L eukoStrat

InstrugOes de uso

LeukoStrat® FLT3 Mutation Assay 2.0

Para eudentificagdo de FMS relacionou-se a tirosina quinase 3 (FL73) mutac¢des internas do tandem da duplicagdo (ITD)
¢ mutag¢des do dominio da quinase do tirosina (TKD) .

Este ensaio destina-se a diagndsticos in vitro.

{Condigées de armazenamento: -85°C a -65°C
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Utilizacao Pretendida

O ensaio 2,0 da mutagdo de LeukoStrat LT3 ¢ um produto in vitro diagnéstico pretendido para a detecdo PCR-baseada de mutagdes de
activacao FLT3 nos pacientes com leucemia Myelogenous aguda (AML).

Especificamente, o ensaio de mutagdo FLT3 2,0 pode ser usado para:

= Identifique duplicagdes tandem internas (ITD) no gene FLT3.
= Identifique mutagdes do dominio da quinase do tirosina (TKD) no gene FLT3.

Resumo e Explicacao do Ensaio

2.1. Fundo

A Leucemia Myeloid Aguda (AML) geralmente tem um prognostico pobre. A avaliagdo do estado de mutagdo do gene do receptor
FLT3 (FMS relacionado tirosina quinase 3) no karyotype AML normal € o indicador prognostico o mais importante do resultado da
doenga, que ¢ frequentemente substancial, porque muitos estudos em AML mostraram que o a presenca de mutagdes de activagdo FLT3
prenuncia um prognostico pobre.? Por esta razdo FLT3 teste de mutagio de ativagdo é necessario para estratificar a doenga e determinar
as opcdes de tratamento apropriadas. Este ensaio do PCR de leukostrat segmenta regides do gene FLT3 para identificar mutacdes
internas do tandem da duplicacdo (ITD) e mutagdes do dominio da quinase do tirosina (TKD), tais como o D835 e o 1836.

2.2. Resumo

Este ensaio ndo pode detectar confiantemente FL73 mutagdes que compreendem menos de 5% da populacgo total da pilha. Ressalta-se
que os resultados dos testes de mutacdo molecular devem ser sempre interpretados no contexto de dados clinicos, histologicos e
imunofenotipicos.

Este jogo do teste inclui duas misturas mestras principais: a mistura mestra de FL73 ITD para a detecdo de mutagdes em tandem internas
da duplicacdo e de FLT3 D835 mistura mestra para a detegdo de mutagdes da regido de TKD (tais como as mutagdes D835 e 1836).

Principios do procedimento

3.1 Duplicagao Interna em Tandem (ITD) Mutagdes de FLT3

FLT3 duplicacdo interna em tandem ou mutacdes de comprimento sdo causadas pela duplicacdo e inser¢ao de uma porcao do
gene FLT3 que inclui a regido e ao redor da regido de receptor (JM) do gene FLT3. Estas muta¢des variam na posi¢do € no
comprimento da seqiiéncia duplicada introduzida do ADN. Mutagdes de ITD resultam em autofosforilagdo constitutiva e ativagao
de FLT3.! ° Selvagem FLT3 alelos ird amplificar e produzir um 327 pares de base (pb) produto usando este ensaio, enquanto
alelos que contém mutagdes ITD produzird um produto > 330 pb.

o> o—>
™ M H TK1 H TK2 }~
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Selvagem = 327 bases | l | ‘
D835

[ Digerir com EcoRV
O Nao digerido = 147 bases
Duplicagao tandem interna 2 330 bases Selvagem digerido= 79 bases
Mutante digerido = 127 bases

Figura 1. Representado é uma representacdo da regido FL73JM e o loop de ativacdo do dominio quinase. Pontos verdes e azuis com setas pretas

representam as posicoes relativas de primers que visam a regido JM para ITD e o ponto azul remanescente e setas pretas representam as
posicdes relativas dos primers que visam mutagdes TKD no loop de ativacdo da quinase Dominio. A caixa amarela tem linhas pretas
verticais que representam a posicao dos locais de Digest de restricdo EcoRV de tipo selvagem.
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3.2. Tyrosine Kinase Dominio (TKD) Mutacdes de FLT3

As mutagdes do dominio da quinase de FLT3 tirosina (TKD) sdo causadas por substitui¢des do acido nucleico que resultam em
uma mudanga na seqiiéncia do aminoacido neste centro catalitico altamente conservado. Mutagdes TKD, como D835 e 1836,
resultam em autofosforilagdo constitutiva e ativagdo de FLT3.2 Os alelos do selvagem gene FLT3 incluem um site de Resumo de
restrigdo EcoRV. Quando ocorre uma substitui¢ao de 4cido nucleico, o site de reconhecimento de Digest de restri¢do desaparece
e a endonuclease EcoRV nao consegue identificar e digerir o ADN neste site. Nossos testes usam primers que se encontram em
ambos os lados da regido TKD. A regido do alvo FLT3 ¢ amplificada usando o PCR e entdo um Sumaério da limitacdo de EcoRV
¢ executado. Um dos primers do PCR contem um local da limitacdo de EcoRV, assim que o tipo selvagem e os alelos do mutante
sdo digeridos. O teste padrao da digestdo identifica a perda da seqiiéncia normal do gene e assegura-se de que a digestdo ocorra.
Alelos do selvagem gene FLT3 produzem produtos de 79 pb e os alelos mutantes produzem produtos de 124 pb ou 127 pb. Os
amplicdes ndo digeridos sdo 147 pb (os comprimentos do produto correspondem aos resultados obtidos através do uso de
Genescan™ - 600™ LIZ tamanho padrdo v2,0 e o instrumento ABI 3500xL. O uso de diferentes padrdes de tamanho e
instrumentos pode produzir diferentes tamanhos de produtos).

