ldentiClone

C€ 25 [vo]

000,

Instrucdes de Utilizacao

IdentiClone® IGH + IGK B-Cell Clonality Assay

Para a identificacdo de rearranjos clonais do gene da cadeia pesada e da cadeia leve kappa de imunoglobulinas

Para utilizacdo em diagndstico in vitro.

'I-Condi(;ées de armazenamento: -852C a -652C

!! ° ° ° b
I n v I vo s C r I e (os controlos de ADN podem ser separados dos kits de ensaio e armazenados entre 2°C a 8°C)

Ref. Catdlogo Produtos Quantidade
91000031 IdentiClone IGH + IGK B-Cell Clonality Assay — ABI Fluorescence Detection 33 Reagdes
330 Reacgdes

91000041 IdentiClone IGH + IGK B-Cell Clonality Assay MegaKit — ABI Fluorescence Detection
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1. Utilizacdo Pretendida

O ensaio IdentiClone IGH + IGK B-Cell Clonality Assay é um produto para diagnostico in vitro destinado a dete¢do baseada em
PCR de rearranjos clonais do gene da cadeia pesada e da cadeia leve kappa de imunoglobulina em doentes com suspeita de
linfoproliferagdes. Especificamente, o IGH + IGK B-Cell Clonality Assay pode ser utilizado para:

= |dentificar a clonalidade em disturbios linfoproliferativos atipicos

=  Fornecer apoio ao diagndstico diferencial entre lesdes reativas e malignidades hematoldgicas*

= Atribuir uma linhagem presumivel em disturbios linfoproliferativos monoclonais maduros

= |dentificar marcadores tumorais especificos (rearranjos de genes de /IGH e IGK) para monitorizagdo pds-tratamento
=  Monitorizar e avaliar a recidiva da doenca

2. Resumo e Explicacdao do Ensaio

2.1. Contextualizacdo

Durante a ontogenia, ocorrem rearranjos de genes recetores de antigénios em linfocitos B e T. Este rearranjos
genéticos geram produtos Unicos para cada célula em termos de comprimento e sequéncia. Assim sendo, podem ser
utilizados ensaios de reagdo em cadeia da polimerase (PCR) para identificar populagdes de linfécitos derivadas de uma
Unica célula detetando-se os rearranjos genéticos V-J Unicos presentes nestes loci de recetores de antigénios.! Este
ensaio de PCR IdentiClone utiliza uma série de primers consenso do ADN direcionados para as regiGes genéticas
conservadas no interior dos genes da cadeia pesada e da cadeia leve kappa das imunoglobulinas. Este teste é utilizado
para detetar a partir do ADN a grande maioria das malignidades clonais de linfécitos B. Os produtos do teste podem
ser analisados através de diversos formatos de detecdo, incluindo eletroforese em gel e eletroforese capilar.

Os ensaios IdentiClone da Invivoscribe representam uma nova abordagem quanto aos testes de clonalidade baseados
em PCR. Estes ensaios padronizados foram cuidadosamente otimizados testando-se controlos positivos e negativos
com as master mixes multiplex. O desenvolvimento do ensaio foi seguido por uma extensa validacdo, incluindo testes a
mais de 400 amostras clinicas utilizando a Classificagdo Europeia-Americana de Linfomas Revista (REAL, Revised
European-American Lymphoma Classification). Os testes foram realizados em mais de trinta proeminentes centros de
analise independentes em toda a Europa, num estudo colaborativo denominado BIOMED-2 Concerted Action. Os
resultados deste estudo BIOMED-2 indicam que os rearranjos de genes IGH e IGK poderdo melhorar a fiabilidade e a
sensibilidade dos testes.? Adicionalmente, testar ambos os rearranjos de genes /IGH e IGK originou uma sensibilidade de
99%, comparativamente com 88% para IGH e 88% para /IGK quando testados isoladamente, o que também podera
aumentar a fiabilidade dos testes, pois é mais provéavel que os produtos clonais sejam detetados em mais de um tubo.*

Os ensaios baseados em detecdo ABI ndo conseguem detetar de forma fiavel popula¢des clonais que correspondam a
menos de 1% da populagdo total de linfdcitos. Os resultados dos testes de clonalidade molecular devem ser sempre
interpretados no contexto de dados clinicos, histoldgicos e imunofenotipicos.

2.2. Resumo

Este kit de testes inclui seis (6) master mixes. As master mixes dos /GH Tubes A, B e C (IGH Tubos A, B e C) sdo
direcionadas para as regiGes framework 1, 2 e 3 (respetivamente) dentro das regides variaveis e de juncdo do locus da
cadeia pesada da imunoglobulina. A master mix /IGK Tube A (IGK Tubo A) tem como alvo a regido variavel (V) e regido
de juncdo (J) do locus do gene da cadeia leve kappa da imunoglobulina. Enquanto a master mix /GK Tube B (IGK Tubo
B) tem como alvo os rearranjos de elementos de delecdo kappa (Kde) contendo a regido varidvel (V) e a regido
intragénica Jk-Ck. Os rearranjos Vk-Kde e Jk-Ck intrdo-Kde resultantes sdo um produto de rearranjos falhados retidos
pela célula B. Por Ultimo, a master mix Specimen Control Size Ladder (escala de tamanho molecular) tem como alvo
varios genes e gera uma série de "amplicGes" com 96, 197, 297, 397 e 602 nucledtidos (nt), de forma a garantir que a
qualidade e a quantidade de ADN introduzida é adequada para produzir um resultado valido. Nos nossos ensaios Gene
Clonality Assays, é utilizado um Unico programa de termociclador e metodologias de detecdo semelhantes. Isto
melhora a consisténcia e facilita a formacdo para uma vasta gama de ensaios diferentes.

Este ensaio é baseado no estudo EuroClonality/BIOMED-2 Concerted Action BMH4-CT98-3936.

& Clonality
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3. Principios do Procedimento

3.1. Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Os ensaios de PCR sdo habitualmente utilizados para a identificacdo de populacdes clonais de células B. Estes testes
amplificam o ADN entre os primers (oligonucledtidos iniciadores) que tém como alvo a regido framework conservada
(FR) e a regido de juncgdo (J) (/IGH Tubes A-C [IGH Tubos A-C]), a regido variavel (V) e a regido de juncdo (J) (/GK Tube A
[IGK Tubo A]), e as regides varidvel (V), intrdo Jk-Ck e Kge (/GK Tube B [IGK Tubo B]). Estas regides conservadas
encontram-se em ambos os lados de uma regido V-J onde ocorrem rearranjos genéticos programados durante a
maturacdo de todos os linfécitos B e T. Os genes de recetores de antigénios que sofrem rearranjos sdo os genes das
cadeias pesadas e das cadeias leves das imunoglobulinas nas células B, e os genes de recetores das células T nas
células T. Cada célula B e T contém um Unico rearranjo V-J produtivo com um comprimento e sequéncia Unicos.
Portanto, quando o ADN de uma populacdo normal ou policlonal é amplificado utilizando primers de ADN que
flanqueiam a regido V-J, é gerada uma curva em forma de sino (distribuicdo Gaussiana) de produtos de amplificacdo
dentro de um intervalo de tamanho esperado, refletindo a populacédo heterogénea de rearranjos V-J. O ADN de
amostras que contém uma populagdo clonal produzem um ou dois produtos de amplificagdo (amplicdes)
proeminentes num contexto policlonal diminuido.

