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Finalidade da utilizac&o

O kit ipsogen PML-RARA bcrl destina-se a quantificacdo de transcritos de fusdo PML-RARA
tipo bcrl em amostras de medula 6ssea ou sangue periférico num subgrupo de doentes com
leucemia mieloide aguda (LMA) diagnosticados com citomorfologia M3 e translocacédo
1(15;17)(g22;921) com um ponto de quebra no intrdo 6 do gene PML. Os resultados obtidos
destinam-se a ajudar a monitorizar a eficacia do tratamento em doentes sujeitos a terapia e

ao acompanhamento da doenca residual minima (DRM) para monitorizar a recaida.

Resumo e explicacéo

Os transcritos do gene de fusdo (GF) PML-RARA, que sdo o resultado molecular da
translocacédo t(15;17)(g22;921), estdo associados a maior parte dos casos de leucemia
progranulocitica aguda (LPA) (>90%), um subconjunto distinto de LMA com citomorfologia
M3, que é responsavel por 10-15% de todos os casos de LMA. A translocacdo t(15;17)
reciproca equilibrada leva a fusdo do gene da leucemia promielocitica (PML) para o recetor
alfa do &acido retinoico (RARA) para criar a proteina de fusdo PML-RARA. A proteina
quimérica PML-RARA é um repressor transcricional. A sua expressdo esta associada a
diferenciagdo mieloide afetada, devido a afinidade crescente com o complexo proteico
nuclear repressor (NcoR), a alteragdo da estrutura da cromatina por histona deacetilase
(HDAC) e inibicdo da transcricdo. O tratamento com acido todo transretinoico (ATRA) é
altamente eficaz em LPA e funciona como um agente de diferenciagdo ao promover a
libertacdo do complexo NcoR/HDAC, restaurando, desta forma, a transcricdo normal.
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Os pontos de quebra RARA ocorrem sempre no intrdo 2. Dependendo da localizagdo dos
pontos de quebra no local da PML, podem formar-se o intrédo 6, o ex&o 6 e o intrdo 3, nos
respetivos subtipos de transcrito PML-RARA designados por longo (L ou bcrl), variante (V ou
ber2) e curto (S ou ber3) (figura 1). Estes subtipos de transcrito representam 55%, 5%, e
40% dos casos, respetivamente.
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Figura 1: Diagrama esquematico da transcri¢cdo do gene de fusdo PML-RARA coberta pelos primers EAC
gPCR e conjunto da sonda. Para o tipo berl (L): ENFOO3-ENP942-ENR962. Para o tipo ber2 (V):
ENFO06-ENP942-ENR962. Para o tipo bcr3 (S): ENFOO5-ENP942-ENR962. O nimero sob os primers e
sonda diz respeito a posicédo do seu nucleétido na transcrigdo do gene normal. A frequéncia relativa
diz respeito a proporcéo de cada tipo de transcricdo do GF entre as variantes PML-RARA.
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Um tratamento combinado com quimioterapia a base de antraciclina e ATRA tem uma
elevada taxa de sucesso na LPA, oferecendo remissées duradouras e cura provavel em até
70% dos doentes recém-diagnosticados. Contudo, as taxas de recaida e baixa
sobrevivéncia ainda se verificam em 15-25% dos doentes. A dete¢do do gene de fusédo
PML-RARA Unico por reacdo em cadeia da polimerase de transcricdo reversa (RT-PCR)
gualitativa convencional tem sido amplamente usada para diagnéstico rapido e previsdo da
resposta a terapias. Contudo, esta técnica apresenta desvantagens e a sua sensibilidade é

relativamente baixa.

A quantificagdo do nimero de cépias PML-RARA por PCR quantitativo em tempo real (qPCR)
apresenta varias vantagens. E uma técnica altamente sensivel e reprodutivel, que também
permite uma avaliagdo da cinética. A andlise do valor prognostico de um protocolo gPCR
normalizado bem estabelecido (Programa EAC) em doentes com LPA durante varias fases
do tratamento indicou que esta abordagem é uma alternativa robusta para avaliar a DRM e
gue se pode estabelecer uma estratificacdo do risco de recaida com base no nimero de
copias normalizadas de PML-RARA. Durante a andlise de pds-consolidacdo, o ensaio gPCR
positivo pode dar uma boa previsdo da recaida hematoldgica subsequente. Durante a
terapia de manutencdo, e para além do fim do tratamento, um teste qPCR positivo €
associado a um maior risco de recaida e a uma taxa de sobrevivéncia menor. A
estratificacdo do risco de recaida com base na quantificagdo do nimero de coépias
normalizadas (NCN) de PML-RARA divide os doentes em 3 grupos: os com grande risco de
recaida, os com um risco de recaida intermédio e os com um baixo risco de recaida (1). A
monitorizagdo do PML-RARA através da detecdo sensivel do transcrito € encarada como
uma parte integrante da estratégia global de tratamento na LPA (ver referéncias 2 e 3 para
mais detalhes), sendo o tipo de tratamento e a intensidade do tratamento modulados em

doentes com riscos diferentes de recaida durante o acompanhamento.

A normalizacéo e a validagdo do método de quantificacdo da DRM foram estabelecidas
num projeto multicéntrico conduzido pela EAC e publicado em 2003 (4, 5). O kit ipsogen
PML-RARA bcrl baseia-se nesta técnica.
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Principio do procedimento

A técnica de gPCR permite a quantificacdo exata de produtos de PCR durante a fase
exponencial do processo de amplificagdo da PCR. Além disso, os dados da PCR podem ser
obtidos rapidamente sem processamento p6s-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, estédo disponiveis 3 tipos principais de
técnicas de gPCR: A andlise de gPCR usando corante SYBR® Green |, a andlise de gPCR

usando sondas de hidrdlise e a andlise de qPCR usando sondas de hibridacéo.

Este ensaio explora o principio de hidrdlise de oligonucleétido de duplo corante por gPCR.
Durante a PCR, os primers diretos e inversos hibridam-se numa sequéncia especifica. Um
oligonucledtido de duplo corante esta contido na mesma mistura. Esta sonda, que consiste
num oligonucledtido rotulado com um corante repérter 5' e um corante de extingdo 3' a
jusante, hibrida-se para uma sequéncia alvo dentro do produto de PCR. A analise gPCR
com sondas de hidrélise explora a atividade de exonuclease 5'&a3' da Taq (Thermus
aquaticus) ADN-polimerase. Quanto a sonda esta intacta, a proximidade do corante
reporter em relagdo ao corante de extingdo resulta na supressédo da fluorescéncia do
reporter, 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'a3' da ADN-
polimerase faz a clivagem da sonda entre o corante repérter e 0 de extingdo somente se a
sonda se hibridar com o alvo. Os fragmentos da sonda sdo, depois, deslocados do alvo,
continuando a polimerizacdo da cadeia. A extremidade 3' da sonda € bloqueada para
prevenir a extensdo da sonda durante a PCR (figura 2). Este processo ocorre em cada ciclo
e ndo interfere com a acumulagdo exponencial de produto.
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O aumento do sinal de fluorescéncia é detetado apenas se a sequéncia alvo for
complementar a sonda e, por conseguinte, for amplificada durante a PCR. Devido a estes
requisitos, a amplificacdo néo especifica ndo é detetada. Por conseguinte, 0 aumento da

fluorescéncia é diretamente proporcional a amplificacdo do alvo durante a PCR.
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Figura 2: Principio de reagdo. O ARN total 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 hibridiza¢&o da PCR. Quando
a Taq se estende da ligagdo do primer para o amplicon, desloca a extremidade 5' da sonda, que é
entdo degradada pela atividade de exonuclease 5'&3' da Tag ADN-polimerase. A clivagem continua
até a sonda restante fundir o amplicon. Este processo liberta o fluoré6foro e o corante de extingdo para
dentro da solugdo, separando-os espacialmente e provocando um aumento de fluorescéncia da FAM e

um decréscimo da fluorescéncia da TAMRA.
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Materiais fornecidos