3.3. Detec¢do de Fluorescéncia Diferencial

A detecdo diferencial da fluorescéncia ¢ usada geralmente para resolver os produtos diferente-feitos medida do amplicon usando
um instrumento capilar da electroforese. Os primers podem ser conjugados com vdarios corantes fluorescentes diferentes
(fluorophors) para que possam produzir diferentes espectros de emissdo apds a excitacdo por um laser no instrumento de
eletroforese capilar. Desta maneira, as tinturas fluorescentes diferentes podem corresponder as regides alvejadas diferentes. Este
sistema de detec¢ao resulta em alta sensibilidade, resolugdo de nucleotideo inico, detecgdo de produto diferencial e quantificagdo
relativa. Além disso, o uso de géis de agarose e poliacrilamida, bem como o uso de carcinégenos, como brometo de etidio, podem
ser praticamente eliminados. Além disso, a detec¢do diferencial permite uma interpretagdo precisa, reprodutivel e objetiva de
produtos especificos da cartilha e arquivamento automatico de dados. A reprodutibilidade inter-Assay e intra-assay na
determinagdo do tamanho usando a electroforese capilar ¢ aproximadamente 1 a 2 nucleotides. Esta reprodutibilidade e
sensibilidade juntamente com o arquivamento automatico de dados de amostra permite 0o monitoramento, rastreamento e
comparagdo de dados de pacientes individuais ao longo do tempo.
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4. Reagentes

4.1. Componentes dos Reagente

Tabela 1. Kits Disponiveis

Ref. Catalogo

94120091

Descricdo

LeukoStrat FL73 Mutation Assay 2.0 Kit — ABI Fluorescence Detection

Tabela 2. Componentes dos Ensaio LeukoStrat ££73 Mutation 2,0 kits

Reactivo

Numero de
catalogo

Componentes dos Reagentes

Quantidad
e Unitaria
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Total de Reagoes

33

Nimero de | Temperatura de
Unidades Armazenamento

Master Mixes

ADN de control
positivo

ADN de controlo
negativo (normal)

24120011CE

24120031CE

40883390

40883400

4-092-0030

FLT3ITD Master Mix - 6FAM & HEX
Oligonucleotideos multiplos que alvejam o
gene FL73em uma solucdo de sal
tamponada.

FLT3 D835 Master Mix - 6FAM
Oligonucleotideos multiplos que alvejam o
regiao TKD FL73 em uma solucdo de sal
tamponada.

FLT3ITD Control Positivo
50 ng/ml de ADN em 1/10° TE solucao

FLT3 D835 Positive Control
50 ng/ml de ADN plasmidial em 1/10° TE
solucdo

FLT3 controle negativo
50 ng/ml de ADN em 1/10° TE solucdo

LeukoStrat FLT3 Mutation Assay 2.0 — ABI Fluorescence Detection

1500

1500

100 pl

100 pl

100 pl

J/-65°C
-85°C

8°C
: rod
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-65°C
-85°C/H[
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4.2. Advertencias y Precauciones
{IMPORTANTE! Leia atentamente as Instrugdes de Utilizagdo antes de iniciar o procedimento de ensaio e siga rigorosamente
cada passo.

. Este produto destina-se a diagnosticos in vitro.

=  Este kit de ensaio deve ser utilizado como um sistema. Nao substitua os reagentes com os de outros fabricantes. A
dilui¢do, redugdo das reagdes de amplificagdo ou outros desvios deste protocolo podem afetar o desempenho desta
analise e/ou anular qualquer sublicenga limitada que acompanha a compra destes kits.

=  Os materiais sdo estaveis até¢ a data de validade indicada no rétulo, quando armazenados e manuseados como
indicado. Nio utilize os kits ap6s a sua data de validade.

= O cumprimento do protocolo ira garantir um desempenho e reprodutibilidade 6timos. Certifique-se que sdo usados
os programas corretos do termociclador, uma vez que outros programas poderao fornecer dados imprecisos/erroneos,
tais como resultados falsos positivos e falsos negativos.

=  Nao misture nem combine reagentes de kits com diferentes niimeros de lote.

= FElimine os reagentes ndo usados e os residuos de acordo com os regulamentos nacionais, federais, estatais e locais.

=  Todos os procedimentos laboratoriais devem ser realizados com equipamento de protecao individual padrao (luvas,
batas de laboratério e protecao ocular). Siga as boas praticas laboratoriais e precau¢des universais ao trabalhar com
amostras. Nao pipete com a boca. Nao coma, beba ou fume nas areas de trabalho do laboratdrio. Lave bem as maos
aplds manusear as amostras e os reagentes dos ensaios. As amostras devem ser manuseadas em instalacdes de
contencdo de seguranca biologica aprovadas e s6 devem ser abertas em camaras de seguranga bioldgica certificadas.
E recomendada a utilizagio de agua para biologia molecular para a preparacio do ADN de amostra.

= Devido a elevada sensibilidade analitica desta andlise, deve ser tomado extremo cuidado para evitar qualquer
contaminagdo dos reagentes ou misturas de amplificagdo com amostras, controlos ou materiais amplificados. Use
pontas de pipeta novas e resistentes a aerossois para cada amostra e cada reagente. Todos os reagentes devem ser
cuidadosamente controlados para sinais de contaminagdo (p. ex., controlos negativos que originam sinais positivos).
Elimine quaisquer reagentes suspeitos de contaminacgao.

= Para minimizar a contaminacao, utilize luvas limpas ao manusear amostras e reagentes e limpe regularmente as areas
de trabalho e as pipetas antes de configurar o PCR.

= O fluxo de trabalho no laboratorio de PCR deve ser unidirecional entre as areas de trabalho separadas: comecando
pela preparacdo da master mix, passando para a preparacdo das amostras e, em seguida, para a amplificacdo e,
finalmente, para a deteg@o. A autoclavagem ndo elimina a contaminag¢do de ADN. As etapas pré e pos-PCR devem
ser realizadas em espagos separados. Evite mover papel e outros materiais da area p6s-PCR para o espago pré-PCR.

= Todas as pipetas, pontas de pipeta e equipamentos utilizados numa determinada area devem ser exclusivos dessa
area do laboratorio.

=  Os artigos ndo descartaveis devem ser descontaminados em lixivia a 10% e enxaguados com 4gua destilada duas
vezes antes de os devolver as areas iniciais.

=  Sempre que possivel, deve ser utilizado material plastico estéril e descartavel, para evitar a contaminagao.

