LymphoTrack Dx

IGK Assays

Instrugdes de Utilizagdo

LymphoTrack® Dx IGK Assay — MiSeq™

Para identificar e localizar rearranjos génicos de cadeia leve kappa de imunoglobulinas humanas (IGK) utilizando
sequenciacdo de nova geracdo (NGS) com o sistema lllumina® MiSeq.

Este ensaio destina-se a diagndstico in vitro.

Representacdo esquematica do locus do gene IGK:
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Ref. Catadlogo Produtos Quantidade

91220009 LymphoTrack Dx IGK Assay Kit A — MiSeq 8 indices — 5 reagOes cada
91220019 LymphoTrack Dx /GK Assay Panel — MiSeq 24 indices — 5 reagGes cada
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Utilizagao Pretendida

O Ensaio LymphoTrack Dx IGK para o sistema lllumina MiSeq é um produto de diagndstico in vitro para a determinacao da
frequéncia de distribuicdo, baseada em sequencia¢do de nova geracdo (NGS), dos rearranjos génicos de /IGK em doentes
com suspeita de doenca linfoproliferativa. Este ensaio é um auxiliar na identificacdo de doencgas linfoproliferativas.

Resumo e Explica¢ao do Ensaio

2.1.

2.2.

Contextualizacdo

O locus do gene da cadeia leve kappa de imunoglobulinas humanas (/GK) no cromossoma 2 (2p11.2) inclui muitos
segmentos de genes Vk distintos, agrupados em sete familias de genes Vk, assim como cinco segmentos do gene Jk a
montante da regido Ck. O elemento de delegdo Kappa (Kde), aproximadamente 24 kb a jusante da regido Jx—Ck, pode
rearranjar-se com segmentos do gene Vk (Vk—Kde) mas também numa RSS isolada no intrdo (INTR) Jk—Cxk. Os
rearranjos Vik—Kge € INTR—Kqe resultantes sdo um produto de rearranjos falhados retidos pela célula B.

As células linfoides sdo diferentes das outras células somaticas no corpo. Durante o desenvolvimento, os genes de
recetores antigénicos nas células linfoides sofrem rearranjos génicos somaticos.? Por exemplo, durante o
desenvolvimento da célula B, os genes que formam o locus /GK sdo constituidos a partir de multiplos segmentos de
genes polimérficos que sofrem rearranjos e selecdo, gerando combinag¢des que sdo Unicas, em termos de
comprimento e sequéncia. Uma vez que as leucemias e os linfomas tém origem em transformac¢des malignas de
células linfoides individuais, as células leucémicas ou de linfoma de um individuo partilham geralmente um ou mais
rearranjos génicos de recetores antigénicos especificos de células ou “clonais”. Por conseguinte, os testes que
detetam rearranjos clonais de /IGK podem ser Uteis no estudo das neoplasias de células B.

Inicialmente, os rearranjos clonais eram identificados através da utilizacdo das técnicas de Fragmentos de Restricdo e
Hibridacdo de Southern Blot (RF-SBH). No entanto, estes testes mostraram ser complexos e morosos, requeriam
grandes quantidades de ADN e ndo eram adequados para analisar muitos dos loci de recetores antigénicos menos
diversos.

Durante as ultimas décadas, a utilizagdo de ensaios de RF-SBH tem sido substituida por testes de clonalidade
baseados em PCR, desenvolvidos por Alexander Morley® que s3o atualmente considerados o método padrio por
exceléncia. Estes ensaios identificam a clonalidade com base na sobrerrepresentagdo de produtos V-J ou D-J
amplificados apds a sua separacdo através de eletroforese em gel ou capilar. Embora sensiveis e adequados para
testar pequenas quantidades de ADN, estes ensaios ndo conseguem distinguir facilmente popula¢ées clonais e
rearranjos multiplos que poderao estar ocultos por um pico de tamanho Unico, e também nado sdo concebidos para
identificar a sequéncia especifica de ADN V-J que é necessaria para localizar populagdes clonais em analises
subsequentes. Esta segunda limitagdo pode ter uma importancia particular, visto que uma vez identificada a
sequéncia Unica de ADN especifica para o clone, esta pode ser utilizada em analises subsequentes para localizar e
monitorizar as populac¢des clonais de células.

Resumo

Este LymphoTrack Dx IGK Assay — MiSeq representa uma melhoria significativa em relacdo aos ensaios de clonalidade
existentes que utilizam a andlise de fragmentos, uma vez que deteta de forma eficiente a maioria dos rearranjos
génicos de /IGK utilizando uma Unica multiplex master mix e, ao mesmo tempo, identifica a sequéncia de ADN
especifica para cada rearranjo génico clonal. Este produto tem assim duas aplicagGes importantes e complementares,
é um auxiliar na detecdo de populagdes clonais iniciais e identifica informacdes de sequéncias necessarias para
localizar esses clones em amostras subsequentes.

A multiplex master mix Unica para /GK visa os rearranjos génicos Vk—Jk, Vk—Kde € INTR—Kqe descritos em neoplasias
linfoides. Os primers incluidos nas master mixes sdo concebidos com os adaptadores da lllumina e até 24 indices
diferentes. Este método permite uma reagdao de PCR em uma etapa e o agrupamento de amplicons de vdrias
amostras e alvos diferentes (gerados com outros Ensaios LymphoTrack Dx para o equipamento lllumina MiSeq,
vendidos separadamente) numa MiSeq flow cell (lamina de fluxo MiSeq), permitindo a analise de até 24 amostras por
alvo em paralelo, numa Unica analise.
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O LymphoTrack Dx Software - MiSeq associado disponibiliza um método de analise e visualizacdo de dados simples e
dindmico. Seguindo as orienta¢bes apresentadas na sec¢do 11 Interpretagdo e Relatdrio, os resultados da amostra
resumidos no software podem ser facilmente interpretados quanto a presenca ou auséncia de clonalidade. Os
resultados dos testes de clonalidade molecular devem ser sempre interpretados no contexto de dados clinicos,
histoldgicos e imunofenotipicos.

Os controlos positivos e negativos para a clonalidade estdo incluidos no kit.

Nota: Para uma explicagdo mais completa sobre o locus e a estratégia de sequenciagdo direcionada, consulte (Miller JE.,
2013).4

3. Principios do Procedimento

3.1.

3.2

3.3.

Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Os ensaios de PCR sdo habitualmente utilizados para a identificacdo de populagdes clonais de células B e T. Estes
ensaios amplificam o ADN entre primers direcionados para as regides conservadas V e J dos genes de recetores
antigénicos. Os primers sdo direcionados para estas regides conservadas e encontram-se em ambos os lados de uma
area onde ocorrem rearranjos genéticos programados durante a maturacdo de todos os linfocitos B e T. E a partir
destes rearranjos genéticos que sdo originadas diferentes populagées de linfécitos B e T.

Os genes de recetores antigénicos que sofrem rearranjos constituem os loci das cadeias pesadas (/GH) e das cadeias
leves (/GK e IGL) das imunoglobulinas nas células B, e os loci do gene do recetor das células T (TRA, TRB, TRG e TRD)
nas células T. Cada célula B e T contém um ou dois rearranjos V-J produtivos com um comprimento e sequéncia
Unicos. Portanto, quando o ADN de uma populagdo normal ou policlonal é amplificado utilizando primers de ADN que
flanqueiam a regido V-J, sdo gerados amplicons com uma sequéncia e comprimentos Unicos, refletindo a populacao
heterogénea. Em alguns casos, nos quais ndo estd presente ADN linfocitario, ndo serdao gerados amplicons. As
amostras que contém populagées clonais de /IGK originam até um maximo de quatro produtos principais amplificados
com o mesmo comprimento e sequéncia, que sdo detetados com uma frequéncia de ocorréncia significativa num
contexto policlonal diminuido.

Purificagdo de Amplicons

Os amplicons de PCR sao purificados para remover primers em excesso, nucledtidos, sais e enzimas utilizando
tecnologia de esferas paramagnéticas para a imobilizacdo reversivel em fase sélida (SPRI) para purificacdo de alto
rendimento de amplicons de PCR. Utilizando um tampao otimizado, os amplicons de PCR com um comprimento de
100 pares de bases ou superior

ligam-se seletivamente as esferas paramagnéticas, enquanto que contaminantes como primers em excesso, dimeros
de primers, sais e dNTPs ndo incorporados sdao removidos. Os amplicons podem entdo ser eluidos e separados das
esferas paramagnéticas, resultando num produto de PCR mais purificado para subsequente analise e quantificacao
de amplicons.

Quantificagdo de Amplicons

Os amplicons purificados sdo quantificados utilizando os Kits KAPA™ Library Quantification (Quantificacdo de
biblioteca KAPATM) para plataformas Illlumina. Amplicons de PCR purificados e diluidos e um conjunto de seis
padrées de ADN pré-diluidos sdo amplificados através de métodos quantitativos (QPCR), utilizando master mix e
primers KAPA SYBR® FAST gPCR. Os primers no kit KAPA tém como alvo as sequéncias de oligonucleotideos do
adaptador de lamina de fluxo Illumina P5 e P7.

A pontuagdo Ct média para os padroes de ADN pré-diluidos é representada em grafico contra o log10 para gerar uma
curva padrdo, que pode ser utilizada para calcular a concentragdo (pM) dos amplicons de PCR derivados do ADN da
amostra. Calcular a concentragdo de amplicons de PCR permite uma igual representagdo de amplicons na biblioteca
final agrupada que é carregada no MiSeq para sequenciagao.
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3.4. Sequenciacdo de Nova Geracdo (NGS)

Os métodos de sequenciacdo de Sanger sdo 0os mais populares entre uma variedade de tecnologias de sequenciagao
de acidos nucleicos de “primeira geracao”. Métodos mais recentes, que utilizam abordagens de sequencia¢ado
massiva paralela, sdo muitas vezes referidos como Sequenciacdo de Nova Geragdo (NGS). Estas tecnologias podem
utilizar varias estratégias de combinagdo para a preparacdao do molde, sequencia¢do, imagiologia e bioinformatica
para o alinhamento e montagem de genomas.

