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Finalidade da utilizacdo

O kit ipsogen BCR-ABL1 mbcr destina-se & quantificacdo de transcritos BCR-
ABL p190 em amostras de medula éssea ou de amostras de sangue periférico
de doentes com leucemia linfobléstica aguda de Ph-positivo (LLA) previamente
diagnosticados com um evento de gene de fusdo (GF) BCR-ABL mbcr. Os
resultados obtidos destinam-se & monitorizagdo da eficdcia do tratamento em
doentes sujeitos a terapia e ao acompanhamento da doencga residual minima
(DRM) para monitorizar a recaida.

Resumo e explica¢ao

O cromossoma Filadélfia (Ph) é a aberracéo cariotipica mais frequente em
adultos com LLA. Ocorre em 20-30% de todos os doentes adultos com LLA,
com a incidéncia a subir para mais de 50% em doentes com 50 anos ou mais.

Nesta translocacéo, o segmento 3' do proto-oncogene ABL no cromossoma 9
justapde-se ao segmento 5' do gene BCR no cromossoma 22. O GF BCR-ABL é
o produto do cromossoma Ph e é uma proteina de tirosina quinase
constitutivamente ativa.

As quebras no gene ABL ocorrem tipicamente no primeiro intrdo. As quebras
no gene BCR ocorrem geralmente numa das seguintes 3 regides: uma regiéo
de 5,8 kb de exdes 12-16, chamada major breakpoint cluster region (Mbcr),
uma sequéncia do primeiro intrdo de 55 kb, chamada minor breakpoint cluster
region (mbcr) e a micro breakpoint cluster region (u-bcr).

Pontos de quebra (breakpoints) ocorridos no exdo de unido mber 1 (e1) com o
segundo exdo do gene ABL (a2), resultando num transcrito de fusdo mais
pequeno, ela2, que codifica uma proteina quimérica 190 kDa (p190) (figura
1). A proteina p190 BCR-ABL s6 se observa em LLA de Ph+, enquanto a
proteina p210 BCR-ABL é comum a 20-40% dos doentes com LLA de Ph+ e
quase todos os doentes com leucemia mieloide crénica (LMC) de Ph+.

Todas as formas de proteinas de fusdo BCR-ABL apresentam uma atividade
aumentada e desregulada de tirosina quinase e a forma p190 demonstrou ter
maior potencial de transformacéo do que a p210. Além disso, esta proteina
quimérica parece desregular as vias normais de transducéo de sinal
dependentes de citoquinas, levando & inibicdo da apoptose ou ao crescimento
independente do fator de crescimento.
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Figura 1: Diagrama esquemadatico da transcri¢céio do gene de fuséio BCR-ABL mbcr
coberta pelos primers gPCR e conjunto da sonda: ENF402-ENP541-ENR561. O
numero sob os primers e sonda diz respeito & posigdo do seu nucleétido na transcrigéo do
gene normal.

A terapia de doentes com LLA de Ph+ foi otimizada pela introducéo de
inibidores de tirosina quinase, que melhoraram significativamente a
sobrevivéncia destes doentes (para revisdo, ver referéncia 1). Para estes
doentes, é necessdria a monitorizagéo da DRM. A metodologia atual para
medir o nivel de DRM implica a utilizacdo da reagdo em cadeia da polimerase
guantitativa em tempo real (QPCR), sendo que os nUmeros do transcrito BCR-
ABL estdo relacionados com nimeros do transcrito de um gene de controlo
(GC). O kit ipsogen BCR-ABLT mbcr baseia-se nesta técnica.

Principio do procedimento

A gPCR permite a quantificagdo exata de produtos de PCR durante a fase
exponencial do processo de amplificacdo da PCR. Os dados quantitativos da
PCR podem ser obtidos rapidamente sem processamento pds-PCR, através de
detecdo em tempo real de sinais de fluorescéncia durante e/ou apés o ciclo da
PCR, reduzindo, assim, drasticamente, o risco de contaminagdo do produto de
PCR. Atualmente, estdo disponiveis 3 tipos principais de técnicas de gPCR: A
andlise de qPCR usando corante SYBR® Green |, a andlise de gPCR usando
sondas de hidrdlise e a andlise de gPCR usando sondas de hibridagéo.

Este ensaio explora o principio de hidrélise de oligonucleétido de duplo corante
por gPCR. Durante a PCR, os primers diretos e inversos hibridam-se numa
sequéncia especifica. Um oligonucleétido de duplo corante estd contido na
mesma mistura. Esta sonda, que consiste num oligonucleétido rotulado com
um corante repdrter 5' e um corante de extincéo 3' a jusante, hibrida-se para
uma sequéncia alvo dentro do produto de PCR. A andlise gPCR com sondas de
hidrélise explora a atividade de exonuclease 5'23' da ADN-polimerase
Thermus aquaticus (Taq). Quanto a sonda estd intacta, a proximidade do
corante repérter em relacéo ao corante de exting@o resulta na supresséo da
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fluorescéncia do repérter, principalmente através de transferéncia de energia
do tipo Forster.

Durante a PCR, se o alvo de interesse estiver presente, a sonda hibrida-se
especificamente entre os locais de primer direto e inverso. A atividade de
exonuclease 5'23' da ADN-polimerase faz a clivagem da sonda entre o
corante repérter e o de extingéio somente se a sonda se hibridar com o alvo.
Os fragmentos da sonda séo, depois, deslocados do alvo, continuando a
polimerizacdo da cadeia. A extremidade 3' da sonda é bloqueada para
prevenir a extensdo da sonda durante a PCR (figura 2). Este processo ocorre
em cada ciclo e néo interfere com a acumulacdo exponencial de produto.

O aumento do sinal de fluorescéncia é detetado apenas se a sequéncia alvo
for complementar & sonda e, por conseguinte, for amplificada durante a PCR.
Devido a estes requisitos, a amplificacdo ndo especifica ndo é detetada. Por
conseguinte, o aumento da fluorescéncia é diretamente proporcional &
amplificacdo do alvo durante a PCR.
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: : — : Hibridizacéo de
primers e
sondas

Polimerizacdo
Deslocamento da
cadeia

4
. e o> /—{ Clivagem
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Figura 2: Principio de reacdo. O ARN ftotal é transcrito reversamente e o ADNc gerado é
amplificado por PCR usando um par de primers especificos e uma sonda de duplo corante
interna especifica (FAM™-TAMRA™). A sonda liga-se ao amplicon durante cada passo de
hibridizagéo da PCR. Quando a Taqg ADN polimerase se estende da ligagdo do primer para o
amplicon, desloca a extremidade 5' da sonda, que é entdo degradada pela atividade de
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exonuclease 5'23' da ADN polimerase Taq. A clivagem continua até a sonda restante fundir
o amplicon. Este processo liberta o fluoréforo e o corante de extingdo para dentro da
soluc@o, separando-os espacialmente e provocando um aumento de fluorescéncia da FAM e
um decréscimo da fluorescéncia da TAMRA.
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Materiais fornecidos

Conteudo do kit

ipsogen BCR-ABL1 mbcr Kit (24)
N.2 de catdlogo 670023
NUmero de reacoes 24
ABL Control Gene Standard Dilution (diluigéo do C1-ABL 50 ul
padréo do gene de controlo ABL) (102 cépias/5 ul)

ABL Control Gene Standard Dilution (diluicéo do C2-ABL 50 ul
padréo do gene de controlo ABL) (10 cépias/5 ul)

ABL Control Gene Standard Dilution (diluicdo do C3-ABL 50 ul
padrdo do gene de controlo ABL) (10° cépias/5 ul)

BCR-ABL mbcr Fusion Gene Standard Dilution F1-BCR-ABL
(diluicdo do padrdo do gene de fusdo BCR-ABL mbcr) 50 ul
: ela2 mber

(10" cépias/5 ul)

BCR-ABL mbcr Fusion Gene Standard Dilution F2-BCRABL
(diluicdo do padréo do gene de fusdo BCR-ABL mbcr) 50 ul
: ela2 mbcer

(102 cépias/5 ul)

BCR-ABL mbcr Fusion Gene Standard Dilution F3-BCR-ABL

(diluicdo do padréao do gene de fusdo BCR-ABL mbcr) 50 ul
ela2 mber

(103 cépias/5 ul)