4.3. Armazenamento e Manuseamento

=  Armazene o ensaio entre -85°C e -65°C até que esteja pronto para ser utilizado.

= A temperatura de armazenamento 6tima para os controlos de ADN ¢ entre 2°C e 8°C, mas o ADN também pode ser
armazenado entre -85°C e -65°C.

= Todos os reagentes e controlos devem ser descongelados e misturados em voértex, ou completamente misturados,
antes da utilizag@o de forma a assegurar que estdo completamente ressuspensos.

=  Os materiais sao estaveis até a data de validade indicada quando armazenados e manuseados conforme as instrugdes.
Nao use kits além de sua data de validade.

®= Devido a elevadas concentragdes de sal, as master mixes de PCR sdo sensiveis aos ciclos de
congelamento/descongelamento. O numero de ciclos deve ser limitado a um maximo de cinco.
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5. Equipamentos

5.1. Termociclador

Uso ou fun¢do: amplificagdo de amostras de ADN
Instrumento sugerido: Veriti™ Dx Termocicladorr ou equivalente
Caracteristicas de desempenho e especificacdo:

o Gama térmica minima: 15°C a 96°C
o Velocidade de rampa minima: 0,8°C/s

Siga os procedimentos de instalag@o, operagdo, calibragdo e manutencio do fabricante.
Ver sec¢do 7.4 Amplificagdo para o programa termociclador.

5.2. ABI 3130/3130x1 0 3500/3500xL

Uso ou fungdo: detecgao e analise de fragmentos
Performance Characteristics and Specification:
Os seguintes instrumentos capilares da electroforese atendera as necessidades do desempenho para este ensaio:

ABI 3130 analisador genético * (4-capilares)
ABI 3130x1 Genetic Analyzer* (16-capillaries)
ABI 3500 Genetic Analyzer* (8-capillaries)
ABI 3500xL Genetic Analyzer* (24-capillaries)

O O O O

Siga os procedimentos de instalagdo, operagdo, calibragdo e manutengéo do fabricante.

Os analisadores genéticos devem ser calibrados com o padrio DS-33 Matrix para o conjunto de corante G5
(recomendado). DS-30 Matrix padrao para Dye Set D pode ser usado com a série 3130 (op¢ao alternativa).

Use as configuragdes padrao para o seu tipo de polimero e capilar.

Ver sec¢do 7.6 Detecgdo de fluorescéncia ABI para preparagdo da amostra.

*Aviso: Estes produtos ndo possuem a marcagao CE
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6. Recolha e Preparacao de Amostras

6.1. Precaugdes

As amostras biologicas de seres humanos podem conter materiais potencialmente infeciosos. Todas as amostras devem ser
manuseadas de acordo com o programa de Agentes Patogénicos Transmitidos pelo Sangue do seu instituto e/ou de acordo com o
Nivel 2 de Biosseguranga.

6.2. Substancias Interferentes

As seguintes substancias sdo conhecidas por interferir com a PCR:

®=  Quelantes de catides divalentes

=  Pontas de pipeta de baixa retengdo

= EDTA (ndo significativo em baixas concentragdes)

= Heparina

= (C¢lulas suspensas em um fixador, como o acido acético, BS, etc.

6.3. Requisitos e Manuseamento de Amostras

Este ensaio testa 0 ADN gendmico das seguintes fontes:

=  Sangue periférico ou medula 6ssea aspirado anticoagulado com heparina, EDTA, ACD ou células mononucleares
previamente isoladas que s@o frescas em uma midia apropriada (RPMI ou similar) ou congeladas em um meio de
criopreservagao apropriado.

= Os aspirados periféricos de sangue ¢ medula 6ssea podem ser armazenados a 2°C a 8°C durante 7 dias e ainda dar
resultados validos. Células mononucleares isoladas podem ser armazenadas frescas por até 7 dias ou
indefinidamente se adequadamente criropreservadas.

= 500 ng do ADN genomic (armazenado em 2°C a 8°C ou abaixo de -15°C e enviado na temperatura ambiental, em
circunstancias frescas, ou no gelo seco).

6.4. Preparagdo da Amostra

Extraia o ADN genomic dos espécimes pacientes o mais cedo possivel. As amostras de ADN sdo padronizadas para uma
concentragdo final de 50 pg/ml.

6.5. Armazenamento de Amostra

O ADN gendmico deve ser armazenado em 2°C a 8°C ou abaixo de -15°C.
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7. Procedimento de Ensaio

7.1. Materiales Suministrados

Véase la Tabela 2 para consultar los materiales suministrados en cada kit.

7.2. Materiales Necesarios no Suministrados

Tabela 3. Materiais Necessarios (ndo incluidos)

Reagentes/Fornecedores Necessarios e/ou

Reagente/Material Recomendados

Ref. Catalogo Notas

05206944190

Roche®:
e ADN polimerase EagleTag™

Polimerase do ADN N/A

Invivoscribe, Inc.:
e FalconTag DNA Polymerase 60970130
ou equivalente

Agua grado USP o agua

de grado biologia El agua debe sem

molecular desionizada y N/A N/A esterilizados e
destilada en vidrio ARNase/ADNase/pirogénios
BIOHIT:
e Proline®
e eline® Devem ser capazes de medir
Pipetas calibradas o N/A com precisdo volumes entre
Rainin: 0,2 ul e 1000 pl

e Pipetas P-2, P-20, P-200 e P-1000 o
e Pipetas SL-2, SL-20, SL-200 e SL-1000

Termociclador
Endonuclease EcoRV

NEBuffer 3.1

Agitador vértex
Placas o tubos para PCR

Pontas de pipeta com
filtro

Tubos de
microcentrifugadora

Instrumento capilar da
electroforese de ABI

Formamide Hi-Di

Padroes de tamanho

Spectral CalibracaoDye
Set D ou G5

LeukoStrat FLT3 Mutation Assay 2.0 — ABI Fluorescence Detection

Life Technologies:
e Veriti™ Dx Thermal Cycler

New England Biolabs
e EcoRV 20.000 unidades/ml

New England Biolabs
o NEBuffer 3.1

N/A
N/A

N/A

N/A

Applied Biosystems®:

e Série ABI 3130 Genetic Analyzer
e Série ABI 3500 Genetic Analyzer
Applied Biosystems:

e Formamida™ Hi-Di

Applied Biosystems:

e Recomende para las séries ABI 3130 e ABI 3500:
o GeneScan™ 600™ LIZ® dye tamanho

padrédo v2.0
e Suplente para la série ABI 3130:

o Padrao do tamanho da tintura de GeneScan

- 400HD ROX™
Applied Biosystems:

e Recomende para las série ABI 3130 y ABI 3500:
o DS-33 Matrix Kit Padréo (conjunto de

corante G5)
e Suplente para la série ABI 3130:

o DS-30 Matrix Kit Padréo (conjunto de

corante D)

