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1. Utilisation prevue

Le test IdentiClone Dx /GH Assay (« Test ») est un dispositif de diagnostic in vitro destiné a la détection de la clonalité par
électrophorése capillaire dans les réarrangements du gene de chaine lourde des immunoglobulines (/GH) dans les
échantillons de sang périphérique comme méthode complémentaire pour le diagnostic des patients suspectés d’étre
atteints d’'une maladie lymphoproliférative a cellules B.

Les résultats positifs (c.-a-d., la détection de la clonalité) ne doivent pas étre le seul critere pour déterminer la présence
de la maladie. Des résultats négatifs n’excluent pas une maladie lymphoproliférative. L’utilisation d’analyses biologiques
supplémentaires (p. ex., numération des globules blancs [GB], morphologie, immunohistochimie, détection des
mutations excitatrices, cytométrie en flux, etc.) et le tableau clinique doivent étre pris en compte dans le diagnostic final
de la maladie lymphoproliférative.

Ce test qualitatif non automatisé est destiné a étre utilisé sur les analyseurs génétiques ABI 3500xL Dx et ABI 3500xL
Genetic Analyzer.

2. Indications/contre-indications

Aucune contre-indication n’est identifiée.

3. Glossaire et abréviations
Glossaire

Tableau 1. Glossaire des termes spécifiques au test IdentiClone Dx /GH Assay

Terme Définition

Amplicon Copies multiples du fragment d’ADN créé par amplification (p. ex., PCR).
Amplification Faire plusieurs copies d’un gene ou d’une séquence d’ADN (p. ex., PCR).
Artefact Un pic rouge détecté par I'analyse de fragments sur I'analyseur génétique ABI 3500xL Dx

Genetic Analyzer qui se trouve a moins de 0,5 paire de bases des 5 pics bleus ou verts les
plus élevés. Si le pic d’artefact est supérieur ou égal au pic bleu ou vert associé, le résultat
du mélange mére (MM) associé sera considéré comme non valide.

Clan Les réarrangements du géne /GH sont identifiés par le test IdentiClone Dx /GH Assay en
utilisant des amorces ciblant les 7 genes de sous-groupe IGHV, IGHV1-7. Les génes des
sous-groupes IGHV peuvent étre classés plus en clans de géne IGHV (Clan |, Il et Ill) en
fonction de leur similitude de séquence.?® Le Clan I inclut les génes des sous-groupes
IGHV1, IGHVS et IGHV7, le clan Il comprend les génes des sous-groupes IGHV2, IGHV4 et
IGHVS, et le clan Il comprend le géne des sous-groupes IGHV3.

Clonal e Un résultat Sample ID (ID de I'échantillon) (définition globale) dans lequel la clonalité
est détectée.

e Résultat de Sample Name (Nom de I’échantillon) (pour un MM) dans lequel un pic
significatif est détecté dans la plage de taille valide.

Détection Partie du test dans laquelle les amplicons sont séparés par électrophorese capillaire et
détectés comme des pics.

In vitro Se produit en dehors d’un organisme vivant.

Indéterminé Un résultat d’échantillon dans lequel les 3 résultats du mélange mere (MM) ont produit
des résultats indéterminés ; ou un résultat de MM d’échantillon dans lequel la présence ou
I’absence de clonalité ne peut pas étre déterminée (c.-a-d., résultat ambigu)

Non valide Un résultat d’échantillon dans lequel les 3 résultats du mélange mere sont non valides ; ou
un résultat de MM d’échantillon qui ne répond pas aux critéres de validité (voir Tableau 8).

Maladie lymphoproliférative | Trouble caractérisé par la prolifération anormale des lymphocytes.

Produit du mélange mére Amplicons générés par I'amplification de 3 MM différents : Tube IGH A (FR1) MM, tube IGH
B (FR2) MM, tube IGH C (FR3) MM.

Contréle négatif Solution tampon contenant de I’ADN polyclonal ; ce contréle devrait produire un résultat
Non-clonal (Non clonal) avec chaque mélange mere.

Non clonal Un résultat d’échantillon dans lequel la clonalité n’est pas détectée ; ou un résultat MM
d’échantillon dans lequel un pic significatif n’est pas détecté dans la plage de taille valide.
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Tableau 1. Glossaire des termes spécifiques au test IdentiClone Dx /GH Assay

Plan de plaque

Représentation visuelle d’une plaque de détection, importée dans I'analyseur génétique
ABI. Ce fichier fournit une disposition de plaque a 96 puits contenant les informations de
série associées, y compris le Sample ID, le Sample Name, le Sample Type (Type
d’échantillon) et le Master Mix (Mélange meére) pour chaque emplacement de puits.

Controle positif

Solution tampon contenant de I’ADN utilisée pour évaluer la validité du test ; ce contréle
devrait produire un résultat Clonal avec chaque mélange meére.

Sample ID

Identification unique associée a un échantillon patient. Chaque Sample ID doit étre testé
avec chaque mélange mere (N = 3) inclus dans le test. Le Sample Name est indiqué par le
mélange mere individuel et les résultats de test spécifiques a la série. Chaque Sample ID
aura au moins 3 résultats associés au nom de |I’échantillon. Voir la Figure 10 pour un
exemple.

Sample Name

Identification unique associée au mélange meére et aux résultats de test spécifiques a la
série associés a un Sample ID (échantillon patient). Voir la Figure 10 pour un exemple.

Saturation

Présence d’un pic avec un RFU trop élevé (=30 000)

Erreur de qualité de la taille Un analyseur génétique ABI 3500xL ou ABI 3500xL Dx Genetic Analyzer a déterminé une

(Qm erreur dans laquelle la similitude calculée entre le schéma de fragment du colorant
standard de taille spécifique et la distribution observée des pics de I’étalon de taille dans
un échantillon n’a pas dépassé le seuil prédéterminé.

Pic significatif Un pic dominant dans une plage de taille valide.

Tableau 2. Définitions des abréviations

bp Paire de bases

EC Electrophorése capillaire : méthode électrocinétique utilisée pour séparer les amplicons par taille.

IC Intervalle de confiance

ADN Acide désoxyribonucléique

FNC File Name Convention (Convention de nommage) : cadre pour nommer les fichiers d’'une maniere qui
décrit leur contenu et leur lien avec d’autres fichiers.

FSA Fichier de données d’analyse de fragments créé par I'instrument d’électrophorése capillaire.

ADNg ADN génomique

IFU Mode d’emploi

I1GH Immunoglobulin heavy chain gene (Géne d'immunoglobuline a chaines lourdes)

IGHFR1/2/3 Les régions charpentes préservées 1, 2 et 3 du gene IGH

IUO Investigational Use Only (Réservé a un usage expérimental)

DIV Diagnostic in vitro

LI Limite inférieure

LdB Limite de blanc

LdD Limite de détection

MM Mélange mere

S. 0. Sans objet

NTC No template control (Contréle sans matrice) (eau) ; ce contréle ne devrait générer aucun pic amplifié
dans la plage de taille valide.

PCN Pourcentage de concordance négative

PCG Pourcentage de concordance globale
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Tableau 2. Définitions des abréviations

Acronyme Définition

SP Sang périphérique

PCR Amplification en chaine par polymérase

PCP Pourcentage de concordance positive

ASP Accumulation de sang périphérique

RPR Rapport des pics relatifs, la valeur utilisée pour déterminer la clonalité.

RUO Research use only (Réservé a la recherche)

Qr Qualité de la taille : une présentation numérique de la similitude entre le motif de fragment pour le

colorant standard de taille spécifié dans la définition de I'étalon de taille et la distribution réelle des pics
de I'étalon de taille dans I’échantillon.

XLSX Format de fichier compatible avec les versions d’Office 2010 et ultérieures. Ce format de fichier peut
étre utilisé pour créer le dossier de plague sur les analyseurs génétiques ABI 3500xL Dx et ABI 3500xL
Genetic Analyzer.

XML Fichier de langue de balisage extensible congu pour stocker et transporter les données. Ce format de
fichier est utilisé pour les parametres de I'instrument de test IdentiClone Dx IGH Assay, le groupe de
résultats et la convention de nom de fichier pour les analyseurs génétiques ABI 3500xL Dx et ABI 3500xL
Genetic Analyzer (inclus avec 91010111).

4. Resume et explication du test

4.1. Contexte
Il est estimé que plus de 900 000 nouveaux cas de maladies lymphoprolifératives a cellules B sont diagnostiqués
dans le monde chaque année, compte tenu de la variété des maladies qui entrent dans cette catégorie.»?3 Les
troubles lymphoprolifératifs a cellules B, tels que les lymphomes et les leucémies, surviennent souvent en raison
de la dérégulation des processus normaux de développement des cellules B, en particulier dans les
réarrangements du gene des chaines lourdes (IGH) des immunoglobulines.
Au cours de I'ontogénie dans les lymphocytes B, le géne /GH subit un processus appelé recombinaison V(D)J, ou la
variable (Vu), la diversité (Dn), et les segments de géne qui rejoignent (Ju) sont réorganisés de maniére aléatoire.*>
Ces segments génétiques réorganisés augmentent la diversité génétique, générant environ 10'? séquences d’ADN
uniques, et permettent au systéme immunitaire de reconnaitre un large éventail d’antigénes.*>® Cependant,
dans les maladies lymphoprolifératives a cellules B, un seul clone de cellule B avec un réarrangement IGH
particulier prolifere anormalement, conduisant a une population de lymphocytes B avec des réarrangements
identiques (ou clonaux) du géne IGH. La détection de ces expansions clonales est une caractéristique des tumeurs
malignes a cellules B.*>67%

Lorsque la réaction en chaine par polymérase (PCR) est appliquée a ces réarrangements de géne, des produits de
longueur et de séquence uniques sont générés pour chaque cellule.>”#° Donc, cette méthodologie peut étre
appliquée pour identifier les populations de lymphocytes dérivées d’une cellule unique en identifiant les
réarrangements uniques du géne V-J présents dans le locus de I'/GH.58°10 | 3 présence de réarrangements
clonaux de I’IGH est utilisée pour confirmer le diagnostic des maladies lymphoprolifératives des lymphocytes B,
faisant la distinction entre les proliférations lymphoides malignes et les proliférations lymphoides
bénignes.11'12'13'14

N

Résumé

Le test IdentiClone Dx /GH Assay comprend trois mélanges meres (MM) PCR, un contrdle positif (IGH POS [+]), un
controéle négatif (NEG [-]), un contrdle sans matrice (NTC), de ’ADN polymérase Taq et le progiciel IdentiClone Dx
IGH Software. Les mélanges meéres de test utilisent plusieurs amorces consensus couplées a un marqueur
fluorescent, congues pour cibler les régions charpentes préservées (FR1, 2 et 3) dans les régions vu ety du locus
IGH. Apres I'amplification, les amplicons marqués au fluorophore sont fractionnés par taille, générant des profils
d’amplicons avec chaque mélange mére PCR. Les données résultantes sont ensuite téléchargées dans le logiciel
IdentiClone Dx /GH Software pour analyse afin de déterminer la validité et I’état de clonalité. Les résultats valides
de chague mélange mére sont compilés pour établir I'état de clonalité de chaque échantillon : Clonal, Non clonal,
Non valide ou Indéterminé.
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5. Principes de la procédure

5.1.  Amplification en chaine par polymérase (PCR)
La région variable (Vu) étant sujette a des mutations somatiques, il est difficile d’utiliser un seul ensemble
d’amorces PCR pour cibler toutes les régions conservées de part et d’autre des réarrangements de Vh-J1. Pour
cette raison, le test IdentiClone Dx /IGH Assay utilise plusieurs amorces consensus de PCR qui ciblent trois régions
charpentes (FR1, FR2 et FR3) et la région Ju du gene IGH. Les amorces consensus sont conjuguées a des colorants
fluorescents et contenues dans trois mélanges méres individuels : MMA, MMB et MMC. (Figure 1) Ces mélanges
meéres amplifient les trois régions charpentes (Framework Regions, FR) et les deux régions déterminant la
complémentarité (Complementarity-determining regions, CDR) a partir d’ADN génomique (ADNg) isolé a partir
d’un échantillon de sang périphérique.

Figure 1. Organisation d’un géne a chaines lourdes d'immunoglobuline réorganisé sur le chromosome 14. Les fleches noires
représentent les positions relatives des amorces qui ciblent la région charpente préservée (FR1/2/3) et les segments de géne
Jy consensus en aval. Les produits d’amplification générés par chacune de ces régions peuvent étre détectés lorsque des jeux
d’amorces fluorescentes sont utilisés avec des instruments d’électrophorése capillaire ayant recours a la détection par
fluorescence.

fmorces Vu-FR1 Amorces Vu-FR2 Amorces Vu-FR3 | Amorce Ju
(amorce consensus)

Amorces famille Vux

IGH FR1 amorce + Ju (amorce consensus)
IGH FR2 amorce + 4 (amorce consensus)
/GH FR3 amorce + Ju (amorce consensus)

5.2 Détection par fluorescence
Aprées I"'amplification, chaque produit de PCR est traité sur un analyseur génétique ABI 3500xL Dx ou ABI 3500xL
Genetic Analyzer, dans lequel les amplicons marqués au fluorophore sont fractionnés par taille. Les paramétres
de série spécifiques au test, tels que les parametres de l'instrument, le groupe de résultats et la convention de
dénomination de fichier, sont inclus sous forme de fichiers XML dans le progiciel IdentiClone Dx /GH Software et
doivent étre configurés avant d’effectuer le test pour la premiére fois. Une fois configurés, les profils d’amplicon
de chaque mélange mére de PCR sont collectés au format de fichier FSA et téléchargés dans le logiciel
IdentiClone Dx /GH Software pour interprétation.

5.3 Analyse logicielle

Le logiciel IdentiClone Dx IGH Software est congu pour compléter le test IdentiClone Dx /GH Assay et éliminer la
subjectivité de I'interprétation de I'électrophérogramme. Les fichiers de données brutes générés par les
amplicons du test avec détection de fluorescence sont analysés en termes de validité et d’état de clonalité tout
en se référant a un plan de plaque configuré pour la tracabilité de I’échantillon.

Comme ce test nécessite trois mélanges méres pour déterminer |'état de clonalité, une hiérarchie de
dénomination est utilisée pour corréler les résultats du mélange meére, identifiés par un Sample Name, avec
I’échantillon du patient, qui est identifié par un Sample ID (voir Figure 9). Chaque ensemble de tests de mélange
meére, comprenant des échantillons, un contréle positif, un contréle négatif et un contréle sans matrice, compose
une « série » et peut étre configuré individuellement a I'aide de la fonction Plate Setup (Configuration de la
plaque) du logiciel et chargé sur la méme plaque, contenant des séries supplémentaires. Une fois la détection
terminée, les fichiers de données sont téléchargés dans le logiciel qui procede a I'analyse en se référant au plan
de plaque pour terminer I'analyse intermédiaire pour ce mélange mere. Si les séries des trois mélanges méres
sont jugées valides, les données sont traitées pour générer des résultats intermédiaires, représentés par des
Sample Names (Noms des échantillons), qui sont affichés pour que I'utilisateur puisse choisir et générer |'état de
clonalité pour chaque Sample ID. Pour plus de détails, consulter le mode d’emploi correspondant du logiciel
IdentiClone Dx IGH Software.
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5.4.
54.1.
5.4.2.
5.4.3.

6. Réactifs
6.1.

Composants du réactif

Tableau 3. Kits disponibles

Référence catalogue

Description

Utilisateur final et environnement d’utilisation
Le dispositif est réservé a un usage professionnel au sein d’un laboratoire d’analyses cliniques.
Le dispositif n’est pas destiné aux tests a proximité du patient ni aux autotests.
Le dispositif n’est pas un test de diagnostic complémentaire.
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Quantité

91010101

IdentiClone Dx IGH Assay

33 réactions

Tableau 4. Composants des réactifs (composants du kit)

Réactif

Mélanges meres

Référence

21010191

Composants du réactif

(substances actives)

IGH FR1

Oligonucléotides multiples ciblant la
région charpente 1 du gene de chaine
lourde de I'immunoglobuline en
solution saline tamponnée.

Quantité
unitaire

1500 ul

Nbre
d’unités

Température
de conservation

1 /l/ -15°C
-30°C

21010201

IGH FR2

Oligonucléotides multiples ciblant la
région charpente 2 du gene de chaine
lourde de I'immunoglobuline en
solution saline tamponnée.

1500 pl

21010211

IGH FR3

Oligonucléotides multiples ciblant la
région charpente 3 du gene de chaine
lourde de I'immunoglobuline en
solution saline tamponnée.

1500 i

ADN de contrble positif
IGH

40883460

IGH

ADNg a partir de cellules cultivées dans
une solution saline tamponnée

100 pl

ADN de contrdle
négatif

40920070

CONTROL |-

ADNg a partir de cellules cultivées dans
une solution saline tamponnée

100 pl

Contrdle sans matrice
(NTC)

40930010

|[CONTROL|NTC|

Eau

100 pl

ADN polymérase
FalconTag®

60970150

Enzyme polymérase ADN FalconTaq

50 ul

Progiciel IdentiClone Dx
/GH Software

91010111

IdentiClone Dx /GH Software
e |dentiClone-Dx-IGH-Software-
1.2.x.IVD.msi

Paramétres du test IdentiClone Dx /GH
Assay

e |GH_IP.xml

e IGH_FNC.xml

e |GH_RG.xml

1 progiciel | 1

*30°C
16°C

IdentiClone Dx IGH Assay
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Conservation et manipulation des réactifs

6.2.1.
6.2.1.1.

6.2.2.

6.2.3.

IMPORTANT

6.2.3.1.
6.2.3.2.
6.2.3.3.

Si les kits de test ne sont pas utilisés immédiatement, ils doivent étre conservés entre -30 °C et -15 °C.
Conserver les mélanges méres de PCR dans I'obscurité pour protéger les amorces marquées au
fluorophore.

Lors de I'ouverture du kit de test, inspecter visuellement chaque réactif pour détecter tout dommage
et/ou fuite.

Décongeler et mélanger soigneusement tous les réactifs et contréles au vortex avant utilisation pour
s’assurer qu’ils sont completement remis en suspension et homogenes.

! Un vortexage excessif peut endommager I’ADN et faire perdre leurs fluorophores aux amorces
marquées. Ne PAS mélanger au vortex le tube contenant de 'ADN polymérase Taq.

Mélanger au vortex a vitesse maximale pendant 5 a 15 secondes.

Centrifuger pendant 2 a 5 secondes.

Lorsqu’ils sont conservés et manipulés conformément aux instructions, les matériaux ouverts restent
stables pendant 6 mois ou 5 cycles de congélation-décongélation, ou jusqu’a la date de péremption
indiquée sur I'étiquette. Ne pas utiliser les kits au-dela de leur date de péremption.

Avertissements et précautions

6.3.1.

6.3.2.

6.3.3.
6.3.4.
6.3.5.

6.3.6.

6.3.7.

6.3.8.
6.3.9.

6.3.10.
6.3.11.

6.3.12.

6.3.13.

Ce produit est réservé a un usage professionnel.

Ce kit de test forme un systeme qui doit étre utilisé tel quel. Ne pas remplacer les réactifs par ceux
d’autres fabricants. Une dilution, une réduction des volumes des réactions d’amplification ou tout autre
écart par rapport a ce protocole peut affecter la performance de ce test et/ou annuler toute sous-licence
limitée accordée avec 'achat de ce kit.

Le respect du protocole garantit une performance optimale et une bonne reproductibilité. Veiller a utiliser
le programme du thermocycleur adéquat, les autres programmes pouvant donner des résultats
erronés/faussés, comme des faux positifs et des faux négatifs.

Eliminer les réactifs non utilisés et les déchets conformément aux réglements en vigueur dans votre pays.
Ne pas mélanger ou combiner les réactifs de kits comportant des numéros de lots différents.

Le personnel de laboratoire doit porter un équipement de protection individuelle (EPI) approprié, et suivre
les bonnes pratiques de laboratoire et les précautions universelles lors de la manipulation des échantillons.
Toujours manipuler les échantillons dans des installations de confinement de sécurité biologique
approuvées et ouvrir les récipients uniqguement dans une enceinte de sécurité biologique certifiée.

En raison de la sensibilité analytique de ce test, prendre de tres grandes précautions pour éviter de
contaminer les réactifs et/ou les mélanges d’amplification avec des échantillons, des contréles ou des
produits d’amplification. Contréler tous les réactifs pour détecter tout signe de contamination (p. ex.
controles négatifs donnant des signaux positifs). Eliminer les réactifs suspectés d’&tre contaminés.

Afin de limiter les contaminations, porter des gants propres lors de la manipulation des échantillons et des
réactifs, et nettoyer systématiquement les plans de travail et les pipettes avant de réaliser la PCR.
L'autoclavage ne permet pas d’éliminer I’ADN issu d’une contamination.

La progression du travail dans le laboratoire réalisant la PCR doit toujours se faire en sens unique entre des
zones de travail séparées : commencer par la préparation des mélanges meres, suivie de la préparation
des échantillons, puis de I'amplification et terminer par la détection. Ne pas amener d’amplicons (c.-a-d.

la plaque PCR apres I'amplification) dans les zones désignées pour le mélange mére ou la préparation des
échantillons.

Conserver toutes les pipettes et les pointes de pipette ainsi que tout le matériel utilisé dans un endroit
spécifique dédié a cette zone du laboratoire.

Utiliser des consommables en plastique stériles et jetables dans la mesure du possible pour éviter toute
contamination par des RNase, DNase ou une contamination croisée.

