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InstrugcBes de utilizagé@o de produtos Elucigene® CF Iberian Panel

Elucigene CF Iberian Panel

Utilizacao prevista

Para a deteccdo simultdnea das seguintes mutacbes do gene regulador da conductancia
transmembranar na fibrose cistica (Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator, CFTR)
responsaveis pela fibrose cistica em humanos em DNA extraido de sangue total (conservado em
EDTA):

NIZS]; dge De acordo com as orientacdes da HGVS * Intrdo/exao
cDNA name Protein name Intrdo/exao de Intrdo/exao
712-1G>T €.580-1G>T - Intrdo 5 Intrdo 5
H199Y c.595C>T p.His199Tvr Ex&o 6a Ex&o 6
P205S €.613C>T p.Pro205Ser Ex&o 6a Ex&o 6
V232D C.695T>A p.Val232Asp Ex&o 6a Ex&o 6
1609delCA €.1477 1478delCA p.GIn493ValfsX10 Ex&o 10 Exdo 11
1812-1G>A €.1680-1G>A - Intrdo 11 Intrdo 12
A561E c.1682C>A p.Ala561Glu Ex&o 12 Ex&0 13
2184insA €.2052 2053insA D.GIn685ThrfsX4 Ex&o 13 Ex&o 14
R709X €.2125C>T p.Ara709X Ex&80 13 Exdo 14
K710X C.2128A>T p.Lys710X Exdo 13 Ex&o 14
2869insG €.2737 2738insG D.Tvr913X Ex&o 15 Exdo 17
A1006E €.3017C>A p.Alal006Glu Exdo 17a Exdo 19

* with reference to — Mutation Nomenclature in Practice: Findings and Recommendations from the Cystic
Fibrosis External Quality Assessment Scheme. Berwouts S, Morris M, Girodon G, Schwarz M, Stuhrmann M and
Dequeker E. Human Mutation, Vol.00, No. 0, 1-7 (2011)

O Elucigene CF Iberian Panel consegue distinguir entre individuos que s&@o heterozigéticos e
homozigoéticos para todas as mutacdes e variantes acima.
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Resumo e explicacao

A fibrose cistica (CF) € a patologia autossomica recessiva limitante maiS comum entre a populagéo
caucasiana. A incidéncia da doenga é de 1:3200 nados-vivos nesta etnia (1). Na populacéo
caucasiana, a frequéncia de heterozigéticos é de aproximadamente 1:25.

A fibrose cistica afecta o epitélio de diversos 6érgaos, resultando numa doenca complexa e
multissistémica que envolve o pancreas exocrino, os intestinos, o aparelho respiratério, o aparelho
genital masculino, o sistema hepatobiliar e as glandulas sudoriparas exocrinas. A expressao da
doenca varia segundo a gravidade das mutacSes do CFTR (2), dos modificadores genéticos (3) e
dos factores ambientais (4). Esta gravidade varia desde morte no inicio da infancia em resultado de
doenca pulmonar obstrutiva progressiva com broncoectasia, até insuficiéncia pancredtica com
doenca pulmonar obstrutiva gradualmente progressiva durante a adolescéncia e aumento da
frequéncia de hospitalizacdes motivadas por doencas pulmonares no inicio da idade adulta e até
sinusite e bronquite recorrentes ou infertilidade masculina no inicio da idade adulta.

Habitualmente, o diagndstico de fibrose cistica é estabelecido em individuos com uma ou mais
caracteristicas fenotipicas de CF e dados de uma anomalia na funcdo do CFTR com base em um
dos seguintes aspectos: presenca de duas mutac¢des causadoras de doenca no gene CFTR ou dois
valores quantitativos anormais de cloro na iontoforese da transpiragdo estimulada pela pilocarpina
(>60 mEq/L) ou determinag¢fes da diferenca de potencial nasal transepitelial (NPD) caracteristicas de
CF. A taxa de detecgdo da mutacdo CFTR varia segundo o método analitico e a heranga étnica.
Em alguns individuos sintomaticos, apenas se detecta Uma OU nenhuma mutacdo causadora de

doenca; em alguns portadores, a mutagéo causadora de doenga nzo é detectavel.

As doencas relacionadas com o CFTR séo transmitidas de forma autossémica
recessiva. Irmaos de um probando com fibrose cistica ttm uma probabilidade de 25% de estarem
afectados, uma probabilidade de 50% de serem portadores assintomaticos, e uma probabilidade
de 25% de ndo serem afectados nem portadores. Os testes de genética molecular de mutacées
causadoras de doenca(s) no gene CFTR séo utilizados para a detec¢cdo de portadores em
programas de rastreio na populagéo. Existem testes pré-natais para gravidezes com maior risco de

sofrer anomalias relacionadas com o CFTR se forem conhecidas mutacdes causadoras de
doencga na familia.

Desde a descoberta do gene CFTR, em 1989 (5), foram descritas mais de 1700 mutacdes e
variantes do gene (6). Muitas destas mutagdes sado “privadas”, tendo sido descritas apenas num
doente e/ou familia. As analises de rotina de todas as mutacfes possiveis ndo sdo exequiveis nem
rentaveis, estando assim confinadas a andlise das muta¢gbes mais comuns. O Elucigene CF Iberian
Panel foi concebido para prolongar a cobertura do Elucigene CF-EU2v1, especificamente para
abordar as mutacdes mais comuns encontradas nas populacbes portuguesa e espanhola. O
Elucigene CF Iberian Panel identifica 12 mutagfes adicionais no total.
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Principios do procedimento

O método utilizado pelo Elucigene CF Iberian Panel utiliza uma tecnologia de sistema de mutacéo
refractaria a amplificagdo (Amplification Refractory Mutation System, ARMS) de fluorescéncia para
amplificacdo especifica de alelos, que detecta mutac@es, insercdes ou delecdes pontuais no DNA
(7). O principio do ARMS é que os oligonucledtidos com um residuo ndo correspondente na
extremidade 3’ ndo funcionam como iniciadores da reac¢do em cadeia da polimérase (PCR) em
condicdes especificas. A seleccdo de oligonucleétidos adequados permite a amplificacéo e deteccao
de sequéncias de DNA mutantes ou normais especificas. As sequéncias amplificadas (produtos de
amplificagdo) sdo separadas por electroforese de capilares utilizando um analisador genético da
Applied Biosystems. O software de andlise permite a identificacdo e a marcacdo dos produtos de
amplificacdo segundo o seu tamanho e a cor do corante.

O Elucigene CF Iberian Panel é um ensaio multifacetado que abrange uma reac¢do de PCR. Numa
mistura de uma Unica reaccdo, tanto os alelos mutantes como os de estirpe selvagem sédo
detectados para doze muta¢gBes dentro do gene CFTR. No ensaio CF Iberian Panel, os alelos
mutantes sdo visualizados como picos de produtos de amplificacdo azuis e os alelos de estirpe
selvagem s&o visualizados como picos de produtos de amplificacdo verdes. Os marcadores de
controlo interno da amplificagdo (ndo associados a fibrose cistica) que se encontram no CF-EU2v1
estdo também incluidos na mistura CF Iberian Panel. Estes séo visualizados sob a forma de picos de
produtos de amplificacdo vermelhos e sdo usados para monitorizar a eficiéncia da amplificacéo das
amostras e identificagdo de paciente auxiliar ao usar o CF Iberian Panel ao lado do ensaio Elucigene
CF-EU2v1.
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Adverténcias e precaucdes

1. O controlo de DNA fornecido com os kits foi analisado independentemente, tendo-se
verificado que é negativo para o virus da hepatite B (HBV), o virus da hepatite C (HCV) e o
virus da imunodeficiéncia humana (HIV) 1 e 2.

2. Ha& que ter cautela quando se manuseia material de origem humana. Todas as amostras
devem ser consideradas potencialmente infecciosas. Nenhum método de teste pode garantir
totalmente a auséncia de HBV, HCV, HIV ou de outros agentes infecciosos.

3. O manuseamento das amostras e dos componentes dos testes, a sua utilizacdo, o seu
armazenamento e a sua eliminacdo devem estar de acordo com os procedimentos definidos
pelas orientacdes ou regulamentos nacionais de seguranca bioldgica.

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

5. Se a caixa do kit estiver danificada, o conteldo podera estar danificado; ndo utilize o kit e
contacte 0 Apoio ao Cliente
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Simbolos utilizados nos rotulos

Os simbolos utilizados em todos os rétulos e embalagens estdo em conformidade com a norma
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Materiais fornecidos

Cada kit contém:

Elucigene CF Iberian Panel (TA) (cddigo da peca 450215): 1 x 120ul (25 testes), mistura de
iniciadores contendo iniciadores para amplificar os seguintes alelos mutantes e estirpe selvagem
A1006E, 1812-1G>A, A561E, 1069delCA, 2869insG, K710X, R709X, 2184insA, 712-1G>T, H199Y,
P205S e V232D. Esta mistura também contém primarios para a identificacdo de dois marcadores de
microssatélites (short-tandem repeat, STR) hipervariaveis

Mistura principal para PCR (TM) (cédigo da peca: 404480): 1 x ampola 400ul contendo DNA
polimerase HotStart Taq e trifosfatos de desoxinucleétidos em tampao.

