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Finalidade

O AmplideX® PCR/CE CFTR Kit consiste num kit para amplificacdo de acidos nucleicos in vitro, destinado a
detecdo e identificagdo simultdneas de um painel de mutacdes e variantes do gene regulador da condutividade
transmembranar da fibrose quistica (CFTR). O kit consiste num teste de genotipagem qualitativa que se
destina a utilizagdo em PCR com DNA gendmico extraido a partir de sangue total humano, realizado em
termocicladores padrao e validados para utilizagéo laboratorial, seguido pela andlise em plataformas de
eletroforese capilar validadas para utilizagdo laboratorial geral.

O AmplideX PCR/CE CFTR Kit destina-se apenas a utilizacdo em investigagcdo (Research Use Only, RUO)
e ndo deve ser utilizado em procedimentos de diagndstico.

LimitacOes
e As amostras de sangue processadas para DNA gendmico (gDNA) para a utilizacdo com este produto

devem ser colhidas utilizando tubos de colheita de sangue tratados com K2EDTA e processados para
isolamento de gDNA num prazo maximo de 14 dias.

e Este kit destina-se a cobrir 93% da frequéncia de alelos mutantes (Mutant Allele Frequency, MAF)
presentes numa populagéo etnicamente diversa dos EUA (Beauchamp et al. 2019). A MAF das variantes
pode diferir consoante a etnia especifica, e a cobertura das populagées especificas deve ser determinada
com base nas frequéncias genéticas conhecidas para cada regido especifica, conforme necessario.

e Os polimorfismos que ocorram nas regides de ligagdo dos primers podem causar erros de CQ e/ou falsa
zigosidade. Utilizando o gnomAD V3.1 com a versdo GRCh38 do genoma humano como fonte de
Frequéncias de Alelos Menores, calcula-se que o risco de interferéncia por polimorfismos seja de ~3,6%
para a mutagdo D1152H e inferior a 0,06% para todas as outras variantes.

e As mutacgtes INDEL localizadas nos locais de ligagdo dos primers podem causar perda alélica na
amostra. As mutacdes INDEL localizadas entre os locais de ligagdo dos primers podem causar resultados
falsamente positivos ou negativos. Para mais informagdes, consulte a sec¢do Conflitos e limitagcdes
conhecidos para as variantes.

e A zigosidade das variantes G85E, 2184delA, 2184insA e 2183AA>G pode nao ser identificavel se a Mix B
for excluida dos testes e andlise. Para mais informag@es, consulte a sec¢ao Conflitos e limitag8es
conhecidos para as variantes.

e A detecdo de delegdes de grandes dimensfes em exdes € mais suscetivel a variabilidade da configuracéo
do instrumento do que as outras variantes, devido ao método utilizado para dete¢do do nimero de cépias.
As configurag8es de instrumentos listadas na secgdo Necessarios mas nédo fornecidos foram
verificadas. Para outras configura¢des de instrumentos, verifique o seu desempenho relativamente a
detecdo de delegOes de grandes dimensdes em exdes ou inative a notificagdo destas variantes antes da
implementacéo. Caso tal seja desejado, podem ser compradas amostras derivadas de linhas celulares
humanas com genétipos CFTR confirmados a partir do Coriell Institute for Medical Research de forma a
confirmar o desempenho (Tabela 2).

Adverténcias e precaucdes

o Utilize equipamento de prote¢éo individual adequado ao trabalhar com estes materiais.

e Siga as precaucdes universais em conformidade com a OSHA 1910.1030, CLSI M29 ou outras diretrizes
aplicaveis quando manusear amostras de origem humana.

e A contaminacdo com DNase pode provocar a degradacédo das amostras de DNA ou produtos de PCR.
Utilize pontas de pipetas com filtro livres de nucleases e tubos livres de nucleases. Limpe as superficies
das bancadas antes de iniciar o trabalho.
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e A contaminacao cruzada na PCR pode resultar em sinais falsamente positivos. Utilize precaugdes
adequadas no manuseamento de amostras, fluxo de trabalho e pipetagem.

e Antes de utilizar, certifique-se de que as pipetas, termocicladores, e instrumentos de CE séo preservados,
calibrados e validados de acordo com as instrugdes do fabricante.

e AVISO! PERIGO QUIMICO. Hi-Di™ Formamide (Formamida). Provoca irritacdo ocular, cutanea e
respiratdria. Possivel perigo de problemas de desenvolvimento e anomalia congénita. Evite a inalacao de
vapores. Utilize com ventilagdo adequada. Armazenamento recomendado de acordo com 0s requisitos do
fabricante.

e As substancias que podem interferir com a amplificagdo por PCR do gDNA incluem certos medicamentos,
assim como a heparina. Ndo devem ser utilizadas amostras altamente lipémicas, amostras hemolizadas,
amostras ictéricas ou amostras com proteinemia.

¢ Nao combine componentes de diferentes conjuntos de reagentes, lotes ou outros kits.
e Nao utilize reagentes apos o prazo de validade indicado ter expirado.

e Assegure-se de que as Primer Mixes, Mix A e Mix B, sdo manuseadas separada e cuidadosamente de
forma a minimizar o risco de contaminacao cruzada. Nunca abra simultaneamente os tubos das Primer
Mixes, Mix A e Mix B. Certifique-se de que as misturas principais e as placas sdo mantidas de forma téo
separada quanto possivel. Separe as rea¢fes da Mix A e Mix B na placa de PCR tanto quanto possivel.
Consulte a organizag&o recomendada na sec¢éo de Preparacdo da mistura principal de PCR e
aplicacdo de ciclos térmicos.

e Na&o troque as tampas dos tubos dos reagentes entre si; isso pode provocar contaminag¢ao cruzada ou
degradacao dos reagentes.

e Ultilize técnicas de pipetagem adequadas e mantenha o mesmo padréo de pipetagem ao longo de todo o
procedimento de forma a garantir resultados 6timos e reproduziveis. A mistura principal de PCR é viscosa
e pode acumular-se na ponta da pipeta.

e Os reagentes foram verificados para até 8 utilizagdes totais através de estudos volumétricos e de
congelacgéo e descongelacdo. As utilizagbes adicionais ndo sdo recomendadas.

e A utilizagdo de plasticos ou instrumentos diferentes dos listados na seccdo Necesséarios mas néo
fornecidos pode aumentar o risco de falhas de CQ.

Principio do procedimento

O AmplideX® PCR/CE CFTR Kit consiste num ensaio de PCR multiplexado especifico para alelos, utilizado
para genotipar e determinar a zigosidade de até 67 das mutagBes mais prevalentes do gene CFTR. O painel
de muta¢Bes do CFTR é dirigido contra pelo menos uma das mutacdes patogénicas em >99% dos doentes
com FQ (Castellani et al., 2018), e representa 93% dos alelos variantes numa populacéo etnicamente diversa
dos EUA (Beauchamp et al., 2019). A detecéo do painel abrange todas as 23 (CF23) muta¢des recomendadas
pelo American College of Obstetricians and Gynecologists (ACOG) e 11 variantes adicionais num Unico tubo
(CFTR Primer Mix A), o que representa 86% da MAF. E utilizado um segundo tubo para detetar 33 variantes
adicionais de baixa frequéncia (CFTR Primer Mix B).

O software AmplideX PCR/CE Reporter, utilizado em conjunto com o AmplideX PCR/CE CFTR

Analysis Module (Médulo de Analise), € uma ferramenta multifuncional de analise e notificagdo de dados. Esta
combina a detegéo de picos com a classificagcao dos alelos associados e CQ do nivel das amostras. Para
identificac@o dos picos, o software determina automaticamente a posi¢éo do pico (pb), altura do pico (RFU) e
canal do pigmento. O software deteta a posi¢éo do pico e o canal do pigmento da regido Poli-T/TG de forma a
determinar o tamanho e a fase das repeticdes. Para analise de dele¢des de grandes dimensfes em exdes
(CFTRdele2,3 e as delegdes associadas com o exdo 20), o software compara as areas dos picos do tipo
selvagem no exdo 3 ou exdo 20 com as areas de varios picos de controlo fora destes exfes através de um
modelo de aprendizagem automatica de forma a determinar o estado de dele¢éo do exao e a zigosidade
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associada. A mistura dos primers é determinada automaticamente pelo software no ficheiro FSA e ambos os
FSA sédo associados a uma Unica amostra utilizando as convengdes de designacgdo de ficheiros. Esta
associagdo é confirmada através da comparagéo de biomarcadores altamente polimoérficos partilhados entre
ambas as misturas de primers, de forma a garantir que os ficheiros séo associados corretamente.

Informacdes gerais

A Fibrose Quistica (FQ) é uma doenca autossomal recessiva causada por muta¢des no gene CFTR,
responsavel pelo transporte de ides cloreto através da membrana celular. As muta¢des na regido codificante
causam distdrbios no transporte dos ides (Brennan and Schrijver, 2016). Normalmente, tal situagdo leva a um
aumento da concentracao de cloreto na transpiragdo, revestimentos de muco mais espessos nos brénquios e
a distarbios da fungéo exocrina do pancreas e da absorcao intestinal. O estado de portador das mutagdes
nos EUA, para as mutacdes associadas ao CFTR, é de ~1:30 (Caucasianos) a ~1:90 (Asiaticos),

e ~1:3000 caucasianos sofrem de FQ nos EUA (Palomaki et al., 2004).

O gene CFTR é um dos maiores do genoma humano, sendo composto por 27 exdes distribuidos ao longo de
189,000 pb que codificam para 1.480 amino&cidos. Existem ~2.000 muta¢des conhecidas para o gene CFTR;
no entanto, apenas ~300 foram notificadas como patogénicas, e cada uma ocorre em frequéncias alélicas
diferentes em populagdes diferentes (Pereira et al., 2019). A mutagdo mais prevalente é uma dele¢éo de trés
nucledtidos que resulta numa perda da fenilalanina na posi¢cdo de aminoacidos 508 (F508del; rs113993960;
~70% em caucasianos). Em 2017, a opiniao de um comité do ACOG reafirmou a realizacdo de testes
genéticos para um painel fundamental de 23 mutac¢des (CF23), com base na frequéncia mutacional, para
mulheres que estejam atualmente gravidas ou que consideram engravidar (Rink et al., 2017). O ACMG
(Amos et al., 2008, Gregg et al., 2021), ESHG (Dequeker et al, 2009), e ECFS (Castellani et al, 2018) também
disponibilizaram diretrizes para a realizagado de testes, e incluem o painel CF23.

No verao de 2019, foi concluido um estudo de NGS de genes totais em grande escala para analise da MAF do
CFTR (aqui referido como MAF-US) que incluiu uma populacéo etnicamente diversa dos EUA de >115.000
individuos, incluindo ~13.000 casais em risco e ~92.000 dirigidos para o rastreio de rotina para verificagédo do
estado mutacional (Beauchamp et al., 2019). Este estudo fornece uma visdo contemporanea da frequéncia
das variantes do CFTR nos EUA. Os autores identificaram 213 variantes patogénicas Unicas, que foram
responséaveis pelos 3.965 alelos observados. Adicionalmente, os autores confirmaram a taxa de erro do CF23,
indicando que 21% dos alelos mutantes observados néo teriam sido identificados pelo painel CF23.

Das 213 variantes patogénicas Unicas observadas o AmplideX® PCR/CE CFTR Kit inclui as 41 principais
mutacdes de SNP/INDEL, que abrangem 90,1% do MAF-US (3.572/3.965). Das 41 variantes principais, 11/41
néo estavam representadas nos outros kits disponiveis no mercado. O AmplideX PCR/CE CFTR Kit aborda as
delec¢bes de grandes dimensdes de exdes (CFTRdele2,3, e dele¢des que ladeiam o exdo 20) mais
prevalentes, que representam quase 1% do MAF-US (Beauchamp et al., 2019). As intensidades dos sinais dos
picos nos exfes 3 ou 20 sdo comparadas as intensidades originais dos picos nas regides de comparagéo de
forma a determinar o niUmero de copias do exao 3 e exdo 20, e assim notificar a zigosidade da CFTRdele2,3 e
CFTRdele20 (respetivamente). Em ambos o0s casos, 0s picos no canal HEX da Mix B sao utilizados para
determinacé&o. Os picos de controlo s&o os picos de tipo selvagem para a mutacdo R117C (exao 4), 1618T
(exdo 14), 3905insT (exdo 23), 1811+1.6kbA>G (intrdo 12-13) e Y122X (exdo 4). Para 0 exdo 3, os picos-alvo
sao os picos de tipo selvagem para as mutagfes 394delTT, E60X, P67L e R75X. Para o exéo 20, os
picos-alvo séo os picos de tipo selvagem para as mutagdes M1101K, R1066C, R1070W e Y1092X.

Nota: A numeracéo dos exdes baseia-se na versao GRCh38.p13 do genoma humano.

O AmplideX PCR/CE CFTR Kit também analisa as dimens&es da regido Poli-T a montante do exdo 10,

um processo recomendado como um teste de reflexo quando esta presente um alelo mutante R117H
(Grody et al., 2001). Adicionalmente, o kit permite também a anélise das dimensbes e fase de uma repeticdo
dinucleotidica TG diretamente a 5’ da regido Poli-T. A reducao da expressédo da proteina CFTR ativa foi
notificada quando esta é expandida e se encontra em fase com uma repeticdo 5T (Groman, et al., 2004).
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O AmplideX® PCR/CE CFTR Kit determina os genotipos de 63/213 das variantes identificadas no estudo

(Beauchamp et al., 2019), o que representa uma cobertura de 93% com base na MAF. No total, o kit consegue

identificar a zigosidade de 67 variantes. As variantes analisaveis sdo listadas na Tabela 1, e a MAF de cada
variante pode ser encontrada em Beauchamp et al., 2019.

Tabela 1. Variantes do CFTR detetadas pelo AmplideX® PCR/CE CFTR Kit.