Une fois le sachet en polymere POP-7 équilibré a température ambiante, examiner l'intérieur du col au
point d’installation. Vérifier que le sachet ne présente pas de polymere sec ou cristallisé. Ne pas installer le
sachet sur l'instrument ABI 3500xL Dx Genetic Analyzer si des cristaux sont présents, car ceux-ci pourraient
avoir un impact sur les performances du test et/ou de I'instrument. Contacter le service clientéle de
Thermo Fisher Scientific.

Tout incident grave, survenu en lien avec le dispositif doit étre signalé au fabricant et aux autorités
compétentes dans I'Etat membre de I'utilisateur et/ou du patient.
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Réactifs, matériaux et équipement
Entretenir tout le matériel conformément aux instructions du fabricant. Le Tableau 5 répertorie les réactifs,
matériels et équipements nécessaires non fournis dans le kit.

Réactif/Matériel/
Equipement

Barrettes a 8 bouchons

Tableau 5. Réactifs, matériel et équipement nécessaires (non fournis)

Fournisseurs et réactifs/matériaux/équipement
recommandés

S.0.
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Remarques

Exemptes de RNase, DNase, DNA, inhibiteur
de PCR

Septums a 96 puits

Thermo Fisher Scientific :
e Septums pour analyseurs génétiques 3500xL Dx
Genetic Analyzer, 96 puits
e Septums pour plaques a 96 puits, pour
3500/SeqStudio™ Flex

S. 0.

Film d’aluminium adhésif
pour étanchéité de plaque

S. 0.

Exemptes de RNase, DNase

Récipient de tampon
anode

Thermo Fisher Scientific :
e Récipient de tampon anode pour analyseurs
génétiques 3500 Dx/3500xL Genetic Analyzer
e Récipient de tampon anode (ABC), pour
3500/SeqStudio Flex

Exemptes de RNase, DNase

Pipettes calibrées

S.0.

Précision requise pour mesurer des volumes
allant de 1 pl a 1 000 pl.

Réseau capillaire

Thermo Fisher Scientific :
e 3500xL Dx Genetic Analyzer 24-Capillary Array 50 cm
e 3500xL Genetic Analyzer 24-Capillary Array 50 cm

S. 0.

Instrument
d’électrophorese capillaire

Thermo Fisher Scientific :

e (UE) Analyseur génétique Dx 3500xL Dx Genetic
Analyzer avec logiciel de collecte de données 3500 Dx
Series 31VD v3.0

e (Etats-Unis) Analyseur génétique Dx 3500xL Dx
Genetic Analyzer avec logiciel de collecte de données
3500 Dx Series 3 IVD v3.2

e Analyseur génétique 3500xL Genetic Analyzer avec
logiciel de collecte des données v1.0 Série 3500

S’assurer que l'instrument est calibré avec le
kit DS-33 Matrix Standard (set de Teinte G5)
avec le GeneScan 600 LIZ Size Standard v2.0

Récipient de tampon Thermo Fisher Scientific : S. 0.
cathodique e Récipient de tampon cathodique pour analyseurs
génétiques 3500 Dx/3500xL Genetic Analyzer
e Récipient de tampon cathodique (CBC), pour
3500/SeqStudio Flex
Septums du tampon Thermo Fisher Scientific : S. 0.
cathodique e Septums pour récipient de tampon cathodique pour
analyseurs génétiques 3500 Dx/3500xL Dx Genetic
Analyzer
e Septums pour récipient de tampon cathodique, pour
3500 et SeqStudio Flex
Réactif de Thermo Fisher Scientific : S. 0.

conditionnement

e Réactif de conditionnement pour analyseurs
génétiques Dx 3500 Dx/3500xL Dx Genetic Analyzer

e Réactif de conditionnement, pour 3500/SeqStudio
Flex

IdentiClone Dx IGH Assay
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Réactif/Matériel/
Equipement

Pointes de pipette a filtre

Tableau 5. Réactifs, matériel et équipement nécessaires (non fournis)

Fournisseurs et réactifs/matériaux/équipement
recommandés

S. 0.
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Remarques

Stériles, exemptes de
RNase/DNase/apyrogéne

Hi-Di Formamide

Thermo Fisher Scientific :
e Hi-Di™ Formamide, Série 3500 Dx
e Hi-Di Formamide

S. 0.

Tubes a faible adhérence

S. 0.

Pour le stockage de I’ADNg ; exempte de
RNase, DNase, ADN, inhibiteur de PCR

Marqueurs de taille LIZ Thermo Fisher Scientific : S. 0.
e GeneScan™ 600 LIZ® taille standard v2.0 — Dx
e GeneScan 600 LIZ dye Size Standard v2.0
Microcentrifugeuse S. 0. Stériles
Spectrophotométre S. 0. Capable de mesurer I'absorbance a 260 nm
UV-Vis a microvolume pour le calcul de la concentration en acides
nucléiques
Plagues ou tubes PCR S. 0. Exemptes de RNase, DNase, DNA, inhibiteur
de PCR
Centrifugeuse de plaques S. 0. Centrifugeuse capable de 1 000 FCR
Polymere POP-7 Thermo Fisher Scientific : S. 0.
e Polymeére haute performance POP-7™ (384) 3500
Série Dx
e Polymére POP-7, pour 3500/SeqgStudio™ Flex
Ensemble de support et Thermo Fisher Scientific : S. 0.

socle

e Ensemble de support et socle (Standard) pour 3500
Dx/3500xL Dx Genetic Analyzer, 96 puits

e Ensemble de support et socle (Standard) pour
3500/3500xL Genetic Analyzer, 96 puits

Eau stérile S. 0. Stérile, exempte de RNase/DNase
Thermocycleur Thermo Fisher Scientific : S. 0.
e Veriti™ Dx
Tampon Tris-EDTA (TE) S. 0. Solution de Tris-HCl 10 mM, pH 8,0 et EDTA
1mM
Remarque : diluer au 1/10e avec de I'eau
Agitateur vortex S. 0. S. 0.

Contacter le fabricant pour connaitre les numéros de référence des produits dans votre région.

IdentiClone Dx IGH Assay
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7. Prélevement et préparation des échantillons

7.1.  Précautions
Les échantillons biologiques humains peuvent contenir des substances potentiellement infectieuses. Manipuler
tous les échantillons conformément a la norme OSHA relative aux agents pathogénes transmissibles par le sang
ou au niveau de sécurité biologique 2.

7.2.  Substances interférentes
Les substances suivantes sont connues pour interférer avec I'amplification par PCR, a éviter si possible :

7.2.1. Agents chélateurs de cations divalents

7.2.2. Pointes de pipette a faible rétention

7.2.3. EDTA (non significatif a faible concentration)
7.2.4. Héparine

7.3.  Exigences et stabilité des échantillons
Ce test nécessite au moins 0,5 ml de sang périphérique anticoagulé avec de 'EDTA.

7.3.1. L"échantillon peut étre conservé entre 2 °C et 8 °C pendant un maximum de 7 jours avant d’étre testé.
7.3.2. L"échantillon peut étre expédié avec une poche réfrigérante ; il ne doit jamais étre congelé.

7.4.  Préparation des échantillons

7.4.1. Extraire ’ADNg des échantillons < 7 jours apres le prélevement.
7.4.2. Quantifier ’ADNg extrait a I'aide d’un spectrophotométre UV-Vis a microvolume.
7.4.3. Préparer une dilution d’ADNg dans 50 ng/ul avec 1/10e de TE.
7.4.3.1. Pour I'amplification avec chaque mélange meére, 5 ul d’ADNg a une concentration de 50 ng/ul est
requis.

= Préparer au moins 15 pl a 20 ul d’ADNg dilué.

7.4.3.2. Si la concentration d’ADNg disponible est < 50 ng/ul, réextraire les échantillons patients.

7.5. Conservation des échantillons

7.5.1. Conserver ’ADNg entre 2 °C et 8 °C pendant 7 jours au maximum avant utilisation ou entre -30 °C et -15 °C
pendant 3 ans au maximum avant utilisation.
7.5.2. Conserver les échantillons d’ADNg dilués dans des tubes a faible adhérence.
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8. Procédure de test

Remarque : Ce test nécessite I'utilisation de ce document en association avec le mode d’emploi du logiciel IdentiClone Dx /GH Software.

Figure 2. Schéma opérationnel du test

Préparation des Amplification Préparation de Analyse des Analyse des Résultat de
échantillons PCR la détection fragments résultats la clonalité
4 Mode d’emploi du Mode d’emploi Mode d’emploi Mode d’emploi du
test du I09|C|el du test logiciel
e Préparation du s Créerunplan de e Installer les ¢ Sélecflionr‘rer les
mélange mére plaque paramétres données &
e Amplification Mode d’emploi du test analyser L.
PCR du test o Analyse des e Déterminer I'état
utes X fragments par de clonalité final
e Préparation de la H Iegfrop hofése et générer des
plaque de rapports

\ J N détection ‘ canillaire

\ d’échantillons J

Re-CE La répétition du test commence ici

Re-Amp La répétition du test commence ici Retester,

le cas échéant

Re-Extract La répétition du test commence ici

Mode d’emploi

du test

e Retester, le cas
échéant
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Préparation du mélange mere
= Inclure les controles de série (controles positif, négatif et sans modeéle) avec chaque série.
= Un réplicat d’échantillon est requis pour le test avec chague mélange mére.

8.1.1. Sortir le ou les mélanges meres, le controle positif, le contréle négatif, le NTC et I'échantillon d’ADNg dilué
(50 ng/ul) du lieu de conservation et laisser le ou les tubes décongeler complétement a température ambiante,
puis mélanger au vortex a vitesse maximale pendant environ 15 secondes

8.1.2. Sortir la Tag DNA Polymerase du lieu de conservation et la conserver au froid (c.-a-d. sur de la glace ou sur un
bloc froid).

IMPORTANT ! Ne PAS mélanger au vortex le tube enzymatique Taq DNA Polymerase.
8.1.2.1. Centrifuger le ou les tubes pendant 2 a 5 secondes dans la microcentrifugeuse.

Remarque : Des étapes de centrifugation sont nécessaires pour recueillir tout le liquide au fond d’un tube ou d’un puits
de plaque. Des vitesses et des durées approximatives peuvent étre utilisées lorsque la réussite de la
collecte est confirmée visuellement par 'utilisateur. Les vitesses et les durées indiquées sont incluses a
titre de recommandation.

8.1.3. Utiliser les directives ci-dessous pour calculer le nombre total de réactions (N) pour chaque mélange mere :
® Inclure au moins un volume réactionnel supplémentaire pour tenir compte de I'erreur de pipetage.
n Nbre d’échantillons
+1 ADN de contrdle positif (IGH POS (+))
+1 ADN de contréle négatif (NEG (-))
+1 Controle sans matrice (NTC)
+1 Volume réactionnel supplémentaire
N = (n+4) Nbre d’échantillons + 3 contréles + 1 volume réactionnel
- supplémentaire
8.1.3.1. Ajouter le volume calculé pour chaque mélange mere dans des tubes étiquetés distincts, en utilisant
N x 45 pl.
8.1.3.2. Ajouter le volume calculé de Tag DNA Polymerase a chaque mélange mére, en utilisant N x 0,25 pl.
8.1.3.3. Mélanger au vortex le mélange mére + la ou les solutions Tag DNA Polymerase a vitesse maximale

pendant 5 a 15 secondes.
= Ne PAS mélanger au vortex ’ADN polymérase Taq avant de I'ajouter a chaque mélange mére.
Ne mélanger au vortex qu’apres la formulation avec le mélange mére.

8.1.3.4. A V’aide d’une microcentrifugeuse, centrifuger les tubes entre 2 et 5 secondes.

8.1.4. Pour chaque réaction, combiner 45 pul de la ou des solutions d’ADN polymérase MM + Taq avec 5 ul de matrice
(échantillon d’ADNg dilué dans 50 ng/ul, contréle positif, contréle négatif ou NTC) dans les puits individuels
appropriés d’une plague ou d’un ou de plusieurs tubes de PCR.

8.1.4.1. Pipeter plusieurs fois, puis fermer le tube ou sceller la plaque avec des barrettes de bouchon ou un film
d’étanchéité ; OU

8.1.4.2. Fermer le tube ou sceller la plaque avec des barrettes de bouchon ou un film d’étanchéité, puis mélanger
au vortex a vitesse maximale pendant environ 15 secondes.

8.1.4.3. En cas d’utilisation d’un tube PCR, centrifuger le ou les tubes pendant 2 a 5 secondes a I'aide d’une

microcentrifugeuse. En cas d’utilisation d’une plaque PCR, centrifuger la plaque a 1 000 FCR pendant
environ 30 secondes.
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8.2.  Amplification PCR

8.2.1. Amplifier le ou les tubes ou la plaque selon les parametres PCR fournis dans le Tableau 6.
8.2.1.1. S’assurer que le réglage du Reaction Volume (Volume de réaction) est de 50 ul et que la Cover
Temperature (Température de couverture) est réglée sur 105 °C.
8.2.1.2. S’assurer que le réglage du Reaction Volume est de 50 pl et que la Cover Temperature est réglée
sur 105 °C.
8.2.2. Une fois le programme de PCR terminé, retirer la plague ou les tubes d’amplification du thermocycleur.
8.2.2.1. Les produits de PCR peuvent étre conservés entre 2 °C et 8 °C jusqu’a 7 jours ou entre -30 °C et -15 °C
jusqu’a 3 mois avant la détection.
8.2.2.2. Suivre la section Créer un plan de plaque du mode d’emploi du logiciel pour créer un plan de plague avant

de passer a la section 8.3.

Tableau 6. Paramétres de PCR

Etape Température Vitesse de
montée en
température

1 95°C 7 minutes 1 75 %

2 95 °C 45 secondes 35

3 60 °C 45 secondes

4 72°C 90 secondes

5 72°C 10 minutes 1

6 15°C ©o Maintenir

8.3.  Préparation de la plaque de détection

Remarque : S’assurer que le plan de plague a été créé conformément a la section Créer un plan de plague du mode
d’emploi du logiciel.

8.3.1. Laisser un nombre approprié de tubes de Hi-Di formamide décongeler a température ambiante.
" La taille unitaire du Hi-Di formamide, 3500 Dx Series est de 5 ml.

Remarque : Pour éviter les cycles de congélation/décongélation, le Hi-Di formamide peut étre décongelé, mélangé et
aliquoté dans des tubes de 2 ml a un volume de 1 ml et conservé conformément aux instructions du

fabricant.
8.3.2. Sortir un tube de marqueur de taille LIZ v2.0 Dx du réfrigérateur.
8.3.3. Mélanger au vortex le Hi-Di formamide et le standard de taille LIZ a la vitesse maximale pendant 5 a
15 secondes.
8.3.4. Centrifuger les tubes pendant environ 2 a 5 secondes.
8.3.5. Dans un nouveau tube au volume approprié, combiner la quantité requise de Hi-Di Formamide avec les étalons
de taille LIZ.
8.3.5.1. Le rapport final doit étre de 0,056 (56 pl d’étalon de taille LIZ + 1 000 ul de Hi-Di Formamide).
= S’assurer que le volume de solution LIZ:Hi-Di est suffisant pour aliquoter 19 ul par réaction.
8.3.5.2. Mélanger la solution au vortex a la vitesse maximale pendant 5 a 15 secondes, puis centrifuger pendant
2 a 5 secondes.
8.3.6. Centrifuger la plaque ou les tubes d’amplification de la section 8.2.2 a 1 000 FCR pendant 30 secondes.
8.3.7. Dans une nouvelle plaque PCR a 96 puits, combiner 19 pul de solution LIZ:Hi-Di avec 1 ul de produit PCR par
puits.

= Vérifier qu’un seul type de matrice de réaction (c.-a-d., échantillon, contrdle positif, contréle négatif,
contréle sans matrice) est présent par puits.

8.3.8. Ajouter 20 ul de Hi-Di Formamide dans les puits vides de I'injection de 24 puits.
= Chaque injection sur les analyseurs génétiques ABI 3500xL Dx ou ABI 3500xL Genetic Analyzer évalue
24 puits a la fois.
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8.3.9. Mélanger la plaque de détection en :
8.3.9.1. Pipetant plusieurs fois de haut en bas, puis en scellant |la plaque avec des barrettes de bouchon ou une
feuille d’étanchéité ; QU
8.3.9.2. Scellant la plague avec des barrettes de bouchon ou un film d’étanchéité, puis en mélangeant au vortex
a vitesse maximale pendant 15 secondes.
8.3.9.3. Centrifugeant la plaque a 1 000 FCR pendant 30 secondes.
8.3.9.4. Dénaturant la plaque de détection selon les parametres du Tableau 7 sur le thermocycleur.

Remarque : Consulter la section 8.3.1 pour confirmer que les volumes de réactif ABI sont suffisants pour la série.

Tableau 7. Parameétres de dénaturation

Etape Température Durée Vitesse de
montée en
température
1 95°C 3 minutes 1 75%
2 4°C 5 minutes 1
8.3.9.5. S'assurer que le réglage du Reaction Volume est de 20 ul et que la Cover Temperature est réglée sur
105 °C.
8.3.10. Démarrer la série.
8.3.10.1. Une fois le programme de dénaturation terminé, retirer la plaque de détection du thermocycleur et

centrifuger la plaque a 1 000 FCR pendant 30 secondes.

8.4. Installer les parameétres du test

Les parametres du test peuvent étre importés a partir du fichier /GH IP.xm/fourni, inclus dans le progiciel IdentiClone
Dx IGH Software ([REFl 91010111) et nécessite la bibliothéque VD ABI 3500 Dx Series Data Collection Software 3.

Remarque : La section 8.4 est requise pour la premiére utilisation de ce test avec n'importe quel instrument ABI.
Remarque : Confirmer que les paramétres du test sont correctement définis avant de passer a la section 8.5.

IMPORTANT ! Les parametres Instrument Protocol (Protocole de I'instrument) et Sizecalling Protocol (Protocole
d’identification de la taille) détermineront comment les échantillons seront traités (c.-a-d., analyse
des fragments). Il est essentiel de s’assurer que les paramétres corrects sont enregistrés avec le bon
nom de test (paramétres de linstrument IGH) pour une exécution correcte du test.

8.4.1. Importer les parametres de I'instrument IdentiClone Dx /IGH Assay dans I'instrument ABI.
8.4.1.1. Double-cliquer sur I'icone ABI 3500 Dx pour ouvrir le 3500 Dx Series Data Collection Software 3 IVD.
8.4.1.1.1. Dans le menu du tableau de bord, cliquer sur Library (Bibliothéque) ().
8.4.1.1.2. Cliquer sur Manage (Gérer) (* Manage ), puis sélectionner Tests dans le menu déroulant.
8.4.1.1.2.1. Sélectionner I'icbne Import (Importer) (@ Import), puis naviguer jusqu’au chemin de fichier

du progiciel et sélectionner IGH-IP.xml/.

8.4.2. Importer la convention de nom de fichier du test IdentiClone Dx IGH Assay dans I'instrument ABI.
8.4.2.1.1. Cliguer sur Manage (R Manage), puis sélectionner File Name Convention (Convention de nom de
fichier) dans le menu déroulant.
8.4.2.1.1.1. Sélectionner I'icone Import (Importer) (|_Q Impert), puis accéder au chemin de fichier du
progiciel et sélectionner /GH-FNC.xml.
8.4.3. Importer le groupe de résultats du test IdentiClone Dx /GH Assay dans l'instrument ABI.
8.4.3.1.1. Cliquer sur Manage (R Manage) puis sélectionner Results Group (Groupe de résultats) dans le

menu déroulant.

8.4.3.1.1.1. Sélectionner I'icne Import ({E Impert) puis accéder au chemin de fichier du progiciel et
sélectionner /GH-RG.xml.
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Vérifier que les parametres appropriés de I'Instrument Protocol (Figure 3) et du Sizecalling Protocol (Figure 4)

sont correctement configurés et enregistrés dans la bibliothéque de tests sur I’ABI 3500 Data Collection

Software.

Figure 3.

Protocole de I'instrument

Setup an Instrument Protocol

?.d!j IGH Instrument Parameters - Edit Instrument Protocel IC_Dx_IP

Application Type: |Fragment -

Instrument Protocol Setup Help @

Polymer: |POP7

Capillary Length:

Dye Set:

Instrument Protocol Properties

Dizable Narne Filter

* Run Medule: [FragmentAnalyslsS(!_POP?xl

* Protocel Mame: ‘ IC_Dx 1P

‘ Locked

VI Run Modules for 24 capillary are only available in the list.

Description:

= Advanced Options

Run Time (sec.):

First Read Cut Time (ms):

Oven Temperature (°C): 60

1630

Voltage Tolerance (kVolts): 07

200

Mermalization Target:  4500.0

Run Voltage (kVolts):

PreRun Time (sec.;:

Following values are not recormmended to be changed.