VH DH JH
_‘33 Figura 1. E ilustrada uma representagio simples
Primers ViwPR1_Primers V:-FR2 Primers Vi FRS , (p,imerigwfé,f;o) da organiza¢do de um gene de uma cadeia
Primers da familia Vi pesada de imunoglobulina (IGH) no
IGH Tube A: 6 primers Vu-FR1 + primer consenso Ju cromossoma 14 e do gene da cadeia leve kappa
IGH Tube A: 7 primers Vy-FR2 + primer consenso Jx de imunoglobulina no cromossoma 2p11.2. As
IGH Tube A: 7 primers VHi-FR3 + primer consenso J1 setas pretas representam as posi¢des relativas
dos primers que tém como alvo os segmentos
Vi Uk dos genes do framework conservado (FR1-3) e
4 § do consenso a jusante Jy para IGH e os primers
Vic2t Vied Vih V-3t Vi il Vie? Primers Jx VK, JK, INTR e Kge que sdo incluidos nos tubos de
Primers da familia Vi master mix /GK. Os produtos de amplificacdo
IGK Tube A: 6 primers Vi - 2 primers Jk gerados a partir de cada uma destas regides
podem ser detetados diferencialmente quando
Vic Kde sdo utilizados conjuntos de primers
— § fluorescentes com aparelhos de eletroforese
2t Vicd Vich Vedt Velth Ve7 primers Kde capilar que utilizam a detec3o diferencial por

Primers da familia ~ .
fluorescéncia.

IGK Tube B: 6 primers Vi e primer INTR + 1 primer Kade

primer INTR Kde
{ — | —a }
intrdo Jk-Cx primers Kde

Uma vez que os genes de recetores de antigénios sdo polimarficos (consistindo numa populagdo heterogénea de
sequéncias de ADN relacionadas), é dificil empregar um Unico conjunto de sequéncias de primers de ADN que tenha
como alvo todas as regides conservadas a flanquear ao redor do rearranjo V-J. A diversidade da regido N e a mutagdo
somatica baralham ainda mais as sequéncias de ADN nestas regides. Assim sendo, sdo necessarias master mixes
multiplex que tém como alvo varias regiBes FR, de forma a identificar a maioria dos rearranjos clonais. Conforme
indicado, os rearranjos clonais sdo identificados como produtos proeminentes de tamanho Unico num conjunto de
produtos de amplificacdo de varios tamanhos que geram uma distribuicdo Gaussiana em torno de um rearranjo
estatisticamente favorecido. Os primers que amplificam as diferentes regiGes FR, localizadas em trés seccGes
diferentes no gene da cadeia pesada, originam uma gama de produtos V-J com diferentes tamanhos correspondentes.
Para os rearranjos do gene de /GK, o comprimento da regido CDR3 é limitado e apresenta um desvio significativo
(platicurtose). Assim, os produtos de PCR apresentam uma distribuicdo gaussiana muito estreita e sdo identificados de
modo mais facil e fidvel mediante andlise de cadeia dupla.

3.2. Detecdo Diferencial por Fluorescéncia

A detecdo diferencial por fluorescéncia é habitualmente utilizada para distinguir os produtos de amplificagcdo de
diferentes tamanhos, utilizando um aparelho de eletroforese capilar. Os primers podem ser conjugados com varios
corantes fluorescentes diferentes (fluoréforos) para que possam produzir diferentes espectros de emissdo apds a
excitacdo por laser no aparelho de eletroforese capilar. Desta forma, diferentes corantes fluorescentes podem
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corresponder a diferentes regiGes-alvo. Este sistema de detecdo resulta em sensibilidade inigualdvel, resolucdo de um
Unico nucledtido, detecdo diferencial de produto e quantificagdo relativa. Além disso, a utilizacdo de geles de agarose e
poliacrilamida, bem como a utilizacdo de agentes carcinogénicos, como o brometo de etidio, podem ser praticamente
eliminadas. Adicionalmente, a detecdo diferencial permite a interpretacdo precisa, reprodutivel e objetiva dos produtos
especificos para o primer e o arquivamento automatico dos dados. A reprodutibilidade intraensaio e interensaio na
determinagdo do tamanho utilizando eletroforese capilar é de aproximadamente 1 a 2 nucledtidos. Esta
reprodutibilidade e sensibilidade associadas ao arquivamento automatico dos dados da amostra permitem a
monitorizagdo, rastreamento e comparacdo de dados de doentes individuais ao longo do tempo.

4. Reagentes

4.1. Componentes dos Reagentes

Tabela 1: Ensaios disponiveis
Referéncia do catdlogo
91000031
91000041

Tabela 2. Componentes dos Kits

Reagente

Master Mixes

Master Mix com
controlo de
amplificagdo com
molde

ADN de Controlo
Positivo

Ref. Catdlogo

21010011CE

21010101CE

21010031CE

21020011CE

21020021CE

20960021

40881750

40881090

40880370

Descrigdo

IdentiClone IGH + IGK B-Cell Clonality Assay — ABI Fluorescence Detection
IdentiClone IGH + IGK B-Cell Clonality Assay MegaKit — ABI Fluorescence Detection

Componentes dos Reagentes

(ingredientes ativos)

IGHTube (tubo) A— 6FAM

Oligonucledtidos multiplos direcionados para a regido do
framework 1 do gene da cadeia pesada das
imunoglobulinas numa solugdo salina tamponada.

/GHTube (tubo) B — 6FAM

Oligonucledtidos multiplos direcionados para a regido do
framework 2 do gene da cadeia pesada das
imunoglobulinas numa solugdo salina tamponada.

/GHTube (tubo) C — HEX

Oligonucledtidos multiplos direcionados para a regido do
framework 3 do gene da cadeia pesada das
imunoglobulinas numa solugdo salina tamponada.

/GKTube (tubo) A - 6FAM

Oligonucledtidos multiplos direcionados para a regido
variavel e regido de jungdo do gene da cadeia leve kappa
de imunoglobulina numa solugdo salina tamponada.

/GKTube (tubo) B - 6FAM

Oligonucledtidos multiplos direcionados para as regides
variavel, intrdo Jk-Cik e Kee do gene da cadeia leve kappa
de imunoglobulina numa solugédo salina tamponada.