Identificacao da HGVS (cDNA) rsID (versdo 154) | Misturade
variante primers

1717-1G>A* €.1585-1G>A rs76713772 A
1898+1G>A* c.1766+1G>A rs121908748 A
2184delA* c.2052del rs121908746 A
2184insA €.2052dup rs121908746 A
2789+5G>A* C.2657+5G>A rs80224560 A
3120+1G>A* €.2988+1G>A rs75096551 A
3272-26A>G €.3140-26A>G rs76151804 A
3659delC* c.3528del rs78984783 A
3849+10kbC>T* c.3718-2477C>T rs75039782 A
621+1G>T* c.489+1G>T rs78756941 A
711+1G>T* c.579+1G>T rs77188391 A
A455E* c.1364C>A rs74551128 A
D1152H €.3454G>C rs75541969 A
F508del* c.1521_1523del rs113993960 A
G542X* c.1624G>T rs113993959 A
G551D* Cc.1652G>A rs75527207 A
G622D c.1865G>A rs121908759 A
G85E* C.254G>A rs75961395 A
I507del* c.1516_1518del rs121908745 A
L206W c.617T7>G rs121908752 A
N1303K* €.3909C>G rs80034486 A
P5L c.14C>T rs193922501 A
PolyT €.1210-12T[5_9] rs1805177 A
PolyTG €.1210-34TG[10_12] rs3832534 A
R1070Q c.3209G>A rs78769542 A
R1162X* c.3484C>T rs74767530 A
R117H* c.350G>A rs78655421 A
R334W* c.1000C>T rs121909011 A
R347H c.1040G>A rs77932196 A
R347P* €.1040G>C rs77932196 A
R553X* c.1657C>T rs74597325 A
R560T* c.1679G>C rs80055610 A
S945L €.2834C>T rs397508442 A
W1282X* c.3846G>A rs77010898 A

2183AA>G ¢.2051_2052delAAINSG r$121908799 A E‘,\’AVLTJ)Tg B
1078delT €.948del rs75528968 B
1154insTC €.1019_1020dup rs387906360 B
1548delG c.1418del rs397508205 B
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Identificacao da HGVS (cDNA) rsiD (verssip 154) | Misturade

variante primers
1677delTA c.1545_1546del rs121908776 B
1811+1.6kbASG c.1680-886A>G rs397508266 B
1898+5G>T C.1766+5G>T rs121908796 B
2789+2insA C.2657+2_2657+3insA rs397508414 B
3876delA c.3744del rs121908784 B
3905insT c.3773dup rs121908789 B
394delTT ¢.262_263del rs121908769 B
AB59T C.1675G>A rs75549581 B
CFTRdele2,3 C.54-5940_273+10250del N/A B
S c.(3468+1_346?—)%1)87(396%1_3964- VA 5
E60X c.178G>T (577284892 B
F311del ¢.935_937del, ¢.933_935del rs121908768 B
G970D C.2909G>A rs386134230 B
1618T C.1853T>C rs139468767 B
M1101K C.3302T>A r$36210737 B
P67L C.200C>T rs368505753 B
Q493X C.1477C>T rs77101217 B
Q890X C.2668C>T 1579633941 B
R1066C C.3196C>T (s78194216 B
R1070W C.3208C>T rs202179988 B
R1158X C.3472C>T 1579850223 B
R117C C.349C>T rs77834169 B
R352Q C.1055G>A rs121908753 B
R75X c.223C>T rs121908749 B
S549N C.1646G>A rs121908755 B
VA56A Cc.1367T>C 15193922500 B
V520F C.1558G>T rS77646904 B
Y1092X C.3276C>A, ¢.3276C>G rs121908761 B
Y122X C.366T>A rS79660178 B

*MutagOes CF23
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Métodos de PCR

O kit inclui reagentes para PCR multiplexada de forma a produzir amplicdes de tipo selvagem (Wild Type, WT)
ou mutantes (MUT), marcados com os pigmentos FAM ou HEX, para determinar a zigosidade de 67 variantes
distribuidas pelos dois tubos (Figura 1). O kit analisa as dimens®es e fases da regido Poli-T/TG com base no
canal (FAM, HEX, NED) e dimensdes do pico (pb), respetivamente. Adicionalmente, o kit identifica e notifica a
zigosidade de duas delecdes de grandes dimensdes em exfes (CFTRdele2,3, e dele¢des que ladeiam o

exdo 20) ao medir a razdo da intensidade dos picos de 4 produtos amplificados e marcados com HEX do
exdo 3 ou 20 relativamente aos amplicdes de outros exdes marcados com HEX e presentes no mesmo tubo.

De forma a evitar a confusdo das amostras, foram incorporadas trés regides diferentes de repeti¢cdes curtas
em série (short tandem repeats, STR) no canal NED em ambas as rea¢cdes como biomarcadores para
identificacdo. Com base nas frequéncias de STR publicadas acerca das popula¢gfes dos EUA (NIST, 2017)
e Europeia (STRIdER, 2019), a hipétese de que duas amostras apresentem o mesmo perfil de STR tem uma
probabilidade de 1:10.000.

Ap6s a amplificagdo por PCR, os produtos fluorescentes marcados por pigmentos sao separados por EC e
associados as dimensdes esperadas para as variantes (pb) através da utilizagdo do marcador ROX 1000 Size
Ladder incluido. Os eletroferogramas das amostras incluem picos nos canais FAM, HEX, NED e ROX (Figura
1). Cada alelo (MUT ou WT) corresponde a um pico de determinadas dimensdes (pb) num determinado canal.
Os individuos heterozigoéticos sdo detetados através da presenca de picos MUT e WT. Os individuos
homozigoéticos sdo detetados através da presencga de um Unico pico MUT ou WT.

Variant......... Variant ... Variant

Wild type specific primer; Wild type specific primer, Wild type specific primer
Common Primer; ,
W—“ ’VV\—“ — W—b

spacer CFTR Allele 1
—X X X

Mutant specific primer; Mutant specific primer, Mutant specific primery

Common Primery
—

Wild type specific primery
Common Primer; ,
ANN———— AN——X — NY—

X CFTR Allele 2
—X X

Mutant specific primer;  Mutant specific primer; Mutant specific primery

— PCR/CE

Common Primery
—

>
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Primer # Poly overall FSA
Sample FSA well Mix Genotype  Variants Variants T/TG Qc Qc Rerun

101051-ASGNCFTRODS

2 F503del, R353X 7T/12TG PAsS PASS [=
9T/107G 0

101051-ASGNCFTRO08_MixA_E01_2021-08-12-14-36-38_01.fsa
Primer Mix: A

_sosdel-m.
E— T

i(d

4RSS 3%-wt
—)
= ASTRO1
=i

—~—4STR91

[S—4sTRO1

101051-ASGNCFTROO08_MixB_E07_2021-08-12-14-36-38_03.fsa
Primer Mix: B

HEX

—— NED

~STR
=45 1RO
Bmm—
IRA1

ASTR
~{STRS1

(W

A / A / A [ A A 1
= <00 450 500

Figura 1. Preparacgdo do ensaio e exemplo de eletroferograma do AmplideX® PCR/CE CFTR Kit. Os alelos
especificos para os primers amplificam as variantes de tipo selvagem (WT) ou mutantes (MUT) dos alelos com
um conjunto de primers em comum. Os amplicdes sdo marcados durante a amplificacéo e separados por EC,
com detecdo nos canais FAM, NED ou HEX. A alteragcdo na mobilidade do amplicdo (pb) e/ou canal do
pigmento diferencia os alelos de cada variante. Os resultados de EC s&o visualizados através da sobreposigéo
dos canais do AmplideX PCR/CE Reporter com picos selecionados com base nas dimensfes esperadas para
a Primer Mix A e Primer Mix B.

Fluxo de trabalho

O fluxo de trabalho do ensaio inclui a preparagdo da mistura principal para PCR (2 tubos ou micropogos por
amostra), aplicacéo de ciclos térmicos, separagédo dos amplicbes por EC, e analise pelo software. Para realizar
este processo, adicione gDNA purificado derivado de linhas celulares humanas ou sangue total a um
micropog¢o de PCR que contém uma mistura principal de 2X PCR Mix e CFTR Primer Mix A ou CFTR Primer
Mix B, com um volume final da reacdo de 10 pl. Apés conclusdo da aplicagdo dos ciclos térmicos, adicione os
produtos de PCR a uma mistura principal para EC composta por Hi-Di™ Formamide e ROX 1000 Size Ladder.
Apbs a desnaturacio, separe os amplices num Analisador Genético da Applied Biosystems® (p. ex., 3130xI,

3500xL, ou 3730xl, ou SeqStudio). Ver Figura 2 para visualizar um esquema do fluxo de trabalhos e do tempo
de execucao previsto.

Ap0s separacdo dos produtos de PCR por EC, os eletroferogramas resultantes devem ser processados pelo
AmplideX PCR/CE CFTR Analysis Module. S&o gerados resultados relativamente a zigosidade e
dimensbes/fase de Poli-T/TG.
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Figura 2. O fluxo de trabalho é simplificado de amostra-para-resposta, e pode ser realizado em menos de
5 horas com ~60 minutos de intervengdo manual para 12 amostras. O tempo de execucéo do instrumento
EC foi documentado para uma Unica inje¢do de 24 rea¢Bes com a utilizacdo de um Analisador Genético
3500xL da Applied Biosystems (24 capilares).

Utilizacdo de controlos no processamento de lotes

A utilizacao de um controlo negativo (ou seja, controlo sem modelo, NTC) é opcional. Se a utilizagdo de um
NTC for desejada, deve ser utilizado o diluente incluido no kit em vez da amostra de DNA.

Caso tal seja desejado, podem ser compradas amostras derivadas de linhas celulares humanas com genotipos
CFTR confirmados a partir do Coriell Institute for Medical Research de forma a confirmar o desempenho
(Tabela 2). Estas amostras ndo sdo necessarias para assegurar a funcionalidade correta do ensaio.

Tabela 2. Amostras derivadas de linhas celulares humanas com alelos confirmados positivos para a presenca
de variantes do CFTR. WT é listado na coluna Alelo 2 caso ndo tenham sido identificados alelos mutantes
adicionais. Quando o mesmo alelo € listado nas colunas Alelo 1 e Alelo 2, isto significa que se encontra
presente uma mutacdo homozigdtica.

DNA ID Alelo 1 do CFTR Alelo 2 do CFTR Poli-T/TG
Esperado Esperado
CD00003* 1078delT WT TT/11TG, 7T/11TG
CD00008* 2184delA WT 7T/11TG, 9T/10TG
CD00009* 394delTT WT 7T/11TG, 9T/10TG
HG02461* CFTRdele19-21 WT 7T/12TG, 9T/10TG
NAO0999* 621+1G>T 1154insTC 7T/10TG, 9T/10TG
NA01531* F508del F508del 9T/10TG, 9T/10TG
NAO7464* R553X WT TT/11TG, 7T/12TG
NAOQ7732* F508del E60X 7T/11TG, 9T/10TG
NA08338* G551D WT 7T/10TG, 9T/11TG
NA11277* 1507del WT 7T/10TG, 7T/10TG
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DNA 1D Aless:;:rc;cfoFTR Alelé)slzaSrc;foFTR elliaare
NA11278* F508del Q493X 7T/10TG, 9T/10TG
NA11283* F508del A455E 9T/10TG, 9T/10TG
NA11284* F508del R560T 7T/10TG, 9T/10TG
NA11496* G542X G542X 9T/10TG, 9T/10TG
NA11723* W1282X WT 5T/12TG, 7T/10TG
NA11860* 3849+10kbC>T 3849+10kbC>T 7T/10TG, 7T/10TG
NA12926* Q493X WT 7T/10TG, 7T/10TG
NA12960* R334W WT 7T/ILLTG, 7T/12TG
NA12961* V520F WT 7T/10TG, 7T/11TG
NA13591* F508del R117H 5T/12TG, 9T/10TG
NA18668* F508del CFTRdele2,3 7T/11TG, 9T/10TG
NA18801* 3272-26A>G WT 7T/10TG, 7T/11TG

R1158X (n&o listada nas
NA18802* Y122X ”Cosszrgqaag;’gi':’ 7T/10TG, 7T/11TG
sequenciacao de Sanger)
NA18803* F508del 2183AA>G 7T/10TG, 9T/10TG
NA20741* 3876delA WT 7T/11TG, 9T/10TG
NA20745* S549N WT 7T/10TG, 9T/10TG
NA20836* 3905insT WT 7T/11TG, 9T/10TG
NA20837* S549N WT 7T/10TG, 9T/10TG
NA20924* R75X WT 7T/11TG, 9T/10TG
CD00007 1898+1G>A WT 7T/11TG, 7T/11TG
GMO04345 F508del W1282X 7T/10TG, 9T/10TG
NA00897 F508del R347P 7T/11TG, 9T/10TG
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Alelo 1 do CFTR

Alelo 2 do CFTR

DNA 1D Esperado Esperado Poli-T/TG
NA07441 3120+1G>A 621+1G>T 7T/11TG, 9T/10TG
NAO07857 M1101K M1101K 7T/10TG, 7T/11TG
NA11275 F508del 3659delC 7T/11TG, 9T/10TG
NA11280 621+1G>T 711+1G>T 7T/11TG, 9T/10TG
NA11859 2789+5G>A 2789+5G>A 7T/10TG, 7T/10TG
NA12444 1717-1G>A WT 7T/10TG, 7T/11TG
NA12585 R1162X WT 7T/10TG, 7T/10TG
NA12785 G551D R347P 7T/10TG, 7T/11TG
NA13423 G85E D1152H 7T/11TG, 7T/11TG
NA18800 F508del 1898+1G>A 7T/11TG, 9T/10TG
NA20737 R347H WT 7T/11TG, 9T/10TG
NA21069 3876delA WT 7T/11TG, 9T/10TG
NA21080 394delTT WT 7T/10TG, 7T/11TG
NA21847 F508del WT 7T/11TG, 9T/10TG

*Linhas celulares da Coriell testadas em estudos de verificagdo do conceito

Reagentes fornecidos com o kit

*N.° do item Descricao Cor da tampa armgigr?éniinto
A00075* 2X PCR Mix Amarela -15a-30 °C
A00072* CFTR Primer Mix A Verde -15a-30 °C
A00073* CFTR Primer Mix B Azul -15a-30°C
145188* ROX 1000 Size Ladder Vermelho -15a-30 °C
145388 Diluente Transparente -15a-30°C

*Um tubo componente do kit incluido no Kit AO0076; dois tubos componentes do kit incluidos no Kit AO0O077
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Iltens necessarios mas ndo fornecidos

Os numeros dos artigos, quando disponibilizados, podem variar conforme a regido. Contacte a Assisténcia
Técnica da Asuragen® para obter ajuda.