Controlo DNA (DC) (codigo da peca 40448): 1 x ampola de 50 pl de controlo de DNA a 6 ng/l,
normal para as muta¢des detectadas pelo Elucigene CF Iberian Panel.

Preparagdo e armazenamento do kit

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

Armazene os componentes a -20 °C e em ambiente escuro. Os corantes fluorescentes usados neste
produto sdo fotossensiveis; minimize a exposi¢éo a luz.
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Materiais necessarios, mas nao fornecidos
Generalidades

Consumiveis de laboratério — luvas, tubos de microcentrifuga de tampa de rosca, ampolas para PCR
de 0,2 ml ou placas de microtitulacdo recomendadas pelo fabricante do termociclador utilizado;
pontas de pipeta.

Equipamento de laboratério — pipetas de precisédo (2 conjuntos: 1 para utilizar antes da amplificagédo
e 1 para depois da amplificacdo; preferencialmente pipetas de deslocamento positivo); vestuario de
proteccao, agitador vortex; microcentrifuga; centrifuga de placas de microtitulagédo de 96 pocos.

Amplificacdo por PCR

Termociclador onde caibam placas de microtitulacdo de 96 pocos ou ampolas de 0,2 ml, com
exactiddo minima da temperatura de +/-1 °C entre 33 °C e e 100 °C e uniformidade da temperatura
estitica de +/-1°C. O CF Iberian Panel foi validado e ficou demonstrado que desempenha
especificagéo nas seguintes plataformas de termociclador recomendadas:

Applied Biosystems GeneAmp 9700

Applied Biosystems Veriti Dx (em modo standard)

Applied Biosystems Veriti Dx (em modo de simula¢do 9700)
Applied Biosystems Proflex (em modo standard)

Nota: O equipamento do termociclador deve ser mantido regularmente obedecendo as instru¢des do
fabricante e calibrado de forma a garantir a exactidao dos ciclos de PCR e um desempenho ideal. O
ensaio Elucigene CF Iberian foi desenvolvido no termociclador Applied Biosystems Veriti (em modo
9700). Outras marcas e modelos deverdo ser cabalmente testados e avaliados pelo utilizador para
verificar se o seu desempenho é o ideal antes de os resultados relativos ao CF Iberian Panel serem
lancados.

Electroforese de capilares

Electroforese de capilares —polimero POP-7 (N.° Cat. ABI 4352759), 10x tampdo para analisador
genético (N.° Cat. ABI 402824) e formamida Hi-Di (ABI Cat No 4311320), padrdo de tamanho
GeneScan 600 LIZ (N.° Cat. ABI 4311320), padrdo de tamanho GeneScan 600v2 LIZ (N.° Cat. ABI
4408399), padrao de matriz multicapilares DS-33 (conjunto de corantes G5) (N.° Cat. ABI 4345833)

Applied Biosystems ABI 3130 e analisadores genéticos 3500 (com software GeneMapper), matriz de
capilares de 36 cm (matriz de capilares de 50 cm para analisador genético 3500), placas Opticas de
96 pocos, septos de 96 pogos, cassetes de 96 pocos.

Analise de dados

E necessario um dos seguintes pacotes de software de analise de dados: GeneMapper 3.7 (Applied
Biosystems Inc.) ou mais recente, ou GeneMarker 1.65 (SoftGenetics LLC) ou mais recente.
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Colheita e armazenamento de amostras

Efectuou-se a avaliagdo de amostras de DNA extraido de sangue total (EDTA) quanto a sua
compatibilidade com este teste.

Ha relatos de alguns casos em que dispositivos de colheita de amostras afectaram a integridade de
determinados analitos e podem interferir com as tecnologias de alguns métodos (8). Recomenda-se
gue cada utilizador zele para que o dispositivo escolhido seja utilizado de acordo com as instrucdes
do fabricante e que os dispositivos de colheita de amostras sejam compativeis com este teste.

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

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

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

Concentracdo de DNA

Utilizando as condi¢cbes de PCR e definicbes de injec¢cdo de amostras recomendadas (consulte a
nota na seccao de electroforese de capilares) indicadas nos médulos de execucdo de colunas de
capilares, tém sido repetidamente obtidos resultados aceitaveis com a quantidade de DNA de 15 ng.
Porém, resultados interpretaveis sao obtidos com uma quantidade de DNA de 5 ng a 30 ng.

A quantificagdo do DNA é muito importante, pelo que a concentracdo de cada amostra de DNA a
analisar deve ser determinada para garantir a obtencdo dos melhores resultados. S&o aceitaveis
técnicas como a fluorescéncia PicoGreen ou a absorvéncia de UV. Devido as variagdes entre as
técnicas de quantificacdo de DNA, o utilizador deve ter em consideracdo as seguintes orientagdes:

Quantidades de DNA de entrada muito elevadas aumentam a probabilidade de marcacgéo de picos de
fundo pelo software de analise. Podem ser tomadas as seguintes medidas para reduzir a
probabilidade de marcacgédo de picos de fundo.

e Dilua a amostra de DNA e volte a amplificar
e Reduza o tempo de injeccéo — consulte a seccéo de electroforese de capilares

e Aumente o limiar minimo de amplitude do pico

Quantidades baixas de DNA de entrada aumentam a probabilidade de os picos de diagnéstico serem
fracos e ndo serem marcados pelo software de analise. Podem ser tomadas as seguintes medidas
para aumentar o sinal.

e Aumente o tempo de injeccdo — consulte a seccdo de electroforese de capilares.

e Volte a extrair a amostra de gotas de sangue seco e elua hum volume reduzido (50ul) de
agua.
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Protocolo do ensaio

Procedimento de amplificacdo

Nota: para minimizar o risco de contaminacdo, as etapas 3 - 5 tém de ser realizadas numa area
isenta de DNA . Também devem ser realizadas etapas para evitar contaminagdo com produto

PCR.
1.

2.

Programe o termociclador para um ciclo de etapa Unica para activar o DNA polimerase a 94
°C, durante 20 minutos, ligado a um programa de ciclos de amplificacdo de 1 minuto a 94 °C
(desnaturacao), 2 minutos a 58 °C (hibridac&o) e 1 minuto a 72 °C (extensao) para 30 ciclos.
Este deve estar ligado a um ficheiro de tempo de atraso de 20 minutos a 72 °C (extens&o) no
ciclo final.

Enzyme Activation Cycling Final
Extension
94°C 24°C
20min. | 1 min. 72°C 73 o0
1 min. 20 min.
58 °C
Ambient 2 min.
Temperature
30 Cycles

E necessario incluir-se um controlo negativo (de agua) em cada execucéo de PCR. Pode
também ser considerado adequado incluir outros controlos, p. ex., controlos positivos
(controlo DNA fornecido).

Descongele a mistura de iniciadores e a mistura principal para PCR e centrifugue um pouco
para recolher o contetido do fundo das ampolas. Agite suavemente no vértex para misturar e
volte a centrifugar um pouco as ampolas. Prepare mistura de reaccdo suficiente para o
ndmero de amostras e controlos a testar (Tabela 1).

Nota: a mistura principal para PCR é viscosa e é necessario ter cuidado para assegurar que
se lida com os volumes correctos. Recomenda-se a adi¢cdo da mistura principal para PCR as
misturas de iniciadores previamente distribuidas para garantir que todo o liquido é distribuido
pela pipeta na mistura de iniciadores.

Nota: ndo utilize misturas nem componentes de lotes diferentes do kit CF Iberian
Panel.
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Tabela 1: Formulacdo da mistura de reaccéo

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

4. Pipete 10 pl de cada mistura de reaccéo para o fundo de ampolas ou placas para PCR de
0,2 ml devidamente rotuladas.

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

6. Centrifugue um pouco as ampolas até que todo o liquido esteja no fundo de cada ampola.

7. Coloque firmemente todas as ampolas no bloco do termociclador. Inicie o programa de
activagéo de 94°C, seguido do programa de amplifica¢&@o (ver passo 1).

8. Concluido o programa de amplificacdo, as amostras podem ser armazenadas durante a noite
a temperatura ambiente ou a 2 °C — 8 °C, durante 7 dias, até a analise por electroforese de
capilares.
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Electroforese de capilares

Recomenda-se que cada utilizador zele para que o dispositivo escolhido seja utilizado de acordo com
as instrugdes do fabricante e que os dispositivos de colheita de amostras sejam compativeis com
este teste. Neste contexto, os pardmetros principais sdo o polimero e a matriz de capilares. Podem
obter-se 0os melhores resultados nas seguintes condi¢des de electroforese de capilares num Genetic
Analyzer de ABI3130 ou ABI3500.

