0,980),
indicando um erro sistémico
ou do operador.

Repita a execucdo em lote.

Falha (CALx O BCR-ABL1 ndo | O BCR-ABL1 Ct nao foi Repita a execucdo em lote.
UNDET) foi detetado num detetado num calibrador.
calibrador.
Falha (CONH O controlo O CONH deve reportar um Repita a execucdo em lote.
fora do intervalo) | elevado esta fora | %ratio value 21,75%.
do intervalo.
CONH O controlo Qualquer falha listada acima | Repita a execugdo em lote.
[Mensagem] elevado encontrou | para amostras (por ex. ABL1
um erro. Ct demasiado baixo) ira
provocar esta mensagem de
erro.
Falha (CONL O controlo baixo O CONL deve reportar um Repita a execucdo em lote.

fora do intervalo)

esta fora do
intervalo.

%ratio value <0,1%.

CONL
[Mensagem]

O controlo baixo
encontrou um
erro.

Qualquer falha listada acima
para amostras (por ex. ABL1
Ct demasiado baixo) ira
provocar esta mensagem de
erro.

Repita a execugdo em lote.
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encontrou um
erro.

ABL1 Ct demasiado baixo) ira
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).

Observacgéo Descricao Explicacéo Resolucéo
Falha (CONN) O controlo O CONN deve reportar Repita a execucao em lote.
negativo esta fora | “Undetected (sufficient Preste especial atencdo a
do intervalo ABL1)” [Nao detetado (ABL1 | técnica de pipetagem (por
(produz um suficiente)]. Por exemplo, se | ex., aerossolizagéo de
resultado CONN gerar 0,0320%, dentro | calibradores) numa revisédo
detetavel). do intervalo reportavel, o dos procedimentos de
software ira reportar “Fail controlo de contaminacao do
(CONNY)’ [Falha (CONN)]. laboratério. NAO ABRA a
placa gPCR seja em que
momento for apds o inicio da
amplificacdo. Quando a
amplificacdo estiver
concluida, elimine a placa por
abrir.
CONN O controlo Qualquer falha listada acima | Repita a execugdo em lote.
[Mensagem] negativo para amostras (por ex. [Consulte os comentarios de

resolucdo Falha (CONN)
abaixo.]

Resultados de
pocos vazios
reportados na
tabela de
resultados.

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

Isto ocorre devido a ndo
restricdo por parte do
utilizador da andlise do
software do instrumento para
pocos com reagoes.

O software interpretativo ir
tentar interpretar todos os
pocos analisados.

Consulte o procedimento de
configuracdo de software
acima. Abra o ficheiro .sds,
faca as corregbes
necessarias a selecao do
poco, clique no botao
Analyze (Analisar) a direita
nas Analysis Settings
(Definigbes de analise),
guarde e, em seguida,
processe novamente no
software interpretativo.

Assisténcia técnica:
+1.512.681.5200

E-mail: support@asuragen.com
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Caracteristicas de desempenho — Analitico
Transformacado logaritmica para analise de medicoes (%ratio vs. LR)

O software do conjunto menor QuantideX® gPCR BCR-ABL reporta o racio, expresso como uma
percentagem, de expressdo BCR-ABL1 para a expressdo do gene de controlo ABL1 (Baccarani, et al.
2006). Estes valores séo expressos num espago linear com valores aritméticos infinitos em torno de
cada um dos valores-alvo do padrao primario. Contudo, os valores sdo mais habitualmente distribuidos
apos a transformacao logaritmica. Os valores de reducao log (LR) representam essa transformacéo. As
analises estatisticas (por ex., desvios médios e padréo) reportados neste documento sdo utilizados no
valor LR ou num %ratio value transformado em antilogio. Os valores LR utilizados nos estudos de
validacéo analitica abaixo sé@o a reducéo de logio a partir da totalidade teorética, ou 100%. Desta forma,

CopiesABLl) _ log (100%
- )= 10510

COpieSelaz %Tatio) Oglo(/ora lO)

LR = lOg10 <

Depois de efetuar a andlise estatistica adequada nos valores transformados em log normalmente
distribuidos, um %ratio value foi inversamente determinado como:

%ratio = antilog,o(2 — LR) = 10*7LR

A tabela abaixo fornece um resumo de varios valores LR e os %ratio values correspondentes para
referéncia.

