AFFYMETRIX Folheto

™ ®
M ..I I Fe ormativo

Affymetrix®

Kit de Reagentes N

para Determinacao C€
do Perfil Genético

901286

Kit para Sintese
e Marcacao de Transcriptos

Uso indicado
Para uso em diagndstico in vitro

Os Reagentes para Determinacdo do Perfil Genético Affymetrix® destinam-se
a preparacdo de RNA alvo complementar marcado, a partir de RNA total
purificado proveniente de espécimes de tecido clinico, fresco ou congelado, para
hibridacao de microarrays Affymetrix GeneChip® e para a medicdo dos sinais
de fluorescéncia do RNA alvo marcado, utilizando o Affymetrix GeneChip®
Microarray Instrumentation System (Sistema para instrumentacao de microarrays).

Destina-se a ser utilizado com ensaios para microarray Affymetrix GeneChip
aprovado pela FDA separadamente, que especifique a indicacdo de Reagentes
para Determinacdo do Perfil Genético Affymetrix.

Resumo

O Kit para Sintese e Marcacao de Transcriptos foi especificamente optimizado
para produzir alvos de RNA complementar amplificados e biotinilados (cRNA)
destinados a hibridacao em arrays, para analise da expressao. O DNA molde para
a reaccao de TIV é, tipicamente, um cDNA de cadeia dupla contendo uma
sequéncia de promotores de RNA Polimerase. Em experiéncias de marcacao
de alvos, a sequéncia de promotores é incorporada no modelo do cDNA
utilizando um primer Oligo(dt)-Promotor na reaccao de transcricdo inversa inicial.
E possivel obter-se modelo de cDNA suficiente através de protocolos (descritos
no Guia do Utilizador dos Reagentes para Determinacdo do Perfil Genético
Affymetrix) realizados a partir de materiais iniciais de elevada qualidade.
O andlogo de nucledtido marcado é incorporado de forma eficiente no alvo
de cRNA durante a reaccdo de marcacao da transcricao in vitro mediada pela
RNA polimerase como reagente pseudo-uridina. Os alvos de cRNA biotinilados
sao entdo purificados, fragmentados e hibridados em arrays de expressao.

Componentes do kit
O certificado de anélise esta disponivel no site da Affymetrix.

Componente P/N Volume Armazenamento

Kit A para sintese e marcacao de transcriptos P/N 901293

Tampao para sintese da 12 cadeia 901287 128 pl 2a8°C
(1¢t Strand Synthesis Buffer)

Tampao para sintese da 22 cadeia 901288 576 ul 2a8°C
(2n Strand Synthesis Buffer)

Tampao para transcri¢do in-vitro 901291 704 pl 2a8°C
(In-Vitro Transcription Buffer)

Granulos magnéticos 901290 3456 pl 2a8°C
(Magnetic Beads)

Tampao para lavagem de granulos 901289 5400 pl 2a8°C
(Beads Wash Buffer)

Agua sem nucleases 901292 1648 pl 2a8°C

(Nuclease-free Water)

Componente P/N Volume Armazenamento

Kit B para sintese e marcacao de transcriptos P/N 901298

Mistura de enzimas para sintese 901294 32 pl -15a-30°C
da 12 cadeia

(1% Strand Synthesis Enzyme Mix)

Mistura de enzimas para sintese 901295 64 pl -15a-30°C
da 2° cadeia

(2n Strand Synthesis Enzyme Mix)

Mistura de enzima para transcricito 901296 192 pl -15a-30°C
in-vitro

(In-Vitro Transcription Enzyme Mix)

Marcador de RNA 901297 64 l
(RNA Label)

-15a-30°C

Outros Reagentes para Determinacao do Perfil Genético nao
fornecidos com este kit

Componente P/N
Kit para Controlo do RNA 901285
Kit A, B e C para Deteccao de Transcriptos 901299

Adverténcias e precaucoes

1. Para uso em diagndstico in vitro.

2. Evite a contaminacdo microbiana, que pode causar resultados errados.

3. Todos os espécimes e materiais biolégicos com os quais entrem em contacto
devem ser manuseados como materiais passiveis de transmitir infeccao
e eliminados com os cuidados adequados, em conformidade com a legislacao
nacional e local em vigor. Este procedimento inclui o cumprimento
da norma OSHA relativa a padrdo de patdgenos transmitidos pelo
sangue (Bloodborne Pathogens Standard [29 CFR 1910.1030]) para sangue
e outros materiais potencialmente infecciosos abrangidos por esta lei.
Nunca pipetar com a boca. Evite o contacto dos espécimes com a pele
e membranas mucosas.

4. Adopte os cuidados padrdo durante a obtencdo, manuseamento
e eliminacdo de reagentes potencialmente cancerigenos.

5. Proceda com cuidado para evitar a contaminacdo cruzada de amostras
durante todos os passos deste procedimento, em virtude de esta situacao
poder originar resultados errados.

6. Sempre que possivel, utilize luvas sem pd para minimizar a introducao
de particulas de pé em amostras ou materiais do kit.

