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Elucigene CF-EU2v1
Céd. cat.: CF2EUB2 - 50 testes

Utilizacao prevista

Para a deteccdo qualitativa simultdnea in vitro das seguintes mutacbes do gene Cystic
Fibrosis Transmembrane conductance Regulator (CFTR) (Regulador da conductancia
transmembranar na fibrose cistica) responsaveis pela fibrose cistica em humanos em DNA

extraido de sangue total (conservado em EDTA) e amostras de gotas de sangue secas:

Tradicional De acordo com as | Tradicional De acordo com
orientacdes da HGVS as orientacdes
da HGVS
CFTRdele2,3 c.54- G551D €.1652G>A;
5940 273+1025del21kb p.Gly551Asp
E60X €.178G>T; p.Glu60X R553X c.1657C>T,;
p.Arg553X
P67L €.200C>T; p.Pro67Leu R560T c.1679G>C;
p.Arg560Thr
G85E €.254G>A; p.Gly85Glu 1811+1.6kbA>G €.1679+1.6kbA>G
394delTT €.262_263delTT,; 1898+1G>A c.1766+1G>A
p.Leu88llefs*22
444delA c.313delA; 2143delT €.2010delT;
p.llel05Serfs*2 p.Leu671X
R117C €.349C>T; p.Argl17Cys | 2184delA c.2052delA;
p.Lys684fs
R117H €.350G>A; p.Argl17His | 2347delG €.2215delG;
p.Val739Tyrfs*16
Y122X €.366T>A; p.Tyr122X W846X C.2538G>A,;
p.Trp846X
621+1G>T C.489+1G>T 2789+5G>A C.2657+5G>A
711+1G>T c.579+1G>T Q890X €.2668C>T;
p.GIn890X
L206W C.617T>G; p.Leu206Trp | 3120+1G>A €.2988+1G>A
1078delT €.948delT; p.Phe316fs 3272-26A>G c. 3140-26A>G
R334W €.1000C>T; R1066C €.3196C>T;
p.Arg334Trp p.Arg1066Cys
R347P €.1040G>C; Y1092X(C>A) C.3276C>A;
p.Arg347Pro p.Tyr1092X
R347H C.1040G>A; M1101K c.3302T>A;
p.Arg347His p.Met1101Lys
A455E C.1364C>A; D1152H €.3454G>C;
p.Ala455Glu p.Aspl152His
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Tradicional De acordo com as Tradicional De acordo com
orientacdes da HGVS as orientacdes
da HGVS
1507del €.1519 1521delATC; R1158X €.3472C>T,;
p.lle507del p.Arg1158X
F508del €.1521_1523delCTT; R1162X €.3484C>T,;
p.Phe508del p.Argl1162X
1677delTA €.1545_1546delTA; 3659delC c.3528delC;
p.Tyr515X p.Lys1177fs
V520F €.1558G>T,; 3849+10kbC>T €.3717+10kbC>T
p.Val 520Phe
1717-1G>A €.1585-1G>A S1251N C.3752G>A;
p.Serl251Asn
G542X €.1624G>T, 3905insT ¢.3773dupT,;
p.Gly542X p.Leul258fs
S549R(T>G) c.1647T>G; W1282X C.3846G>A;
p.Ser549Arg p.Trp1282X
S549N C.1646G>A,; N1303K €.3909C>G;
p.Ser549Asn p.Asn1303Lys

O CF-EU2v1 é capaz de distinguir entre individuos heterozigéticos e homozigéticos
relativamente a todas as mutacdes e variantes acima, a excep¢éo de S549R(T>G).

Resumo e explicacdo

A fibrose cistica (FC) é a patologia autossdmica recessiva limitante mais comum entre a
populagdo caucasiana. A incidéncia da doenca é de 1:3200 nados-vivos nesta etnia (1).
Na populagdo caucasiana, a frequéncia de heterozigoéticos € de aproximadamente 1:25.

A fibrose cistica afecta o epitélio de diversos érgéos, resultando numa doenca complexa
e multissistémica que envolve o pancreas exocrino, os intestinos, o aparelho respiratério,
o aparelho genital masculino, o sistema hepatobiliar e as glandulas sudoriparas
exécrinas. A expressao da doenca varia segundo a gravidade das muta¢gdes do CFTR
(2), dos modificadores genéticos (3) e dos factores ambientais (4). Esta gravidade varia
desde morte no inicio da infancia em resultado de doencga pulmonar obstrutiva
progressiva com broncoectasia, até insuficiéncia pancreatica com doenca pulmonar
obstrutiva gradualmente progressiva durante a adolescéncia e aumento da frequéncia de
hospitalizag6es motivadas por doengas pulmonares no inicio da idade adulta e até
sinusite e bronquite recorrentes ou infertilidade masculina no inicio da idade adulta.

Habitualmente, o diagndstico de fibrose cistica é estabelecido em individuos com uma ou
mais caracteristicas fenotipicas de CF e dados de uma anomalia na funcéo do CFTR
com base em um dos seguintes aspectos: presenca de duas muta¢cfes causadoras de
doenca no gene CFTR ou dois valores quantitativos anormais de cloro na iontoforese da
transpiracdo estimulada pela pilocarpina (>60 mEg/l) ou determina¢6es da diferenca de
potencial nasal transepitelial (NPD) caracteristicas de CF. A taxa de deteccao da
mutagdo do CFTR varia segundo o método analitico e a heranga étnica. Em alguns
individuos sintomaticos, apenas se detecta uma ou nenhuma mutacao causadora de
doenga; em alguns portadores, a mutacdo causadora de doencga nédo € detectavel.
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As doencas relacionadas com o CFTR-séo transmitidas de forma autossémica recessiva.
Irm&os de um probando com fibrose cistica tém uma probabilidade de 25% de estarem
afectados, uma probabilidade de 50% de serem portadores assintomaticos e uma
probabilidade de 25% de serem nado-afectados e ndo portadores. Os testes de genética
molecular de muta¢des causadoras de doenca(s) no gene CFTR séao utilizados para a
deteccédo de portadores em programas de rastreio na populacéo. Existem testes pré-
natais para gravidezes com maior risco de sofrer anomalias relacionadas com o CFTR se
forem conhecidas mutacfes causadoras de doenca na familia.