Second Read COut Time (ms):

MNormalization Factor Thresheld Min: 0.3

19.5 Prefun Veoltage (kVelts): 15

180 Injection Time (sec): 7

Voltage £ of Steps (nk): 30 Voltage Step Interval (sec.):

MNormalization Facter Thresheld Max

Injection Voltage (kVolts): 1

Data Delay (sec): 1

15

30

Apply to Assay

Save to Library

Figure 4. Onglets Sizecalling Protocol

Setup a Sizecalling Protocol

* Protocol Name: | 1C_Dx JGH_59

Deseription:
SueStandard: | GSB0OLE =
Sizecaller: SuzeCallervil0 ~|

[‘Analysis Settings | QC Settings|

AnalysisRange  [Full = sazingRange:  [Full v

Size Calling Methed:

Analysis Start Point: | 0 Sizing Start Size: | 0 Primer Peak:
Analysis Stop Point: | 1000000 Sizing Stop Size: | 100000
Sue ¥ Green [y Yellow [y Red 4 Purple Orange
Minimum Peak Height | 111 m it 11 ey 50
Commen Settings
Use Smocthing
Use Baselining (Baseline Window (Pts)) [@ s
Minimum Peak Half Width | 2
PeskWindowSize | 15
Polynomis Degres | 5
Stape Theeshold Pesk Start | 00
Slope Threshold PeakEnd | 00

Setup a Sizecalling Protocol

2

* Protocol Name:  IC_Dx_IGH_SP [ILocked
Description:
Sascaller
Analysis Settings| QC Settings
o

Size Quality

Assume Linearity from (bp): 0 To(bp): 800

PullUp

Actuate Pull-Up flag if Pull-Up Ratio s 01  and Pull-UpScans 1

Close

Apply to Assay | | Saveto Library
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8.4.4.1. Enregistrer les parameétres du test dans la bibliothéque de tests ABI 3500 Dx en utilisant le nom /C_Dx_/P
pour le protocole de I'instrument et /C_Dx_/GH_SP pour le protocole d’identification de la taille,
exactement comme indiqué sur la Figure 5.
Figure 5. Parametres de I'instrument de test
:__'!j Edit Assay IGH Instrument Parameters [ = |
Setup an Assay
Assay Setup Help @
* Assay Name: | IGH Instrument Parameters ! [C] Locked Color:

Application Type: [ Disable Filters

Protocols

Do you wish to assign multiple instrument protecols to this assay? @ No (0 Yes

* Instrument Protocol: ’IC_D)(_IP VI ’ Create New]

* Sizecalling Protocol: (1C_Dx JGH 5P - [ Create New|

L
8.4.4.2. Dans la section File Name Convention (Convention de nom de fichier), cliquer sur I'icne du crayon ._/.:r
pour s’assurer que les paramétres de la convention de nommage (FNC) correspondent a ceux de la
Figure 6 et sont enregistrés sous /C_Dx_FNC(comme illustré).
8.4.4.2.1. La FNC détermine les champs de données et I'ordre dans lequel les fichiers de données résultants
(fichiers FSA) seront contenus.
8.4.4.2.2. Vérifier que les attributs sélectionnés correspondent a I'ordre indiqué sur la Figure 6.
IMPORTANT : Confirmer que le champ Sample Name (Nom de I’échantillon) figure en premier dans la liste des

IdentiClone Dx IGH Assay

Selected Attributes (attributs sélectionnés).

Figure 6.

Attributs de la File Name Convention

B Edit File Name Convention IC_Dx FNC

Setup a File Name Convention

* Mame: | IC_Dx FNC [Locked

Select File Name Attributes.

Preview of File Name:  <Sample Name>_<Well Position>_<Date of Run>_<Time of Run>

Available Attributes
P T N Add>>

Run Name

Sample Type << Remove

Specimen Name

Unique Time Stamp Integer

User Defined Field 1

User Defined Field 2

Move Up

Move Down
¥ Delimiters

Selecta delimiter  [Underscore (_) i

(] Add between attributes | Add »»
Add a custom value to available attributes (optional)

Custom Text 1: Custom Text 2:

Select File Location
@ Default File Location  D:\Applied Biosystems\3500\Data

O Custom File Location

Browse...

Color: | Black ~

Selected Attributes
Sample Name
Underscore ()
Well Position
Undlerscore ()
Date of Run
Undlerscore ()
Time of Run

Custom Text 3
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8.4.5. Dans la section Results Group (Groupe de résultats), cliquer sur I'icbne du crayon —"'J pour s’assurer que les
parametres du Results Group (RG) correspondent a ceux de la Figure 7 et sont enregistrés sous IC_Dx_RG
(comme illustré).
8.4.5.1. Le groupe de résultats est utilisé pour nommer, trier et personnaliser les dossiers dans lesquels les fichiers
de données d’échantillons sont stockés.
8.45.2. Vérifier que les attributs sélectionnés correspondent a I’ordre indiqué sur la Figure 7.
IMPORTANT :

Configurer correctement la convention de nommage et le groupe de résultats comme indiqué
ci-dessus pour éviter toute erreur d’analyse des données.

Figure 7. Attributs du Results Group (Groupe de résultats)
B Edit Results Group IC_Dx_RG =
Setup a Results Group “
o

* Name: | IC_Dx RG

[Fltocked Color: [Black -

Preview of Results Group Name:  <Plate Name>_<Assay Name>_IC_Dx_RG

Select Resuhs Group Attributes

Available Attributes Selected Attributes

Plate Mame
Underscore ()

Injection Number

1P Name

Legged in User Name

PA Protocol Name
Move Up

Prefix

Start Instrument Run Date/Time Stamp

Cikfiv P

L << Remove Assay Name
Underscore ()
Results Group Name

+ Delimiters

Enter 3 custam value 25 either the Prefix or Suffix (optional)

Prefic Suffoc

Select Reinjection Folder Option
® Store reinjection sample files in 2 separate Reinjection folder (same level as Injection folders)
Store reinjection sample files with eriginal sample files (same level)
Select Folder Option

@ Defaultfile location  D:\Applied Biosystems\3500\Date\ <IR Felder=\<Plate Name>_<Assay Name=_IC_Dx RG\<Inj Folder>
Custom file location

¥ Include an Instrument Run Name folder
@] Include  Result Group Name folder

@] Include an Injection folder

8.5.  Analyse des fragments par électrophoreése capillaire
8.5.1. Vérifier I'état des consommables de I'instrument.

8.5.1.1. Dans le tableau de bord de I'instrument ABI, cliquer sur Refresh (Actualiser), puis contrdler le temps
restant de I'instrument et le nombre d’injections effectuées pour les consommables (Figure 8), et vérifier
les éléments suivants :
8.5.1.1.1. Volumes de réactif ABI suffisants pour la ou les séries d’électrophorése capillaire (EC) ;
8.5.1.1.2. Les tampons, le polymere et le capillaire n’ont pas dépassé la durée maximale autorisée sur
I'instrument ;
8.5.1.1.3. Le nombre d’injections restantes pour chaque composant est suffisant pour le nombre d’injections
requises pour la ou les séries d’'EC ; et
8.5.1.1.4. Le POP7 restant est suffisant pour le nombre d’échantillons dans la ou les séries.
8.5.1.2.

Si un consommable est périmé ou doit étre remplacé, suivre les instructions du fabricant pour effectuer
la maintenance nécessaire avant de continuer.
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Figure 8. Tableau de bord ABI— Consommables

Quick View
~ Gauges

POPT Polymer ABC - (Anode) €BC - (Cathode) 50cm - 24 cap Array

192 3 o 64 9%
5 v o 2 Vi, s T R

2 \-]‘ r -
n’ )/_'..m nl / P nI / —.7 n."\J \m

324 Samples Remaining 5 Days 4.7 Hrs Remaining 5 Days 4.9 Hrs Remaining 14 Injections Performed
20 Injections Remaining (50 Injections Remaining) (50 Injections Remaining)

Instrument: 3500 Instrument State: Idle View Instrument Sensor Details
Laser: Off Oven:  Off

Pre-Heat the Oven

Set Temperature to:
Oven Temperature (“C): 284
EP: Off Oven Door:  Cl =
ven Joor: Hlese Detection Cell Tempersture (°C): 23.1 [60 ] ¢y [ start Pre-Heat
Instrument Door: ~ Close
~ Consumables Information
Refresh | @
Consumable ‘Name Status. Days on Instrument | Expiration Date | LotNumber | Part Number
Pouch [WelPor? 384 Samples Remaining 1 Day 10.4 Hrs 07-Dec-2021 11... 2105173 4303700
AnodeBuffer  [WDJABC 5Days 47 His Remaining 1 Day 19.3 His 20-Jan-2022 11... 2105141 4393925
Cathode Buffer  [WBICBC 5Days 49 HisRemaining 1 Day 19.1 Hrs 05-0ct-2021 T1... 2101145 2408256
Capillary Aray ~ [WDI50cm - 24 cap 146 Injections Remaining 7 Days 1.7 Hrs 22-Jan-202211... P8 4404688 - Serial # M520LP805
~ Calendar Reminders ¢
Name ‘Pnonty |Nom<atmn Date Description Action "
Cleanthe anode buffer cup pin-..  HIGH  20-Aug-202112:00:00 AM Clean the anode buffer cup pin-valve assembly on the palymer del... v R
Flush Pump Trap HIGH  10-Aug-2021 12:00:00 AM Flush Pump Trap < ”
Clean Drip Tray HIGH  10-Aug-2021 12:00:00 AM Clean Drip Tray v %
Replace cathode buffer containe..  HIGH  10-Aug-2021 12:00:00 AM Replace cathode buffer container septa v %
Clean Autosampler HIGH  10-Aug-2021 12:00:00 AM Clean Autosampler o R v

8.5.1. Importer le plan de plaque ABI (CSV) terminé et créé avec le logiciel IdentiClone Dx /IGH Software (consulter la

section Créer un plan de plaque dans le mode d’emploi du logiciel).

IMPORTANT ! S’assurer qu’un fichier LIVS a été créé lorsque le plan de plaque a été généré. Si le fichier LIVS est

manquant, le logiciel IdentiClone Dx /IGH Software ne pourra PAS effectuer I’analyse des résultats.

8.5.1.1. Cliquer sur Create New Plate (Créer une nouvelle plague) et saisir un nom pour la plaque.

8.5.1.2. Sélectionner 96 comme Number of Wells (Nombre de puits).

8.5.1.3. Sélectionner Fragment comme Plate Type (Type de plaque).

8.5.1.4. Sélectionner 50 cm comme Capillary Length (Longueur capillaire).

8.5.1.5. Sélectionner POP7 comme Polymer Type (Type de polymere).

8.5.1.6. Cliquer sur Assign Plate Contents (Attribuer le contenu de la plaque).

8.5.1.7. Cliquer sur Import (Importer).

8.5.2. Vérifier que les attributs corrects du plan de plaque ont été importés.
8.5.2.1. Ouvrir le plan de plaque ABI (CSV) créé avec le logiciel IdentiClone Dx /GH Software.
8.5.2.1.1. Vérifier que tous les puits d’échantillon et de contréle sont correctement nommeés et que chaque

puits se voit attribuer I’Assay (Test), la File Name Convention et le Results Group corrects (voir les
sections 8.4.5 et 8.4.3, respectivement).

8.5.2.2.

Si le plan de plague ne correspond pas a la configuration prévue, créer un nouveau fichier de plan de
plaque ABI a partir de la section 8.5.1.

IMPORTANT ! NE PAS modifier le plan de plaque a I’aide de I’analyseur génétique ABI. Utiliser le logiciel pour
modifier le plan de plaque afin de s’assurer que le fichier LIVS associé est également mis a jour.

Si le plan de plaque et les fichiers LIVS sont mal alignés, le logiciel ne pourra PAS effectuer I’analyse
des résultats.

8.5.2.3. Sélectionner tous les puits qui ne contiennent pas de réaction (échantillon ou contréle), cliquer avec le

bouton droit de la souris et sélectionner Delete (Supprimer) pour empécher la génération des résultats.

Remarque : Si cette étape n’est pas effectuée, cela peut entrainer des erreurs de QT et/ou endommager le capillaire.

8.5.2.4. Cliquer sur Save Plate (Enregistrer la plaque), puis cliquer sur Link Plate for Run (Associer la plague pour

la série).
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8.5.3. Exécuter la plaque sur I'analyseur génétique ABI 3500xL Dx ou ABI 3500xL Genetic Analyzer.
8.5.3.1. Charger la plaque de détection appropriée (préparée dans la section 8.3) sur I'instrument ABI
conformément aux instructions du fabricant.
8.5.3.1.1. Vérifier que tous les puits occupés dans la plaque de détection sont exempts de bulles d’air et que
le contenu se trouve au fond du puits.
8.5.3.1.2. Vérifier que I'orientation de la plaque est correcte lorsqu’elle est placée dans I'instrument.
8.5.3.1.3. Vérifier que la position de la plaque sur 'instrument ABI est correctement sélectionnée (plaque A

contre plaque B).

8.5.3.2. Cliquer sur Start Run (Démarrer la série).
= Linstrument effectue l'initialisation et si tous les controles de qualité internes donnent un état
Succes, la série commence.

8.5.3.2.1. S’assurer que la série a commencé ; vérifier que le fond du jeu d’échantillons dans la premiére
injection sur I’écran de la plaque devient vert.
8.5.4. Préparer les données de la série pour I'analyse
8.5.4.1. Apres la série ABI, vérifier que la série est terminée sans erreurs, puis naviguer jusqu’a 'emplacement du

fichier contenant les résultats de la série au format FSA.
= L’emplacement du fichier FSA est déterminé par le Results Group, enregistré dans la section 8.4.1,
Figure 5.

8.5.4.1.1. Copier les fichiers FSA au méme endroit contenant les fichiers LIVS générés par le logiciel.
= |'emplacement du fichier LIVS est spécifié pendant la Plate Setup (Configuration de la plaque)
(consulter le mode d’emploi du logiciel) au moment de I'enregistrement du plan de plaque.

8.5.4.1.2. Procéder a I'analyse des données a I'aide du logiciel IdentiClone Dx IGH Software, voir la
section Analyse des résultats dans le mode d’emploi du logiciel correspondant.

8.5.4.2. Retirer la plague de la base de I'instrument ABI et |a jeter.

Contréle qualité

Des controles positifs, négatifs et sans matrice sont fournis avec le kit et doivent étre inclus chaque fois que le test est
réalisé. Les données générées par le test seront interprétées par le logiciel IdentiClone Dx /IGH Software, comme décrit
dans la section 9.
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9. Interprétation des résultats

9.1. Points de contrdle du logiciel
Le logiciel IdentiClone Dx IGH Software interpréte les données générées par l'instrument ABI en suivant une logique
prédéterminée qui nécessite des points de controle de validité pour poursuivre avec I'étape d’analyse suivante (voir
Figure 9). L’état de la clonalité de I'échantillon (c.-a-d., résultat Sample ID) nécessite au moins un résultat d’une série
valide pour chaque mélange meére (c.-a-d., résultats du Sample Name).

Figure 9 : Schéma d’interprétation du test
e lesrésultats de 3 Sample Names sont combinés pour déterminer le résultat de clonage final pour le Sample ID.
e  Le résultat final de clonage nécessite un résultat Sampl/e Name provenant d’une série valide (pour chague mélange meére) générée

a partir de chacun des 3 mélanges meéres. Ces résultats doivent provenir d’une série valide et peuvent inclure des résultats non
valides et indéterminés.

o Le Sample Nameattribué a chaque mélange mere est lié au Sample ID.
IGH FR1 Tukee A e MARA Sompls Nome_nMA Sormpte Nome_nA
SampleName_MMA ___ IRY du comtrla - validité da = Etat de donolita
/ da saria rachantillon
. {GHFRZ Tube B
d ADNQ IGH FR2 MMB _ ?ampia Nome_ &g
— SampleName_MMB ___ ¥ du contrbla 18 i = Etal da donalité
ID de I"&chontillon da séria | . .'

ID de
l'échantillon

Etat de clonalité

IGH FR3 Tube IGH FR3 MMC Sompls Names_MMC Sompis Name_MMC
SampleN ame_MMC » B ité du controla E ¥Yalidité da . Etat da donalita
da =éria Fachontillon
o’
Nom de Validité de la Validité de Clonalité de ID de
I'échantillon série I'échantillon I'échantillon I'échantillon
attribug par perdormances de parformance de par melangs mére résultats valides du
mealange mére ; controle por malaonge I"&chontillon par rmelange mére == atat
ligdun D de mare ma&langs mére de clonalité de

I'échantillan I'echantillon

9.1.1. Les controles de série sont évalués pour déterminer la validité de la série.
9.1.1.1. Un état de série valide nécessite que les 3 types de contrdles de série (positif, négatif et aucun modele)
générent des résultats valides ; sinon, I'état de la série n’est pas valide.
9.1.1.2. Tous les résultats du Sample Name inclus dans une série non valide seront automatiquement considérés

comme non valides et I'analyse ne se poursuivra pas.

IMPORTANT ! Seules les séries valides, qui nécessitent que les 3 contrdles soient valides, passeront a I'étape
suivante.
9.1.2. La validité des résultats du Sample Name d’une série valide est évaluée (par mélange mére individuel).
9.1.2.1. Un résultat Sample Name non valide ne fera pas I'objet d’une analyse supplémentaire (c’est-a-dire, I'état
de clonalité du mélange mére).
9.1.3. Les résultats du Sample Name valides sont évalués en termes de clonalité (par mélange meére individuel).
9.1.3.1. Clonal
9.1.3.2. Non clonal
9.1.3.3. Indéterminé
9.1.4. Des résultats valides du Sample Name pour les 3 mélanges meres sont évalués pour déterminer |'état de
clonalité de I'échantillon (résultat du Sample ID [ID de I’échantillon]), voir la Figure 10.
9.1.4.1. Si un ou plusieurs résultats du Sample Name (ou mélange mére-échantillon) sont Clonal, le résultat du
Sample ID est Clonal.
9.14.2. Si tous les résultats du Sample Name (ou mélange meére échantillon) sont Non-Clonal, le résultat du
Sample ID est Non-Clonal.
9.1.4.3. Si les résultats du Sample Name (ou mélange mére-échantillon) sont un mélange de résultats

Indeterminate (Indéterminé) et Non-clonal (Non clonal), le résultat du Sample ID est Indeterminate
(Indéterminé).
9.1.4.4. Si un résultat du Sample Name (ou mélange mére-échantillon) est non valide et que d’autres résultats sont
Non-Clonal ou Indeterminate, le résultat du Sample ID est Invalid (Non valide).
9.1.4.4.1. Des résultats non valides pour le Sample Name (ou mélange mére-échantillon) d’une série valide
peuvent étre retestés conformément a la section 10 pour résoudre I'état de clonalité du Sample ID.
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Figure 10. Schéma d’interprétation des échantillons

Valide Valide Valide
(IGHFR1) IGH FR2) >H FR3)
Résultat Résultat

Un résultat de
mélange mere
est-il clonal ?

Clonal Les 3 résultats
du mélange
mére sont-ils
(1TE]
non clonaux ?

Au moins un résultat
de mélange meére
est clonal

Non clonal Des résultats de
mélange mére
sont-ils non
valides ?

Les 3 résuftats de
mélange mere sont
non clonaux

Indéterminé

meélange de
mélanges
clonaux et
indétermines

10. Retester, le cas échéant

10.1. Analyses non valides

10.1.1. Une série dans laquelle I'un des contréles ne répond pas aux critéres de validité est une Invalid Run (Série non
valide). Répéter la série avec tous les échantillons, le contrdle positif, le controle négatif et le NTC. Chaque
mélange meére est analysé indépendamment.

10.1.2. Répéter la série conformément au mode d’emploi du logiciel associé, en fonction du ou des codes d’erreur
répertoriés dans le rapport de série du logiciel IdentiClone Dx IGH Software.

10.2. Echantillons non valides au sein de séries valides
Les résultats de Sample Name non valides générés a partir d'une série valide nécessitent un nouveau test si les
résultats de Sample Name des autres mélanges méres incluent Non-clonal (Non clonal) et/ou Indeterminate ; sinon,
un nouveau test n’est pas nécessaire. Voir la Figure 11 pour la hiérarchie de répétition du test.

10.2.1. Si les résultats de I'un des mélanges meres sont Clonal (dans une série valide), aucun nouveau test n’est
nécessaire.

10.2.2. Si les résultats de tous les mélanges meres sont Non-Clonal (dans des séries valides), aucun nouveau test n’est
nécessaire.

10.2.3. Si les résultats de tous les mélanges meres sont Non-Clonal, Indeterminate et Invalid, tester a nouveau le ou

les Sample Names avec le résultat Invalid et les contrbles de série associés conformément au code d’erreur
(voir Figure 11).
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10.3. Détails d’échec et répétition des tests
Jusqu’a quatre événements de répétition du test sont autorisés lorsque les échecs sont dus a une cause différente
(c.-a-d., 1*" tour = résultat de Sample Name Invalid en raison d’une série Invalid ; 2° tour = résultat Sample Name
Invalid en raison d’artefacts ; 3¢ tour = résultat Sample Name Invalid en raison d’une saturation ; 4° tour = résultat
Sample Name Invalid en raison d’une erreur QT).

Figure 11. Instruction de répétition du test
Remarque : L’échantillon dans cette figure fait référence au Sample Name (produit du mélange meére individuel)

Critéres de validité Faux positif ou faux négatif
de la série non Amplification insuffisante
satisfaits

Re-Amp

Utiliser des fubes de
coniréles et des
meélanges meéres
neuts, si disponibles

Re-Amp

. o Utiliser des tubes de contréles et des
Safuration détectée mélanges méres neufs, si disponibles
Artefact détecté

cu

Re-CE

Préparer de nouvelles dilufions
Défaillance de Interrompre |a série fratches de la plaque d'EC en utilisant
l'instrurment ABI Erreur instrument I'amplicon existant

Rermargue : Préparer une nouvelle
solution de margueur de taille si
plusieurs erreurs de qualité de taille
ont été observées

y/

Tester & nouveau le mélange mére affecté avec tous
les échantillons et les contréles associés

Erreur de qualité
de lo taille

Résultat
n?n _________________________ Tester 4 nouveau le mélange meére affecté
valide uniquement avec les échantillons non valides et
I tous les contrdles associés

Echantillon Cr\’rérfals de vglid\’ré Ampl\‘flcch?n-.lnsuﬁlscr’w’re
de |'échantillon Valeur de I'exigence d'analyse non
non non satisfaits atteinte

valide Re-Amp

Utiliser des tubes de confroles et des
mélanges méres neufs, si disponibles

Re-Amp

Confirmer la concentration
en ADNg en cas ‘utilisation
d'ADNg existant

au

Réextraire I'ADNg etla
quantité

Saturation détectée
Artefact détecte

au

Re-CE

Préparer de nouvelles dilutions
fraiches de la plogue d'EC en utilisant

Erreur de qualité I : !
de la taille I'amplicon existant
Remargue : Préparer une nouvelle
solution de margueur de taille si

plusieurs erreurs de gualité de taille
ont été cbservées

11. Limites de la procédure

= Limite de détection : Clonalité des lymphocytes B de 2,5 %

= Ce test n’identifie pas 100 % des populations cellulaires clonales.