e Os reagentes para isolamento de DNA néo estao incluidos no kit. O DNA pode ser extraido através de
metodologias de preparagdo de amostras comuns e validadas para utiliza¢&o laboratorial que assegurem a
obtencgdo de DNA intacto e de elevada qualidade, tais como o0 QIAamp® DNA Blood Mini Kit (QIAGEN®) ou
kits equivalentes. Ver notas adicionais na secgdo de Etapas pré-analiticas.

e Equipamento de laboratério geral e espacgo de trabalho para executar procedimentos de PCR e EC

e Centrifuga capaz de girar uma placa de 96 micropogos

¢ Micro-centrifuga ou centrifuga de bancada capaz de centrifugar tubos de reagentes: Eppendorf® 5810 ou
equivalente

e Agitador Vortex

e Pipetas com um limite de precisdo entre 0,2—2 pl, 1-10 pl, 2—20 pl, 20-200 pl, e 100-1000 pl

¢ Pipeta multicanal capaz de pipetar 1-10 pl

e Termociclador de 96 micropogos: Termociclador de 96 micropogos Applied Biosystems® ProFlex™,
termociclador de 96 micropogos Applied Biosystems Veriti™, Applied Biosystems GeneAmp™ PCR System
9700 (bloco dourado), termociclador Bio-Rad C1000 Touch™ (mdédulo de reacao rapida de 96 micropogos)
Nota: Para obter os melhores resultados, os termocicladores devem ter uma taxa de rampa de 2,6-5,0 °C/seg.

e Placas de PCR com 96 micropocos e semi-contornos para utilizagéo com o termociclador de 96
micropoc¢os Applied Biosystems Veriti, termociclador de 96 micropocos Applied Biosystems ProFlex,
Applied Biosystems GeneAmp PCR System 9700 (bloco dourado), e Analisadores Genéticos da
Applied Biosystems: Phenix Research Products P/N MPS-3580, ou equivalente

e MicroAmp™ Optical Film Compression Pad para utilizagdo com os termocicladores Applied Biosystems:
Applied Biosystems P/N 4312639, ou equivalente

e Peliculas vedantes de plastico (Applied Biosystems P/N AB0558, ou equivalente) ou peliculas vedantes de
papel de aluminio adesivo (Beckman Coulter P/N 538619, ou equivalente), para utilizacdo com os
termocicladores Applied Biosystems

e Placas de PCR com 96 micropogos e contornos completos para utilizagdo com o termociclador Bio-Rad
C1000 Touch: Bio-Rad, P/N HSP9631 com microvedante ‘B’ MSB-1001 ou filme vedante para placas, ‘C’
MSC-1001, Pierceable Foil Heat Seal #181-4040

¢ Analisadores Genéticos Applied Biosystems a executar o polimero POP-7™ (série 3130, 3500 ou 3730) ou
polimero POP-1™ (SeqStudio™)

o SeqgStudio:
= Cathode Buffer: Applied Biosystems P/N A33401
=  Cartridge: Applied Biosystems P/N A33671 ou A41331 (V2)

o Série 3130:
=  POP-7 Polymer: Applied Biosystems P/N 4363785, ou equivalente
= Running Buffer: Applied Biosystems P/N 402824

o Série 3500:
=  POP-7 Polymer: Applied Biosystems P/N 4393708, ou equivalente
= Anode Buffer: Applied Biosystems P/N 4393925, ou equivalente
= Cathode Buffer: Applied Biosystems P/N 4408258, ou equivalente

o Série 3730 Legacy:
=  POP-7 Polymer: Applied Biosystems P/N 4363935, ou equivalente
= Cathode Buffer (10X): Applied Biosystems P/N 4335613

e Hi-Di™ Formamide: Applied Biosystems P/N 4311320, ou equivalente

e DS-30 Matrix Standard Kit (Dye Set D): Applied Biosystems P/N 4345827
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NUumero de reacdes

e Os reagentes fornecidos séo suficientes para um maximo de 50 rea¢des (A00076) cada da Mix A e Mix B,
ou 100 reacdes (A00077) cada da Mix A e Mix B, incluindo o excedente da preparacdo da mistura
principal.

e As misturas principais podem ser preparadas para o nimero apropriado de amostras com um namero total
recomendado de, pelo menos, 5 reacdes por execucdo. Recomenda-se a utilizacdo de um excedente de
15% para a mistura principal de PCR e 10% para a mistura principal da EC.

Estabilidade dos reagentes

Os reagentes sao estaveis até a data indicada no roétulo, quando armazenados sob as condi¢des
especificadas.

Conserva(;éo € manuseamento
o Conserve os reagentes congelados num congelador que nao seja “no frost”, protegidos da luz e a uma
temperatura entre -15 e -30 °C.

e Os reagentes foram validados para até 8 utilizag6es totais através de estudos de congelagado e
descongelagdo. As utilizagdes adicionais ndo sdo recomendadas.

e Descongele completamente os reagentes a temperatura ambiente antes da utilizagéo (pelo menos
30 minutos). Agite vigorosamente todos os reagentes apds o descongelamento através do vortex.

e Assegure-se de que as CFTR Primer Mix A e Mix B sdo manuseadas cuidadosamente de forma a
minimizar o risco de contaminagéo cruzada. N&o troque as tampas dos tubos de Primer Mix, conforme
descrito em Adverténcias e Precaucgdes.

e Antes de abrir, centrifugue brevemente cada componente para recolher as solu¢des no fundo dos tubos.

e A preparacdo do ensaio deve ser realizada a temperatura ambiente (intervalo aproximado, entre
18 e 25 °C). Os componentes individuais do kit mantém-se estaveis durante até 45 minutos por evento de
descongelacgdo a temperatura ambiente. Uma vez preparadas, as misturas principais mantém-se estaveis
durante até uma hora a temperatura ambiente antes da distribuicdo em aliquotas na placa da amostra.

Etapas de procedimento

Etapas pré-analiticas

As amostras de DNA gendmico (gDNA) humano, extraidas a partir de sangue total humano tratado com
K2EDTA (fresco ou armazenado entre 2 e 8 °C por um periodo maximo de 14 dias) e colhidas a partir de
procedimentos validados no laboratério podem ser isoladas através de diversos métodos de extragdo e
purificacdo (precipitagéo, coluna de silica, ou microesferas magnéticas funcionalizadas).

E essencial utilizar um método de isolamento validado para garantir que o DNA resultante é consistentemente
de elevada qualidade e pureza. Os procedimentos comercialmente disponiveis para isolamento através das
tecnologias de colunas de silica, precipitagdo, e purificagdo por microesferas magnéticas foram testados e sao
geralmente compativeis, assim como varios métodos automatizados de purificacdo do DNA. Para quaisquer
duvidas relativas a métodos de isolamento especificos, contacte support@asuragen.com.

A quantidade e pureza do DNA devem ser quantificadas utilizando um espectrofotémetro (p. ex., o
NanoDrop™ da Thermo Scientific®).
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Os requisitos da amostra séo 0s seguintes:
e 20 a 60 ng de DNA para analise
e 2 uL de DNA por reagédo de PCR

Para um desempenho ideal, os requisitos de pureza da amostra sdo os seguintes:

o Axo/A2x0=1,8%0,3
o Aze0/A230 2 1,25 (recomendado)

Os produtos de PCR e os marcadores de dimensdes sao observados em 4 canais de pigmentos. Antes de
iniciar a EC, certifiqgue-se de que o instrumento calibrado deteta os pigmentos FAM™ HEX™ NED™ e
ROX™ utilizando o DS-30 Matrix Standard Kit (Dye Set D, Applied Biosystems®) de acordo com as instrugées
do fabricante. Para mais detalhes relativamente a configurac@o do analisador genético, consulte a seccéo de
Eletroforese capilar através da utilizagdo de um analisador genético.

Vista geral do protocolo do AmplideX PCR/CE CFTR Kit

O protocolo de andlise requer quatro procedimentos-chave:

1. Preparagéo da mistura principal de PCR e aplicagdo de ciclos térmicos
2. Eletroforese capilar através da utilizagdo de um analisador genético

3. Denominagéo das amostras

4. Analise de fragmentos (PCR/EC)

O protocolo esté redigido para uma Unica reagdo; as misturas principais podem ser preparadas para o numero
apropriado de rea¢des em cada passo do protocolo. Os reagentes fornecidos séo suficientes para um maximo
de 50 reacdes (A0O0076) cada da Mix A e Mix B, ou 100 reagdes (A00077) cada da Mix A e Mix B, realizadas
num maximo de 8 lotes independentes, incluindo um excedente de 15% para a preparagdo da mistura
principal para PCR e 10% para a mistura principal para EC.

O fluxo de trabalho deve proceder de forma unidirecional, iniciando com uma éarea dedicada de pré-
amplificagdo e movendo-se para uma area segregada de pés-amplificacdo. O produto amplificado deve
permanecer na area de pds-amplificacao para minimizar o risco de contaminagéo por amplicdes.

Preparacdo da mistura principal de PCR e aplicacdo de ciclos térmicos

1. Descongele a 2X PCR Mix, ambos os tubos da Primer Mix, e o diluente (caso deseje incluir um NTC) a
temperatura ambiente até que cada componente se torne um liquido uniforme (até 30 minutos,
dependendo do volume). Agite vigorosamente todos os tubos no vértex durante aproximadamente
5 segundos a velocidade maxima e centrifugue brevemente para assegurar que o conteudo se encontra
no fundo do tubo.

Nota: Assegure-se de que as CFTR Primer Mix A e Mix B sdo manuseadas separadamente de forma a
minimizar o risco de contaminagéo cruzada.

2. Junte os reagentes pela ordem apresentada de acordo com a mistura principal de PCR na tabela que se
segue. Os volumes indicados referem-se a uma Unica reagdo e ndo incluem o excedente recomendado.
Recomendamos a criagdo de uma mistura principal com 15% de excedente para cada reagente
(volume/reagdo * nimero de reagdes * 1,15 para cada reagente arredondado para o 0,1 yL mais préximo).
Prepare um volume da mistura principal para PCR que seja suficiente para cada amostra a ser testada.

A inclusdo de uma reacao com diluente em vez de DNA, servindo como um NTC, € opcional.

Nota: A mistura 2X PCR Mix é viscosa; por conseguinte, retraia o pistdo da pipeta lentamente de forma a
adquirir a solucéo pretendida. A mistura principal para PCR é estavel a temperatura ambiente durante um
periodo maximo de uma hora, antes da adicdo do DNA modelo; no entanto, recomenda-se que a amostra
seja adicionada imediatamente ap6s a mistura e distribuigdo.
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Preparacédo da Mistura

Preparacdo da Mistura

Reagente A para PCR, B para PCR,
Volume/reagao (uL) Volume/reagéao (uL)
2X PCR Mix 5,0 50
CFTR Primer Mix A 3,0 -
CFTR Primer Mix B - 3,0
Amostra* ou NTC* 2,0* 2,0*
Volume total 10,0 10,0

10.

00003365v1,

*N&o adicionar a mistura principal total

Agite vigorosamente a mistura principal de PCR no vértex durante aproximadamente 5 segundos a
velocidade méaxima, e centrifugue brevemente antes da distribuicdo em aliquotas na placa de PCR.

Nota: A mistura principal deve ser agitada no vértex antes da dispensa de forma a assegurar a mistura
adequada de todos os reagentes.

Distribua 8,0 pl da mistura principal A ou da mistura principal B para PCR em cada micropoco. Utilize uma
pipeta de repeticao, se disponivel.

Nota: Tanto a Mistura A como a Mistura B sédo compativeis com 0 mesmo protocolo de aplicagdo de ciclos
térmicos. As amostras testadas com a Mistura A e a Mistura B devem estar localizadas na mesma placa e
ser colocadas numa ordem documentada, de forma a evitar confusées com as mesmas. Ver a
organizacao recomendada para a placa de PCR de forma a minimizar o risco de contaminac¢ao cruzada.

Purified gDNA Samples

(concentration at 20-60 ng)

1 2 3 4 5 7 8 9 10 11 12

A @ ‘

B O

c O

D @, =
|| E O {I
\ AL O \
Master € O Master
MixA M O Mix B

Adicione 2,0 pl da amostra de DNA apropriada a cada micropogo da Mistura A e Mistura B (ver Etapas
pré-analiticas para informac®es relativas aos requisitos das amostras para utilizagdo). Carregue e
esvazie a pipeta pelo menos trés vezes para garantir uma mistura adequada.

Sele a placa com uma pelicula vedante adesiva (plastico ou folha de aluminio); assegure-se de que todos
0s micropocos e bordas da placa se encontram devidamente vedados.

Nota: Ao utilizar vedantes de folha de aluminio, é recomendada a utilizagdo de um rolador (Beckman
Coulter P/N 538618 ou equivalente) para evitar a evaporacao durante a aplicacéo de ciclos térmicos.
Agite suavemente a placa.

Centrifugue a placa para remover quaisquer bolhas (1 minuto a 1600 x g).

Nota: Assegure-se de que todas as bolhas s&o removidas do fundo dos pogos da placa.

Transfira a(s) placa(s) de PCR selada(s) para um termociclador pré-programado compativel e execute o
protocolo de aplicagao de ciclos térmicos definindo o volume de reagéo para 10 L.

Nota: Utilize as taxas de rampa padr&o nos termocicladores Applied Biosystems® Veriti,

Applied Biosystems 9700 (bloco dourado), e Bio-Rad C1000. Se utilizar o Applied Biosystems ProFlex,
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defina a taxa de rampa como 5,0 °C/s. Os termocicladores com taxas de rampa maximas < 2,6 °C/s nao
séo recomendados. Para termocicladores néo listados aqui, utilize as condi¢des do Veriti/ProFlex e
contacte a Assisténcia Técnica da Asuragen® para obter assisténcia.

Veriti (3,9 °C/s), 9700 bloco
C1000
Fase Temperatura Tempo ProFlex dourado (3.3 °Cls)
(5,0 °C/s)* (2,6 °Cl/s) '
Despa}tqragao 95 °C 5 minutos 1 pausa 1 pausa 1 pausa
inicial
ifi 95 °C 15 segundos
Especifico para - 2 ciclos 2 ciclos 2 ciclos
os alelos 60 °C 4 minutos
95 °C 15 segundos ) ) i
Expansao 20 ciclos 20 ciclos 17 ciclos
72 °C 4 minutos
95 °C 30 segundos
Marcacgéo 60 °C 30 segundos 7 ciclos 6 ciclos 7 ciclos
72°C 4 minutos
Condicionamento 72 °C 10 minutos 1 pausa 1 pausa 1 pausa
A t
rmazftie:aalmen ° 4°C Em espera 1 pausa 1 pausa 1 pausa

*O modo de Emulagéo da Veriti também é compativel

11. Transfira os produtos de PCR para a analise EC ou armazene-os entre -15 e -30 °C até a andlise.
Nota: Uma vez concluida a aplicagéo de ciclos térmicos do PCR, os produtos de PCR permanecem
estaveis até 48 horas a temperatura de 2 a 8 °C. Quando armazenados no congelador, os produtos de
PCR permanecem estéveis a temperatura de -15 a -30 °C durante pelo menos um més. O
armazenamento de amplicdes a temperatura ambiente ndo é recomendado.