LR %ratio
0,0 100
0,5 32
1,0 10
1,5 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
5,0 0,001

Limit of Blank (LOB = Limite de vazio)

O LOB foi estimado no 7500 Fast Dx testando 4 amostras de ARN de origem humana separadas, sem
leucemia, que se presumiram ser negativas para BCR-ABL1. As amostras foram analisadas a

1000 ng/RT. Os testes foram adaptados a partir dos métodos descritos no documento CLSI EP17-A2 e
abrangeram 2 lotes, 2 operadores, 3 execuc¢des, 2 dias de calendario e 2 instrumentos qPCR. Das 120
medig¢des validas, 96 resultados foram “Undetected (Sufficient ABL1)” [Nao detetado (ABL1 suficiente)] e
24 foram positivos para BCR-ABL1. O LOB foi determinado por classificagdo sem parametros classica no
percentil 95 como 1 cépia/gPCR BCR-ABLL1. Ou seja, as amostras que mostram <1 copia/qPCR BCR-
ABL1 podem ser indistinguiveis de amostras sem leucemia.
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O LOB foi ainda determinado para o valor reportavel do %ratio por classificagdo sem parametros classica
no percentil 95 como 0,0010% (LR5,00).

Os testes foram repetidos no cobas z 480 com as mesmas 4 amostras e num design de estudo idéntico
ao teste acima. Os testes abrangeram 2 lotes, 1 operador, 3 execucdes, 2 dias de calendario e 2
instrumentos qPCR. Das 119 medicdes validas, 107 resultados foram “Undetected (Sufficient ABL1)”
[N&o detetado (ABL1 suficiente)] e 12 (10%) foram positivos para BCR-ABL1. O LOB foi determinado por
classificagdo sem parametros classica no percentil 95 como 1 copia/qPCR BCR-ABL1. Ou seja, as
amostras que mostram <1 cépia/gqPCR BCR-ABL1 podem ser indistinguiveis de amostras sem leucemia.

O LOB foi ainda determinado para o valor reportavel do %ratio por classificacdo sem parametros classica
no percentil 95 como 0,0010% (LR5,00).

Limite de detecéo (LOD)

O LOD foi estimado no 7500 Fast Dx testando ARN de linha de células positivo SUP-B15 ela2 diluido
em gquatro amostras Unicas de ARN negativas para LMC de origem humana para um racio-alvo de
aproximadamente 0,0050% (LR4,3). Os membros do painel foram testados a 1000 ng/RT com base em
métodos adaptados do documento CLSI EP17-A2, abrangendo 2 lotes, 3 execuc¢des em lote, 2 dias,

3 operadores e 2 instrumentos gPCR. Um membro do painel continha um nivel de analito inferior ao LOD
antecipado e foi assim excluido da andlise. Cada amostra foi executada em 30 réplicas, gerando 90
medi¢Bes validas.

Os valores LR transformados em log foram normalmente distribuidos através do teste Shapiro-Wilk.

O método de parametros classico descrito no documento CLSI EP17-A2 para dispositivos quantitativos
foi utilizado para determinar o LOD, enquanto controla o erro de tipo Il em 5%. O SD (Standard Deviation
— Desvio padrdo) da amostra do individuo de valores LR foram 0,249, 0,211 e 0,253. O SD geral
corrigido de valores LR foi de 0,238. O percentil 95 deste SD (ajustado para graus de liberdade) foi de
0,393. Assim, LOD = LR5,00(.08) — 0,393 = LR4,61 = 0,0025%.