Contelido do kit

ipsogen PML-RARA bcrl Kit (24)

N.° de catalogo 672123

Numero de reagdes 24

Componente Nome Quantidade

ABL Control Gene Standard Dilution C1-ABL 50 pl

(diluigdo do padréo do gene de controlo ABL) (102 copias/5 pl)

ABL Control Gene Standard Dilution C2-ABL 50 pl

(diluicdo do padréo do gene de controlo ABL) (10* cdpias/5 pl)

ABL Control Gene Standard Dilution C3-ABL 50 pl

(diluigdo do padréo do gene de controlo ABL) (10° copias/5 pl)

PML-RARA bcrl Fusion Gene Standard Dilution

(diluiggo do padrio do gene de fusdo PML-RARA bcri) FLPMLRARA 50 pl
- berl

(10 copias/5 pl)

PML-RARA bcrl Fusion Gene Standard Dilution (diluicdo do F2-PML-RARA 50 ul

padréo do gene de fusdo PML-RARA bcrl) (102 cépias/5 pl) berl W

PML-RARA bcrl Fusion Gene Standard Dilution (diluicdo do F3-PML-RARA 50 ul

padrdo do gene de fusdo PML-RARA bcrl) (10° copias/5 pl) berl W

PML-RARA bcrl Fusion Gene Standard Dilution (diluicdo do FA4-PML-RARA 50 Ul

padrdo do gene de fusdo PML-RARA bcrl) (10° copias/5 i) berl W

PML-RARA bcrl Fusion Gene Standard Dilution (diluicdo do F5-PML-RARA 50 ul

padrdo do gene de fusdo PML-RARA bcrl) (106 copias/5 pl) berl W

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

Primers and Probe Mix PML-RARA bcrl Fusion Gene' (primers e PPF-PML-RARA 110yl

mistura de sondas PML-RARA, gene de fusdo bcrl) berl 25x

ipsogen PML-RARA bcrl Kit Handbook (inglés) 1

* 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 PML-RARA bcrl mais uma sonda especifica

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

Materiais necessarios, mas nao fornecidos

Quando trabalhar com substancias quimicas, use sempre um avental de laboratério
adequado, luvas descartaveis e 6culos de prote¢éo. Para obter mais informag6es, consultar
as fichas de dados de seguranca (SDSs) disponibilizadas pelo distribuidor do produto.

Assegure-se de que os instrumentos foram verificados e calibrados de acordo com as
recomendacgdes do fabricante.

Reagentes

I Agua para uso em PCR sem nuclease

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

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

1 Conjunto de dNTPs, grau PCR
I Hexamero aleatério
1 MgClz

1 Tampdao e Tag 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)
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Consumiveis

Pontas de pipetas de PCR, estéreis, sem nuclease e resistentes a aerossois com filtros
hidrofobos

Tubos de PCR de 0,5 ml ou 0,2 ml sem RNase e sem DNase

Gelo

Equipamento

Pipeta microlitro* dedicadas para PCR (1-10 ul; 10-100 pl; 200-1000 pl)
Centrifuga de bancada* com rotor para tubos de ensaio de 0,2 ml/0,5 ml (com uma

velocidade maxima de 13 000/14 000 rpm)

Instrumento de PCR em tempo real:* Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM ou outros
instrumentos RotorGene Q; LightCycler 1.2, 2.0 ou 480; ABI PRISM 7000, 7700 ou
7900HT SDS; Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System; ou SmartCycler; e
material especifico associado

Termociclador* ou banho-maria* (passo de transcrigdo reversa)

Reagentes complementares

Kit de controlos ipsogen PML-RARA bcrl (n.° de cat. 672091), destinado apenas a ser
utilizado em investigacao, consistindo em linhas de células com expresséo negativa, alta
e positiva baixa do gene de fusdo PML-RARA bcrl para a validacao qualitativa da
extracdo do ARN e da transcricdo reversa

12
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Avisos e precaucoes

Para utilizagdo em diagndstico in vitro

Quando trabalhar com substancias quimicas, use sempre um avental de laboratério
adequado, luvas descartaveis e 6culos de prote¢édo. Para obter mais informagdes, consultar
as fichas de dados de seguranca (SDSs). Estas estdo disponiveis online em formato PDF,
comodo e compacto, no enderegco 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.

Precaucdes gerais

A utilizagdo de testes de gPCR requer boas praticas laboratoriais (incluindo a manutencéo
do equipamento) dedicadas a biologia molecular e em conformidade com os regulamentos
aplicaveis e as normas correspondentes.

Este kit destina-se a utilizacdo em diagndstico in vitro. Os reagentes e as instrucdes
fornecidos neste kit foram validados para um desempenho ideal. A diluicdo adicional dos
reagentes ou a alteracdo dos tempos e temperaturas de incubacdo 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 utilizagdo com este teste. Para
um desempenho ideal do teste ndo se devem realizar substitui¢des.

Para determinar os niveis de transcrito com qPCR, s8o necessarias a transcricdo 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.
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Tenha um cuidado extremo para prevenir:
1 Contaminac¢des com RNase/DNase que podem provocar a degradacdo do modelo de
mRNA e do ADNc gerado

1 Contaminacao por transporte com mRNA ou PCR, provocando um sinal falso positivo

Por conseguinte, recomendamos o seguinte:

1 Utilizacdo de material de laboratorio sem nuclease (p. ex., pontas de pipetas, frascos-
ampola de reacéo) e de luvas durante a realizagdo do ensaio.

1 Utilizacdo de pontas de pipetas novas e resistentes a aerossdis em todas as fases de
pipetagem, para evitar a contamina¢&o cruzada das amostras e dos reagentes.

1 Preparagdo da pré-mistura principal de pré-PCR com material dedicado (pipetas, pontas,
etc.) numa area dedicada onde ndo sejam introduzidas matrizes de ADN (ADNc, ADN,
plasmideos). Adicdo do modelo numa zona separada (preferencialmente numa sala em

separado) com material especifico (pipetas, pontas, etc.).

1 Manuseamento das diluicdes do padréo (C1-3 e F1-5) numa sala em separado.
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Armazenamento e manuseamento de reagente

Os kits séo expedidos em gelo seco e devem ser guardados entre —30 °C e -15 °C ap6s a
rececao.

1 Minimize a exposi¢éo a luz dos primers e das misturas de sondas (tubos PPC e PPF).

1 Misture e centrifugue cuidadosamente os tubos antes de os abrir.

1 Conserve todos os componentes do kit nas embalagens originais.

Estas condigbes de conservacdo aplicam-se tanto a componentes abertos como fechados.
Os componentes conservados noutras condi¢Bes que ndo as indicadas nos rotulos podem
nao apresentar um desempenho apropriado e afetar negativamente os resultados do

ensaio.