BCR-ABL mbcr Fusion Gene Standard Dilution) FA-BCRABL

(diluicdo do padrdo do gene de fusdo BCR-ABL mbcr) 50 ul
ela2 mber

(10° cépias/5 ul)

BCR-ABL mbcr Fusion Gene Standard Dilution F5-BCRABL
(diluicdo do padréo do gene de fusdo BCR-ABL mbcr) 50 ul
: ela2 mbcr

(10° cépias/5 ul)

Primers and Probe Mix ABL* (primers e mistura de PPC-ABL 90 ul
sondas ABL) 25x

Primers and Probe Mix BCR-ABL mbcr Fusion Gene! PPF-mbcr 110 ul
(primers e mistura de sondas, gene de fusdo BCR-ABL 25x

mbcr)

* Mistura de primers diretos e inversos especificos para o gene de controlo ABL mais uma
sonda FAM-TAMRA especifica.

t Mistura de primers diretos e inversos especificos para o gene de fusdo BCR-ABL mbcr mais
uma sonda FAM-TAMRA especifica.
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ipsogen BCR-ABL1 mbcr Kit (24)

N.2 de catdlogo 670023
NUmero de reacoes 24
ipsogen BCR-ABL1 mbcr Kit Handbook (inglés) 1

Nota: antes de os usar, centrifugue, por instantes, as diluicbes do padréo, bem
como os primers e as misturas de sondas.

Materiais necessdarios, mas nao fornecidos

Quando trabalhar com substéincias quimicas, use sempre um avental de
laboratério adequado, luvas descartdveis e 6culos de protecdo. Para obter
mais informagdes, consultar as fichas de dados de seguranca (SDSs)
disponibilizadas pelo distribuidor do produto.

Reagentes
B Agua para uso em PCR sem nuclease

B Reagentes para transcricéo reversa: O reagente validado é SuperScript® Il
(ou SuperScript) Reverse Transcriptase, inclui 5x tampdo de primeira
cadeia e 100 mM DTT (Life Technologies, cat. n.° 18064-022)

Inibidor de RNase: O reagente validado é RNaseOUT™ (Life Technologies,
cat. n.° 10777-019)

Conjunto de dNTPs, grau PCR
Hexdmero aleatério
MgC|2

Tampédo e Taqg ADN-polimerase: Os reagentes validados sdo TagMan®
Universal PCR Master Mix (Master Mix PCR 2x) (Life Technologies, cat. n.°
4304437) e LightCycler TagMan Master (Master Mix PCR 5x) (Roche, cat.
n.© 04535286001)

Consumiveis

B Pontas de pipetas de PCR, estéreis, sem nuclease e resistentes a aerossdis
com filtros hidréfobos

B Tubos de PCR de 0,5 ml ou 0,2 ml sem RNase e sem DNase
B Gelo
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Equipamento
M Pipeta microlitro* dedicadas para PCR (1-10 ul; 10-100 ul; 100-1000 ul)

M Centrifuga de bancada* com rotor para tubos de ensaio de 0,2 ml/0,5 ml
(capaz de atingir 10 000 rpm)

B Instrumento de PCR em tempo real:* Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM ou
outro instrumento Rotor-Gene; LightCycler 1.2, 2.0 ou 480; ABI PRISM
7000, 7700 ou 7900HT SDS ou instrumento Smart Cycler e material
especifico associado

M Termociclador* ou banho-maria* (passo de transcricéo reversa)

Reagentes complementares

M Kit de controlos ipsogen BCR-ABLT mbecr (cat. n.° 670091), consistindo em
linhas de células com express@o negativa, alta e positiva baixa do gene de
fusdo BCR-ABL mbcr para a validacdo qualitativa da extracdo do ARN e a
transcrigdo reversa

Avisos e precaucoes

Para utilizagdo em diagnéstico in vitro

Quando trabalhar com substéncias quimicas, use sempre um avental de
laboratério adequado, luvas descartdveis e 6culos de protecdo. Para obter
mais informagdes, consultar as fichas de dados de seguranca (SDSs). Estas
estdo disponiveis online em formato PDF, cémodo e compacto, no endereco
www.giagen.com/safety, onde poderd encontrar, visualizar e imprimir as SDSs
para cada kit da QIAGEN e respetivos componentes.

Elimine as amostras e os residuos do ensaio de acordo com os regulamentos
de seguranca locais.

|
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Precaucoes gerais

O testes de qPCR requerem boas prdticas laboratoriais, incluindo a
manutencéo do equipamento, dedicadas a biologia molecular e em
conformidade com os regulamentos aplicdveis e as normas correspondentes.

Este kit destina-se & utilizagéo em diagndstico in vitro. Os reagentes e as
instrucdes fornecidos neste kit foram validados para um desempenho ideal. A
diluigdo adicional dos reagentes ou a alteragdo dos tempos e temperaturas de
incubagdo podem dar origem a dados erréneos ou discordantes. Os reagentes
PPC e PPF podem ser alterados se expostos a luz. Todos os reagentes sdo
formulados especificamente para utilizacdo com este teste. Para um
desempenho ideal do teste ndo se devem realizar substituigdes.

Para determinar os niveis de transcrito com qPCR, s@o necessdrias a transcri¢do
reversa do mRNA e a amplificacdo do ADNc gerado pela PCR. Por isso, todo o
procedimento de ensaio tem de ser realizado sem RNase/DNase.

Tenha um cuidado extremo para prevenir:

B Contaminacdes com RNase/DNase que podem provocar a degradagéo do
modelo de MRNA e do ADNc gerado

B Contaminagéo por transporte com mRNA ou PCR, provocando um sinal
falso positivo

Por conseguinte, recomendamos o seguinte:

B UtilizagGo de material de laboratério sem nuclease (p. ex., pontas de
pipetas, frascos-ampola de reacéo) e de luvas durante a realizacéo do
ensaio.

B Utilizagéo de pontas de pipetas novas e resistentes a aerosséis em todas
as fases de pipetagem, para evitar a contaminagdo cruzada das amostras
e dos reagentes.

M Preparagdo da pré-mistura principal de pré-PCR com material dedicado
(pipetas, pontas, etc.) numa drea dedicada onde nédo sejam introduzidas
matrizes de ADN (ADNc, ADN, plasmideos). Adicéio do modelo numa
zona separada (preferencialmente numa sala em separado) com material
especifico (pipetas, pontas, etc.).

B Manuseamento das diluicdes do padrdo (C1-3 e F1-5) numa sala em
separado.

Armazenamento e manuseamento de reagente

Os kits s@o expedidos em gelo seco e devem ser guardados entre =30 °C e
—-15 °C apds a recegdo.

B Minimize a exposigdo a luz dos primers e das misturas de sondas (tubos
PPC e PPF).
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B Misture e centrifugue cuidadosamente os tubos antes de os abrir.
B Conserve todos os componentes do kit nas embalagens originais.

Estas condigdes de conservacdo aplicam-se tanto a componentes abertos como
fechados. Os componentes conservados noutras condigdes que ndo as
indicadas nos rétulos podem ndo apresentar um desempenho apropriado e
afetar negativamente os resultados do ensaio.

As datas de validade de cada reagente estdo indicadas nos rétulos dos
componentes individuais. O produto manterd o seu desempenho até a data de
validade impressa no rétulo, desde que mantido nas condigdes de conservacéo
corretas.

Néo existem sinais dbvios para indicar a instabilidade deste produto. No
entanto, controlos positivos e negativos devem ser executados simultaneamente
com amostras desconhecidas.

|
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Procedimento

Preparacdo da amostra de ARN

A preparacéo de ARN a partir de amostras de doentes (sangue ou medula
4ssea) deverd ter sido realizada segundo um procedimento validado. A
qualidade do ensaio depende largamente da qualidade do ARN de entrada.
Por isso, recomendamos a qualificagdo de ARN purificado por eletroforese de
gel de agarose* ou bioanalisador Agilent® Bioanalyzer® antes da andlise.

Protocolo: transcricéo reversa EAC normalizada
recomendada

Passos a seguir antes de comecar
B Prepare dNTPs, 10 mM cada. Guarde a -20 °C em aliquotas.