1. Combine 6,8 ul de padréo de tamanho com 250 ul de formamida Hi-Di e misture bem
(mistura suficiente para 16 pogos). Distribua 15 pl da mistura pelo Umero necessério de
pocos de uma placa 6ptica de 96 pocos.

2. Adicione 3 u de produto de PCR de amostra a mistura padréo (da etapa 1) ja distribuido na
placa e misture com a pipeta. Sele a placa.

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

4. Centrifugue a placa a 1000 g por 10 segundos, remova eventuais bolhas existentes nos
pocos e carregue para o analisador genético.

Nota: E essencial que pogos n&o utilizados (ou seja, pogos nos quais ndo esteja carregada uma
amostra de DNA) ainda estejam carregados com formamida Hi-Di para garantir que os capilares nao
secam.

As defini¢cbes de injecgéo de amostras podem ser modificadas consoante a quantidade de produto de
amplificacdo produzido durante a PCR, que pode variar devido a quantidade de DNA gendmico
inicialmente introduzida. Pode aplicar-se menos produto de amplificacdo a coluna para analise
reduzindo o tempo de injeccdo. Inversamente, pode aplicar-se mais produto de amplificacdo a
coluna para analise aumentando o tempo de injeccdo. Amostras previamente amplificadas podem
ser reinjectadas diversas vezes para reanalise.

Andlise de dados p6s-PCR

ANALISADOR GENETICO ABI3130

O CF Iberian Panel foi concebido para ser compativel com o produto Elucigene CFEU2v1. Como tal,
0 CF Iberian Panel pode ser realizado usando mddulos de execucdo e definicdes CFEU2v1.
Alternativamente, um modulo de execucdo separado CF Iberian pode ser criado pelo utilizador da
seguinte maneira.

Crie uma ficha de amostras usando o software de recolha de dados 3130 com as seguintes
definicbes:

* Nome da amostra: tem de ser 0 mesmo nome ou nimero especifico da amostra.
* Proprietario da execugao: seleccione ou proprietario padrao para o laboratorio.
* Protocolo de execugao: CF_lberian (contém médulo de execucdo 3130)*.

*Nota: € necessario criar um modulo de execucdo com detalhes das definicdes de instrumento e,
posteriormente, atribuir este a um protocolo de execucdo em que 0 conjunto de corantes G5 foi
seleccionado. Para mais informacg8es acerca da criacdo de mddulos de execucao, queira consultar o
manual de utilizacdo do instrumento.
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MODULO DE EXECUGCAO 3130
PARA POLIMERO POP7

Médulo de capilares de 36 cm: MFI

Crie 0 médulo execucéo de CF Iberian no Module Manager (gestor de médulos do software) do
software de recolha de dados 3130. Certifiqgue-se de que sdo seleccionadas as seguintes
caracteristicas:

. Tipo: Regular

. Template (Modelo): FragmentAnalysis36_POP7

. Insira as definicbes descritas na tabela abaixo:
# Nome do parametro Valor Gama
1 Oven Temperature 60 int 18...65 °C
2 Poly_Fill_Vol. 6500 6500...38000 etapas
3 Current Stability 5,0 int 0...2000 uA
4 PreRun_Voltage 15.0 0...15 kvolts
5 Pre_Run_Time 180 1...1000 s
6 Injection_Voltage 3,0 1...15 kvolts
7 Injection_Time 12.0 1...600 s
8 Voltage_Number_Of_Step 20 1...100 nk
9 Voltage_Step_Interval 15 1...60s
10 Data_Delay_Time 60 1...3600 s
11 Run_Voltage 15.0 0...15 kvolts
12 Run_Time 1200 300...14000 s

Nota: O ‘“tempo de execugdo” necessario varia consoante a temperatura ambiente do local onde o
analisador genético esta instalado. Para mais informagdes acerca da criagdo de modulos de
execucao, queira consultar o Manual de utilizacdo do analisador genético 3130 da Applied
Biosystems.

Crie o protocolo para CF Iberian Panel no Protocol Manager (gestor de protocolos) e assegure-se de
gue selecciona as seguintes caracteristicas:

. Tipo: Regular
. Run Module (Médulo de execucao): CF_Iberian (ver modulo de execugdo acima)
. Conjunto de corantes: G5

Para executar as amostras, crie uma ficha de amostras utilizando o Plate Manager (gestor de placas)
e assegure-se de que foi seleccionado o protocolo correcto para o protocolo do instrumento (ver

acima).

Nota: Para mais informac8es acerca da configuracdo, operacéo e resolucdo de problemas do
instrumento, queira consultar o Manual de utilizagao do analisador genético 3130 da Applied
Biosystems.
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ANALISADOR GENETICO ABI3500

Precisa de ser criado um Instrument Protocol que possa entdo ser usado para o CF Iberian Panel e o

CF-EU2v1.

Crie o Instrument Protocol (protocolo do instrumento) através da biblioteca de protocolos do

instrumento 3500.

Certifique-se de que sdo seleccionadas as seguintes caracteristicas:
* Run Module (Médulo de execucao): FragmentAnalysis50 POP7

* Insira as definigbes descritas na imagem abaixo:

E Edit Instrument Protocol CFEU2

Setup an Instrument Protocol

Application Type: |Fragment v Capillary Length: |50 ¥ |cm Polymer: |POP7 ~
Dye Set: |G5 v

Instrument Protocol Properties

* Run Module: IFragmentAnaIysisS(l_POW v

* Protocol Name:  CFEU2

Description:
Oven Temperature (°C): 60 Run Voltage (kVolts): 19.5 PreRun Voltage (kVolts): 15 Injection Voltage (kVolts): 3
Run Time (sec): 1200 PreRun Time {sec): 180 Injection Time {(sec.): 12 Data Delay {sec.): 1

» Advanced Options

Close

-

Para executar as amostras, crie uma placa de amostras clicando em Create Plate from Template
(criar placa a partir de modelo) no Dashboard (painel) e assegure-se de que foi atribuido o protocolo

do instrumento correcto.
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Andlise e interpretacdo de resultados
Interpretacédo geral dos resultados

Os produtos de PCR sé&o observados como um sistema marcado de cinco corantes, usando o
conjunto de filtros G5. O conjunto de filtros G5 detecta os fragmentos marcados 6-FAM (azul), VIC
(verde), NED (amarelo) e PET (vermelho) mais o marcador de padrdo de tamanho com LIZ (laranja)
numa electroforese e no programa GeneMapper ou GeneMarker.

Nota importante: diferentes combinacgdes de instrumento, polimero e padrdo de tamanho podem
fazer com que o "size calling” varie ligeiramente. Durante a validacéo do kit, os utilizadores deveréo
verificar se as definices padrao de "bin" resultam em marcacéo de picos precisa e, caso necessario,
ajusta-las. Em caso de dificuldades, entre em contacto com a Assisténcia Técnica
(techsupport@elucigene.com).
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Guia de analise geral para o CF Iberian Panel

No CF lberian Panel, tanto os primarios especificos mutantes como a estirpe selvagem sao
combinados na mesma mistura. A presenca de uma mutacdo CF é identificada pela presenca de um
pico azul e a presenca de um alelo de estirpe selvagem (normal) é identificada pela presenca de um
pico verde.

Os individuos que sejam portadores de uma cOpia mutante e uma copia de estirpe selvagem
(heterozig6tico) de um alelo especifico mostrardo um pico azul e um verde para esse alelo.

Os individuos que sejam portadores de copias mutantes de um alelo especifico (mutante
homozig6tico) mostrardo um Gnico pico azul para esse alelo.

Os individuos que sejam portadores de duas cépias de estirpe selvagem de um alelo especifico
(estirpe selvagem homozig6tica) mostrarao um Unico pico verde para esse alelo.

Sao incluidos marcadores STR hipervariaveis (vermelhos) nesta mistura. Estes marcadores STR
sdo os mesmos que os incluidos nas misturas CF-EU2v1 A e B, o que possibilita a comparacao entre
amostras de pacientes com o CF lberian Panel e as misturas CF-EU2v1 A e B. Isto ajuda a reduzir o
potencial para confusdo de amostras porque um perfil de STR diferente em qualquer das trés
misturas indica isso mesmo. A auséncia destes marcadores STR indica que a amostra falhou. A
presenca de marcadores STR com RFU muito baixas indica uma amostra fraca, que deve ser
analisada com cautela.

Marcadores detectados

A tabela que se segue resume 0s marcadores detectados pela mistura CF Iberian Panel. Os
marcadores sdo indicados por intervalo de tamanhos do produto de PCR observado.