4452300

R0O195S ou RO195L

B7203S

N/A
N/A

N/A

N/A

313001R o 3130XLR
4406017 0 4406016

4440753

4408399

402985 0 4310366

4345833

4345827

N/A

N/A

Incluido con la enzima de
restricdo EcoRV

N/A
Estéril

Esterilizadas, sem
ARNase/ADNase/pirogénios

Esterilizados

N/A

N/A

N/A

N/A
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Tabela 3. Materiais Necessarios (ndo incluidos)

. [ tes/F d N ari z
Reagente/Material eagentes/Fornecedores Necessarios e/ou Ref. Catalogo Notas
Recomendados

Applied Biosystems:
Polimero ¢ Polimero POP-7m™: 4352759 ou 4363785 N/A
o POP-7 para la série 3130 4393708 ou 4393714

o POP-7 para la série 3500 ou A26073

Applied Biosystems:
e Para la série ABI 3130:
o 310 e 31xx Running Buffer, 10x
Solucién tampén e Para la série ABI 3500: 4393927 N/A
o Recipiente do tampao do anodo 3500 Séries
o Recipiente do tampao do cathodo 3500

402824

. 4408256
Séries
96-folha de aluminio N/A N/A N/A
bem folha
96-bem 8-Cap tiras N/A N/A N/A
7.3. Preparagao de Reagentes

Utilize sempre controlos positivo, negativo, e nenhum para garantir que o ensaio foi realizado corretamente.

Opcional: Para garantir que as amostras de ADN ndo contém inibidores de PCR e tém uma qualidade e quantidade suficiente para

gerar um resultado valido, estas podem ser analisadas com a Specimen Control Size Ladder da Invivoscribe (EE3
20960021 para detegado ABI).

Misturas de amplificacdo

7.3.1. Limpe a caixa de ar inoperante com o alvejante de 10% seguido pela dgua seguida pelo etanol de 70%.

7.3.2. Usando as maos enluvado, remova as misturas mestras do congelador. Permita que os tubos descongele
completamente (Evite a exposicao direta a luz); em seguida, suavemente Vortex ou inverter tubo 5-10 vezes
para misturar adequadamente.

7.3.3. Na capa de contencdo ou na caixa de ar inoperante Remova uma aliquota apropriada de cada mistura mestra aos
tubos limpos, estéreis individuais do microcentrifugador.

=  Os volumes aliquotas devem ser 45 pl para cada reagio.
®  Adicionar uma reac¢do adicional para cada 15 reacc¢des para corrigir erros de pipetagem.
=  Assim, para cada mistura mestra, o nimero de reagdes (n) deve ser:

n= 1 x n.° de amostras
+1 ADN de controle positivo (FLT3 controle positivo)
+1 ADN de controle negativo (FL73 controle negativo)
+1 nenhum control de modelo (dgua)
+1 para corrigir erros de pipetagem

n= n.° de amostras + 4 Total

=  Portanto, el volume de aliquota total para cada Master Mix reaccion deve ser de n x 45 pl.

7.3.4. Adicionar 1,25 unidades (ou 0,25 pl em 5 unidades/pl) de feletag ADN polimerase por reagdo a cada mistura
mestre.

®= O polymerase de ADN total adicionado a cada mistura mestra deve ser tubo de n x 0,25 pl.
= Inverter diversas vezes para misturar adequadamente.

7.3.5. Para cada reagdo, aliquota 45 pl da mistura mestra apropriada + solugdo do polymerase do ADN em pogos
individuais em uma placa ou em um tubo do PCR.

7.3.6. Adicionar 5 pl de modelo apropriado (ADN de amostra em uma concentragdo de 50 pg/ml, ADN de controle
positivo, ADN de controle negativo, ou agua) para os pogos individuais contendo as respectivas solugdes Master
Mix.

®  Pipeta para cima e para baixo 5-10 vezes para misturar.
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7.3.7. Tampa ou cubra a placa do PCR.
=  Asamostras estdo agora prontas para serem amplificadas em um termocicer.

Tabela 4. Preparacdo da Reagao

Reagente Volumen

Master Mix 45 pl
Polimerase do ADN Taq 0,25 pl
ADN de Amostra ou Controlo Sul
Total 50,25 pl
7.4. Amplificagdo
7.4.1. Amplifique as amostras utilizando o programa de PCR:

Tabela 5. Programa de PCR

___Temperatura________ Tiempo______|__ Cido |

1 95 °C 5 minutos 1
2 94 °C 30 segundos
3 55°C 30 segundos 35x
4 72°C 60 segundos
5 72°C 60 minutos 1
6 4°C 0 1
7.4.2. Retire a placa de amplificag¢@o ou os tubos do termocicer.
7.4.3. Armazene os amplicdes entre 2°C a 8°C até que esteja pronto para a analise no ABI 3130/3130x1 ou no ABI
3500/3500xL.

7.5. Digest de Restri¢ao para FL73 D835 Master Mix Somente

7.5.1. Usando as maos enluvadas, remova o NEBuffer 3.1 do freezer. Deixe-o descongelar completamente; entdo,
suavemente Vortex para misturar.

7.5.2. Na capa de conteng@o ou na caixa de ar inoperante adicione o seguinte a um tubo limpo, estéril individual do
microcentrifugador.