Desde a descoberta do gene CFTR, em 1989 (5), foram descritas mais de

1700 mutaces e variantes do gene (6). Muitas destas mutacfes sdo «privadas», tendo
sido descritas apenas num doente e/ou familia. As analises de rotina de todas as
mutacdes possiveis ndo sdo exequiveis nem rentaveis, estando assim confinadas a
andlise das mutagdes mais comuns. O CF-EU2v1 é um kit de testes da fibrose cistica
concebido especificamente para analisar as mutacdes mais comuns nas populacdes de
origem europeia. No total, o ensaio identifica 50 mutacdes e analisa ainda o segmento
poli-T do intrdo 8 através da determinacdo exacta da repeticdo de TG adjacente.

O segmento polimérfico de timidina que se encontra na juncao entre o intrdo 8 e 0 exdo 9
influencia a transcricdo. O namero de residuos de timidina (5T, 7T ou 9T) afecta a
eficiéncia de splicing do exao 9; se estiver presente o alelo 5T, estara ausente uma
proporcdo dos produtos da transcricdo do exdo 9, que resulta em proteinas néo
funcionais e sintomas de CF variaveis. Ha relatos de que o nimero de repeticbes de TG
na extremidade 5 do segmento de politimidina pode também influenciar o splicing to
exdo 9 (7). Se presentes no mesmo alelo da variante 5T, quanto maior for o nimero de
repeticdes de TG, maior a proporcdo de produtos de transcricdo do CFTR que nao
possuem o exao 9. O numero de repeticbes de TG pode ser determinado utilizando com
0 CF-EU2v1 medindo os picos dos produtos de amplificacdo de 5T.

Principios do procedimento

O método utilizado pelo kit Elucigene CF-EU2v1 utiliza uma tecnologia ARMS
(Amplification Refractory Mutation System, sistema de mutacdo refractaria a
amplificacdo) de fluorescéncia para amplificacdo especifica de alelos, que detecta
mutagdes, inser¢des ou dele¢des pontuais no &cido desoxirribonucleico (DNA) (8). O
principio do ARMS é que os oligonucleétidos com um residuo ndo correspondente na
extremidade 3’ n&do funcionam como iniciadores da reacgdo em cadeia da polimérase
(PCR) em condi¢cbes especificas. A selecgdo de oligonucleétidos adequados permite a
amplificacéo e deteccdo de sequéncias de DNA mutantes ou normais especificas.

Adverténcias e precaucdes
1. Para fins de diagnéstico in vitro.

2. O controlo de DNA fornecido com este kit é de origem humana e foi analisado
independentemente com um ensaio de PCR, tendo-se verificado que é negativo para
0 virus da hepatite B (HBV), o virus da hepatite C (HCV) e o virus da
imunodeficiéncia humana 1 (HIV1).

3. Ha que ter cautela quando se manuseia material de origem humana. Todas as amostras
devem ser consideradas potencialmente infecciosas. Nenhum método de teste pode
garantir totalmente a auséncia de HBV, HCV, HIV1 ou de outros agentes infecciosos. O
manuseamento das amostras e dos componentes dos testes, a sua utilizacdo, o seu
armazenamento e a sua eliminacdo devem estar de acordo com o0s procedimentos
definidos pelas orientacdes ou regulamentos nacionais de seguranca bioldgica.
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4. Armazene todos os componentes abaixo de -20°C e no escuro. Os corantes
fluorescentes utilizados neste produto séo fotossensiveis, evite a exposi¢édo prolongada
a luz. Elimine 3 meses apds a abertura, excepto se dividido em subaliquotas.

5. De acordo bom as boas praticas de laboratério actuais e para que se possa avaliar a
validade do procedimento, os laboratérios devem processar em cada ensaio as suas
préprias amostras de QC interno de genétipo conhecido.

Simbolos utilizados nos rétulos

Os simbolos utilizados em todos os rotulos e embalagens estdo em conformidade com a
norma EN 980 harmonizada.

™
v/

Fabricante

NuUmero de analises

u

-
i i I . ~ S
Consulte as instru¢@es de utilizacdo

XO
Armazene abaixo da temperatura indicada
Utilize até a data indicada
REF . .
Cadigo de catélogo
LOT Ndmero de lote
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Materiais fornecidos

Os reagentes devem ser armazenados em areas isentas de DNA ou produtos de PCR
contaminantes.

Todos os reagentes séo fornecidos prontos a utilizar. Armazene os reagentes abertos e por
abrir a -20 °C. Os reagentes abertos podem ser armazenados durante até 3 meses.

Sé&o fornecidos materiais suficientes para 50 andlises:

2 x ampola de 120 pl de mistura de reacgdo A para CF-EU2v1, contendo iniciadores
para amplificar os seguintes alelos mutantes R347H, R347P, 2789+5G>A, 3120+1G>A,
711+1G>T, R334W, 1507del, F508del, 3849+10kbC>T, 1677delTA, 1078delT, V520F,
L206W, W1282X, R560T, 2347delG, Q890X, R553X, G551D, S549N, M1101K, G542X,
3905insT, Y1092X(C>A), S1251N, 444delA, 1811+1.6kbA>G, 1717-1G>A, R117H,
R117C, N1303K, Y122X, 394delTT, GB85E, R1066C, 1898+1G>A, W846X,
2184delA, D1152H, CFTRdele2,3, P67L, 2143delT, E60X, 3659delC, 3272-26A>G,
621+1G>T, A455E, R1162X e R1158X. Esta mistura contém também iniciadores de
estirpe selvagem para a detecgdo do alelo F508del normal, iniciadores para a deteccéo
das variantes de politimidina, 1VS8-5T, IVS8-7T e IVS8-9T, e iniciadores para a
identificacdo de dois marcadores STR hipervariaveis — (CF2EUTA).