= Toujours interpréter les résultats des tests de clonalité moléculaire dans le contexte de données cliniques,
histologiques et immunophénotypiques.

=  Les analyses PCR sont sujettes a des interférences dues a la dégradation de I’ADN ou a l'inhibition de la PCR par 'EDTA,
I'héparine ou d’autres agents.
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12. Caractéristiques de performance
Validations des échantillons — Stabilité des échantillons

12.1.1.

12.1.2.

Cette étude fournit une évaluation de la validité du type d’échantillon pour étayer les revendications proposées
dans le mode d’emploi ; le dispositif expérimental est validé pour le sang périphérique anticoagulé avec de
I'EDTA. L'objectif de cette étude est de déterminer la stabilité du sang périphérique anticoagulé avec le type
d’échantillon EDTA pour le test IdentiClone Dx /IGH Assay en fournissant des preuves objectives a partir des
échantillons testés avant et aprés diverses conditions de conservation avec le dispositif expérimental par
rapport aux résultats des tests de référence spécifiques aux échantillons. Cette étude a été menée sur
2 réplicats de 15 échantillons (10 lymphocytes B clonaux/positifs, 5 non clonaux/négatifs) testés a 5 points
temporels différents avec 1 lot de réactifs, sur plusieurs instruments ABI 3500xL Dx, par plusieurs opérateurs
sur plusieurs jours. Les points temporels testés comprennent :

=  Point temporel-0 : Référence

=  Point temporel-1 : Réfrigéré (2 a 8 °C) pendant 5 jours

=  Point temporel-2 : Réfrigéré (2 a 8 °C) pendant 7 jours

= Point temporel-3 : Température ambiante (15-30 °C) pendant 5 jours

=  Point temporel-4 : Température ambiante (15-30 °C) pendant 7 jours

Le Tableau 8 fournit le résultat du test pour chaque réplicat testé sur les 15 échantillons. Tous les résultats des
tests d’échantillons (2 réplicats pour chacun des 15 échantillons) étaient valides (taux de validité de I’échantillon
de 100,0 %, 30/30). Les deux réplicats de chaque échantillon non clonal et clonal ont généré les résultats
attendus, indiquant une concordance de 100,0 % entre le Point temporel-0 et le Point temporel-1, le Point
temporel-0 par rapport au Point temporel-2, le Point temporel-0 par rapport au Point temporel-3 et le Point
temporel-0 par rapport au Point temporel-4.

Tableau 8. Résumé des résultats de |'état de clonalité

ID du Réplicat Etat de clonalité
patient

Point Point Point Point Point
temporel 0 temporel 1 temporel 2 temporel 3 temporel 4

Cs189 1 Non clonal Non clonal Non clonal Non clonal Non clonal

2 Non clonal Non clonal Non clonal Non clonal Non clonal
030723-1 1 Non clonal Non clonal Non clonal Non clonal Non clonal

2 Non clonal Non clonal Non clonal Non clonal Non clonal
030723-2 1 Non clonal Non clonal Non clonal Non clonal Non clonal

2 Non clonal Non clonal Non clonal Non clonal Non clonal
0412234 | 1 Non clonal Non clonal Non clonal Non clonal Non clonal

2 Non clonal Non clonal Non clonal Non clonal Non clonal
CS231 1 Non clonal Non clonal Non clonal Non clonal Non clonal

2 Non clonal Non clonal Non clonal Non clonal Non clonal
CS201 1 Clonal Clonal Clonal Clonal Clonal

2 Clonal Clonal Clonal Clonal Clonal
DLS08 1 Clonal Clonal Clonal Clonal Clonal

2 Clonal Clonal Clonal Clonal Clonal
DLS09 1 Clonal Clonal Clonal Clonal Clonal

2 Clonal Clonal Clonal Clonal Clonal
DLS10 1 Clonal Clonal Clonal Clonal Clonal

2 Clonal Clonal Clonal Clonal Clonal
DLS11 1 Clonal Clonal Clonal Clonal Clonal

2 Clonal Clonal Clonal Clonal Clonal
DLS12 1 Clonal Clonal Clonal Clonal Clonal

2 Clonal Clonal Clonal Clonal Clonal
DLS13 1 Clonal Clonal Clonal Clonal Clonal

2 Clonal Clonal Clonal Clonal Clonal
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Tableau 8. Résumé des résultats de |'état de clonalité

ID du Réplicat Etat de clonalité
FEE: Point Point Point Point Point
temporel 0 temporel 1 temporel 2 temporel 3 temporel 4
DLS14 1 Clonal Clonal Clonal Clonal Clonal
2 Clonal Clonal Clonal Clonal Clonal
DLS15 1 Clonal Clonal Clonal Clonal Clonal
2 Clonal Clonal Clonal Clonal Clonal
DLS16 1 Clonal Clonal Clonal Clonal Clonal
2 Clonal Clonal Clonal Clonal Clonal
12.1.2.1. Les résultats de cette étude ont établi que la stabilité du sang périphérique anticoagulé avec un type

d’échantillon EDTA a utiliser avec le test IdentiClone Dx /GH Assay était > 5 jours lorsqu’il est conservé
entre 2 °C et 8 °C ou a température ambiante (entre 15 °C et 30 °C).

12.2. Seuil clinique
12.2.1. Cette étude effectue une évaluation comparative des données historiques générées par le test IdentiClone Dx
IGH Assay avec des échantillons cliniques, précédemment identifiés comme positifs pour les réarrangements
clonaux du gene /GH, afin d’établir la valeur de seuil clinique du rapport de pic relatif (RPR). Les deux méthodes
de référence sélectionnées comprennent 1) un test de DIV disponible dans le commerce (au moment de
I'étude) qui applique le séquencage de nouvelle génération (NGS) pour détecter les réarrangements clonaux du
géne IGH (test de référence), avec une utilisation prévue similaire au dispositif expérimental, au test IdentiClone
Dx IGH Assay, et 2) le diagnostic clinique basé sur les codes ICD-10 pour la maladie lymphoproliférative des
cellules B (clonale attribuée) ou saine (non clonale attribuée).
12.2.2. Dans I'ensemble, les résultats de 170 échantillons ont été évalués. Le premier ensemble de données comprenait
114 échantillons qui ont généré un résultat valide avec le test de référence (IVD) et le test IdentiClone Dx IGH
Assay (IUO) ; ceux-ci ont été évalués pour déterminer le pourcentage (%) de concordance des résultats générés
par les deux tests. L’évaluation a été réalisée en utilisant 3 valeurs RPR différentes comme seuil : 2,0, 3,0 et 4,0.
Le deuxiéme ensemble de données comprenait 145 échantillons qui ont généré un résultat valide avec le test
IdentiClone Dx /GH Assay en conjonction avec un diagnostic clinique connu basé sur le code ICD-10 ou sur I'état
de santé. Cet ensemble de données a été évalué pour le pourcentage de concordance entre les 2 classifications
(clonal ou non clonal) en utilisant une valeur seuil de 3,0. Différents sous-ensembles de résultats de test des
170 échantillons ont été utilisés pour I’évaluation parce que certains échantillons ont généré des résultats non
valides avec I'ldentiClone Dx IGH Assay (IUO) ou le test de référence (DIV), ou parce que les informations de
diagnostic clinique (code ICD-10 ou état de santé) n’étaient pas disponibles.
12.2.2.1. Le premier ensemble de données de 114 échantillons a comparé les résultats de clonage générés par le
test IdentiClone Dx /GH Assay au test de référence en utilisant la valeur RPR définie a = 3,0 comme seuil.
Le PCG, le PCP et le PCN par rapport au test de référence étaient respectivement de 92,1 %, 93,8 % et
87,9 %. La limite inférieure de I'lC a 95 % calculée a I'aide de la méthode du score bilatéral pour le PCP et
le PCN était de 86,4 % et 72,7 %, respectivement. (Tableau 9) Pour garantir la robustesse d’une valeur RPR
seuil clinique de 3,0, les mémes données ont été réanalysées en utilisant des valeurs RPR inférieures et
supérieures a un RPR = 3,0 (c.-a-d., RPR = 2,0 et RPR = 4,0). La valeur RPR de seuil clinique définie a > 3,0
s’est avérée optimale, car elle a généré la meilleure valeur de pourcentage de concordance entre le
dispositif expérimental et le test de référence, avec un écart plus large par rapport a la valeur RPR
immédiatement inférieure.

Tableau 9. Evaluation par rapport au test de référence (IVD)

IdentiClone Dx /GH Assay Test de référence (IVD)
(Vo)

Clonal Non clonal

Clonal 76 4
Non clonal 5 29 34
Total 81 33 114
PCG 92,1%

PCP 93,8 % (ICa95 % : 86,4 %—97,3 %)

PCN 879% (ICa95%:72,7%—95,2 %)
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12.2.2.2. Le deuxieme ensemble de données comprenait 145 échantillons et a comparé un diagnostic clinique
connu (code ICD-10 ou état de santé) aux résultats de clonalité générés avec le test IdentiClone Dx IGH
Assay en utilisant une valeur RPR > 3,0 comme seuil. Le PCG, le PCP et le PCN résultants par rapport au
diagnostic clinique étaient respectivement de 91,7 %, 92,8 % et 90,3 %. Les LI de I'IC a 95 % calculées a
I'aide de la méthode du score bilatéral pour le PCP et le PCN étaient de 85,1 % et 80,5 %, respectivement.
(Tableau 10)

Tableau 10. Evaluation avec le diagnostic clinique comme méthode de référence

IdentiClone Dx /GH Assay Diagnostic clinique (référence)
(Vo)

Maladie En bonne santé
lymphoproliférative a
cellules B

Clonal 77 6
Non clonal 6 56 62
Total 83 62 145
PCG 91,7 %

PCP 92,8 % (ICa95 % : 85,1 %—96,6 %)

PCN 90,3 % (ICa95 % : 80,5 %—95,5 %)

12.2.3. Les résultats du test d’échantillon clinique générés par le test IdentiClone Dx /GH Assay démontrent une
concordance élevée avec les méthodes de référence, en utilisant une valeur RPR de seuil clinique réglée sur
> 3,0, qui est également la valeur RPR de seuil pour déterminer la clonalité. Les LI de I'lC a 95 % pour le PCP et
le PCN étaient toutes deux supérieures a 70 % par rapport au test de référence basé sur le NGS, par rapport a
un test IVD disponible dans le commerce, ou par rapport au diagnostic clinique.

12.3. Sensibilité analytique : Limite de blanc (LdB)

12.3.1. Cette étude établit la limite de blanc (LdB) pour le test IdentiClone Dx /GH Assay en testant 20 échantillons
provenant de donneurs non clonaux (3 réplicats chacun) avec 2 lots de réactifs sur plusieurs analyseurs
génétiques ABI 3500xL Dx Genetic Analyzer, par plusieurs opérateurs sur plusieurs jours (60 points de données
par mélange mére, par lot de réactifs).

12.3.2. Tous les échantillons (100 %) du panel de tests LdB testés étaient non clonaux (négatifs) avec un RPR < 3,0.

Le RPR le plus élevé observé (2,9) a été généré en testant un échantillon clinique négatif avec le MMA, lot de
réactifs 2. Pour chaque lot de réactifs, 60 résultats de test ont été classés par le RPR. Le 95e centile répond au
57,5° rang ; par conséquent, la moyenne des RPR du 57¢ et du 58° rang pour chaque mélange mére a été
calculée pour chaque lot de réactifs. (Tableau 11) En conclusion, en utilisant I'approche conservatrice, la LdB
globale du test est déterminée comme un RPR de 2,0.

Tableau 11. Résumé des résultats de LdB

Lot de réactifs MM Rang RPR RPR moyen des
rangs 57 + 58
1 A 57 1,7 1,8
58 1,8
B 57 1,9 2,0
58 2,0
C 57 1,7 1,7
58 1,7
2 A 57 1,8 1,9
58 1,9
B 57 1,8 1,9
58 1,9
C 57 1,8 1,9
58 1,9
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12.4. Sensibilité analytique : Limite de détection (LdD)

12.4.1. Cette étude établit une limite de détection (LdD) pour le test IdentiClone Dx /IGH Assay en fournissant des
preuves objectives a partir de résultats générés avec de I’ADNg clinique extrait de sang périphérique
représentant les clans IGH (I, Il et Ill) dilués avec de ’ADNg a partir d’accumulation de sang périphérique (ASP)
provenant de donneurs sains.

12.4.2. Au total, 20 échantillons (10 donneurs sains et 10 donneurs suspectés de lymphoproliférations des
lymphocytes B avec un état non clonal) comprenaient le ASP utilisé pour préparer les 7 dilutions d’ADNg
représentant chaque clan /IGH (I/11/1l) utilisé pour les tests avec le dispositif expérimental : 0,0 %, 0,3 %, 1,0 %,
3,0 % et 10,0 %. Les valeurs RPR résultantes des échantillons générant un résultat Clonal ont été vérifiées par
rapport au tableau des normes de clonalité (Tableau 12), qui fournit la corrélation entre la valeur RPR générée
pour chague mélange mere avec chaque clan /GH et la dilution en % du réarrangement clonal IGH. Au moins
20 résultats valides ont été générés avec le test IdentiClone Dx IGH Assay pour chaque clan IGH a chaque
dilution, avec chaque lot de réactifs. Cette étude a été menée sur 2 lots de réactifs, sur plusieurs instruments
ABI3500xL Dx, par plusieurs opérateurs sur plusieurs jours.

Tableau 12. Tableau des normes de clonalité

% de dilution | Valeurs RPR du mélange mére

ou % de

clonalité IGHclan 1A IGHclan 1B IGHclan i€

MMA MMB MMA MMA
25% 65,2 121,9 131,5 91,2 119,5 149,7 169,1 162,8
10 % 52,6 96,0 92,5 26,5 40,5 53,0 57,3 79,9
5% 30,4 48,0 50,4 12,1 18,1 28,7 31,8 34,2
2,5% 14,9 25,7 29,9 6,3 8,6 11,8 11,7 15,9
1,0% 5,1 10,8 13,3 2,3 3,0 3,9 4,8 7,1
0,5% 2,9 4,7 59 1,3 1,6 1,8 2,0 3,3
0,25 % 1,4 2,3 3,1 1,3 1,3 1,4 1,3 1,8
0,1% 14 1,4 1,4 1,3 14 1,3 15 15
0,05 % 1,3 1,4 1,3 1,5 1,3 1,2 1,2 1,4

Alignée cellulaire IVS-0019 utilisée comme norme clonale pour I'estimation de la clonalité de I'/lGH clan |
BLignée cellulaire IVS-0002 utilisée comme norme clonale pour I'estimation de la clonalité de I'/GH clan Il
CLignée cellulaire IVS-0003 utilisée comme norme clonale pour I'estimation de la clonalité de I'/GH clan Il

12.4.2.1. La dilution a 1,0 % de I'/GH clan | amplifiée avec le mélange mere C (lot de réactifs 1 positif a 95 %, RPR

moyen = 4,1) et la dilution de I'/GH clan | a 3,0 % avec le MMA, le MMB et le MMC (lot de réactifs 2 MMA

positif a 100 %, RPR moyen = 9,9 ; lot de réactifs 2 MMB positif a 100 %, RPR moyen = 12,8 ; lot de

réactifs 2 MMC positif a 100 %, RPR moyen = 13,2) sont le % de dilution le plus bas avec un % positif a

> 95 % par lot de réactifs du mélange mere. (Tableau 13 et Tableau 14). Etant donné que la LdD doit étre

établie en fonction des pires performances, le résultat de dilution en % le plus élevé des deux lots de

réactifs (valeurs RPR générées par la dilution a 3,0 % de I'/GH clan | avec le lot de réactifs 2) a été

sélectionné pour évaluation. Les valeurs RPR générées par la dilution du clan | de I'/GH a 3,0 % avec

chaque mélange meére ont été évaluées par rapport au tableau des étalons clonaux pour convertir la

dilution en % en la clonalité en %.

12.4.2.1.1. Selon le tableau des normes clonales, les valeurs RPR MMA, MMB et MMC se situent dans la plage

correspondant a la plage de clonalité de 1,0 % a 2,5 % pour MMA (plage RPR=5,1314,9), ala
plage de clonalité de 1 % a 2,5 % pour MMB (plage RPR = 10,8 a 26,7) et a la plage de clonalité de
0,5 % a 1 % pour MMC (plage de valeur RPR = 5,9 a 13,3). En utilisant une approche conservatrice,
la LdD pour I'lGH clan | a été déterminée comme étant une clonalité de 2,5 %.

12.4.2.2. La dilution a 3,0 % de I'/lGH clan Il amplifiée avec le MMB est le % de dilution le plus bas ou un % positif
> 95 % a été observé (lot de réactifs — 100 % positif, RPR moyen = 8,5 ; lot de réactifs 2 — 100 % positif,
RPR moyen = 8,3). Les valeurs RPR de 8,5 et 8,3 pour le MMB sont corrélées a une clonalité de 1,0 % a
2,5 %, conformément au tableau des normes clonales. Ainsi, la LdD pour I'/GH clan Il est déterminée
comme étant une clonalité de 2,5 %.

12.4.2.3. Le % de dilution le plus bas ou le % positif > 95 % observé pour I'/GH clan Il est la dilution a 1,0 % avec
MMC (100 % positif, RPR moyen = 6,3) avec les deux lots de réactifs. A 'aide du tableau des normes de
clonalité, un RPR de 6,3 se situe dans une plage de valeurs RPR qui correspondent a une plage de clonalité
de 0,5 % a 1,0 %. Par conséquent, la LdD pour I'/GH clan Il est déterminée comme une clonalité de 1,0 %.
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Etant donné que la LdD pour les IGH clans |, Il et Il a été déterminée comme étant une clonalité de 2,5 %, 2,5 %

et 1 %, et I'application d’'une approche conservatrice, la LdD globale du test est déterminée comme étant de

2,5%.

Tableau 13. Résumé des résultats de LdD pour le lot de réactifs 1

Clan

% de
dilution

MMA

N
valides

% pos

MMB

N

valides

% pos

N

valides

1,0 18 50,0 3,0 19 89,5 3,8 20 95,0 4,1
3,0 20 100,0 10,2 20 100,0 13,3 20 100,0 12,9
10,0 19 100,0 40,3 20 100,0 52,7 20 100,0 45,9
30,0 20 100,0 91,4 20 100,0 144,5 20 100,0 111,2

Il 0,1 20 0 1,4 20 0 1,5 20 0 1,4
0,3 20 0 1,3 20 0 1,6 20 0 1,4
1,0 19 0 13 20 50,0 2,9 20 0 13
3,0 19 0 19 20 100,0 8,5 20 0 1,4
10,0 20 100,0 6,9 20 100,0 30,7 19 0 1,3
30,0 20 100,0 28,8 20 100,0 99 20 0 13

m 0,1 20 0 1,4 20 0 1,4 20 0 13
0,3 20 0 2,0 20 0 1,5 20 0 19
1,0 20 100,0 5,8 20 95,0 4,4 19 100,0 6,3
3,0 20 100,0 17,5 19 100,0 14 20 100,0 19,2
10,0 20 100,0 59,3 20 100,0 52,8 20 100,0 67,6
30,0 20 100,0 113,9 20 100,0 132,5 20 100,0 147,4
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Tableau 14. Résumé des résultats de LdD pour le lot de réactifs 2

% de MMA MMB MMC
dilution N %pos RPR N N N N
valide clonal moyen valide clonal valide clonal
1,0 20 10 50,0 3,0 19 16 84,2 3,8 19 17 89,5 3,9
3,0 18 18 100,0 9,9 20 20 100,0 | 12,8 20 20 100,0 | 13,2
10,0 20 20 100,0 37,4 20 20 100,0 | 53,7 19 19 100,0 | 46,3
30,0 20 20 100,0 90,4 20 20 100,0 | 118,7 20 20 100,0 | 114,9
1] 0,1 20 0 0,0 1,3 20 0 0,0 1,4 20 0 0,0 1,4
0,3 20 0 0,0 1,4 20 0 0,0 1,6 20 0 0,0 1,4
1,0 20 0 0,0 1,3 20 10 50,0 3,1 20 0 0,0 14
3,0 20 0 0,0 1,7 20 20 100,0 | 8,3 20 0 0,0 14
10,0 20 20 100,0 6,5 20 20 100,0 | 28,9 19 0 0,0 1,3
30,0 20 20 100,0 28,3 20 20 100,0 | 82,8 20 0 0,0 1,4
] 0,1 20 0 0,0 1,4 20 0 0,0 1,3 20 0 0,0 1,4
0,3 20 0 0,0 2,1 20 0 0,0 1,7 20 0 0,0 2,1
1,0 19 19 100,0 6,1 19 18 94,7 5,2 20 20 100,0 | 6,3
3,0 20 20 100,0 18,7 20 20 100,0 | 14,6 20 20 100,0 | 18,9
10,0 19 19 100,0 65,9 20 20 100,0 | 54,3 20 20 100,0 | 63,7
30,0 20 20 100,0 1339 | 20 20 100,0 | 125,7 20 20 100,0 | 131,5

12.5. Spécificité analytique : Substances interférentes

12.5.1.