As datas de validade de cada reagente estdo indicadas nos rotulos dos componentes
individuais. O produto mantera o seu desempenho até a data de validade impressa no
rétulo, desde que mantido nas condi¢des de conservagao corretas.

Na&o existem sinais 6bvios para indicar a instabilidade deste produto. No entanto, controlos
positivos e negativos devem ser executados simultaneamente com amostras desconhecidas.
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Procedimento

Preparacédo da amostra de ARN

A preparacdo de ARN a partir de amostras de doentes (sangue ou medula Gssea) devera
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: transcricdo reversa EAC normalizada recomendada

Passos a seguir antes de comecar

1 Prepare dNTPs, 10 mM cada. Guarde a —20 °C em aliquotas.
I Prepare hexamero aleatdrio, 100 pM. Guarde a —20 °C em aliquotas.

1 Prepare MgClz, 50 mM. Guarde a —20 °C em aliquotas.

Procedimento

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

2. Incube 1 pg de ARN (1-4 pl) 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
liguido no fundo do tubo. Mantenha no gelo.

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

* Quando trabalhar com substancias quimicas, use sempre um avental de laboratério adequado, luvas descartaveis e
6culos de protecéo.
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Tabela 1: Preparagéo da mistura RT

Volume por

Componente amostra (ul) Concentragao final
Tampé&o de primeira cadeia (fornecido com 40 1x
SuperScript Il Reverse Transcriptase), 5x ’
MgClz (50 mM) 2,0 5 mM
dNTPs (10 mM cada, a preparar
previamente e guardados a —20 °C em 2,0 1mM
aliquotas)
DTT (100 mM, f_orneudo com SuperScript Il 2.0 10 mM
Reverse Transcriptase)
Inibidor de RNase (40 U/pl) 0,5 1u/u
Inibidor de RNase (40 U/pl) 0,5 1u/ul
Hexamero aleatério (100 pM) 5,0 25 uM
SuperScript Il ou SuperScript Reverse
Transcriptase (200 U/pl) 0.5 5 u/ul
Amostra de ARN aguecida (a acrescentar 1.0-4.0 50 ng/ul
no passo 5)
Agua para uso em PCR sem nuclease

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

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

Componente Volume (ul)
Mistura RT 16
Amostra de ARN aquecida (1 ug) 1-4
Agua para uso em PCR sem nuclease 0-3
Volume final 20

9.

10.Centrifugue por instantes (aproximadamente 10 segundos, 10 000 rpm) para recolher o

11.Dilua o ADNc final com 30 pl de agua para uso em PCR sem nuclease, de forma a que

12.Realize a PCR de acordo com os seguintes protocolos, segundo o seu instrumento gPCR.

Misture bem e centrifugue por instantes (aproximadamente 10 segundos, 10 000 rpm)

para recolher o liquido no fundo do tubo.

Incube a 20 °C durante 10 minutos.

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

durante 3 minutos.

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

liquido no fundo do tubo. Mantenha no gelo.

o volume final seja de 50 pl.

18
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Protocolo: gPCR em instrumentos Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM ou
Rotor-Gene Q 5plex HRM com rotor de 72 tubos

Usando este instrumento, recomendamos a realiza¢do de todas as medi¢cdes em duplicado,
conforme indicado na tabela 3.

Tabela 3: Numero de reagfes para instrumentos Rotor-Gene Q com rotor de 72 tubos

Amostras Reacbes

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

n amostras de ADNc n x 2 reacoes

padrio ABL 2 x 3 reacles (3 diluicBes, cada uma
testada em duplicado)

Controlo de agua 2 reacoes

Com os primers e mistura de sondas PML-RARA bcrl (PPF-PML-RARA bcrl)
n amostras de ADNc n x 2 reacoes

2 x 5 reacdes (5 diluigBes, cada uma

Padrdo PML-RARA testada em duplicado)

Controlo de 4gua 2 reagoes

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 utilizacéo de padrdes, de primers e misturas de sondas.
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Figura 3: Configuragao sugerida para rotor para cada ensaio com o kit ipsogen PML-RARA bcrl. F1-5:

Padrdées PML-RARA bcrl; C1-3: PadrGes ABL; S: Amostra de ADNc; H20: controlo de agua.

Nota: Tenha o cuidado de colocar sempre uma amostra a ser testada na posi¢cdo 1 do
rotor. Caso contrario, durante a fase de calibragem, o instrumento n&o realizara a
calibragem e podem ser adquiridos dados de fluorescéncia incorretos.

Preencha todas as outras posi¢cdes com tubos vazios.
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gPCR em instrumentos Rotor-Gene Q com rotor de 72 tubos

Nota: Realizar todos os passos no gelo.

Procedimento

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

2. Prepare a seguinte mistura de gPCR de acordo com o nimero de amostras a processar.

Todas as concentragdes sdo o volume final da reacéo.

A tabela 4 descreve o esquema de pipetagem para a preparacdo de uma mistura de

reagentes, calculada para alcancar um volume de reacdo final de 25 pl. Pode ser

preparada uma pré-mistura de acordo com o nimero de reacdes, usando 0s mesmos
primers e mistura de sondas (PPC-ABL ou PPF-PML-RARA bcrl). Sao incluidos volumes

extra para compensar erros de pipetagem.

Tabela 4: Preparacéo da mistura de gPCR

PML-RARA

1 reacdo ABL:24+1 berl:28+1  Concentragdo
Componente () reagoes (ul) reagdes (ul) final
TagMan Universal PCR
Master Mix, 2x 12,5 312,5 362,5 1x
Primers e mistura de 1 o5 29 1x
sondas, 25x
Agua para uso em 6.5 162.5 188.5 B
PCR sem nuclease
Amostra (a acrescentar 5 5 cada 5 cada B
ao passo 4)
Volume total 25 25 cada 25 cada -
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3. Distribua 20 pl da pré-mistura qPCR por tubo.

4. Adicione 5 pl do produto RT (ADNc, 100 ng, ARN equivalente) obtido na transcricao
reversa (ver “Protocolo: transcri¢do reversa EAC normalizada recomendada”,

pagina 16) no tubo correspondente (volume total 25 pl).
5. Misture cuidadosamente, pipetando para cima e para baixo.
6. Coloque os tubos no termociclador de acordo com as recomendacdes do fabricante.

7. Programe o instrumento Rotor-Gene Q com o programa de termociclagem, conforme
indicado na tabela 5.

Tabela 5: Perfil de temperatura

Modo de andlise Quantificacao

Manter Temperatura: 50 graus
Tempo: 2 min

Manter 2 Temperatura: 95 graus
Tempo: 10 min

Ciclagem 50 vezes
95 graus durante 15 segundos

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

8. Inicie o programa de termociclagem, conforme indicado na tabela 5.

9. Para instrumentos Rotor-Gene Q, selecione “Slope Correct” (Corre¢do de declive) para a
analise. Recomendamos que o limiar seja definido para 0,03.
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Protocolo: gPCR em ABI PRISM 7000, 7700 e 7900HT SDS, Applied
Biosystems 7500 Real-Time PCR System e instrumento LightCycler
480

Usando equipamento de gPCR de placas de 96 pogos, recomendamos a realizagdo de
todas as medi¢bes em duplicado, conforme indicado na tabela 6.