2 x ampola de 120 pl de mistura de reacc¢éo B para CF-EU2v1, contendo iniciadores de
estirpe selvagem para amplificar os seguintes alelos normais R347H, R347P,
2789+5G>A, 3120+1G>A, 711+1G>T, R334W, 1507del, 3849+10kbC>T, 1677delTA,
1078delT, V520F, L206W, W1282X, R560T, 2347delG, Q890X, R553X, G551D, S549N,
M1101K, G542X, 3905insT, Y1092X(C>A), S1251IN, 444delA, 1811+1.6kbA>G,
1717-1G>A, R117H, R117C, N1303K, Y122X, 394delTT, G85E, R1066C, 1898+1G>A,
W846X, 2184delA, D1152H, CFTRdele2,3, P67L, 2143delT, E60X, 3659delC,
3272-26A>G, 621+1G>T, A455E, R1162X e R1158X. Esta mistura contém ainda
iniciadores para a identificagdo de dois marcadores STR hipervariaveis — (CF2EUTB).

2 x ampola de 400 pl s de mistura principal para PCR contendo DNA polimerase
HotStartTaq e trifosfatos de desoxinucle6tidos em tampéo — (CRO0O0TM).

1 x ampola de 50 pl de controlo de DNA, normal para as muta¢cfes detectadas pelo
Elucigene CF-EU2v1 — (CR0O06TX)

Materiais necessarios, mas ndo fornecidos

Consumiveis de laboratério — luvas, tubos de microcentrifuga de tampa de rosca;
ampolas para PCR de 0,2 ml; pontas de pipeta.

Preparacdo do DNA — QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen GmbH, N.° Cat. 51304/51306)
ou equivalente.

Electroforese de capilares — padrao de tamanho GeneScan 600 LIZ (N.° Cat. ABI 4366589),
padréo de tamanho GeneScan 600v2 LIZ (N.° Cat. ABI 4408399), padrdo de matriz
multicapilares DS-33 (conjunto de corantes G5) (N.° Cat. ABI 4345833), Polimero POP-6
(N.°Cat. ABI 4316357) ou polimero POP-7 (N.° Cat. ABI 4352759), 10x tampdo para
analisador genético (N.° Cat. ABI 402824) e formamida Hi-Di (ABI N.° Cat. 4311320).
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Equipamento Necessario

Equipamento de laboratério — pipetas de precisdo (2 conjuntos: 1 para utilizar antes da
amplificacdo e 1 para depois da amplificacdo: de preferéncia, pipetas de deslocacdo
positiva); vestuario de proteccdo, agitador vortex; microcentrifuga; centrifuga de placas
de microtitulacéo de 96 pocos.

Amplificacdo por PCR — Termociclador onde caibam placas de microtitulagdo de
96 pocos ou ampolas de 0,2 ml, com exactiddo da temperatura de +/-1 °C entre 33 °C e
100 °C e uniformidade da temperatura estéatica de +/-1 °C.

Electroforese de capilares — Analisador genético ABI 3100/3130/3500 (com software de
andlise de fragmentos), matriz de capilares de 36 cm ou 50 cm (ABI3500), placas Opticas
de 96 pocos, septos de 96 pocos, cassetes de 96 pocos.

Colheita e armazenamento de amostras
Pode utilizar-se sangue total (EDTA) e gotas de sangue seco.

Ha relatos de alguns casos em que dispositivos de colheita de amostras afectaram a
integridade de determinados analitos e podem interferir com as tecnologias de alguns
métodos (9). Recomenda-se que cada utilizador zele para que o dispositivo escolhido é
utilizado de acordo com as instru¢des do fabricante e que os dispositivos de colheita de
amostras sdo compativeis com este teste.

As amostras de sangue devem ser armazenadas a -20 °C antes da preparacdo do DNA.
Evite congelar e descongelar repetidas vezes.

Preparacdo de DNA a partir de amostras de sangue total (EDTA)

Sao obtidos resultados consistentes com o DNA extraido por meio do QlAamp 96 DNA
Blood Kit (ou o QlIAamp DNA Mini Kit com Proteinase K) seguindo o protocolo descrito no
Manual QlAamp, partindo de 200 ul de sangue total liquido e eluindo-o em 200 ul de
agua de pureza adequada a biologia molecular.

Preparacdo de DNA a partir de gotas de sangue seco

Sé&o obtidos resultados consistentes com o DNA extraido por meio do QlAamp DNA Mini
Kit seguindo o protocolo descrito no Manual QlAamp, mas partindo de discos de 2 x 3 mm
de uma gota de sangue seco e eluindo-os em 100 pl de de 4gua de pureza adequada a
biologia molecular.

Tanto o QlAamp DNA Mini Kit como o QlAamp 96 DNA Blood Kit foram utilizados com
éxito na extracgéo de DNA.

Em condicdes de PCR ideais e utilizando as definicbes de injeccdo de amostras
recomendadas (consulte a nota na seccao de electroforese de capilares) indicadas nos
modulos de execucdo de colunas de capilares, obtém-se resultados consistentes com
DNA extraido utilizando o QIAamp DNA Mini Kit e o QIAamp 96 DNA Blood Kit. Para
amostras com concentracdo de DNA inferior, pode utilizar-se um maior volume de agua
para a eluicdo. Para amostras com concentracdo de DNA maior, pode utilizar-se um
menor volume de agua para a eluigao.

Foram obtidos por rotina resultados aceitaveis com DNA extraido pelos métodos acima
a concentracdes entre 1,5 ng/ul e 25 ng/ul.

Recomenda-se que métodos de extraccdo de DNA e tipos de amostra alternativos sejam

cabalmente avaliados com o teste Elucigene CF-EU2v1 antes de os resultados serem
utilizados para fins de diagnostico.
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Protocolo do ensaio
Procedimento de amplificagdo

Nota: Para minimizar o risco de contaminacdo, as etapas 3 — 5 tém de ser realizadas
numa area isenta de produtos de PCR. E necessario incluir-se um controlo negativo em
cada execucao de PCR.

1. Programe o termociclador para um ciclo de etapa Unica para activar o HotStart Taq
a 94 °C, durante 20 minutos, ligado a um programa de ciclos de amplificacdo de
1 minuto a 94 °C (desnaturacdo), 2 minutos a 58 °C (hibridacdo) e 1 minuto a 72 °C
(extenséo) para 30 ciclos. Este deve estar ligado a um ficheiro de tempo de atraso
de 20 minutos a 72 °C (extenséo) no ciclo final.

E necessario incluir-se um controlo negativo em cada execucéo de PCR.