As tecnologias NGS utilizadas neste ensaio recorrem a amplificacdo de sequéncias genéticas, através de uma série de
primers de consenso forward e reverse que inclui adaptadores e marcadores de indice. Os amplicons gerados com as
LymphoTrack Dx Master Mixes sdo quantificados, agrupados e carregados numa lamina de fluxo para sequenciagdo
numa plataforma de sequenciagdo lllumina MiSeq. Especificamente, os produtos amplificados na biblioteca sdo
hibridados para oligonucleotideos numa lamina de fluxo e amplificados para formar coldnias clonais locais
(amplificagdo em ponte). Sdo adicionados quatro tipos de bases de terminador reversivel (bases RT) e o vetor de
sequenciacdo do ADN é alargado um nucleétido de cada vez. Para registar a incorporac¢do de nucleétidos, a cdmara
CCD capta uma imagem da luz emitida a medida que cada base RT é adicionada e, em seguida, clivada para permitir a
incorporacdo da base seguinte.

3.5. Multiplexacdo de Amplicons

Este produto foi concebido para permitir dois niveis diferentes de multiplexa¢do a fim de reduzir os custos e o tempo
necessarios para os laboratérios. O primeiro nivel de multiplexacdo tem origem nos varios indices que sao fornecidos
com os ensaios. Cada um desses 24 indices atua como uma espécie de cddigo de barras Unico que permite o
agrupamento de amplicons de amostras individuais apds a amplificacdo por PCR a fim de gerar a biblioteca de
sequenciagdo. As sequéncias resultantes sdo ordenadas pelo software bioinformatico, que identifica as que foram
geradas a partir de uma amostra individual.

O segundo nivel de multiplexagdo tem origem na capacidade do software incluido ordenar dados de sequenciagao
por indice e alvo. Isto permite que os amplicons gerados com primers direcionados (mesmo os marcados com o
mesmo indice) sejam agrupados para gerar a biblioteca e sequenciados numa lamina de fluxo Unico. Um exemplo
seria sequenciar uma combinacdo de produtos de vdrios Kits de Ensaio Invivoscribe LymphoTrack Dx para o MiSeq,
tais como Lider IGHV, IGH FR1, IGH FR2, IGH FR3, IGK, TRB e TRG. Na multiplexacdo de amplicons de diferentes alvos
génicos, é importante utilizar a quimica de sequencia¢do adequada. O numero de ciclos de sequenciagdo deve ser
suficiente para sequenciar o maior amplicon no multiplex. Por exemplo, na multiplexa¢cdo de uma combinacdo de
amplicons IGH FR1, IGH FR2, IGH FR3, IGK, TRB e TRG, utilize o kit de sequenciagdo MiSeq v2 (500 ciclos) para, no
maximo, 4 alvos ou o kit de sequenciagdo v3 (600 ciclos) para, no maximo, 7 alvos. Na multiplexag¢do conjunta de
qualguer um destes amplicons com o Lider IGHV, utilize o kit de sequenciagdo MiSeq v3 (600 ciclos). No caso de uma
multiplexa¢do apenas com os amplicons IGH FR3 e TRG, uma vez que ambos tém tamanhos de amplicons mais
reduzidos, utilize os kits de sequenciagdo MiSeq v2 (300 ou 500 ciclos) e ajuste as defini¢des do ciclo na folha de
amostras. Para instrugdes adicionais, consulte o Anexo A (secgdio 20).

O numero de amostras que podem ser utilizadas na multiplexacdo numa lamina de fluxo Unico depende também da
Iamina de fluxo utilizada. As Idaminas de fluxo padrdo da Illumina (MiSeq v3) sdo capazes de gerar entre 22-25 milhdes
de leituras. Para determinar o numero de leituras por amostra, divida o numero total de leituras para a lamina de
fluxo pelo nimero de amostras que serdo utilizadas na multiplexagdo e o nimero de leituras por amostra serd
suficiente para uma interpretagdo valida. Para obter mais informagdes, consulte a sec¢do 11 Interpretacgdo e
Relatério. A Illumina também fabrica outras laminas de fluxo que utilizam a mesma quimica de sequenciagdo, mas
geram menos leituras. Ao utilizar estas laminas de fluxo alternativas, deve ter-se em consideragdo que um nimero
total de leituras mais reduzido significa uma menor extensao (depth) por amostra ou que serdo analisadas menos
amostras na lamina de fluxo para alcangar a mesma extensao (depth) por amostra.
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4. Reagentes

4.1. Componentes dos Reagentes

Tabela 1. Kits Disponiveis

Ref. Catalogo Numero de Master Mixes Indexadas Total de Reagbes

8 indices — 5 analises

[REF] 91220009 LymphoTrack Dx IGK Assay Kit A — MiSeq
de sequenciagdo cada

91220019 LymphoTrack Dx IGK Assay Panel — MiSeq 24 indices — 5 andlises 120
de sequenciagdo cada

Tabela 2. Componentes dos Kits

92270019 92270009

Componentes dos Quantidade NGmero de NGmero de

Temperatura de
Reagente P

Reagentes Unitaria . . Armazenamento
g Unidades Unidades

IGK MiSeq 01
IGK MiSeq 02
IGK MiSeq 03
IGK MiSeq 04
IGK MiSeq 05
IGK MiSeq 06
IGK MiSeq 07
IGK MiSeq 08
IGK MiSeq 09
IGK MiSeq 10
IGK MiSeq 11
Master IGK MiSeq 12
Mixest IGK MiSeq 13
IGK MiSeq 14
IGK MiSeq 15
IGK MiSeq 16
IGK MiSeq 18
IGK MiSeq 19
IGK MiSeq 20
IGK MiSeq 21
IGK MiSeq 22
IGK MiSeq 23
IGK MiSeq 25
IGK MiSeq 27

250 pL /H/ 85°C N/A
50 u 85°C /

O O O O O O O O O O O O 0O 0 O O R P P P P R R PP
R R, R R R R R R R R R RRRRRRERR R R R R R R

o IGK'V3D-20_01/
8°C -
IGK DEL ADN diluido em ADN de
2°C . .
amigdala faringea

u
-65°C ADN de amigdala faringea,
-85°C/H/ a frequéncia de sequéncia mais

elevada pode variar entre lotes

ADN de Controlo IGK POS (+)

Positivo (EEF] 40880018) 4sut

[y
w

ADN de Controlo NGS NEG (-)

Negativo (EEE] 40920018) asul ! 3

Nota: Ndo sdo utilizados conservantes no fabrico destes kits.
#Nota: Os indices 17, 24 e 26 n3o s3o utilizados nestes kits
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4.2. Adverténcias e Precaucdes

Leia atentamente as Instrugdes de Utilizagdo antes de iniciar o procedimento de ensaio e siga rigorosamente
cada passo.

Este produto destina-se a diagnéstico in vitro.

= QO kit de ensaio deve ser utilizado como um sistema. Ndo substitua os reagentes com os de outros fabricantes. A
diluicdo, reducdo das reagdes de amplificagdo ou outros desvios deste protocolo podem afetar o desempenho
desta andlise e/ou anular qualquer sublicencga limitada que acompanha a compra destes kits.

= Os materiais sdo estdveis até a data de validade indicada no rétulo, quando armazenados e manuseados como
indicado. Nao utilize os kits apds a sua data de validade.

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

=  N&o misture nem combine reagentes de kits com diferentes numeros de lote.

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

=  Todos os procedimentos laboratoriais devem ser realizados com equipamento de protecdo individual padrado
(luvas, batas de laboratério e protegdo ocular). Siga as boas praticas laboratoriais e precaugdes universais ao
trabalhar com amostras. Ndo pipete com a boca. Ndo coma, beba ou fume nas areas de trabalho do laboratério.
Lave bem as mdos apds manusear as amostras e os reagentes dos ensaios. As amostras devem ser manuseadas
em instalagGes de contencgdo de seguranca bioldgica aprovadas e s6 devem ser abertas em camaras de seguranca
bioldgica certificadas.

= Erecomendada a utilizacdo de dgua para biologia molecular para a preparagdo do ADN de amostra.

= Devido a elevada sensibilidade analitica desta analise, deve ser tomado 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 quanto a sinais de contaminagao (p. ex., controlos negativos que
originam sinais positivos). Elimine quaisquer reagentes suspeitos de contaminacdo.

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

= O fluxo de trabalho no laboratério de PCR deve ser unidirecional entre as areas de trabalho separadas:
comecgando pela preparacdo da master mix, passando para a preparagao das amostras e, em seguida, para a
amplificagao e, finalmente, para a detegdo. A autoclavagem ndo elimina a contaminagcao de ADN. N3o leve ADN
amplificado para areas designadas para master mixes ou para a prepara¢ao das amostras.

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

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

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

4.3. Armazenamento e Manuseamento

=  Se 0 ensaio nao for utilizado de imediato, armazene a uma temperatura entre -85 2C e -65 2C.

=  Atemperatura de armazenamento 6tima para os controlos de ADN é entre 2 °C a 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 vortex, ou completamente
misturados, antes da utilizagdo de forma a assegurar que estdao completamente ressuspensos.

= Devido a elevadas concentragdes de sal, as master mixes de PCR sdo sensiveis aos ciclos de
congelamento/descongelamento. O niumero de ciclos deve ser limitado a um maximo de quatro.