= Recomendamos adicionar uma reacgao adicional para cada 15 reagdes para corrigir erros de pipetagem.
=  Assim, o numero de reagdes (n) deve ser:

n= 1 x n.° de amostras
+1 para corrigir erros de pipetagem
n= n.° de amostras + 1 Total
7.5.3. Adicionar 15,7 pul de dgua de grau molecular por reagdo ao tubo.

= O volume total de agua adicionado deve ser n x 15,7 pl.
7.5.4. Adicionar 2,3 ul de NEBuffer 3.1 por reaccion al tubo.
= O volume total de NEBuffer 3.1 adicionado deve ser n x 2,3 pl.
7.5.5. Adicionar 2 pl de endonuclease EcoRV (20.000 unidades/ml) por reaccion al tubo.

= O volume total de endonuclease EcoRV adicionado deve ser n x 2 pl.
=  Vortex com suavemente com el agitador.

7.5.6. Para cada r reagdo, aliquotar 20 pl d da mistura acima em pocos individuais em uma placa ou tubo de PCR.
7.5.7. Adicionar 10 pl de cada amplicon FLT3 D835 aus seus pogos correspondentes contendo a mostura de digerir de
restricao.

=  Pipeta para cima e para baixo varias vezes para misturar.
7.5.8. Tampe ou cubra a placa de PCR.
7.5.9. Incubar a 37°C po pelo menos 60 minutos e até 24 horas.

= Embora o ADN amplificado seja estavel a temperatura ambiente por longos periodos de tempo, os produtos
de PCR devem ser armazenados em 2°C a 8°C té a detecgao.
= A detecgdo deve estar dentro de 30 dias ap6s a amplificacao.
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7.6. Detecgao de Fluorescéncia ABI

Anote por favor que para a dete¢o da fluorescéncia do ABI um pico precedente ¢ visto frequentemente e ¢ um artefato devido ao método
de detec@o que as plataformas ABI usam. Os picos precedentes sdo as vezes distorcida e tém bases que inclinam-se no lado direito para
0 pico real.

No6s ndo recomendamos a multiplexagdo de produtos de PCR de diferentes mestre misturas em conjunto,

pois isso resultara em total reducdo da sensibilidade do ensaio.

7.6.1. Em um novo tubo de microcentrifuga, misture uma quantidade apropriada (para um total de 10 pl por reagdo de
PCR) de Hi-di formamide com 600 padrdes de tamanho de LIZ v2.0. Vortex bem.

7.6.2. Em uma placa nova do PCR do 96-well, adicione 10 litros do Hi-di formamide com 600 padrdes do tamanho de
LIZ v2.0 aos pogos individuais para cada reacdo do PCR.

7.6.3. Transferir 0,5 pl de cada amplicon para os pogos contendo Hi-di formamide com 600 padrdes de tamanho LIZ

v2.0. Adicione apenas uma amostra por pogo. Pipette up and down to mix.
7.6.4. Sele a placa do PCR com folha de aluminio ou tiras do PCR de 8-Cap.

7.6.5. Aqueca as amostras a 95 ° C durante 3 minutos e, em seguida, encaixe o frio no gelo ou a 4 ¢ durante 5 minutos.
7.6.6. Prepare uma folha de amostra e uma lista de injecfo para as amostras.

7.6.7. Execute as amostras em um instrumento capilar da electroforese de ABI de acordo com o manual do usuario.
7.6.8. Os dados sdo exibidos automaticamente como picos especificos de tamanho e cor. Revise o perfil ¢ os

controles, relate os resultados. (Ver sec¢des 8: Interpretacdo dos Resultados e 10: Tamanho Esperado dos
Produtos Amplificados abaixo.)

7.7. Controle de Qualidade

Controles positivos ¢ negativos (ou normais) sdo fornecidos com o kit e devem ser executados em singlicate cada vez que o ensaio é
realizado para garantir o desempenho adequado do ensaio. Além disso, um controle sem modelo (por exemplo, agua) também deve ser
incluido para testar a contaminagdo da mistura mestra ou contaminagdo cruzada de reagdes de PCR devido a técnica inadequada. Um
controle de buffer também pode ser adicionado para garantir que nenhuma contaminac@o do buffer usado para suspender as amostras
ocorreu. Os valores para os controles positivos sdo fornecidos a segdo 10: Tamanho Esperado dos Produtos Amplificados.

8. Interpretacao dos Resultados

Os resultados positivos e negativos devem ser interpretados no contexto de todas as informagoes clinicas e resultados de exames
laboratoriais. A escala do tamanho para cada uma das misturas mestras foi determinada testando amostras positivas e negativas do
controle. Para uma interpretagdo precisa e significativa, ¢ importante ignorar os picos que ocorrem fora do intervalo de tamanho valido
para cada uma das misturas mestras.

=  Observe que, inerente ao instrumento ABI, pode haver uma variabilidade de +/-1 pb no tamanho de um fragmento.

8.1. Analise
8.1.1. As amostras que ndo conseguem amplificar apos o teste de repeti¢do devem ser relatadas como "um resultado
ndo pode ser relatado neste espécime porque havia ADN de quantidade insuficiente ou qualidade para analise".
8.1.2. Os primers FLT3 ITD Master Mix sdo rotulados com fam (azul) e HEX (verde), iniciador dianteiro e reverso,

respectivamente. Selvagem (327 pb) e picos mutantes (qualquer pico > 330 pb) deve conter tanto azul e um
pico verde correspondente para ser considerado um pico real.

8.1.3. Os primers FLT3 TKD Master Mix sao rotulados apenas com fam. Um resultado positivo de FLT3 TKD
consiste em um pico do mutante que seja > 1% do pico do selvagem.

=  Para calcular esse valor, divida a altura de pico do mutante (124 pb ou 127 pb para amostras de pacientes e
124 pb para o controle positivo) pela altura maxima do selvagem (79 pb).
=  Um resultado negativo terd um pico mutante que ¢ < 1,0% do pico do selvagem.