Marcadores detectados

Marcador Produto bp Tamanho
(N.° Pico) LHireietolel Intervalo (dados
3130/POPT)

01 A1006E 145-154

02 1812-1G>A 175-182.5

03 A561E 183-191

04 1609delCA 198-213

05 2869insG 228-233

06 K710X 261-268

07 R709X 270-277

08 2184insA 332-338

09 712-1G>T 383-395

10 H199Y 400-408

11 P205S 415-423

12 V232D 496-505

Nota: Os tamanhos dos marcadores podem variar consoante o aparelho e o polimero utilizados.
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Exemplos de interpretacao

Resultado normal

Num resultado normal, todos os alelos detectados sdo homozigoticos estirpe selvagem, o que é
indicado pela presenga de picos verdes Unicos marcados para todos os 12 marcadores. Os
marcadores STR ndo devem ser marcados e o tamanho/padrdo do marcador deve estar de acordo
com o tamanho/padrédo do marcador das misturas CF-EU2v1 A e B para uma dada amostra. Abaixo
encontra-se um exemplo de um resultado normal.

a0

2000

Ll )

B_aseiz wls_1somaica wr)
ERCERENG] s o esT o

Mutacgéo heterozig6tica

O exemplo abaixo indicada um heterozigético 1812-1G>A. O alelo mutante 1812-1G>A ¢é indicado
pelo pico azul marcado a esquerda do alelo A1006E de estirpe selvagem (pico verde marcado). Em
gualquer caso, os picos (azuis) mutantes devem ser localizados a esquerda da estirpe selvagem
(verde).

@m0
a0

350
20

210

0
1600

1) | 1]

%

[L_a1006E T [3_ASEIEWTl4_16098eICA WT]  [5_2869insG W] 6 k7108 W, /6_2164ixs W] B nz16 T W) [11_P20ss wr| 12_v232D W]
E18121G 4 bt [_E709% WT 0_H1957 WT]
18121 4 wr]

Heterozigdtico composto

O exemplo abaixo apresenta um resultado de um heterozigético composto para as muta¢des P205S
e V232D. Os alelos mutantes P205S e V232D sao indicados pelos picos azuis marcados a esquerda
dos respectivos picos de alelos de estirpe selvagem (pico verde marcado).

1 M J\ | Y !

L_AlDOSE WT| |3_ASE1E WT|4_1605dICA WT| |5_286%insG WT [E_K710X WT| [B_2184insd WT| @ _712-1G_T WT| 1L_P2055 bhut| 12_¥232D Mut|
E_Ie1Z16 A WT) F_Ra09% T
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InsercBes e delecbes

Devido a natureza do desenho do Elucigene CF lberian Panel, a presenga de insergées ou delecdes
entre dois iniciadores opostos resulta em variacbes do tamanho da totalidade dos produtos de
amplificagdo produzidos entre estes dois iniciadores. Por conseguinte, além das 12 mutagbes
detectadas pelo Elucigene CF Iberian Panel, quaisquer inser¢cdes e dele¢cdes no interior das
sequéncias alvo amplificadas podem ser detectadas através da variacdo do tamanho esperado do
produto de amplificacdo dos picos de estirpe selvagem (verde). Estes foram descritos na Tabela de
insercOes e delegBes, disponivel a partir da pagina da Elucigene:

http://www.elucigene.com/product-category/cystic-fibrosis/

2347delG é um exemplo de uma delecdo detectada pelo ensaio Elucigene CF-EU2v1, que tem
impacto sobre os picos (verdes) de estirpe selvagem do ex&o 14 do perfil do ensaio CF Iberian, como
demonstrado em seguida:

2347delG

S&o0 observados dois picos com 1 bp de intervalo para a estirpe selvagem (verde) pico 6 (K710X),
pico 7 (R709X) e pico 8 (2184insA) num heterozig6tico individual para a mutagéo 2347delG (ver pefrfil
abaixo). A presenca da mutacdo 2347delG serd confirmada se usar o ensaio CF-EU2v1 (indicado
como o pico azul na posicdo 16, na mistura A de CF-EU2v1).

[5_218dimea | 12_vzzzpwr|

b_712-16_T Wl [11_p20ss wrT]

10_H1997 WT]

Outras observacdes
Interacc&o H199Y e P205S

Verificou-se que a mutagdo P205S interfere parcialmente com a amplificacdo da sequéncia de
iniciadores de estirpe selvagem H199Y. A altura reduzida da estirpe selvagem pico 10 (H199Y) pode
ser observada num heterozig6tico individual para a mutagdo P205S.
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Reactividade cruzada

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

A avaliacdo de mutacdes e polimorfismos conhecidos do gene CFTR revelou os seguintes efeitos
nos resultados do Elucigene CF Iberian Panel:

2184delA

O primario mutante 2184insA ira detectar a mutacdo 2184delA. As mutacdes 2184insA e 2184delA
podem ser distinguidas com base na diferenca de tamanho do produto de amplificacdo de 2 bp. A
distincdo entre estas mutac@es é apresentada nos diagramas A e B, em baixo:

A) B)

2184delA
Mutant Peak

L

g_2184insd Mint 2_2154msd WT
g_218dmsd WT

A) O produto de amplificagdo mutante 2184insA é do mesmo tamanho que o produto de
amplificagcdo de estirpe selvagem e é apresentado como um pico azul marcado, sobrepondo
significativamente o pico de estirpe selvagem, como mostrado em cima.

B) O produto de amplificagdo mutante 2184delA é 2 bp mais pequeno do que o produto de
amplificacdo de estirpe selvagem e € apresentado como um pico azul ndo marcado, o que
nao é incluido na gama do "bin" do painel 2184insA.
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2183AA>G

O iniciador de estirpe selvagem 2184insA nao amplificara os alelos que contiverem a mutacao
2183AA>G, traduzindo-se no desaparecimento do pico 2184insA de estirpe selvagem. O exemplo
abaixo mostra o pico de estirpe selvagem 2184insA de meia intensidade, na presenca de um
heterozigético 2183AA>G.

w 0 350 280 430

l | )

6_K710E WT %_2184insh WT [@_712-16_T wT| [11_P203s wT|
7_RI09K WT

Nota: Na presenca de um homozigético 2183AA>G, espera-se que o pico de estirpe selvagem
2184insA desapareca completamente devido a auséncia de amplificacdo de qualquer dos alelos. Se
isto ocorrer, recomenda-se a realizagéo de estudos de seguimento para testar a presenca de
2183AA>G.

As mutacdes que se seguem, que ndo foram verificadas quanto a uma eventual reactividade cruzada
por ndo estarem disponiveis amostras relevantes, podem interferir com o funcionamento do teste:
G194R, G194V, H199R, H199Q, P205R, L233F, Q493X, Q493P, Q493R, 1612delTT, R560S,
1813insC, R709Q, 2868G>A, S912L, S912X, 11005R. A lista ndo é exclusiva nem completa.
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Guia de andlise do software do GeneMapper

Introducéo

A seccdo que se segue descreve 0s procedimentos para analise de amostra dos resultados do
Elucigene CF-Iberian Panel usando pacotes de software Applied Biosystems GeneMapper (versao
3.7 ou mais recente). Nota: os screenshots deste documento foram tirados do GeneMapper v5.

Processo de analise

O processo para andlise de amostras foi resumido no diagrama abaixo:

Executar amostras amplificadas no
Genetic Analyzer

Abrir o software GeneMapper

Adicionar ficheiros FSA de amostras
para projecto

Seleccionar o método de analise
adequado, o painel e o padréao de

Executar anéalise da amostra

Guardar o projecto GeneMapper

Seleccionar amostra e abrir a janela
do grafico

Rever dados de tracado e gendétipo

Registar genétipos de amostras

Imprimir tragcados de amostras do
Elucigene CF Iberian Panel
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Importar as definic6es para analise do CF Iberian Panel GeneMapper

Antes da primeira utilizacéo do kit, € necessario importar as definicdes do CF Iberian Panel para
GeneMapper. O processo é controlado através da interface GeneMapper Manager. As definicdes
do GeneMapper do CF Iberian Panel estédo disponiveis na pagina da Elucigene:

http://www.elucigene.com/product-category/cystic-fibrosis/

1. Abra o GeneMapper Manager clicando no icone (Figura 1).

Figura 1: Abrir o GeneMapper Manager

File Edit Analysis View Tools Help

COH | W BEEU|EEE » @ | ek

""" 4By Project : Samples | | |GeneMapper Manager|

Status | Sample File Sample Marne

1 |

2

3

4

5

3]

7

8

9

10
4|

2. Seleccione o separador Analysis Methods e depois cligue no botdo de importagédo (Figura
2).

Figura 2: Interface do GeneMapper Manager

'E GeneMapper Manager ﬂ‘
[ Cluster Plot Settings | Matiices | Size Standards SNPSets | ReportSettings |
| projects | AralysisMiethods | [ Tablesettngs |  Plotsetngs |
Hame Last Saved Cwner Tnstrument A
CF 1B 2014-07-08 12:44:03.0 |gm EY
CFELZ FAM bg 20120123 14:40:58.0 oM B
Q5TR Analysis Settings 350([2011-11-03 12:15:02.0 |gm 3500 i
Q5TR Analysis Settings 313([2011-11-03 12:10:17.0 |gm 3130 (g
Primer QC Analysis 2009-11-13 10:55:18.0 |gm 3130 i
CF4w2 Analysis Method 2009-10-27 09:08:51.0 |gm Eill
QSTR Analysis V02 2005-12-09 00:23:06.0 |gm 3730 i
CFELZ 3500 Z010-05-07 09:06:10.0 |gm B
Q5TR 3500 rormalisation  [2010-04-21 09:10:58.0 |gm 3500 i
CFELZ_3130 low size Z011-09-08 12:46:45.0 |gm <
CFELIZ_3130 Analysis Methe [2008-07-26 12:52:32.0 |gm EY
Q5TR Analysis 3500 20111103 12:26:44.0 |gm 3500 W
4| (1} | *
Open... Save As... Export... Delete
L )
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3. Navegue para e importe o0 método de analise do CF Iberian Panel (3130 ou 3500) (Figura 3).