Tabela 6: Numero de reagGes usando equipamento de gPCR de placas de 96 pogos

Amostras Reacbes

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

2 x 3 reacg0Oes (3 diluicdes, cada uma
testada em duplicado)

Padrdo ABL
Controlo de 4gua 2 reagoes

Com os primers e mistura de sondas PML-RARA bcrl (PPF-PML-RARA bcrl)
n amostras de ADNc n x 2 reacoes

2 x 5 reacg0es (5 diluicdes, cada uma

Padréo PML-RARA bcrl testada em duplicado)

Controlo de agua 2 reacoes

Processamento de amostras em ABI PRISM 7000, 7700 e 7900 SDS, Applied
Biosystems 7500 Real-Time PCR System e instrumentos LightCycler 480

Recomendamos o teste de, pelo menos, 8 amostras de ADNc no mesmo ensaio para
otimizar a utilizacdo de padrdes, 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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Figura 4: Configuracao da placa sugerida para um ensaio. S: Amostra de ADNc; F1-5: Padrdes PML-
RARA bcrl; C1-3: PadrBes ABL; H20: controlo de &gua.

gPCR em ABI PRISM 7000, 7700 e 7900 SDS, Applied Biosystems 7500 Real-
Time PCR System e instrumentos LightCycler 480

Nota: Realizar todos os passos no gelo.
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Procedimento

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

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

Todas as concentragfes séo o volume final da reagéo.

A tabela 7 descreve o esquema de pipetagem para a preparac¢do de uma mistura de

reagentes, calculada para alcancar um volume de reagéo final de 25 pl. Pode ser

preparada uma pré-mistura de acordo com o nimero de reacdes, usando 0s mesmos

primers e mistura de sondas (PPC-ABL ou PPF-PML-RARA bcrl). Sao incluidos volumes

extra para compensar erros de pipetagem.

Tabela 7: Preparacéo da mistura de gPCR

PML-RARA

1 reacéo ABL: 24 +1 bcrl: 28 +1  Concentracéo
Componente (1) reacoes (ul) reacoes (ul) final
TagMan Universal PCR
Master Mix, 2x 12,5 312,5 362,5 1x
Primers e mistura de
sondas, 25x 1 25 29 x
Agua para uso em PCR 6.5 162.5 188,5 B
sem nuclease
Amostra (a acrescentar 5 5 cada 5 cada B
ao passo 4)
Volume total 25 25 cada 25 cada -

3. Distribua 20 ul da pré-mistura qPCR por pogo.

4. Adicione 5 pl do produto RT (ADNc, 100 ng, ARN equivalente) obtido na transcricao

reversa (ver “Protocolo: transcri¢cdo reversa EAC normalizada recomendada”,

pagina 16) no pocgo correspondente (volume total 25 pl).
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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 recomendac¢des do fabricante.
Programe o termociclador com o programa de termociclagem, conforme indicado na
tabela 8 para ABI PRISM 7000, 7700 e 7900HT SDS e Applied Biosystems 7500 Real-
Time PCR System ou tabela 9 para o instrumento LightCycler 480.

Tabela 8: Perfil de temperatura para ABI PRISM 7000, 7700 e 7900HT SDS e Applied
Biosystems 7500 Real-Time PCR System

Modo de analise Curvas-padrao — Quantificagdo absoluta

Manter Temperatura: 50°C
Tempo: 2 min

Manter 2 Temperatura: 95 °C
Tempo: 10 min

Ciclagem 50 vezes
95 °C durante 15 segundos

60 °C durante 1 minuto com aquisi¢cdo de fluorescéncia
da FAM; corante de extingdo: TAMRA
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Tabela 9: Perfil de temperatura para o instrumento LightCycler 480

Modo de andlise Quantificacdo absoluta (“Abs Quant”)

Formatos de dete¢éo Selecione “Simple Probe” (amostra simples) na janela de
formatos de detecao

Manter Temperatura: 50°C
Tempo: 2 min

Manter 2 Temperatura: 95 °C
Tempo: 10 min

Ciclagem 50 vezes
95 °C durante 15 segundos

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

8. Para ABI PRISM 7000, 7700 e 7900HT SDS e Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR
System, siga 0 passo 8a. Para LightCycler 480, siga o passo 8b.

8a. ABI PRISM 7000, 7700 e 7900HT SDS e Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR
System: Recomendamos que o limiar seja definido em 0,1 conforme descrito no
protocolo EAC, no passo de analise, e uma linha de base definida entre os ciclos
3 e 15. Inicie o programa de ciclagem da forma indicada na tabela 8.

8b. LightCycler 480: Recomendamos um modo de analise 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: gPCR em instrumentos LightCycler 1.2 e 2.0

Utilizando instrumentos capilares, recomendamos a medi¢cdo das amostras e dos controlos

em duplicado apenas uma vez, conforme indicado na tabela 10.

Tabela 10: Resultados de genotipagem segundo o cdlculo AACT para estudos néo clinicos
Numero de reagdes para instrumentos LightCycler 1.2 e 2.0

Amostras Reacbes

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

n amostras de ADNc n x 2 reacdes

padrio ABL 1 x 3 reagdes (3 diluicdes do padréo,
cada uma testada uma vez)

Controlo de agua 1 reacéo

Com os primers e mistura de sondas PML-RARA bcrl (PPF-PML-RARA bcrl)
n amostras de ADNc n x 2 reacdes

1 x 5 reag®es (5 diluicdes do padréo,

Padréo PML-RARA bcrl
cada uma testada uma vez)

Controlo de agua 1 reacéo

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 padr6es, 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. Configuragao sugerida para rotor para cada ensaio com o kit ipsogen PML-RARA bcrl. F1-5:
PadrGes PML-RARA bcrl; C1-3: PadrBes ABL; S: amostra de ADN desconhecida a ser analisada; Hz0:
controlo de agua.

gPCR 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 observacdo e seguimento das instru¢cbes do fabricante para a
preparacédo da Master Mix 5x.

Nota: Realizar todos os passos no gelo.
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Procedimento

1.
2.

Descongele todos os componentes necessarios e coloque-os no gelo.
Prepare a seguinte mistura de qPCR de acordo com o nimero de amostras a processar.
Todas as concentragfes séo o volume final da reagéo.

A tabela 11 descreve o esquema de pipetagem para a preparacdo de uma mistura de
reagentes, calculada para alcancar um volume de reagéo final de 20 pl. Pode ser
preparada uma pré-mistura de acordo com o nimero de reacdes, usando 0s mesmos
primers e mistura de sondas (PPC-ABL ou PPF-PML-RARA bcrl). Sao incluidos volumes

extra para compensar erros de pipetagem.

Tabela 11: Preparagéo da mistura de gPCR

PML-RARA

lreacdo ABL:14+1 berl:16+1  Concentragdo
Componente (1) reacoes (ul) reacOes (ul) final
LightCycler TagMan
Master Mix, 5x recém- 4.0 60 68,0 1x
preparada
Primers e mistura de 0.8 12 13.6 1x
sondas, 25x
Agua para uso em PCR 10,2 153 173.4 B
sem nuclease
Amostra (a acrescentar 5.0 5 cada 5,0 cada B
ao passo 4)
Volume total 20,0 20 cada 20,0 cada -

Distribua 15 pl da pré-mistura qPCR por capilar.

Adicione 5 pl do produto RT (ADNCc, 100 ng, ARN equivalente) obtido na transcri¢cdo
reversa (ver “Protocolo: transcri¢do reversa EAC normalizada recomendada”,
pagina 16) no tubo correspondente (volume total 20 pl).
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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 recomendagées do

fabricante.