12.5.2.

12.5.3.

Cette conception de I'étude était basée sur les normes EP07-A3 et EP37-Ed1 du CLSI et comprend I'évaluation
de I'effet de 6 substances différentes, potentiellement interférentes, lorsqu’elles sont présentes dans
I’échantillon testé avec le test IdentiClone Dx /IGH Assay. Les substances testées étaient la bilirubine,
I'hémoglobine, le cholestérol, I'EDTA, le triglycéride et I'éthanol a 70 %, qui ont été ensemencés dans des
échantillons d’ADNg aprés I'extraction, car I'introduction potentielle de cette substance dans le flux de travail
du test se produirait apres I'extraction de 'ADNg. Sinon, les autres substances ont été ensemencées dans des
échantillons de SP frais avant I'extraction de I’ADNg.

Au total, 24 échantillons de sang périphérique frais (jamais congelés) anticoagulés dans des échantillons EDTA
provenant de donneurs normaux (négatifs/non clonaux) ou de donneurs lymphoprolifératifs a cellules B
diagnostiqués (positifs/clonaux) ont été utilisés dans cette étude et conservés entre 2 °C et 8 °C jusqu’a 7 jours
avant I'extraction de I’ADNg. Chaque échantillon a été testé en double, non ensemencé ou ensemencé,
comprenant 10 échantillons clonaux par substance et 5 échantillons non clonaux par substance. Cette étude a
été menée sur 2 lots de réactifs, sur plusieurs instruments ABI3500xL Dx, par plusieurs opérateurs sur plusieurs
jours.

Les résultats de cette étude sont fournis dans le Tableau 15 et ne démontrent aucune interférence par les

6 substances aux concentrations testées. Tous les échantillons ont généré I'état de clonalité attendu (clonal ou
non clonal) lorsqu’ils ont été testés non ensemencé contre ensemencé. En particulier, chaque substance
interférente a testé 5 échantillons non clonaux et 10 échantillons clonaux, a I'exception du cholestérol. Le
cholestérol a été testé avec 5 échantillons non clonaux et 11 échantillons clonaux et chaque échantillon non
ensemencé et ensemencé a été testé en double. Au total, 30 résultats de clonage ont été déterminés pour
chaque substance interférente avant et aprés I'ensemencement, a I'exception du cholestérol (32 résultats
finaux). Tous les résultats de I'état de clonalité générés par les échantillons ensemencés étaient concordants
avec les résultats de I'état de clonalité générés par les échantillons correspondants non ensemencés, ce qui
démontre que les substances testées n’ont pas imposé d’interférence au test a la concentration testée. La
limite inférieure de l'intervalle de confiance a 95 % pour le % de concordance pour chaque substance
interférente était égale ou supérieure a 88,4 %. (Tableau 15)
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Tableau 15. Pourcentage de concordance de |'identification finale non ensemencé par rapport a la
substance interférente

Substance Type Total des résultats de test =~ Résultat % de
interférente d’échantillon concordant  concordance
(concentration Non ) Ensemencé otq)2 (IC 395 %)3
finale du test) ENEEEEE

Cholestérol Non clonal 5 32 32 32 100,0 %

(4,0 mg/ml) Clonal 11 (89,1-100,0)
Triglycérides Non clonal 5 30 30 30 100,0 %

W0 i) Clonal 10 (88,4 3 100,0)
Hémoglobine Non clonal 5 30 30 30 100,0 %

(100 mg/mi) Clonal 10 (88,4 2 100,0)
Bilirubine Non clonal 5 30 30 30 100,0 %

(0,4 mg/mi) Clonal 10 (88,4 3 100,0)
EDTA Non clonal 5 30 30 30 100,0 %

(5,4 mg/mi) Clonal 10 (88,4 2 100,0)
Ethanol a 70 % Non clonal 5 30 30 30 100,0 %
(10% v/v) Clonal 10 (88,4 3 100,0)

1Deux réplicats par échantillon testé avant et aprés I'ensemencement avec des substances interférentes.
2Résultats de test ensemencé correspondant au résultat de test non ensemencé correspondant des mémes
échantillons.

3Méthode de I'intervalle de confiance exact de Clopper-Pearson.

12.6. Spécificité analytique : Contamination par transfert/contamination croisée

12.6.1. Cette étude a évalué le taux de contamination par transfert et de contamination croisée pendant le flux de
travail du test IdentiClone Dx IGH Assay lors de la configuration de la PCR et de I'analyse des fragments
d’électrophorese capillaire. Des tests ont été effectués sur 106 échantillons négatifs artificiels pour le transfert
et sur 126 échantillons négatifs artificiels pour la contamination croisée. Des échantillons négatifs artificiels
(non clonaux) ont été préparés avec de I’ADN de controle polyclonal a 100 % 1VS-0000 ; des échantillons positifs
artificiels (clonaux) ont été préparés avec de 'ADN de contréle clonal a 100 % 1VS-0019.

12.6.2. La disposition de la plaque se compose d’échantillons positifs et négatifs alternés dans un motif en damier,
congu pour maximiser I'occurrence du transfert et de la contamination croisée. Ces échantillons ont été
amplifiés avec le mélange mere A (MMA), choisi comme mélange meére représentatif, car la contamination
dépend du signal de I'amplicon et non du mélange mere. Les tests ont été effectués sur plusieurs plaques avec
des dispositions d’échantillons alternées sur 2 analyseurs génétiques ABI 3500xL Dx Genetic Analyzer différents,
par 1 opérateur, avec 1 lot de réactifs, sur plusieurs jours.

12.6.3. Avant d’effectuer une fragmentation par électrophorese capillaire sur des échantillons de test, une référence a
été établie en analysant une plague composée d’une solution Liz/HIDI dans I'instrument pour confirmer
I'absence de tout signal de contamination présent dans les études précédentes. La contamination par transfert
a été évaluée a 'aide des données générées par des échantillons négatifs provenant de plagues composées de
la méme disposition d’échantillons (10 injections au total, 106 échantillons négatifs combinés). Les 105 résultats
d’échantillons négatifs qui ont donné lieu a une évaluation de contamination par transfert ont tous généré des
résultats non clonaux, et le pourcentage de fausse définition dues a la contamination par transfert est de 0,0 %
(0/105), avec un IC a 95 % inférieur de 96,5 %. La contamination croisée a été évaluée a I'aide de données
générées a partir d’échantillons négatifs provenant de plaques contenant une disposition d’échantillon
alternative (par rapport a celles évaluées pour la contamination par transfert) ; 12 injections au total,

126 échantillons négatifs combinés ; le pourcentage de faux résultats dus a une contamination croisée est de
0,0 % (0/125), avec un IC a 95 % inférieur de 97,1 %. Sur les 129 résultats d’échantillons positifs, tous étaient
clonaux, a I'exception de 2 résultats indéterminés, qui ont tous deux généré des pics de RFU élevés, par rapport
a d’autres échantillons positifs, et ont été déterminés comme étant valides et potentiellement contaminants.
Les résultats des échantillons positifs sur deux instruments ont généré une valeur RPR moyenne de 100,4, et la
valeur RPR moyenne des résultats d’échantillons négatifs sur deux instruments qui ont été qualifiés pour
I’évaluation de la contamination par transfert et la contamination croisée était de 1,2 et 1,2, respectivement.
(Tableau 16)
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Tableau 16. Valeurs RPR moyennes par instrument ABI

Type Instrument ABI N RPR moyenne %CV
Clonal 1 65 97,8 30,2
2 62 103,2 36,3
Combiné 127 100,4 33,5
Reporté 1 63 1,2 43
(Non clonal) 5 62 12 )
Combiné 125 1,2 4,6
Contamination 1 53 1,2 4,3
croisée 5 52 1,2 4,8
(Non clonal)
Combiné 105 1,2 4,6

12.7. Spécificité analytique : Etude de précision intra-laboratoire
12.7.1. La précision du test IdentiClone Dx IGH Assay a été déterminée en testant le méme panel d’échantillons par
3 opérateurs, sur 3 instruments utilisant 3 lots de réactifs, sur 20 jours. Le panel d’échantillons se composait
d’un échantillon négatif d’ADNg, préparé a partir d’'un groupe d’échantillons cliniques négatifs, et de
6 échantillons positifs, préparés a partir d’un échantillon clinique positif d’ADNg mélangé a un échantillon
clinique négatif groupé d’ADNg a 1,5 fois la LdD et 3 fois la LdD. Chaque échantillon du panel a été testé en
triple et les tests ont été effectués a au moins 20 jours d’intervalle.
12.7.2. Tous les résultats des tests du panel correspondaient au résultat de clonage attendu (100,0 %). L'échantillon
négatif a généré des résultats non clonaux dans tous les réplicats (100,0 %). Les échantillons faiblement positifs
(1,5 fois la LdD) ont généré des résultats clonaux dans tous les réplicats (100,0 %), et les échantillons fortement
positifs ont également généré des résultats clonaux dans tous les réplicats (100,0 %). Le %CV de la valeur RPR
produite par chaque mélange mere est fourni dans le Tableau 17, et le %CV de la valeur RPR généré par les
échantillons faiblement positifs avec les mélanges mére Clonal est indiqué ci-dessous.
12.7.2.1. Valeur RPR pour MMA, le %CV observé était de 12,2 %
12.7.2.2. Valeur RPR pour MMB, le %CV observé était de 10,5 %
12.7.2.3. Valeur RPR pour MMC, le %CV observé était de 8,5 %
12.7.3. La variation totale, entre I'opérateur, les instruments, les lots de réactifs et la variation intra-série est présentée
dans le Tableau 17.
12.7.3.1. Les résultats du facteur Lot ont produit la plus grande variabilité intra-série pour tous les échantillons
(variabilité moyenne = 7,9 % ; minimum = 0 % et maximum = 42,3 %).
12.7.3.2. Les résultats du facteur Opérateur ont généré une moyenne de 3,1 % (minimum =0 % et maximum = 21,7 %).
12.7.3.3. Le pourcentage de variance attribué a I'instrument ABI présentait une variance moyenne de 2,2 %
(minimum =0 % et maximum = 8,5 %).
12.7.3.4. Les résultats du facteur Intrinséque sont attribués a une variance moyenne de 86,9 % (minimum = 55,4 %
et maximum = 99,9 %).
12.7.4. Dans I'ensemble, tous les résultats du test d’échantillon correspondaient au résultat de clonage attendu

Tableau 17. Variabilité de la précision du test (intra-laboratoire)

(100,0 %). La valeur RPR %CV était < 25 pour les échantillons faiblement positifs avec MMA, MMB et MMC,
respectivement, sur 3 opérateurs, 3 instruments et 3 lots de réactifs.

MM | N RPR Type de variation Variation
valides = moyen Interopérateurs | Inter- Inter-lots de Intrasérie totale
instruments réactifs ET
PM1 | A 52 1,59 0,08 (7,7 %) 0,07(59%) | 0,05 (3,3 %) 0,26 (83,2 %) 028 | 17,7
B 53 1,67 0,00 (0,0 %) 0,05(33%) | 0,06 (3,7 %) 0,28 (93,0 %) 029 | 17,2
C 54 1,52 0,06 (7,1 %) 0,04 (3,4%) | 0,06 (5,2 %) 0,22 (84,3 %) 024 | 16,0
pPM2 | A 54 16,49 0,72 (12,8 %) 0,00 (0,0%) | 1,02 (25,7 %) 1,58 (61,5 %) 2,02 | 12,2
B 54 22,09 0,00 (0,0 %) 0,05(0,1%) | 0,00 (0,0 %) 2,16 (99,9 %) 2,16 | 9,8
C 54 1,40 0,00 (0,0 %) 0,05(8,5%) | 0,00 (0,0 %) 0,17 (91,5 %) 017 | 12,4
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N RPR Type de variation Variation
valides | moyen Interopérateurs | Inter- Inter-lots de Intrasérie totale
instruments réactifs ET
pPM3 | A 54 1,32 0,02 (1,3 %) 0,01(0,5%) | 0,00(0,0%) 0,18 (98,2 %) 0,18 13,4
B 53 23,57 0,20 (0,7 %) 0,60 (5,9 %) 1,53 (38,0 %) 1,84 (55,4 %) 2,47 10,5
C 53 1,38 0,04 (5,6 %) 0,00 (0,0%) | 0,00 (0,0 %) 0,16 (94,4 %) 0,17 12,1
pv4 | A 53 25,94 0,56 (1,4 %) 0,00 (0,0%) | 0,00 (0,0 %) 4,72 (98,6 %) 4,76 18,3
B 54 42,10 0,14 (0,0 %) 0,00 (0,0%) | 2,41 (13,8 %) 6,04 (86,2 %) 6,50 15,4
C 52 37,59 0,00 (0,0 %) 0,41 (1,6 %) | 0,00 (0,0 %) 3,17 (98,4 %) 320 | 85
pms | A 54 33,44 0,00 (0,0 %) 0,00 (0,0%) | 2,05 (12,4 %) 5,46 (87,6 %) 5,83 17,4
B 54 49,18 0,00 (0,0 %) 0,78 (2,3%) | 0,00 (0,0 %) 5,03 (97,7 %) 5,09 10,4
C 54 1,39 0,00 (0,0 %) 0,03(2,2%) | 0,00(0,0%) 0,18 (97,8 %) 0,18 13,1
pve | A 52 1,34 0,01 (1,0 %) 0,00 (0,0%) | 0,00 (0,0 %) 0,14 (99,0 %) 0,14 10,6
B 54 10,82 0,27 (6,3 %) 0,00 (0,0%) | 0,40 (14,4 %) 0,95 (79,3 %) 1,06 | 9,8
C 54 1,37 0,00 (0,0 %) 0,04 (51%) | 0,00(0,0%) 0,16 (94,9 %) 0,17 12,1
M7 | A 54 54,44 0,00 (0,0 %) 1,97 (3,6 %) | 0,00 (0,0 %) 10,13 (96,4 %) | 10,32 | 19,0
B 54 93,12 0,00 (0,0 %) 0,00 (0,0 %) 10,30 (42,3%) | 12,02(57,7%) | 15,83 | 17,0
C 53 77,58 4,16 (21,7 %) 1,52(2,9%) | 2,12(5,7 %) 7,46 (69,7 %) 8,93 11,5

Précision de la mesure : Etude de reproductibilité multisites
12.8.1.

12.8.2.

12.8.3.

L'objectif de cette étude était de déterminer si le test IdentiClone Dx /IGH Assay fonctionne comme prévu

lorsqu’il est testé dans 3 centres distincts. L’analyse a été menée sur un panel contenant 6 échantillons positifs
(3 positifs faibles et 3 positifs moyens) et un échantillon négatif avec le dispositif expérimental en triple en

utilisant 1 lot de réactifs par 2 opérateurs dans 3 sites d’analyse différents sur 5 cas d’analyse différents.
L’échantillon négatif du panel a été préparé a partir d’'un groupe d’échantillons cliniques d’ADNg

précédemment déterminé comme non clonal pour I'/GH, et les échantillons positifs du panel étaient ’ADNg de
I’échantillon clinique (précédemment déterminé comme clonal pour I'/GH) mélangé a ’ADNg de I'échantillon

clinique regroupé négatif a 1,5 fois la LdD (faiblement positif) et 3 fois la LdD (moyennement positif).
L"échantillon négatif du panel a produit des résultats non clonaux dans les trois centres dans tous les cas valides

(100,0 %, 88/88). Les échantillons du panel faiblement et moyennement positifs ont produit des résultats
clonaux sur les trois sites dans tous les cas valides (respectivement 100,0 %, 90/90 et 100,0 %, 90/90). La

variation totale des valeurs RPR dues au site, a I'opérateur, a I'instance, intra-série et a la valeur %CV RPR pour
chague membre du panel est indiquée dans le Tableau 18 (mélange mere dominant avec la RPR la plus élevée
uniguement pour les CP positives, les trois mélanges meéres pour les CP négatives).
Dans I'ensemble, le pourcentage de variance attribué au site avait une moyenne de 15,4 % et une plage de

0,0 % a 50,9 %.

12.8.3.1.

12.8.3.2.

12.8.3.3.

Le pourcentage de variance attribué a I'opérateur avait une moyenne de 0,5 % et une plage de 0,0 % a

4,3 %.

Le pourcentage de variance attribué a l'instance de test avait une moyenne de 9,9 % et une plage de 0,0 %

a20,8 %.

Le pourcentage de variance attribué a la phase intra-série avait une moyenne de 75,5 % et une plage de
31,7 % a 100,0 %, respectivement.

Tableau 18. Variabilité de précision inter-sites du test IdentiClone Dx /GH Assay par valeur RPR

Type de
controle

Faiblement
positif

MM N Résumé des statistiques \ Type de variation Variation totale
Min Moy-  Max Intersites Interopé- Interinstances® Intrasérie ET %CV
enne rateurs
A |88 | 700 |2291 | 2970 | 0,00(0,0%) 0,04 (0,0 %) 0,00 (0,0 %) 3,44 (100%) | 3,44 15,0
B 90 | 15,10 | 20,16 | 27,00 | 0,78 (10,0%) | 0,00 (0,0 %) 1,09 (19,6 %) | 2,07 (70,4%) | 2,47 12,2
c 90 | 31,10 | 54,81 | 72,20 | 2,40(10,0%) | 0,43 (0,3 %) 3,07(16,4%) | 6,50(73,3%) | 7,59 13,8
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Tableau 18. Variabilité de précision inter-sites du test IdentiClone Dx /GH Assay par valeur RPR

Type de MM N Résumé des statistiques \ Type de variation Variation totale
controle Min Moy-  Max | Intersites Interopé- Interinstances! Intrasérie ET %CV
enne rateurs

Moyenne- | A | 90 | 30,00 | 4881 | 75,60 | 4,71(35,1%) | 0,00(0,0%) 2,13 (7,2 %) 6,04(57,7%) | 7,95 | 16,3

Sl B |90 | 2600|3883 |5910] 277(203%) | 0,00(0,0%) 2,80(20,8%) | 472(589%) | 615 | 158

positif c |89 |3430] 9863 | 1414 | 17,36 (50,9%) | 5,06 (4,3 %) 8,80 (13,1%) | 13,69(31,7%) | 24,32 | 24,7

Negatif | A |88 | 1,10 | 146 | 200 [ 000(00%) 0,00 (0,0 %) 0,07(12,3%) | 020(87,7%) | 021 | 144
B 90 |110 [143 | 230 | 000(0,0%) 0,00 (0,0 %) 0,00 (0,0 %) 021(100%) | 021 | 150
c |90 |110 | 143 |19 |o000(00%) 0,00 (0,0 %) 0,00 (0,0 %) 0,18(100%) | 018 | 12,5

1Cas de test ; pour chaque site, il y en avait 5.

12.9.
12.9.1.

12.9.2.

12.9.3.

Validation du flux de travail du test : Etude d’extraction d’ADN

Cette étude fournit des preuves objectives que trois méthodes courantes d’extraction d’ADN génomique
(ADNg) disponibles dans le commerce généerent une quantité suffisante d’ADNg pour le test IdentiClone Dx IGH
Assay. Trois (3) méthodes d’extraction différentes disponibles sur le marché ont été évaluées : 1) isolation de la
colonne de silice, 2) extraction automatisée par billes magnétiques (a I'aide du King Fisher Flex), et 3)
précipitation ont été utilisées pour extraire ’ADNg de I'échantillon de sang périphérique prélevé sur EDTA
aupres de 2 donneurs uniques ayant recu un diagnostic lymphoprolifératif des cellules B (clonal) et 8 donneurs
sains uniques (non clonal). Le Tableau 19 répertorie les kits par fournisseur et par méthode d’extraction.

Tableau 19 : Kits d’extraction par méthode d’extraction

Méthode Nom du kit Fournisseur Méthode

d’extraction

1 QlAamp DNA Blood Mini Kit (QIA) QIAGEN : Membrane en
silice
2 Promega Wizard® Genomic DNA Purification Kit Promega Précipitation
(PWIZ)
3 MagMAX DNA Multi-Sample Ultra 2,0 kit (KFF) Thermo Fisher Scientific | Bille magnétique

Les échantillons ont été extraits en suivant les instructions du fabricant associées, et ’ADNg résultant a été
quantifié a I'aide d’un spectrophotometre UV-VIS et d’un NanoDrop 2000. Aprés la quantification, I’ADNg

(1 réplicat par méthode d’extraction) a été testé avec le test IdentiClone Dx IGH Assay ; 'analyse des données a
été effectuée dans les 48 heures suivant I'extraction.