Figura 3: Importar métodos de andlise

e Import Analysis Method @
Lookin: | | Supparting Files from Web = |‘j<
T o Official QSTR report templates
’;59 J Old report templates - CF2EU_3100_gmasCIOl || THF03_g
Recent [tems || anan000_gmas002 || CF2EU_3130_gmas001 || THFO3_PI
|| anan000_gmps002[1] || CF2EU_3500_gmas001 | THFO3_PI
|| anan000_gmps003 || CF2EU_gmsz001
! | anan000_gmsz002 || CRZEU_gmts001
Desktop | anan000_gmts002 || CF2EU_Plot_PT-off001
|| anan003_gupfl02 || CF2EU_Plot_PT-on001
= || anan013_gupfl01 || CF_EU2_POPG
| || anan018_gupfl01 | CF_EU2_POPT
My Documents ||| anan021_gupfl02 || cfcf00d_gmasi3
|| anan0pl_gupfl04 || cfcf00d_gmps003
P L || ananlxy_gupfl03 || cfcfl04_gmsz001
b || anan500_gusz001 || cfcf00d_gmisD0z2
Computer || ananG00_gusz001 | THF03_gmas001
4| I k
b=
‘._L; File name: CF Iberian Panel Analysis Method.xml
Network  Fies of type:  [xML Files (=.xm) -

4. Repita 0 processo, seleccionando o separador adequado e importando o ficheiro
correspondente para:
o Defini¢cBes de tabela
o Definicbes de grafico

e Padrao de tamanho

Nota: as definicdes de tabela, as definicbes de grafico e o padrdao de tamanho sdo as mesmas
que as usadas no CF-EU2v1. Os operadores que actualmente usem o CF-EU2v1 podem aplicar
estas definicdes sem importar.
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Importar o bin do produto CF Iberian e os ficheiros do painel para o Panel Manager

Antes da primeira utilizacdo do kit, € necessario importar o bin do produto CF Iberian e os ficheiros
do painel para o GeneMapper. Este processo é controlado através da interface Panel Manager.

O bin e os ficheiros do painel do GeneMapper do CF Iberian estdo disponiveis na pagina da
Elucigene:

http://www.elucigene.com/product-category/cystic-fibrosis/

1. Abra o Panel Manager Program clicando no icone .

2. Clique em Panel Manager, na janela de navegacdo da esquerda. O Panel Manager
aparecera agora realcado a azul.

3. Seleccione File/lmport Panels. Navegue para e importe o painel do GeneMapper CF
Iberian GeneMapper Panel File.txt (Figura 4).

4. O ficheiro do painel sera agora apresentado na janela de navegacéo da esquerda. Clique no
ficheiro do painel, garantindo que esta realgado a azul.

5. Seleccione File/lmport Bin Set. Navegue para e importe o ficheiro do bin GeneMapper
CF Iberian GeneMapper Bin File.txt (Figura 5).

6. Clique em Apply e em OK para aplicar.

Figura 4: Importar o ficheiro do painel CF Iberian

E Panel Manager

File Edit Bins View
GX | o8 H | B = |snse:|Em ML ERE BEEEGS
E-{A%_,Panel Manager\ Kit Mare Kit Type | Comment
=2 lj)CF Iberian Panel 1 |F Iberian Panel || sMaPshat|nane
@CFﬂIberian Panel (Bets 5T reflex Microsate nong
-+ [ IMFI reflex
3 |CF k. B
- [CDCF UK v
ST M & |QSTH Import Panels . Ié]
- D2 5 |cF4 Loak in: Supporting Files from Web N fj"
- CCFEU2 = |CFE
- Do 7 |oaT - || anan500_gusz001 || CF2EU_gmbf0i
"g%ﬁ” = T =i | anan600_gusz001 || CF2EU_gmpfo
) Devyser CFTR Core (Ov)f |3 |TRP RecentItems  |L CF Iberian Panel Analysis Method || CF2EU_grmsz0
- [CycFEUL | CFlberian Panel_Bin File || CF2EU_gmts0i
¥ 10 |Dev
- [C)QSTRMFT | CFlberian Panel_CF IBN_bins || CF2EU_Plot_P1
. EHCF Dberian 11 | P [ | ¥8 CF Iberian Panel_Panel File CF2EU_Plot_P1
k ]
- [E3)CF Ivacaftor Panel 12 | Q5T Desktop ¥ CFIberian_CFIBN bins || CFav2_cFav2
13 |CF I | CFlberian_Panels | CF4v2_Panels
< m | » | |14 |CFL - | CFIvacaftor Panel_CF hvacaftor_bins || CF_EU2_POP&
Y
AT  ; | CF Ivacaftor Panel_Panels || CF_EU2_POPT
- g Refer Sampl
dapReference Samples My Documents ||| CF UK_CF UK_bins [ cfcfood_gma
| CFUK_Panels || cfcf004_gmbfi]
"L | CF2EU_3100_gmas001 | cfcf004_gmpf(]
b — | CF2EU_3130_gmas001 || cfcf004_gmp
Computer | CF2EU_3500_gmas001 || cfcf004_grsz()
L] | m 3
= 3
@ e [Crewrmepmenien
Network Files of type: (Al Fles v -Can(.e\
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Figura 5: Importar o ficheiro do bin CF Iberian

E Panel Manager

File Edit Bins View
X | OE | W™ | enser[cr JiiTE R EEEEEEN
=8 Panel Manager |Panel Name [Comment
=[5 CF Iberian Pane] CF Iberian
I2)CF Iherian Panel (Betd
~|[CHMFI reflex
~CACF UK [ ;
I rt Bin Set
o ™= fmport &n =
ChcFaw2 . " - .
Look in: g Files from web
BeFeUz | 1. supportng -| BctEE
Nl anan300_gusz001 CF2EU_gmbfd
T 1| g =] g
'"%SRS‘;TL =5 | anan00_gusz0al | CF2EU_gmpfo
- ) Devyser CFTR Core (Ov,f RecentTtems | < Iberian Panel Analysis Method || CF2EU_gmsz0
- CFEUVL || CF2EU_gmts0
IC2QSTR-MFL . | "CFIberian Panel_CF IBM_bins || CF2EU_Plot_P1
I3 CF Therian - || CFIberian Panel_Panel File | CF2EU_Plot_P1
I CF Ivacaftor Panel Desktop | CFlberian_CF IBN_bins | CFév2_CFhv2
| CFlberian_Panels || CF4v2_Panels
4 m b F || CF Ivacaftor Panel_CF Ivacaftor_bins || CF_EU2_POPG
3 CF Ivacaftor Panel_Panels CF_EU2_POPT
- ghuRefe 5 J = = L | CF_EUZ
dEyReference Samples My Documents || CF UK_CF UK_bins ] cfcfo0d_gmast
| CFUK_Panels || cfcf004_gmbfl
’ || CF2EU_3100_gmas001 | cfcf00d_gmpfl
&k! || CF2EU_3130_gmas001 || cfcfooa_gmpst
Computer || CF2EU_3500_gmas001 || cfcf004_gmszl
4 L 3
@-: File name: |CF Iberian Panel_Bin File, et | [ Import ]
ST Files of type: [ALI Files v] [ Cancel ]
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Importar os ficheiros de dados néo tratados do CF Iberian Panel para 0 GeneMapper

1. Abra o ficheiro do programa GeneMapper.

2. Clique em L para adicionar ficheiros de dados a um novo projecto. Navegue para o local
onde os ficheiros de dados néo tratados .fsa estdo guardados, realce os ficheiros de dados
adequados e clique no botdo Add to List>> para adicionar.