Em caso de duvidas, entre em contacto com a equipa técnica da Invivoscribe. Teremos todo o gosto em ajuda-lo a
determinar as suas necessidades de armazenamento étimo.
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5. Equipamentos

Os equipamentos especificos abaixo indicados sdo recomendados com base nos métodos utilizados para validar este ensaio.

5.1. Termociclador

Utilizagdo ou fungdo: Amplificagdo de amostras de ADN
Equipamento sugerido: Thermal Cycler Veriti™ DX (Termociclador Veriti™ Dx) ou equivalente
Caracteristicas de desempenho e especificagbes:

o Gama térmica minima: 15 2C a 96 2C
o Velocidade de rampa minima: 0,8 2C/seg

Siga os procedimentos de instala¢do, funcionamento, calibragdao e manutencao do fabricante.
Consulte a seccdo 7.4: Amplificag¢éo para informacdes sobre o programa do termociclador.

5.2. Suporte Magnético

Utilizacdo ou funcdo: Purificacdo de produtos de PCR
Equipamento sugerido:

o Magnetic Stand 96* (Suporte magnético 96*) da Ambion (EEEl AM10027)

o 96 Ring Super Magnet Plate* (Placa magnética 96 Ring Super*) da Agencourt SPRIPlate® (REEl A32782) ou

o DynaMag™-96 Side Skirted Magnet* (Magneto com rebordo 96 DynaMag™*) da Thermo Fisher Scientific
(EE8] 12027) ou equivalente

Caracteristicas de desempenho e especificagGes:
o Esferas paramagnéticas de precipitado

Consulte a secgdo 7.5: Purificagdio com AMPure XP para informacdes sobre métodos de purificagdo de produtos
de PCR.

5.3. Instrumento de PCR em Tempo Real

Utilizagdo ou funcgdo: Quantificacdo de produtos de PCR purificados

Equipamento sugerido: Real-Time PCR Instrument Fast Dx (Instrumento de PCR em tempo real Fast Dx) da
Applied Biosystems® 7500 ou equivalente

Caracteristicas de desempenho e especificacGes:

o Capaz de detetar o comprimento de onda do SYBR Green

Siga os procedimentos de instalagdo, funcionamento, calibragdo e manutengao do fabricante.
Consulte a sec¢do 7.6: Quantificagdio de Amplicons para informagdes sobre o programa de PCR em tempo real.

5.4. Equipamento lllumina MiSeq*

Utilizacdo ou funcgdo: Sequenciagdo da biblioteca de ADN normalizado
Caracteristicas de desempenho e especificacGes:

o Compativel com o MiSeq Reagent Kit v2 (kit de reagente MiSeq v2)*
o Compativel com o MiSeq Reagent Kit v3 (kit de reagente MiSeq v3) para multiplexacdo*

Siga os procedimentos de instalagdo, funcionamento, calibragdo e manutengao do fabricante.

Consulte as secgbes 7.11: Carregamento da MiSeq Flow Cell (Limina de fluxo MiSeq), 7.12: Configuragdo da
MiSeq Sample Sheet (Folha de amostras MiSeq) e 7.13: Iniciar Andlise no MiSeq para informacdes sobre os
parametros MiSeq.

*Aviso: Estes produtos ndo possuem a marcagdo CE
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6. Recolha e Prepara¢ao de Amostras

6.1. Precaugdes

As amostras bioldgicas 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 Biosseguranca.

6.2. Substancias Interferentes

As seguintes substancias sdao conhecidas por interferir com a PCR:

= Quelantes de catides divalentes

=  Pontas de pipeta de baixa retengao

= EDTA (ndo significativo em baixas concentragdes)
=  Heparina

6.3. Requisitos e Manuseamento de Amostras

= A quantidade de andlise minima é de 50 ng de ADN de alta qualidade (5 puL de ADN de amostra numa
concentracdo minima de 10 ng/uL).

=  Este ensaio testa ADN gendmico extraido e purificado. O ADN deve ser quantificado com um método especifico
para ADN de cadeia dupla (dsDNA) e livre de inibidores de PCR.

= Deve ressuspender o ADN numa solugdo apropriada, tal como tampao TE 0,1X (Tris-HCl 1 mM, EDTA 0,1 mM, pH
8.0, preparado com agua para biologia molecular), ou apenas agua para biologia molecular.

6.4. Armazenamento de Amostras

As amostras devem ser armazenadas utilizando um método que previna a degradagdo de ADN.
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7. Procedimento de Ensaio

7.1. Materiais Fornecidos

Consulte a Tabela 2 para informagGes sobre os materiais fornecidos.

7.2. Materiais Necessarios Mas Nao Fornecidos

Tabela 3. Materiais Necessarios (ndo fornecidos)

. Reagentes Necessarios ou p
Reagente/Material Ref. Catalogo
Recomendados/Fornecedores “

ADN polimerase

Agua para biologia molecular
Pipetas calibradas
Placas ou tubos de PCR
Pontas de pipeta com filtro
Tubos de microcentrifugadora

Kit de Purificacdo de PCR

Purificagdo de PCR)

Quantificagdo de amplicons
e biblioteca

Andlise MiSeq

Software MiSeq

Tampao de diluigdo A

LymphoTrack Dx IGK Assay - MiSeq

Roche:
e EagleTag™ DNA Polymerase (ADN
EagleTag™ polimerase)
ou
Invivoscribe:
e FalconTaq DNA Polymerase (ADN
FalconTaq polimerase)
ou equivalente

N/A
N/A
N/A
N/A

N/A

Beckman Coulter, Inc:
e Agencourt AMPure XP

Thermo Fisher Scientific:

e Magnetic Stand 96 (Suporte magnético
96) da Ambion

e DynaMag-96 Side Skirted Magnet
(Magneto com rebordo 96 DynaMag)

ou

Beckman Coulter:

e 96 Ring Super Magnet Plate
(Placa magnética 96 Ring Super) da
Agencourt SPRIPlate

ou equivalente

KAPA Biosystems:

e  Kit KAPA Library Quantification
(Quantificagdo de biblioteca KAPA) —
Illumina

Illumina:

e MiSeq Reagent v2 kit
(Kit de reagente MiSeq v2) (500 ciclos)

ou

e v3 kit (kit v3) (600 ciclos)
para multiplexagdo

e MiSeq Software Control (Software de
controlo MiSeq) v2.6 ou versdo mais
recente

e Local Run Manager v2.0 ou versdo mais
recente

N/A

05206944190
ou

60970130

N/A
N/A
N/A
N/A
N/A

A63880

AM10027
12027
ou

A32782

KK4824

MS-102-2003
ou
MS-102-3003

N/A

N/A

Pagina 10 de 27

5U/uL

Sem ADNase/ARNase

Devem ser capazes de medir com precisdo
volumes entre 0,2 puL e 1000 pL

Sem ADNase/ARNase/Inibidores de PCR

Esterilizadas, sem
ARNase/ADNase/pirogénios

Esterilizados

N/A

N/A

N/A

Lamina de fluxo padrdo

N/A

Preparar uma solugdo de 10 mM Tris-HClI,
pH 8.0 + 0,05% solugdo Tween 20
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7.3. Preparacdo de Reagentes

Para garantir que as amostras de ADN ndo contém inibidores de PCR e tém uma qualidade e quantidade suficientes
para gerar um resultado vélido, podem ser analisadas com a Specimen Control Size Ladder Master Mix (Master Mix
da Escala de Tamanhos de Controlo de Amostras) da Invivoscribe (EEEl 20960021 para detecdo ABI ou 20960020
para detecdo em gel). A Specimen Control Size Ladder (Escala de Tamanhos de Controlo de Amostras) visa varios
genes e gera uma série de amplicons com 100, 200, 300, 400 e 600 pares de bases; o tamanho pode variar +/- 5 pb
devido ao padrio de tamanho e/ou diferengas de instrumentos. A verificacdo da integridade do DNA é especialmente
importante para amostras desafiadoras, p.ex., tecidos fixados em formalina e incorporados em parafina (FFPE).

Utilize sempre controlos positivos e negativos para garantir que o ensaio foi realizado corretamente.

Configure sempre um controlo sem molde (NTC) para verificar a contaminagdo durante o processo de preparagdo da

PCR.

7.3.1.

7.3.2.

7.3.3.
7.3.4.

Com as maos protegidas com luvas, retire as Master Mixes do congelador. Deixe os tubos descongelar e, em
seguida, misture-os cuidadosamente em vértex e centrifugue-os brevemente.

Numa camara de fluxo laminar ou camara isolada, pipete 45 plL de cada tubo de Master Mix para uma placa de
PCR limpa (um pogo para cada Master Mix e uma Master Mix por amostra).

= Cada analise deve incluir dois controlos (um positivo e um negativo) e um NTC.
= Para o NTC, utilize 4gua para biologia molecular como molde, em vez de ADN.

Adicione 0,2 pL de ADN Taq polimerase (a 5 U/uL) a cada pogo contendo Master Mixes aliquotadas.
Adicione 5 pL de ADN de amostra numa concentra¢do minima de 10 ng/ulL, ADN de controlo ou dgua para
biologia molecular (NTC) aos pocos individuais contendo as rea¢cGes de Master Mix respetivas.

=  Pipete para cima e para baixo 5 a 10 vezes para misturar.
= Sele a placa e coloque-a no termociclador de PCR.

Tabela 4.. Preparagdo da Reagdo

Master Mix 45,0 pL
ADN Taq polimerase 0,2 uL
ADN de Amostra ou Controlo 5,0 uL
Volume Total 50,2 pL

7.4. Amplificacdo

7.4.1.

Amplifique as amostras utilizando o programa de PCR da Tabela 5.