Procedimento

1. Descongele todos os componentes necessdrios e coloque-os no gelo.

2. Incube 1 ug de ARN (1-4 ul) durante 10 minutos a 70 °C e arrefeca
imediatamente em gelo durante 5 minutos.

3. Centrifugue por instantes (aproximadamente 10 segundos, 10 000
rpm, para recolher o liquido no fundo do tubo). Mantenha no gelo.

4. Prepare a mistura RT seguinte de acordo com o nuUmero de amostras
a processar (tabela 1).

* Quando trabalhar com substéncias quimicas, use sempre um avental de laboratério
adequado, luvas descartdveis e 6culos de protecao.

|
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Tabela 1: Preparagdo da mistura RT

Volume por Concentragéo

Componente amostra (ul) final
Tampédo de primeira cadeia (fornecido
com SuperScript || Reverse 4,0 1x
Transcriptase), 5x
MgCl, (50 mM) 2,0 5mM
dNTPs (10 mM cada, a preparar
previamente e guardados a =20 °C em 2,0 T mM
aliquotas)
DTT (100 mM, fornecido com
SuperScript Il Reverse Transcriptase) A U0 i
Inibidor de RNase (40 U/ul) 0,5 1 U/ul
Hexdmero aleatério (100 uM) 5,0 25 uM
SuperScript Il ou SuperScript Reverse
Transcriptase (200 U/ul) 0.5 5 U/l
Amostra de ARN aquecida (a 1 0-4,0 50 ng/
acrescentar no passo 5)
Agua para uso em PCR sem nuclease (a

0,0-3,0 -
acrescentar no passo 5)
Volume final 20,0 -

5. Pipete 16 ul de mistura RT em cada tubo de PCR. Depois adicione
1-4 pl (1 ug) de ARN (do passo 3) e ajuste o volume para 20 ul com
dgua para uso em PCR sem nuclease (ver tabela 2).

Tabela 2: Preparacgao da reacdo de transcricdo reversa

Componente Volume (ul)
Mistura RT 16
Amostra de ARN aquecida (1 ug) 1-4
Aguo para uso em PCR sem 0-3
nuclease

Volume final 20
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6. Misture bem e centrifugue por instantes (aproximadamente 10
segundos, 10 000 rpm, para recolher o liquido no fundo do tubo).

7. Incube a 20 °C durante 10 minutos.

8. Incube a 42 °C num termociclador durante 45 minutos, depois
imediatamente a 99 °C durante 3 minutos.

9. Arrefeca em gelo (para parar a reagéo) durante 5 minutos.

10. Centrifugue por instantes (aproximadamente 10 segundos, 10 000
rpm, para recolher o liquido no fundo do tubo). Mantenha no gelo.

11. Dilua o ADNc final com 30 ul de dgua para uso em PCR sem
nuclease, de forma a que o volume final seja de 50 pul.

12. Realize a PCR de acordo com os seguintes protocolos, segundo o seu
instrumento gPCR.
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Protocolo: qPCR em instrumentos Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM ou RotorGene Q 5plex HRM com rotor de 72 tubos

Usando este instrumento, recomendamos a realizacdo de todas as medigdes
em duplicado, conforme indicado na tabela 3.

Tabela 3: NUmero de reacoes para instrumentos Rotor-Gene Q com
rotor de 72 tubos

Amostras Reacoes

Com os primers e misturas de sondas ABL (PPC-ABL)
n amostras de ADNc n x 2 reagdes

2 e B Al
Controlo de dgua 2 reacdes

Com os primers e misturas de sondas BCR-ABL mbcr (PPF-mbcr)
n amostras de ADNc n x 2 reagoes

2 x 5 reacdes (5 diluicdes, cada

Padrdo mber uma testada em duplicado)

Controlo de dgua 2 reagdes

Processamento de amostras em instrumentos Rotor-Gene Q com rotor
de 72 tubos

Recomendamos o teste de, pelo menos, 8 amostras de ADNc no mesmo ensaio
para otimizar a utilizacdo de padrées, de primers e misturas de sondas.

|
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Figura 3: Configuracéo sugerida para rotor para cada ensaio com o kit ipsogen BCR-
ABL1 mbcr. F1-5: Padrdes BCR-ABL mbcr; C1-3: Padrées ABL; S: Amostra de ADN¢; H,O:
controlo de é4gua.

Nota: Tenha o cuidado de colocar sempre uma amostra a ser testada na
posicéo 1 do rotor. Caso contrdrio, durante a fase de calibragem, o
instrumento ndo realizard a calibragem e podem ser adquiridos dados de
fluorescéncia incorretos.

Preencha todas as outras posigdes com tubos vazios.

gPCR em instrumentos Rotor-Gene Q com rotor de 72 tubos

Nota: Realizar todos os passos no gelo.

Procedimento

1. Descongele todos os componentes necessdrios e coloque-os no gelo.

2. Prepare a seguinte mistura de qPCR de acordo com o niUmero de
amostras a processar.

Todas as concentracdes sdo o volume final da reacdo.
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Tabela 4: Preparacgao da mistura de gPCR

A tabela 4 descreve o esquema de pipetagem para a preparacdo de uma
mistura de reagentes, calculada para alcancar um volume de reacéo final
de 25 ul. Pode ser preparada uma pré-mistura de acordo com o niUmero
de reacgdes, usando o mesmo primer e mistura de sondas (PPC-ABL ou PPF-
mbcr). Séo incluidos volumes extra para compensar erros de pipetagem.

BCR-ABL
ABL: mbcr:
24+1 28+1
1 reagao reacoes reacoes Concentragao

Componente (M) (1) (M) final
TagMan
Universal PCR
Master Mix, 12,5 312,5 362,5 1x
2x
Primers e
mistura de 1 25 29 1x
sondas, 25x
Agua para
uso em PCR 6,5 162,5 188,5 -
sem nuclease
Amostra (a
acrescentar 5 5 cada 5 cada —
ao passo 4)
Volume total 25 25 cada 25 cada -

w

Distribua 20 ul da pré-mistura gPCR por tubo.
Adicione 5 ul do produto RT (ADNc, 100 ng, ARN equivalente) obtido
na transcri¢cdo reversa (ver “Protocolo: transcricdo reversa EAC
normalizada recomendada”, pdgina 14) no tubo correspondente
(volume total 25 pl).

Misture cuidadosamente, pipetando para cima e para baixo.

Coloque os tubos no termociclador de acordo com as

recomendacdes do fabricante.

Programe o instrumento Rotor-Gene Q com o programa de
termociclagem, conforme indicado na tabela 5.
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Tabela 5: Perfil de temperatura

Modo de andlise Quantificacéo

Hold Temperatura: 50 graus
Tempo: 2 min

Hold 2 Temperatura: 95 graus

Tempo: 10 min

Cycling 50 vezes
95 graus durante 15 segundos

60 graus durante 1 minuto com aquisigdo de
fluorescéncia da FAM em Channel Green: Single
(simples)

8. Para instrumentos Rotor-Gene Q, selecione “Slope Correct” para a
andlise. Recomendamos que o limiar seja definido para 0,03. Inicie
o programa de termociclagem, conforme indicado na tabela 5.

|
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Protocolo: qPCR em instrumento ABI PRISM 7000, 7700 e
7900HT SDS e LightCycler 480
Usando equipamento de qPCR de placas de 96 pocos, recomendamos a

realizagdo de todas as medi¢des em duplicado, conforme indicado na tabela

6.

Tabela 6: NUmero de reacoes usando equipamento de qPCR de placas
de 96 pocos

Amostras Reacoes

Com os primers e misturas de sondas ABL (PPC-ABL)

n amostras de ADNc n x 2 reagdes

Padréio ABL 2 x 3 reagdes (3 dllUlgoes, cada
uma testada em duplicado)

Controlo de dgua 2 reacdes

Com os primers e misturas de sondas BCR-ABL mbcr (PPF-mbcr)
n amostras de ADNc n x 2 reagoes

2 x 5 reacdes (5 diluicdes, cada

Padrdo mber uma testada em duplicado)

Controlo de dgua 2 reagdes

Processamento de amostras em ABI PRISM 7000, 7700 e 7900 SDS no
instrumento LightCycler 480

Recomendamos o teste de, pelo menos, 8 amostras de ADNc no mesmo ensaio
para otimizar a utilizacdo de padrées, de primers e misturas de sondas. O
esquema de placas na figura 4 apresenta um exemplo de um ensaio deste
tipo.

|
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PPC-ABL

Figura 4: Configuracdo da placa sugerida para um ensaio. S: Amostra de ADNc; F1-5:
Padrées BCR-ABL mbcr; C1-3: Padrées ABL; H,O: controlo de dgua.

qPCR em ABI PRISM 7000, 7700 e 7900 SDS e no instrumento
LightCycler 480

Nota: Realizar todos os passos no gelo.