3. A pasta de execucdo aparecera agora na janela Samples to Add. Um duplo clique no icone
da pasta de execucdo nesta janela mostrara cada ficheiros .fsa a importar. AS amostras sao

entdo adicionadas clicando em no fundo do ecra. Os ficheiros de dados apareceréo
agora ecra principal do GeneMapper (Figura 6)

Figura 6: Amostras foram adicionadas a lista e estdo prontas para ser adicionadas ao projecto.

File Edit Analysis View Tools Help

ol |§ | B W | MEE | > @ | rebesetns: | [QsTR Table settngs vo2 [ AR W=k
aBProject samples | 1

Status |Sample File [Sample Name — [Sample 1D Comments |Sample Type [SFN_|Analysis Method Fanel Size Standard Makrix [SHP 5et Run Name
E [
2 [
I [

™= Add Samples to Project = T
Edit View L
[ Files | G Database Samples To Add: [

~|| Bl Run_AB3130A_2014-03-15_15-10_0020 L

Run_AB31304_2014-04-10_08-20_0032 i@ AD1_Run_AB31304_2014-03-18_15-10_0020_2014-03-13.fsa [

Run_AB3130A_2014-04-14_14-24_0033 S @ A02_Run_AB3130A_2014-03-18_15-10_0020_2014-03-19.fsa

Run_AB3130A_2014-04-14_14-24_0034 - ® BO1 Run_AB3130A_2014-03-15_15-10_0020_2014-03-19.fsa ]

Run_AB3130A_2014-04-14_14-24_0035 # B02_Run_AB3130A_2014-03-19_15-10_0020_2014-03-19.fsa

Run_AB3130A_2014-04-14_14-24_0036 # C01_Run_AB3130A_2014-03-19_15-10_0020_2014-03-19.fsa

Run_AB31304_2014-04-14_14-24 0037 i@ C02_Run_AB3130A_2014-03-19_15-10_0020_2014-03-13.sa

Run_AB31304_2014-04-14_14-24 0033 i@ DO1_Run_AB3130A_2014-03-19_15-10_0020_2014-03-19.fsa

Run_AB31304_2014-04-15_08-00_0033 + @ D02 Run_AB31304_2014-03-19_15-10_0020_2014-03-19.fsa

Run_AB3130A_2014-04-15_15-50_0043 - ® E02_Run_AB3130A_2014-03-13_15-10_0020_2014-03-19.fsa

Run_AB3130A_2014-04-17_08-58_0048 = - ® F02_Run_AB3130A_2014-03-19_15-10_0020_2014-03-19.fsa

Run_AB3130A_2014-04-17_08-58_0043 # G02_Run_AB3130A_2014-03-19_15-10_0020_2014-03-19.fsa

Run_AB31304_2014-04-17_08-58_0050 i@ HO2_Run_AB3130A_2014-03-19_15-10_0020_2014-03-19.fsa

Run_AB31304_2014-04-17_08-58_0051
Run_AB31304_2014-04-17_08-58_0052
Run_AB31304_2014-04-17_16-13 0057
Run_AB31304_2014-04-17_16-13_0058
Run_AB31304_2014-04-17_16-13_0059
Run_AB31304_2014-04-17_16-13_0060

Run_AB31304

m

2014-04-23_10-45_0067 L4
Run_AB31304_2014-06-10_15-50_0100
Run_AB31304_2014-06-13_15-16_0102
Run_AB31304_2014-06-16_12-46_0103
Run_AB31304_2014-06-17_10-38_0105
Run_AB31304_2014-06-17_16-06_0106
Run_AB31304_2014-06-18_09-12_0107

Run_AB31304_2014-06-19_17-33_0110
Run_AB31304_2014-06-20_12-27_0111
Run_AB31304_2014-06-20_15-57_0112
Run_AB31304_2014-06-20_15-57_0113
Run_AB31304_2014-06-20_15-57_0114
Run_AB31304_2014-06-23_12-09_0115
Run_AB31304_2014-06-23_14-33_0116
Run_AB31304_2014-06-23_16-28_0117
Run_AB31304_2014-06-24_14-53_0118
Run_AB31304_2014-06-24_14-53_0119

Run_AB31304_2014-06-25_13-54_0120

Run_AB31304_2014-06-25_13-54_0121 -

e ras | [ Asatrmaie ) [ conem
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Andlise e determinacdo do genétipo de ficheiros de dados néo tratados do CF Iberian
Panel importado

1. Na principal janela GeneMapper, seleccione as CFEU2 Table Settings da forma
apresentada (Figura 7).

Figura 7: Selec¢do das definicdes da tabela

File Edit Analysis View Tools Help

Y IR ENMEEEE Y e J@| e | De

= gy Project Samples | Genctypesl AFLP Default -
. F-US Table Settings i

[ChRun_AB31303_2014-05 [status [sampie File [sampia < ple Typs | SFH_[Analysi G
CF4 Table Settings E

O T R 2 = et sectngs T

2 frag_D0Z_AD4.fsa ECRl CFEU2 Table Settings ple NA [CFEUZ_3130 Analys|C

3 frag_003_B03 fsa 2p  |CPHT table settings ple MA  |CFEUZ_2120 Analz|C

n frag_004_B04 fsa 2 [Ear R spec table ple NA | CFEUZ_3130 Analys|C
KR.AS SPEC TABLE -

3 fran NN& T3 f=a A T ANl Ha CFFEI2 31300 Anahes T

2. Na janela principal do GeneMapper, seleccione a primeira célula no Analysis Method e
seleccione 0 método de andlise adequado a partir do menu pendente: Método de anélise do
CF Iberian Panel (3130 ou 3500).

3. Repita este processo para o Panel, seleccionando o CF Iberian Panel e, da mesma forma
para o Size Standard , seleccionando CFEU?2 size standard a partir dos menus pendentes.

4. Clique em > para iniciar a analise da amostra. Atribua um nome de projecto quando tal for
solicitado.
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Rever dados de tracado e gendtipo do CF Iberian Panel

1. Seleccione a amostra para analise (realce a linha da amostra).

2. Clique em para Display Plot (mostrar o grafico).

3. Use o0 menu pendente para seleccionar as definigcées de grafico CF-EU2v1 certas (Figura 8).
Nota: se analisar os dados do CF Iberian Panel lado a lado com os dados do CF-EU2v1,

vera que o CF Iberian Panel é compativel com as definicbes de CFEU2v1 Plot PT-on
(ligado) e CFEU2v1 Plot PT-off (desligado).

Figura 8: Use o menu pendente para seleccionar as definicées de grafico CFEU2

i Samples Plot

File Edit View Tools Alleles Help

Plot Setting: ;E‘.FB..IZ Flot FT-on v; @ | Fanes: :2 v:

@D+ |

Sample File

ple Name FPane

4. Ajanela do grafico apresentara dados de tragados de amostras (Figura 9).

5. Recomenda-se que a janela do grafico tenha Single click editing activado. Para o

fazer, seleccione Alelos/set click editing e certifigue-se de que esta opcdo esta
seleccionada.

Figura 9: Janela do gréafico da amostra do CF Iberian Panel apresentando dados de tracados
marcados

L]

Z

| |

_A1006E W] 4 16033ICA W) 5 2565 6 &gz wT, [e_2184ish W) 7216 T Wl 11 P2055 W 1272320 W]

:
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Modificar o ficheiro de pardmetros de analise

Pode ser necessario modificar as gamas de analise Analysis Ranges nas definicdes de método de
andlise do CF Iberian Panel para responder pelas suas condicfes de execucdo. A gama de andlise

minima ir4 depende do capilar e polimero usados durante a recolha de dados.

Para visualizar as actuais definicbes de analise:

1.

2.

Figura 10: Gamas de analise

Abra o GeneMapper Manager clicando no icone .

Clique no CF Iberian Panel Analysis Method. A fila abrir-se-& realgada.

Cligue no bot&o Open pra abrir e seleccione o Peak Detector (Figura 10).

-
Analysis Method Editor - SNaPShot®

s

)

| General I allele |§F'Eﬂk Detector | Peak Quality | Quality Flags|

Peak Detection Algorithm: :Aduanced

Start Size:|0
Stop Size: |.000

Start Pt:) 1500
Stop Pt: 9000

~Smoothing and Baselining

Smoothing (7)) None

() Light

@ Heavy
Baseline Window: 51 pts

Ranges
._Qnalysis ~ Sizing
_Parh’al Range - All Sizes -

~Size Calling Method
(7) 2nd Order Least Squares
() 3rd Order Least Squares
() Cubic Spline Interpolation
(@ Local Southern Method
) Global Southern Method

~ d
Peak Detection
Peak Amplitude Thresholds:

B: 100 R: |30

G: |50 p: 0

¥: [100 O: |5
Min. Peak Half Width: |2 pis
Polynomial Degree: 3
Peak Window Size: 15 pts
Slope Threshold

Peak Start: 0.0

Peak End: 0.0

Size Standard Mormalization

|| Enable Mormalization

Mote: For 35XX series
data collection
naormalization only.