No caso de multiplexagdo de varios alvos, consulte o Anexo A (seccdo 20) para outras condigoes do termociclador com o LymphoTrack Dx

Assay - MiSeq.
Tabela 5. Programa de PCR
[ tewenus | owmgo | oo

1 95°C 7 minutos 1
2 95°C 45 segundos
3 60 °C 45 segundos 29x
4 72°C 90 segundos
5 72°C 10 minutos 1
6 15°C oo 1

Nota: Defina a tampa aquecida para 105 °C e o volume de reagdo para 50 pL

7.4.2. Retire a placa de PCR do termociclador uma vez concluido o programa de amplificagdo. Se ndo prosseguir

imediatamente para as préoximas etapas, guarde os produtos de PCR a 4 °C durante 1 dia.
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7.5. Purificagdo com AMPure XP

A purificacdo de produtos de PCR das amostras, controlos positivos e negativos e controlos sem molde, foi feita
utilizando o sistema PCR Purification (Purificagdo de PCR) Agencourt AMPure XP.

Preparagao:

7.5.1. Retire o reagente AMPure XP do local de armazenamento e deixe-o equilibrar a temperatura ambiente antes
de ser utilizado. Agite suavemente o frasco de Agencourt AMPure XP para ressuspender quaisquer particulas
magnéticas que possam ter assentado.

No caso de multiplexagdo de varios alvos, consulte o Anexo A (seccdo 20) para obter informagdes sobre os volumes de reagente AMPure
XP utilizados noutros produtos de PCR do LymphoTrack Dx Assay - MiSeq.

7.5.2. Transfira o volume apropriado de reagente Agencourt AMPure XP necessario para a placa para um novo tubo
de 2 mL, de forma a minimizar o risco de contaminagao por pontas de pipeta.

= O volume necessario de reagente Agencourt AMPure XP = n x 50 puL (n é o nimero de amostras a
purificar).
7.5.3. Prepare um novo lote (0,5 mL para cada amostra a ser purificada) de etanol a 80%, utilizando agua estéril.

Ligacdo de Amplicons a Particulas Magnéticas:

7.5.4. Adicione 50 pL de reagente Agencourt AMPure XP aliquotado, a temperatura ambiente a cada amostra a ser
purificada.

=  Misture pipetando para cima e para baixo 10 vezes.
= A cor da mistura deve aparecer homogénea apds a mistura.
=  Incube durante 10 minutos a temperatura ambiente.

7.5.5. Coloque as amostras misturadas num DynaMag-96 Side Skirted (Magneto com rebordo 98 DynaMag) ou num
Magnetic Stand-96 (Suporte magnético 96) da Ambion e incube-as a temperatura ambiente durante 5 minutos
para permitir que as particulas magnéticas se separem da solugdo.

=  Mantenha sempre a placa no suporte magnético durante este procedimento, até a etapa 7.5.10 a seguir.

7.5.6. Utilizando uma pipeta P200 (ou pipeta multicanal equivalente) calibrada para 95 L, aspire o sobrenadante
limpo e elimine-o.

= Utilize uma pipeta P10 (ou pipeta multicanal equivalente) calibrada para 10 plL para remover qualquer
sobrenadante em excesso.
=  Evite remover quaisquer particulas magnéticas.

Lavagem:
7.5.7. Mantendo a placa no suporte magnético, adicione 200 uL de etanol a 80% a cada amostra. Incube durante 30
segundos a temperatura ambiente.
= Utilizando uma pipeta P200 (ou pipeta multicanal equivalente) calibrada para 195 pL, aspire o etanol e
elimine-o.
= Utilize uma pipeta P10 (ou pipeta multicanal equivalente) calibrada para 10 plL para remover o excesso de
etanol.
= Evite remover quaisquer particulas magnéticas.
7.5.8. Repita a etapa 7.5.7 para um total de duas lavagens.
7.5.9. Com a placa ainda no suporte magnético, deixe as particulas magnéticas secar ao ar durante 5 minutos.
Eluigdo:

7.5.10. Retire a placa do suporte magnético. Adicione 25 pL de 10 mM Tris-HCI, tamp3&o pH 8.0.

=  Misture pipetando até ficar homogéneo.
= Certifique-se de que todas as particulas magnéticas estdo em solugéo.
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7.5.11. Incube a temperatura ambiente durante 2 minutos.
7.5.12. Coloque a placa no suporte magnético durante 5 minutos ou até o sobrenadante estar limpido.
7.5.13. Transfira 22 pL do eluato para uma nova placa. Sele com tiras de tampas. Rotule a placa e centrifugue

brevemente para garantir que o sobrenadante assenta completamente no fundo do pog¢o. Armazene a -20 oC
ou prossiga para a proxima etapa.

A imagem do gel na Figura 1 ilustra a eficacia de uma purificagdo tipica (mostrando os amplicons antes e apds
a purificagdo).

UNPURIFIED AMPLICONS PURIFIED AMRLICONS
NEGCONTROL  POSCONTROL NTC NEGCONTROL ~ POSCONTROL NTC
— -
Figural: Exemplo de um ] — :}g
resultado da purificacdo de 700~ - 700
amplicons a partir das %: B :ﬂ
Master Mixes IGK MiSeq. A 0 — Y
imagem foi gerada pela - m
analise de produtos ndo 150 —_——
purificados e purificados no 100- - 10
LabChip GX. - -
7.6. Quantificagdo de Amplicons

As etapas que se seguem foram realizadas durante a validag¢do do ensaio para quantificar amplicons de PCR
purificados gerados a partir de amostras, bem como controlos positivos, negativos e sem molde utilizando o kit KAPA
library quantification (Quantificacdo de biblioteca KAPA) (KAPA Biosystems).

7.6.1. Diluicdo de amplicons

O tampao de diluigdo A abaixo refere-se a: 10 mM Tris-HCI, pH 8.0 + 0,05% Tween 20

1: 4000 Final:
Etapa A: 2 uL de eluato de amplicon purificado + 198 uL de Tampao de diluigdo A.
Misture bem pipetando para cima e para baixo 10 vezes.
Etapa B: 5 uL da Etapa A + 195 uL de Tampao de diluigdo A.
Misture bem pipetando para cima e para baixo 10 vezes.
7.6.2. Prepare uma andlise qPCR para quantificacdo de amplicons seguindo a Tabela 6 para cada reacdo (consulte as

instrucGes do kit KAPA library quantification (Quantificacdo de biblioteca KAPA) para obter mais detalhes):

Tabela 6. Preparagdo da qPCR

Agua de grau PCR 3,6 ulL

Master Mix KAPA SYBR FAST gPCR contendo Primer Premix 12,0 uL

ROX 0,4 uL

Amplicons diluidos ou Padrdo (1-6) 4,0 uL

Volume Total 20,0 pL
7.6.3. Siga a Tabela 7 para o programa do termociclador para qPCR.

Tabela 7. Programa qPCR

e | temposun | owmo | coo |
1 1

95°C 5 minutos
95°C 30 segundos

2 35x
60 °C 45 segundos (leitura da placa)
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7.6.4. Utilize os dados da analise qPCR para verificar a contaminagao, calculando os valores ACt entre os controlos
(positivo e negativo) e o NTC, utilizando a seguinte equagao:

ACt = Ct (NTC) — Ct (Controlo)

Se ACt 24,0 para ambos os controlos, avance para a etapa seguinte. Se ACt <4,0 para um dos controlos,
consulte a seccdo 14: Guia de Resolugdo de Problemas para instrugées adicionais.

No caso de multiplexagdo de varios alvos, consulte o Anexo A (seccdo 20) para a qualificagdo do valor ACt para outros produtos de PCR
do LymphoTrack Dx Assay - MiSeq.

7.6.5. Utilize os dados da andlise qPCR para determinar a concentragdo de amplicons para cada amostra utilizando a
seguinte equagao:

452 X Conc.média(pM)calculada por qPCR y

Concentragio de amplicons ndo diluidos (nM) = n

4

452 representa o comprimento médio do fragmento (bp) do DNA Standard (Padrao de ADN) KAPA Illumina.

A = O comprimento médio do fragmento de amplicons gerados utilizando o ensaio IGK = 410 bp. (A = 410).
O comprimento das sequéncias inclui nucledtidos adicionais necessarios para a sequenciagao.

No caso de multiplexagdo de vdrios alvos, consulte o Anexo A (seccdo 20) para o comprimento médio do fragmento de
amplicons gerados para outro LymphoTrack Dx Assay - MiSeq

7.7. Agrupamento e Quantificagdo da Biblioteca

A quantidade de ADN da biblioteca carregado para a MiSeq flow cell (lamina de fluxo MiSeq) é critica para gerar uma
densidade ideal do conjunto na lamina de fluxo e obter dados de elevada qualidade numa analise de sequenciagao.
Recomenda-se vivamente a quantificacdao da biblioteca por qPCR.

7.7.1. Com base na concentragdo de amplicons calculada a partir dos resultados de gPCR, adicione uma quantidade
igual de amplicons (a exce¢do do NTC, que pode ser excluido).

= Por ex., dilua cada amplicon para 4 nM num volume total de 10 pL utilizando o Tampao de diluicdo A como
diluente. Combine 10 uL de cada amplicon de 4 nM.

= Para amostras com uma concentracdo <4 nM, adicione a quantidade maxima de amostra possivel (10 pL)
e nao adicione Tampao de diluicdo A a essa amostra.

7.7.2. Misture suavemente em vortex, seguido por uma breve centrifugagao.

7.8. Diluicdo da Biblioteca Agrupada

1:1000 Final:
Etapa A: 2 plL de biblioteca agrupada + 198 uL de Tampao de diluicdo A.
Misture bem pipetando para cima e para baixo 10 vezes.
Etapa B: 20 pL da Etapa A + 180 pL de Tampao de diluigdo A.
Misture bem pipetando para cima e para baixo 10 vezes.