3. Descongele as misturas de iniciadores e a mistura principal para PCR e centrifugue
um pouco para recolher o contelido do fundo das ampolas. Agite suavemente no
vortex para misturar e volte a centrifugar um pouco as ampolas. Prepare mistura de
reaccgédo suficiente para o nUmero de amostras e controlos a testar (Tabela 1).

Activacédo Ciclos Extenséo
enzimatica final
94°C 94°C
20 min. 1 min. 72 °C 72 oC
1 min. 20 min.
58 °C
Temperatura 2 min.
ambiente
30 Ciclos
—

Tabela 1: Formulacdo da mistura de reaccdo

Numero de amostras a testar
1 10 25 50
Mistura de iniciadores (ul) 4,5 45 112,5 225
Mistura principal para PCR (ul) 7,5 75 187,5 375
Total () 12 120 300 600

4. Pipete 10 yl de cada mistura de reacc¢do para o fundo de ampolas para PCR de
0,2 ml devidamente rotuladas.

5. Utilizando pontas de pipeta distintas, adicione 2,5 yl de amostra de DNA de teste a
cada uma das ampolas e coloque a tampa. Ndo adicione DNA a ampola para
controlo negativo, substitua por 2,5 pl de agua desionizada esterilizada.

6. Centrifugue um pouco as ampolas de PCR para recolher o conteido do fundo
das ampolas.

7. Coloque firmemente as ampolas no bloco do termociclador. Inicie o ciclo de etapa
Unica de 94 °C, seguido do programa de ciclos de amplificacéo.
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8.

Concluido o programa de ciclos de amplificacdo, as amostras podem ser

armazenadas durante a noite a temperatura ambiente ou a 2 °C - 8 °C, durante
7 dias, até a analise por electroforese de capilares.

Electroforese de capilares

Recomenda-se que cada utilizador zele para que o equipamento escolhido é utilizado de

7

acordo com as instrucbes do fabricante e que é compativel com este teste. Neste
contexto, os parametros principais sdo o polimero e a matriz de capilares. Podem obter-
se os melhores resultados nas seguintes condi¢Bes de electroforese de capilares:

1.

Combine 6,8 pl de padrdo de tamanho GS600v2 LIZ com 250 pl de formamida Hi-Di
e misture bem (mistura suficiente para 16 pocos). Distribua 15 pl da mistura por
cada poco de uma placa 6ptica de 96 pocos.

Adicione 3 pl de produto de PCR a mistura de padrédo de tamanho (da etapa 1) ja
distribuida na placa.

Desnature o produto de PCR distribuido na placa 6ptica num termociclador utilizando os
seguintes parametros: 94 °C durante 3 minutos ligado a 4 °C durante 30 segundos.

Centrifugue um pouco a placa para recolher o contetddo no fundo das ampolas e
para remover eventuais bolhas existentes nos pogos e, de seguida, carregue no
analisador genético.

Nota: As definicbes de injeccdo de amostras podem ser modificadas consoante a

guantidade de produto de amplificacdo produzido durante a PCR, que pode variar
devido a quantidade de DNA gendmico inicialmente introduzida. Pode aplicar-se
menos produto de amplificacdo a coluna para andlise reduzindo o tempo ou a
tensdo de injec¢do. Inversamente, pode aplicar-se mais produto de amplificacdo a
coluna para analise aumentando o tempo ou a tensdo de injec¢cdo. Amostras
previamente amplificadas podem ser reinjectadas diversas vezes para reanalise.

Instrumentos ABI 3100:

E necessario criar um moédulo de CF-EU2, que pode depois ser utilizado em cada
execucdo de CF-EU2.

Crie 0 médulo de CF-EU2 no editor de médulos do software de recolha de dados do 3100.
Assegure-se de que GeneScan36_POPG6 foi escolhido como modelo.

Insira as definicbes descritas na tabela abaixo:

Médulo de capilares de 36 cm

# | Nome do parametro Valor | Intervalo

1 Run Temperature (Temperatura de execugao) 60 int 18...65 °C

2 Cap Fill Volume (Volume de enchimento até tampa) 184 int 1...200 etapas
3 Current Tolerance (Tolerancia de corrente) 100 int 1...100 uA

4 Run Current (Corrente da execucgéo) 100 int 1...200 uA

5 Voltage Tolerance (Tolerancia de tenséo) 0,6 flut 0,25...2,0 kVs
6 Pre Run Voltage (Tens&o pré-execugdo) 15 flut 0,25...15 kV
7 Pre Run Time (Tempo pré-execucao) 180 int 1...1000 s

8 Injection Voltage (Tensé&o de injeccdo) 3 flut 0,25...15 kV
9 Injection Time (Tempo de injec¢&o) 12 int1...600 s

10 Run voltage (Tensao de execugao) 15 flut 0,25...15 kV
11 Number of Steps (Numero de etapas) 10 int 1...100 nk

12 Voltage Step Interval (Intervalo dos passos de tenséo) 20 int1...60 s

13 Data Delay Time (Tempo de atraso dos dados) 1 int 1...3600 s

14 Run Time (Tempo de execucao) 3000 int 300...14000 s
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Nota: O run time (tempo de execucao) necessario varia consoante a temperatura ambiente
do local onde o analisador genético esta instalado. Para mais informacdes acerca da
criacdo de modulos de execugdo, queira consultar o manual de utilizagcdo do seu
aparelho.

Para executar as amostras, crie uma ficha de amostras utilizando o editor de placas.
Certifique-se de que sao seleccionadas as seguintes caracteristicas:

*  Corante: Laranja
. Conjunto de corantes: G5

. Médulo da execugdo: CF-EU2 (ver acima)

Instrumentos ABI 3130:

E necessario criar um médulo de execucdo e um protocolo para CF-EU2, que podem
depois ser utilizados em cada execucéo de CF-EU2.