Procedimento

1. Descongele todos os componentes necessdrios e coloque-os no gelo.

2. Prepare a seguinte mistura de qPCR de acordo com o niUmero de
amostras a processar. Usando equipamento de qPCR de placas de
96 pocos, recomendamos a realizagdo de todas as medicoes em
duplicado.

Todas as concentragdes sdo o volume final da reagdo.

A tabela 7 descreve o esquema de pipetagem para a preparagdo de uma
mistura de reagentes, calculada para alcancar um volume de reacéo final
de 25 ul. Pode ser preparada uma pré-mistura de acordo com o niUmero
de reagdes, usando o mesmo primer e mistura de sondas (PPC-ABL ou PPF-
mbcr). Séo incluidos volumes extra para compensar erros de pipetagem.
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Tabela 7: Preparagdo da mistura de gPCR

BCR-ABL
ABL: mbcr:
24+1 28+1
1 reagao reagoes reacoes Concentragao

Componente () (71)] () final
TagMan
Universal PCR
Master Mix, 12,5 312,5 362,5 1x
2x
Primers e
mistura de 1 25 29 1x
sondas, 25x
Agua para
uso em PCR 6,5 162,5 188,5 —
sem nuclease
Amostra (a
acrescentar 5 5 cada 5 cada -
ao passo 4)
Volume total 25 25 cada 25 cada -

w

Distribua 20 pl da pré-mistura qPCR por poco.

4. Adicione 5 ul do produto RT (ADNc, 100 ng, ARN equivalente) obtido
na transcri¢do reversa (ver “Protocolo: transcri¢éo reversa EAC
normalizada recomendada”, pagina 14) no pocgo correspondente

(volume total 25 pl).

5. Misture cuidadosamente, pipetando para cima e para baixo.
6. Feche a placa e centrifugue brevemente (300 x g, aproximadamente

10 segundos).

7. Coloque a placa no termociclador de acordo com as recomendacées
do fabricante. Programe o termociclador com o programa de
termociclagem, conforme indicado na tabela 8 para ABI PRISM 7000,
7700 e 7900HT SDS ou na tabela 9 para o instrumento LightCycler

480.
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Tabela 8: Perfil de temperatura para ABI PRISM 7000, 7700 e 7900HT
SDS

Modo de andlise Curvas-padréo — Quantificacdo absoluta
Hold Temperatura: 50 °C
Tempo: 2 min
Hold 2 Temperatura: 95 °C
Tempo: 10 min
Cycling 50 vezes
95 °C durante 15 segundos

60 °C durante 1 minuto com aquisicéo de
fluorescéncia da FAM; corante de extingdo: TAMRA

Tabela 9: Perfil de temperatura para o instrumento LightCycler 480

Modo de andlise Quantificagdo absoluta (“Abs Quant”)

Formatos de Selecione “Simple Probe” (amostra simples) na
detecao janela de formatos de detecéo
Hold Temperatura: 50 °C
Tempo: 2 min
Hold 2 Temperatura: 95 °C

Tempo: 10 min

Cycling 50 vezes
95 °C durante 15 segundos

60 °C durante 1 minuto com aquisicéo de
fluorescéncia da FAM correspondendo a
(483-533 nm) para LC verséo 01 e (465-510 nm)
LC versdo 02

8. Para ABI PRISM 7000, 7700 e 7900HT SDS, siga o passo 8a. Para o
instrumento LightCycler 480, siga o passo 8b.

8a. ABI PRISM 7000, 7700 e 7900HT SDS: Recomendamos que o limiar
seja definido em 0,1, conforme descrito no protocolo EAC, no passo
de andlise, em ABI PRISM SDS e uma linha de base definida entre os
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ciclos 3 e 15. Inicie o programa de ciclagem da forma indicada na
tabela 8.

8b. Instrumento LightCycler 480: Recomendamos um modo de andlise
do ponto de ajuste com um fundo a 2,0 e limiar a 2,0. Inicie o
programa de termociclagem, conforme indicado na tabela 9.
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Protocolo: qPCR nos instrumentos LightCycler 1.2 e 2.0

Utilizando instrumentos capilares, recomendamos a medicéo das amostras e
dos controlos em duplicado apenas uma vez, conforme indicado na tabela 10.

Tabela 10: NUmero de reagées para instrumentos LightCycler 1.2 e 2.0

Amostras Reacoes

Com os primers e misturas de sondas ABL (PPC-ABL)

n amostras de ADNc n x 2 reacdes
1 x 3 reagdes (3 diluigdes do
Padrédo ABL padréo, cada uma testada uma
vez)
Controlo de dgua 1 reagdo

Com os primers e misturas de sondas BCR-ABL mbcr (PPF-mbcr)

n amostras de ADNc n x 2 reagoes
1 x 5 reacdes (5 diluicées do
Padrédo mbecr padréo, cada uma testada uma
vez)
Controlo de dgua 1 reagdo

Processamento de amostras em instrumentos LightCycler 1.2 e 2.0

Recomendamos o teste de, pelo menos, 5 amostras de ADNc no mesmo ensaio
para otimizar a utilizacdo de padrées, de primers e misturas de sondas. O
esquema capilar na figura 5 apresenta o exemplo de um ensaio deste tipo.

|
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Figura 5: Configuracéo sugerida para rotor para cada ensaio com o kit ipsogen BCR-
ABL1 mbecr. F1-5: Padrées BCR-ABL mbcr; C1-3: Padrées ABL; S: amostra de ADN
desconhecida a ser analisada; H,O: controlo de dgua.

qPCR nos instrumentos LightCycler 1.2 e 2.0

Nota: Devido aos requisitos tecnolégicos particulares, os ensaios LightCycler
tém de ser realizados usando reagentes especificos. Recomendamos a
utilizagdo do LightCycler TagMan Master e a observagéo e seguimento das
instrucdes do fabricante para a preparacdo da Master Mix 5x.

Nota: Realizar todos os passos no gelo.

Procedimento

1. Descongele todos os componentes necessdrios e coloque-os no gelo.

2. Prepare a seguinte mistura de qPCR de acordo com o niUmero de
amostras a processar.

Todas as concentracdes sdo o volume final da reacéo.

A tabela 11 descreve o esquema de pipetagem para a preparagdo de uma
mistura de reagentes, calculada para alcancar um volume de reacéo final
de 20 ul. Pode ser preparada uma pré-mistura de acordo com o nimero
de reacgdes, usando os mesmos primers e mistura de sondas (PPC-ABL ou
PPF-mbcr). Séo incluidos volumes extra para compensar erros de
pipetagem.
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Tabela 11: Preparacdo da mistura de qPCR

BCR-ABL
ABL: mbcr:
14+1 16+1
1 reagao reagoes reacoes Concentragao
Componente () (71)] () final
LightCycler
TagMan
Master Mix, 4,0 60 68,0 1x
5x recém-
preparada
Primers e
mistura de 0,8 12 13,6 1x
sondas, 25x
Agua para
uso em PCR 10,2 153 173,4 -
sem nuclease
Amostra (a
acrescentar 5,0 5 cada 5,0 cada -
ao passo 4)
Volume total 20.0 20 cada 20,0 cada -

w

Distribua 15 ul da pré-mistura gPCR por capilar.

4. Adicione 5 ul do produto RT (ADNc, 100 ng, ARN equivalente) obtido
na transcri¢do reversa (ver “Protocolo: transcri¢éo reversa EAC
normalizada recomendada”, pdgina 14) no tubo correspondente
(volume total 20 pul).

5. Misture cuidadosamente, pipetando para cima e para baixo.

6. Coloque os capilares nos adaptadores fornecidos com o aparelho e
centrifugue por breves instantes (700 x g, aproximadamente 10
segundos).

7. Carregue os capilares no termociclador de acordo com as

recomendacdes do fabricante.