Os testes foram repetidos no cobas z 480 com as mesmas 4 amostras e num design de estudo idéntico
ao teste acima. Os testes abrangeram 2 lotes, 1 operador, 3 execuc¢des, 2 dias de calendario e

1 instrumento gPCR. Nao foram excluidas amostras nem pontos de dados da analise, gerando

120 medicdes vélidas. O método de parametros classico foi utilizado para determinar o LOD, enquanto
controla o erro de tipo Il em 5%. O SD da amostra do individuo de valores LR foram 0,197, 0,229, 0,231
e 0,291. O SD geral corrigido de valores LR foi de 0,239. O percentil 95 deste SD (ajustado para graus
de liberdade) foi de 0,394. Assim, LOD = LR5,00og) — 0,394 = LR4,61 = 0,0025%.

Apesar de uma expressdo ABL1 muito superior & dos materiais de origem humana primarios, as diluicées da
linha de células baseadas em HL-60 foram normalmente utilizadas por laboratérios para validagao do ensaio.
Assim, realizdmos uma avaliagdo informativa de sensibilidade no 7500 Fast Dx utilizando o ARN de fundo da
linha de células em vez do ARN de fundo de origem humana. O ARN SUP-B15 foi diluido em ARN HL-60
para objetivos de aproximadamente BCR-ABL1 de 0,0001%, 0,0003%, 0,0010% e 0,0032% para racios ABL1
(LR6, 5,5, 5 e 4,5, respetivamente). Utilizando o0 mesmo método descrito acima, obtivemos um LOD estimado
de 0,0005% (LR5,31) entre 80 medicdes validas (com 66 %ratio values detetaveis). Além disso, uma amostra
foi 95% positiva (19/20) a uma média de 0,0008% (LR5,11). Estas observagdes indicam que a utilizagao
comum de ARN de fundo de linha de células para estudos de sensibilidade ndo é adequada como a matriz de
interesse, ARN de origem humana de glébulos brancos, devido a expressao mais elevada do gene de
controlo ABL1 em linhas de células.
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Limite de quantificacao (LOQ)

O LOQ foi estimado no 7500 Fast Dx testando ARN de linha de células positivo SUP-B15 ela2 diluido
em quatro amostras Unicas de ARN negativas para LMC de origem humana para um objetivo de
aproximadamente 0,0050% (LR4,3) utilizando o0 mesmo conjunto de dados gerado para o LOD acima.
Os membros do painel foram testados a 1000 ng/RT com base em métodos adaptados do documento
CLSI EP17-A2, abrangendo 2 lotes, 3 execucBes em lote, 2 dias, 3 operadores e 2 instrumentos qPCR.
Cada membro do painel foi executado em 30 réplicas, gerando 120 medi¢Ges validas.

Os resultados de cada amostra foram avaliados face aos critérios de aceitacédo de desvio padrao (SD)
<0,36 a LR4,25 ou superior. Os valores LR tinham intervalos entre 4,30 a 4,64 (0,0050% a 0,0023%) com
SD de valores LR entre 0,21 a 0,37. O nivel de analito mais baixo que passou os critérios de aceitacédo
media LR4,45, que suporta um LOQ de 0,0036%.

O LOQ foi estimado no cobas z 480 utilizando os dados gerados a partir do estudo do LOD acima. Os
testes abrangeram 2 lotes, 1 operador, 3 execugdes, 2 dias de calendario e 1 instrumento qPCR,
gerando 120 medic¢des validas. Os resultados de cada amostra foram avaliados face aos critérios de
aceitagédo de desvio padréo (SD) <0,36 a LR4,25 ou superior. O nivel de analito mais baixo que passou
os critérios de aceitacdo media LR4,54, que suporta um LOQ de 0,0029%.

Realizamos também uma avaliacdo informativa de quantificagdo no 7500 Fast Dx utilizando o ARN de
fundo da linha de células em vez do ARN de fundo de origem humana. O ARN SUP-B15 foi diluido em
ARN HL-60 para objetivos de aproximadamente BCR-ABL1 de 0,0001%, 0,0003%, 0,0010% e 0,0032%
para racios ABL1 (LR6,0, 5,5, 5,0 e 4,5, respetivamente). Utilizando o mesmo método descrito acima,
obtivemos um LOQ estimado de 0,0002% (LR5,70) entre 80 medi¢des validas. Estas observagdes
indicam novamente que a utilizagdo comum de ARN de fundo de linha de células para estudos de
sensibilidade ndo é tdo desafiante como a matriz de interesse, ARN de origem humana.