Crie 0 mddulo execucdo de CF-EU2 no gestor de médulos do software de recolha de
dados 3130. Certifique-se de que séo seleccionadas as seguintes caracteristicas:

. Tipo: regular
. Modelo: FragmentAnalysis36_POP7

. Insira as definicbes descritas na tabela abaixo:

Moédulo de capilares de 36 cm

# Nome do parametro Valor Intervalo
1 Oven Temperature (Temperatura da estufa) 60 int 18...65 °C

2 Poly_Fill_Vol. (Vol_Ench_Poli) 6500 6500...38000 etapas
3 Current Stability (Estabilidade da corrente) 5,0 int 0...2000 uA

4 PreRun_Voltage (Tens&o_pré-execucao) 15,0 0...15kV

5 Pre_Run_Time (Tempo_pré-execugéao) 180 1...1000 s

6 Injection_Voltage (Tens&o_injeccao) 3,0 1...15kV

7 Injection_Time (Tempo_injec¢ao) 12,0 1...600 s

8 | Voltage Number_Of Steps (Tensdo_Numero_de_etapas) @20 1...100 nk

9 Voltage_Step_Interval (Intervalo_passos_tensao) 15 1...60s

10 Data_Delay Time (Tempo_atraso_dados) 60 1...3600 s

11 Run_Voltage (Tensdo_execucéo) 15,0 0...15 kVs

12 Run_Time (Tempo_execucao) 1200 300...14000 s

Nota: O run time (tempo de execugdo) necessario varia consoante a temperatura ambiente
do local onde o analisador genético esté instalado. Para mais informacdes acerca da
criacdo de mddulos de execucdo, queira consultar o manual de utilizacdo do seu
instrumento.

Crie o protocolo para CF-EU2 no gestor de protocolos e assegure-se de que selecciona
as seguintes caracteristicas:

+ Tipo: regular
. Médulo de execugdo: CF-EU2 (ver modulo de execugéo acima)
*  Conjunto de corantes: G5

Para executar as amostras, crie uma ficha de amostras utilizando o gestor de placas
e assegure-se de que foi seleccionado o protocolo correcto para CF-EU2v1 para
o0 protocolo do instrumento (ver acima).
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Instrumentos ABI 3500:
E necessario criar um protocolo do instrumento para CF-EU2, que pode depois ser
utilizado em cada execucédo de CF-EU2v1.

Crie o protocolo do instrumento para CF-EU2 através da biblioteca de protocolos do
instrumento 3500. Certifique-se de que sao seleccionadas as seguintes caracteristicas:

. Médulo da execucédo: FragmentAnalysis50 POP7

» Insira as definicbes descritas na imagem abaixo:

E Edit Instrument Protocol CFEU2

==
Setup an Instrument Protocol ﬁ

(7]
Application Type: |Fragment v Capillary Length: |50 vwcm Polymer: |POPT ~
Dye Set: ‘65 v
Instrument Protocol Properties
* Run Module: lFragmentA|1aIys|550_POP7 v

* Protocol Name:  CFEU2

Description:

Oven Temperature (*C): 60 Run Voltage (kVolts): 19.5 PreRun Voltage (kVolts): 15 Injection Voltage (kVolts): 3

Run Time (sec.): 1200 PreRun Time (sec): 180 Injection Time {sec.): 12 Data Delay {sec.): 1

» Advanced Options

Close

Para executar as amostras, crie uma placa de amostras clicando em ‘Create Plate from
Template’ (Criar placa a partir de modelo) no ‘Dashboard’ (Painel) e assegure-se de
que foi atribuido o protocolo do instrumento correcto para CF-EU2v1 (ver acima).

Definicdo da ficha de amostras para o GeneMarker:

O software GeneMarker permite a comparacéo directa entre dados A e B do mesmo
individuo. Para que tal possa ser feito facilmente, € importante que a atribuicdo de nomes
aos ficheiros fsa seja coerente em todas as amostras e misturas. A ficha de amostras deve
conter 0 nome Unico da amostra para cada amostra a testar, adicionando-se o sufixo _A ou
_B consoante a mistura testada. Caso se pretenda incluir a identificacdo da placa no nome
do fsa, deve utilizar-se sempre um formato fixo, p. ex., CFEU2 DDMMAAAA.

No instrumento 3100 as ‘Setting Preferences’ (Preferéncias de definigbes) devem ser

definidas de modo a que o nome da amostra seja incluido no nome do ficheiro fsa, p. ex.,
A01_1234,5 A _CFEU2 DDMMAAAA.
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Setting Preferences

]

No instrumento 3130 os pardmetros do ‘Results Destination’ (Destino dos resultados)
devem ser definidos de modo a que o nome da amostra seja incluido no nome do ficheiro
fsa, p. ex., CFEU2 DDMMAAAA_1234,5 A_A01.

It Resnlis o patHiton

General | Analysis Desiinatmn

’V Flate 1D Sample Name Well Position =nane=

’7 =none=

(o ) [ caren |

No instrumento 3500, a convencdo do nome do ficheiro deve ser definida de modo a que
0 nome da amostra seja incluido no nome do ficheiro fsa, p. ex., CFEU2
DDMMAAAA_1234,5 A_AO01.
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_E test - Create Mew File Name Convention

Setup a File Name Convention

@ Name is a required field. Pravide a unique value

* Mame: Color: | Black A

Select File Mame Attributes

Preview of File Name:  <Sample Name>

Available Attributes Selected Attributes

Amplicon Name Add Sample Name

m >

Analysis Protocol Mame
Assay Name Remaove
Capillary Number
Custom Textl
Custom Text2 Mave Up
Custom Text3

Flatn nf Boe Move Down

 Delimiters

Select a delimiter Underscore {_) =
Add between attributes Add >

Add a custam value to available attributes {aptianal}

Custam Text 1: Custom Text 2: Custam Text 3:
Select File Lacation

@ DefaultFile Location  D:\Applied Biosystems\3500\Data

Custom File Location Browse.

Applyta Plate | [ Save ta Library

Interpretagédo dos resultados

Durante a recolha de dados, os fragmentos de PCR sédo observados sob a forma de
picos azuis (mutantes) ou verdes (estirpe selvagem) no electroforograma de dados néao
tratados. Cada individuo possui duas cépias do gene CFTR. Quando estas copias
possuem a mesma sequéncia num dado local, diz-se que o individuo é homozigético
relativamente a este local. Quando estas copias possuem sequéncias diferentes num
dado local, diz-se que o individuo é heterozigético relativamente a este local.

Depois de terminar a colheita de dados, os fragmentos de PCR de CF-EU2v1 devem
ser medidos frente ao padrao de tamanho GS600v2 LIZ utilizando o software de andlise
de fragmentos.