8.1.4. Todos os controlos do ensaio devem ser examinados antes da interpretacdo dos resultados da amostra. Se os
controles ndo produzem os resultados corretos, o ensaio ndo € valido e as amostras ndo devem ser interpretadas.
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Tabela 6. O seguinte descreve a anélise de cada um dos controles, e as decisdes necessarias com base nos resultados.

Tipo de control Resultado esperado Resultado aberrante

Controle em branco para ITD de FL73

Controle negativo para ITD de FLT3

Controle positivo para ITD de FLT3

Controle em branco para TKD de FL73

Controle negativo para TKD de FL73

Control positivo para D835 de FL73

Specimen Control Size Ladder
(Opcional)

8.2. Interpretagdo da Amostra

Sem picos > 100 URF e major que 50 pb.

Pico azul e verde em 327 pb > 4500 URF

Pico azul e verde em 327 pb > 4500 URF e
um pico azul e verde em 357 pb > 100 URF

Sin picos > 100 URF y mayor de 50 pb.

Pico azul a 79 pb > 4500 URF.

Pico azul a 79 pb > 4.500 URF e um pico
azul a 124 pb > 1% do pico do normal.

Todos los picos de 96, 197, 297, 397 e 602
pb estdo presentes.

Porque os fragmentos menores do PCR sdo
amplificados preferencialmente, nao é
incomun para que o fragmento de 600 pb
tenha um sinal diminuido ou esteja faltando
inteiramente. Continue com a analise.

Amplificacdo presente, repita o ensaio.
Amplificagdo insuficiente, pico/s positivo
detectado; repita o ensaio.

Amplificacion insuficiente, pico mutante
ausente; repetir el ensayo.

Amplificagdo presente, repita o ensaio.
Amplificagdo insuficiente, pico(s) positivo(s)
detectado(s); repetir o ensaio.

Amplificagdo insuficiente, pico mutante <1,0%;

repita o ensaio.

Se nao forem observados picos, repita o ensaio
a menos que os testes de amostra positivos.

Se apenas 1, 2, ou 3 picos forem observados,
reavalie a amostra para a degradacdo do ADN,
amenos gue os testes de amostra sejam

positivos.

Dado que os controlos produzem resultados esperados, as amostras clinicas devem ser interpretadas da seguinte forma:

Tabela 7. Interpretacién dos amostras

Mezcla maestra para FL73ITD

Positivo:

mutacao de ITD do gene FLT73"

Negativo:

Falha em amplificar: .
negativas.

A presenca de picos do mutante (FAM e HEX) > 330 pb e > 100 URF é relatada como: "detecao de uma

A presenca do pico normal (ambos FAM e HEX) a 327 pb (= 4500 URF) sem picos > 330 pb e > 100 URF se
notifica como: “No hay evidencia de mutacién ITD del gen FLT3".

Falha em produzir um pico de tipo selvagem (327 pb para FAM e HEX) de > 4500 URF com amostras

Mezcla maestra para D835 de FLT3

9.

Positivo:

A presenca do pico mutante de 124 pb ou 127 pb (FAM), que é > 1,0% do pico do tipo selvagem de 79 pb, é

relatada como: "deteccao de uma mutacao TKD do gene FL73"

Negativo:

Falha em amplificar:

Limitacoes do Procedimento

=  Este ensaio ndo identifica 100% das Mutagoes ativadoras do FLT3.
=  Este ensaio ndo pode detectar confiantemente menos de 5 pilhas positivas por 100 pilhas normais.

= Os resultados dos testes moleculares devem sempre ser interpretados no contexto de dados clinicos, histologicos e

imunofenotipicos.

heparina, e aos outros agentes.

LeukoStrat FLT3 Mutation Assay 2.0 — ABI Fluorescence Detection

A presenca do selvagem-tipo pico (FAM) em 79 pb (= 4500 URF), com um < 1,0% do presente do mutante é
relatado como: "nenhuma evidéncia de uma mutacao de TKD do gene FL73"

Falha na producdo de um pico de selvagem (FAM) de > 4500 URF com amostras negativas.

.....
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10. Tamanho Esperado de Produtos Amplificados

10.1.  Tamanho esperado dos produtos amplificados

Os tamanhos de amplicon listados foram determinados por meio de uma plataforma ABI 3500xL. Os tamanhos de amplicon observados
em seu instrumento capilar especifico de eletroforese podem diferir de 1 a 4 nucleotideos (nt) daqueles listados dependendo da plataforma
de detecgdo e da versdo do software de analise utilizado. Uma vez identificado, o tamanho do amplicon conforme determinado em sua
plataforma especifica serd consistente de executar para executar. Essa reprodutibilidade é extremamente 1til quando se monitora a
recorréncia da doenga.

Nota: "cor" indica a cor dos produtos gerados com a mistura mestra ao usar a atribui¢do de cor padrdo em sistemas de
deteccdo de fluorescéncia de ABI.

Tabela 8. Tamanho esperado de produtos amplificados para Master Mix £L731TD

Mezcla .
Alvo n Amostra Tamanho do produto em nucleotides
maestra

Azuly Control blanco Sem picos > 100 URF e major a 50 pb.

verde

Azuly . .

verde ADN de control negativo para FLT3 Pico azul e verde a 327 pb > 4500 URF

Azul y .. Pico azul e verde a 327 pb > 4500 URF e pico azul e
ITD de F173 - verde Control positivo para ITD de FLT73 verde a 357 pb > 100 URF

Azuly  Amostra paciente negativa para ITD de Pico azul e verde a 327 pb > 4500 URF

verde FLT3

) . Pico azul e verde a > 330 pb > 100 URF.
Azul y Amostra paciente positiva para ITD de ) .
verde FIT3 Nota: O pico normal a 327 pb pode ou nao estar

presente.