Linearidade

A linearidade foi estimada no 7500 Fast Dx testando ARN de linha de células positivo SUP-B15 ela2
diluido em ARN negativo para LMC de origem humana para intervalos-alvo de 0,0016% a 32%. Os
membros do painel foram testados a 1000 ng/RT com base em métodos adaptados do documento CLSI
EP6-A, abrangendo 2 lotes e 2 execucdes em lote e gerando 57 medi¢des validas. Em ambos os lotes,
as medicOes apresentaram uma curva de regressao linear com uma inclinacdo de intercecéo de 1,01 de
-0,03 e R2 de 0,99. As amostras medidas tinham intervalos entre LR0,61 (25%) a LR4,65 (0,0022%), com
um SD maximo de 0,30. Adicionalmente, todos os coeficientes de segunda e terceira ordem foram
estatisticamente insignificantes com valores P >0,05, indicando que o Teste foi linear no intervalo
avaliado. Assim, para %ratio de BCR-ABL1:ABL1, o método foi demonstrado como sendo linear a partir
de, pelo menos, 0,0025% a 25% (LR4,61 a LR0,61), com o limite inferior do intervalo limitado pelo LOD.

A linearidade foi estimada no cobas z 480 utilizando as mesmas amostras e design de estudo idéntico ao
testado no 7500 Fast Dx. Os testes abrangeram 2 lotes e 2 execugdes em lote, gerando 60 medicbes validas.
Em ambos os lotes, as medi¢des apresentaram uma curva de regresséao linear com uma inclinagao de
intercec&o de 1,00 de 0,12 e R2 de 0,98. As amostras medidas tinham intervalos entre LR0,70 (20%) a
LR5,03 (0,00093%), com um SD méaximo de 0,53. A amostra mais baixa (LR5,03, SD 0,53) ndo passou 0s
critérios de aceitagdo de SD (SD <0,36 para LR 24,25), passando o intervalo de amostras aprovadas de
LRO0,70 (20%) para LR4,83 (0,0015%) com um SD méaximo de 0,31. Adicionalmente, todos os coeficientes de
segunda e terceira ordem foram estatisticamente insignificantes com valores P >0,05 ou tiveram um desvio
aceitavel da linearidade (diferenca maxima = LR0,13), indicando que o Teste foi linear no intervalo avaliado.
Assim, para %ratio de BCR-ABL1:ABL1, o método foi demonstrado como sendo linear a partir de, pelo
menos, 0,0015% a 20% (LR4,83 a LRO,7), com o limite inferior do intervalo limitado pelo LOD.
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Especificidade analitica

Inclusividade:

O breakpoint de BCR-ABL1 ela? foi testado e detetado positivamente ao longo dos estudos descritos
nesta secc¢ao.

Exclusividade:

A exclusividade foi avaliada testando a 9 amostras de leucemia conhecidas como positivas para LMC,
LMA ou TODOS (Tabela 2). Os membros do painel foram testados a 1000 ng/RT, em 2 lotes do
conjunto, 2 operadores e 2 dias. As amostras geraram 54 medi¢Ges validas.

Tabela 2A: avaliac&o da especificidade para outas transcricdes de fusdo e amostras de ARN de
linha de células sem leucemia

Tipo de amostra de linha

de células Transcrigdo de fuséo Resultado?
LMC Breakpoint nt1(agi;02rzg 13a2 (p210) >LOD (consultar abaixo)
LMC Breakpoint n':(:i;cfrzg 1482 (p210) >LOD (consultar abaixo)
LMA Al\;(fifé)T o <LOD (6/6 und)
LMA M3/APL P:ﬁ?;:gm <LOD (5/6 und)
LMA M4 CB;’;‘;(J?HM <LOD (5/6 und)
LMA M5 MLtIEQT;;/Bl N <LOD (6/6 und)
TODOS Ttéi/ZAzl\jz . <LOD (6/6 und)
TODOS EZt(Al/;;;; . <LOD (5/6 und)
TODOS (4:11) <LOD (6/6 und)

MLL/AF4 (e10e4)

10 numero de amostras listadas na tabela como “Und” s&o reportadas como “Undetected (sufficient
ABL1)” [Nao detetado (ABL1 suficiente)].