8. Programe o instrumento LightCycler 1.2 ou 2.0 com o programa de termociclagem,

conforme indicado na tabela 12.

Tabela 12: Perfil de temperatura

Modo de andlise Quantificacao
Manter Temperatura: 95 °C
Tempo: 10 min
Rampa: 20
Ciclagem 50 vezes

95 °C durante 10 segundos; rampa: 20

60°C durante 1 minuto; rampa: 20; com aquisicao de
fluorescéncia da FAM: Single (simples)

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

9. Para o LightCycler 1.2, siga 0 passo 9a. Para o LightCycler 2.0, siga o passo 9b.

9a. LightCycler 1,2: sdo recomendados o F1/F2 e o modo “2™ derivative analysis”
(2.° modo de analise derivativa). Inicie o programa de termociclagem, conforme

indicado na tabela 12.

9b. LightCycler 2.0: Recomendamos a utilizagdo da analise automatizada (F’’max) no

software LightCycler 2.0, versao 4.0, para obter resultados reproduziveis. Inicie o
programa de termociclagem, conforme indicado na tabela 12.
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Protocolo: gPCR no instrumento SmartCycler

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

Tabela 13: Resultados de genotipagem segundo o cdlculo AACT para estudos néo clinicos
Numero de reacdes para o instrumento SmartCycler

Amostras ReacBes

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

o
Controlo de agua 1 reacéo

Com os primers e mistura de sondas PML-RARA bcrl (PPF-PML-RARA bcrl)
n amostras de ADNc n x 2 reacdes

1 x 5 reag®es (5 diluicdes do padréo,

Padréo PML-RARA bcrl
cada uma testada uma vez)

Controlo de agua 1 reacéo

Processamento de amostras no instrumento SmartCycler

Recomendamos o teste de, pelo menos, 5 amostras de ADNc no mesmo ensaio para
otimizar a utilizacdo de padrdes, de primers e misturas de sondas. O esquema de dois
blocos na figure 6 apresenta um exemplo.
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@ooee Todos os ensaios no primeiro bloco
séo realizados com PPC-ALB
° @@oe@oo Todos os ensaios neste segundo
bloco séo realizados com PPF-PML-
00000000t

Figura 6: Configuracao da placa sugerida para um ensaio. S: Amostra de ADNc; F1-5: Padrdes PML-
RARA bcrl; C1-3: PadrBes ABL; H20: controlo de &gua.

gPCR no instrumento SmartCycler

Nota: Realizar todos os passos no gelo.

Procedimento

1. Descongele todos os componentes necessarios e coloque-os no gelo.
2. Prepare a seguinte mistura de gPCR de acordo com o nimero de amostras a processar.
Todas as concentrag6es séo o volume final da reagéo.

A tabela 14 descreve o esquema de pipetagem para a preparacdo de uma mistura de
reagentes, calculada para alcancar um volume de reagéo final de 25 pl. Pode ser
preparada uma pré-mistura de acordo com o nimero de reagdes, usando 0s mesmos
primers e mistura de sondas (PPC-ABL ou PPF-PML-RARA bcrl). Sao incluidos volumes

extra para compensar erros de pipetagem.
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Tabela 14: Preparagdo da mistura de qPCR

PML-RARA

lreacdo ABL:14+1 berl:16+1  Concentracdo
Componente () reagdes (ul) reagdes (ul) final
TagMan Universal PCR
Master Mix, 2x 12,5 187,5 212,5 1x
Primers e mistura de 1 15 17 1x
sondas, 25x
Agua para uso em PCR 6.5 97.5 1105 B
sem nuclease
Amostra (a acrescentar 5 5 cada 5 cada B
ao passo 4)
Volume total 25 25 cada 25 cada -

3. Distribua 20 ul da pré-mistura qPCR por pogo.

4. Adicione 5 pl do produto RT (ADNc, 100 ng, ARN equivalente) obtido na transcricao
reversa (ver “Protocolo: transcri¢do reversa EAC normalizada recomendada”, pagina
16) 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 recomendagées do
fabricante.

7. Programe o instrumento SmartCycler com o programa de termociclagem, conforme
indicado na tabela 15.
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Tabela 15: Valores ACT e dados de preciséo para estudos ndo clinicos Perfil de temperatura

Manter Temperatura: 50°C
Tempo: 2 min

Manter 2 Temperatura: 95 °C
Tempo: 10 min

Ciclagem 50 vezes
95 °C durante 15 segundos

60 °C durante 1 minuto com aquisicao: Single (simples)

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

Principio de analise de dados

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

Utilizando padrdes com um numero conhecido de moléculas, é possivel estabelecer uma
curva-padrdo e determinar a quantidade precisa de alvo presente na amostra de teste. As
curvas-padréo ipsogen sdo baseadas em plasmideo; usamos 3 diluicbes do padrdo de
plasmideo para o gene de controlo (GC) ABL e 5 diluicdes do padrdo para o gene de fusdo
(PML-RARA bcrl) para garantir curvas-padrdo precisas. As figuras 7 e 8 mostram um
exemplo das curvas de amplificagdo TagMan obtidas com o kit ipsogen PML-RARA bcrl.

Amelitisation Curves L
B ABL10¢ B 7
0 ABL 104 2
m ABL10O®
a2 i J,"l
/

[ TR T

Figura 7: Detegdo dos padrdes ABL (C1, C2, C3). 103, 10* e 10° copias/5 pl.
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PML-RARA berl 10! = &)

PML-RARA ber1 107
PML-RARA berl 10°
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Figura 8: Detecdo de padrdes PML-RARA berl (F1-F5). 10%, 102, 10%, 10° e 10° copias/5 pl.

Results (Resultados)

Curva-padrao e critérios de qualidade

Os dados em bruto podem ser colados para um ficheiro Excel® para andlise.

Para cada gene (ABL e PML-RARA), os valores Cr em bruto obtidos das diluicdes do padréo
do plasmideo sao tracados segundo o nimero de cépia do registo (3, 4 e 5 para C1, C2 e
C3; 1, 2,3,5¢e 6 para F1, F2, F3, F4 e F5). A figura 9 apresenta um exemplo da curva
tedrica calculada em 5 diluicdes do padréo.
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Figura 9: Curva tedrica calculada a partir de 5 dilui¢cdes do padréo. Uma curva de regresséo linear (y =
ax + b) é calculada para cada gene (ABL e PML-RARA), sendo que a é o declive da linhae b é a
interseccdo y, que é a coordenada y do ponto em que a linha cruza o eixo y. A sua equagédo e
coeficiente de determinacgao (R?) sdo impressos no grafico.

Como os padrfes séo diluigBes multiplicadas por dez, o declive tedrico da curva é -3,3.
Um declive entre -3,0 e —3,9 é aceitavel desde que R2 seja >0,95 (6). Contudo, é desejavel
um valor para R2 >0,98 para resultados precisos (7).

NUmero de copias normalizado (NCN)

A equacdo da curva-padrdo ABL deve ser usada para transformar os valores Cr em bruto
(obtidos com PPC-ABL) para as amostras desconhecidas em nimeros de copia ABL (ABLcn).