8. Programe o instrumento LightCycler 1.2 ou 2.0 com o programa de
termociclagem, conforme indicado na tabela 12.
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Tabela 12: Perfil de temperatura

Modo de andlise Quantificagdo
Hold Temperatura: 95 °C
Tempo: 10 min
Rampa: 20
Cycling 50 vezes
95 °C durante 10 segundos; rampa: 20

60 °C durante 1T minuto; rampa: 20; com aquisi¢do
de fluorescéncia da FAM: Single (simples)

Hold 2 45 °C durante 1 minuto; rampa: 20

9. Para o LightCycler 1.2, siga o passo 9a. Para o LightCycler 2.0, siga
o passo 9b.

9a. LightCycler 1,2: séo recomendados o F1/F2 e o modo “2" derivative
analysis” (2.2 modo de andlise derivativa). Inicie o programa de
termociclagem, conforme indicado na tabela 12.

9b. LightCycler 2.0: Recomendamos a utilizacdo da andlise
automatizada (F’max) no software LightCycler 2.0, verséo 4.0, para
obter resultados reproduziveis. Inicie o programa de termociclagem,
conforme indicado na tabela 12.

|
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Protocolo: qPCR no instrumento SmartCycler

Utilizando este instrumento, recomendamos a medigdo das amostras e dos
controlos em duplicado apenas uma vez, conforme indicado na tabela 13.

Tabela 13: NUmero de reag¢ées para o instrumento SmartCycler

Amostras Reacoes

Com os primers e misturas de sondas ABL (PPC-ABL)
n amostras de ADNc n x 2 reacdes

1 x 3 reagdes (3 diluigdes do

Padrédo ABL padréo, cada uma testada uma
vez)
Controlo de dgua 1 reagdo

Com os primers e misturas de sondas BCR-ABL mbcr (PPF-mbcr)

n amostras de ADNc n x 2 reagoes
1 x 5 reacdes (5 diluicées do
Padrédo mbecr padréo, cada uma testada uma
vez)
Controlo de dgua 1 reagéo

Processamento de amostras no instrumento SmartCycler

Recomendamos o teste de, pelo menos, 5 amostras de ADNc no mesmo ensaio
para otimizar a utilizacdo de padrées, de primers e misturas de sondas. O
esquema de dois blocos na figure 6 apresenta um exemplo.

@ooee Todos os ensaios no
primeiro bloco séo

eeeeee.. realizados com PPC-ABL.
DoCoCCo0l T
primeiro bloco sdo

eeeeeeee realizados com PPF-mbcr.

Figura 6: Configuracdo da placa sugerida para um ensaio. S: Amostra de ADNc; F1-5:
Padrées BCR-ABL mbcr; C1-3: Padrées ABL; H,O: controlo de dgua.
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gPCR no instrumento SmartCycler

Nota: Realizar todos os passos no gelo.

Procedimento

1. Descongele todos os componentes necessdrios e coloque-os no gelo.

2. Prepare a seguinte mistura de qPCR de acordo com o niumero de
amostras a processar.

Todas as concentragdes s@o o volume final da reagéo.

A tabela 14 descreve o esquema de pipetagem para a preparagdo de uma
mistura de reagentes, calculada para alcancar um volume de reacéo final
de 25 ul. Pode ser preparada uma pré-mistura de acordo com o nimero
de reacdes, usando o mesmo primer e mistura de sondas (PPC-ABL ou PPF-
mbcr). Séo incluidos volumes extra para compensar erros de pipetagem.

Tabela 14: Preparacdo da mistura de qPCR

BCR-ABL
ABL: mbcr:
14+1 16+1
1 reagao reagoes reacoes Concentracdo

Componente () () () final
TagMan
Universal PCR
Master Mix, 12,5 187,5 212,5 1x
2x
Primers e
mistura de 1 15 17 1x
sondas, 25x
Aguo para
uso em PCR 6,5 97,5 110,5 —
sem nuclease
Amostra (a
acrescentar 5 5 cada 5 cada -
ao passo 4)
Volume total 25 25 cada 25 cada -

3. Distribua 20 pl da pré-mistura qPCR por poco.
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4. Adicione 5 ul do produto RT (ADNc, 100 ng, ARN equivalente) obtido
na transcri¢cdo reversa (ver “Protocolo: transcricdo reversa EAC
normalizada recomendada”, pdgina 14) no tubo correspondente
(volume total 25 pl).

5. Misture cuidadosamente, pipetando para cima e para baixo.

6. Carregue as amostras no termociclador de acordo com as
recomendacées do fabricante.

7. Programe o instrumento SmartCycler com o programa de
termociclagem, conforme indicado na tabela 15.

Tabela 15: Perfil de temperatura

Hold Temperatura: 50 °C
Tempo: 2 min

Hold 2 Temperatura: 95 °C
Tempo: 10 min

Cycling 50 vezes
95 °C durante 15 segundos

60 °C durante 1T minuto com aquisi¢go: Single
(simples)

8. Recomendamos um limiar definido em 30. Inicie o programa de
termociclagem da forma indicada na tabela 15.
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Interpretacdo dos resultados

Principio de andlise de dados

Com a tecnologia TagMan, o nimero de ciclos de PCR necessérios para
detetar um sinal acima do limiar é designado ciclo de limiar (C;) e é
diretamente proporcional a quantidade de alvo presente no inicio da reagdo.

Utilizando padrées com um nimero conhecido de moléculas, é possivel
estabelecer uma curva-padréo e determinar a quantidade precisa de alvo
presente na amostra de teste. As curvas-padréo ipsogen séo baseadas em
plasmideo; usamos 3 diluigdes do padréo de plasmideo para gene de controlo
(GC) e 5 diluicdes do padrdo para gene de fusdo (GF) para garantir curvas-
padrdo precisas. As figuras 7 e 8 mostram um exemplo das curvas de
amplificacdo TagMan obtidas com o kit ipsogen BCR-ABL mbcr.

Amelitication Curves -
® ABL 103 B> s
M ABL 104 <
m ABL 105
8 /
i .
(Y ./‘__-,_- — — -
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‘\f,\-: -
" I .tﬁh. » » « o

Figura 7: Detecéo dos padrdes ABL (C1, C2, C3). 10°, 10* e 10° cépias/5 ul.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Figura 8: Detecéo dos padrées BCR-ABL mbcr (F1-F5). 10", 10?, 103, 10°, 10°
cédpias/5 pl.

Resultados

Curva-padréo e critérios de qualidade
Os dados em bruto podem ser colados para um ficheiro Excel® para andlise.

Para cada gene (ABL e BCR-ABL), os valores C; em bruto obtidos das diluicbes
do padréo do plasmideo séo tracados segundo o nUmero de cédpia do registo
(3,4e5paraC1,C2eC3;1,2,3,5e 6 para F1, F2, F3, F4 e F5). A figura 9
apresenta um exemplo da curva teérica calculada em 5 diluigdes do padréo.
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y = -3,32x + 39,84
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Figura 9: Curva tedrica calculada a partir de 5 diluicées do padréo. Uma curva de
regressdo linear (y = ax + b) é calculada para cada gene (ABL e BCR-ABL), sendo que a é o
declive da linha e b é a interseccdo y, que é a coordenada y do ponto em que a linha cruza o
eixo y. A sua equacdo e coeficiente de determinagéo (R?) séo impressos no grdfico.

Como os padrdes sao diluicdes multiplicadas por dez, o declive teérico da
curva é -3,3. Um declive entre —3,0 e —3,9 ¢é aceitdvel desde que R? seja >0,95
(2). Contudo, é desejével um valor para R2 >0,98 para resultados precisos (3).

NUmero de cépias normalizado (NCN)

A equacdo da curva-padréo ABL deve ser usada para transformar os valores
C; em bruto (obtidos com PPC-ABL) para as amostras desconhecidas em
numeros de cépia ABL (ABLqy).

A equacdo da curva-padrdo BCR-ABL deve ser usada para transformar os

valores C; em bruto (obtidos com PPF-mbcr) para as amostras desconhecidas
em numeros de cépias BCR-ABL (BCR-ABL mbecr ).