Specimen Control Size Ladder (escala de tamanho
molecular) — 6FAM

Muiltiplos oligonucledtidos direcionados para genes de
manutengdo.

1VS-0030 Clonal Control DNA (ADN de controlo clonal)
200 pg/mL de ADN em 1/10 de solugdo TE

1VS-0019 Clonal Control DNA (ADN de controlo clonal)
200 pg/mL de ADN em 1/10 de solugdo TE

1VS-0007 Clonal Control DNA (ADN de controlo clonal)
200 pg/mL de ADN em 1/10 de solugéo TE

Quantidad

e Unitaria

1500 pL

1500 pL

1500 pL

1500 pL

1500 pL

1500 pL

100 pL

100 pL

100 pL

91000031
Numero de
Unidades

Quantidade
33 reagles
330 reagdes

91000041
Numero de
Unidades

Temp. de
Conservagdo

10
10
10
/ﬂf-65°C
-85°C
10

10

10

A7
5 2°C

ou
5 /H/-65°C
-85°C

Negativo (Normal)
ADN Controlo

40920010

1VS-0000 Polyclonal Control DNA (ADN de controlo
policlonal)
200 pg/mL de ADN em 1/10 de solugdo TE

Nota: N&o sdo utilizados conservantes no fabrico deste kit.

IdentiClone IGH + IGK B-Cell Clonality Assay — ABI Fluorescence Detection
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4.2. Adverténcias e Precaugdes

= Este produto destina-se a diagndstico in vitro.

= Utilize este kit de ensaio como um sistema. Ndo substitua com reagentes de outros fabricantes. A diluicdo, reducdo dos
volumes de reacBes de amplificagdo ou outros desvios deste protocolo podem afetar o desempenho desta analise e/ou
anular qualquer sublicenga limitada que acompanha a compra deste kit de teste.

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

= O cumprimento rigoroso do protocolo ird garantir um desempenho e reprodutibilidade étimos. Certifique-se de que é usado
o programa correto do termociclador, uma vez que outros programas poderdo fornecer dados imprecisos/erréneos, tais
como resultados falsos positivos e falsos negativos.

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

= Use equipamento de prote¢do individual adequado e siga as boas praticas laboratoriais e precaugdes universais ao trabalhar
com amostras. As amostras devem ser manuseadas em instalagdes de contengdo de seguranga bioldgica aprovadas e sé
devem ser abertas em cdmaras de seguranca bioldgica certificadas. E recomendada a utilizacdo de 4gua para biologia
molecular para a preparacdo do ADN de amostra.

=  Devido a sensibilidade analitica desta analise, deve ser tomado extremo cuidado para evitar a contaminagdo dos reagentes
ou misturas de amplificagdo com amostras, controlos ou materiais amplificados. Todos os reagentes devem ser
cuidadosamente controlados quanto a sinais de contaminagdo (p. ex., controlos negativos que originam sinais positivos).
Elimine reagentes suspeitos de contaminagao.

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

= A autoclavagem ndo elimina a contaminacdo de ADN. O fluxo de trabalho no laboratério de PCR deve ser unidirecional:
comecar pela preparacdo da master mix, passar para a preparacdo das amostras e, em seguida, para a amplificagdo e,
finalmente, para a detecdo. Ndo coloque ADN amplificado nas areas designadas para a master mix ou para a preparagao de

amostras.
=  Todas as pipetas, pontas de pipeta e equipamentos utilizados numa determinada drea devem ser exclusivos dessa area do
laboratdrio.
= Sempre que possivel, deve ser utilizado material plastico estéril e descartavel, para evitar RNase, DNase ou contaminagdo
cruzada.
4.3. Armazenamento e Manuseamento

=  Para qualquer periodo de tempo superior a utilizacdo imediata, conserve os kits entre -85°C e -65°C.

= Atemperatura de conservacdo 6tima para os controlos de ADN é entre 2°C e 8°C e, para armazenamento a longo prazo, os
controlos de ADN também podem ser armazenados entre -85°C e -65°C.

=  Todos os reagentes e controlos devem ser descongelados e misturados em voértex, ou completamente misturados, antes da
utilizagdo, de forma a assegurar que estdo completamente ressuspensos. A mistura em vortex excessiva pode romper a
cadeia de ADN e fazer com que os primers rotulados percam os respetivos fluoréforos.

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

= Devido aelevadas concentragdes de sal, as master mixes de PCR s3o sensiveis aos ciclos de congelamento/descongelamento.
Aliquote as master mixes em tubos com tampa roscada e O-ring estéreis, se necessario.
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5. Equipamentos

5.1. Termociclador

=  Funcdo ou Utilizacdo: Amplificacdo de amostras de ADN
= Aparelho sugerido: Thermal cycler (termociclador) Veriti” ou equivalente
= (Caracteristicas de desempenho e especificacdo:

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

= Siga os procedimentos de instalacdo, funcionamento, calibracdo e manutencao do fabricante.
=  Consulte a seccdo 7.4: Amplificagdo para informacdes sobre o programa do termociclador.

5.2. Aparelhos de Eletroforese Capilar ABI

= Utilizagdo ou Fungdo: Detecdo e andlise de fragmentos
= (Caracteristicas de desempenho e especificacdo:

o  Os aparelhos de eletroforese capilar que se seguem cumprem as necessidades de desempenho do presente
ensaio:

e ABI 310 Genetic Analyzer (1-capillary) (Analisador Genético ABI 310 - 1 capilar)

e ABI 3100 Avant Genetic Analyzer (4 capilares) (Analisador Genético ABI 3100 - 4 capilares)
e  ABI 3100 Genetic Analyzer (16 capilares) (Analisador Genético ABI 3100 - 16 capilares)

e ABI 3130 Genetic Analyzer (4 capilares) (Analisador Genético ABI 3130 - 4 capilares)

e  ABI 3130xL Genetic Analyzer (16 capillaries) (Analisador Genético ABI 3130xL - 16 capilares)
e  ABI 3500 Genetic Analyzer (8 capillaries) (Analisador Genético ABI 3500 - 8 capilares)

e ABI 3500xL Genetic Analyzer (24 capilares) (Analisador Genético ABI 3500xL - 24 capilares)

=  Siga os procedimentos de instalacdo, funcionamento, calibragdo e manutencao do fabricante.

= QO aparelho ABI utilizado deve ser calibrado com as Matrix Standards (Padrdes de Matriz) adequadas, conforme descrito na
seccdo 7.2: Materiais necessdrios (ndo fornecidos).

= Utilize as predefinicdes para o seu tipo de polimero e capilar.

=  Consulte a seccdo 7.5: Detegéio por fluorescéncia ABI para informacdes sobre a preparacdo da amostra.