Eletroforese capilar através da utilizacdo de um analisador genético

1. Descongele a Hi-Di™ Formamide e o0 ROX 1000 Size Ladder a temperatura ambiente, até que cada
componente seja um liquido uniforme.

2. Agite vigorosamente no vortex (velocidade max. durante 5 a 10 segundos) e centrifugue brevemente para
recolher o contetdo.

3. Prepare uma solucéo de mistura principal para EC adicionando os componentes segundo a ordem
indicada na tabela Mistura principal para EC. Os volumes indicados referem-se a uma Unica reacao
e ndo incluem o excedente recomendado. A criacdo de uma mistura principal com 10% de excedente
para cada reagente (volume/reacdo * niumero de reag¢des * 1,10 para cada reagente arredondado até ao
0,1 yL mais préximo) é recomendada.
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Mistura principal para EC

Reagente (SeqStudio, sérib3500) | (séries 3130, 3730)
Hi-Di™ Formamide (Formamida) 11,0 8,0
ROX 1000 Size Ladder 2,0 1,0
Produto PCR* 2,0* 1,0*
Volume total 15,0 10,0

*N&o adicionar a mistura principal total

4. Misture todos os reagentes adicionados (agite no vortex a velocidade maxima durante 5 segundos), e
centrifugue brevemente para recolher o contetdo.

5. Proceda a divisdo em aliquotas de 13,0 pl (caso utilize um Analisador Genético SeqStudio™ ou um
Analisador Genético série 3500) ou de 9,0 ul (caso utilize um Analisador Genético série 3130 ou 3730) da
mistura principal para EC em cada micropog¢o de uma nova placa de anélise de EC compativel com o
analisador genético.

Nota: Faga corresponder o esquema da placa de EC a configuragdo da inje¢do do analisador genético em
grupos adequados de 4, 8, 16, 24, ou 48 capilares dependendo do modelo de EC (p. ex., A1-H3, A4—H6,
A10-H12 para a série 3500xL). Caso utilize um nimero de amostras inferior ao grupo de injecéo,
preencha os micropogos vazios para injegdo com 15,0 pl (série SegStudio ou 3500) ou 10,0 pl (série 3130
ou 3730) de Hi Di™ Formamide.

6. Antes da transferéncia, agite suavemente no vortex e centrifugue a placa que contém produtos de PCR
para recolher o contetdo no fundo dos pogos e impedir a contaminagdo durante a abertura (1 minuto a
1600 x g).

7. Transfira os produtos de PCR para a placa de EC (2,0 pl se utilizar a série SeqStudio ou 3500, ou 1,0 pl
se utilizar a série 3130 ou 3730), pipetando para cima e para baixo pelo menos 3 vezes para misturar a
solucéo.

Nota: A utilizagdo de uma pipeta multicanal é recomendada para esta transferéncia, especialmente no
caso de mudltiplas colunas de produtos de PCR.

8. Sele a placa com uma pelicula vedante adesiva; assegure-se de que todos os micropoc¢os e bordas da
placa se encontram devidamente vedados.

9. Agite suavemente a placa.

10. Centrifugue a placa para recolher o contetdo no fundo dos micropogos (1 minuto a 1600 x g).

11. Desnature a placa de EC num termociclador durante 2 minutos a 95 °C, seguido de uma pausa a 4 °C
durante pelo menos 2 minutos. Centrifugue a placa para recolher o conteiido no fundo dos micropogos
(2 minuto a 1600 x g), assegurando-se de que nao existem bolhas nos micropogos da placa. Apdés o0 passo
de desnaturacao, conserve a placa em gelo e protegida da luz.

Nota: Os amplicdes tém de ser desnaturados antes da andlise de EC e podem ser utilizados até 48 horas
apos a desnaturacao: a estabilidade temporal do painel de instrumentos foi verificada até 48 horas.

12. Prepare o analisador genético para a aquisicdo de dados conforme as instru¢des do fabricante. O modelo
de amostras para importacao e os ficheiros de execu¢do do médulo podem ser fornecidos pela
Assisténcia Técnica da Asuragen® para cada instrumento, se necessario. As condicdes finais de injecdo e
processamento devem ser validadas pelo utilizador final e podem diferir entre instrumentos.

Nota: Segundo as instru¢des do fabricante, os tampdes e polimero do instrumento devem estar a
temperatura ambiente antes da instalagao no instrumento.
a. Aplicam-se as seguintes consideragodes:
i. Calibre o instrumento para a dete¢édo dos pigmentos fluorescentes FAM™, HEX™, NED™ e
ROX™ através da utilizacdo do DS-30 Matrix Standard Kit.
ii. Ajuste as condicdes de injecdo e o tempo de processamento de acordo com a configuracéo
especifica do instrumento. A tabela que se segue apresenta os valores iniciais recomendados.
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iii. Para o Analisador Genético das séries 3130 e 3730, o tampéo de execucao 10X deve ser diluido
para 1X com agua purificada de alta qualidade, segundo as recomendacdes do fabricante, antes
de ser instalado no instrumento. Para obter os melhores resultados, dilua o tampé&o de execucao
imediatamente antes da utilizacdo. Uma vez instalado no instrumento, o tampao de execucao
diluido 1X permanece estavel até 24 horas. O tampé&o de execucéo diluido 1X pode ser
armazenado durante até 7 dias, quer a temperatura ambiente ou entre 2 e 8 °C.

Nota: O tampéao de execucgdo 1X deve estar a temperatura ambiente antes da instalagao no
instrumento.

iv. O desempenho do analisador genético pode ser afetado por flutuagdes da temperatura ambiente,
de acordo com o fabricante. Certifique-se de que a temperatura ambiente é compativel com as
recomendacdes do fabricante antes e durante a utilizagdo. Para obter os melhores resultados,
recomendamos uma temperatura ambiente entre 18 (20 °C para a série 3130) a 30 °C, com uma
variagdo maxima inferior a 2 °C por cada 24 horas.

Os médulos de processamento padréo do instrumento que se seguem podem ser utilizados como modelos:

e 3130, 3130xl: FragmentAnalysis36_POP7

e 3500, 3500xL: FragmentAnalysis50_POP7, FragmentAnalysis50_POP7xl,
FragmentAnalysis36_POP7, FragmentAnalysis36_POP7xI

e 3730, 3730xl: GeneMapper50_POP7, GeneMapper36_POP7
o SeqStudio™: FragAnalysis

Ajuste as condic¢des de injecdo nos modelos dos modulos de processamento redefinidos do seguinte modo:

Instrumento Compri.mento Injecéo Pre- Processamento Temperatura
capilar processamento da estufa

3130f, 3130xIt 36 cm 3,5kV,35s 15 kV*, 900 s 15 kVv*, 1500 s 60 °C*
3500, 3500xL 50 cm 25kV,20s 15 kV*, 900 s 19,5 kv*, 2100 s 60 °C*
3500, 3500xL 36" cm 25kV,20s 15 kV*, 900 s 15 kVv*, 1500 s 60 °C*
3730, 3730xl 50 cm 25kV,10s 15 kV*, 900 s 15 kV*, 2900 s 63 °C*
3730, 3730xIt 36T cm 25kV,10s 15 kV*, 900 s 15 kV*, 1500 s 63 °C*
SeqStudio 28 cm 6,0kV,2s 13 kV*, 180 s* 6,0 kV, 3000 s 60 °C*

* Indica defini¢cBes idénticas as predefinicdes do instrumento para determinado comprimento capilar e tipo de
polimero

T As temperaturas ambientes <20 °C podem afetar o desempenho

T O desempenho na série Applied Biosystems® 3730 Refresh nao foi verificado

Nota: Os utilizadores do SeqgStudio poderéo vir a observar um grande nimero de sinalizagdes de CQ
associadas ao marcador de dimensdes identificadas ap0s a execucéo utilizando as definicbes padrdo. Estas
sinalizagbes do marcador de dimens@es do instrumento sdo apenas visiveis na interface do instrumento
SeqStudio, e ndo terdo efeito na analise posterior, nem indicam problemas no processamento de amostras.
Para avalia¢des da qualidade do marcador de dimensdes, consulte a sec¢éo de Informacdes de CQ do
00003130, Manual do Utilizador do Software AmplideX® PCR/CE CFTR Analysis Module. Para mais
informacdes, contacte a Assisténcia Técnica da Asuragen®.

13. Denomine as amostras conforme o seguinte formato, com os campos dos nomes de ficheiro separados
por um delimitador comum. Para mais informag@es, consulte a seccao de Denominacédo das amostras.
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Denominacao das amostras

Os nomes dos ficheiros FSA contém um ou mais componentes informativos, chamados campos ou atributos,
doravante referidos como atributos. Estes atributos podem aparecer em qualquer ordem. Os atributos séo
separados por um delimitador ndo-alfanumérico.

Os delimitadores permissiveis restringem-se a (ver nota abaixo):
e Underscore “ ”
e Hifen*”
Os atributos predefinidos incluem, mas néo estéo limitados a:
e <Sample Name> (Nome da amostra)
o <Well Position> (Posi¢cdo do micropogo)
e <Date> (Data)
e <Instrument ID> (ID do instrumento)
Sao exemplos de atributos definidos pelo utilizador:
e <Operator Name> (Nome do utilizador)
e <LotID> (ID do lote)

Nota: Os (inicos caracteres reconhecidos como delimitadores pelo AmplideX® PCR/CE CFTR Analysis Module
sdo o underscore “_” ou o hifen “-”. A utilizagdo de quaisquer outros delimitadores disponiveis no Software de

Colheita de Dados da Applied Biosystems® levara a falha da analise.

Ao programar uma convencao de denominacao de ficheiros para o AmplideX PCR/CE CFTR Analysis Module,
podem ser utilizados qualquer nimero de atributos e em qualquer ordem; no entanto, as seguintes regras
devem ser cumpridas:

1. <Nome da amostra> deve estar incluido no nome do ficheiro.

2. Outros atributos, caso existam, devem estar separados por underscores “_” ou hifenes “-".
3. Os caracteres\/:*?‘“ <> | ndo sao permitidos.
4. Quando sao utilizadas ambas a CFTR Primer Mix A e a CFTR Primer Mix B:

1. A posicdo do <Nome da amostra> deve ser idéntica para todos os homes dos ficheiros
do lote.

2. Agrafia do <Nome da amostra> deve ser idéntica em ambos os nomes de ficheiros.
Nota: Quando o hifen “-” é selecionado como delimitador no AmplideX PCR/CE CFTR Analysis Module, os
atributos que contenham hifenes “-” como um caracter ndo-delimitante (p. ex., <Data> escrita no formato aa-
mm-dd) séo tratados como varios atributos. Nas definicdes do modulo de analise, ajuste a posi¢do do <Nome
da Amostra> se este tipo de atributo preceder o <Nome da amostra>.

Opcionalmente, podem ser incluidos MixA e MixB no nome do ficheiro em qualquer posic¢ao, incluindo o
delimitador, quando sao realizadas ambas as reacdes da CFTR Primer Mix A e CFTR Primer Mix B. Isto pode
ser realizado ao:

1. Adicionar a informacéo diretamente ao atributo de <Nome da amostra>, separada pelo
delimitador escolhido (p. ex., <Nome da amostra>(delimitador)MixA e <Nome da
amostra>(delimitador)MixB), ao inserir manualmente os nomes das amostras no Software de
Colheita de Dados do instrumento, ou

2. Incluir um atributo <Definido pelo utilizador> na convencao de denominacao dos ficheiros, se for
utilizado um ficheiro XML para importar as informagdes da amostra para o Software de Colheita
de Dados.

Por defeito, o AmplideX PCR/CE CFTR Analysis Module utiliza underscores “_” como delimitadores e
“Posicédo 1” como <Nome da amostra>. Estas definicbes padrao podem ser alteradas no separador Admin
do AmplideX PCR/CE CFTR Analysis Module (ver 00003130, Manual do Utilizador do Software AmplideX
PCR/CE CFTR Analysis Module).
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Tabela 3. Todos os exemplos utilizam underscores

como delimitadores entre atributos; no entanto, também

podem ser utilizados hifenes “-”. Os atributos a negrito séo exigidos pelo software; todos os outros atributos
sdo opcionais, incluindo a informagéo de MixA e MixB. A cor vermelha indica exemplos e razfes da
denominacdo incorreta.

Posicéo ~
Razbes para a
do Exemplo de = . Formato do paraa
campo Nome da Convencao de denominagdo de Nome da correspondéncia/nao
ficheiros FSA correspondéncia da
Nome da amostra amostra P
amostra CICENES
Sample-1_MixA <Sample Name>_<Well>_<Date>.fsa A informacé&o de Nome da
1 CORRETO Amostra da posigao 1
Sample-1_MixB <Sample Name>_<Well>_<Date>.fsa corresponde em ambos os
- - ficheiros fsa.
Samplel_MixA <Sample Name>_<Well>_<Date>.fsa A informacé&o de Nome da
1 CORRETO Amostra da posigdo 1
Samplel_MixB <Sample Name>_<Well>_<Date>.fsa corresponde em ambos 0s
- - ficheiros fsa.
A01_Sample-1_MixA <Well>_<Sample Name>_<Date>.fsa A posicao néo corresponde &
localizagdo do Nome da amostra.
A amostra da Mix A é processada
1 INCORRETO independentemente e leva a
B0O1_Sample-1_MixB <Well>_<Sample Name>_<Date>.fsa ocorréncia de uma sinalizagdo de
- - CQ da identificagdo (LA) para a
amostra da Mix B. Ver o exemplo
seguinte para a resolugao.
A01_Sample-1_MixA <Well>_<Sample Name>_<Date>.fsa A informacéo de Nome da
2 CORRETO amostra da posi¢éo 2
B0O1_Sample-1_MixB <Well>_<Sample Name>_<Date>.fsa corresponde em ambos s
- - ficheiros fsa.
Samplel_Repl_MixA Neste exemplo, seriam
Samplel_Repl_MixB <Sample Name>_<Well>_<Date>.fsa processados quatro ficheiros fsa
com o0 mesmo Nome da amostra
L Samplel_Rep2. MixA INCORRETO na 12 posicéo, levando a falha da
Samplel_Repz_MixB <Sample Name>_<Well>_<Date>.fsa analise. Ver o exemplo seguinte
- - para a resolugao.
zz:z:zi'giz—m:ig O nome da amostra na posi¢ado 1
1 — <Sample Name>_<Well>_<Date>.fsa CORRETO correspolnd_e exata e unicamente
Sample1-Rep2_MixA a cada réplica antes do
Sample1-Rep2_MixB underscore delimitador “_".