Factory Defaults
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Seleccione o separador Analysis Methods. O ficheiro importado do CF Iberian Panel sera
listado como CF Iberian Panel Analysis Method.
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Para encontrar a gama de analise certa para o seu laboratério:

1. A partir da janela principal do GeneMapper, faca duplo clique na pasta de execucdo
importada para ver a lista de ficheiros .fsa que contém.

InstrugcBes de utilizagé@o de produtos Elucigene® CF Iberian Panel

2. Seleccione um ficheiro .fsa.

3. Clique no separador Raw data apresentara o electroforograma de dados nao tratados.

4. Usando o pico LIZ GS600v2 de 100 bp (laranja) como guia, decida-se por um ponto de

dados aproximadamente 100 pontos de dados mais pequeno (Figura 11).

5. Garanta que a gama de andlise maxima abrange o maior pico do padrédo de tamanho (600 bp

para GS600LIZv2).

6. Introduza os novos valores no ficheiro de analise (acedendo da forma descrita em cima).

Figura 11: Encontrar a gama minima usando os dados néo tratados da amostra

- gBaProject
C9Run_AB31308_2014-05]
frag_001_AD3.fsa
frag_002_An4.fea
frag_003_B03.fea
frag_004_B04.fsa
frag_005_C03.fsa
frag_006_C04.fsa
frag_007_D03.fsa
frag_008_D04.fsa
frag_009_E03.fsa
fea

frag_016_H04.fsa
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Guia de anélise do GeneMarker

Introducéo

A seccdo que se segue descreve 0s procedimentos para analise de amostra dos resultados do
Elucigene CF-lberian Panel usando o pacote de software SoftGenetics GeneMarker (versdo 1.95 ou
mais recente). Nota: os screenshots deste documento séo tirados do GeneMarker v 2.6.3.

Processo de analise

O processo para andlise de amostras foi resumido no diagrama abaixo:

Executar amostras amplificadas no
Genetic Analyzer

Abrir o software GeneMarker

Adicionar ficheiros FSA de amostras
para proiecto

Seleccionar definicdes CF Iberian
Panel relevantes e confirmar

Executar analise da amostra

4

Seleccionar a aplicagéo:
ARMS/anéalise comparativa

Seleccionar impresséao

Seleccionar pré-visualizacéo
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Adicionar ficheiros de amostras ao GeneMarker

Abra o ficheiro de programa GeneMarker e, quando solicitado, seleccione Open Data. A caixa
Open Data Files surgira.

Cligue no botdo Add. Abre-se a caixa de didlogo Open. Navegue para o directorio que contiver
ficheiros de dados néo tratados;

1. Seleccione todos os ficheiros com CTRL+A ou use as teclas CTRL e/ou SHIFT para
seleccionar amostras individuais.

2. Clique no botéo Open (abrir) da caixa de didlogo com o mesmo nome. Os ficheiros
seleccionados surgirdo listados no campo Data File List (Figura 12).

Figura 12: Amostras adicionadas & lista Data File.

Drata File List:

E:h A0 _Run_AB313048_2014-10-16_16-19_0285_2014-10-16.fza Cdd T e
B B0 _Run_AB31304_2014-10-16_16-159_0285_2014-10-16.fza R )
B\ ACOT_Run_AB31304_2014-10-16_16-19_0285_2014-10-16.fza
Femove
Remowve All

Add Falder. ..

Drefault

ﬁEhannels... [ Auto-Elewvate Ok | Cancel |

3. Clique no botdo OK da caixa de dialogo Open Data Files e as amostras serdo carregadas
para o GeneMarker. O software abrir4 automaticamente a janela Raw Data Analysis (Figura
13).

CFIBNBYPT 001 Jun-2015 Péag. 32 of 42



InstrugcBes de utilizagé@o de produtos Elucigene® CF Iberian Panel

Figura 13: Janela de anélise de dados néo tratados
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Importar as definicbes de painel para o GeneMarker do CF Iberian Panel

Antes da primeira utilizacéo do kit, € necessario importar o ficheiro do painel CF Iberian para o
GeneMarker. Este processo é controlado através da interface do Panel Editor.

O ficheiro do painel para o0 GeneMarker do CF Iberian Panel estao disponiveis na pagina da
Elucigene:
http://www.elucigene.com/product-category/cystic-fibrosis/

1. Abra Panel Editor a partir do menu pendente Tools (Figura 14).

Figura 14: Seleccao do editor do painel

S0l_Fie_3E51 36014 10151
EN RSB0 015 T
T ST AL T

3 Ew me mC EG A% AFC LA TR TR 109 230 340 IEG

473 48N 40 LW ST LG ANE BEN AN EJC LAT0 4NE AHD
7. 823030 207 1016 1618 TeE

v 1w s aw

wl J_ lﬁﬁd ol

-
|

o s o e i in ey

RN AR N

2. Seleccione Import Panels a partir do menu pendente File (Figura 15)
Figura 15: Importar painéis

File] Tools Help

[ Create New Panel ' Y A=~ ¥ Help
X Delete Cumrent Panel/Marker AFLEParel

& Save Changes Ctrl+S Bluel

[B) Save Changes with Signal Info 50 100 150 200 . Izs.c. — .:U.:. :E‘: . 4:10 450 500 .

Save As New Panel

&
Impart Pre-defined Panels
Import ABI Panels
Import MRC Holland Panels
Export Panel

Eat
1 [# microsal_panel

511
Mouse X7
-G Samples
B A0T_Run 4831308 2014 | e [Dve [ Marker [size [ LeftRange| Right Range [ Allele Name | Contiol | Distance/kb [ Chiomosome Positon | Recombination Fieguenc: ~ |
B 601 Fun ABT1706 2014 LB Blel ®E 04 04 E3 0 000 1
B COV_RunAB31305 2ms. [2_|Bke | Blust /I 04 04 7 0 [ili] 1.00
-7 - 3 Blue Bluel 78 04 04 3 o 000 1.00 I
4 | &he Bluel 416 04 04 42 0 000 100
5 |Ble | Bluel a8z 04 04 FE] 0 [ili] 1.00
[E_|he Blue! 452 04 12 &5 0 000 100
[7 | &he Bluel 470 04 08 7 0 000 100
e Blue Bluel 494 04 0E 49 o 000 1.00
ERED Blue! 521 i 10 52 0 000 100
10 |Be | Bluel 55 04 04 5 0 00 1.00
ENET Blust 554 [ 04 55 ] 000 .00
[12_] e Blus! 57.9 04 04 58 0 000 100
13 | Bhe Bluel 599 10 10 B0 0 000 .00
{14 | Blue Blust 517 10 07 ] ] 000 .00 -
= »
[Panel Name]: AFLPPanel
[Ploidy]: 2
v

3. Navegue para o painel CF Iberian Panel GeneMarker Panel File.xml e importe-o.

4. Repita o processo da forma que for necesséria para outros ficheiros de painéis relevantes.
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Importar as definicbes de padrdo de tamanho para o GeneMarker do CF Iberian Panel

Antes da primeira utilizacéo do kit, € necessario importar o ficheiro de padrédo de tamanho adequado
para o GeneMarker. Este processo é controlado através da interface do Size Template Editor.

O ficheiro do padrao de tamanho para o GeneMarker do CF Iberian Panel esta disponivel na pagina
da Elucigene:
http://www.elucigene.com/product-category/cystic-fibrosis/

5. Para o ficheiro do padréo de tamanho, abra Size Template Editor a partir do menu pendente
Tools.

6. Seleccione Size Standard a partir do menu pendente File.

7. Navegue para o ficheiro de padrao de tamanho do CF Iberian Panel CF Iberian Panel
GeneMarker Size Standard.xml e importe-o.

Dados de processamento

Depois de os ficheiros dos dados nédo tratados terem sido carregados para o GeneMarker, estardo
prontos para ser processados. A etapa de processamento inclui a aplicagdo de uma norma de
dimensionamento, a filtragem de picos ruidosos e a compara¢do com um painel alélico conhecido, se
assim pretendido.

O GeneMarker combina todas estas etapas numa ferramenta simples, chamada Run Wizard (Figura

16). Para aceder ao Run Wizard, basta clicar no icone de Run Project, na barra de ferramentas
principal.

Run Wizard — criar um modelo de execucgao

E necessario criar um modelo de execuc&o da primeira vez que este software é usado para analisar
os dados do CF Iberian Panel. Isso é feito através do Run Wizard;

1. Para aceder ao Run Wizard, basta clicar no icone de Run Project, na barra de
ferramentas principal.

2. Atribua um nome ao modelo (Template Name), p. ex., CF Iberian

3. Seleccione o painel (Panel), o padréo de tamanho (Size Standard), a cor do padrao
(Standard Colour) e o tipo de analise (Analysis Type), como apresentado na Figura 16, em
baixo.