Il a été démontré que les trois méthodes d’extraction généraient une quantité requise d’ADNg pour le test, dans
laquelle chaque échantillon générait > 250 ng d’ADNg, quelle que soit la méthode d’extraction. La quantité
totale d’ADNg a été calculée a partir de la moyenne de 3 réplicats de résultats Nanodrop pour chacun des

10 échantillons, pour chaque méthode d’extraction. (Tableau 20) Différents volumes ont été utilisés pour
répondre aux exigences de chaque kit d’extraction :

12.9.3.1. Le kit PWIZ a nécessité 300 pl de sang périphérique et d’ADNg a été élué dans 100 I, ce qui a généré une
plage de 6 846,7 ng a 26 336,7 ng d’ADNg total

12.9.3.2. Le kit QIA a nécessité 200 pl de sang périphérique et ’ADNg a été élué dans 50 pl, produisant une plage de
2 656,7 ng a 10 963,3 ng d’ADNg total

12.9.3.3. Le kit KFF a nécessité 300 pl de sang périphérique et I’ADNg a été élué dans 50 yl, produisant une plage de

IdentiClone Dx IGH Assay

6 795,0 ng a 33 338,3 ng d’ADNg total

Tableau 20 : Résumé de I'extraction d’ADNg total

QlA Concentration PWIZ PWIZ ADNg KFF KFF ADNg
ADNg total moyenne en ADNg total moyen ADNg total moyen
(ng) ADNg QIA (ng) Concentration (ng) Concentration
(ng/pL) (ng/ul) (ng/ul)
1 7 230,0 144,6 19163,3 191,6 22 101,7 442,0
2 3651,7 73,0 7593,3 75,9 10471,7 209,4
3 2 656,7 53,1 6 846,7 68,5 8313,3 166,3
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Tableau 20 : Résumé de I'extraction d’ADNg total

N° QlA Concentration PWIZ PWIZ ADNg KFF KFF ADNg

d’échan- ADNg total moyenne en ADNg total moyen ADNg total moyen

tillon (ng) ADNg QIA (ng) Concentration (ng) Concentration
(ng/uL) (ng/ul) (ng/u)

4 4238,3 84,8 9586,7 95,9 9535,0 190,7

5 4908,3 98,2 13 496,7 135,0 14 426,7 288,5

6 5496,7 109,9 13 506,7 135,1 16171,7 323,4

7 3981,7 79,6 11 896,7 119,0 14 963,3 299,3

8 4403,3 88,1 11990,0 119,9 6975,0 139,5

9 8776,7 175,5 17 043,3 170,4 20 606,7 412,1

10 10963,3 219,3 26 336,7 263,4 33338,3 666,38

Les 30 réplicats (10 échantillons testés avec 3 méthodes d’extraction) ont généré au moins 250 ng d’ADNg
(30/30, avec une limite inférieure de I'intervalle de confiance a 95 % > 80 %). L’ADNg total récupéré des
méthodes PWIZ et KFF était similaire, car le méme volume d’entrée de sang périphérique (300 pl) par extraction
a été utilisé, par rapport a I'analyse QIA, qui utilisait un volume d’entrée de sang périphérique plus faible

(200 pl). Lorsqu’il a été testé avec le test IdentiClone Dx IGH Assay, I’ADNg extrait a présenté des valeurs RPR
(%CV compris entre 1 % et 21 %) et des résultats de mélange mére concordants pour les trois méthodes
d’extraction. (Tableau 21) Le traitement de I"échantillon (y compris I'extraction de I’ADN) jusqu’au résultat

(y compris I'analyse des données) a nécessité 28 heures ou moins pour tous les échantillons.

Tableau 21 : Résumé des résultats du test IdentiClone Dx /GH Assay a partir des 3 méthodes
d’extraction

Echantillon RPR QIA RPR PWIZ
PM1 A 15 1,5 1,3 7%
B 1,6 1,8 1,2 16 %
C 1,4 1,3 1,4 3%
Global Non clonal Non clonal Non clonal S. 0.
PM2 A Erreur QT* 1,4 1,3 4%
B 1,3 1,3 15 7%
C 1,8 1,1 1,4 20%
Global S. 0. Non clonal Non clonal S. 0.
PM3 A 1,3 1,6 1,5 9%
B 1,5 1,1 1,6 15%
C 1,8 1,2 1,2 20%
Global Non clonal Non clonal Non clonal S.0.
PM4 A Non valide 1,2 1,4 8%
B 1,8 14 1,4 12 %
C 1,2 14 1,3 6 %
Global S. 0. Non clonal Non clonal S. 0.
PM5 A 1,5 1,4 1,2 9%
B 1,4 1,1 1,5 13%
C 1,2 1,2 11 4%
Global Non clonal Non clonal Non clonal S.0.
PM6 A 1,6 1,2 1,2 14 %
B 1,2 1,5 Non valide 11%
C 1,4 1,6 1,6 6 %
Global Non clonal Non clonal S. 0. S. 0.
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Tableau 21 : Résumé des résultats du test IdentiClone Dx /GH Assay a partir des 3 méthodes

d’extraction

Echantilon MM ouglobal  RPRQIA ‘ RPR PWIZ RPR KFF %CV ‘
PM7 A 1,2 1,3 1,6 12%
B 1,5 1,7 1,3 11%
C 1,7 1,4 1,2 14 %
Global Non clonal Non clonal Non clonal S.0.
PM8 A 1,3 1,2 Non valide 4%
B 15 1,7 15 6 %
C 1,3 1,3 1,6 10%
Global Non clonal Non clonal S. 0. S. 0.
PM9 A 1,7 1,3 1,6 11%
B 66,3 112,8 86,9 21 %
C 76,5 65,9 71,5 6 %
Global Clonal Clonal Clonal S. 0.
PM10 A 145,9 185,7 165,9 10%
B 196,7 192,6 196,9 1%
C 2332 199,1 216,5 6 %
Global Clonal Clonal Clonal S. 0.

*N’a pas été retesté.
S. O. =sans objet

12.10. Validation du flux de travail du test : Etude de '’ADN de départ

12.10.1.
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L’objectif de cette étude est de fournir des preuves objectives des exigences relatives a I’ADNg de départ pour

le test IdentiClone Dx IGH Assay. L’évaluation de 5 quantités différentes d’ADNg (500 ng, 250 ng, 200 ng, 125 ng
et 25 ng) a été effectuée sur 10 échantillons cliniques (5 avec un diagnostic clinique positif et 5 avec un
diagnostic clinique négatif de lymphoprolifération des lymphocytes B) avec le test IdentiClone Dx IGH Assay.

La concentration de tous les échantillons d’ADNg a été mesurée a 'aide du méme spectrophotometre
Nanodrop 2000. Les tests ont été effectués en double sur 6 séries, sur 1 instrument ABI 3500xL Dx, par

1 opérateur en utilisant 1 lot de réactifs, sur plusieurs jours.

12.10.2.

Sur les 100 résultats possibles d’état de clonalité (10 échantillons testés en double pour 5 conditions d’entrée

différentes), 96 résultats globaux (en utilisant les 3 mélanges meres). Les 4 échantillons qui n’ont pas généré de
résultats globaux contenaient le niveau d’ADN de départ le plus bas (25 ng), dans lequel les réplicats
présentaient des résultats non valides en raison d’une faible amplification dans un ou plusieurs mélanges
meéres. La cause probable de ces résultats non valides est une quantité insuffisante d’ADN ajouté ; par
conséquent, ces résultats non valides n’ont pas été retestés. Sur les 96 résultats globaux générés, 95 étaient
concordants avec les résultats attendus ; la concordance globale est de 99,0 % ; le Tableau 22 fournit la
concordance du résultat de I‘état de clonalité par membre du panel et le niveau d’ADN ajouté. L'unique (1)
résultat discordant s’est produit dans la CPQ9, qui contenait le niveau d’entrée d’ADN le plus bas (25 ng) ; un
réplicat de cet échantillon attendu du panel non clonal a généré un résultat « clonal » avec le mélange mere B,
générant une valeur RPR de 3,2, ce qui est supérieur au seuil du test de 3,0. Ce résultat discordant était

potentiellement d( a la faible quantité d’ADN ajoutée, qui peut avoir réduit le RFU du pic de fond

(dénominateur pour le calcul du RPR) plus que le RFU du pic le plus élevé (numérateur pour le calcul du RPR),
gonflant artificiellement le RPR pour étre légérement au-dessus du RPR seuil de 3,0. Sur les 20 résultats d’état
de clonalité générés avec 'ADN ajouté prévu (250 ng), tous étaient concordants avec les résultats attendus.

La concordance globale des résultats pour le niveau d’ADN ajouté prévu est de 100,0 %.

Tableau 22 : Concordance globale des résultats

Echantillon = Clonalité Concordance globale des résultats
du panel attendue 500 ng 250 ng 200 ng

(Prévu)
PMO1 Clonal 100% (2/2) | 100% (2/2) | 100 % (2/2) | 100 % (2/2) | 100 % (2/2)
PMO2 Clonal 100% (2/2) | 100% (2/2) | 100 % (2/2) | 100% (2/2) | 100 % (2/2)
PMO3 Clonal 100% (2/2) | 100% (2/2) | 100 % (2/2) | 100 % (2/2) | 100 % (2/2)
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Tableau 22 : Concordance globale des résultats

Echantillon Clonalité Concordance globale des résultats
du panel attendue 500 ng 250 ng 200 ng
(&)

PMO4 Clonal 100% (2/2) | 200%(2/2) | 100% (2/2) | 100 % (2/2) | 100 % (2/2)
PMO5 Clonal 100% (2/2) | 200%(2/2) | 100% (2/2) | 100 % (2/2) | 100 % (2/2)
PMO6 Non clonal 100% (2/2) | 200%(2/2) | 100% (2/2) | 100% (2/2) | s.o0.
PMO7 Non clonal 100% (2/2) | 200%(2/2) | 100% (2/2) | 100% (2/2) | s.o0.
PMOS Non clonal 100% (2/2) | 200%(2/2) | 100% (2/2) | 100 % (2/2) | 100 % (2/2)
PMO09 Non clonal 100% (2/2) | 200%(2/2) | 100% (2/2) | 100% (2/2) | 50% (1/2)
PM10 Non clonal 100% (2/2) | 200%(2/2) | 100% (2/2) | 100 % (2/2) | 100 % (2/2)
Global 100 % 100 % 100 % 100 % 93,8%

(20/20) (20/20) (20/20) (20/20) (15/16)

12.11. Validation du flux de travail du test : Equivalence : 3500xL contre 3500xL Dx

12.11.1. Cette étude démontre que les résultats du test IdentiClone Dx IGH Assay sont équivalents lorsqu’ils sont
obtenus en utilisant deux versions différentes d’un instrument similaire :
12.11.1.1.  L'analyseur génétique (RUO) Applied Biosystems 3500xL Genetic Analyzer et
12.11.1.2.  L’Analyseur génétique Applied Biosystems 3500xL Dx Genetic Analyzer (CE-DIV)
12.11.2. Des échantillons comprenant 15 amplicons de 10 échantillons clonaux et 5 échantillons non clonaux (en plus
des amplicons des controles de série associés) et ont été testés avec le test IdentiClone Dx /GH Assay sur
5 instruments ABI 3500 différents (2 RUO et 3 CE-DIV) chacun.
12.11.3. Autotal, 75 résultats valides ont été générés par les 5 instruments différents (15 amplicons x 1 réplicat x
5 instruments). Ces résultats ont été évalués de maniere plus approfondie pour calculer les valeurs relatives du
rapport des pics (RPR), les résultats de I’état de clonalité, le RPR moyen par type d’instrument et la différence
RPR moyenne entre les types d’instruments. (Figure 12)
12.11.4. Les résultats de test générés avec les 15 amplicons (10 clonaux/positifs et 5 non clonaux/négatifs) concordaient

a 100 % avec les résultats attendus sur les 5 instruments. Les valeurs RPR générées par les amplicons positifs
variaient de 17,0 a 97,0, et les valeurs RPR générées par les amplicons négatifs variaient de 1,2 a 1,6. Une
différence maximale de 61,9 % a été calculée a partir des valeurs RPR moyennes générées par les différents
instruments ; cependant, cela peut étre attribué a un résultat de test RUD « aberrant », qui a généré une valeur
RPR significativement inférieure, par rapport aux résultats des quatre autres instruments (40,1, contre 70,4,
78,0, 93,3, 97,0 et 78,0, respectivement). Etant donné que cet amplicon est fortement positif (clonalité élevée
en pourcentage), il est peu probable qu’il cause une différence dans le résultat de I'état clonal lorsqu’il est testé
sur un type d’instrument par rapport a I'autre. La différence en pourcentage la plus élevée observée pour les
amplicons positifs et négatifs restants était de 18,1 % et 4,2 %, respectivement. Dans I'ensemble, les résultats
concordants a 100,0 % produits par les 5 instruments différents démontrent que les performances du test
IdentiClone Dx IGH Assay sur les analyseurs génétiques ABI 3500xL Dx et ABI 3500xL Genetic Analyzer sont
équivalentes.

Figure 12 : Valeurs RPR générées par chaque amplicon, par type d’instrument (CE-DIV vs RUD), par ID de l'instrument
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Validation clinique
12.12.1. Présentation de I'étude pivot de précision clinique

12.12.1.1.

12.12.1.2.

Cette étude pivot de précision a été concue pour évaluer I'équivalence des performances cliniques entre
le test IdentiClone Dx IGH Assay (le dispositif expérimental) et un dispositif pronostique sur I’ADN
rétrospectif et résiduel désidentifié extrait d’échantillons de sang périphérique (SP) provenant de
personnes suspectées d’avoir des lymphoproliférations des lymphocytes B. Le dispositif pronostique est
un test DIV disponible dans le commerce (au moment de I’étude), qui applique le NGS pour détecter les
réarrangements clonaux du géne /GH (test de référence), avec une utilisation prévue similaire au dispositif
expérimental, le test IdentiClone Dx /IGH Assay, sur le méme type d’échantillon.

Le test IdentiClone Dx /GH Assay a été développé par Invivoscribe en tant que dispositif de diagnostic in
vitro destiné a la détection qualitative par électrophorese capillaire des réarrangements du géne clonal
des immunoglobulines a chaine lourde (/IGH) dans I’ADN génomique extrait du sang périphérique de
patients présentant des lymphoproliférations suspectées. Le test de référence utilise la technologie NGS
pour identifier les réarrangements clonaux IGH Vh - Ju, les séquences d’ADN de la région Vi - Ju associées
et la distribution de fréquence de I'utilisation des segments de la région Vu et Ju.

12.12.2. Objectifs de I'étude

12.12.2.1.

Les objectifs de cette étude pivot de précision étaient de 1) établir une concordance entre les résultats du
test IdentiClone Dx /GH Assay et du test de référence en évaluant le pourcentage de concordance positive
et négative entre les deux tests et 2) estimer la relation entre les diagnostics de la maladie et la détection
de la clonalité.

12.12.3. Population de patients

12.12.3.1.

Au total, 303 échantillons ont été inclus dans I'étude ; cependant, 54 échantillons n’étaient pas éligibles
pour une comparaison entre le test de référence et le dispositif d’investigation (test IGH IdentiClone Dx
IGH Assay). Parmi ceux-ci, 4 échantillons n’ont pas été expédiés au centre de test, et 50 échantillons
étaient soit « Quantity Not Sufficient » (Quantité insuffisante, QNS), soit présentaient des résultats qui
n’étaient pas évaluables avec au moins un test, les rendant inaptes a I'inclusion dans I'analyse
comparative. Les 249 échantillons restants comprenaient deux populations d’analyse, 1) un ensemble
d’analyse avec des patients sains (n = 249), qui comprenait de I’ADN provenant de sang périphérique de
patients suspectés d’étre atteints d’'une maladie lymphoproliférative avec des résultats négatifs de
clonalité des lymphocytes B ou de I’ADN extrait d’échantillons de sang périphérique sains normaux et

2) un ensemble d’analyse sans patients sains (n = 203), qui comprenait des échantillons d’ADN provenant
de patients ayant recu un diagnostic de maladie lymphoproliférative des lymphocytes B.

12.12.3.1.1. Tous les patients (échantillons) recrutés dans I'étude ont été inclus dans le groupe d’inclusion (SE).

L’analyse de concordance entre le test IdentiClone Dx IGH Assay et le test de référence utilisait la
population ES.

12.12.3.1.2. L'ensemble d’analyse principal (Primary Analysis Set, PAS) comprend des échantillons de la

population présentant des résultats positifs, négatifs ou non valides/indéterminés provenant des
résultats du test IdentiClone Dx /GH Assay et des résultats positifs ou négatifs de la méthode de
référence.

12.12.4.  Sélection des patients et des aliquotes pour le test IdentiClone Dx IGH Assay

12.12.4.1.

12.12.4.2.

La conception de I’étude utilisait des échantillons d’ADN restants anonymisés provenant d’essais cliniques
et, par conséquent, était exemptée de la nécessité de consentements individuels des patients.

Un seul échantillon par patient a été inclus dans le groupe d’analyse final utilisé pour évaluer les objectifs
principaux.

12.12.5. Analyse de I'innocuité du test

12.12.5.1.

Le test IdentiClone Dx IGH Assay ne devrait pas présenter de risque direct pour la sécurité du patient et
aucune décision thérapeutique n’a été prise sur la base des résultats du test IdentiClone Dx IGH Assay.

12.12.6. Efficacité

12.12.6.1.

Validation clinique primaire du test IdentiClone Dx /GH Assay

12.12.6.1.1. L'objectif principal de cette étude clinique établit une concordance entre le dispositif expérimental

(test IGH IdentiClone Dx IGH Assay) et un test de référence (un test DIV disponible dans le
commerce [au moment de |'étude] qui applique le NGS pour détecter les réarrangements clonaux
du géne IGH, avec une utilisation prévue similaire au dispositif expérimental).

12.12.6.1.2. La concordance entre le dispositif expérimental (IdentiClone Dx IGH Assay) et les résultats de

IdentiClone Dx IGH Assay

clonage du test de référence est affichée dans le Tableau 23. Parmi les 249 échantillons évaluables
susceptibles d’étre évalués par la méthode de référence, 243 ont rapporté le méme résultat par les
deux méthodes.
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Tableau 23 : Concordance entre le test IdentiClone Dx /GH Assay (IUO) et le test de
référence (DIV), y compris les patients en bonne santé

IdentiClone Dx /GH Assay Test de référence (IVD)
(luo)

Le Tableau 24 détaille la concordance basée sur la conformité entre les résultats de clonage du test
IdentiClone Dx /GH Assay (IUO) et du test de référence basé sur le NGS (DIV). Parmi les

249 échantillons évaluables testés, 114 des 115 échantillons négatifs (-) étaient concordants entre
les deux méthodes, 129 des 134 échantillons positifs (+) étaient concordants, pour un PCN de

99,1 % et un PCP de 96,3 %. La limite inférieure de I'intervalle de confiance (IC) a 95 % pour le PCN
est de 95,3 % tandis que la limite inférieure de I'IC a 95 % pour le PCP est de 91,5 % ; le Tableau 24
détaille la concordance entre le dispositif expérimental et la méthode de référence. Les rapports de
vraisemblance positifs et négatifs sont fournis dans le Tableau 25.

Tableau 24 : Concordance entre le dispositif expérimental et le test de référence

Mesure de la Pourcentage de IC a 95 %*
concordance concordance (n/N)

PCN 99,1 % (114/115) (95,3 %, 100,0 %)
PCP 96,3 % (129/134) (91,5 %, 98,8 %)

1/IC a 95 % est calculé a I'aide de la méthode dite exacte de Clopper-Pearson

Tableau 25 : Rapport de probabilité entre le test IdentiClone Dx
/GH Assay et le test de référence (DIV), y compris
les patients en bonne santé

Rapport de vraisemblance Rapport de vraisemblance

positive négative
110,709 0,038

Tableau 26 présente la concordance entre les résultats de clonage du dispositif expérimental et du
test de référence sans patients sains. Parmi les 203 échantillons évaluables susceptibles d’étre
évalués par la méthode de référence, 197 ont rapporté le méme résultat par les deux méthodes.

Tableau 26 : Concordance entre le test IdentiClone Dx /GH Assay (IUO) et le test de
référence (DIV) a I'exclusion des patients en bonne santé

IdentiClone Dx /GH Assay Test de référence basé sur le NGS (DIV)

(lUO) = Total

La concordance est basée sur la concordance entre le dispositif expérimental et le test de
référence, a I'exclusion des patients sains (Tableau 27). Parmi les 203 échantillons évaluables
testés, 69 des 70 échantillons négatifs (-) étaient concordants entre les deux méthodes, 128 des
134 échantillons positifs (+) étaient concordants, pour un PCN de 98,6 % et un PCP de 96,2 %.

La limite inférieure de I'IC a 95 % pour le PCN est de 92,3 % tandis que la limite inférieure de I'lIC a
95 % pour le PCP est de 91,4 %. Les rapports de vraisemblance positifs et négatifs sont fournis
dans le Tableau 28.
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Tableau 27 : Concordance entre le test IdentiClone Dx /GH Assay (IUO) et le test de
référence (DIV), a I'exclusion des patients en bonne santé

Mesure de la Pourcentage de concordance IC a 95 %* ‘

concordance (n/N)
PCN 98,6 % (69/70) (92,3 %, 100,0 %)
PCP 96,2 % (128/133) (91,4 %, 98,8 %)

1'IC a 95 % est calculé a I'aide de la méthode dite exacte de Clopper-Pearson

Tableau 28 : Rapport de vraisemblance entre le test IdentiClone
Dx /GH Assay et le test de référence (DIV), a
I’exclusion des patients en bonne santé

Rapport de vraisemblance Rapport de vraisemblance

positive négative

67,368 0,038

12.12.7.  Conclusions
12.12.7.1.  Cette évaluation clinique du test IdentiClone Dx /GH Assay confirme que le dispositif expérimental détecte
avec précision les événements clonaux dans le géne de chaine lourde des immunoglobulines (/IGH).
12.12.7.2.  Cette étude pivot de précision fournit des preuves documentées que le dispositif expérimental et la
méthode de référence (dispositif de référence) présentent des taux de détection similaires pour les
événements clonaux de I’/GH. Les objectifs principaux de concordance ont été fixés a 70 % d’une limite
inférieure d’un ICa 95 % pour le PCN et le PCP, car ces deux technologies sont assez différentes.
Cependant, les résultats de 'essai démontrent que ces deux technologies identifient des événements
clonaux a un taux tres similaire.
12.12.7.3.  L'ADN résiduel désidentifié extrait d’échantillons de sang périphérique (SP) de personnes présentant des
troubles lymphoprolifératifs des lymphocytes B suspectés a été testé par les deux méthodes. Un sous-
ensemble de 249 échantillons a généré des résultats évaluables avec les deux tests et le critére
d’acceptation de I'étude a été satisfait :
12.12.7.3.1. Lalimite inférieure de I'IC exact a 95 % du PCN devait étre supérieure ou égale a 70 %. La limite
inférieure atteinte était de 95 %.
12.12.7.3.1.1. La spécificité diagnostique a été calculée a 0,991.
12.12.7.3.1.2. Rapport de vraisemblance négative : 0,038

12.12.7.3.2.  Lalimite inférieure de I'IC exact a 95 % PCP était supérieure ou égale a 70 %. La limite inférieure
atteinte était de 92 %.
12.12.7.3.2.1. Sensibilité diagnostique calculée a 0,963.
12.12.7.3.2.2. Rapport de vraisemblance positive : 110,709

12.12.7.4.  La méthode expérimentale a donné un résultat faussement positif et cing résultats faussement négatifs.

12.12.7.5.  Cette évaluation clinique du test IdentiClone Dx /GH Assay confirme que le dispositif expérimental détecte
avec précision les événements clonaux dans le gene IGH.