O rdcio destes valores CN resulta no nimero de cépias normalizado (NCN):

BCR-ABL mbcr ¢
NCN = x 100
ABLcy

Valor DRM

O valor da doenca residual minima (DRM) é o rdcio entre a expresséo
normalizada GC de GF nas amostras de acompanhamento (GF/GCqp)rue €
nas amostras de diagndstico (GF - /GCen)ox-

(GFen/GConrur

Valor DRM (vDRM) = GFo/GCo]
CN cNJox
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Sensibilidade

A sensibilidade (SENSv) é calculada de acordo com a expressdo relativa do
gene de fusdo na amostra de diagndstico (GF/GCcn)ox € a expressdo do
gene de controlo (GCcy ryp) Na amostra de acompanhamento.

Sensibilidade GCenpx
(SENSV) - GCCN,FUP X GFCN,DX

Controlo da qualidade nos valores ABL

Md& qualidade do ARN ou problemas durante os passos gPCR resulta em ABL¢y
baixo. Recomendamos que se descartem os resultados das amostras que
derem ABLqy <1318 (valor inferior do Cl 95% de amostras de doentes no
estudo EAC, referéncia 4).

Reprodutibilidade entre replicados

A variacdo de valores C; entre replicados deve ser <2, correspondendo a uma
T
quadruplicacéo dos valores do nimero de cépias.

A variacéo dos valores C; entre replicados é normalmente <1,5 se o valor C;
médio dos replicados for <36 (2).

Nota: Cada utilizador deve medir a sua prépria reprodutibilidade no seu
laboratério.

Controlos da dgua
Os controlos negativos devem dar zero CN.

Um controlo de dgua positivo resulta de uma contaminagdo cruzada. Ver
“Guia de resolugdo de problemas”, abaixo, para encontrar uma solugéo.

Guia de resoluc¢ao de problemas

Este guia de resolucéo de problemas pode ser Util para resolver qualquer
problema que possa surgir. Para obter mais informacdes, consulte também a
pdgina de perguntas frequentes no nosso Centro de Suporte Técnico:
www.qgiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Os cientistas da Assisténcia Técnica da
QIAGEN estdo sempre prontos a responder a qualquer questdo que possa ter
sobre as informacdes e protocolo constantes deste manual ou sobre as
tecnologias de amostragem e ensaio (para informacdes de contacto, consulte
“Informacdes de contacto”, pdgina 48).
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Comentdrios e sugestoes

Resultado negativo para o gene de controlo (ABL) e BCR-ABL mbcr em
todas as amostras — padrdao OK

a) Md qualidade do ARN  Verifique sempre a qualidade do ARN e a
concentragéo antes de comegar.

Corra um controlo ARN positivo da linha de
células (controlo positivo elevado no kit de
controlos ipsogen BCR-ABL1 mbcr, cat. n.°
670091) em paralelo.

b) Insucesso do passo de  Verifique sempre a qualidade do ARN e a
transcrigcdo reversa concentragéo antes de comegar.

Corra um controlo ARN positivo da linha de
células (kit de controlos ipsogen BCR-ABLT mbcr,
cat. n.° 670091) em paralelo.

Resultado negativo para o gene de controlo (ABL) nas amostras —
padrdo OK

a) Md qualidade do ARN  Verifique sempre a qualidade do ARN e a
concentragéo antes de comegar.

Corra um controlo ARN positivo da linha de
células (kit de controlos ipsogen BCR-ABLT mbcr,
cat. n.° 670091) em paralelo.

b) Insucesso do passo de  Verifique sempre a qualidade do ARN e a
transcrigcdo reversa concentragéo antes de comegar.

Corra um controlo ARN positivo da linha de
células (kit de controlos ipsogen BCR-ABLT mbcr,
cat. n.° 670091) em paralelo.

Sinal do padrdo negativo

a) Erro de pipetagem Verifique o esquema de pipetagem e a
configuracdo da reagdo.

Repita a corrida da PCR.

b) Armazenamento Guarde o kit ipsogen BCR-ABL1 mbcr entre —15
inapropriado dos e =30 °C e mantenha os primers e misturas de
componentes do kit sondas (PPC e PPF) protegidos da luz. Ver

“Armazenamento e manuseamento de
reagente”, pdgina 12.

Evite congelar e descongelar repetidamente.

Reagentes de aliquotas para armazenamento.
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Comentdrios e sugestoes

Os controlos negativos s@o positivos
Contaminagdo cruzada Substitua todos os reagentes criticos.

Repita o ensaio com aliquotas novas de todos os
reagentes.

As amostras, os componentes do kit e os
consumiveis devem sempre ser tratados de
acordo com as prdticas normalmente aceites
para prevenir a contaminagdo por transporte.

Sem sinal, mesmo nos controlos-padréo

a) Erro de pipetagem ou  Verifique o esquema de pipetagem e a
reagentes ausentes configuracdo da reacdo.

Repita a corrida da PCR.

b) Efeitos inibidores do Repita a preparacdo do ARN.
material da amostra
provocados por uma
purificacdo insuficiente

c) LightCycler: escolhido  Defina o canal para F1/F2 ou 530 nm/640 nm.
o canal de detecéo

incorreto

d) LightCycler: sem Verifique os programas de ciclo.
aquisicéo de dados Selecione o modo de aquisicéo “single”
programada

(simples) no final de cada segmento de
hibridizacdo do programa PCR.
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Comentdrios e sugestoes

Sinal ausente ou baixo nas amostras, mas os controlos-padrdo estdo
OK

a) Qualidade de ARN Verifique sempre a qualidade do ARN e a
fraca ou concentracdo  concentragdo antes de comecar.
baixa

Corra um controlo ARN positivo da linha de
células (kit de controlos ipsogen BCR-ABL1 mbcr,
cat. n.° 670091) em paralelo.

b) Insucesso do passo de  Verifique sempre a qualidade do ARN e a
transcrigcdo reversa concentragéo antes de comegar.

Corra um controlo ARN positivo da linha de
células (kit de controlos ipsogen BCR-ABLT mbcr,
cat. n.° 670091) em paralelo.

Intensidade da fluorescéncia demasiado baixa

a) Armazenamento Guarde o kit ipsogen BCR-ABLT mbcr entre —15
inapropriado dos e =30 °C e mantenha os primers e misturas de
componentes do kit sondas (PPC e PPF) protegidos da luz. Ver

“Armazenamento e manuseamento de
reagente”, pdgina 12.

Evite congelar e descongelar repetidamente.

Reagentes de aliquotas para armazenamento.

b) Quantidade inicial Aumente a quantidade da amostra de ARN.
muito baixa de ARN

| Nota: Dependendo do método de preparacdo
alvo

de ARN selecionado, podem verificar-se efeitos
inibidores.

LightCycler: A intensidade de fluorescéncia varia

a) Erro de pipetagem A variabilidade provocada pelo designado “erro
de pipetagem” pode ser reduzida analisando
dados no modo F1/F2 ou 530 nm/640 nm.

b) Centrifugacdo A mistura preparada de PCR pode continuar a
insuficiente dos estar no vaso superior do capilar ou poderé
capilares estar presa uma bolha de ar na extremidade do

capilar.

Centrifugue sempre os capilares carregados
com mistura de reacdo, conforme descrito no
manual de funcionamento especifico do
instrumento.
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Comentdrios e sugestoes

c) A superficie externa da  Use sempre luvas quando manusear os
ponta do capilar esté capilares.
suja
LightCycler: Erro da curva-padréo
Erro de pipetagem A variabilidade provocada pelo designado “erro

de pipetagem” pode ser reduzida analisando
dados no modo F1/F2 ou 530 nm/640 nm.

Controlo da qualidade

O controlo da qualidade de todo o kit foi realizado num instrumento
LightCycler 480. Este kit é fabricado em conformidade com a norma I1SO
13485:2003. Sao disponibilizados certificados de andlise quando solicitados
através de www.giagen.com/support/.

Limitagoes
Os utilizadores devem dispor de formagéo e estar familiarizados com esta
tecnologia antes da utilizagéo do dispositivo.

Quaisquer resultados de diagndstico gerados tém de ser interpretados
juntamente com outros resultados clinicos ou laboratoriais. E da
responsabilidade do utilizador validar o desempenho do sistema para
quaisquer procedimentos utilizados no seu laboratério, que ndo estejam
abrangidos pelos estudos de desempenho da QIAGEN.