4. Cligue em Save para guardar o modelo para andlises futuras.

5. Clique em Next para continuar.
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Figura 16: Run Wizard — Janela de selec¢cdo de modelo

Run Wizard 22
Template Selection
Set the template of the project
{* Select an existing template or create one
“ AFLP - Template Mame: |I2F Iberian
4 BHS—H_PM Panel |CF_Iberian =] UL =
“ CF Iberian =
A FragileX Sizs Standard: [CFEUZ Size Standard | L]
4 LOH
. . . ) Standard Colar: |Drange ﬂ
4 Microsatellite_Dinucleoti
ﬂ MLPA Analysis Type: |Fragment [Arimal] ﬂ
.j wmn W™ ~
1| 1] [ »
Save | > Delete |
i~ Usze lazst template E
| Mest »> Cancel |
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Run Wizard — Processo de dados

A janela Data Process do Run Wizard permite que utilizador seleccione os parametros de filtragem

do pico.

1. Seleccione as definicdes de andlise adequadas na janela Data Process, da forma
apresentada na figura em baixo (Figura 17).

2. Cligue em Next para continuar.

Nota: A definicdo da gama de analise dentro do arco de analise de dados néo tratados variara,
dependendo do polimero usado durante a recolha de dados. O operador deve seleccionar um valor
de pontuacgéo de uma data de inicio, que inclua o pico do padréo de tamanho de 60 bp.

Figura 17: Run Wizard — Janela de processo de dados

Fun Wizard

Set data process options

Faw Data Analysis

v Auto Fange [frame) 1A
i - BO000 &
v Smooth [~ Enhanced Smooth

| Peak Saturation |v Bazeline Subtraction
[~ Enhanced Baseline Subtraction

I Pull-up Comrection  [w Spike Remowval

Size Call

Load Default Save Default

Data Process - Fragment {Animal) Analysis

f* Local Southemn 7 Cubic Spline [ Large Size

Allele Call
v Auto Range [bpz]

[100 = [1000 4
Peak Detection Threshold:
ik Intenzity: m kax [ntensity: Im
Percentage » m Global Max
Local Region & » ﬂ Local bMax

Iv Stutter Peak Filter [%) v Plug-a Filker

Left: |30 | Right |40 =

LCancel

<< Back |

Nota: para dados 3500, aumente a Min. Intensity (intensidade minima) para 150
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Run Wizard — Definicdes adicionais

N&o sdo necessérias definigdes adicionais (Figura 18).

1. Clique em OK para continuar.

Figura 18: Run Wizard — Additional Settings (Definicdes adicionais)

( Run Wizard @1

Additional Settings - Fragment (Animal) Analysis

Set additional options related to the different analysis type

Allelic Ladder: |MOME |

Allele Evaluation
Peak Score:

Reject < 10,00 Check 2000 < Pass

I il

<< Back LCancel

Caixa de processamento de dados

Depois de clicar em OK na caixa de definicées adicionais do Run Wizard, surge a caixa de
processamento de dados (Figura 19). Os dados ndo tratados sdo processados e dimensionados e,
depois, os parametros de filtragem e o painel seleccionado séo aplicados.

1. Clique em OK, na caixa de processamento de dados, quando a analise for concluida.

Figura 19: Caixa de processamento de dados

Events:

Checking options. ..

Processing Samples. ..
A01_Run_AB31304_2014-10-18_16-19_0285_2014-10-18. fsa. . . Completed.
EO1_Run_AB31304_2014-10-18_16-19_0285_2014-10-18. fsa. . . Completed.
C01_Frr_ AB31304_2014-10-16_16-18_0285_2014-10-16. £za. . . Completed,
Checking Calibration. ..

3 zamplesz processed.

Analy=is Time: 0. 40s
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Janela de andlise principal

A janela de analise principal (Figura 20) do GeneMarker tem um layout facil de usar. Este layout
incluir:

A lista de ficheiros de amostra - apresentada do lado esquerdo da janela.
A imagem de gel sintético - apresentada no topo da janela.
Electroforograma de dados - por baixo da imagem do gel.

Uma tabela de relatérios (Report) - apresentada a direita da janela.

Nesta janela, é importante verificar se todos os picos adequados em cada perfil foram considerados
correctamente. Faca clique com o botao direito em cada amostra, por sua vez, na arvore de ficheiros
de amostras do lado esquerdo do ecra. Faca clique com o botao direito em qualquer pico em
guestao e escolha a partir das op¢@es na caixa de dialogo, p. ex., edite ou elimine o alelo, confirme
ou retire a confirmacao, consoante o adequado.

Figura 20: Janela de analise principal
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Pré-visualizacdo do relatério do GeneMarker

Clique em Preview para pré-visualizar o relatério do GeneMarker (Figura 21). A partir desta janela, o
operador consegue rever e imprimir os dados de pico de cada amostra, fornecendo um relatério de
amostra simples, de uma ou duas paginas.

Figura 21: GeneMarker Report (relatério do GeneMarker)

SoftGenetics Allele Report 6/30/2015 1:50-21 PM
GeneMarker V2.6.3 Page 1
Allele Report: SoftGe netics
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O relatério do GeneMarker inclui as seguintes funcionalidades:

e Cabecalho do relatério: contém informacdes sobre a analise, o projecto, a amostra e 0s
parametros.

e Electroforograma: Tal como a janela de analise da trissomia, apresenta todas as cores dos
corantes do tragado da amostra.
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Caracteristicas do desempenho

Realizou-se o teste ocultado de 35 amostras de DNA (extraidas de sangue total) com o Elucigene CF
Iberian Panel. Todas as amostras testadas deram resultados interpretaveis. Desses resultados, 16
eram normais, 1 era heterozig6tico para A1006E, 2 eram heterozigéticos para 1812-1G>A, 1 era
heterozigético para A561E, 2 eram heterozigéticos para 1609delCA, 3 eram heterozigoticos para
2869insG, 2 eram heterozigéticos para K710X, 1 era heterozigotico para R709X, 1 era heterozigético
2184insA, 2 eram heterozig6ticos para 712-1G>T, 1 era heterozigdtico para H199Y, 1 era um
heterozigético composto para P205S e V232D, e 1 era heterozigético para V232D. Um heterozigotico
2184delA foi testado e identificado correctamente pelo marcador 2184insA. Todos os resultados
mostraram 100% de especificidade e sensibilidade, com resultados anteriormente obtidos por um
método alternativo estabelecido.

Limitacdes do procedimento

1. Os resultados obtidos com este ou com qualquer outro teste de diagnostico devem ser
utiizados e interpretados apenas no contexto do quadro clinico global. A Elucigene
Diagnostics ndo é responsavel por quaisquer decisdes clinicas que sejam tomadas.

2. A auséncia de detec¢do de mutacdes por este kit ndo constitui garantia de que nédo estejam
presentes outras mutacdes do gene CFTR. E possivel a existéncia de outras muta¢gfes nédo
detectadas por este Kkit.

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

O utilizador deste kit deve salientar estes aspectos quando reporta os resultados ao médico que
efectua o diagnéstico/responsavel pelo aconselhamento genético.

Exoneracéo de responsabilidade

Os resultados deste e de outros ensaios de diagnéstico devem ser interpretados em conjunto com
outros dados laboratoriais e clinicos de que o médico disponha.

Estes reagentes Elucigene sao fornecidos para fins de diagnéstico in vitro.
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ELUCIGENE is a trademark of Delta Diagnostics (UK) Ltd.

ARMS é uma marca comercial registada da AstraZeneca UK Ltd. QIAAMP é uma marca comercial
registada da Qiagen GmbH. PICOGREEN é uma marca comercial registada da Molecular Probes
Inc. GENEMARKERé uma marca comercial registada da Softgenetics Corporation. GENEMAPPER,
NED, VIC, PET, POP-7, LIZ e HI-DI sdo marcas registadas da Life Technologies Corporation

AVISO AO COMPRADOR: LICENCA LIMITADA

Os polinucletticos marcados com corantes VIC, NED e PET e/ou a sua utilizagdo podem estar
abrangidos por uma ou mais patentes detidas pela Life Technologies Corp. O preco de aquisicédo
deste produto inclui os direitos limitados e ndo transmissiveis ao abrigo de determinadas
reivindicacbes de certas patentes detidas pela Life Technologies Corp., para a utilizagdo pelo
comprador apenas desta quantidade do produto e exclusivamente em actividades de detec¢do de
alvo(s) no dominio do diagnostico humano. N&o sao transmitidos outros direitos. Podem obter-se
mais informacg8es acerca da aquisicao de licengas relacionadas com os corantes atras mencionados
contactando o Director de Licenciamento, outlicensing@lifetech.com.

Copyright © 2015 Delta Diagnostics (UK) Ltd.
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