Analise de fragmentos (PCR/EC)

O AmplideX PCR/CE CFTR Kit produz dados de eletroferogramas que sé@o convertidos em padrdes de picos
especificos a cada amostra e interpretados automaticamente de forma a determinar a zigosidade da variante
ou dimensdes das repetigOes através da utilizacdo de um mdédulo de andlise incluido no AmplideX Reporter.
Consulte o documento 00003130, Manual do Utilizador do Software do AmplideX PCR/CE CFTR Analysis
Module, para obter instru¢des completas. As dimensdes esperadas para cada pico WT e MUT sdo listadas
alfabeticamente, por variante, na Tabela 4.
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Tabela 4. Dimensfes esperadas dos picos, em pares de bases (pb), para os picos de tipo selvagem (wild type,
WT), mutante (MUT), STR, ou Poli-T. Os intervalos das dimens&es sdo geralmente aplicaveis em todos os
modelos de EC. As dimensdes dos picos podem apresentar um ligeiro aumento (0,5 — 1 pb) nos instrumentos
Applied Biosystems® SeqStudio™.

Nome do marcador Alelo Ml;tgra Canal M;)?c':go M§i>((:.odo
primers
1717-1G>A WT A FAM 102 106
1717-1G>A MUT A HEX 99,5 103,5
1898+1G>A WT A FAM 234,5 238,5
1898+1G>A MUT A HEX 231,5 235,5
2183AA>G/2184insA/2184delA WT A FAM 366 370
2184delA MUT A HEX 356 360
2184insA MUT A HEX 365,5 369,5
2789+5G>A WT A FAM 212,1 216,1
2789+5G>A MUT A HEX 209 213
3120+1G>A WT A FAM 218,5 222,5
3120+1G>A MUT A HEX 215,3 219,3
3272-26A>G WT A FAM 261,3 265,3
3272-26A>G MUT A HEX 258,5 262,5
3659delC WT A FAM 225,5 229,5
3659delC MUT A HEX 221,7 225,7
3849+10kbC>T WT A FAM 148,5 1525
3849+10kbC>T MUT A HEX 146,5 150,5
621+1G>T WT A FAM 167,2 1712
621+1G>T MUT A HEX 164,4 168,4
711+1G>T WT A FAM 198,5 202,5
711+1G>T MUT A HEX 195,6 199,6
A455E WT A FAM 161,4 165,4
A455E MUT A HEX 158,6 162,6
D1152H WT A FAM 322 326
D1152H MUT A HEX 319,5 323,5
F508del WT A FAM 114 118
F508del MUT A HEX 112,1 116,1
G542X WT A FAM 142 146
G542X MUT A HEX 139,9 143,9
G551D WT A FAM 175,9 179,9
G551D MUT A HEX 173 177
G622D WT A FAM 186 190
G622D MUT A HEX 183,1 187,1
G85E WT A FAM 155,6 159,6
G85E MUT A HEX 153 157
1507del WT A FAM 107,9 111,9
I1507del MUT A HEX 105,2 109,2
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Mistura

Nome do marcador Alelo de Canal Mm' do Max do

primers pico pico
L206W WT A FAM 2745 278,5
L206W MUT A HEX 271 275
N1303K WT A FAM 250,4 254.,4
N1303K MUT A HEX 248 252
P5L WT A FAM 283,1 287

P5L MUT A HEX 279 283
R1070Q WT A FAM 350 354
R1070Q MUT A HEX 348 352
R1162X WT A FAM 268,4 272,4
R1162X MUT A HEX 264,5 268,5
R117H WT A FAM 300,4 304,4
R117H MUT A HEX 297,5 301,5
R334W WT A FAM 120,5 124,5
R334W MUT A HEX 118 122
R347H/R347P WT A FAM 240,8 244.8
R347H/R347P MUT A HEX 238 242
R553X WT A FAM 181,2 185,2
R553X MUT A HEX 178,2 182,2
R560T WT A FAM 204,8 208,8
R560T MUT A HEX 201,6 205,6
S945L WT A FAM 256,6 260,6
S945L MUT A HEX 253,5 257,5
W1282X WT A FAM 190,9 1949
W1282X MUT A HEX 188 192
5T Poli-T A HEX 126,48 140

7T Poli-T A FAM 126,45 140
oT Poli-T A NED 123,5 138,5
STRO1 Biomarcador A/B NED 184,5 220,5
STR51 Biomarcador A/B NED 301 377
STR91 Biomarcador A/B NED 2445 300,5
1078delT WT B FAM 338,2 343,6
1078delT MUT B FAM 330,1 336,2
1154insTC WT B FAM 401 407,3
1154insTC MUT B FAM 408,4 413,2
1548delG WT B FAM 353 357
1548delG MUT B FAM 358 362
1677delTA* WT B FAM 486,5 491
1677delTA* MUT B FAM 477,1 486,5
1811+1.6kbA>G WT B HEX 338,9 343,2
1811+1.6kbA>G MUT B HEX 333,7 338,7
1898+5G>T WT B FAM 137,5 141,5
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Mistura

Nome do marcador Alelo _de Canal Mg;(':go Mél;é.odo
primers
1898+5G>T MUT B FAM 132,6 136,6
2183AA>G MUT B HEX 310,8 314,8
2789+2insA WT B HEX 261 265
2789+2insA MUT B HEX 265,8 269,8
3876delA WT B HEX 480,1 484
3876delA MUT B HEX 475 479
3905insT WT B HEX 497 501
3905insT MUT B HEX 502,4 506,4
394delTT WT B HEX 493 496,9
394delTT MUT B HEX 488 492
A559T WT B FAM 214 218
AS59T MUT B FAM 220 224
E60X WT B HEX 415 419
E60X MUT B HEX 411 414,9
F311ldel WT B FAM 313,7 317,7
F311idel MUT B FAM 308,9 312,9
G970D WT B HEX 116,3 120,3
G970D MUT B HEX 1116 115,6
1618T WT B HEX 517,3 521,8
1618T MUT B HEX 510,8 516
M1101K WT B HEX 248 252
M1101K MUT B HEX 253,1 257,1
P67L WT B HEX 433,3 437,3
P67L MUT B HEX 428 432,5
Q493X WT B FAM 417 4229
Q493X MUT B FAM 423 4279
Q890X WT B FAM 457,7 463,6
Q890X MUT B FAM 464,1 470
R1066C WT B HEX 364 368
R1066C MUT B HEX 358,7 362,7
R1070W WT B HEX 343,8 347,8
R1070W MUT B HEX 349 353
R1158X WT B FAM 378,6 383,4
R1158X MUT B FAM 383,7 388,3
R117C WT B HEX 373,5 377,5
R117C MUT B HEX 378,4 382,4
R352Q WT B FAM 447 453
R352Q MUT B FAM 437,1 443
R75X WT B HEX 459 463
R75X MUT B HEX 454 458
S549N WT B FAM 250 254
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Nome do marcador Alelo lejteura Canal Mm' o Max do
primers pico pico
S549N MUT B FAM 245 249
V456A WT B FAM 1211 125,1
V456A MUT B FAM 127,5 131,5
V520F WT B FAM 491,3 501
V520F MUT B FAM 501 510
Y1092X WT B HEX 278,2 282,2
Y1092X MUT B HEX 283 287
Y122X WT B HEX 389,5 393,5
Y122X MUT B HEX 394 398

*as dimensdes esperadas dos picos podem variar, dependendo do estado mutacional F508del e 1507del

Conflitos e limitacdes conhecidos para as variantes

e Quando presentes, os alelos que se seguem ndo serdo detetados quando ocorrerem em fase (ou seja, no
mesmo Cromossoma) com as variantes seguintes:

(e]

(e]

(o]

(o]

(o]

(o]

R117C nédo detetado em fase com a mutacao Y122X

R117C nédo detetado em fase com a mutacao R117H

R117H né&o detetado em fase com a mutacdo R117C

R1070W né&o detetado em fase com a mutagdo R1066C

394delTT néo detetado em fase com a mutagdo 405+3A>C (n&o detetada pelo kit)
G551D néo detetado em fase com a mutagcdo A559T

e Quando presentes, os alelos que se seguem serdo notificados como N&o Detetados (Not Detected, ND)
no ficheiro CSV:

O

O

(o]

(o]

(o]

R1070W pode ser notificado como ND na presenca de uma muta¢cdo R1066C homozigotica
394delTT pode ser notificado como ND na presenca de uma mutagdo 405+3A>C homozigGtica
G551D pode ser notificado como ND na presen¢a de uma mutagdo A559T homozigética
I507del pode ser notificado como ND na presenga de uma mutagdo F508del homozigética

F508del pode ser notificado como ND na presenca de uma mutacao 1507del homozig6tica. Este
caso levaria & ativacéo erronea de uma falha de CQ do DI, embora o ensaio esteja a funcionar
como esperado

e Quando presentes, os alelos que se seguem serdo notificados como Other (Outros) no ficheiro CSV:

(o]

Se forem encontrados picos 2183/84 wt e 2184delA mut no sinal FSA: 2184delA é marcada como
HET, 2184insA é marcada como Other, 2183AA>G é marcada como Other

Se forem encontrados picos 2183/84 wt e 2183AA>G mut no sinal FSA: 2184delA é marcada
como Other, 2184insA é marcada como Other, 2183AA>G é marcada como HET

Se apenas for encontrado o pico 2184delA mut no sinal FSA: 2184delA € marcada como MUT,
2184insA é marcada como Other, 2183AA>G é marcada como Other

Se forem encontrados picos 2184delA mut e 2184insA mut no sinal FSA: 2184delA é marcada
como HET, 2184insA é marcada como HET, 2183AA>G é marcada como Other

Se forem encontrados picos 2184delA mut e 2183AA>G mut no sinal FSA: 2184delA é marcada
como HET, 2184insA é marcada como Other, 2183AA>G é marcada como HET

Se forem encontrados picos 2184insA mut e 2183AA>G mut no sinal FSA: 2184delA é marcada
como Other, 2184insA é marcada como HET, 2183AA>G é marcada como HET
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o Se apenas for encontrado o pico 2183AA>G mut no sinal FSA: 2184delA é marcada como Other,
2184insA é marcada como Other, 2183AA>G é marcada como MUT

o Quando CFTRdele20 é HET, os alelos no exdo 20 (M1101K, R1066C, R1070W, Y1092X,
3272-26A>G, R1070Q) serdo notificados como “Other” se detetados como tipo selvagem ou
HET se detetados como MUT

o Quando CFTRdele2,3 é HET, os alelos no exdo 3 (E60X, P67L, R75X, 394delTT, G85E) serdo
notificados como “Other” se detetados como tipo selvagem ou HET se detetados como MUT

¢ Quando presentes, os alelos que se seguem serao notificados como “Multiple” (Varios) gendétipos nos
ficheiros Ul, PDF e CSV:
o Se forem encontrados picos F508del-mut e 1507del-mut no sinal FSA: Os picos 1507del-wt e

F508del-wt podem ser perdidos e 1507del e F508del podem ser notificados como mutantes
homozigoticos, o gendtipo da amostra € marcado como “Varios”

e Quando presentes, o0s picos do tipo selvagem dos seguintes alelos podem ser alterados:

o Se forem encontrados picos F508del-mut ou 1507del-mut no sinal FSA da Mix A: os picos das
variantes esperadas na Mix B 1677delTA e V520F serdo alterados

Procedimentos de controlo de qualidade

Controlo sem modelo (No template control, NTC)

A utilizacao de um controlo negativo (ou seja, controlo sem modelo, NTC) é opcional. Se a utilizagdo de um
NTC for desejada, deve ser utilizado o diluente incluido no kit em vez da amostra de DNA. Um NTC é
processado da mesma forma que uma amostra normal, e € apresentado na lista de amostras testadas. Um
NTC adequado apresentara um eletroferograma de EC plano, e gerara informagdes de falha “LS” (Low Signal,
sinal baixo) no FSA QC [CQ do FSA] e “FAIL” (FALHA) no “Overall QC” (CQ geral) da vista de Results
(Resultados) do software. Nos relatérios exportados, o NTC apresentara FAIL (FALHA) na coluna de Overall
QC (CQ geral) do relatério CSV e apresentara FAIL na seccao Overall QC Status (estado geral do CQ) no
relatério PDF da amostra relevante.

Primer # Poly Overall FSA
Sample FSA well Mix Genotype  Variants Variants T/T6 QcC Qc Rerun

NTC NTC_Mix
NTC_MixB_Fi

F06 - QC Failure - - - FAIL LS
Fi2 - s

NTC_MixA_F06_2021-08-12-14-36-38_02.fsa
Primer Mix: -

—— FAM
—— HEX

Siz= (bp)
NTC_MixB_F12_2021-08-12-14-36-38_04.fsa
Primer Mix: -

—— FAM
—— HEX

Sk“

A
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Figura 3. Exemplo de um resultado valido de EC com amostra NTC. A vista de cima corresponde a Primer Mix
A, e a vista de baixo corresponde a Primer Mix B.