O Guia do software de andlise do Elucigene CF-EU2v1 apresenta mais orientacdes
detalhadas acerca das definicdes do software, da analise e a interpretagdo. O sitio
Web da Gen-Probe disponibiliza procedimentos do Guia do software de analise
para os softwares GeneMapper e para o GeneMarker: www.gen-probe.com

A mistura A (mutante) determina se um individuo é portador de alguma mutacao, o que é
mostrado pela presen¢a de um pico azul. A mistura mutante contém também iniciadores
do alelo normal F508del, pelo que esta mistura consegue determinar se um individuo
apresenta F508del normal (apenas pico verde), se é homozigético para F508del (apenas
pico azul) ou se é heterozig6tico para este alelo (pico azul e pico verde).

Se for observada qualquer outra mutacdo, a amostra pode ser amplificada com a mistura B
(WT) para determinar se é homozigética ou heterozigética. A presenca de um pico verde
para um determinado alelo na mistura WT indica que o individuo é heterozigético e a
auséncia de um pico verde indica que € homozig6tico para aquela mutacéo em particular.

Sao incluidos marcadores STR hipervariaveis (vermelhos) em ambas as misturas. Isto
permite a comparacéo entre a amostra amplificada com a mistura mutante e a amostra
amplificada com a mistura WT para reduzir a probabilidade de as amostras serem
confundidas; um perfil STR diferente em cada uma das duas misturas indica que houve
confusdo de amostras. A auséncia destes marcadores STR indica que a amostra falhou.
A presenca de marcadores STR com RFU muito baixas indica uma amostra fraca, que
deve ser analisada com cautela.

Nota: Consulte o Guia de resolucao de problemas no Apéndice 1.
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Marcadores detectados

A tabela que se segue resume os marcadores detectados pela mistura CF-EU2v1.
Os marcadores sao indicados por intervalo de tamanhos do produto de PCR observado.

Marcadores detectados

Intervalo de tamanho
N.° Marcador Marcador em bp do produto
(dados 3130/POP7)

01 R347H 110.5-116.5
02 R347P 117-123

03 2789+5G>A 124-130

04 3120+1G>A 132.5-138.5
05 711+1G>T 141.5-147.5
06 R334W 147.5-154
07 I1507del 156-162.5
08 F508del 163-169

09 3849+10KbC>T 172-178

10 1677delTA 180-188

11 1078delT 193-199

12 V520F 205-214

13 L206W 219-222

14 W1282X 224.5-230.5
15 R560T 234.5-240.5
16 2347delG 242-247

17 Q890X 250-255

18 R553X 255.5-261.5
19 G551D 264-270

20 S549R(T>G)* 267.5-269
21 S549N 275-280

22 M1101K 282-288

23 G542X 289-295.5
24 3905insT 297-303.5
25 Y1092X(C>A) 308-314

26 S1251N 315-321

27 444delA 323-330

28 1811+1.6kbA>G 332-338

29 1717-1G>A 341.5-347.5
30 R117H 349-355

31 R117C 357-361

32 N1303K 360-366.5
33 Y122X 367-373

34 394delTT 377-383

35 G85E 384-390

36 R1066C 391-397

37 1898+1G>A 398.5-404.5
38 W846X 406-411

39 2184delA 413-419.5
40 D1152H 423-429

41 CFTRdel2,3 433-439

42 P67L 439.5-445.5
43 2143delT 447-451.5
44 E60X 453.5-460.5
45 3659delC 461-466.5
46 3272-26A>G 470-476

47 621+1G>T 485.5-491.5
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Intervalo de tamanho
N.° Marcador Marcador em bp do produto
(dados 3130/POP7)
48 A455E 496-503
49 R1162X 506-512
50 R1158X 518.5-524.5
5T** IVS8-5T 110-130
T IVS8-7T 140-160
9T IVS8-9T 175-195
*S549R(T>G)

O pico 20 s6 esta presente na mistura A.

** Tamanhos de alelos 5T

Marcador Intervalo de tamanho
em bp do produto (3130/dados POP7)
5T (9) 117,25 - 118,75
5T (10) 119,25 - 120,75
5T (11) 121,25 - 122,75
5T (12) 123,25 — 124,75
5T (13) 125,25 - 126,75

NOTA: Os tamanhos dos marcadores podem variar consoante o aparelho e o polimero
utilizados.

Exemplos de interpretacéo

I1507del

Devido a localizagdo da delecéo 1507del no gene CFTR, é possivel detectar a presenca
deste marcador através de um desvio de 3 bp no tamanho do pico de F508del, assim
como um pico especifico da mutacao 1507del.

Caso esteja presente um s6 alelo mutante 1507del, o pico mutante que Ihe corresponde
sera observado sob a forma de um pico azul a aproximadamente 159 bp. Sera
observado como presente um pico de estirpe selvagem para F508del, mas a altura do
pico sera cerca de metade da normalmente associada a um genétipo de estirpe
selvagem homozigotico; este é observado sob a forma de um pico verde a cerca de
167 bp. Observar-se-a ainda um outro pico verde a cerca de 164 bp.

Amostra heterozigética 1507del

110 150 130 230 270 310 350 230 430 470 510
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[F508del WT)
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Uma amostra 1507del/F508del produz um pico WT F508del verde desviado a
aproximadamente 164 bp (menos 3 bp que o normal), um pico M F508del azul a 166 bp
e um pico M 1507del azul a cerca de 159 bp.

Uma amostra 1507del/I507del resulta num pico azul a aproximadamente 159 bp € num
pico verde Unico a cerca de 164 bp (3 bp inferior ao pico F508del normal observado
quando I507del ndo esta presente).

F508del

A presenca de uma mutacdo F508del impede o iniciador WT [507del de funcionar.
Consequentemente, um individuo homozig6tico para F508del ndo apresenta um pico WT
I1507del na mistura WT (ver abaixo).