Tabela 9. Tamafio esperado de los productos amplificados para la Mezcla de reaccién para TKD de FLT3

Mezcla - g
Muestra Tamaiio del producto en nucleétidos?
maestra

Azul Control blanco Sin picos > 100 URF y mayor a 50 pb.
Azul ADN de control negativo para FL73 Pico azul a 79 pb > 4500 URF

Pico azul a 79 pb > 4500 URF e un pico azul a 124 pb,

Azul Control positivo para D835 de FLT3 pelo menos 1% do pico normal

D835 de FLT3 TKD Amostra paciente negativa negativa para .
Azul TKD de £LT3 Pico azul a 79 pb > 4500 URF
Pico azul a 124 pb 0 127 pb, pelo menos 1 % do pico
Amostra paciente positiva para TKD de normal.
Azul )
FLT3 Nota: O pico normal em 79 pb pode ou néo estar

presente.

Nota sobre a interpretacao TKD: Alguns EcoRV produto ndo digerido pode estar presente e detectavel como um pico azul

em 147 pb. Se apenas o pico de 147 pb pour detectado ou o pico de 147 pb for > 1% do pico do WT, a amostra deve ser
repetida iniciando na etapa de amplificagdo ou na etapa de digestdo do EcoRV.
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Os dados mostrados abaixo foram gerados utilizando-se as misturas mestras indicadas.
um instrumento ABI 3500xL.

Dados de exemplo
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320 330 340 350 3680 370
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Os produtos amplificados foram executados em
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Figura 2.

Para o Master Mix ITD de FLT3:

= O painel 1 exibe os testes gerados por dados com uma amostra paciente positiva.
= O painel 2 exibe os testes gerados por dados com uma amostra paciente negativo.
= O painel 3 exibe os testes gerados por dados com uma amostra control positivo.

= O painel 4 exibe os testes gerados por dados com uma amostra control negativo.
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Figura 3.

Para o Master Mix D835 de FLT3:

= O painel 1 exibe os testes gerados por dados com uma amostra paciente positiva.
= O painel 2 exibe os testes gerados por dados com uma amostra paciente negativo.
= O painel 3 exibe os testes gerados por dados com uma amostra control positivo.
= O painel 4 exibe os testes gerados por dados com uma amostra control negativo.

LeukoStrat FLT3 Mutation Assay 2.0 — ABI Fluorescence Detection

280414 Rev. C | julho de 2023



Pagina 16 de 19

11. Caracteristicas de Desempenho

A validag¢do do ensaio 2,0 da mutacao de LeukoStrat FL73 fornece a evidéncia que o ensaio € capaz de detectar muta¢des de FLT3 ITD e de
TKD com uma concordincia de = 90% quando comparado a Roche®454 seqiienciamento. O estudo de validagdo desafiou a capacidade
do ensaio de identificar mutagdes FLT3 ao avaliar o impacto de multiplos operadores, lotes de reagentes, instrumentos ABI 3500xL e dias
de testes ndo consecutivos. O PPA e a NPA para amostras clinicas, amostras positivas inventadas, e amostras negativas artificial excederam
90% entre o 2,0 ensaio da mutacao de leukostrat FL73 e os resultados de sequenciamento 454.

11.1.  Resumo dos Datos

As amostras artificial FLT3 ITD consistiram de um ITD positivo de 5%, de 50% de ITD positivo, e de ITD negativo. Cada amostra
inventada foi testada em repetigdes de trés usando dois lotes mestre diferentes, dois operadores diferentes, ao longo de 5 dias nio
consecutivos, produzindo um total de 60 repetigdes para cada amostra artificial. Um total de 10 amostras clinicas foram testadas em
singlicate, usando duas misturas mestre diferentes, com dois operadores diferentes, ao longo de 5 dias ndo consecutivos, produzindo um
total de 20 repeticdes de cada amostra clinica. Por protocolo, as execugdes com controles falhados ndo foram incluidas nas analises
finais. Um acordo de 100% e de 98% foi conseguido para as amostras inventadas e clinicas, respectivamente (refira a Tabela 10). Os
controles positivo e negativo ndo foram incluidos nos calculos. A amostra clinica ITD-6 foi classificada incorretamente em 4 das 20
repetigoes.

Tabela 10. Tamanho da amostra ITD e acordo de amostra com sequenciamento 454

Amostra Resultado % de concordancia Comentarios (discrepancias)
Pos. control Positivo 17 100 % N/A
5 % positivo Positivo 51 100 % N/A
50 % positivo Positivo 51 100 % N/A
ITD-1 Positivo 17 100 % N/A
ITD-3 Positivo 17 100 % N/A
ITD-4 Positivo 17 100 % N/A
ITD-5 Positivo 17 100 % N/A
Negativo 4 20% .
ITD-6 i FAM (HEX picos 101 - 113 URF)
Positivo 13 80 %
ITD-7 Positivo 17 100 % N/A
Neg. control neg. Negativo 17 100 % N/A
Negativo Negativo 51 100 % N/A
ITD-2 Negativo 17 100 % N/A
ITD-8 Negativo 17 100 % N/A
ITD-9 Negativo 17 100 % N/A
ITD-10 Negativo 17 100 % N/A

As amostras inventadas de /LT3 TKD consistiram em 5% de TKD positiva, 50% de TKD positiva ¢ TKD negativa. Cada amostra
inventada foi testada em réplicas de trés usando diferentes misturas, dois operadores diferentes, ao longo de 5 dias ndo consecutivos,
produzindo um total de 60 réplicas para cada amostra planejada. Um total de 10 amostras clinicas foram testadas em singlicate, usando
duas misturas mestre diferentes, com dois operadores diferentes, ao longo de 5 dias ndo consecutivos, produzindo um total de 20
repetigdes para cada amostra clinica. Uma concordancia de 100% foi alcangada para amostras planejadas e clinicas (consulte a Tabela
11). Os controles Positivo e Negativo ndo foram incluidos nos calculos. Um sinal artificial TKD negativo tem mais de 60 repeticdes que
ndo puderam ser amplificadas o suficiente, portanto, excluidas do conjunto de analise NPA.
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Tabela 11. Tamanho da amostra TKD e acordo de amostra com sequenciamento 454

m“ s

Pos. control Positivo 100 %
5 % positivo Positivo 60 100 % N/A
50 % positivo Positivo 60 100 % N/A
TKD-2 Positivo 20 100 % N/A
TKD-3 Positivo 20 100 % N/A
TKD-4 Positivo 20 100 % N/A
TKD-6 Positivo 20 100 % N/A
TKD-7 Positivo 20 100 % N/A
TKD-10 Positivo 20 100 % N/A
Neg. control Negativo 20 100 % N/A
Negativo Negativo 57 100 % 3/60 (5 %) ndo amplificar suficientemente
TKD-1 Negativo 20 100 % N/A
TKD-5 Negativo 20 100 % N/A
TKD-8 Negativo 20 100 % N/A
TKD-9 Negativo 20 100 % N/A

11.2.  Analise dos Datos
Para amostras negativas conhecidas de FLT3 ITD, houve zero resultados discordantes obtidos (119/119 concordancia), produzindo uma
NPA de 100% (vide tabela 12).