IdentiClone IGH + IGK B-Cell Clonality Assay — ABI Fluorescence Detection 280516 Rev. D | setembro de 2023
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6. Recolha e Preparacao de Amostras

6.1. Precaucdes

As amostras bioldgicas de seres humanos podem conter materiais potencialmente infeciosos. Todas as amostras
devem ser manuseadas de acordo com a Norma OSHA relativa a Agentes Patogénicos Transmitidos pelo Sangue ou de
acordo com o Nivel 2 de Biosseguranca.

6.2. Substéancias Interferentes

As seguintes substancias sdo conhecidas por interferir com a PCR:

= Quelantes de catides divalentes

=  Pontas de pipeta de baixa retencdo

= EDTA (ndo significativo em baixas concentracées)
®=  Heparina

6.3. Requisitos e Manuseamento de Amostras

Este ensaio testa ADN gendmico com as seguintes origens:

= 5 mL de sangue periférico, bidépsia de medula dssea ou aspirado de medula dssea com anticoagulante heparina ou EDTA
(armazenado entre 2°C e 8°C e enviado a temperatura ambiente)

= Cubo de tecido com pelo menos 5 mm (armazenado e enviado congelado ou armazenado e enviado em RPMI 1640 a
temperatura ambiente ou em gelo)

= 3 pgde ADN gendmico (armazenado entre 2°C e 8°C e enviado a temperatura ambiente)

=  Tecido ou laminas fixadas em formalina e impregnadas em parafina (armazenado e enviado a temperatura ambiente)

6.4. Preparacdo de amostras

Extraia o ADN gendmico das amostras do doente, logo que possivel. Ressuspenda o ADN a uma concentragao final
entre 100 pg e 400 ug por ml em 1/10 de solugdo TE (Tris-HCI 1 mM, pH 8,0; EDTA 0,1 mM) ou em agua com qualidade
para biologia molecular ou USP. Este é um sistema de ensaio robusto. Uma ampla variedade de concentraces de ADN
irdo gerar um resultado valido. Por consequéncia, ndo é geralmente necessario quantificar nem ajustar as
concentragdes de ADN. Testar a amostra de ADN com a master mix Specimen Control Size Ladder garantirad que esta
presente ADN com qualidade e quantidade suficientes para produzir um resultado valido.

6.5. Armazenamento de Amostras

Armazenar o ADN gendmico entre 2°C e 8°C ou entre -85°C e -65°C até a utilizacdo.

IdentiClone IGH + IGK B-Cell Clonality Assay — ABI Fluorescence Detection 280516 Rev. D | setembro de 2023



7. Procedimento de Ensaio

7.1. Materiais Fornecidos

Tabela 3.

Componentes dos Kits
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21010011CE IGH Tube (tubo) A — 6FAM

21010101CE IGH Tube (tubo) B — 6FAM

21010031CE IGH Tube (tubo) C— HEX

21020011CE IGK Tube (tubo) A —6FAM

21020021CE IGK Tube (tubo) B — 6FAM
20960021 Specimen Control Size Ladder (escala de tamanho molecular) — 6FAM
40881750 IVS-0030 Clonal Control DNA (ADN de controlo clonal)
40881090 IVS-0019 Clonal Control DNA (ADN de controlo clonal)
40880370 IVS-0007 Clonal Control DNA (ADN de controlo clonal)
40920010 IVS-0000 Polyclonal Control DNA (ADN de controlo policlonal)

7.2. Materiais Necessarios (ndo fornecidos)

Tabela 4. Materiais Necessarios (ndo fornecidos)

Reagente/Material Reagentes/Materiais e Fornecedores Recomendados Ref. Catdlogo

DNA Polymerase (ADN
polimerase)

Agua destilada em recipiente
de vidro, desionizada e com
qualidade para biologia
molecular ou USP

Pipetas calibradas

Termociclador

Agitador vortex

Placas ou tubos para PCR
Pontas de pipeta com filtro

Tubos de microcentrifugadora

Aparelho de Eletroforese
Capilar ABI

Hi-Di Formamide (formamida)

Tamanhos padrdo

Roche:
. DNA Polymerase (Polimerase do ADN) EagleTaq 05206944190
Invivoscribe, Inc N/A
. DNA Polymerase (Polimerase do ADN) FalconTaq ou 60970130
equivalente

N/A N/A Estéril e sem DNase e RNase.
Rainin: Devem ser capazes de medir com
. Pipetas P-2, P-20, P-200 e P-1000 N/A precisdo volumes entre 1 pul e
° ou pipetas SL-2, SL-20, SL-200 e SL-1000 1000 pL.
Thermo Fisher Scientific:
. Veriti Dx Thermal Cycler (termociclador)
Bio-Rad:

N/A N/A

. PTC-100 ou PTC-200, PTC-220, PTC-240 / /
Perkin-Elmer
. PE 9600 ou PE 9700

N/A N/A N/A

N/A N/A Esterilizados

Applied Biosystems:

Esterilizadas, sem

N/A N/A ARNase/ADNase/pirogénios
N/A N/A Esterilizados
N/A N/A

. ABI series (séries) 310, 3100 ou 3500

Applied Biosystems:

. Hi-Di™ Formamide (formamida) 4311320 N/A

Invivoscribe:

. Hi-Di Formamide (formamida) com tamanhos padrao N/A
rotulados com ROX para ABI 3100 60980061
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Tabela 4. Materiais Necessarios (ndo fornecidos)

Reagente/Material Reagentes/Materiais e Fornecedores Recomendados Ref. Catdlogo

Tamanhos padrdo

Conjuntos de corantes de
calibragdo espectral

Polimero

Tampdo

Applied Biosystems:

. Para instruments (aparelhos) ABI 3100 ou 3130:
o GeneScan™ - 400HD [ROX]™

. Para instruments (aparelhos) ABI 3500:
o GeneScan - 600 [LIZ]™ v2.0

Applied Biosystems:
. Para instruments (aparelhos) ABI 3100 e 3130:
o DS-30 Matrix Standard kit (kit padrdo) (Dye Set D)
(Conjunto de corante D)
. Para instruments (aparelhos) ABI 310:
o NED Matrix Standard (Padrdo matriz)
o e Fluorescent Amidite Matrix Standards [6FAM, TET,
HEX, TAMRA, ROX]
. Para instruments (aparelhos) ABI 3500:
o DS-33 Matrix Standard Kit (kit padrdo) (Dye Set G5)
(Conjunto de corante G5)
Applied Biosystems:

. Polymer (polimero) POP-4™:
o POP-4 para 310 Genetic Analyzers (analisadores
genéticos)

o POP-4 para 3100/3100-Avant Genetic Analyzers
(analisadores genéticos)
o POP-4 para 3130/3130xL Genetic Analyzers
(analisadores genéticos)
. Polymer (Polimero) POP-7™:
o POP-7 para 3130/3130xL Genetic Analyzers
(analisadores genéticos)
o POP-7 para 3500/3500xL Genetic Analyzers
(analisadores genéticos)
Applied Biosystems:
. 10X Genetic Analyzer Buffer with EDTA (Tampé&o para
analisador genético com EDTA)

7.3. Preparacdo de Reagentes

402985

4408399

4345827

402996

401546

4345833

402838

4316355

4352755

4352759

4393714

402824
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N/A

N/A

N/A

Diluir a 1:10 em agua estéril antes
da utilizacdo

=  Todas as amostras podem ser testadas utilizando a master mix Specimen Control Size Ladder, de forma a garantir que ndo
estdo presentes inibidores de amplificagdo e existe ADN com qualidade e quantidade suficientes para gerar um resultado

valido.