7.9. Preparar qPCR para Library Quantification (Quantificagdo de Biblioteca)
Consulte a Tabela 6 para a preparagao da qPCR e a Tabela 7 para o programa do termociclador.

7.9.1. Determine a concentragdo da biblioteca agrupada a partir dos resultados de gPCR.

452 X Conc.média(pM)calculada por gPCR

Concentragdo de amplicons nao diluidos (nM) = A
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452 representa o comprimento médio do fragmento (bp) do DNA Standard (Padrdo de ADN) KAPA Illumina.

A = O comprimento médio do fragmento de amplicons gerados utilizando o ensaio IGK = 410 bp. (A = 410).
O comprimento das sequéncias inclui nucledtidos adicionais necessarios para a sequenciagao.

No caso de multiplexagdo de varios alvos, consulte o Anexo A (seccdo 20) para o comprimento médio do fragmento de
amplicons gerados para outro LymphoTrack Dx Assay - MiSeq

7.10. Preparacdo da Biblioteca para a Analise de Sequenciagdo MiSeq

No fim desta secc¢do, a concentragdo do ADN da biblioteca sera de 8 pM para o MiSeq reagent kit v2 (kit de reagente
MiSeq v2) e 20 pM para o MiSeq reagent kit v3 (kit de reagente MiSeq v3) aguando da multiplexa¢do. Para a
multiplexacdo de amplicons de diferentes Ensaios LymphoTrack Dx para MiSeq numa Unica biblioteca, consulte o
Anexo A.

7.10.1. Determine a concentragdo de biblioteca a preparar com base na concentragdo da biblioteca agrupada a partir

dos resultados de gPCR e dilua, se necessario:

=  Se a biblioteca for superior a 4 nM, dilua a biblioteca para 4 nM num volume final de 10 pL utilizando o
Tampao de diluicdo A.
=  Se a biblioteca for inferior a 4 nM, utilize 10 pL da biblioteca diretamente para a etapa seguinte.

7.10.2. Siga as instrugGes que se seguem para desnaturar o ADN da biblioteca.

=  Prepare uma nova solucdo de 0,2 N de NaOH. Preparar uma nova solugdo é essencial para desnaturar
completamente o ADN de amostra e para gerar o conjunto ideal no MiSeq.
=  Adicione 10 uL de 0,2 N de NaOH a biblioteca diluida (10 pL) preparada na etapa anterior.

Tabela 8. Desnaturagdo da Biblioteca

Biblioteca diluida 10 uL
0,2 N de NaOH 10 pL
Volume Total 20 pL
7.10.3. Misture brevemente a solucdo em vértex e, em seguida, centrifugue para garantir que toda a solugao assentou

no fundo do tubo. Incube durante 5 minutos a temperatura ambiente para desnaturar a biblioteca de dsDNA
num ADN de cadeia simples (ssDNA).

7.10.4. Adicione 980 uL de tampdo HT1 pré-refrigerado (fornecido nos kits de reagente MiSeq) ao tubo que contém o
ADN da biblioteca desnaturada:

Tabela 9. Adicdo de Tampdo HT1

Biblioteca desnaturada 20 pL
Tampdo HT1 980 pL
Volume Total 1000 pL
7.10.5. Misture brevemente em vortex e, em seguida, centrifugue a solugdo de ADN da biblioteca diluida e
desnaturada.
7.10.6. Coloque a biblioteca diluida e desnaturada em gelo até estar pronto para a préxima etapa.
7.10.7. Retire a biblioteca ssDNA diluida do gelo e siga as instrugdes que se seguem para diluir a biblioteca ainda mais,

em preparag¢ao para o carregamento no MiSeq:

No caso de multiplexagdo de varios alvos, consulte o Anexo A (secgdo 20) para a concentragdo de carregamento e o MiSeq reagent kit
(kit de reagente MiSeq).

No MiSeq Software Control (Software de controlo MiSeq) (MCS v2.6 ou versdo mais recente):
A concentragdo do ADN da biblioteca é de 8 pM para o MiSeq reagent kit v2 (kit de reagente MiSeq v2).
A concentragdo do ADN da biblioteca é de 20 pM para o MiSeq reagent kit v3 (kit de reagente MiSeq v3) no caso de multiplexagao.
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= Se aconcentragdo da biblioteca de ssDNA for 40 pM (a concentragdo inicial era 4 nM), dilua a biblioteca
para a concentragdo de carregamento pretendida no MiSeq utilizando os seguintes exemplos:

Tabela 10. Preparacgdo da Biblioteca para Carregamento no MiSeq

Concentragoes Finais m

Biblioteca desnaturada 200 uL
Tampdo HT1 800 uL
Concentragdo final de NaOH (mM) 0,40 mM

= Se aconcentracdo da biblioteca de ssDNA for inferior a 40 pM (a concentragdo inicial era inferior a 4 nM),
dilua adequadamente o ADN desnaturado para a concentragdo de carregamento pretendida no MiSeq
(por ex., 8 pM).

= Certifique-se de que a concentracgao final de NaOH ndo é superior a 1,0 mM.

7.10.8. Inverta a biblioteca final 5 vezes para misturar e centrifugue por impulsos.
7.10.9. Coloque a biblioteca final preparada em gelo até ser carregada no MiSeq Reagent Cartridge (Cartucho de
reagente MiSeq).

7.11.  Carregamento da MiSeq Flow Cell (Ldmina de fluxo MiSeq)
Carregue 600 pL da biblioteca final preparada num MiSeq Reagent Cartridge (Cartucho de reagente MiSeq).

7.12.  Configuragdo da MiSeq Sample Sheet (Folha de amostras MiSeq)

Consulte a documentagdo mais recente da lllumina para a criagdo da planilha de amostras. Carregue a planilha de
amostras no instrumento MiSeq. Se estiver a usar software associado a Illumina (como o Local Run Manager [LRM]),
selecione TruSeq Nano DNA (TruSeq Nano ADN) para o Library Prep Kit (Kit de preparagdo de bibliotecas) e TruSeq
DNA Single Indexes Set A B (TruSeq Conjunto A B de indexadores tnicos de ADN) para o Index Kit (Kit de indexadores).

Caracteres no nome da amostra:
. Crie um nome e identificador Unicos a cada amostra ao designar as amostras. Se estiver a analisar amostras em duplicado, pode
usar um nome semelhante (i.e., Amostrala e Amostralb).
Se ndo atribuir nomes Unicos as amostras sequenciadas em conjunto na mesma lamina de fluxo, apenas uma amostra serd
analisada pelo LymphoTrack Dx Software — MiSeq durante o processo de analise.
Utilize apenas alfanuméricos e hifens (A-Z, a-z, 0-9, ., -,) ao preparar a Sample Sheet (Folha de amostras).

Nome da amostra na multiplexagdo:
Cada indice sé pode ser incluido na Sample Sheet (Folha de amostras) uma vez. Assim sendo, qualquer informacao de localizagao
necessdria para amostras sequenciadas com multiplos alvos utilizando o mesmo indice deve ser incluida num Unico campo Sample
ID (ID de amostra) (que é incorporado no nome do ficheiro FASTQ).

Acompanhe todas as amostras e alvos numa analise MiSeq que sdo sequenciados utilizando o mesmo indice. Deve dar-se a este
conjunto de amostras/alvos um identificador tnico, a incluir no campo Sample ID (ID de amostra) na Sample Sheet (Folha de
amostras). Lembre-se de que o campo Sample ID (ID de amostra) tem um limite rigoroso de 40 caracteres na sele¢do da convencao
de denominagao.

O campo Sample Name (Nome de amostra) na Sample Sheet (Folha de amostras) é incorporado por predefini¢do no
I:I:i] nome do ficheiro FASTQ em vez da Sample ID (ID de amostra) quando a informagdo é introduzida neste campo.
Deixe este campo em branco ou copie a informacgado que foi introduzida no campo Sample ID (ID de amostra). Se forem
introduzidas informag0es alternativas no campo Sample Name (Nome de amostra), certifique-se de que inclui um
identificador Unico e segue as recomendagdes acima para a localizagdo de amostras.

Importante! As sequéncias de adaptadores ndo sdo reconhecidas pelo LymphoTrack Dx Software — MiSeq.

M  Se estiver usando software associado a Illlumina (como Local Run Manager (LRM)), tem de selecionar a
opcdo Adapter trimming (Corte de adaptador) ao criar a folha de amostras.
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Tabela 11. indices usados com amostras dos LymphoTrack Dx Assays

LymphoTrack Dx Assay — MiSeq PCR
Master Mix Indexada

Sequéncia do indice
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TruSeq DNA Single Indexes Set A B
(TruSeq Conjunto A B de indexadores

unicos de ADN)

(LRM “Index Kit” [Kit de indexadores])

7.13. Inicio da Analise MiSeq

ido1
ido2
id03
ido4
id05
ido6
id07
ido8
id09
id10
id11
id12
id13
id14
id15
id16
id18
id19
id20
id21
id22
id23
id25
id27

ATCACG
CGATGT
TTAGGC
TGACCA
ACAGTG
GCCAAT
CAGATC
ACTTGA
GATCAG
TAGCTT
GGCTAC
CTTGTA
AGTCAA
AGTTCC
ATGTCA
CCGTCC
GTCCGC
GTGAAA
GTGGCC
GTTTCG
CGTACG
GAGTGG
ACTGAT
ATTCCT

ARO01
ARO002
ARO03
ARO04
ARO05
ARO06
ARO07
ARO08
ARO09
ARO10
ARO11
ARO12
ARO13
ARO14
ARO15
ARO16
ARO18
ARO19
ARO020
ARO21
ARO022
ARO23
ARO25
ARO027

Inicie a analise MiSeq seguindo as instrucdes do MiSeq Control Software (Software de controlo MiSeq). Os tempos de

analise MiSeq aproximados sdo indicados na Tabela 12.