Amostras de linhas celulares

Caso tal seja desejado, podem ser compradas amostras derivadas de linhas celulares humanas com
gendtipos CFTR confirmados a partir do Coriell Institute for Medical Research de forma a confirmar o
desempenho (Tabela 2). Estas amostras ndo sdo necessarias para assegurar a funcionalidade correta do
ensaio. Ver a Figura 4 para os resultados esperados de uma amostra da linha celular NA04345.

t Primer # Poly  Overall FSA
sample FSA well Mix Genotype  Variants Variants /6 Qc Qc Rerun

NA04345_MixA_BO1_2021-10-18-14-04-06_01.fsa
Primer Mix: A

NA04345_MixB_B03_2021-10-18-14-04-06_01.fsa
Primer Mix: B

Figura 4. Amostra da linha celular Coriell NA04345. A vista de cima corresponde a Primer Mix A, e a vista de
baixo corresponde a Primer Mix B.
Amostras

Para assegurar uma aquisicdo de resultados com boa qualidade, o0 AmplideX® PCR/CE Reporter com o CFTR
Analysis Module fornece verificagfes automatizadas de CQ para cada ficheiro FSA associado a uma amostra.
As falhas de CQ sao resumidas na Tabela 5.
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Tabela 5. Resumos do modo de falha de CQ. Para mais detalhes, consulte 00003130, Manual do Utilizador do

Software AmplideX® PCR/CE CFTR Analysis Module. Consulte a sec¢do de Resolugdo de problemas para

sugestdes relativas a resolugdo de problemas.

: Notificacdo | Notificacdo
CQ Nivel Descricéo Tlpe e e anivel das | anivel das
e causa .
amostras variantes
O ROX QC destina-se a sinalizar
amostras que tém marcadores de
dimens6es moleculares aberrantes
e/ou fatores de correcéo de
- ~ Nenhuma
mobilidade que ndo podem ser Genétino sigosidade da
determinados com exatidao. Estes Fail (Falha): , po, 9 .
. . ndmero ou variante no
ROX QC erros impedem a analise correta das O marcador .
. . . - . L , , lista de CSvV;
(CQ do ROX) Ficheiro FSA | dimensdes dos picos e a associagao é anémalo )
) ~ . variantes nenhumas
(LD) a variantes, e normalmente sédo ou esti em -
~ mutantes anotacdes de
encontrados quando estdo presentes falta .
. . ausente picos no Ul,
artefactos de picos inesperados no
. ~ PDF ou CSV
canal ROX com dimensdes e formas
semelhantes aos picos esperados em
ROX, ou quando o sinal ROX é
demasiado baixo.
Fail (Falha): Nenhuma
. . RFU de um Gendtipo, zigosidade da
Signal Magnitude . . . ; . . .
QC (CQ da O Signal Magnitude QC destina-se a pico baixo namero ou variante no
. - sinalizar amostras com um sinal ou nédo lista de Csv;
intensidade do FSA . - L . .
sinal) insuficiente para varias variantes detetado variantes nenhumas
LS) (sinal baixo). associada a mutantes anotacdes de
multiplas ausente picos no Ul,
variantes PDF ou CSV
Fail (Falha): -
. . e, - Gendtipo,
O Saturation QC identificara picos Sobreamplifi ,
. . ~ ~ ndamero ou Nenhuma
Saturation QC saturados ou uma interagcdo cacgéo do . L
~ . . , lista de zigosidade da
(CQ da saturacao) FSA excessiva entre canais, o que podera PCR ou . .
S variantes variante no
(SA) causar uma determinacéo incorreta problemas
L . mutantes CSV
da zigosidade das variantes. de pureza da
ausente
amostra
Fail (Falha): -
Vfélrias ) Genotipo,
Contamination QC O Contamination QC sinalizara ndmero ou Nenhuma
amostras . L
(CQda amostras quando forem detetados lista de zigosidade da
L FSA . . numa ) .
contaminacao) dois ou mais modelos de DNA variantes variante no
. mesma
(CT) humano no sinal. . . mutantes Csv
Primer Mix,
ausente
amostra
Gendtipo,
O Label QC sinalizard uma amostra Fail (Falha): ndmero ou Nenhuma
se duas Primer Mix A estiverem Amostras lista de zigosidade da
associadas a um unico Nome de incorretamente| variantes variante no
Label QC (CQ da FSAs amostra. denominadas mutantes Csv
denominacéo) ausente
emparelhados
(LA) o . . Todas as
O Label QC sinalizara uma amostra Fail (Falha): Genotipo, ~
L . . . , anotacgdes de
se apenas uma unica Primer Mix B Mistura de numero ou e
. . . ~ . zigosidade
estiver associada a um Nome de primers nao lista de .
. das variantes
amostra. suportada variantes .
e picos
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. Notificacdo | Notificacdo
CQ Nivel Descricao T'g%:fng a nivel das a nivel das
amostras variantes
mutantes
ausente
Fail (Falha):
Amostras de
dois
. doad
O Tube Mismatch QC (CQ de troca .oa ores
o diferentes Todas as
. dos tubos) sinalizara amostras com - ~
Tube Mismatch ~ . atribuidas ao anotagdes de
FSAs padr@es diferentes nos Nenhum Lot
(TM) (Troca dos . mesmo - zigosidade
emparelhados | biomarcadores STR altamente genotipo .
tubos) s ) o nome de das variantes
polimérficos identificados entre as .
. - amostra; e picos
duas misturas de primers.
problema de
denominacga
o dos
ficheiros
O Data Integrity QC sinalizara
. amostras quando uma variante for Fail (Falha): Todas as
Data Integrity : ~ . . . -
. perdida (p. ex., ndo foi detetado um Sinal baixo anotacdes de
(Integridade de FSAs . Nenhum S
dados) emparelhados pico WT ou MUT para uma dada para uma ou enétino zigosidade
) P variante). O AmplideX PCR/CE CFTR mais 9 P das variantes
indica picos que estejam ausentes na variantes e picos
andlise.
Resolucao de problemas
Observagao Causa potencial Acéo

Observada perda de
pico(s) WT

A pureza das amostras é
insuficiente (p. ex., Azeorzso0 < 1,25,
Az60i280 < 1,5 0U Azsorzso > 2,1)

Volte a purificar os acidos nucleicos e a

repetir o PCR. Recomenda-se a utilizagéo
de um kit semelhante ao Zymo DNA Clean
& Concentrator® Kit para dessalinizagéo e
remoc¢do de contaminagdes por proteinas.

A quantidade utilizada esta
abaixo do intervalo
recomendado para o0 ensaio.

Aumente a quantidade utilizada (ver
Passos pré-analiticos para o intervalo
suportado) ou volte a purificar os acidos
nucleicos e a repetir o PCR.

As condic¢fes de aplicacdo dos
ciclos térmicos néo séo ideais
para o termociclador em uso.

Os amplicdes de uma reagéo
PCR multiplexada e especifica
para alelos ndo tém todos a
mesma eficiéncia de
amplificagcdo; como tal, algumas
variantes séo mais sensiveis as
condic¢des de aplicagédo dos
ciclos térmicos.

Verifique os termocicladores suportados
na secg¢do Necessarios mas néo
fornecidos. Para termocicladores nao
listados, utilize as condi¢des do
Veriti/ProFlex e contacte a Assisténcia
Técnica da Asuragen® para obter
assisténcia.
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Observacgao

Causa potencial

Acdao

Alturas dos picos
baixas em todos os
picos marcados com
HEX e/ou FAM do
ensaio para todas as
amostras incluidas
numa execucao.

Aplicacdo incorreta dos ciclos
térmicos, definicbes incorretas
do instrumento, instrumentagao
incompativel, formulagdo de EC
incorreta, condi¢des
incompativeis de
armazenamento ou
manuseamento do reagente

Verifique a utilizag&o de instrumentacao
compativel e definicdes de aplicagcéo de
ciclos térmicos, configuragfes do
instrumento de EC e formulagbes de EC
apropriadas conforme descrito na secgao
de Passos do procedimento.

Certifique-se de que os reagentes séo
armazenados e manuseados conforme
descrito nas secgbes de Conservagdo e
manuseamento e Adverténcias e
precaucoes.

Verifique se as Primer Mixes A e B
apresentam uma cor rosa-claro. Se o
liquido for incolor, tal pode indicar um
problema de armazenamento ou
contaminagdo. Contacte
support@asuragen.com para mais
informagoes.

Picos de dimeros de primers
saturantes no intervalo de
75-90 pb devido a
contaminacgédo cruzada pelas
Primer Mixes Ae B

Certifique-se de que os reagentes sao
armazenados e manuseados conforme
descrito em Conservagao e
manuseamento e Adverténcias e
precaucoes.

Verifique os procedimentos de controlo de
contaminagdes do laboratério.

Problema de
calibracéo espectral
do instrumento de EC,
ou picos extra
detetados (75-95 pb)
nos resultados de EC
de outros ensaios
apos a execugao de
EC do AmplideX®
PCR/CE CFTR Kit.

Os contaminantes de utilizacdes
prévias do AmplideX® PCR/CE
CFTR Kit podem afetar a
calibracéo espectral do
instrumento de EC ou outros
ensaios.

Realize 4X inje¢Oes de agua DI ou Hi-Di™,
apenas para remover quaisquer possiveis
contaminantes oriundos de utilizagBes
prévias.

Repita a calibracéo espectral.

A amostra ndo cumpre
0s critérios do Signal
Magnitude QC (LS na
coluna FSA QC)

O DNA utilizado é inferior ao
intervalo dos valores de entrada
(<20 ng), impureza da amostra
de DNA, nenhum DNA utilizado
devido a erros de pipetagem,
capilar antigo ou calibracdo
incorreta do instrumento.

Verifique se o analisador genético foi
calibrado com o Matrix Standard (DS-30,
Dye Set D) adequado.

A idade do capilar pode afetar a
magnitude do sinal; verifique a idade do
capilar e o numero de inje¢des para
confirmar que cumprem as especificagdes
do fabricante.

Certifique-se de que os reagentes séo
armazenados e manuseados conforme
descrito nas seccdes de Conservacao e
manuseamento e Adverténcias e
precaucdes.

Tome especial atencéo a técnica de
pipetagem, e especialmente ao adicionar
a amostra de DNA.
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Observacgao

Causa potencial

Acdao

Se apenas uma das reagdes (Mix A ou
Mix B) de uma dada amostra ndo passar
oLSQC

o Repita a injecdo da placa de EC para
as reagfes sem sucesso das
amostras afetadas, caso tenham
passado <48 horas desde a
preparacao (caso contrario, repita o
protocolo a partir da seccao de
Eletroforese capilar através da
utilizagdo de um analisador
genético; ou seja, recrie a placa de
EC utilizando os produtos de PCR
amplificados previamente para todas
as amostras afetadas).

o Apos repetir a injecdo EC das
reacOes afetadas, faca corresponder
os ficheiros FSA ao ficheiro FSA
correspondente da reagdo prévia e
com sucesso, da Mix A ou Mix B, para
analise emparelhada no software.

Se ambas as reacdes Mix A e Mix B de

uma dada amostra ndo passarem o LS

QC

o Repita a injecdo da placa de EC para
as reacdes Mix A e Mix B das
amostras afetadas, caso tenham
passado <48 horas desde a
preparacgdo (caso contrério, repita o
protocolo a partir da secgéo de
Eletroforese capilar através da
utilizagdo de um analisador
genético; ou seja, recrie a placa de
EC utilizando os produtos de PCR
amplificados previamente para todas
as amostras afetadas).

o Apo6s ainjecdo EC, proceda & analise
emparelhada no software.

Verifique a concentracdo e pureza da
amostra de DNA para garantir que se
encontram dentro dos limites do ensaio;
tenha em conta que alguns contaminantes
podem afetar a quantificagdo da
concentracdo de DNA.

Verifique os dados brutos de EC do
marcador ROX, assim como dos canais
FAM, HEX e NED relativamente a
quaisquer problemas (p. ex., presenca de
dimeros de primers saturantes no
intervalo de 75-90 pb),

Se a principal causa do problema for a
utilizacdo de uma baixa quantidade de
DNA ou a contaminagéo dos reagentes,
repita o protocolo a partir da secgéo
Preparacdo da mistura principal de
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Observacgao

Causa potencial

Acdao

PCR e aplicagao de ciclos térmicos
para todas as reagOes afetadas, utilizando
uma quantidade de DNA conforme o
intervalo recomendado (20-60 ng). Apos
repetir a PCR e a injecdo EC das reacodes
afetadas, faca corresponder os ficheiros
FSA ao ficheiro FSA correspondente da
reacao prévia e com sucesso, da Mix A ou
Mix B, para analise emparelhada no
software. Se a amostra se encontrar
inicialmente no intervalo do ensaio,
aumente a quantidade de DNA utilizado
dentro do intervalo recomendado.

Repita o isolamento de DNA e reveja o
procedimento e os reagentes para
identificar potenciais origens de
contaminacgado ou degradacao dos &cidos
nucleicos durante o fluxo de trabalho de
purificagéo.

A amostra ndo cumpre | A quantidade de DNA utilizada
os critérios de

Saturation level QC
(SA na coluna FSA

QC)

esta acima do intervalo dos
valores de entrada, foi utilizado
um modelo de termociclador ou
EC incompativel, calibragéo
incorreta dos instrumentos,
configuracdes incorretas dos
instrumentos.

Verifique a utilizag&o de instrumentacao
compativel e definicdes de aplicagéo de
ciclos térmicos, configuracdes do
instrumento de EC e formulagbes de EC
apropriadas conforme descrito na sec¢ao
de Passos do procedimento.

Verifique se o analisador genético foi
calibrado com o Matrix Standard (DS-30,
Dye Set D) adequado.

Verifique os dados brutos de EC do
marcador ROX, assim como dos canais
FAM, HEX e NED relativamente a
quaisquer problemas (p. ex., picos
adicionais).

Se apenas uma das reag¢fes (Mix A ou

Mix B) de uma dada amostra ndo passar

0 SA QC

o Repita a injecdo da placa de EC para
as reacdes sem sucesso das
amostras afetadas, caso tenham
passado <48 horas desde a
preparacgao (caso contrario, repita o
protocolo a partir da sec¢éo de
Eletroforese capilar através da
utilizagdo de um analisador
genético; ou seja, recrie a placa de
EC utilizando os produtos de PCR
amplificados previamente para todas
as amostras afetadas).

o Apos repetir a injecdo EC das
reacOes afetadas, faca corresponder
os ficheiros FSA ao ficheiro FSA
correspondente da reagao prévia e
com sucesso, da Mix A ou Mix B, para
analise emparelhada no software.
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Observacgao

Causa potencial

Acdao

Se ambas as rea¢cGes Mix A e Mix B de

uma dada amostra ndo passarem o SA

QC

o Repita a injecdo da placa de EC para
as reagfes Mix A e Mix B das
amostras afetadas, caso tenham
passado <48 horas desde a
preparacao (caso contrario, repita o
protocolo a partir da seccao de
Eletroforese capilar através da
utilizagdo de um analisador
genético; ou seja, recrie a placa de
EC utilizando os produtos de PCR
amplificados previamente para todas
as amostras afetadas).

o ApoOs ainjecdo EC, proceda a analise
emparelhada no software.