Deve prestar-se atengéo aos prazos de validade impressos na caixa e nas
etiquetas de todos os componentes. N&o utilize componentes cujo prazo de
validade tenha expirado.

Nota: O kit foi concebido segundo os estudos “A Europa contra o Cancro”
(EAC) (4), e estd em conformidade com as recomendacdes internacionais
atualizadas (3, 5). Deve ser utilizado observando as instrucées constantes deste
manual em combinacdo com reagentes e instrumentos validados (ver
“Materiais necessdrios, mas nédo fornecidos”, pdgina 10). Qualquer outra
utilizagdo ndo indicada deste produto e/ou modificacdo dos componentes
anulard qualquer responsabilidade da QIAGEN.
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Caracteristicas de desempenho

Estudos ndo clinicos

Materiais e métodos

Avaliagdo do desempenho realizada num ABI PRISM 7700 SDS, em
combinag@o com reagentes listados em “Materiais necessdrios, mas néo
fornecidos”, pdgina 10. Estudos de equivaléncia validaram a sua utilizagdo nos
seguintes instrumentos: ABI PRISM 7000 e 7900HT SDS, instrumentos
LightCycler 1.2 e 480, Rotor

Os estudos néo clinicos foram conduzidos para estabelecer o desempenho
analitico do kit ipsogen BCR-ABL1 mbcr. Estes estudos de laboratério néo
clinicos foram realizados em ARN total da linha de células TOM1 diluido numa
guantidade final constante de linha de células de ARN total MV4-11.

Para determinar a repetibilidade do ensaio, foram analisadas 5 concentracdes
diferentes de ARN total de TOM1 (5 ng, 500 pg, 50 pg, 5 pg e 0,5 pg) diluidas
em ARN total MV4-11, numa quantidade total final constante de 1000 ng, em

5 replicados por corrida e em 4 corridas diferentes (figura 10).
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. % ! 10°1 A
[
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1002 f
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- ]
's . =
'0'.3 1 L] : T 1 l.l L] L]

0246810 14 1820 24 2830 34 3840 &4 448
Cycle

Figura 10: Grdficos de amplificacdo de 5x 103 (5 ng), 5x 10 (0,5 ng) e 5 x 107
(0,05 ng) diluicoes de ARN total de TOM1 em ARN total negativo MV4-11.

Dados analiticos

As tabelas 16-19 mostram as andlises inter-ensaio com o ciclo de limiar médio
(C;), desvio padréo (SD), nimero de amostras (n), coeficiente de variacdo (CV),
nUumero médio de cépias (CN) e nUmero médio de cdpias normalizado (NCN).
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Tabela 16: Andlise inter-ensaio — linhas de células mbcr e ABL

Linha de ¢
células Diluicdo médio SD n CV (%)
5x 1073 (5ng/1 ug) 29,19 0,26 20 0,88
mbcr 5x10%(0,5 ng/1 ug) 33,70 0,48 20 1,47
5x 107 (0,05 ng/1 ug) 37,03 1,16 20 3,15
ABL —~ 25,01 0,87 100 3,46

Tabela 17: Andlise inter-ensaio — plasmideos

Gene C;
Plasmideo médio SD n CV (%)

F1 (10" cépias) 35,19 0,90 11 2,57
F2 (10% cépias) 31,87 0,64 12 1,99

mbcr F3 (10° cédpias) 28,41 0,71 12 2,50
F4 (10° cépias) 21,48 0,59 12 2,76
F5 (10° cépias) 18,37 0,71 12 3,89
C1 (103 cépias) 29,68 0,85 12 2,86

ABL C2 (10* cépias) 26,01 051 12 1,96
C3 (10° cépias) 22,53 0,42 12 1,86
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Tabela 18: Andlise inter-ensaio — linhas de células BCR-ABL mbcr e ABL
(CN médio)

Linha de CN

células Diluicdo médio SD n CV (%)

-3
>x 10 587,30 194,10 20 33,05

(5 ng/1 ug)

BCR-ABL 5x 104
mber (0,5 ng/1 g) 57,84 20,38 20 35,23

5x 107
(0,05 ng/1 ug) 4,39 2,73 20 62,35
ABL - 22.038,22 9459,17 100 42,92

Tabela 19: Andlise inter-ensaio — linha de células BCR-ABL mbcr (NCN
médio)

Linha

de NCN*

células Diluicéo médio SD N CV (%)
5x10° (5ng/1 ug) 267,46 9322 20 34,85

Ei'z'rABL 5x10%(0,5ng/1 ug) 23,54 7,36 20 31,28

5x10%(0,05ng/1 ug) 2,60 2,80 20 107,66

* Apenas para estes resultados de estudo, o NCN BCR-ABL mbcr ¢y
é dado como ABLqy

x 10 000.

Estudos clinicos

Avaliagdo do desempenho realizada num ABI PRISM 7700 SDS, em
combinag@o com reagentes listados em “Materiais necessdrios, mas néo
fornecidos”, pdgina 10. Estudos de equivaléncia validaram a sua utilizagéo nos
seguintes instrumentos: ABI PRISM 7000 e 7900HT SDS, instrumentos
LightCycler 1.2 e 480, Rotor

Um grupo de 26 laboratérios em 10 paises europeus, organizados numa agdo
concertada da Europa contra o Cancro (EAC), usou plasmideos fornecidos pela
IPSOGEN para estabelecer um protocolo normalizado para a andlise gPCR dos
principais genes de fus@o associados & leucemia no cendrio clinico. O
transcrito BCR-ABL p190 foi um dos genes de fuséo (GF) incluidos no estudo.
Apresentamos aqui um sumdrio deste estudo de validagéo; os resultados
completos foram publicados em 2003 (4, 7).
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Reprodutibilidade interlaboratorial para os padroes de plasmideo GC e
GF

Onze laboratérios realizaram uma experiéncia de reprodutibilidade
interlaboratorial para avaliar a variabilidade na medigdo das diluicdes do
padrdo de plasmideo GC e GF. As diluigdes foram realizadas em duplicado
em cada instalagéo. A tabela 20 indica os desvios médio e padréo e o CV (%)
para cada diluigdo.

Tabela 20: Reprodutibilidade interlaboratorial para os padrées de
plasmideo GC e GF

Gene Diluicdo Média C;SD CV (%)
C1 29,04 0,53 1,82

Gene de controlo ABL C2 25,64 0,47 1,84
C3 22,10 0,34 1,55
F1 35,99 1,18 3,28
F2 32,05 0,74 2,32

ﬁi:ﬁ de fusdo BCR-ABL F3 28,43 0,65 2,29
F4 21,60 0,59 2,72
F5 18,24 0,46 2,57

Valores de expressdo da transcricéio do gene de fusao BCR-ABL mbcr

As tabelas 21 e 22 mostram os valores de expressdo da transcricdo do gene de
fus@o BCR-ABL mbcr e de GC ABL, para a linha de células TOM1, doentes com
LLA no diagndstico e doentes normais.
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Tabela 21: Valores de expressdo da transcrigdo do gene de fuséo (GF)
BCR-ABL mbcr e valores C; do gene de controlo (GC) ABL

Valores C; (intervalo de 95%)
BCR-ABL mbcr ABL

Linha de células TOM1 22,8 21,8

Amostras de doentes com LLA

BM (n = 17) 24,7 (21,3-27,1) 24,5 (21,7-27,1)
PB(n=7) 23,3 (21,7-29,1) 22,5 (21,0-27,0)
Amostras de doentes negativos

BM (n = 26) — 25,35 (24,68-26,02)
PB (n = 74) - 25,15 (24,83-25,48)

Tabela 22: Valores de expressdo da transcrigdo do gene de fuséo (GF)
BCR-ABL mbcr e valores CN e NCN do gene de controlo (GC) ABL

Valores NCN
(intervalo de
Valores CN (intervalo de 95%) 95%)
CN BCR-ABL
BCR-ABL mbcr ABL mbcr/CN ABL
Amosiras de doentes com LLA
_ 9550 11912 0.8
BMn=17)  1738297.724)  (5012-70.795) (0,35-1,38)
PB (n = 7) 91 201 134 896 0,68
(1905-208.930) (4786-114.815) (0,4-1,82)

Amostras de doentes negativos

) 19.201
BM (n = 26) - (12.922-25.480) B
o= 74 i 21.136 _

(17.834-24.437)

Os valores C; do ABL néo diferiram significativamente entre as amostras
normais e leucémicas, nem entre os tipos de amostra (PB ou BM) ou de

leucemia (LLA, LMA, LMC).
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Taxas de falsos positivos e falsos negativos

As taxas de falsos positivos e falsos negativos foram computadas com os
seguintes controlos.