= QOsresultados de testes Unicos sdo validos. No entanto, recomenda-se o teste em duplicado, quando possivel. Se o teste em
duplicado originar resultados inconsistentes, teste e avalie novamente a amostra, se necessario.

= Teste controlos positivos, negativos e sem molde para cada master mix.

= Reunir diversas amostras em lote num teste para evitar desperdicar controlo negativo (IVS-0000 Polyclonal Control DNA).
Caso a execugdo em lote ndo seja exequivel no seu laboratério, o IVS-0000 Polyclonal Control DNA também pode ser
adquirido em separado.

7.3.1. Com as mdos protegidas com luvas, retire as master mixes do congelador. Deixe os tubos de master mix
descongelar completamente. Em seguida, agite suavemente no vortex para misturar.
7.3.2. Numa camara de fluxo laminar ou cdmara isolada, retire uma aliquota adequada de cada master mix para tubos

individuais de microcentrifugadora limpos e estéreis.

O volume das aliquotas é de 45 pL para cada reagdo.
Acrescente uma reacgdo adicional para cada 15 reagGes de modo a corrigir erros de pipetagem.
Desta forma, para cada master mix (exceto Specimen Control Size Ladder), o nimero de reacgdes (n) é:

n =2 x n.2 de amostras (processe cada amostra em duplicado)
+1 ADN de controlo positivo (consultar a sec¢do 7.7: Controlos Positivos Recomendados)
+1 ADN de controlo negativo (IVS-0000 Polyclonal Control DNA)
+1 controlo sem molde (agua)
+1 para corrigir erros de pipetagem
n =2 x n.2 de amostras + 4 Total

IdentiClone IGH + IGK B-Cell Clonality Assay — ABI Fluorescence Detection
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=  Portanto, o volume de aliquotas total para cada master mix = n x 45 pL.
=  Para a master mix Specimen Control Size Ladder (escala de tamanho molecular), o nimero de reacdes (m)

é:
m = n.2 de amostras (processe cada amostra em duplicado)
+1 ADN de controlo positivo (IVS-0000 Polyclonal Control DNA)
+1 controlo sem molde (agua)
+1 para corrigir erros de pipetagem
m =n.2 de amostras + 3 Total

=  Portanto, o volume de aliquota total para a master mix Specimen Control Size Ladder é =m x 45 pL.
7.3.3. Adicione 1,25 U (ou 0,25 uL @ 5 U/ulL) de Tag DNA Polymerase, por reagdo, a cada master mix.

= A Tag DNA polymerase total adicionada a cada master mix = n x 0,25 pL e m x 0,25 plL para a master mix do
Specimen Control Size Ladder (escala de tamanho molecular).
=  Agite suavemente no vértex para misturar.

7.3.4. Para cada reagdo, aliquote 45 uL da master mix adequada + solu¢do de polimerase de ADN em pogos individuais
numa placa ou tubo de PCR.
7.3.5. Adicione 5 pL do molde adequado (ADN da amostra, ADN de controlo positivo, ADN de controlo negativo ou

agua) aos pogos individuais que contém as respetivas solugées de master mix.
=  Pipete para cima e para baixo varias vezes para misturar.
7.3.6. Coloque a tampa ou cubra a placa de PCR.

=  Asamostras estdo agora prontas para serem amplificadas num termociclador.
=  Se aamplificacdo ndo puder ser realizada imediatamente depois da preparacdo dos reagentes, a placa ou
os tubos de PCR podem ser armazenados entre 2°C e 8°C durante até 24 horas.

Guia Rapido: Para cada master mix e n reacdes, misture:
nx45pl Master Mix
nx0,25puL Polimerase Tagq DNA

Agite suavemente no vortex para misturar.
Aliquote 45 pL de master mix + solugdo de polimerase do ADN em cada pogo de reagdo.
Adicione 5 pL de molde adequado a cada pogo.

Volume de reagdo total = 50 pL
7.4. Amplificacdo
7.4.1. Amplifique as amostras utilizando o seguinte programa de PCR:

= Utilize a opgdo calculada para medicdo da temperatura com os Termal cyclers (termocicladores) BioRad MJ
Research PTC.

Tabela 5: CondigBes de termociclagdo

1

1 95°C 7 minutos

2 95°C 45 segundos

3 60°C 45 segundos 35

4 72°C 90 segundos

5 72°C 10 minutos 1

6 15°C °o 1
7.4.2. Retire a placa de amplificagdo ou os tubos do termociclador.

=  Embora o ADN amplificado permaneca estdvel a temperatura ambiente durante periodos de tempo
prolongados, conserve os produtos de PCR entre 2°C e 8°C até a detecdo. A detecdo deve ser efetuada no
espaco de 30 dias desde a amplificagdo.
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7.5. Detecdo por fluorescéncia ABI

E de salientar que para a detec&o por fluorescéncia ABI, é frequentemente observado um pico anterior, que é um
artefacto devido ao método de detecdo utilizado pelas plataformas ABI. Os picos anteriores sdo, por vezes, enviesados
e possuem bases com inclinagdo no lado direito em diregdo ao pico real. Isto é particularmente evidente na master mix
Specimen Control Size Ladder (escala de tamanho molecular) onde o pico de 96 nucledtidos possui um pico anterior
gue surge aos 84 nucledtidos.

= N&o efetue a multiplexacdo de produtos de PCR com master mixes diferentes, pois tal resulta numa sensibilidade geral
reduzida do ensaio.

Plataformas ABI 310, 3100 ou 3130

7.5.1. Num novo tubo de microcentrifugadora, misture uma quantidade adequada (para um total de 10 ulL por reacao)
de Hi-Di Formamide (formamida) com tamanho padrdo rotulado com ROX. Agite bem no vortex.

7.5.2. Numa placa de PCR com 96 pocos, adicione 10 uL de Hi-Di Formamide (formamida) com tamanho padrdo
rotulado com ROX aos pogos individuais, para cada reagao.