Conforme visto na Tabela 2A, amostras de ARN da linha de células conhecidas por expressar um nivel
muito elevado de breakpoints maiores e13a2 e el4a2 foram reportadas como positivas para ela2 em
niveis baixos neste ensaio. Os exdes el e a2 (e assim, locais de ligacdo de primer) existem nas
amostras el3a2 e el4a2; contudo, prevé-se que a reacdo seja ineficiente devido ao tamanho muito
maior do amplicdo, havendo assim detecao cruzada a um nivel baixo.

Para determinar o nivel no qual as amostras positivas de breakpoint maior se tornam indetetaveis no ensaio
de breakpoint menor, mdltiplas diluices de amostras de ARN de origem humana clinicas residuais e13a2
positivo e el4a2 positivo em ARN negativo para LMC de origem humana foram testadas em paralelo entre os
ensaios BCR-ABL1 da Asuragen e os resultados estdo reportados na Tabela 2B abaixo.
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Tabela 2B: avaliacdo de sinal especifico e ndo especifico para transcri¢cfes de fusao de
breakpoint maior em amostras de ARN de origem humana clinicas residuais

Breakpoint de Resultado no conjunto Resultado no conjunto
amostras clinicas QuantideX gPCR BCR- menor QuantideX qPCR Diferenca de

residuais ABL IS (maior) BCR-ABL vezes*
el3a2 87%IS (MR0,06) 0,0331% (LR3,48) 2600x
el3a2 6,8%IS (MR1,17) <LOQ a 0,0029% (LR4,54) 2300x
el3a2 2,3%IS (MR1,64) <LOD a 0,0011% (LR4,94) 2100x
elda2 62%IS (MRO,21) <LOD a 0,0017% (LR4,76) 36 000x

N&o detetado (5/6) e N/D e

elda2 13%IS (MRO0,89) <LOB a 0,0005% (LR5,15)

(1/6) 26 000x

*Estimado como um racio de sinal especifico (breakpoint maior no conjunto IS) para sinal ndo especifico
(breakpoint maior no conjunto menor)

Montante de entrada de ARN

A entrada de ARN foi avaliada no 7500 Fast Dx utilizando um painel de ARN de linha de células

SUP-B15 ela? positivo diluido em ARN negativo para LMC de origem humana com intervalos entre

250 ng a 5000 ng a valores-alvo de 0,01% (LR4) e 10% (LR1). Foram testadas cinco réplicas em cada
montante de entrada com os dados resumidos na Tabela 3. Para o objetivo de 10%, a reprodutibilidade
foi elevada entre o intervalo de entradas testadas. A reprodutibilidade foi também elevada em todos os
niveis de entrada de 0,01%, com a excec¢ao do montante de 250 ng. Estes resultados suportam o

intervalo de entrada recomendado de 1000 a 5000 ng.

Tabela 3: estudo de entrada de ARN

Series ARN Percentagem | Média| SD Média %CV Méd,igde Lote L?t? Lote
de ID |Entrada | Reps " . . série SD Média %CV
diluicao (ng) Positivo | LR | (LR) | %ratio | (%ratio) LR (LR) | %ratio |(wratio)
1 5000 5 100 1,00 | 0,021 | 9,95% 4,9%
2 3000 5 100 1,01 | 0,030 | 9,89% 7,1%
1 3 1000 5 100 0,99 | 0,033 | 10,2% 7,7% 1,00 0,035 | 9,96% | 8,4%
4 750 5 100 0,98 | 0,054 | 10,5% 13%
5 250 5 100 1,03 | 0,014 | 9,29% 3,2%
6 5000 5 100 3,95 | 0,102 | 0,0115% | 23%
7 3000 5 100 3,93 | 0,024 | 0,0117% | 6,9%
2 8 1000 5 100 3,87 | 0,105 | 0,0141% | 22% 3,94 0,141 | 0,0120 | 31%
9 750 5 100 3,97 | 0,124 | 0,0114% | 23%
10 250 5 100 4,01 | 0,260 | 0,0111% 65%
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A entrada de ARN foi avaliada no cobas z 480 utilizando o mesmo painel e design de estudo. Os SD de
lote (LR) foram 0,017 para a série de diluicdo 1 e 0,195 para a série de diluicdo 2. %CVs de lote
correspondentes (%ratio) foram 4,0% para a série de diluicdo 1 e 43,2% para a série de diluicdo 2. Estes
resultados suportam o intervalo de entrada recomendado de 1000 a 5000 ng.