12.12.7.6.  Aucun probleme de sécurité n’a été identifié pendant I'exécution de cette étude.
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= |dentiClone Dx IGH Software Instructions for Use — English (Invivoscribe E[i]: 310000)
= ABI 3500xL Dx Genetic Analyzer User Manual (Thermo Fisher: 100079380 Revision D)
= ABI 3500xL Genetic Analyzer User Manual (Thermo Fisher: 4401661 Revision C)

Support technique et service client

Les représentants du support technique et du service client sont disponibles du lundi au vendredi pour répondre a vos
questions par téléphone, par e-mail ou sur le site Internet.

Invivoscribe, Inc
10222 Barnes Canyon Road | Building 1 | San Diego, CA | 92121-2711 | Etats-Unis

Site Web : www.invivoscribe.com | Heures d’ouverture : 7 h & 17 h heure du Pacifique
Téléphone : +1858 224-6600 | Fax: +1858 224-6601

Service technique : support@invivoscribe.com | Service client : sales@invivoscribe.com
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15. Symboles

Les symboles suivants sont utilisés pour I'étiquetage de ce produit.

vl lg ~ B F &

Référence catalogue

Volume de réactif

Numeéro de lot

Conditions de conservation

Identifiant unique du dispositif

Date de péremption

Protéger de la lumiére

Fabricant

Conformité européenne

Destiné au diagnostic in vitro

16. Informations légales

Pour les informations légales relatives a ce produit, consulter : https://invivoscribe.com/legal-notices/

17. Historique des révisions

Tableau 29 :
Révision
du mode

d’emploi
H Décembre 2025

publication

|'organisme notifié.

Description de la modification

IGH

|CONTROL|NTC|

IGH FR1
IGH FR2
IGH FR3

m 2]

ADN polymérase Taq

Contréle positif IGH

Contréle négatif

Controle sans matrice (NTC)

MMA IGH FR1 (mélange mére A)

MMB IGH FR2 (mélange mére B)

MMC IGH FR3 (mélange meére C)
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Consulter les instructions d’utilisation

Mandataire Suisse

Mandataire au sein de I'Union
européenne

Personne responsable au Royaume-Uni

Publication initiale pour soumission a

Historique des révisions du mode d’emploi et validation de I'organisme notifié du test IdentiClone Dx /GH Assay
Date de

Révision validée par I'organisme notifié

M Oui

Langue de validation : Anglais

O Non

IdentiClone Dx IGH Assay
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	6.3.5. Le personnel de laboratoire doit porter un équipement de protection individuelle (EPI) approprié, et suivre les bonnes pratiques de laboratoire et les précautions universelles lors de la manipulation des échantillons. Toujours manipuler les éch...
	6.3.6. En raison de la sensibilité analytique de ce test, prendre de très grandes précautions pour éviter de contaminer les réactifs et/ou les mélanges d’amplification avec des échantillons, des contrôles ou des produits d’amplification. Contrôler tou...
	6.3.7. Afin de limiter les contaminations, porter des gants propres lors de la manipulation des échantillons et des réactifs, et nettoyer systématiquement les plans de travail et les pipettes avant de réaliser la PCR.
	6.3.8. L’autoclavage ne permet pas d’éliminer l’ADN issu d’une contamination.
	6.3.9. La progression du travail dans le laboratoire réalisant la PCR doit toujours se faire en sens unique entre des zones de travail séparées : commencer par la préparation des mélanges mères, suivie de la préparation des échantillons, puis de l’amp...
	6.3.10. Conserver toutes les pipettes et les pointes de pipette ainsi que tout le matériel utilisé dans un endroit spécifique dédié à cette zone du laboratoire.
	6.3.11. Utiliser des consommables en plastique stériles et jetables dans la mesure du possible pour éviter toute contamination par des RNase, DNase ou une contamination croisée.
	6.3.12. Une fois le sachet en polymère POP-7 équilibré à température ambiante, examiner l’intérieur du col au point d’installation. Vérifier que le sachet ne présente pas de polymère sec ou cristallisé. Ne pas installer le sachet sur l’instrument ABI ...
	6.3.13. Tout incident grave, survenu en lien avec le dispositif doit être signalé au fabricant et aux autorités compétentes dans l’État membre de l’utilisateur et/ou du patient.

	6.4. Réactifs, matériaux et équipement

	7. Prélèvement et préparation des échantillons
	7.1. Précautions
	7.2. Substances interférentes
	7.2.1. Agents chélateurs de cations divalents
	7.2.2. Pointes de pipette à faible rétention
	7.2.3. EDTA (non significatif à faible concentration)
	7.2.4. Héparine

	7.3. Exigences et stabilité des échantillons
	7.3.1. L’échantillon peut être conservé entre 2  C et 8  C pendant un maximum de 7 jours avant d’être testé.
	7.3.2. L’échantillon peut être expédié avec une poche réfrigérante ; il ne doit jamais être congelé.

	7.4. Préparation des échantillons
	7.4.1. Extraire l’ADNg des échantillons < 7 jours après le prélèvement.
	7.4.2. Quantifier l’ADNg extrait à l’aide d’un spectrophotomètre UV-Vis à microvolume.
	7.4.3. Préparer une dilution d’ADNg dans 50 ng/μl avec 1/10e de TE.
	7.4.3.1. Pour l’amplification avec chaque mélange mère, 5 μl d’ADNg à une concentration de 50 ng/μl est requis.
	7.4.3.2. Si la concentration d’ADNg disponible est < 50 ng/μl, réextraire les échantillons patients.


	7.5. Conservation des échantillons
	7.5.1. Conserver l’ADNg entre 2  C et 8  C pendant 7 jours au maximum avant utilisation ou entre -30  C et -15  C pendant 3 ans au maximum avant utilisation.
	7.5.2. Conserver les échantillons d’ADNg dilués dans des tubes à faible adhérence.


	8. Procédure de test
	8.1. Préparation du mélange mère
	8.1.1. Sortir le ou les mélanges mères, le contrôle positif, le contrôle négatif, le NTC et l’échantillon d’ADNg dilué (50 ng/μl) du lieu de conservation et laisser le ou les tubes décongeler complètement à température ambiante, puis mélanger au vorte...
	8.1.2. Sortir la Taq DNA Polymerase du lieu de conservation et la conserver au froid (c.-à-d. sur de la glace ou sur un bloc froid).
	8.1.2.1. Centrifuger le ou les tubes pendant 2 à 5 secondes dans la microcentrifugeuse.

	8.1.3. Utiliser les directives ci-dessous pour calculer le nombre total de réactions (N) pour chaque mélange mère :
	8.1.3.1. Ajouter le volume calculé pour chaque mélange mère dans des tubes étiquetés distincts, en utilisant N × 45 μl.
	8.1.3.2. Ajouter le volume calculé de Taq DNA Polymerase à chaque mélange mère, en utilisant N × 0,25 μl.
	8.1.3.3. Mélanger au vortex le mélange mère + la ou les solutions Taq DNA Polymerase à vitesse maximale pendant 5 à 15 secondes.
	8.1.3.4. À l’aide d’une microcentrifugeuse, centrifuger les tubes entre 2 et 5 secondes.

	8.1.4. Pour chaque réaction, combiner 45 μl de la ou des solutions d’ADN polymérase MM + Taq avec 5 μl de matrice (échantillon d’ADNg dilué dans 50 ng/μl, contrôle positif, contrôle négatif ou NTC) dans les puits individuels appropriés d’une plaque ou...
	8.1.4.1. Pipeter plusieurs fois, puis fermer le tube ou sceller la plaque avec des barrettes de bouchon ou un film d’étanchéité ; OU
	8.1.4.2. Fermer le tube ou sceller la plaque avec des barrettes de bouchon ou un film d’étanchéité, puis mélanger au vortex à vitesse maximale pendant environ 15 secondes.
	8.1.4.3. En cas d’utilisation d’un tube PCR, centrifuger le ou les tubes pendant 2 à 5 secondes à l’aide d’une microcentrifugeuse. En cas d’utilisation d’une plaque PCR, centrifuger la plaque à 1 000 FCR pendant environ 30 secondes.


	8.2. Amplification PCR
	8.2.1. Amplifier le ou les tubes ou la plaque selon les paramètres PCR fournis dans le Tableau 6.
	8.2.1.1. S’assurer que le réglage du Reaction Volume (Volume de réaction) est de 50 μl et que la Cover Temperature (Température de couverture) est réglée sur 105  C.
	8.2.1.2. S’assurer que le réglage du Reaction Volume est de 50 μl et que la Cover Temperature est réglée sur 105  C.

	8.2.2. Une fois le programme de PCR terminé, retirer la plaque ou les tubes d’amplification du thermocycleur.
	8.2.2.1. Les produits de PCR peuvent être conservés entre 2  C et 8  C jusqu’à 7 jours ou entre -30  C et -15  C jusqu’à 3 mois avant la détection.
	8.2.2.2. Suivre la section Créer un plan de plaque du mode d’emploi du logiciel pour créer un plan de plaque avant de passer à la section 8.3.


	8.3. Préparation de la plaque de détection
	8.3.1. Laisser un nombre approprié de tubes de Hi-Di formamide décongeler à température ambiante.
	8.3.2. Sortir un tube de marqueur de taille LIZ v2.0 Dx du réfrigérateur.
	8.3.3. Mélanger au vortex le Hi-Di formamide et le standard de taille LIZ à la vitesse maximale pendant 5 à 15 secondes.
	8.3.4. Centrifuger les tubes pendant environ 2 à 5 secondes.
	8.3.5. Dans un nouveau tube au volume approprié, combiner la quantité requise de Hi-Di Formamide avec les étalons de taille LIZ.
	8.3.5.1. Le rapport final doit être de 0,056 (56 µl d’étalon de taille LIZ + 1 000 µl de Hi-Di Formamide).
	8.3.5.2. Mélanger la solution au vortex à la vitesse maximale pendant 5 à 15 secondes, puis centrifuger pendant 2 à 5 secondes.

	8.3.6. Centrifuger la plaque ou les tubes d’amplification de la section 8.2.2 à 1 000 FCR pendant 30 secondes.
	8.3.7. Dans une nouvelle plaque PCR à 96 puits, combiner 19 μl de solution LIZ:Hi-Di avec 1 μl de produit PCR par puits.
	8.3.8. Ajouter 20 μl de Hi-Di Formamide dans les puits vides de l’injection de 24 puits.
	8.3.9. Mélanger la plaque de détection en :
	8.3.9.1. Pipetant plusieurs fois de haut en bas, puis en scellant la plaque avec des barrettes de bouchon ou une feuille d’étanchéité ; OU
	8.3.9.2. Scellant la plaque avec des barrettes de bouchon ou un film d’étanchéité, puis en mélangeant au vortex à vitesse maximale pendant 15 secondes.
	8.3.9.3. Centrifugeant la plaque à 1 000 FCR pendant 30 secondes.
	8.3.9.4. Dénaturant la plaque de détection selon les paramètres du Tableau 7 sur le thermocycleur.
	8.3.9.5. S’assurer que le réglage du Reaction Volume est de 20 μl et que la Cover Temperature est réglée sur 105  C.

	8.3.10. Démarrer la série.
	8.3.10.1. Une fois le programme de dénaturation terminé, retirer la plaque de détection du thermocycleur et centrifuger la plaque à 1 000 FCR pendant 30 secondes.


	8.4. Installer les paramètres du test
	8.4.1. Importer les paramètres de l’instrument IdentiClone Dx IGH Assay dans l’instrument ABI.
	8.4.1.1. Double-cliquer sur l’icône ABI 3500 Dx pour ouvrir le 3500 Dx Series Data Collection Software 3 IVD.
	8.4.1.1.1. Dans le menu du tableau de bord, cliquer sur Library (Bibliothèque) ().
	8.4.1.1.2. Cliquer sur Manage (Gérer) (), puis sélectionner Tests dans le menu déroulant.
	8.4.1.1.2.1. Sélectionner l’icône Import (Importer) (), puis naviguer jusqu’au chemin de fichier du progiciel et sélectionner IGH-IP.xml.



	8.4.2. Importer la convention de nom de fichier du test IdentiClone Dx IGH Assay dans l’instrument ABI.
	8.4.2.1.1. Cliquer sur Manage (), puis sélectionner File Name Convention (Convention de nom de fichier) dans le menu déroulant.
	8.4.2.1.1.1. Sélectionner l’icône Import (Importer) (), puis accéder au chemin de fichier du progiciel et sélectionner IGH-FNC.xml.


	8.4.3. Importer le groupe de résultats du test IdentiClone Dx IGH Assay dans l’instrument ABI.
	8.4.3.1.1. Cliquer sur Manage (), puis sélectionner Results Group (Groupe de résultats) dans le menu déroulant.
	8.4.3.1.1.1. Sélectionner l’icône Import (), puis accéder au chemin de fichier du progiciel et sélectionner IGH-RG.xml.


	8.4.4. Vérifier que les paramètres appropriés de l’Instrument Protocol (Figure 3) et du Sizecalling Protocol (Figure 4) sont correctement configurés et enregistrés dans la bibliothèque de tests sur l’ABI 3500 Data Collection Software.
	8.4.4.1. Enregistrer les paramètres du test dans la bibliothèque de tests ABI 3500 Dx en utilisant le nom IC_Dx_IP pour le protocole de l’instrument et IC_Dx_IGH_SP pour le protocole d’identification de la taille, exactement comme indiqué sur la Figur...
	8.4.4.2. Dans la section File Name Convention (Convention de nom de fichier), cliquer sur l’icône du crayon  pour s’assurer que les paramètres de la convention de nommage (FNC) correspondent à ceux de la Figure 6 et sont enregistrés sous IC_Dx_FNC (co...
	8.4.4.2.1. La FNC détermine les champs de données et l’ordre dans lequel les fichiers de données résultants (fichiers FSA) seront contenus.
	8.4.4.2.2. Vérifier que les attributs sélectionnés correspondent à l’ordre indiqué sur la Figure 6.


	8.4.5. Dans la section Results Group (Groupe de résultats), cliquer sur l’icône du crayon  pour s’assurer que les paramètres du Results Group (RG) correspondent à ceux de la Figure 7 et sont enregistrés sous IC_Dx_RG (comme illustré).
	8.4.5.1. Le groupe de résultats est utilisé pour nommer, trier et personnaliser les dossiers dans lesquels les fichiers de données d’échantillons sont stockés.
	8.4.5.2. Vérifier que les attributs sélectionnés correspondent à l’ordre indiqué sur la Figure 7.


	8.5. Analyse des fragments par électrophorèse capillaire
	8.5.1. Vérifier l’état des consommables de l’instrument.
	8.5.1.1. Dans le tableau de bord de l’instrument ABI, cliquer sur Refresh (Actualiser), puis contrôler le temps restant de l’instrument et le nombre d’injections effectuées pour les consommables (Figure 8), et vérifier les éléments suivants :
	8.5.1.1.1. Volumes de réactif ABI suffisants pour la ou les séries d’électrophorèse capillaire (EC) ;
	8.5.1.1.2. Les tampons, le polymère et le capillaire n’ont pas dépassé la durée maximale autorisée sur l’instrument ;
	8.5.1.1.3. Le nombre d’injections restantes pour chaque composant est suffisant pour le nombre d’injections requises pour la ou les séries d’EC ; et
	8.5.1.1.4. Le POP7 restant est suffisant pour le nombre d’échantillons dans la ou les séries.

	8.5.1.2. Si un consommable est périmé ou doit être remplacé, suivre les instructions du fabricant pour effectuer la maintenance nécessaire avant de continuer.

	8.5.1. Importer le plan de plaque ABI (CSV) terminé et créé avec le logiciel IdentiClone Dx IGH Software (consulter la section Créer un plan de plaque dans le mode d’emploi du logiciel).
	8.5.1.1. Cliquer sur Create New Plate (Créer une nouvelle plaque) et saisir un nom pour la plaque.
	8.5.1.2. Sélectionner 96 comme Number of Wells (Nombre de puits).
	8.5.1.3. Sélectionner Fragment comme Plate Type (Type de plaque).
	8.5.1.4. Sélectionner 50 cm comme Capillary Length (Longueur capillaire).
	8.5.1.5. Sélectionner POP7 comme Polymer Type (Type de polymère).
	8.5.1.6. Cliquer sur Assign Plate Contents (Attribuer le contenu de la plaque).
	8.5.1.7. Cliquer sur Import (Importer).

	8.5.2. Vérifier que les attributs corrects du plan de plaque ont été importés.
	8.5.2.1. Ouvrir le plan de plaque ABI (CSV) créé avec le logiciel IdentiClone Dx IGH Software.
	8.5.2.1.1. Vérifier que tous les puits d’échantillon et de contrôle sont correctement nommés et que chaque puits se voit attribuer l’Assay (Test), la File Name Convention et le Results Group corrects (voir les sections 8.4.5 et 8.4.3, respectivement).

	8.5.2.2. Si le plan de plaque ne correspond pas à la configuration prévue, créer un nouveau fichier de plan de plaque ABI à partir de la section 8.5.1.
	8.5.2.3. Sélectionner tous les puits qui ne contiennent pas de réaction (échantillon ou contrôle), cliquer avec le bouton droit de la souris et sélectionner Delete (Supprimer) pour empêcher la génération des résultats.
	8.5.2.4. Cliquer sur Save Plate (Enregistrer la plaque), puis cliquer sur Link Plate for Run (Associer la plaque pour la série).

	8.5.3. Exécuter la plaque sur l’analyseur génétique ABI 3500xL Dx ou ABI 3500xL Genetic Analyzer.
	8.5.3.1. Charger la plaque de détection appropriée (préparée dans la section 8.3) sur l’instrument ABI conformément aux instructions du fabricant.
	8.5.3.1.1. Vérifier que tous les puits occupés dans la plaque de détection sont exempts de bulles d’air et que le contenu se trouve au fond du puits.
	8.5.3.1.2. Vérifier que l’orientation de la plaque est correcte lorsqu’elle est placée dans l’instrument.
	8.5.3.1.3. Vérifier que la position de la plaque sur l’instrument ABI est correctement sélectionnée (plaque A contre plaque B).

	8.5.3.2. Cliquer sur Start Run (Démarrer la série).
	8.5.3.2.1. S’assurer que la série a commencé ; vérifier que le fond du jeu d’échantillons dans la première injection sur l’écran de la plaque devient vert.


	8.5.4. Préparer les données de la série pour l’analyse
	8.5.4.1. Après la série ABI, vérifier que la série est terminée sans erreurs, puis naviguer jusqu’à l’emplacement du fichier contenant les résultats de la série au format FSA.
	8.5.4.1.1. Copier les fichiers FSA au même endroit contenant les fichiers LIVS générés par le logiciel.
	8.5.4.1.2. Procéder à l’analyse des données à l’aide du logiciel IdentiClone Dx IGH Software, voir la section Analyse des résultats dans le mode d’emploi du logiciel correspondant.

	8.5.4.2. Retirer la plaque de la base de l’instrument ABI et la jeter.


	8.6. Contrôle qualité

	9. Interprétation des résultats
	9.1. Points de contrôle du logiciel
	9.1.1. Les contrôles de série sont évalués pour déterminer la validité de la série.
	9.1.1.1. Un état de série valide nécessite que les 3 types de contrôles de série (positif, négatif et aucun modèle) génèrent des résultats valides ; sinon, l’état de la série n’est pas valide.
	9.1.1.2. Tous les résultats du Sample Name inclus dans une série non valide seront automatiquement considérés comme non valides et l’analyse ne se poursuivra pas.

	9.1.2. La validité des résultats du Sample Name d’une série valide est évaluée (par mélange mère individuel).
	9.1.2.1. Un résultat Sample Name non valide ne fera pas l’objet d’une analyse supplémentaire (c’est-à-dire, l’état de clonalité du mélange mère).