110 150 130 230 270 310 350 390 430 470 510
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Um pico WT 1507 de altura reduzida e dois picos com 3 bp de intervalo, nas posi¢cdes
10 e 12 da mistura WT (ver abaixo) sdo observados nos resultados da mistura B para
individuos heterozigéticos para F508del.
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Insercdes e delecbes

Devido a natureza do desenho do kit CF-EU2v1, a presenca de insercdes ou delegfes
para as quais nao sédo incluidos iniciadores nas misturas pode ser detectada através de
variacbes do tamanho esperado para o produto de amplificacdo na mistura de estirpe
selvagem (B). Estas foram tabeladas e estéo disponiveis em documento a parte no sitio
Web da Gen-Probe: www.gen-probe.com

Sao apresentados abaixo exemplos do impacto das insercfes e das dele¢des detectadas
pelo kit no perfil da mistura B.
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F508del/1677delTA
S&o observados dois picos com 1 bp de intervalo, na posicdo 12 (V520F WT) nos
resultados da mistura B de individuos heterozigéticos para as mutacdes
F508del/1677delTA.

110 150 130 230 270 310 350 390 430 470 510

:::Z 1677delTA
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V520F

E observado um pico de estirpe selvagem de altura reduzida, na posi¢éo 10 (1677delTA
WT), nos resultados da mistura B de individuos heterozigdticos para a mutacéo V520F,
pois isto impede o iniciador 1677delTA WT de funcionar. Os picos 10 e 12 desaparecem
dos resultados de individuos homozig6ticos para a mutacéo V520F.
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394delTT

Sao observados dois picos com 2 bp de intervalo, nas posi¢cdes 35 (G85E WT), 42 (P67L
WT) e 44 (E60X WT), nos resultados da mistura B de individuos heterozigéticos para a
mutacao 394delTT. O pico 34 desaparece e 0s picos 35, 42 e 44 terdo a altura esperada,
mas apresentam um desvio de 2 bp a menos no tamanho esperado nos resultados de
individuos homozigoéticos para a mutacdo 394delTT.
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F508del/CFTRdele2,3

Séo observadas alturas reduzidas dos picos nas posicdes 34 (394delTT), 35 (G85E WT),
41 (CFTRdele2,3 WT), 42 (P67L WT) e 44 (E60X WT) nos resultados da mistura B de
individuos heterozigoéticos para a mutacdo CFTRdele2,3. Os picos 34, 35, 41, 42 e 44
desaparecem dos resultados de individuos homozigéticos para a mutacdo CFTRdele2,3.
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444del A

S&o observados dois picos com 1 bp de intervalo, nas posi¢Bes 30 (R117H WT), 31
(R117C WT), 33 (Y122X WT) e 47 (621+1 WT), nos resultados da mistura B de individuos
heterozigéticos para a mutacéo 444delA. O pico 27 desaparece e o0s picos 30, 31, 33 e 47
terdo a altura esperada, mas estéo apresentam um desvio de 1 bp a menos no tamanho
esperado nos resultados de individuos homozigoticos para a mutacao 444delA.
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2347delG

Sao observados dois picos com 1 bp de intervalo, nas posi¢des 39 (2184delA WT) e 43
(2143delT WT) nos resultados da mistura B de individuos heterozigéticos para as
mutacdes 2347delG. O pico 16 desaparece e 0s picos 39 e 43 terdo a altura esperada,
mas apresentam um desvio de 1 bp a menos no tamanho esperado nos resultados de
individuos homozigo6ticos para a mutacao 2347delG.
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3905insT

S&o observados dois picos com 1 bp de intervalo, na posicdo 26 (S1251N WT) nos
resultados da mistura B de individuos heterozigéticos para a mutacdo 3905insT. O
pico 24 desaparece e o0 pico 26 tera a altura esperada, mas apresentam um desvio de
1 bp a mais do que o tamanho esperado nos resultados de individuos homozigoéticos
para a mutacao 3905insT.
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R1158X

Eobservada uma altura do pico reduzida na posicdo 49 (R1162X WT) nos resultados da
mistura B de individuos heterozigéticos para a muta¢cdo R1158X. O pico 49 desaparece
dos resultados de individuos homozig6ticos para a mutacdo R1158X.
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Polimorfismo rs4148721 (delAT) no intrdo 19

Sao observados dois picos com 2 bp de intervalo, nas posicdes 45 (3659delC WT), 49
(R1162X WT) e 50 (R1158X WT), nos resultados da mistura B de individuos
heterozigo6ticos para o polimorfismo rs4148721 (delecdo de AT) no intrdo 19. Os picos 45,
49 e 50 terdo a altura esperada, mas apresentam um desvio de 2 bp a menos no tamanho
esperado nos resultados de individuos homozigéticos para o polimorfismo rs4148721.
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Reactividade cruzada

Durante o desenvolvimento do teste, foram envidados todos os esforgos para evitar a
interferéncia no funcionamento do teste da presenca de outros polimorfismos e mutacdes
do gene CFTR descritos.

A mutacéo rara R1283M foi avaliada quanto a possibilidade de reacg¢ao cruzada e nao foi
detectada pelo kit Elucigene CF-EU2v1. Além disso, nao foram detectados pelo teste os
seguintes polimorfismos: 1655T/G (F508C), 1651A/G.
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A avaliagdo de mutacdes e polimorfismos conhecidos do gene CFTR revelou os
seguintes efeitos nos resultados do kit Elucigene CF-EU2v1:

1. O iniciador mutante G551D da mistura A também detecta a mutacdo S549RT>G.
O software rotula-a como pico 20. N&o existe um pico de estirpe selvagem
correspondente na mistura B.

2. O iniciador mutante 2184delA da mistura A faz reaccao cruzada com a sequéncia de
DNA do mutante 2183AA>G, o que resulta num pico mutante na posicao 2184delA.

3. O iniciador mutante 1078delT da mistura A faz reaccao cruzada com a sequéncia de
DNA do mutante F316L, o que resulta num pico mutante na posi¢cdo 1078delT.

4. O iniciador mutante R347P da mistura A faz reaccdo cruzada com a sequéncia de
DNA do mutante R347H, o que resulta num pico mutante na posicdo R347P, cuja
altura é menor do que a de um pico de R347P verdadeiro.

5. A presenca do polimorfismo de F508C (1655T>G) resulta na reducdo da altura do
pico 1507del na mistura B de CF-EU2v1.

6. A presenca de R117H resulta na reducdo da altura do pico R117C na mistura B de
CF-EU2v1. Numa amostra homozigética para R117H, o pico R117C esta ausente.

7. A presenca de G85E resulta na reducdo da altura do pico 394delTT na mistura B de
CF-EU2v1. Numa amostra homozig6tica para G85E, o pico 394delTT esta ausente.