Precisdo de local Unico

A reprodutibilidade foi estimada no 7500 Fast Dx utilizando um painel de ARN de linha de células SUP-
B15 ela2 positivo diluido em ARN negativo para LMC de origem humana em ARN de 1000 ng em
valores-alvo de 0,01% (LR4), 0,1% (LR3), 1% (LR2) e 10% (LR1). Os testes seguiram um design
adaptado de CLSI EP05-A3 e abrangeram 3 lotes, 2 operadores, 8 execuc¢des, 8 dias e 2 instrumentos
gPCR. Foram geradas um total de 192 medi¢cdes validas. A variabilidade observada é reportada na
Tabela 4. No total, as medi¢des eram reproduziveis dentro de todas as variaveis testadas.

Tabela 4A: coeficiente de variacdo de %ratio values por lote, operador, instrumento, dia/execu¢édo
e dentro da execuc¢do. Os dados foram analisados utilizando uma analise de efeito aleatorio de
variacao utilizando a fungéo Imer na verséo R 3.2.2.

Instrument | Dia/exec Dentro

%ratio %ratio Lote Operador o . da Residual Total

alvo médio execucao
%CV %CV %CV %CV %CV %CV %CV
10 10,5 0,0 0,0 8,3 0,0 0,0 34,5 42,8
1 1,11 6,6 0,0 1,5 0,0 7,6 11,9 27,6
0,1 0,11 13,9 0,0 0,0 0,0 3,9 33,7 51,4
0,01 0,010 0,0 0,0 2,6 0,0 0,0 38,5 41,1

Tabela 4B: desvio padréo de valor LR e por lote, operador, instrumento, dia/execuc¢édo e dentro da
execucgdo. Os dados foram analisados utilizando uma analise de efeito aleatorio de variagéo utilizando a
funcéo Imer na verséo R 3.2.2.

Lote Operador Instrument D|a/e~xec Dentro Residual Total
LR alvo | LR médio 0 ucao
SD SD SD SD SD SD SD
1 0,98 0,00 0,00 0,03 0,00 0,00 0,10 0,12
2 1,95 0,05 0,00 0,00 0,00 0,01 0,10 0,17
3 2,96 0,03 0,00 0,01 0,00 0,03 0,05 0,12
4 3,98 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,17 0,17

A reprodutibilidade foi estimada no cobas z 480 utilizando o mesmo painel de amostras e design de
estudo idéntico ao testado no 7500 Fast Dx. Os testes seguiram um design adaptado de CLSI EP05-A3
e abrangeram 3 lotes, 2 operadores, 8 execugdes, 7 dias e 2 instrumentos qPCR. Foram geradas um
total de 192 medigGes validas. A variabilidade observada é reportada na Tabela 5. No total, as medic¢des
eram reproduziveis dentro de todas as variaveis testadas.

33|37




Tabela 5: desvio padrao de valor LR e por lote, operador, instrumento, dia/execucéo e dentro da
execucao. Os dados foram analisados utilizando uma analise de efeito aleatério de variacdo utilizando a
func&o Imer na verséo R 3.2.2.