A equacao da curva-padrao PML-RARA deve ser usada para transformar os valores Cr em
bruto (obtidos com PPF-PML-RARA) para as amostras desconhecidas em nimeros de coépias
PML-RARA (PML-RARAcN).
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O racio destes valores CN resulta no nimero de cépias normalizado (NCN):

PML-RARAcN
ABLcn

NCN =

Valor DRM

O valor da doenca residual minima (DRM) é o racio entre a expressao normalizada GC de
GF nas amostras de acompanhamento (GFcn/GCen)rur € nas amostras de diagnostico
(GFcn/ GCoen)ox-

(GFcn/GCoen)rup
(GFen/GCen)ox

Valor DRM (VDRM) =

Sensibilidade

A sensibilidade (SENSv) é calculada de acordo com a expressdo relativa do gene de fusao
na amostra de diagnostico (GFen/GCen)ox € a expresséo do gene de controlo (GCcenirur) Na
amostra de acompanhamento.

GCcn,px
GCecnirur X GFen,px

Sensibilidade (SENSv) =

Controlo da qualidade nos valores ABL

Ma qualidade do ARN ou problemas durante os passos gPCR resulta em ABLcn baixo.
Recomendamos que se descartem o0s resultados das amostras que derem ABlcn <1318
(valor inferior do Cl 95% de amostras de doentes no estudo EAC, referéncia 5).
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Reprodutibilidade entre replicados

A variagdo de valores Cr entre replicados deve ser <2, correspondendo a uma
quadruplicagdo dos valores do nimero de cépias.

A variacéo dos valores Cr entre replicados é normalmente <1,5 se o valor Cr médio dos
replicados for <36 (6).

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

Controlos da agua

Os controlos negativos devem dar zero CN.

Um controlo de agua positivo resulta de uma contaminagdo cruzada. Ver “Guia de
resolucdo de problemas”, abaixo, para encontrar uma solucgao.
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Guia de resolucao de problemas

Este guia de resolu¢céo de problemas pode ser Util para resolver qualquer problema que
possa surgir. Para mais informagfes, consulte o seu coordenador clinico, ou visite
www.giagen.com.

Comentarios e sugestdes

Resultado negativo para o gene de controlo (ABL) e PML-RARA bcrl em todas as amostras —
padrdo OK

a) Ma qualidade do ARN Verifique sempre a qualidade do ARN e a
concentracdo antes de comecar.

Corra um controlo ARN positivo da linha de
células (kit de controlos ipsogen PML-RARA bcrl,
cat. n.° 672091)*) em paralelo.

b) Insucesso do passo de transcricdo Verifique sempre a qualidade do ARN e a
reversa concentracdo antes de comecar.

Corra um controlo ARN positivo da linha de
células (kit de controlos ipsogen PML-RARA bcrl,
cat. n.° 672091)*) em paralelo.

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

a) Ma qualidade do ARN Verifique sempre a qualidade do ARN e a
concentragéo antes de comecar.

Corra um controlo ARN positivo da linha de
células (kit de controlos ipsogen PML-RARA bcrl,
cat. n.° 672091)*) em paralelo.

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

Corra um controlo ARN positivo da linha de
células (kit de controlos ipsogen PML-RARA bcrl,
cat. n.° 672091)*) em paralelo.
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Comentarios e sugestdes

Sinal do padrao negativo

a)

b)

Erro de pipetagem

Armazenamento inapropriado dos
componentes do kit

Os controlos negativos séo positivos

Contaminacao cruzada

Sem sinal, mesmo nos controlos-padréo

Verifique o esquema de pipetagem e a
configuragdo da reacgdo.

Repita a corrida da PCR.

Guarde o kit ipsogen PML-RARA bcrl entre =15 e
—-30 °C e mantenha os primers e misturas de
sondas (PPC e PPF) protegidos da luz. Ver
“Armazenamento e manuseamento de reagente”,
pagina 15.

Evite congelar e descongelar repetidamente.
Reagentes de aliquotas para armazenamento.

Substitua todos os reagentes criticos.

Repita o ensaio com aliquotas novas de todos 0s
reagentes.

As amostras, os componentes do kit e 0s
consumiveis devem sempre ser tratados de
acordo com as praticas normalmente aceites
para prevenir a contaminac¢&o por transporte.

a) Erro de pipetagem ou reagentes  Verifique o esquema de pipetagem e a
ausentes configuragdo da reacgdo.
Repita a corrida da PCR.
b) Efeitos inibidores do material da  Repita a preparagédo do ARN.
amostra provocados por uma
purificacdo insuficiente
c) LightCycler: escolhido o canal de  Defina o canal para F1/F2 ou 530 nm/640 nm.
detec&o incorreto
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Comentarios e sugestdes

d) LightCycler: sem aquisi¢do de Verifique os programas de ciclo.

dados programada Selecione 0 modo de aquisicio “single” (simples)
no final de cada segmento de hibridiza¢&o do
programa PCR.

Sinal ausente ou baixo nas amostras, mas o0s controlos-padréo estdo OK

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

Corra um controlo ARN positivo da linha de
células (kit de controlos ipsogen PML-RARA bcrl,
cat. n.° 672091)*) em paralelo.

b) Insucesso do passo de transcricdo Verifique sempre a qualidade do ARN e a
reversa concentracdo antes de comecar.

Corra um controlo ARN positivo da linha de
células (kit de controlos ipsogen PML-RARA bcrl,
cat. n.° 672091)*) em paralelo.

Intensidade da fluorescéncia demasiado baixa

a) Armazenamento inapropriado dos Guarde o kit ipsogen PML-RARA bcrl entre —15 e
componentes do kit -30 °C e mantenha os primers e misturas de
sondas (PPC e PPF) protegidos da luz. Ver
“Armazenamento e manuseamento de reagente”,
pagina 15.
Evite congelar e descongelar repetidamente.
Reagentes de aliquotas para armazenamento.

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

ARN alvo Nota: Dependendo do método de preparacéo 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.
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Comentarios e sugestdes

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

Centrifugue sempre os capilares carregados com
mistura de reagdo, conforme descrito no manual
de funcionamento especifico do instrumento.

c) A superficie externa da ponta do  Use sempre luvas quando manusear os capilares.
capilar esta 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.

* O kit de controlos ipsogen PML-RARA bcrl, n.° de cat. 672091, destina-se apenas a ser utilizado em investigacéo.
N&o se destina a ser utilizado em procedimentos de diagnéstico. Nenhuma afirmacéo ou declaragéo tem como
objetivo fornecer informag6es para diagndstico, prevengéo ou tratamento de uma doenga.

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 ISO 13485:2003. S&o disponibilizados
certificados de analise quando solicitados através de www.qiagen.com/support/.

Limitacoes

Os utilizadores devem dispor de formacéo e estar familiarizados com esta tecnologia antes
da utilizagdo do dispositivo. Este kit deve ser utilizado observando as instru¢cdes constantes
deste manual, em conjunto com um instrumento validado indicado em “Materiais
necessarios, mas nao fornecidos”, pagina 11.
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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 atencdo 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, 5).
Deve ser utilizado observando as instrugBes constantes deste manual em combinacdo com
reagentes e instrumentos validados. Qualquer outra utilizagdo n&o indicada deste produto
e/ou modificagdo dos componentes anulara qualquer responsabilidade da QIAGEN.