8. Por vezes, pode observar-se um pico de artefacto muito pequeno na posi¢ao 1507del
nos resultados de amostras heterozigéticas para F508del e, em particular, em
amostras homozigoéticas para F508del.

9. As mutagbes que se seguem ndo foram verificadas quanto a uma eventual
reactividade cruzada devido a ndo estarem disponiveis amostras relevantes, podendo
interferir com o funcionamento do teste: R117P, R117L, 1717-2A>G, 621+2T>C,
621+2T>G, R553G, R553Q, R347L, I506T, 1506S, 1506V e a combinacdo rara de
1507del com o polimorfismo 1651A/G.

Caracteristicas do desempenho

Realizou-se o teste ocultado de 110 amostras de DNA extraido de sangue total liquido
(EDTA) utilizando o Elucigene CF-EU2v1. Cinco amostras falharam apds a PCR devido a
concentracdo de DNA ser baixa (inferior a 1,5 ng/ul). Das que deram resultados
interpretaveis, 96 foram normais, 5 foram heterozigéticas para F508del, 1 foi heterozigoética
para 1717-1, 1 foi heterozigética para G551D, 1 foi heterozigética para 621+1, 1 foi
heterozigoética para G542X e 1 foi heterozigética composta para G542X/F508del.

Realizou-se o teste ocultado de 103 amostras de DNA extraido de gotas de sangue seco
utilizando o Elucigene CF-EU2v1. Trinta e nove amostras falharam apds a PCR devido a
ma qualidade/concentracdo de DNA baixa (inferior a 1,5 ng/ul). Das que deram
resultados interpretaveis, 55 foram normais, 3 foram heterozigéticas para F508del,
2 foram heterozigéticas para G551D, 1 foi heterozig6tica para G542X, 1 foi heterozigética
para W1282X, 1 foi heterozigottica para R553X e 1 foi heterozig6tica para D1152H.

Além disso, foram amplificadas em cinco ocasides distintas 46 amostras de DNA de
estado mutacional confirmado. Todas as amostras deram os resultados esperados, sem
resultados negativos falsos ou positivos falsos, demonstrando especificidade e
sensibilidade clinicas de 100%.
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LimitacGes do procedimento

1.

Os resultados obtidos com este ou com qualquer outro teste de diagndstico devem ser
utilizados e interpretados apenas no contexto do quadro clinico global. A Gen-Probe Life
Sciences Ltd. ndo é responsavel por quaisquer decisdes clinicas que sejam tomadas.

A auséncia de deteccdo de mutacdes por este kit ndo constitui garantia de que
nao estejam presentes outras mutacdes do gene CFTR. E possivel a existéncia de
outras mutagBes néo detectadas por este kit.

As mutacBes variam de frequéncia entre populacdes diferentes. Os dados de
frequéncia das mutagBes nas populacdes estédo disponiveis no The Cystic Fibrosis
Genetic Analysis Consortium (6).

O utilizador deste kit deve salientar estes aspectos quando reporta 0s resultados ao
médico assistente/responsavel pelo aconselhamento genético.

Pode encontrar mais pormenores sobre a interpretacdo dos dados nos procedimentos do
Guia de analise do software do Elucigene CF-EU2v1.
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Apéndice 1

Guia de resolucao de problemas — Elucigene CF-EU2v1

No caso de o teste Elucigene CF-EU2v1 ndo apresentar um desempenho constante no
seu laboratério, queira consultar as sugestdes que se encontram nas tabelas abaixo. O
controlo de DNA normal fornecido no kit proporciona informacdes valiosas para o(a)
auxiliar no processo de resolucédo de problemas. Se o controlo de DNA normal ndo se
amplificar de forma constante, o processo de resolucédo de problemas deve concentrar-
se nas condicbes da PCR e da electroforese. Se o controlo de DNA normal n&o for
afectado, é mais provavel que a causa do problema esteja nas amostras testadas ou no
método de preparacao do DNA.

Se necessitar de mais conselhos, queira contactar o grupo de assisténcia técnica, que
terd todo o gosto em contribuir para a resolugdo dos problemas.

1. Sem picos de diagnostico ou STR

Causa possivel Accdo sugerida

DNA Modelo de DNA insuficiente Reinjecte a amostra no analisador genético
durante um periodo de tempo mais
prolongado, por exemplo, 24 segundos.

Volte a extrair a amostra.

PCR Protocolo incorrecto, p. ex. Reveja o protocolo consultando as
mistura principal para PCR instrucdes de utilizagdo. Repita as analises
nao combinada com a mistura seguindo os métodos descritos nas
de iniciador. Instrugdes de utilizacéo.

Programa utilizado incorrecto.

2. Picos de diagnoéstico ou STR fracos

Causa possivel Accdo sugerida
DNA DNA de ma qualidade ou Verifique 0 método de preparacgéo, as
inibidor da PCR presente. solu¢des ou 0 armazenamento.

Dilua o DNA extraido de 1:5 e volte a
analisar.

Volte a preparar o DNA utilizando um
método recomendado e reanalise.

Baixa quantidade de Reduza o limiar de amplitude do pico para
modelo de DNA. 50 e reanalise.

Reinjecte a amostra no analisador genético
durante um periodo de tempo mais
prolongado, por exemplo, 24 segundos.

Volte a extrair a amostra.

PCR Programa utilizado incorrecto. | Verifique o programa do termociclador e
o calendario de calibragdo/assisténcia

e reanalise.
Protocolo incorrecto, p. ex. Reveja o protocolo consultando as
mistura principal para PCR instrucdes de utilizacdo. Repita as
ndo combinada com a mistura | andlises seguindo os métodos descritos
de iniciador nas proporc¢des nas Instrucdes de utilizacado.

correctas.
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3. Picos demasiado elevados

Causa possivel Accao sugerida
DNA Excesso de modelo de DNA. Aumente o limiar de amplitude do pico
e reanalise.

Reinjecte a amostra no analisador
genético durante menos tempo,
por exemplo, 3 segundos.

Dilua o DNA e volte a amplificar.

PCR Programa utilizado incorrecto. | Verifique o programa do termociclador e
o calendario de calibracdo/assisténcia
e reanalise.
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