Tabela 12. Tempos de Andlise MiSeq

TR0 LG Duracgdo da Leitura Versdao MCS Tempo de Anadlise MiSeq Total
Reagente MiSeq)

v3

2x251 bp

2x301 bp

v2.6 ou versdo mais recente

v2.6 ou versdo mais recente

~39 horas

~ 56 horas

Nota: A utilizagdo de um kit com menos ciclos ndo serd suficiente para gerar leituras com a duragdo exigida para este ensaio.

8. Andlise de Dados

O LymphoTrack Dx IGK Assay -- MiSeq foi concebido para produzir dados de sequenciagdo que podem ser analisados
utilizando o pacote LymphoTrack Dx Software — MiSeq fornecido no CD associado (E& 95000009), que estd incluido na sua
encomenda. Este CD inclui instrucGes detalhadas para a instalacdo e utilizagdo do pacote do software.

LymphoTrack Dx IGK Assay - MiSeq
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9. Valores Esperados
Os calculos gerados pelo software sdo arredondados até a décima mais préxima para determinacgao do resultado do ensaio.

= % de primeiras leituras do controlo positivo do IGK >5,0%
= % de primeiras leituras do controlo negativo NGS <3,0%
=  Validade da andlise MiSeq*:

o %Q30>75% para v2 (2x251)
o %Q30>70% para v3 (2x301)

0 Q30 de todas as validagdes analiticas cumpriu os critérios acima da especificagdo Q30 do sistema Illumina MiSeq. Contudo, o score
Q30 pode variar dependendo da qualidade da amostra. Se o Q30 apresentar um valor inferior a especificagdo Q30 do sistema
Illumina, verifique o valor Q30 do indice do relatério do LymphoTrack Dx apds a andlise de dados pelo LymphoTrack Dx Software -
MiSeq. Se um score Q30 do indice no relatério do LymphoTrack Dx ndo cumprir a especificagdo do sistema lllumina, considere esse

indice invalido.
A quimica do MiSeq v2 foi validada para este ensaio de alvo Unico. A quimica do MiSeq v3 foi validada para multiplexa¢do do
ensaio.

10. Limitac¢oes do Procedimento

=  Este ensaio ndo identifica 100% das populagdes de células clonais.

=  Um nivel de variancia superior, ao nivel ou proximo do limite de detegdo (LoD) analitico, é inerente a maior parte das
tecnologias, incluindo, entre outras, a sequenciacdo de nova geracdo. Recomendam-se analises de seguimento quando
um resultado se apresenta préoximo do LoD analitico do ensaio.

= Os ensaios baseados em PCR estdo sujeitos a interferéncias por degradag¢do do ADN ou inibicdo da amplificagdo por PCR
devido a heparina ou outros agentes que possam estar presentes na amostra analisada.

= QOsresultados dos testes de clonalidade molecular devem ser sempre interpretados no contexto de dados clinicos,
histoldgicos e imunofenotipicos.

11. Interpretacao e Relatorio

O relatdrio de Merged Read Summary (Resumo das leituras fundidas) deve ser utilizado para identificar as principais
sequéncias de leitura fundidas e as suas frequéncias antes da determinacdo da clonalidade, utilizando os critérios
apresentados abaixo. Consulte a seccdo 8 Analise de Dados para obter mais informacgdes sobre o relatério Merged Read
Summary (Resumo das leituras fundidas). Existem alguns processos clonais que podem resultar na detecdo de dois ou mais
clones. Exemplos de tal incluem uma populagdo dominante com uma pequena populagdo subclonal ou quando estdo
presentes varias doencas linfoproliferativas. E especialmente importante que estes casos sejam interpretados no seu
contexto clinico.

* Tenha cuidado ao interpretar a presenga de “none” (“nenhum”) para o gene V, D e/ou J em leituras clonais suspeitas. “None” (“Nenhum”)

é atribuido quando o alinhamento ndo cumpre o limiar minimo de qualidade devido a um alinhamento de qualidade inferior.
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Tabela 13. Critérios de Interpretagdo
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A primeira sequéncia
fundida tem 25,0% do total

de leituras.
O numero total de leituras

por amostra é 220 000.

A primeira sequéncia
fundida tem
<5,0% do total de leituras.

O numero total de leituras

por amostra é <20 000. N/A

Existe pelo menos um rearranjo INTR-K4e detetado
nas quatro sequéncias fundidas mais frequentes e a
% de leituras para a primeira sequéncia fundida é
>2X a % de leituras para a quinta sequéncia fundida
mais frequente.!

Existe pelo menos um rearranjo INTR-K4. detetado
nas quatro sequéncias fundidas mais frequentes e a
% de leituras para a primeira sequéncia fundida é
<2X a % de leituras para a quinta sequéncia fundida
mais frequente.!

N3&o existem rearranjos INTR-Kg4e detetados nas
quatro sequéncias fundidas mais frequentes e a % de
leituras para a primeira sequéncia fundida é >2X a %
de leituras para a terceira sequéncia fundida mais
frequente.!

N3&o existem rearranjos INTR-Kg4e detetados nas
quatro sequéncias fundidas mais frequentes e a % de
leituras para a primeira sequéncia fundida é <2Xa %
de leituras para a terceira sequéncia fundida mais
frequente.!

N/A

N/A

10s célculos gerados pelo software sdo arredondados até a décima mais préxima para comparagao.

LymphoTrack Dx IGK Assay - MiSeq

EVIDENCIA DE
CLONALIDADE DETETADA

Sem evidéncia de
clonalidade detetada

EVIDENCIA DE
CLONALIDADE DETETADA

Sem evidéncia de
clonalidade detetada

Sem evidéncia de
clonalidade detetada

Ndo avaliavel
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Numero de leituras de sequenciagdo para uma amostra

= 20 000 Leituras

SIM

A primeira sequéncia fundida
Sem evidéncia de

tem = 5,0% das leituras totais. )
NAO

clonalidade

SIM

Existe pelo menos um rearranjo
INTR-kde detetado nas quatro
sequéncias fundidas mais
frequentes.

A % de leituras para a primeira
sequéncia fundida é > 2X a % de NAO
leituras para a 32 sequéncia
fundida mais frequente.!

SIM SIM

Evidéncia de clonalidade

A % de leituras para a primeira
sequéncia fundida é > 2X a % de
leituras para a 59 sequéncia
fundida mais frequente.!

Sem evidéncia de
clonalidade

Sem evidéncia de
clonalidade

SIM

Evidéncia de clonalidade

'Os cdlculos gerados pelo software sdo arredondades até & décima LymphOTraC kQDX

mais préxima para comparagdc Assays

Figura 2: Interpreta¢do de dados com base em critérios da Tabela 13.
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12. Dados de Amostras

LymphoTrack Dx Report for assay IGK

Sample name: IGK_positive_S1_L001_001_combined
Total Read Count: 486295
IndexQ30: 90.19

Caution: Do not edit fields and save.

Top 10 Merged Read Summary

% total

Merge

Rank Sequence Length T V-gene J-gene Cer e Cumulative % V-coverage CDR3 seq

1 AGCAGGGCCACTGGCE 222 60804 E%Kg:?D— IGKDEL 12.50 12.50 96.95 not found

2 AGAGTATWATAACTQJE 226 6103 IGKV1-5_03 |IGKJ1_01 1.25 13.76 89.52 CAACAGTATCAGAGTE
3 AGCAGGGCCACTGGGA 149 2289 '2%'%“13 D- IGKJ1_01 0.47 14.23 9.7 CAGCAGTATGGTAGCY
4 AGAGCCGCGGTCTT T 235 1706 IGKINTR IGKDEL 0.35 14.58 100.00 not found

5 AACAGGGCCACTGGOg 152 1283 IGKV3-11_01 |IGKJ4_01 0.26 14.84 100.00 CAGCAGCGTAGCAACH
5 AGAGCCGCGGTCTT T 236 1117 IGKINTR IGKDEL 0.23 15.07 100.00 not found

7 ACCAGGGCCACTGGTgH 152 925 IGKV3-15_01 |IGKJ1_01 0.19 15.26 100.00 CAGCAGTATAATMCE]
8 AGAGCCGCGGTCTT T 235 880 IGKINTR IGKDEL 018 15.44 100.00 not found

9 AGAGCCGCGGTCTT T 236 619 IGKINTR IGKDEL 0.13 15.57 100.00 not found

10 AGAGCCGCGGTICTT T 236 601 IGKINTR IGKDEL 0.12 16.70 100.00 not found

Figura 3: Esta tabela, gerada com o LymphoTrack Dx Software - MiSeq, mostra as 10 primeiras leituras do resumo fundidas com as primeiras

500 leituras. Uma leitura é fundida com outra se apresentarem apenas uma diferenca de 1 ou 2 pares de bases. As sequéncias foram
geradas utilizando o LymphoTrack Dx /GK Assay — MiSeq e analisadas com o LymphoTrack Dx Software — MiSeq (e 95000009).

13. Caracteristicas de Desempenho

O LymphoTrack Dx /IGK Assay - MiSeq e os tradicionais ensaios de eletroforese capilar (IdentiClone® /GK Gene Clonality
Assay (Tubo A+B) — Detecgdo ABI, 91020021 foram comparados e a concordancia (ou concordancia percentual global),
concordancia percentual positiva (PPA) e concordancia percentual negativa (NPA) foram 98% (55/56 casos), 95% e 100%,
respetivamente.