Caracteristicas de desempenho

Estudos nao clinicos

Materiais e métodos

Avaliacdo do desempenho realizada num ABI PRISM 7700 SDS, em combinag¢do com
reagentes listados em “Materiais necessarios, mas nao fornecidos”, pagina 11. Estudos de
equivaléncia validaram a sua utilizacdo nos seguintes instrumentos: ABI PRISM 7000 e
7900HT SDS, LightCycler 1.2 e 480, RotorGene 3000 e SmartCycler.

Os estudos néo clinicos foram conduzidos para estabelecer o desempenho analitico do kit
ipsogen PML-RARA bcrl. Estes estudos de laboratorio ndo clinicos foram realizados em
ARN total da linha de células NB4 diluido numa quantidade final constante de linha de
células de ARN total MV4-11.
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Para determinar a repetibilidade do ensaio, foram analisadas 5 concentracdes diferentes de
ARN total de NB4 (5 ng, 500 pg, 50 pg, 5 pg e 0,5 pg) diluidas em ARN total MV4-11,
numa quantidade total final constante de 200 ng, em 5 replicados por corrida e em 4
corridas diferentes. As amostras com 5 pg e 0,5 pg de ARN NB4 em ARN MV4-11 eram
demasiado baixas para dar resultados (figura 10).
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Figura 10: Gréficos de amplificagdo de 2,5 x 1072 (5 ng), 2,5 x 107 (0,5 ng) e 2,5 x 10 (0,05 ng) de
diluicdes de ARN total de NB4 em ARN total negativo MV4-11.

Dados analiticos

As tabelas 16-19 mostram as analises inter-ensaio com o ciclo de limiar médio (Cr), desvio
padrdo (SD), nimero de amostras (n), coeficiente de variacdo (CV), nimero médio de

cépias (CN) e nimero médio de copias normalizado (NCN).
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Tabela 16: Resultados de genotipagem segundo o célculo AACT para estudos néo clinicos
Andlise inter-ensaio e intra-ensaio — linhas de células PML-RARA e ABL

Analise inter-ensaio Analise intra-ensaio
Linha de
células Diluicho  Cr médio SD n CV (%) Min.CV  Max. CV
5ng 29,86 0,29 20 0,98 0,32 1,42
PML-RARA 0,5 ng 33,70 0,48 20 1,42 0,56 2,16
0,05 ng 37,03 0,37 18 1,01 1,07 2,03
ABL - 24,06 0,22 100 0,92 0,15 2,31
Tabela 17: Analise inter-ensaio — plasmideos
Gene Plasmideo Cr médio SD n CV (%)
F1 (10* copias) 35,95 0,29 8 0,79
F2 (102 copias) 32,25 0,59 8 1,84
PML-RARA F3 (102 copias) 28,71 0,55 8 1,90
F4 (105 copias) 22,14 0,49 7 2,23
F5 (108 copias) 18,64 0,72 8 3,84
C1 (108 copias) 28,85 0,76 7 2,62
ABL C2 (10* copias) 25,25 0,71 8 2,82
C3 (105 copias) 21,74 0,81 8 3,74
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Tabela 18: Andlise inter-ensaio — linhas de células PML-RARA bcrl e ABL (CN médio)

Linha de células Diluigao CN médio SD n CV (%)
(52n'§ /);égng) 583,95 149,19 20 25,55

PML-RARA bcrl (ngg);;gg ng) 44,98 12,25 20 27,23
(0’025'?15/12% 9 4,91 155 19 31,52

ABL - 35.171,47 22.448,3 99 63,83

Tabela 19: Analise inter-ensaio — linha de células PML-RARA bcrl (NCN médio)

Linha de células Diluicdo NCN* médio SD n CV (%)
2,5x 1072

(5 ng/200 ng) 271,4 150,00 20 55,56
2,5 x 10%

PML-RARA bcrl (0,5 ng/200 ng) 15,35 8,12 20 52,87
2,5 x 104

(0,05 ng/200 ng) 1,66 0,91 18 55,14

ABL = 35.171,47 22.448,3 99 63,83

PML-RARA bcrlen
* Apenas para estes resultados de estudo, o NCN é dado como T x 10 000.
CN

Estudos clinicos

Avaliagdo do desempenho realizada num ABI PRISM 7700 SDS, em combinag¢do com
reagentes listados em “Materiais necessarios, mas ndo fornecidos”, pagina 11. Estudos de
equivaléncia validaram a sua utilizacdo nos seguintes instrumentos: ABI PRISM 7000 e
7900HT SDS, LightCycler 1.2 e 480, RotorGene 3000 e SmartCycler.
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Um grupo de 26 laboratérios em 10 paises europeus, organizados numa acgao concertada
da EAC, usou plasmideos fornecidos pela ipsogen para estabelecer um protocolo
normalizado para a analise gPCR dos principais genes de fusdo associados a leucemia no
cenario clinico. O transcrito PML-RARA bcrl foi um dos genes de fusdo (GF) incluidos no
estudo. Apresentamos aqui um sumario deste estudo de validagdo; os resultados completos
foram publicados em 2003 (4, 5).

Reprodutibilidade interlaboratorial para os padrées de plasmideo GC e GF

Um total de 11 Ilaboratérios realizaram uma experiéncia de reprodutibilidade
interlaboratorial para avaliar a variabilidade na medicdo das diluicbes do padrdo de
plasmideo GC e GF. As diluigdes foram realizadas em duplicado em cada instalagcdo. A
tabela 20 indica os desvios médio e padrédo e o CV (%) para cada diluicéo.

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

Gene Diluicao Média Cr SD CV (%)
C1 29,26 0,69 2,31

Gene de controlo ABL Cc2 25,79 0,65 2,53
C3 22,40 0,61 2,70
F1 35,84 0,79 2,21
F2 32,47 0,49 1,50

Gene de fusdo PML-RARA bcrl F3 28,91 0,34 1,17
F4 21,82 0,30 1,40
F5 18,47 0,29 1,55
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Valores de expressédo da transcricdo do gene de fusdo PML-RARA bcrl

As tabelas 21 e 22 mostram os valores de expressdo da transcricdo do gene de fusdo PML-
RARA bcrl e de GC ABL, para a linha de células NB4, doentes com LPA durante o
diagnostico e doentes de controlo negativo.

Tabela 21: Resultados de genotipagem segundo o calculo AACT para estudos néo clinicos
Valores de expressédo da transcricdo do gene de fuséo (GF) PML-RARA bcrl e valores Cr do
gene de controlo (GC) ABL

Valores Cr (intervalo de 95%)

PML-RARA bcrl ABL
Linha de células NB4 24,7 23,7
Amostras de doentes com LPA
Medula 6ssea (n = 14) 25,6 (23,1-27,5) 24,5 (21,7-28,5)
Sangue periférico (n = 9) 25,7 (23,7-29,4) 24,6 (22,0-27,4)
Amostras de doentes negativos
Medula 6ssea (n = 26) - 25,35 (24,68-26,02)
Sangue periférico (n = 74) - 25,15 (24,83-25,48)

Os valores CT do ABL nao diferiram significativamente entre as amostras normais e
leucémicas, nem entre os tipos de amostra (PB ou BM) ou de amostras de leucemia de
pacientes diagnosticados com LPA.
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Tabela 22: Resultados de genotipagem segundo o calculo AACT para estudos néo clinicos
Valores de expressdo da transcri¢do do gene de fusdo (GF) PML-RARA bcrl e valores CN e
NCN do gene de controlo (GC) ABL

Valores NCN
(intervalo de
Valores CN (intervalo de 95%) 95%)
CN bcrl/
PML-RARA bcrl ABL CN ABL
Amostras de doentes
Medula 6ssea 5129 1538,7 0,30
(n=14) (1480-25.704) (133,2-46.781,28) (0,09-1,82)
Sangue periférico 3891 1400,76 0,36
(n=9) (475-14.454) (50,27-11.274) (0,11-0,78)
Amostras de doentes negativos
Medula 6ssea B 19.201 B
(n = 26) (12.922-25.480)
Sangue periférico B 21.136 B
(n=74) (17.834-24.437)

Taxas de falsos positivos e falsos negativos

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

1 Controlos positivos: Células NB4, uma linha de células bem conhecida pela sua
positividade para o gene de fusdo PML-RARA bcrl; amostras de doentes ja avaliadas
guanto a positividade PML-RARA bcrl

1 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
contaminacéo de PCR e controlos sem modelo (NTC) contendo agua em vez de ARN
humano
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A amplificacdo em amostras de ARN do gene de fusdo foi feita em triplicado e em
duplicado para o GC.