Verifique a concentracdo e pureza da
amostra para garantir que se encontram
dentro dos limites recomendados para o
ensaio (20-60 ng); tenha em conta que
alguns contaminantes podem afetar a
quantificagéo da concentracéo de DNA.

Dilua a amostra com o diluente incluido no
kit; se a amostra se encontrava
inicialmente no intervalo recomendado
para o ensaio, dilua-a para 10 ng/uL, de
forma a que a massa do DNA utilizado
seja de 20 ng.

Repita o protocolo para todas as reacdes
afetadas a partir da seccao de
Preparacédo da mistura principal de
PCR e aplicacédo de ciclos térmicos.
Ap6s repetir a PCR e a injecdo EC das
reacOes afetadas, faca corresponder os
ficheiros FSA ao ficheiro FSA
correspondente da reacdo prévia e com
sucesso, da Mix A ou Mix B, para andlise
emparelhada no software.

A amostra ndo cumpre | A quantidade de DNA utilizada

os critérios do Data
Integrity QC (DI na
coluna Overall QC)

esta abaixo do intervalo dos
valores de entrada (<20 ng), foi
utilizado um modelo de
termociclador ou EC
incompativel, configuracdes
incorretas dos instrumentos,
calibracéo incorreta dos
instrumentos.

Verifique a utilizagéo de instrumentacao
compativel e definicdes de aplicacao de
ciclos térmicos, configuragfes do
instrumento de EC e formulagbes de EC
apropriadas conforme descrito na secgao
de Passos do procedimento.

Verifique se o analisador genético foi
calibrado com o Matrix Standard (DS-30,
Dye Set D) adequado.

A idade do capilar pode afetar a
magnitude do sinal; verifique a idade do
capilar e o numero de injecdes para
confirmar que cumprem as especificagcées
do fabricante.
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Observacgao

Causa potencial

Acdao

Se apenas uma das reagdes (Mix A ou
Mix B) de uma dada amostra ndo passar
o DIQC

o Repita a injecdo da placa de EC para
as reagfes sem sucesso das
amostras afetadas, caso tenham
passado <48 horas desde a
preparacao (caso contrario, repita o
protocolo a partir da seccao de
Eletroforese capilar através da
utilizagdo de um analisador
genético; ou seja, recrie a placa de
EC utilizando os produtos de PCR
amplificados previamente para todas
as amostras afetadas).

o Apos repetir a injecdo EC das
reacOes afetadas, faca corresponder
os ficheiros FSA ao ficheiro FSA
correspondente da reagdo prévia e
com sucesso, da Mix A ou Mix B, para
analise emparelhada no software.

Se ambas as reaces Mix A e Mix B de
uma dada amostra ndo passarem o DI

QC

o Repita a inje¢do da placa de EC para
as reacdes Mix A e Mix B das
amostras afetadas, caso tenham
passado <48 horas desde a
preparagéo (caso contrario, repita o
protocolo a partir da sec¢éo de
Eletroforese capilar através da
utilizacdo de um analisador
genético; ou seja, recrie a placa de
EC utilizando os produtos de PCR
amplificados previamente para todas
as amostras afetadas).

o Apobs ainjecdo EC, proceda a analise
emparelhada no software.

Verifique a concentracao e pureza da
amostra de DNA para garantir que se
encontram dentro dos limites do ensaio;
tenha em conta que alguns contaminantes
podem afetar a quantificagédo da
concentracao de DNA.

Se a causa principal ndo for identificada
acima e a concentragdo da amostra for
suficiente, repita o protocolo para todas as
amostras afetadas a partir da secgéo
Preparacéo da mistura principal de
PCR e aplicacédo de ciclos térmicos.
Tome especial atengdo a técnica de
pipetagem, e especialmente ao adicionar
a amostra de DNA.

Repita o isolamento de DNA e reveja o
procedimento e os reagentes para
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Observacgao

Causa potencial

Acdao

identificar potenciais origens de
contaminacgdo ou degradacao dos &cidos
nucleicos durante o fluxo de trabalho de
purificac&o.

As mutagdes INDEL localizadas
dentro de ou entre locais de
ligagdo dos primers que ndo
sejam abrangidas pelo
AmplideX® PCR/CE CFTR Kit
podem deslocar os picos dos
amplicdes para fora do intervalo
de dimensdes esperado,
causando perda alélica. Para
mais informacgdes, consulte a
seccdo Conflitos e limitacOes
conhecidos para as variantes.

Verifique os resultados de EC
relativamente a picos extra fora do
intervalo de dimensdes dos picos da
variante perdida. Neste caso, a falha no
DI QC nao seré corrigida pela repeticao
da EC ou PCR.

A amostra ndo cumpre
os critérios do ROX
QC (LD na coluna
FSA QC)

Problemas com a detegéo das
dimensdes ou intensidade dos
picos do marcador ROX.

A idade do capilar pode afetar a migracéao
consistente; verifique a idade do capilar e
0 numero de inje¢gBes para confirmar que

cumprem as especificagdes do fabricante.

Se apenas uma das reagdes (Mix A ou
Mix B) de uma dada amostra ndo
passar o ROX QC

o Repita a inje¢do da placa de EC para
as reacdes sem sucesso das
amostras afetadas, caso tenham
passado <48 horas desde a
preparacdo (caso contrario, repita o
protocolo a partir da sec¢éo de
Eletroforese capilar através da
utilizacdo de um analisador
genético; ou seja, recrie a placa de
EC utilizando os produtos de PCR
amplificados previamente para todas
as amostras afetadas).

o Apos repetir a injecdo EC das
reacOes afetadas, faca corresponder
os ficheiros FSA ao ficheiro FSA
correspondente da reagdo prévia e
com sucesso, da Mix A ou Mix B, para
analise emparelhada no software.

Se ambas as reacdes Mix A e Mix B de

uma dada amostra ndo passarem o

ROX QC

o Repita a injecdo da placa de EC para
as reacdes Mix A e Mix B das
amostras afetadas, caso tenham
passado <48 horas desde a
preparacéo (caso contrério, repita o
protocolo a partir da sec¢éo de
Eletroforese capilar através da
utilizacdo de um analisador
genético; ou seja, recrie a placa de
EC utilizando os produtos de PCR
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Observacgao

Causa potencial

Acdao

amplificados previamente para todas
as amostras afetadas).

o Apo6s ainjecdo EC, proceda a analise
emparelhada no software.

No caso de persisténcia da falha, verifique
os dados brutos para identificar problemas
que indiquem perda de resolucéo, tais
como alturas de picos descendentes no
marcador ROX, ou migragéo inconsistente
dos picos do marcador ROX entre
amostras. Se forem observados
problemas, injete Hi-Di™ por si sé durante
5 a 10 injecdes para limpar o sistema.

Caso a repeticdo da EC néo resolva o
problema, repita o protocolo para todas as
amostras afetadas a partir da sec¢éo de
Preparagcdo da mistura principal de
PCR e aplicacédo de ciclos térmicos
(para a Mix A e Mix B). Certifique-se de
que a concentracdo do DNA das amostras
afetadas esta dentro do intervalo
recomendado.

A amostra ndo cumpre | Contaminagdo das amostras
os critérios do

Contamination QC (CT
na coluna FSA QC)

Verifique os picos dos biomarcadores
STR no canal NED relativamente a
presenca de problemas que indiquem
contaminagéo das amostras, em particular
a presenca de mais de 2 picos por grupo
STR (STRO1, STR51, STR91).

Verifique o procedimento relativamente a
potenciais fontes de contaminagéo da
amostra durante o fluxo de trabalho da
purificagéo ou configuragdo do ensaio.

Repita o protocolo para todas as reacdes
afetadas a partir da seccao de
Preparacdo da mistura principal de
PCR e aplicacéo de ciclos térmicos.
Ap6s repetir a PCR e a injecdo EC das
reacOes afetadas, faca corresponder os
ficheiros FSA ao ficheiro FSA
correspondente da reagdo prévia e com
sucesso, da Mix A ou Mix B, para analise
emparelhada no software. Tome especial
atencao a técnica de pipetagem, e
especialmente ao adicionar a amostra de
DNA.

Caso a repeticdo da PCR nédo resolva o
problema, repita o isolamento de DNA.
Preste especial atengdo a contaminagao
por acidos nucleicos durante o fluxo de
trabalho da purificagéo.

A amostra ndo cumpre | Os ficheiros FSA tém uma

os critérios do Label

QC

combinag&o incompativel das
misturas do kit (ou seja, A e A,
B e B) devido a erros de

denominagao ou utilizagdo de

Verifigue se os nomes dos ficheiros das
reacdes da Mix A e Mix B para cada
amostra foram atribuidos conforme o
formato de denominag&o das amostras
fornecido na seccéo Eletroforese capilar
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Observacgao

Causa potencial

Acdao

(LA na coluna Overall

QC)

uma mistura de primers nao
suportada (ou seja, apenas B)

através da utilizagcdo de um analisador
genético. Verifiqgue se os nhomes dos
ficheiros de ambas as reacdes para uma
dada amostra foram associados a Primer
Mix correta e repita a analise.

Caso o erro se deva a néo ter testado a
Mix A para uma dada amostra, repita o
protocolo para todas as amostras
afetadas a partir da secgédo de
Preparacdo da mistura principal de
PCR e aplicagéo de ciclos térmicos
para a reacdo da Mix A. Preste especial
atencdo a denominacao dos ficheiros.
Apo6s a injecdo EC das reagdes da Mix A,
faca corresponder os ficheiros FSA ao
ficheiro FSA correspondente da reagéo
prévia e com sucesso da Mix B para
analise emparelhada no software.

Problemas com a analise das
dimensoes ou sinal dos picos-
alvo da Mix B no intervalo de
400-530 pb.

Verifique os resultados de EC das
amostras afetadas de forma a confirmar as
dimensdes antecipadas para 0s picos,
apresentadas na Tabela 4. Se o erro for
causado por perda alélica ou andlise
incorreta das dimensdes no intervalo de
400-530 pb, realize o protocolo novamente
para todas as amostras afetadas a partir
da seccéo de Preparacdo da mistura
principal de PCR e aplicacao de ciclos
térmicos.

A amostra ndo cumpre | Os padrdes dos biomarcadores

os critérios de Tube

Mismatch

(TM na coluna Overall

QC)

STR néo correspondem entre
as amostras da Mix A e Mix B.

Verifigue o procedimento relativamente a
possiveis fontes de confuséo das
amostras.

Verifique os nomes dos ficheiros das
reacoes da Mix A e Mix B para cada
amostra, assegurando que cada amostra
foi denominada conforme o formato de
denominacao das amostras fornecido na
seccdo Eletroforese capilar através da
utilizagcdo de um analisador genético.
Certifique-se de que a Mix A e reacdo
Mix B correspondente estdo associadas a
amostra correta. Realize a andlise
novamente apos Corrigir 0s erros.

Se a Mix A e reagéo Mix B
correspondente ndo puderem ser
identificadas, repita as reacdes de EC
para as amostras afetadas.

Caso o problema persista, repita o
protocolo para todas as amostras
afetadas a partir da seccéo de
Preparacao da mistura principal de
PCR e aplicacéo de ciclos térmicos
(para a Mix A e Mix B). Preste especial
atengdo a denominacao dos ficheiros.
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Avaliacado analitica

Comparacao de métodos

De forma a avaliar o desempenho do AmplideX® PCR/CE CFTR Kit, testdmos 84 amostras de DNA diferentes,
compreendendo amostras de sangue total humano (n=51), linhas celulares (n=31) ou DNA sintético (n=2). De
forma conjunta, o painel incluiu amostras positivas para todas as 65 variantes detetadas pelo ensaio, e
conteve dimensdes das repeticdes Poli-T de 5, 7, e 9, e dimensdes das repeticées Poli-TG de 9, 10, 11 e 12.
As amostras de DNA foram isoladas utilizando colunas de silica (n=10), microesferas magnéticas
funcionalizadas (n=31), ou métodos de purificacdo baseados em precipitacao (n=41). Para determinar os
resultados de referéncia para todas as variantes detetadas pelo ensaio, as amostras de DNA foram testadas
através de sequenciagdo Sanger ou por um método baseado em hibridagdo PCR/sonda.

Todas as 84 amostras foram testadas por si s6 com o AmplideX PCR/CE CFTR Kit e analisadas com os
seguintes analisadores genéticos da Applied Biosystems®: 3500xL (comprimentos dos capilares de 36 cm e
50 cm), SeqStudio™ (comprimento dos capilares de 28 cm), 3130xI (comprimento dos capilares de 36 cm), e
3730xI (com a configuracao de 48 capilares, e comprimentos dos capilares de 36 cm e 50 cm). Ao todo, foram
utilizadas 6 configuracdes diferentes para o instrumento de EC. As falhas de QC foram excluidas da andlise.

Das 489 medic¢Oes vélidas das amostras e 31.608 determinagfes de variantes geradas pelo estudo, as
estatisticas a nivel das variantes apresentaram uma concordancia de >99% com os resultados de referéncia
para cada configurag&o do instrumento de EC (Tabela 6). Adicionalmente, 475/489 (97,1%) medic8es das
amostras foram genotipadas corretamente (Tabela 7). Das amostras incorretamente genotipadas,

11/14 (78,6%) deveram-se a uma zigosidade da variante determinada incorretamente (heterozigéticas vs.
homozigoticas) e ndo a presenga/auséncia incorretas de uma variante, o que explica o desempenho
consistentemente elevado nos indicadores de desempenho a nivel das variantes (Tabela 6). Acresce que
6/14 das falhas (42,9%) foram causadas por uma Unica amostra testada nas seis configuracdes de EC,
indicando um problema especifico da amostra.

Globalmente, estes dados demonstram que o AmplideX® PCR/CE CFTR Kit é altamente concordante com os
métodos de referéncia relativamente a todo o intervalo de variantes do CFTR detetadas por este ensaio,
utilizando véarios métodos de purificacdo das amostras em todas as configuragdes suportadas para os
instrumentos de EC.