	9.1.3. Les résultats du Sample Name valides sont évalués en termes de clonalité (par mélange mère individuel).
	9.1.3.1. Clonal
	9.1.3.2. Non clonal
	9.1.3.3. Indéterminé

	9.1.4. Des résultats valides du Sample Name pour les 3 mélanges mères sont évalués pour déterminer l’état de clonalité de l’échantillon (résultat du Sample ID [ID de l’échantillon]), voir la Figure 10.
	9.1.4.1. Si un ou plusieurs résultats du Sample Name (ou mélange mère-échantillon) sont Clonal, le résultat du Sample ID est Clonal.
	9.1.4.2. Si tous les résultats du Sample Name (ou mélange mère échantillon) sont Non-Clonal, le résultat du Sample ID est Non-Clonal.
	9.1.4.3. Si les résultats du Sample Name (ou mélange mère-échantillon) sont un mélange de résultats Indeterminate (Indéterminé) et Non-clonal (Non clonal), le résultat du Sample ID est Indeterminate (Indéterminé).
	9.1.4.4. Si un résultat du Sample Name (ou mélange mère-échantillon) est non valide et que d’autres résultats sont Non-Clonal ou Indeterminate, le résultat du Sample ID est Invalid (Non valide).
	9.1.4.4.1. Des résultats non valides pour le Sample Name (ou mélange mère-échantillon) d’une série valide peuvent être retestés conformément à la section Error! Reference source not found. pour résoudre l’état de clonalité du Sample ID.




	10. Retester, le cas échéant
	10.1. Analyses non valides
	10.1.1. Une série dans laquelle l’un des contrôles ne répond pas aux critères de validité est une Invalid Run (Série non valide). Répéter la série avec tous les échantillons, le contrôle positif, le contrôle négatif et le NTC. Chaque mélange mère est ...
	10.1.2. Répéter la série conformément au mode d’emploi du logiciel associé, en fonction du ou des codes d’erreur répertoriés dans le rapport de série du logiciel IdentiClone Dx IGH Software.

	10.2. Échantillons non valides au sein de séries valides
	10.2.1. Si les résultats de l’un des mélanges mères sont Clonal (dans une série valide), aucun nouveau test n’est nécessaire.
	10.2.2. Si les résultats de tous les mélanges mères sont Non-Clonal (dans des séries valides), aucun nouveau test n’est nécessaire.
	10.2.3. Si les résultats de tous les mélanges mères sont Non-Clonal, Indeterminate et Invalid, tester à nouveau le ou les Sample Names avec le résultat Invalid et les contrôles de série associés conformément au code d’erreur (voir Figure 11).

	10.3. Détails d’échec et répétition des tests

	11. Limites de la procédure
	12. Caractéristiques de performance
	12.1. Validations des échantillons – Stabilité des échantillons
	12.1.1. Cette étude fournit une évaluation de la validité du type d’échantillon pour étayer les revendications proposées dans le mode d’emploi ; le dispositif expérimental est validé pour le sang périphérique anticoagulé avec de l’EDTA. L’objectif de ...
	12.1.2. Le Tableau 8 fournit le résultat du test pour chaque réplicat testé sur les 15 échantillons. Tous les résultats des tests d’échantillons (2 réplicats pour chacun des 15 échantillons) étaient valides (taux de validité de l’échantillon de 100,0 ...
	12.1.2.1. Les résultats de cette étude ont établi que la stabilité du sang périphérique anticoagulé avec un type d’échantillon EDTA à utiliser avec le test IdentiClone Dx IGH Assay était ≥ 5 jours lorsqu’il est conservé entre 2  C et 8  C ou à tempéra...


	12.2. Seuil clinique
	12.2.1. Cette étude effectue une évaluation comparative des données historiques générées par le test IdentiClone Dx IGH Assay avec des échantillons cliniques, précédemment identifiés comme positifs pour les réarrangements clonaux du gène IGH, afin d’é...
	12.2.2. Dans l’ensemble, les résultats de 170 échantillons ont été évalués. Le premier ensemble de données comprenait 114 échantillons qui ont généré un résultat valide avec le test de référence (IVD) et le test IdentiClone Dx IGH Assay (IUO) ; ceux-c...
	12.2.2.1. Le premier ensemble de données de 114 échantillons a comparé les résultats de clonage générés par le test IdentiClone Dx IGH Assay au test de référence en utilisant la valeur RPR définie à ≥ 3,0 comme seuil. Le PCG, le PCP et le PCN par rapp...
	12.2.2.2. Le deuxième ensemble de données comprenait 145 échantillons et a comparé un diagnostic clinique connu (code ICD-10 ou état de santé) aux résultats de clonalité générés avec le test IdentiClone Dx IGH Assay en utilisant une valeur RPR ≥ 3,0 c...

	12.2.3. Les résultats du test d’échantillon clinique générés par le test IdentiClone Dx IGH Assay démontrent une concordance élevée avec les méthodes de référence, en utilisant une valeur RPR de seuil clinique réglée sur ≥ 3,0, qui est également la va...

	12.3. Sensibilité analytique : Limite de blanc (LdB)
	12.3.1. Cette étude établit la limite de blanc (LdB) pour le test IdentiClone Dx IGH Assay en testant 20 échantillons provenant de donneurs non clonaux (3 réplicats chacun) avec 2 lots de réactifs sur plusieurs analyseurs génétiques ABI 3500xL Dx Gene...
	12.3.2. Tous les échantillons (100 %) du panel de tests LdB testés étaient non clonaux (négatifs) avec un RPR < 3,0. Le RPR le plus élevé observé (2,9) a été généré en testant un échantillon clinique négatif avec le MMA, lot de réactifs 2. Pour chaque...

	12.4. Sensibilité analytique : Limite de détection (LdD)
	12.4.1. Cette étude établit une limite de détection (LdD) pour le test IdentiClone Dx IGH Assay en fournissant des preuves objectives à partir de résultats générés avec de l’ADNg clinique extrait de sang périphérique représentant les clans IGH (I, II ...
	12.4.2. Au total, 20 échantillons (10 donneurs sains et 10 donneurs suspectés de lymphoproliférations des lymphocytes B avec un état non clonal) comprenaient le ASP utilisé pour préparer les 7 dilutions d’ADNg représentant chaque clan IGH (I/II/III) u...
	12.4.2.1. La dilution à 1,0 % de l’IGH clan I amplifiée avec le mélange mère C (lot de réactifs 1 positif à 95 %, RPR moyen = 4,1) et la dilution de l’IGH clan I à 3,0 % avec le MMA, le MMB et le MMC (lot de réactifs 2 MMA positif à 100 %, RPR moyen =...
	12.4.2.1.1. Selon le tableau des normes clonales, les valeurs RPR MMA, MMB et MMC se situent dans la plage correspondant à la plage de clonalité de 1,0 % à 2,5 % pour MMA (plage RPR = 5,1 à 14,9), à la plage de clonalité de 1 % à 2,5 % pour MMB (plage...

	12.4.2.2. La dilution à 3,0 % de l’IGH clan II amplifiée avec le MMB est le % de dilution le plus bas où un % positif ≥ 95 % a été observé (lot de réactifs – 100 % positif, RPR moyen = 8,5 ; lot de réactifs 2 – 100 % positif, RPR moyen = 8,3). Les val...
	12.4.2.3. Le % de dilution le plus bas où le % positif ≥ 95 % observé pour l’IGH clan III est la dilution à 1,0 % avec MMC (100 % positif, RPR moyen = 6,3) avec les deux lots de réactifs. À l’aide du tableau des normes de clonalité, un RPR de 6,3 se s...

	12.4.3. Étant donné que la LdD pour les IGH clans I, II et III a été déterminée comme étant une clonalité de 2,5 %, 2,5 % et 1 %, et l’application d’une approche conservatrice, la LdD globale du test est déterminée comme étant de 2,5 %.

	12.5. Spécificité analytique : Substances interférentes
	12.5.1. Cette conception de l’étude était basée sur les normes EP07-A3 et EP37-Ed1 du CLSI et comprend l’évaluation de l’effet de 6 substances différentes, potentiellement interférentes, lorsqu’elles sont présentes dans l’échantillon testé avec le tes...
	12.5.2. Au total, 24 échantillons de sang périphérique frais (jamais congelés) anticoagulés dans des échantillons EDTA provenant de donneurs normaux (négatifs/non clonaux) ou de donneurs lymphoprolifératifs à cellules B diagnostiqués (positifs/clonaux...
	12.5.3. Les résultats de cette étude sont fournis dans le Tableau 15 et ne démontrent aucune interférence par les 6 substances aux concentrations testées. Tous les échantillons ont généré l’état de clonalité attendu (clonal ou non clonal) lorsqu’ils o...

	12.6. Spécificité analytique : Contamination par transfert/contamination croisée
	12.6.1. Cette étude a évalué le taux de contamination par transfert et de contamination croisée pendant le flux de travail du test IdentiClone Dx IGH Assay lors de la configuration de la PCR et de l’analyse des fragments d’électrophorèse capillaire. D...
	12.6.2. La disposition de la plaque se compose d’échantillons positifs et négatifs alternés dans un motif en damier, conçu pour maximiser l’occurrence du transfert et de la contamination croisée. Ces échantillons ont été amplifiés avec le mélange mère...
	12.6.3. Avant d’effectuer une fragmentation par électrophorèse capillaire sur des échantillons de test, une référence a été établie en analysant une plaque composée d’une solution Liz/HIDI dans l’instrument pour confirmer l’absence de tout signal de c...

	12.7. Spécificité analytique : Étude de précision intra-laboratoire
	12.7.1. La précision du test IdentiClone Dx IGH Assay a été déterminée en testant le même panel d’échantillons par 3 opérateurs, sur 3 instruments utilisant 3 lots de réactifs, sur 20 jours. Le panel d’échantillons se composait d’un échantillon négati...
	12.7.2. Tous les résultats des tests du panel correspondaient au résultat de clonage attendu (100,0 %). L’échantillon négatif a généré des résultats non clonaux dans tous les réplicats (100,0 %). Les échantillons faiblement positifs (1,5 fois la LdD) ...
	12.7.2.1. Valeur RPR pour MMA, le %CV observé était de 12,2 %
	12.7.2.2. Valeur RPR pour MMB, le %CV observé était de 10,5 %
	12.7.2.3. Valeur RPR pour MMC, le %CV observé était de 8,5 %

	12.7.3. La variation totale, entre l’opérateur, les instruments, les lots de réactifs et la variation intra-série est présentée dans le Tableau 17.
	12.7.3.1. Les résultats du facteur Lot ont produit la plus grande variabilité intra-série pour tous les échantillons (variabilité moyenne = 7,9 % ; minimum = 0 % et maximum = 42,3 %).
	12.7.3.2. Les résultats du facteur Opérateur ont généré une moyenne de 3,1 % (minimum = 0 % et maximum = 21,7 %).
	12.7.3.3. Le pourcentage de variance attribué à l’instrument ABI présentait une variance moyenne de 2,2 % (minimum = 0 % et maximum = 8,5 %).
	12.7.3.4. Les résultats du facteur Intrinsèque sont attribués à une variance moyenne de 86,9 % (minimum = 55,4 % et maximum = 99,9 %).

	12.7.4. Dans l’ensemble, tous les résultats du test d’échantillon correspondaient au résultat de clonage attendu (100,0 %). La valeur RPR %CV était ≤ 25 pour les échantillons faiblement positifs avec MMA, MMB et MMC, respectivement, sur 3 opérateurs, ...

	12.8. Précision de la mesure : Étude de reproductibilité multisites
	12.8.1. L’objectif de cette étude était de déterminer si le test IdentiClone Dx IGH Assay fonctionne comme prévu lorsqu’il est testé dans 3 centres distincts. L’analyse a été menée sur un panel contenant 6 échantillons positifs (3 positifs faibles et ...
	12.8.2. L’échantillon négatif du panel a produit des résultats non clonaux dans les trois centres dans tous les cas valides (100,0 %, 88/88). Les échantillons du panel faiblement et moyennement positifs ont produit des résultats clonaux sur les trois ...
	12.8.3. Dans l’ensemble, le pourcentage de variance attribué au site avait une moyenne de 15,4 % et une plage de 0,0 % à 50,9 %.
	12.8.3.1. Le pourcentage de variance attribué à l’opérateur avait une moyenne de 0,5 % et une plage de 0,0 % à 4,3 %.
	12.8.3.2. Le pourcentage de variance attribué à l’instance de test avait une moyenne de 9,9 % et une plage de 0,0 % à 20,8 %.
	12.8.3.3. Le pourcentage de variance attribué à la phase intra-série avait une moyenne de 75,5 % et une plage de 31,7 % à 100,0 %, respectivement.


	12.9. Validation du flux de travail du test : Étude d’extraction d’ADN
	12.9.1. Cette étude fournit des preuves objectives que trois méthodes courantes d’extraction d’ADN génomique (ADNg) disponibles dans le commerce génèrent une quantité suffisante d’ADNg pour le test IdentiClone Dx IGH Assay. Trois (3) méthodes d’extrac...
	12.9.2. Les échantillons ont été extraits en suivant les instructions du fabricant associées, et l’ADNg résultant a été quantifié à l’aide d’un spectrophotomètre UV-VIS et d’un NanoDrop 2000. Après la quantification, l’ADNg (1 réplicat par méthode d’e...
	12.9.3. Il a été démontré que les trois méthodes d’extraction généraient une quantité requise d’ADNg pour le test, dans laquelle chaque échantillon générait ≥ 250 ng d’ADNg, quelle que soit la méthode d’extraction. La quantité totale d’ADNg a été calc...
	12.9.3.1. Le kit PWIZ a nécessité 300 μl de sang périphérique et d’ADNg a été élué dans 100 μl, ce qui a généré une plage de 6 846,7 ng à 26 336,7 ng d’ADNg total
	12.9.3.2. Le kit QIA a nécessité 200 μl de sang périphérique et l’ADNg a été élué dans 50 μl, produisant une plage de 2 656,7 ng à 10 963,3 ng d’ADNg total
	12.9.3.3. Le kit KFF a nécessité 300 μl de sang périphérique et l’ADNg a été élué dans 50 μl, produisant une plage de 6 795,0 ng à 33 338,3 ng d’ADNg total

	12.9.4. Les 30 réplicats (10 échantillons testés avec 3 méthodes d’extraction) ont généré au moins 250 ng d’ADNg (30/30, avec une limite inférieure de l’intervalle de confiance à 95 % ≥ 80 %). L’ADNg total récupéré des méthodes PWIZ et KFF était simil...

	12.10. Validation du flux de travail du test : Étude de l’ADN de départ
	12.10.1. L’objectif de cette étude est de fournir des preuves objectives des exigences relatives à l’ADNg de départ pour le test IdentiClone Dx IGH Assay. L’évaluation de 5 quantités différentes d’ADNg (500 ng, 250 ng, 200 ng, 125 ng et 25 ng) a été e...
	12.10.2. Sur les 100 résultats possibles d’état de clonalité (10 échantillons testés en double pour 5 conditions d’entrée différentes), 96 résultats globaux (en utilisant les 3 mélanges mères). Les 4 échantillons qui n’ont pas généré de résultats glob...

	12.11. Validation du flux de travail du test : Équivalence : 3500xL contre 3500xL Dx
	12.11.1. Cette étude démontre que les résultats du test IdentiClone Dx IGH Assay sont équivalents lorsqu’ils sont obtenus en utilisant deux versions différentes d’un instrument similaire :
	12.11.1.1. L’analyseur génétique (RUO) Applied Biosystems 3500xL Genetic Analyzer et
	12.11.1.2. L’Analyseur génétique Applied Biosystems 3500xL Dx Genetic Analyzer (CE-DIV)

	12.11.2. Des échantillons comprenant 15 amplicons de 10 échantillons clonaux et 5 échantillons non clonaux (en plus des amplicons des contrôles de série associés) et ont été testés avec le test IdentiClone Dx IGH Assay sur 5 instruments ABI 3500 diffé...
	12.11.3. Au total, 75 résultats valides ont été générés par les 5 instruments différents (15 amplicons x 1 réplicat x 5 instruments). Ces résultats ont été évalués de manière plus approfondie pour calculer les valeurs relatives du rapport des pics (RP...
	12.11.4. Les résultats de test générés avec les 15 amplicons (10 clonaux/positifs et 5 non clonaux/négatifs) concordaient à 100 % avec les résultats attendus sur les 5 instruments. Les valeurs RPR générées par les amplicons positifs variaient de 17,0 ...

	12.12. Validation clinique
	12.12.1. Présentation de l’étude pivot de précision clinique
	12.12.1.1. Cette étude pivot de précision a été conçue pour évaluer l’équivalence des performances cliniques entre le test IdentiClone Dx IGH Assay (le dispositif expérimental) et un dispositif pronostique sur l’ADN rétrospectif et résiduel désidentif...
	12.12.1.2. Le test IdentiClone Dx IGH Assay a été développé par Invivoscribe en tant que dispositif de diagnostic in vitro destiné à la détection qualitative par électrophorèse capillaire des réarrangements du gène clonal des immunoglobulines à chaîne...

	12.12.2. Objectifs de l’étude
	12.12.2.1. Les objectifs de cette étude pivot de précision étaient de 1) établir une concordance entre les résultats du test IdentiClone Dx IGH Assay et du test de référence en évaluant le pourcentage de concordance positive et négative entre les deux...

	12.12.3. Population de patients
	12.12.3.1. Au total, 303 échantillons ont été inclus dans l’étude ; cependant, 54 échantillons n’étaient pas éligibles pour une comparaison entre le test de référence et le dispositif d’investigation (test IGH IdentiClone Dx IGH Assay). Parmi ceux-ci,...
	12.12.3.1.1. Tous les patients (échantillons) recrutés dans l’étude ont été inclus dans le groupe d’inclusion (SE). L’analyse de concordance entre le test IdentiClone Dx IGH Assay et le test de référence utilisait la population ES.
	12.12.3.1.2. L’ensemble d’analyse principal (Primary Analysis Set, PAS) comprend des échantillons de la population présentant des résultats positifs, négatifs ou non valides/indéterminés provenant des résultats du test IdentiClone Dx IGH Assay et des ...


	12.12.4. Sélection des patients et des aliquotes pour le test IdentiClone Dx IGH Assay
	12.12.4.1. La conception de l’étude utilisait des échantillons d’ADN restants anonymisés provenant d’essais cliniques et, par conséquent, était exemptée de la nécessité de consentements individuels des patients.
	12.12.4.2. Un seul échantillon par patient a été inclus dans le groupe d’analyse final utilisé pour évaluer les objectifs principaux.

	12.12.5. Analyse de l’innocuité du test
	12.12.5.1. Le test IdentiClone Dx IGH Assay ne devrait pas présenter de risque direct pour la sécurité du patient et aucune décision thérapeutique n’a été prise sur la base des résultats du test IdentiClone Dx IGH Assay.

	12.12.6. Efficacité
	12.12.6.1. Validation clinique primaire du test IdentiClone Dx IGH Assay
	12.12.6.1.1. L’objectif principal de cette étude clinique établit une concordance entre le dispositif expérimental (test IGH IdentiClone Dx IGH Assay) et un test de référence (un test DIV disponible dans le commerce [au moment de l’étude] qui applique...
	12.12.6.1.2. La concordance entre le dispositif expérimental (IdentiClone Dx IGH Assay) et les résultats de clonage du test de référence est affichée dans le Tableau 23. Parmi les 249 échantillons évaluables susceptibles d’être évalués par la méthode ...
	12.12.6.1.3. Le Tableau 24 détaille la concordance basée sur la conformité entre les résultats de clonage du test IdentiClone Dx IGH Assay (IUO) et du test de référence basé sur le NGS (DIV). Parmi les 249 échantillons évaluables testés, 114 des 115 é...
	12.12.6.1.4. Tableau 26 présente la concordance entre les résultats de clonage du dispositif expérimental et du test de référence sans patients sains. Parmi les 203 échantillons évaluables susceptibles d’être évalués par la méthode de référence, 197 o...
	12.12.6.1.1. La concordance est basée sur la concordance entre le dispositif expérimental et le test de référence, à l’exclusion des patients sains (Tableau 27). Parmi les 203 échantillons évaluables testés, 69 des 70 échantillons négatifs (-) étaient...


	12.12.7. Conclusions
	12.12.7.1. Cette évaluation clinique du test IdentiClone Dx IGH Assay confirme que le dispositif expérimental détecte avec précision les événements clonaux dans le gène de chaîne lourde des immunoglobulines (IGH).
	12.12.7.2. Cette étude pivot de précision fournit des preuves documentées que le dispositif expérimental et la méthode de référence (dispositif de référence) présentent des taux de détection similaires pour les événements clonaux de l’IGH. Les objecti...
	12.12.7.3. L’ADN résiduel désidentifié extrait d’échantillons de sang périphérique (SP) de personnes présentant des troubles lymphoprolifératifs des lymphocytes B suspectés a été testé par les deux méthodes. Un sous-ensemble de 249 échantillons a géné...
	12.12.7.3.1. La limite inférieure de l’IC exact à 95 % du PCN devait être supérieure ou égale à 70 %. La limite inférieure atteinte était de 95 %.
	12.12.7.3.1.1. La spécificité diagnostique a été calculée à 0,991.
	12.12.7.3.1.2. Rapport de vraisemblance négative : 0,038

	12.12.7.3.2. La limite inférieure de l’IC exact à 95 % PCP était supérieure ou égale à 70 %. La limite inférieure atteinte était de 92 %.
	12.12.7.3.2.1. Sensibilité diagnostique calculée à 0,963.
	12.12.7.3.2.2. Rapport de vraisemblance positive : 110,709


	12.12.7.4. La méthode expérimentale a donné un résultat faussement positif et cinq résultats faussement négatifs.
	12.12.7.5. Cette évaluation clinique du test IdentiClone Dx IGH Assay confirme que le dispositif expérimental détecte avec précision les événements clonaux dans le gène IGH.
	12.12.7.6. Aucun problème de sécurité n’a été identifié pendant l’exécution de cette étude.
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