7.5.3. Transfira 1 plL de cada reagdo para os pogos que contém Hi-Di Formamide (formamida) com tamanho padrdo

rotulado com ROX.

=  Adicione apenas uma amostra por pogo.
=  Pipete para cima e para baixo para misturar.

7.5.4. Coloque a tampa ou cubra a placa ou tubos de PCR.

7.5.5. Proceda a desnaturacdo por calor das amostras a 952C durante 2 minutos e, em seguida, arrefeca rapidamente
em gelo durante 5 minutos.

7.5.6. Prepare uma folha de amostras e uma lista de inje¢do para as amostras.

7.5.7. Processe as amostras num equipamento de eletroforese capilar ABI, de acordo com o manual do utilizador.

=  (Os dados sdo automaticamente apresentados como picos com tamanho e cor especificos.

7.5.8. Examine o perfil e os controlos e comunique os resultados. (Consulte as secgdes 8: Interpretacdo de Resultados
e 10: Resultados Esperados abaixo.)

Plataformas ABI 3500:

Nota: Devido a variagdo do desempenho entre aparelhos da plataforma ABI 3500, a quantidade de formamida, amostra
e tamanho padrdo descrita no protocolo deve ser considerada como um ponto de partida. Poderd ser necessario
otimizar o protocolo para plataformas ABI 3500 especificas.

7.5.9. Num novo tubo de microcentrifugadora, misture uma quantidade adequada (9,5 uL por PCR) de Hi-Di
Formamide com tamanho padrdo rotulado com LIZ. Agite bem no vortex.

7.5.10. Numa nova placa de PCR com 96 pocos, adicione 9,5 uL de Hi-Di Formamide com tamanho padrao rotulado
com LIZ a pocos individuais para cada PCR.

7.5.11. Transfira 0,5 uL de cada PCR para os pogos que contém Hi-Di Formamide com tamanho padrdo rotulado com
LIZ.

=  Adicione apenas uma amostra por pogo.
=  Pipete para cima e para baixo para misturar.

7.5.12. Cologue a tampa ou cubra a placa de PCR.

7.5.13. Proceda a desnaturacdo por calor das amostras a 952C durante 3 minutos e, em seguida, arrefeca rapidamente
em gelo durante 5 minutos.

7.5.14. Prepare uma folha de amostras e uma lista de injecdo para as amostras.

7.5.15. Processe as amostras num aparelho de eletroforese capilar ABI 3500, de acordo com o respetivo manual do
utilizador.

=  Os dados sdo automaticamente apresentados como picos com tamanho e cor especificos.

7.5.16. Examine o perfil e os controlos e comunique os resultados. (Consulte as secgdes 8: Interpretacdo de Resultados
e 10: Resultados Esperados abaixo.)
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7.6.

7.7.

Nota:
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Controlo de Qualidade

Os controlos positivos e negativos (ou normais) sdo fornecidos com o kit e serdo processados em cdpia Unica cada vez
gue o ensaio é efetuado, de modo a garantir o desempenho adequado do mesmo. Além disso, inclua um controlo sem
molde (p. ex., agua) para testar contaminagdo da master mix ou contaminacdo cruzada dos testes de PCR devido a uma
técnica de esterilizacdo inadequada. Também pode ser adicionado um controlo tampéo para garantir que ndo ocorreu
contaminagdo do tampdo utilizado para ressuspender as amostras. Os valores dos controlos positivos sdo facultados na
seccdo 10.1: Tamanho esperado dos produtos amplificados. Estdo disponiveis controlos e controlos de sensibilidade
adicionais (dilui¢des de controlos positivos num controlo negativo) na Invivoscribe.

Controlos Positivos Recomendados

Os tamanhos dos amplic8es indicados foram determinados utilizando uma plataforma ABI. Os tamanhos dos amplicGes
registados no seu equipamento de eletroforese capilar especifico podem diferir 1 a 4 nucledtidos (nt) em relacdo aos
indicados, dependendo da plataforma de detecdo e da versdo do software de analise utilizado. Uma vez identificado, o
tamanho do amplicdo, conforme determinado na sua plataforma especifica, sera consistente de execucdo para
execucgdo. Esta reprodutibilidade é extremamente Util quando é monitorizada a recidiva de uma doenca.

"Cor" indica a cor dos produtos gerada com a master mix quando é utilizada a atribui¢do de cor predefinida nos
sistemas de detecdo por fluorescéncia ABI.

Tabela 6. Tamanhos previstos de Controlos Positivos Recomendados

Master Mix AlVO ADN Controlo Tamanho do Produto em nucleétidos
Catalogo (nt)

Intervalo de Tamanho Vilido 310- 360
GH Tube A FR1-Ju Azul IVS-0030 Clonal Control DNA 40881750 2807, 325
JGHTube B FRO-J Azul Intervalo de Tamanho Valido 250-295
. IVS-0030 Clonal Control DNA 40881750 260
Intervalo de Tamanho Valido 100-170
GH Tube C FR3-Ju Verde 1450019 Clonal Control DNA 40881090 145
Intervalo de Tamanho Valido 120 - 160, 190 - 210, 260 - 300
I6K Tube A Viedi Azl IV5-0007 Clonal Control DNA 40880370 143
Vic-Kge + Intervalo de Tamanho Valido 210 - 250, 270 - 300, 350 - 390
/GK Tube B intrdo-Kge Azul IVS-0007 Clonal Control DNA 40880370 274,282
Specimen Control Varios Azul Intervalo de Tamanho Vilido 96, 197, 297, 397, 602°
Size Ladder genes IVS-0000 Polyclonal Control DNA 40920010 96, 197, 297, 397, 602°
Nota:  Também poderd estar presente uma banda a 280 nt e esta é um amplicdo conhecido que estd mesmo fora do limite de tamanho vélido para o /IGH Tube A.

Uma vez que os fragmentos de PCR mais pequenos sdo preferencialmente amplificados, ndo é invulgar que o fragmento de 602 nt apresente um sinal

diminuido ou esteja totalmente em falta.
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8. Interpretacdo dos Resultados

Embora os resultados positivos sejam altamente sugestivos de malignidades, os resultados positivos e negativos devem ser
interpretados tendo em consideragdo toda a informacédo clinica e os resultados dos exames laboratoriais. O intervalo de
tamanho para cada master mix foi determinado testando amostras de controlo positivo e negativo. Para uma interpretacao
precisa e Util, é importante ignorar picos que ocorram fora do intervalo de tamanho valido para cada uma das master mixes.

8.1. Analise
8.1.1.
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Comunigue amostras que falhem a amplificacdo apds a repeticdo do teste como "N&o é possivel comunicar um

resultado para esta amostra porque o ADN era de qualidade ou quantidade insuficiente para analise".

8.1.2.
8.1.3.

amostras para troca de amostras.

8.1.4.