Foi definida 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: Resultados de genotipagem segundo o cdlculo AACT para estudos néo clinicos
Amostras falsas negativas e falsas positivas

Falsa negatividade Falsa positividade
103 10+ Controlo GF negativo NAC/NTC
0% (0/29) 0% (0/28) 11% (5/45) 5% (5/100)
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Simbolos

Os simbolos seguintes podem aparecer na embalagem e na rotulagem:

<N>

IVD
REF
LOT

GTIN

Contém reagentes suficientes para <N> reacGes

Prazo de validade

Dispositivo médico para diagnéstico in vitro

Numero de catalogo

Numero do lote

Ndmero do material (i.e., rotulagem do componente)

Numero de Artigo para Comércio Global

Limites de temperatura

Fabricante

Consulte as instrucdes de utilizagdo
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Histdrico de revisGes do documento

R5, Novembro de 2017 Foram adicionadas notas que referem que o Kit de
controlos ipsogen PML-RARA bcrl, cat. n.° 672091,
se destina a ser utilizado apenas para fins de
investigacao; foram corrigidos erros de datilografia
pouco importantes.
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Informacoes para encomenda

Produto Contetdo N.° de cat.
ipsogen PML-RARA bcrl Kit  Para 24 reag8es: Padrbes de gene de 672123
(24) controlo ABL, padrées de gene de fusédo PML-

RARA bcrl, primers e mistura de sondas ABL,
primers e mistura de sondas do gene de
fusdo PML-RARA bcrl

Rotor-Gene Q MDx — para analise PCR em tempo real validada para IVD
em aplicagdes clinicas

Rotor-Gene Q MDx 5plex Ciclador de PCR em tempo real e analisador 9002032
HRM Platform de alta resolucéo de melting com 5 canais

(verde, amarelo, laranja, vermelho, carmim)

mais canal HRM, computador portatil,

software, acessorios, 1 ano de garantia em

componentes e mao-de-obra técnica;

instalacdo e formacg&o néo incluidas.

Rotor-Gene Q MDx 5plex Ciclador de PCR em tempo real e analisador 9002033
HRM System de alta resolucéo de melting com 5 canais

(verde, amarelo, laranja, vermelho, carmim)

mais canal HRM, computador portatil,

software, acessorios, 1 ano de garantia em

componentes e mao-de-obra técnica;

instalacdo e formag&o incluidas.

ipsogen PML-RARA bcrl Controls Kit — para a validacé@o qualitativa da
extracdo do ARN e a transcri¢cdo reversa do gene de fusdo PML-RARA bcrl

ipsogen PML-RARA bcrl Linhas de células com expressdo negativa, 672091*
Controls Kit alta e positiva baixa do gene de fusdo PML-
RARA bcrl

* O kit de controlos ipsogen PML-RARA bcrl, n.° de cat. 672091, destina-se apenas a ser utilizado em investigagéo.
Nao se destina a ser utilizado em procedimentos de diagndstico. Nenhuma afirmacao ou declaragéo tem como
objetivo fornecer informagdes para diagnostico, prevencéo ou tratamento de uma doenga.
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Para informacgdes atualizadas sobre licenciamento e limitagBes de responsabilidade
especificas do produto, consulte o respetivo manual do kit QIAGEN ou do utilizador. Os
manuais do kit QIAGEN e do utilizador estdo disponiveis em www.qiagen.com ou podem

ser pedidos a Assisténcia Técnica ou ao distribuidor local da QIAGEN.
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Este produto destina-se & utilizagéio em diagnéstico /in vitro. Os produtos /psogen ndo podem ser revendidos, modificados para revenda ou usados para o

fabrico de prod iais sem a aprovag Xp! por escrito da QIAGEN.

A informagéo dop d pode ser alterada sem aviso prévio. A QIAGEN ndo assume de por is erros
i no pl d Consi este di como e rigoroso no momento da sua publicag8o. Em caso algum podera a

QIAGEN ser i d p por danos aci i peciai Itiplos ou lacionados com ou d da utili deste

documento.

( i que os prodi ipsogen p as especlflcagées dicadas. Caso os prod néo ap o p a (nica

da QIAGEN e a (nica p ¢éo do cliente limit: a ic&o dos prod de forma gratuita.

Marcas registadas: QIAGEN' ipsoger®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group); ABI PRISM®, Applied Biosystems®, FAM™, RNaseOUT™, SuperScript®, SYBR®,
TAMRA™ (Life Technol Corporation); Agilent®, Bi lyzer® (Agilent Technologies, Inc); Excel® (Mi ft Cor LightCycler®, TagMan® (Roche
Group); SmartCycler® (Cepheid).

Acordo de licenciamento limitado para o Kit ipsogen PML-RARA bcrl

A utilizagdo deste produto significa a aceitacéo, por parte de qualquer comprador ou utilizador do produto, dos seguintes termos:

1. O produto devera ser usado unicamente em conformidade com os protocolos fornecidos com o produto e com o presente manual e recorrendo a utilizagéo
exclusiva de componentes contidos no kit. Nos termos dos direitos de propriedade intelectual, a QIAGEN néo concede nenhuma licenga para usar ou incluir os
componentes englobados neste kit com qualquer componente n&o incluido neste kit, salvo conforme descrito nos protocolos fornecidos com o produto, no
presente manual, e em quaisquer protocolos adicionais disponiveis em www.giagen.com. Alguns dos referidos protocolos adicionais foram fornecidos por
utilizadores QIAGEN para utilizadores QIAGEN. Os referidos protocolos ndo foram testados de forma exaustiva ou otimizados pela QIAGEN. A QIAGEN néo
assegura nem garante que os referidos protocolos ndo infringem os direitos de terceiros.

2. A excecdo de licencas expressamente declaradas, a QIAGEN ndo emite qualquer garantia de que este kit e/ou a sua utilizagéo ou utilizagdes néo infrinjam os
direitos de terceiros.

3. Este kit e os seus componentes estéo licenciados para uma Unica utilizagdo e ndo podem ser reutilizados, renovados ou ser objeto de revenda.
4. A QIAGEN recusa especificamente qualquer outra licenca, 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 proibigdes deste Acordo de Licenga Limitada em qualquer tribunal e ira recuperar todos os seus custos
legais e de investigag&o, incluindo honorérios 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-1358-005 1108718 Nov-2017 © 2013-2017 QIAGEN, todos os direitos reservados.
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