Tabela 14. Comparagdo entre o LymphoTrack Dx /GK Assay — MiSeq e o IdentiClone IGK Gene Clonality Assay - ABI

IdentiClone IGK Gene Clonality Assays - ABI

Clonal 19 0
LymphoTrack Dx /GK Assay -

MiSeq
Nao Clonal 1 35

0O desempenho analitico do LymphoTrack Dx /IGK Assay — MiSeq foi avaliado através da analise de ADN de uma linha celular
clonal introduzida no ADN de amigdala faringea a diferentes diluicdes. O limite de detecdo (LoD) foi observado em ADN
diluido a 5%. A % mais alta de leituras de ADN da amigdala faringea foi <1,24%. A regressao linear R2 foi >0,90 para um
intervalo de 0 a 10% da diluicdo do ADN. O coeficiente de variagdo (CV%) em 8 analises por 2 operadores, com 2 lotes de
reagentes e 2 equipamentos, foi inferior a 25% ao testar diluicdes do ADN a 10% e 20%.
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14. Guia de Resolu¢ao de Problemas

Tabela 15. Guia de Resolugdo de Problemas
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Preparagdo de amostras e reagentes

Preparagdo de amostras e reagentes

Quantificagdo de amplicons utilizando o
kit KAPA library quantification
(Quantificagdo de biblioteca KAPA)

Criagdo da biblioteca por quantificagdo
e agrupamento de amplicons

Preparagdo da analise MiSeq

Andlise MiSeq

Instalagdo com CD

Andlise de Dados

Andlise de Dados

Controlo Sem Molde (NTC)

A quantidade de ADN da amostra
é inferior a 50 ng
por um método baseado em dsDNA

Aintegridade do ADN de amostra é baixa

ACt <4,0
ACt = Ct (NTC) — Ct (Controlo)

A concentragdo de amplicons
é inferiora 1l nM

Folha de amostras ndo encontrada
Folha de amostras incorretamente formatada
Falha na verificagdo dos fluidos
Espago em disco reduzido
Frasco de residuos vazio
Rede desligada
Falha RFID

%Q30 <75% para v2 (2x251)*
%Q30 <70% para v3 (2x301)*

O Software LymphoTrack Dx ndo se instala
corretamente

O Software LymphoTrack Dx deixa de funcionar

Ndo é detetada nenhuma sequéncia clonal para
o Controlo Positivo

O NTC apresenta amplificagdo apds a PCR

Ndo analise a amostra

Analise a amostra utilizando a Specimen Control
Size Ladder (Escala de Tamanhos de Controlo de
Amostras) fornecida pela Invivoscribe

(E=E 20960021 para detegdo ABI ou
20960020 para dete¢do em gel)

Verifique a curva padrdo na gPCR.

Verifique a existéncia de contaminagdo e repita a

gPCR KAPA para todas as amostras e controlos.

Se ACt <4,0 novamente, repita a PCR e a qPCR para

todas as amostras e controlos.

Verifique a curva padrdo na gqPCR e repita a PCR se

inferior a1 nM

Consulte a resolugdo de problemas do
sistema Illumina

ou contacte o Apoio Técnico da lllumina
+1-800-809-4566

Contacte o Apoio Técnico da Invivoscribe
+1-858-224-6600

Contacte o Apoio Técnico da Invivoscribe
+1-858-224-6600

Contacte o Apoio Técnico da Invivoscribe
+1-858-224-6600

Contacte o Apoio Técnico da Invivoscribe
+1-858-224-6600

Repita o ensaio

*0 Q30 de todas as validagdes analiticas cumpriu os critérios acima da especificagdo Q30 do sistema Illumina MiSeq. Contudo, o score Q30 pode variar
dependendo da qualidade da amostra. Se o Q30 apresentar um valor inferior a especificagdo Q30 do sistema Illumina, verifique o valor Q30 do indice do
relatério do LymphoTrack Dx apds a analise de dados pelo LymphoTrack Dx Software - MiSeq. Se um score Q30 do indice no relatério do LymphoTrack Dx
ndo cumprir a especificagdo do sistema lllumina, considere esse indice invalido.

15. Servicos Técnicos e Apoio ao Cliente

Obrigado por adquirir o nosso LymphoTrack Dx IGK Assay - MiSeq. Damos valor ao seu negdcio. Temos todo o gosto em
auxilid-lo/a na compreensdo deste ensaio e em fornecer-lhe assisténcia técnica continua, de segunda a sexta-feira, para
manter o desempenho eficiente dos ensaios no seu laboratério.

Informagdes para Contacto

‘ Invivoscribe, Inc

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

Telefone: +1 858 224-6600 | Fax: +1 858 224-6601 | Hordrio 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

LymphoTrack Dx IGK Assay - MiSeq
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17. Simbolos

Os seguintes simbolos sdo utilizados na rotulagem dos produtos de NGS de diagndstico da Invivoscribe.

Referéncia do catalogo Data de validade

Representante autorizado

Volume de reagente in .
na Unido Europeia

Ndmero de lote Consulte as instrugGes de utilizagdo
Condigdes de armazenamento Para utilizagdo em diagndstico in vitro
Identificador de Dispositivo Exclusivo Fabricante

Conformidade do Reino Unido Avaliada Pessoa responsavel no Reino Unido

QEzé@Em

Representante Autorizado Suigo Conformidade Europeia

o
H [~
@EQ%E'\?HEE

Aplicacdo de software

18. Aviso Legal

Este produto esta protegido por uma ou mais das seguintes patentes e pedidos de patente detidas por ou licenciadas exclusivamente a
Invivoscribe, Inc. (IVS). Patente dos EUA nimero 7,785,783, Patente dos EUA nimero 8,859,748 (juntamente com as reivindica¢des do pedido
divisionario relativas ao registo original), Patente europeia nimero EP 1549764B1 (valida em 16 paises e estendida por Patentes europeias
relacionadas com os numeros EP2418287A3 e EP 2460889A3), Patente japonesa nimero JP04708029B2, Pedido de patente japonesa nimero
2006-529437, Pedido de patente brasileira nimero P10410283.5, Patente canadiana numero CA2525122, Patente indiana nimero IN243620,
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A utilizagdo deste produto pode exigir métodos de amplificacdo de acidos nucleicos, tais como a reagdo em cadeia da polimerase (PCR). Qualquer
licenga necessdria para executar métodos de amplificagdo ou para utilizar reagentes, enzimas de amplificagdo ou equipamentos protegidos por
patentes de terceiros é da responsabilidade do utilizador e ndo sera concedida pela Invivoscribe, Inc., expressamente ou de forma implicita.

©2024 Invivoscribe, Inc. Todos os direitos reservados. As marcas comerciais mencionadas neste documento sdo propriedade da Invivoscribe, Inc.
e/ou das suas afiliadas, ou (como em relagdo as marcas comerciais de terceiros utilizadas neste documento) dos seus respetivos proprietarios.
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19. LymphoTrack Dx IGK Assay - MiSeq: Guia de Pagina Unica

19.1. Com as maos protegidas com luvas, retire as Master Mixes do congelador. Deixe os tubos descongelar e, em seguida,
agite cuidadosamente em vértex. Numa camara de fluxo laminar ou camara isolada, pipete 45 BL de Master Mix para
pocos individuais de uma placa de PCR. Um poc¢o para cada Master Mix e um Master Mix por amostra, controlo
positivo, negativo e sem molde.

19.2.  Adicione 0,2 uL de ADN Taq polimerase (a 5 U/uL) a cada uma das Master Mixes.

19.3.  Adicione 5 puL de ADN de amostra (numa concentra¢do minima de 10 ng/uL) e 5 uL de amostras de controlo aos
pogos contendo as respetivas reagGes de Master Mix e pipete para cima e para baixo 5 a 10 vezes para misturar.

19.4.  Adicione 5 uL de dgua para biologia molecular ao pog¢o contendo a respetiva Master Mix para o controlo sem molde,
e pipete para cima e para baixo 5 a 10 vezes para misturar.

19.5.  Amplifique o ADN alvo utilizando o seguinte programa do termociclador:

o | empers | oo | oo
1

1 95°C 7 minutos

2 95°C 45 segundos

3 60 °C 45 segundos 29x
4 72°C 90 segundos

5 72°C 10 minutos 1
6 15°C oo 1

19.6.  Retire a placa de amplificagdo do termociclador.

19.7. Purifique os produtos de PCR utilizando o sistema PCR Purification (Purificagdo de PCR) Agencourt AMPure XP.
Adicione 50 pL de particulas a cada 50 uL de reacdo; efetue a eluicdo do ADN em 25 pul de eluato.

19.8. Quantifique os amplicons utilizando o kit KAPA library quantification (Quantificacdo de biblioteca KAPA) seguindo as
instrucdes do kit. Dilua os amplicons a 1:4000 antes de avancar para a qPCR.

19.9.  Agrupe quantidades iguais de amplicons das amostras (ndo inclua o controlo sem molde), dilua 1:1000 e quantifique
a biblioteca utilizando o kit KAPA library quantification (Quantificagdo de biblioteca KAPA).

19.10. Desnature e dilua a biblioteca a 8 pM para o MiSeq reagent kit v2 (kit de reagente MiSeq v2) e 20 pM para o MiSeq
reagent kit v3 (kit de reagente MiSeq v3) aquando da multiplexagdo (MCS v2.6 ou versdao mais recente).

19.11. Carregue 600 uL da biblioteca desnaturada e diluida para o MiSeq Reagent Cartridge (Cartucho de reagente MiSeq).

19.12. Prepare uma MiSeq Sample Sheet (Folha de amostras MiSeq) e carregue a planilha de amostras no instrumento (se
necessario).