Repita o teste das amostras com resultados negativos se a reacdo de controlo positivo falhar.
Se as amostras processadas em duplicado produzirem resultados diferentes, repita o teste e/ou reavalie as

Todos os controlos do ensaio devem ser examinados antes de interpretar os resultados da amostra. Se os

controlos ndo produzirem os resultados corretos, o ensaio nao é valido e as amostras ndo podem ser

interpretadas.

Tabela 7. Ainformagdo que se segue descreve a anédlise de cada um dos controlos e as decisdes necessarias com base nos resultados.

Tipo de controlo Resultado esperado Resultado aberrante

Controlo Sem Molde

Controlo Policlonal

Controlo positivo

(também pode ser um controlo de extragdo
se for retirado material de controlo positivo
através do processo de extragdo)

Specimen Control Size Ladder (escala de
tamanho molecular)

(este controlo da amplificagdo é essencial
para amostras de quantidade e qualidade
desconhecidas)

Nenhuma amplificacdo presente, prosseguir com a
analise

O tamanho do produto é consistente com o tamanho
esperado indicado na sec¢do 10.1: Tamanho esperado
dos produtos amplificados. Ndo estdo presentes
rearranjos clonais. Prosseguir com a analise.

O tamanho do produto é consistente com o tamanho
esperado indicado na sec¢do 10.1: Tamanho esperado
dos produtos amplificados. Prosseguir com a analise.

Se forem observados picos a 99, 199, 299, 399 e 602 nt,
prosseguir com a analise. Uma vez que os fragmentos de
PCR mais pequenos sdo preferencialmente amplificados,
ndo é invulgar que o fragmento de 602 nt apresente um
sinal diminuido ou esteja totalmente em falta. Prosseguir
com a analise.

8.2. Interpretacdo da amostra

Amplificacdo presente, repetir o ensaio.

Estdo presentes rearranjos clonais. Repita o
ensaio

Repetir o ensaio

Caso ndo sejam detetadas bandas, repetir o
ensaio, a menos que a amostra seja positiva.
Se apenas estiverem visiveis 1, 2 ou 3 bandas,
reavalie a amostra relativamente a
degradacdo do ADN, a menos que a amostra

seja positiva.

Dado que os controlos produzem resultados esperados, a interpretacdo das amostras clinicas deve ser efetuada

conforme segue:

= Uma ou duas bandas positivas proeminentes® dentro do intervalo de tamanho valido sdo assinaladas como:

“Positivo para a detegdo de rearranjo(s) do gene da cadeia pesada ou cadeia leve kappa da imunoglobulina, consistente
com a presenga de uma populagdo de células clonais. No contexto dos critérios de diagndstico gerais, as populag¢Ses de
células clonais podem indicar a presenca de malignidade hematolégica."

= Uma auséncia de bandas positivas® dentro do intervalo de tamanho valido é assinalada como:
"Negativo para a detegdo de rearranjo(s) clonais do gene da cadeia pesada ou cadeia leve kappa de imunoglobulina."

aNota:

Os critérios para definir uma banda positiva sdo os seguintes:

o Os produtos gerados a partir de amostras que se encontram dentro do intervalo de tamanho vélido e que apresentam
pelo menos trés vezes a amplitude do terceiro maior pico no contexto policlonal sdo consistentes com uma banda

positiva.

o Os produtos gerados a partir de amostras recolhidas depois do diagnéstico inicial que se encontram dentro do intervalo de
tamanho valido e que:

1) apresentam pelo menos trés vezes a amplitude do terceiro maior pico; ou,
2) ultrapassam a amplitude dos picos adjacentes e que sdo idénticos em tamanho aos produtos clonais de amplificagdo
anteriormente gerados do mesmo doente utilizando-se a mesma master mix, sdo consistentes com um pico positivo.
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9. LimitagGes do Procedimento

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

=  Este ensaio ndo pode detetar com fiabilidade menos de uma (1) célula positiva por 100 células normais.

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

=  Os ensaios baseados em PCR estdo sujeitos a interferéncias por degradagdo do ADN ou a inibigdo da PCR devido a EDTA,
heparina e outros agentes.

10. Valores esperados

10.1. Tamanho esperado dos produtos amplificados

Os tamanhos dos amplicGes indicados foram determinados utilizando uma plataforma ABI. Os tamanhos dos amplicGes
registados no seu equipamento de eletroforese capilar especifico podem diferir 1 a 4 nucleétidos (nt) em relagédo aos
indicados, dependendo da plataforma de detecdo e da versdo do software de andlise utilizado. Uma vez identificado, o
tamanho do amplicdo, conforme determinado na sua plataforma especifica, sera consistente de execugdo para
execucdo. Esta reprodutibilidade é extremamente Util quando é monitorizada a recidiva de uma doenca.

Nota: "Cor" indica a cor dos produtos gerada com a master mix quando é utilizada a atribui¢do de cor predefinida nos
sistemas de detec¢do por fluorescéncia ABI.

Tabela 8 Tamanhos esperados dos produtos amplificados

Intervalo de Tamanho Vélido 310- 360
IVS-0000 Polyclonal Control DNA 40920010 310-360
/GH Tube A FRL-Jx Azl IVS-0030 Clonal Control DNA 40881750 2807 325
IVS-0019 Clonal Control DNA 40881090 345
Intervalo de Tamanho Vélido 250 - 295
IVS-0000 Polyclonal Control DNA 40920010 250-295
/GHTube B FR2-Jx Azl IVS-0030 Clonal Control DNA 40881750 260
IVS-0019 Clonal Control DNA 40881090 285
Intervalo de Tamanho Valido 100-170
IVS-0000 Polyclonal Control DNA 40920010 100-170
IGH Tube C FR3-Jn Verde 15,0030 Clonal Control DNA 40881750
IVS-0019 Clonal Control DNA 40881090 145
Intervalo de Tamanho Vélido 120 - 160, 190 - 210, 260 - 300
IGKTube A Vk-JKk Azul IVS-0000 Polyclonal Control DNA 40920010 135-155
IVS-0007 Clonal Control DNA 40880370 143
VicKa + Intervalo de Tamanho Vélido 210 - 250, 270 - 300, 350 - 390
/GKTube B . tK:, deK Azul IVS-0000 Polyclonal Control DNA 40920010 225 - 245, 265 - 285, 404b«c
INtrao-fae IVS-0007 Clonal Control DNA 40880370 274,282
Specimen Control Vaérios Azul Intervalo de Tamanho Valido 96, 197, 297, 397, 602¢
Size Ladder genes IVS-0000 Polyclonal Control DNA 40920010 96, 197, 297, 397, 602¢

“Nota: Também podera estar presente uma banda a 280 nt e esta é um amplicdo conhecido que esta mesmo fora do limite de tamanho valido para o IGH Tube
(tubo) A

PNota: A distribuicdo normal para os rearranjos do gene IGK estd muito truncada devido a limitada diversidade de jungdo. Por favor, consulte o artigo Rock et al.
para uma explicacdo mais detalhada.’