B Controlos positivos: células TOM1, uma linha de células bem conhecida
pela sua positividade para o gene de fusdo BCR-ABL p190; amostras de
doentes j& avaliadas quanto a positividade p190

B Controlos negativos: Amostras de ARN negativo, sem controlos de
amplificagdo (NAC) feitas de ARN de E. coli em vez de ARN humano para
verificar da existéncia de contaminacdo de PCR e controlos sem modelo
(NTC) contendo dgua em vez de ARN humano

A amplificagdo em amostras de ARN do gene de fuséo foi feita em triplicado e
em duplicado para o GC.

Foi definidoa uma amostra falsa negativa como uma amostra de ARN positivo
com menos de 50% de pocos positivos (0/2, 0/3 ou 1/3).

Foi definida uma amostra falsa positiva como uma amostra negativa com
menos de 50% de pocos positivos (1/2, 2/3 ou 3/3).

A tabela 23 apresenta o nimero e a percentagem de amostras falsas negativas
e falsas positivas.

Tabela 23: Amostras falsas negativas e falsas positivas

Falsa negatividade Falsa positividade
Controlo GF
1073 10* negativo NAC/NTC
0% (0/54) 4% (3/75) 4,8% (6/126) 5,8% (7/120)
Referéncias

A QIAGEN mantém uma abrangente base de dados online atualizada de
publicacdes cientificas que utilizam produtos QIAGEN. As opcdes de pesquisa
avancada permitem localizar os artigos necessdrios, quer através da pesquisa
por uma Unica palavra-chave, quer especificando a aplicacdo, drea de
investigacdo, titulo, etc.

Para obter uma lista completa de referéncias, visite a base de dados de
referéncias da QIAGEN online em www.giagen.com/RefDB/search.asp ou
contacte a Assisténcia Técnica ou o distribuidor local da QIAGEN.
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Simbolos

Os simbolos seguintes podem aparecer na embalagem e na rotulagem:

W <N> Contém reagentes suficientes para <N> reacdes

2

Prazo de validade

IVD

Dispositivo médico para diagnéstico in vitro

Ndmero de catélogo
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NUmero do lote

MAT NUmero do material

NUmero do item de comércio mundial

2
Z

Limites de temperatura

Fabricante

= e

Consultar as instrugdes de utilizacgo

Informacgoes de contacto

Para obter assisténcia técnica e mais informacgdes, consulte o nosso Centro de
Suporte Técnico em www.giagen.com/Support, ligue 00800-22-44-6000 ou
contacte um dos departamentos de assisténcia técnica ou distribuidores locais
da QIAGEN (consulte o verso do manual ou visite www.qgiagen.com).
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Informacgoées para encomenda

Produto Conteldo N.2 de
cat.

ipsogen BCR-ABL1 Para 24 reacées: Padrées de gene de 670023
mbcr Kit (24) controlo ABL, padrées de gene de

fusdo BCR-ABL mbcr, primer e mistura

de sondas ABL, primer e mistura de

sondas do gene de fusdo BCR-ABL

mbecr
Rotor-Gene Q MDx — para andlise PCR em tempo real
validada para IVD em aplicagoes clinicas
Rotor-Gene Q MDx Ciclador de PCR em tempo real e 9002032
5plex HRM Platform analisador de alta resolugéo de melting

com 5 canais (verde, amarelo, laranja,

vermelho, carmim) mais canal HRM,

computador portdtil, software,

acessérios, 1 ano de garantia em

componentes e mao-de-obra técnica;

instalagéo e formagdo ndo incluidas.
Rotor-Gene Q MDx Ciclador de PCR em tempo real e 9002033
5plex HRM System analisador de alta resolugdo de melting

com 5 canais (verde, amarelo, laranja,

vermelho, carmim) mais canal HRM,

computador portdtil, software,

acessérios, 1 ano de garantia em

componentes e mao-de-obra técnica;

instalagéo e formacgdo incluidas.
ipsogen BCR-ABL1 mbcr Controls Kit — para a validacao
qualitativa da extracdo do ARN e a transcricéo reversa do
gene de fusdo BCR-ABL mbcr
ipsogen BCR-ABLT Linhas de células com expresséo 670091
mbcr Controls Kit negativa, alta e positiva baixa do gene

de fusdo BCR-ABL mbcr

Para informagdes atualizadas sobre licenciamento e limitagdes de

responsabilidade especificas do produto, consulte o respetivo manual do kit
QIAGEN ou do utilizador. Os manuais do kit QIAGEN e do utilizador estéo
disponiveis em www.giagen.com ou podem ser pedidos & Assisténcia Técnica

ou ao distribuidor local da QIAGEN.
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Esta pdgina foi intencionalmente deixada em branco
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Este produto destina-se & utilizacdo em diagnéstico in vitro. Os produtos ipsogen né&o podem ser revendidos, modificados para revenda ou usados
para o fabrico de produtos comerciais sem a aprovacéo expressa por escrito da QIAGEN.

A informacgdo constante do presente documento pode ser alterada sem aviso prévio. A QIAGEN nao assume qualquer responsabilidade por
eventuais erros contidos no presente documento. Considera-se este documento como completo e rigoroso no momento da sua publicagdo. Em
caso algum poderd a QIAGEN ser considerada responsével por danos acidentais, especiais, multiplos ou consequenciais relacionados com ou
decorrentes da utilizagdo deste documento.

Garantimos que os produtos ipsogen cumprem as especificagdes indicadas. Caso os produtos ndo apresentem o desempenho garantido, a Unica
obriga¢do da QIAGEN e a Unica compensacéo do cliente limitam-se & substituicdo dos produtos de forma gratuita.

Marcas registadas: QIAGEN®, ipsogen®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group); ABI PRISM®, FAM™, RNaseOUT™, SuperScript®, SYBR®, TAMRA™
(Life Technologies Corporation); Agilent®, Bioanalyzer® (Agilent Technologies, Inc.); Excel® (Microsoft Corporation); LightCycler®, TagMan® (Roche
Group); SmartCycler® (Cepheid).

Acordo de licenga limitada

A utilizagéo deste produto equivale ao acordo, por parte de qualquer comprador ou utilizador do kit ipsogen BCR-ABLT mbcr com os seguintes
temos:

1. O kit ipsogen BCR-ABLT mbcr pode ser usado somente em conformidade com o Manual do kit ipsogen BCR-ABLT mbcr e apenas para
utilizagdo com os componentes contidos no kit. A QIAGEN néo concede qualquer licenca ao abrigo de sua propriedade intelectual para usar
ou incorporar os componentes englobados neste kit em qualquer componente néo incluido neste kit, exceto conforme descrito no Manual do
kit ipsogen BCR-ABLT mbcr e quaisquer protocolos adicionais disponiveis em www.giagen.com.

2. Aexcecdo de licencas expressamente declaradas, a QIAGEN ndo emite qualquer garantia de que este kit e/ou a sua utilizacdo ou utilizagses
ndo infrinjam os direitos de terceiros.

3. Este kit e os seus componentes estdo licenciados para uma Unica utilizagéo e ndo podem ser reutilizados, renovados ou ser objeto de revenda.
4. A QIAGEN recusa especificamente qualquer outra licenga, expressa ou implicita, & excegéo das expressamente declaradas.

5. O comprador e utilizador do kit concorda em n&o tomar nem permitir que qualquer outro tome medidas que possam conduzir a ou facilitar
qualquer dos atos acima proibidos. A QIAGEN pode fazer cumprir as proibicdes deste Acordo de Licenga Limitada em qualquer tribunal e ird
recuperar fodos os seus custos legais e de investigacéo, incluindo honordrios de advogados, em qualquer processo destinado a fazer cumprir
este Acordo de Licenca Limitada ou qualquer dos seus direitos de propriedade intelectual relativos ao kit e/ou seus componentes.

Para obter os termos de licenca atualizados, visite www.giagen.com.

HB-1357-002 © 2013-2015 QIAGEN. Todos os direitos reservados.
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