19.13. Inicie a andlise MiSeq.

19.14. Analise e visualize os dados adquiridos utilizando o pacote LymphoTrack Dx Software — MiSeq associado.
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20. Anexo A: Criar uma Biblioteca de Sequenciacao com Multiplos Alvos NGS

Ao analisar multiplos alvos utilizando diferentes LymphoTrack Dx Assay - MiSeq em paralelo, é importante registar as
diferencas de procedimento entre cada ensaio. Por exemplo, o ensaio Lider IGHV utiliza 32 ciclos de PCR e deve ser
colocado numa analise de ciclagem térmica separada de outros Ensaios LymphoTrack Dx que utilizam apenas 29 ciclos de
PCR. A Tabela 16, abaixo, resume as diferengas de procedimento. Para instru¢gdes completas, consulte as instrugdes de
utilizacdo do respetivo LymphoTrack Dx Assay — MiSeq.

Tabela 16. Defini¢cdes dos Ciclos e Kits de Reagente para uma Anélise MiSeq de Alvo Unico

Procedimento LymphoTrack Dx Assay - MiSeq
Descricao
Etapa Lider IGHV IGH FR1 IGH FR2 IGH FR3 IGK TRG
7.4.1 Numero de ciclos de PCR 32 29 29 29 29 29 29
751 Volume de reagente AMPure 50 pL 50 pL 50 uL 50 uL 50 pL 50 pL 35 uL
o XP (Récio) (Récio 1:1) (Récio 1:1)  (Racio 1:1)  (R4cio 1:1) = (Récio1:1)  (R4cio 1:1) = (Rdcio 0,7:1)
Verificagdo de contaminagdo
7.6.4 Valor ACt = ACt 24,0 ACt 24,0 ACt 24,0 ACt 24,0 ACt 24,0 ACt 24,0 ACt 23,0
Ct (NTC) — Ct (Controlo)
7.6.5 A
e (Comprimento médio do 660 bp 450 bp 390 bp 260 bp 410 bp 300 bp 400 bp
7.9.1 fragmento)
Concentragdo de carregamento 12-20pM 12 pM 12 pM 12 pM 8 pM 12 pM 12 pM
MiSeq R t Kit
7107 (Kit de :ezqenizg;r;Se I) ara v3 (600) v2 (500) v2 (500) v2(300) v2 (500) v2 (300) v2 (500)
g a)p v2 (500) v2 (500)

sequenciag¢do de alvo Unico*
Defini¢des da folha de
amostras para:
Cycles Read 1*
7.12 . . 301 251 251 151 251 151 251

(Leitura do ciclo 1*)
Cycles Read 2*

(Leitura do ciclo 2*)

*Nota: A quimica do MiSeq v2 foi validada para estes ensaios de alvo Unicos. A quimica do MiSeq v3 foi validada para o Lider IGHV e para multiplexagdo
do ensaio.

Duas ou mais bibliotecas de sequenciacdo geradas a partir das mesmas master mixes de genes alvo LymphoTrack (p. ex.,
duas bibliotecas de sequenciacdo do TRG, do mesmo lote de kits ou de lotes diferentes) podem também ser multiplexadas
em conjunto numa Unica biblioteca de sequenciacdo, desde que cada indice para essa master mix seja apenas incluido uma
vez por andlise de sequencia¢do. Consulte a tabela que se segue para determinar as definigdes dos ciclos e os kits de
reagente Illumina MiSeq a utilizar com diferentes combinag¢Ges de alvos. Recomenda-se a utilizagdo do MiSeq reagent kit v3
(kit de reagente MiSeq v3) aquando da sequenciagdo dos sete alvos em conjunto, a fim de se obterem leituras suficientes
por amostra.

Tabela 17. Defini¢Ges dos Ciclos e Kits de Reagente para uma Anadlise MiSeq com Multiplos Alvos

MiSeq R t Kit (Kit d C tragio d
Alvos de Multiplexacdo Defini¢cdes da Folha de Amostras 1>eq Reagen ,I e oncentragdo de Ref. Catalogo
Reagente MiSeq) Carregamento

Apenas IGH FR3 e TRG 151 cycles Read 1 (Leitura do ciclo 1) v2 kit (Kit v2) (300 ciclos) 12pM(v2) MS-102-2002
em conjunto 151 cycles Read 2 (Leitura do ciclo 2) ou ou ou
v2 kit (Kit v2) (500 ciclos) 20 pM (v3) MS-102-2003
Qualquer combinagdo destes v2 kit (Kit v2) (500 ciclos)

alvos em conjunto: 251 cycles Read 1 (Leitura do ciclo 1) até 4 alvos 12 poMu (v2) MS 12?1 2003

IGH FR1, IGH FR2, IGH FR3, 251 cycles Read 2 (Leitura do ciclo 2) ou
IGK, TRB e TRG v3 kit (Kit v3) (600 ciclos) 20pM(v3) MS5-102-3003

Ao combinar qualquer um . .

dos ensaios com o 301 cycles Read 1 (Leiturado ciclo 1) 5ot (it 31 (600 ciclos) 20 pM (v3) MS-102-3003

Lider IGHV 301 cycles Read 2 (Leitura do ciclo 2)
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Determine a concentragao de cada biblioteca individual, (por ex., Lider IGHV, IGH FR1, IGH FR2, IGH FR3, IGK, TRB e

TRG).

Determine a quantidade de cada biblioteca a desnaturar.

Na tabela abaixo, os Casos A, B, C, D, E e F sdo exemplos diferentes de multiplexacdo do ensaio (por ex., o Caso A é
uma multiplexa¢do de Lider IGHV, IGH FR1, IGH FR2, IGH FR3, IGK, TRB e TRG). T, U, V, W, X, Y e Z sdo volumes em pL.

[n x concentragdo da biblioteca de Lider IGHV (nM)]

[n x concentragdo da biblioteca IGH FR1 (nM)]

[n x concentragdo da biblioteca IGH FR2 (nM)]

[n x concentragdo da biblioteca IGH FR3 (nM)]

n = numero de alvos a carregar num cartucho MiSeq

T = 40 fmole /

U = 40 fmole /

Vv = 40 fmole /

W = 40 fmole /

X = 40 fmole /  [nx concentracdo da biblioteca IGK (nM)]
Y = 40 fmole /' [nx concentragdo da biblioteca TRG (nM)]
z = 40 fmole /

Nota: O valor 40 fmole corresponde aos 20 pL de 2 nM no fim da etapa 20.3.

[n x concentragdo da biblioteca TRB (nM)]

Tabela 18. Calculo de Dados de Bibliotecas Individuais para gerar uma Biblioteca de Sequenciagdo de Multiplos Alvos para a Andlise MiSeq

Blblloteca

Lider IGHV

IGH FR1 1,5
IGH FR2 4
IGH FR3 2,1
IGK 3,5
TRG 2,6
TRB 2
20.3.

Desnature as bibliotecas combinadas para 2 nM.

Volume da Biblioteca Individual (pL)

Nome do Concentragao Caso A Caso B Caso C Caso D Caso E Caso F
Ensaio (nM) n=7 n=6 n=5 n=4 n=3 n= 2

T+U+V+W+X+Y+Z

< X = < c 4

z

3,8
1,4
2,7
16
2,2
2,9

17,1

4,4
17
32
19

5,3
2
3,8

2,3

6,7
2,5

4,8

5,7

16,7 16,9 18,3 18,6 13,4

= Adicione reagentes de acordo com a Tabela 19 com base na quantidade determinada na etapa anterior.

Se T+U+V+W+X+Y+Z >18, como nos casos D e E na Tabela 18, misture as bibliotecas aplicaveis primeiro e, em
seguida, adicione 18 L a reacdo desnaturada, conforme apresentado na tabela que se segue.

Tabela 19. Desnaturagdo da Biblioteca

Reagente Volume (pL)

Biblioteca de Lider IGHV
Biblioteca de IGH FR1
Biblioteca de IGH FR2
Biblioteca de IGH FR3

Biblioteca de IGK
Biblioteca de TRG
Biblioteca de TRB

1IN NaOH

10 mM Tris-HCI pH 8.0, 0,05% Tween 20

Total

LymphoTrack Dx IGK Assay - MiSeq

18 -

T

N < X = < C

2

(THU+V+W+X+Y+2Z)

20
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Misture brevemente a solugdo em vortex e, em seguida, centrifugue para garantir que toda a solugdo assentou no
fundo do tubo. Incube durante 5 minutos a temperatura ambiente para desnaturar o ADN da biblioteca combinado
em cadeias simples.

Dilua a biblioteca desnaturada para 40 pM.

Adicione 980 pL de tampdo HT1 pré-refrigerado (fornecido no MiSeq Reagent kit (kit de reagente MiSeq)) ao tubo
gue contém 20 pL de ADN da biblioteca desnaturada. Misture brevemente em vértex e centrifugue a amostra por
impulsos.

Prepare a biblioteca desnaturada para carregamento no MiSeq.

Dilua a biblioteca para 12 pM para o MiSeq reagent kit v2 (kit de reagente MiSeq v2) e 20 pM para o MiSeq reagent
kit v3 (kit de reagente MiSeq v3) aquando da multiplexagdo (MCS v2.6 ou versdo mais recente) seguindo a Tabela 20
Misture brevemente em vortex e centrifugue a amostra por impulsos.

Tabela 20. Preparacgdo da Biblioteca Combinada para Carregamento no MiSeq

Biblioteca de 40 pM 300 uL 500 uL
Tampado HT1 refrigerado 700 uL 500 uL
Total 1000 pL 1000 pL

Carregue 600 pL da biblioteca desnaturada combinada da etapa anterior para um MiSeq Reagent Cartridge (Cartucho
de reagente MiSeq).

Prepare uma MiSeq Sample Sheet (Folha de amostras MiSeq) e carregue a planilha de amostras no instrumento (se
necessario ).

Inicie a andlise MiSeq.

Analise e visualize os dados adquiridos utilizando o pacote LymphoTrack Dx Software — MiSeq associado.
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