For FLT3 ITD known positive samples there were 4 discordant results obtained (200/204 concordance), producing a PPA of 98.0%
(refer to Table 12). A amostra clinica ITD-6 era um positivo conhecido para FLT3 ITD por o sequenciamento 454, porém quatro das
20 repetigdes testadas usando o ensaio da mutagdo de LeukoStrat LT3 2,0 retornaram resultados negativos.

Tabela 12. Acordo de porcentagem de ITD com sequenciamento 454

Acordo de porcentagem N.° de Discordancia *95 % LL

100 % 119 96,9 %
PPA 98,0 % 4 200 95,1 %
*95% dos resultados seriam esperados para concordar com sequenciamento a uma taxa maior ou igual ao limite inferior (LL).

Para as amostras negativas conhecidas de FLT3 TKD, houve zero resultados discordantes obtidos (137/137), produzindo uma NPA de
100% (consulte a Tabela 13) entre os resultados de 454 e o ensaio de mutagdo LeukoStrat FL73 2,0.

Para as amostras positivas conhecidas de FL73 TKD, foram obtidos resultados discordantes nulos (240/240), produzindo um PPA de
100% (consulte a Tabela 13) entre os resultados de 454 e o ensaio de mutagdo LeukoStrat FLT3 2,0.

Tabela 13. Acordo de porcentagem de TKD com sequenciamento 454
NPA 100 % 0 137 96,9 %
PPA 100 % 0 240 98,5 %

*95% dos resultados seriam esperados para concordar com sequenciamento a uma taxa maior ou igual ao limite inferior (LL).

A taxa de aceitabilidade geral de execugdo para FLT3 ITD e FLT3 TKD foi de 85% e 100%, respectivamente. As taxas de validade de
amostra individual para ITD e TKD foram de 85% e 99,2%, respectivamente.

11.3.  Conclusao

Esta validag@o fornece evidéncia de evidéncia de que o LeukoStrat FLT3 Mutation Assay 2.0 é capaz de detectar mutagdes FLT3 ITD e
FLT3 TKD com uma concordancia minima de 90% quando comparado ao 454 Sequenciamento.
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13. Técnico e Atendimento ao Cliente

Informacoes para Contacto

wl Invivoscribe, Inc

10222 Barnes Canyon Road | Building 1 | San Diego | California 92121-2711 | EUA

Telefone: +1 858 224-6600 | Fax: +1 858 224-6601 | Horario de funcionamento: 9:00 — 17:00 GMT - 8/GMT - 7

Servigos Técnicos: support@invivoscribe.com | Apoio ao Cliente: sales@invivoscribe.com | Website: www.invivoscribe.com

Os representantes de servicos técnicos e de atendimento ao cliente estdo disponiveis de segunda a sexta para atender perguntas de
telefone, e-mail ou site.

14. Simbolos

Os simbolos a seguir sdo usados na rotulagem de produtos de diagndstico Invivoscribe.

Referéncia do catalogo Data de validade

Representante autorizado
na Unido Europeia

i E
o
-

Volume de reagente

=
o
-

Ndmero de lote Consulte as instrugdes de utilizacao

Condi¢des de armazenamento Para utilizagdo em diagnéstico in vitro

Identificador de Dispositivo
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15. Aviso Legal

Este produto é um produto de diagnoéstico in vitro; ndo esta disponivel para venda ou uso na América do Norte.

15.1.  Garantia e Responsabilidade

A Invivoscribe, Inc. (Invivoscribe®) estd comprometida em fornecer produtos da mais alta qualidade. A Invivoscribe® garante que os
produtos atendem ou excedem os padrdes de desempenho descritos nas Instrugdes de Uso, quanto aos produtos com tal encarte. Se um
produto estiver coberto pelas especificagdes do produto e ndo funcionar conforme especificado, nossa politica € substituir o produto ou
creditar o prego total da compra. Nenhuma outra garantia de qualquer tipo, expressa ou implicita, ¢ fornecida pela Invivoscribe®. A
responsabilidade do Invivoscribe® ndo deve exceder o preco de compra do produto. A Invivoscribe néo terd nenhuma responsabilidade
por danos diretos, indiretos, consequenciais ou incidentais decorrentes do uso, resultados do uso ou incapacidade de usar seus produtos;
a eficacia do produto sob condi¢des controladas pelo comprador no laboratério do comprador deve ser estabelecida e monitorada
continuamente por meio de processos definidos e controlados pelo comprador, incluindo, mas nao limitado a, testes de controles
positivos, negativos e brancos validados internamente toda vez que uma amostra ¢ testada. O pedido, a aceitagdo e o uso do produto
constituem a aceitagdo da responsabilidade exclusiva do comprador por garantir a eficicia do produto e o acordo do comprador com a
limitagdo de responsabilidade estabelecida neste paragrafo.

15.2.  Patentes e marcas registradas

Muitos desses produtos requerem métodos de amplificagdo de 4cidos nucleicos, como a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).
Nenhuma licenga sob essas patentes para usar processos de amplificacdo ou enzimas ¢ transmitida expressamente ou por implicagdo ao
comprador pela compra deste produto.

©2023 Invivoscribe, Inc. Todos os direitos reservados. As marcas registradas aqui mencionadas sdo de propriedade da Invivoscribe, Inc.
e/ou de suas afiliadas, ou (como as marcas registradas de outros aqui usadas) de seus respectivos proprietarios.
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