Lote Operador Instrument D|aje~xecu Dentro Total
LR alvo | LR médio o ¢ao
SD SD SD SD SD SD
1 1,08 0,01 0,03 0,03 0,03 0,03 0,12
2 2,04 0,03 0,03 0,02 0,03 0,03 0,13
3 3,07 0,03 0,03 0,02 0,01 0,06 0,15
4 4,11 0,07 0,00 0,00 0,07 0,14 0,28

Caracteristicas de desempenho — Amostras clinicas

As amostras clinicas sem identificacdo foram adquiridas através de um protocolo de recolha de sangue
em varios locais com aprovagdes de conselho de reviséo institucional. O protocolo permitiu a recolha de
guaisquer amostras que tinham a presenca de ela2 confirmada por um método independente e sem
nome em algum ponto durante avalia¢des clinicas anteriores. Os doentes nao foram excluidos por terem
um breakpoint maior (e13a2 e/ou el4a?2) e foram ocultados para estado de breakpoint maior.

O ARN foi preparado através de lise de eritrocitos, lise de TRIzol de pellet enriquecida em leucécitos e
depois precipitacdo de alcool. Todas as amostras passaram as especificacdes para concentracao (OD2so
que indica a concentragdo de 2100 ng/ul) e pureza (conforme estimado pelo racio OD260o/OD2go >1,6 €
racio OD260/OD230 >1,2) através de espectrofotometria. Todas as dez amostras foram analisadas a

1000 ng/RT no Teste (em 3 lotes, singular por lote) e num dispositivo predicado (1 lote em singular de
BCR/AB1 Quant CE IVD). Reparamos que o Teste quantifica um breakpoint menor (ela2) e o predicado
qguantifica breakpoints maiores e menores sem distingdo entre eles.

As duas amostras ndo estavam correlacionadas. A analise de discrepancia demonstrou que estas eram
altamente positivas num teste especifico para breakpoints maiores [MR1,5 (3,1%IS) e MRO0,5 (31%IS)] e
foram excluidas de mais andlises quantitativas; contudo, os resultados foram reportados abaixo para
referéncia. As restantes 8 amostras foram totalmente concordantes (5 <LOD em ambos 0s ensaios,

3 mensuraveis em ambos 0s ensaios). As 3 amostras mensuraveis estavam altamente correlacionadas para
valores LR (a regress@o em todas as amostras validas produziu inclinagéo = 0,95, interce¢do y = -0,12,
Pearson R = 99,8%).
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Tabela 5: resultados mensuréaveis em varios testes. Os resultados para as 5 amostras acima de LOD
(2 discrepantes, 3 correlacionadas) sdo mostrados para o Teste (breakpoint menor), o predicado (maior
e menor) e andlise de discrepancia no conjunto QuantideX gPCR BCR-ABL IS (maior).

Clinico QuantideX Conjunto
Amostra TeStiFfjlgsb;nt. Conjunto QuantidJeX qPCR Correlacéo e
ID de (Maior e menor) menor gPCR BCR-ABL IS de menor
acesso BCR-ABL (maior)
PE75 0,0091% 0,0166% N&o detetado Sim apenas menor
(LR4,04) (LR3,78) (ABL1 suficiente)
<LOD a .
PE76 2,10% 0,0011% 3,14%IS NE predomlngntemente
(LR1,68) (LR4.96) (MR1,50) Maior
15,8% 0,0266% 30,9%IS ~ predominantemente
PE78 (LRO0,80) (LR3,58) (MRO,51) Nao Maior
PE79 19,7% 26,3% N&o detetado Sim apenas menor
(LRO,71) (LRO,58) (ABL1 suficiente)
PES3 0,0997% 0,222% N&o detetado Sim apenas menor
(LR3,00) (LR2,65) (ABL1 suficiente)

Limitagao de responsabilidade

Este Produto ndo pode ser novamente vendido, modificado para revenda nem utilizado para fabricar
produtos comerciais sem a aprovagao por escrito da Asuragen.

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

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 licenga de qualquer
tipo, para além do direito especifico de utilizacdo de compra, é concedida no presente documento.

Asuragen®, QuantideX® e Armored RNA Quant® 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.

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 LIGACAO COM OU DA UTILIZACAO DESTE PRODUTO.

Conclusao

O conjunto menor QuantideX gPCR BCR-ABL (“o Teste”) &€ um teste robusto e preciso para a
guantificacdo 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¢cdo de fusdo BCR-ABL1 ela2. O Teste é utilizado em conjunto com o instrumento PCR em
tempo real 7500 Fast Dx da Applied Biosystems.
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