‘Nota: Em condigBes subdtimas, pode ser detetado um produto ndo especifico de 404 nt no Tube (tubo) B. Para distinguir entre especifico e ndo especifico, um
controlo negativo de ADN ndo devera apresentar esta banda na mesma experiéncia. Se uma banda estiver presente, consideramos a banda como néo
especifica.

dNota:  Uma vez que os fragmentos de PCR mais pequenos sdo preferencialmente amplificados, ndo é invulgar que o fragmento de 602 nt apresente um sinal
diminuido ou esteja totalmente em falta.
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10.2. Dados de Amostras

Os dados apresentados a seguir foram gerados utilizando as master mixes indicadas. Os produtos amplificados foram
processados num aparelho ABI.

. 100% IVS-0019 Panel 1 - 100% VS-0019 Panel 1
345bp i) 285bp
achan ke, ik h\ "
- 100% IV5-0030 Panel 2 - 100% IVS-0030 Panel 2
325bp N 260 bp
Sawalhodi ik 1 d -
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11. Caracteristicas de Desempenho

Este teste de PCR da IdentiClone IGH + IGK B-Cell Clonality € um procedimento rapido e fiavel que é muito mais sensivel do
que a analise por Southern Blot (SB) para a detegdo de clonalidade em casos de suspeita de linfoproliferagcdes. O diagndstico
clinico e histopatoldgico final correlaciona-se bem com os resultados de PCR num nimero mais elevado de doentes em
comparacdo com os resultados de SB.%3

Tabela 9. Estudos de Concordancia

Concordancia PCR/SB:2 Concordancia PCR/SB:3

IGH: 93% sensibilidade/92% especificidade
IGH + IGK: 85% sensibilidade
IGK: 90% sensibilidade/90% especificidade
IGL: 86% sensibilidade/92% especificidade
TCRB: 86% sensibilidade/98% especificidade TCRB: 85% sensibilidade

TCRG: 89% sensibilidade/94% especificidade
TCRD: 83% sensibilidade/95% especificidade

Tabela 10. PCR vs. Andlise de SB relativamente a histopatologia e ao diagndstico final

_ Concordancia PCR/SB: Sensibilidade PCR: Sensibilidade SB:

IGH + IGK: 85% 98% 39%
TCRB: 85% 96% 35%

Um estudo independente conduzido por Sandberg et al. incluiu 300 amostras de doentes com diversos tipos de amostras.>
Nos casos em que foram realizadas anélises por PCR e SB e os resultados puderam ser correlacionados com a histopatologia e
um diagndstico final, a precisdo diagndstica de testes IdentiClone selecionados foi determinada em pelo menos 96%. Isto
mostrou ser bem mais preciso do que a analise por SB, que neste estudo falhou em identificar 23 casos evidentes de
malignidade e sete provaveis malignidades. Ndo ocorreram resultados falsos positivos evidentes gerados pela utilizagdo de
testes IdentiClone e foi constatado um alto nivel de precisdo.® Além disso, um claro beneficio deste ensaio foi o de que os
resultados clonais gerados permitiram a subsequente detec¢do de rearranjos génicos especificos do doente e do tumor para a
detegdo de doenca residual minima.
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13. Assisténcia Técnica e Apoio ao Cliente

Os Representantes de Assisténcia Técnica e Apoio ao Cliente estdo disponiveis de segunda a sexta-feira para esclarecer
duvidas através de contacto telefénico, por e-mail ou no website.

Informag&es para Contacto

d Invivoscribe, Inc

10222 Barnes Canyon Road | Building1 | 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

Servicos Técnicos: support@invivoscribe.com | Apoio ao Cliente: sales@invivoscribe.com | Website: www.invivoscribe.com
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14. Simbolos

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

Data de validade

Referéncia do catalogo

Representante autorizado
na Unido Europeia

<
[=}
-

Volume de reagente
Numero 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 responsdvel no Reino Unido

s [g =~ [
AfrLE R

Q
X

E Representante Autorizado Suico Conformidade Europeia

15. Aviso Legal

15.1. Garantia e Responsabilidade

A Invivoscribe, Inc. (Invivoscribe®) estd empenhada em fornecer produtos com a mais elevada qualidade. A Invivoscribe® garante
gue os produtos cumprem, ou excedem, os padrées de desempenho descritos nas Instrucdes de Utilizacdo, tal como os produtos
com este tipo de folhetos. Se um produto se encontrar abrangido pelas especificagdes do produto e o desempenho ndo
corresponder ao especificado, a nossa politica consiste em substituir o produto ou creditar o prego total de compra. A Invivoscribe®
ndo oferece qualquer outro tipo de garantia, expressa ou implicita. A responsabilidade da Invivoscribe® ndo devera exceder o prego
de compra do produto. A Invivoscribe ndo tera qualquer responsabilidade por danos diretos, indiretos, consequenciais ou
incidentais decorrentes da utilizagdo, resultados da utilizagdo ou incapacidade de utilizacdo dos seus produtos; deve ser
estabelecida a eficdcia do produto sob as condi¢des controladas do comprador e no laboratério do comprador, as quais devem ser
continuamente monitorizadas através de processos definidos e controlados pelo comprador, onde se devem incluir, entre outras, o
teste de controlos positivos, negativos e em branco sempre que uma amostra é testada. O pedido, aceitagdo e utilizagdo do produto
representa a aceitagdo da exclusiva responsabilidade do comprador em assegurar a eficacia do produto e o acordo do comprador
em relagdo a limitagdo da responsabilidade estipulada no presente paragrafo.

Este produto é um produto de diagndstico in vitro e ndo se encontra disponivel para venda ou utilizagdo na América do Norte.

15.2.  Patentes e Marcas Registadas

Este produto esta abrangido por uma ou mais das seguintes: Patente Europeia N.2 1549764, Patente Europeia N.2 2418287, Patente
Europeia N.2 2460889, Patente Japonesa N.2 4708029, Patente dos EUA 8859748 e aplicagbes pendentes e futuras. Todas as
patentes e aplicagBes estdo licenciadas exclusivamente a Invivoscribe®. Patentes adicionais licenciadas a Invivoscribe que abrangem
alguns destes produtos aplicam-se noutros locais. Muitos destes produtos podem exigir métodos de amplificagdo de dcidos
nucleicos, tais como a reagdo em cadeia da polimerase (PCR). Nenhuma licenga ao abrigo das referidas patentes para utilizagdo de
processos de amplificagdo ou enzimas é transmitida expressa ou implicitamente ao comprador mediante a compra deste produto.

Identiclone® é uma marca registada da Invivoscribe®.

©2023 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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