Tabela 6. Indicadores de desempenho a nivel das variantes para o estudo de comparacéo de métodos do
AmplideX PCR/CE CFTR Kit. O niumero de determinagfes de variantes esperadas por cada configuracéo do
instrumento é apresentado para cada indicador de desempenho. Cada medi¢cao de uma amostra gera

64 determinacdes de variantes individuais. Foram incluidas no painel todas as variantes detetadas pelo
ensaio. A concordancia Poli-T/TG foi avaliada separadamente (99,4% de concordancia em todas as
medicdes). VPP=valor preditivo positivo, CPP=concordéancia percentual positiva, CPN=concordéancia
percentual negativa, CPG=concordancia percentual geral (CPG), CPz=concordancia da zigosidade.

Medicio N ) 3130 3500 3500 3730 3730 SeqStudio
(por configuracé@o) | 36cm | 36cm 50 cm 36 cm 50 cm 28 cm
VPP 116 100% 100% 100% 100% 99,1% 100%
CPP 116 99,1% | 100% 99,1% 100% 99,1% 100%
CPN 5153 100% 100% 100% 100% 100% 100%
CPG 5269 100% 100% 100% 100% 100% 100%
CPz 5269 99,9% | 100% 100% 100% 99,8% 100%
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Tabela 7. Concordéancia a nivel das amostras para o estudo de comparacao de métodos do AmplideX
PCR/CE CFTR Kit. O numero de variantes detetadas foi comparado ao niumero de variantes esperadas a
partir dos resultados do método de referéncia. Os genoétipos das amostras notificados pelo kit sdo
interpretados como, Tipo selvagem: 0 variantes. Heterozig6ticos: 1 variante. Homozigo6ticos, Heterozig6ticos
compostos, ou Multiplos: =2 variantes.

Numero de variantes esperadas
0 1 22 Soma
3 0 53 2 0 55
©
9 =
o g 1 1 268 1 270
T o
ESl 22 0 10 154 164
Z =
S| soma | 54 280 155 489
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Precisdo intra-laboratorio

De forma a avaliar a precisdo do AmplideX® PCR/CE CFTR Kit, foram testadas 11 amostras diferentes
compreendendo DNA isolado a partir de linhas celulares humanas (n=5) ou sangue total humano (h=6) com
10 variantes diferentes (2 dele¢des de exdes de grandes dimensdes, 2 mutagdes INDEL, 6 SNVs) utilizando
20 ng de DNA por reagdo. As amostras foram isoladas através de métodos de precipitagdo, coluna ou
isolamento automatizado com microesferas magnéticas.

Os testes foram realizados em duplicado em 12 processamentos em lote com dois utilizadores, um lote de
reagentes e dois termocicladores de 96 micropogos Applied Biosystems® Veriti™, gerando 24 medigdes por
amostra, ou 264 medicdes de amostras no total. O estudo foi realizado em dois analisadores genéticos
Applied Biosystems® 3500xL.

Das 264 medicdes validas das amostras e 8.436 determinagfes de variantes geradas pelo estudo, as
estatisticas a nivel das variantes apresentaram uma concordancia de 100% com os resultados de referéncia
para cada operador e no geral (Tabela 8). Adicionalmente, as 264 medi¢des das amostras foram genotipadas
corretamente (Tabela 9).

Globalmente, estes dados demonstram que o AmplideX PCR/CE CFTR Kit € suficientemente preciso para a
identificacdo inequivoca do estado das variantes, zigosidade e genoétipo das amostras quando realizado
por/em utilizadores, processamentos, instrumentos de EC e termocicladores diferentes.

Tabela 8. Indicadores de desempenho a nivel das variantes para o estudo de comparacéo de preciséo intra-
laboratorial do AmplideX PCR/CE CFTR Kit. O numero de determinagdes de variantes incluido no calculo por
utilizador é apresentado para cada indicador de desempenho. Cada medicao de uma amostra gera 64
determinagdes de variantes individuais. Foram incluidas 10 variantes positivas diferentes no painel, incluindo
F508del, R117H, D1152H, R1158X, Y122X, V456A, 2657+3insA, CFTRdele2,3, CFTRdele20, e G551D.

A concordancia Poli-T/TG foi avaliada separadamente (100% de concordancia). VPP=valor preditivo positivo,
CPP=concordéancia percentual positiva, CPN=concordancia percentual negativa, CPG=concordancia
percentual geral (CPG), CPz=concordancia da zigosidade.

Medicéo wan ut:\llizador) utl ut2 Geral
VPP 168 100% 100% 100%
CPP 168 100% 100% 100%
CPN 8.268 100% 100% 100%
CPG 8.436 100% 100% 100%
CPz 8.436 100% 100% 100%
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Tabela 9. Concordéancia a nivel das amostras para o estudo de comparacao de precisao intra-laboratorial do
AmplideX® PCR/CE CFTR Kit. O nimero de variantes detetadas foi comparado ao nimero de variantes
esperadas a partir dos resultados do método de referéncia. Os genétipos das amostras notificados pelo kit séo
interpretados como, Tipo selvagem: 0 variantes. Heterozig6ticos: 1 variante. Homozigéticos, Heterozigéticos
compostos, ou Multiplos: =2 variantes.

NUumero de variantes esperadas
0 1 22 Soma
g O 24 0 0 24
©
RS
o 2| 1 0 120 0 120
T o
E Ll 22 0 0 120 120
zZ
S|soma| 24 120 120 264
DNA utilizado

De forma a avaliar o intervalo de quantidades de DNA utilizadas para o AmplideX PCR/CE CFTR Kit, foram
testadas oito amostras diferentes, compreendendo DNA isolado a partir de linhas celulares humanas (n=2) ou
amostras de sangue total humano (n=6) com sete variantes diferentes (1 delecao de exao de grandes
dimensdes, 1 mutagdo INDEL, 5 SNVs) em duplicado com cinco quantidades de DNA diferentes, incluindo 15,
20, 40, 60, ou 70 ng de DNA por PCR, utilizando um lote de reagentes e gerando 80 medi¢cGes de amostras.
As amostras foram testadas num Unico analisador genético Applied Biosystems® 3500xL.

Das 80 medic¢Oes vélidas das amostras e 5.110 determina¢@es de variantes geradas pelo estudo, as
estatisticas a nivel das variantes apresentaram uma concordancia de 100% com os resultados de referéncia
para cada quantidade de DNA utilizada, entre 15 ng a 70 ng de DNA por reacéo (Tabela 10). Adicionalmente,
as 80 medicbes das amostras foram genotipadas corretamente. Estes resultados apoiam o intervalo
recomendado de DNA para utilizagcéo, entre 20 e 60 ng.

Tabela 10. Indicadores de desempenho a nivel das variantes para o estudo de comparac¢éo de quantidade
de DNA utilizada no AmplideX® PCR/CE CFTR Kit. Foram incluidas nos célculos todas as medigées das
guantidades de DNA entre 15 ng a 70 ng. O niumero de determinagdes de variantes incluido no calculo é
apresentado para cada indicador de desempenho. Cada medicdo de uma amostra gera 64 determinacdes

de variantes individuais. Foram incluidas 7 variantes positivas diferentes no painel, incluindo F508del, R117H,
G542X, E60X, 621+1G>T, CFTRdele2,3, e W1282X. A concordancia Poli-T/TG foi avaliada separadamente
(100% de concordéancia). VPP=valor preditivo positivo, CPP=concordancia percentual positiva,
CPN=concordéancia percentual negativa, CPG=concordancia percentual geral (CPG), CPz=concordancia da
zigosidade, CPs=concordancia do genétipo a nivel das amostras.

Medicéo N Geral
VPP 110 100%
CPP 110 100%
CPN 5.000 100%
CPG 5.110 100%
CPz 5.110 100%
CPec 80 100%
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Sensibilidade analitica

De forma a avaliar a sensibilidade analitica do AmplideX® PCR/CE CFTR Kit, foram selecionadas oito
amostras diferentes, compreendendo DNA isolado a partir de linhas celulares humanas (n=7) ou sangue total
humano (n=1), para a inclusédo de onze alelos de baixa magnitude dos picos com base nos resultados
anteriores. As amostras foram testadas com uma quantidade de DNA utilizado de 20 ng, a concentragdo mais
baixa suportada pelo ensaio, com quatro réplicas por ensaio. As amostras foram testadas através da utilizagdo
de um termociclador de 96 micropogos Applied Biosystems Veriti™ 96-well e analise num analisador genético
Applied Biosystems 3500xL, e através da utilizagdo de um Applied Biosystems GeneAmp™ PCR System 9700
(bloco dourado) e analise num analisador genético Applied Biosystems 3130xl. No total, foram geradas 384
medicdes em 11 picos de interesse (I507del-MUT, R1158X-MUT, R75X-MUT, E60X-MUT, Q493X-MUT,
V456A-MUT, Q493X-WT, R334W-WT, L206W-WT, 1677delTA-WT, e V520F-WT; MUT =pico mutante,

WT =pico de tipo selvagem).

Das 384 medic¢Oes dos picos de interesse geradas pelo estudo, todas apresentaram uma concordancia de
100% com os resultados esperados (Tabela 11). As alturas médias dos picos foram superiores no analisador
genético 3500 comparativamente ao analisador genético 3130, tal como esperado devido as diferencas no
intervalo dindmico de RFU entre as plataformas (limite de satura¢éo de 30.000 RFU para o 3500, limite de
saturagdo de 8.000 RFU para o 3130). Esta tendéncia € aparente ao comparar as distribuicdes das alturas dos
picos dos 11 picos de interesse neste estudo entre as plataformas (Figura 5).

Estes resultados indicam que o AmplideX PCR/CE CFTR Kit tem uma sensibilidade suficiente para a detecao
dos picos de variantes mais desafiantes incluidas no ensaio com o nivel de DNA utilizado mais baixo
suportado.

Tabela 11. Concordancia percentual dos 11 picos de interesse no estudo de sensibilidade do AmplideX
PCR/CE CFTR Kit. WT=pico de tipo selvagem, MUT=pico mutante.

Variante-Pico N N correto Concordancia RFU média RFU média
percentual (3130) (3500)
1677delTA-WT 64 64 100% 2602 2879

E60X-MUT 16 16 100% 534 946
I1507del-MUT 8 8 100% 394 2110
L206W-WT 64 64 100% 281 2157
Q493X-MUT 16 16 100% 1471 2088
Q493X-WT 64 64 100% 792 1436
R75X-MUT 8 8 100% 680 1351
R334W-WT 64 64 100% 661 2391
R1158X-MUT 8 8 100% 842 3836
V456A-MUT 100% 1517 4310
V520F-WT 64 64 100% 610 1307
Todos 384 384 100% ;Vp?;c(:vi(lj) ;Vp?;c(:vi(lj)
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Figura 5. Concordancia percentual dos 11 picos de interesse no estudo de sensibilidade do AmplideX®
PCR/CE CFTR Kit. As variantes e picos de interesse (WT ou MUT) estéo indicadas na parte superior da figura.
WT=pico de tipo selvagem, MUT=pico mutante. O instrumento de EC utilizado (3130 ou 3500) € indicado na
parte inferior da figura. Azul=3130, Vermelho=3500.
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Especificidade analitica

Para o estudo de especificidade analitica, os dados gerados a partir dos estudos de preciséo intra-laboratorial,
quantidade de DNA utilizado, equivaléncia de termocicladores e comparacao de métodos foram combinados
para andlise.

A concordancia percentual com a sequenciacdo Sanger foi determinada em todas as configuracdes dos
instrumentos com todas as medi¢Bes de zigosidade a nivel das variantes de tipo selvagem homozig6ticas
(n=963) de forma a avaliar a especificidade analitica (exclusividade) de todas as variantes detetadas pelo
ensaio. Em todas as variantes, 100% das medi¢6es de zigosidade foram concordantes com a sequenciacao
Sanger relativamente as medig8es de variantes homozigoéticas negativas (Tabela 12).

A concordancia percentual com a sequenciacdo Sanger foi determinada em todas as configuracdes dos
instrumentos com todas as medi¢des de zigosidade a nivel das variantes homozigéticas (n=113) de forma a
avaliar a especificidade analitica (inclusividade) de todas as variantes detetadas pelo ensaio. Em todas as
variantes, 100% das medi¢Oes de zigosidade foram concordantes com a sequenciagdo Sanger relativamente
as medigOes de variantes homozigéticas positivas (Tabela 12).

Globalmente, estes dados demonstram que o AmplideX® PCR/CE CFTR Kit tem especificidade suficiente para
determinar o estado das variantes de todas as variantes detetadas pelo estudo.

Tabela 12. Concordancia da zigosidade a nivel das variantes no estudo de especificidade do AmplideX
PCR/CE CFTR Kit. A zigosidade das variantes detetadas foi comparada a zigosidade das variantes esperada
a partir dos resultados do método de referéncia. WT=tipo selvagem, MUT=homozigética positiva.

Estado da variante esperado
WT MUT Soma
[}
‘g WT 963 0 963
3 o
> T
© 5| MUT 0 113 113
T O
o E
3
E Soma 963 113 1076

Limitacdo de responsabilidade

e Este produto destina-se apenas a utilizagdo em investigacdo. Ndo se destina a procedimentos de
diagnostico.

e Este produto ndo pode ser revendido, modificado para revenda nem utilizado para fabricar produtos
comerciais sem a aprovacgao por escrito da Asuragen.

e Asuragen® e AmplideX® sdo marcas comerciais da Asuragen®, Inc.

e Todos os instrumentos devem ser mantidos e utilizados de acordo com as instru¢des do fabricante.

e« NA MEDIDA PERMITIDA PELA LEI APLICAVEL, A ASURAGEN NAO DEVERA, EM CASO ALGUM,
SER RESPONSAVEL DE QUALQUER FORMA [QUER EM CONTRATO, ATO ILICITO (INCLUINDO
NEGLIGENCIA), RESPONSABILIDADE RESTRITA OU OUTRAS] POR QUALQUER RECLAMACAO
RELACIONADA COM OU DECORRENTE DA UTILIZACAO DESTE PRODUTO.
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Glossario de simbolos

Simbolo Descrigao
Numero de catélogo
LOT Cédigo do lote

Contém suficiente para <n> testes

Consulte as instrucdes antes de utilizar

Limitagdo de temperatura

Prazo de validade

Lo~ B

Fabricante

Asuragen, Inc.
2150 Woodward St.
Suite 100

Austin, TX 78744

EUA
+1 512 681 5200
+1 877 777 1874

[13]

https://asuragen.com/myasuragen

Experiéncia do Utilizador (Assisténcia Técnica): +1 877 777 1874
Email: support@asuragen.com
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