7. Uma vez aberto, este produto permanece estavel durante 20 dias quando
armazenado a temperatura recomendada.

8. Foi determinado que o desempenho do kit ndo foi afectado até ao quarto
ciclo de congelacao-descongelacéo.

Informacgao sobre seguranca

As folhas de seguranca de materiais (MSDS) estdo disponiveis em
www.affymetrix.com. Se o produto for um kit ou incluir mais de um material,
consulte a MSDS relativa a cada componente para obter informacdes sobre
0s riscos.

IndicacGes de instabilidade ou deterioracao

Inspeccione as embalagens a chegada. Se o rétulo de seguranca se encontrar
aberto nas perfuracdes, nao utilize o contelido da embalagem. Para assisténcia
ao cliente ou assisténcia técnica, contacte a Affymetrix.

Procedimentos de trabalho

Procedimento 1: Preparacdo da reac¢do de sintese da 1?2 cadeia
de cDNA

Nota: Misture o tampéo para sintese da 12 cadeia e a mistura de enzima para
sintese da 12 cadeia antes de utilizar, submetendo a um vortex suave seguido
de breve centrifugacao.

1. Prepare a mistura-mae de 12 Cadeia a temperatura ambiente, conforme
descrito no Quadro 1.0. Prepare mais 15% de mistura-mée de 12 Cadeia,
para garantir um volume suficiente para todos os pocos. Misture submetendo
a um vortex suave seguido de breve centrifugacao.
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Quadro 1.0: Preparacao da mistura-mae de 1° cadeia

Reagente Volume/Reac¢do
Tampao para sintese da 12 cadeia 4l

(1¢t Strand Synthesis Buffer)

Mistura de enzimas para sintese da 1% cadeia 1 pl

(1°t Strand Synthesis Enzyme Mix)

Controlo Poly-A 1l

(Poly-A Control)!

1. O controlo Poly-A tem de ser diluido antes de ser utilizado nesta mistura-méae. Consulte
as instrucoes enviadas com o kit de controlo Poly-A. Em alternativa, pode encontrar
instrugoes pormenorizadas no Manual de Ensaios para Determinacao do Perfil Genético
Affymetrix, que esta disponivel em www.affymetrix.com.

Transfira 6 pl de mistura-mae de 12 cadeia (temperatura ambiente), para
0s pocos apropriados da placa de 96 pocos colocada num suporte
de pléastico. Elimine o que sobrar da mistura-mae de 12 cadeia.

Adicione 4 pl das amostras de RNA total (total de 100 ng a 1 000 ng/rxn) aos
pocos adequados da placa de 96 pocos, pipetando suavemente, para cima
e para baixo, 3 vezes, para misturar.

Cubra a placa com folha adesiva de aluminio e sele os topos com um rolo.

Centrifugue a 370 x g, durante um maximo de 10 segundos, a temperatura
ambiente, para colher a solucdo do fundo dos pocos.

Retire a placa da centrifuga e transfira para um termociclador, programado
para 42 °C durante 2 horas, 4 °C durante 10 minutos e 4 °C para manter,
para a reaccao de sintese da 12 cadeia. Cubra a placa com uma almofada
de compressao antes de fechar a tampa aquecida.

Retire a placa apds a conclusdo da incubacdo a 42 °C, nos 10 minutos
seguintes a incubacdo, a 4 °C, e centrifugue a placa a 370 x g, durante
um maximo de 10 segundos, a temperatura ambiente, para colher a solucdo
do fundo dos pocos. Retire a placa da centrifugadora e mantenha
a temperatura ambiente.

Continue imediatamente com a preparacdo da reaccdo de sintese da
22 cadeia de cDNA.

vk

Procedimento 2: Preparacdo da reaccdo de sintese da 22 cadeia
de cDNA

Nota: Misture o tampéo para sintese da 22 cadeia e a mistura de enzima para

sintese da 27 cadeia antes de utilizar, submetendo a um voértex suave seguido
de breve centrifugacao.

1. Prepare a mistura-mae de 22 cadeia num tubo de 1,5 ml sem nuclease,
a temperatura ambiente, conforme descrito no Quadro 2.0. Prepare
mais 10% de mistura-mae de 22 cadeia , para garantir um volume suficiente
para todos os pogos. Misture submetendo a um vértex suave seguido
de breve centrifugacao.

Quadro 2.0: Preparacado da mistura-mae de 22 cadeia
Reagente Volume/Reac¢ao
Tampao para sintese da 2° cadeia 18 ul
(27 Strand Synthesis Buffer)
Mistura de enzimas para sintese da 2% cadeia 2 l
(27 Strand Synthesis Enzyme Mix)

2. Retire cuidadosamente a folha de adesiva de aluminio da placa que esta
colocada no suporte de plastico.

3. Transfira 20 pl de mistura-mée de 22 cadeia para a parede lateral dos pocos
adequados da placa de 96 pocos, a temperatura ambiente.

4. Cubra a placa com folha adesiva de aluminio e sele a parte superior com
um rolo. Elimine o que sobrar da mistura-mae de 22 cadeia.

5. Centrifugue a 370 x g, durante um méaximo de 10 segundos, a temperatura
ambiente, para colher a solucdo do fundo dos pocos.

6. Retire a placa da centrifugadora e transfira para um termociclador,

programado para 16 °C durante 1 hora, 4 °C durante 10 minutos
e mantenha a 4 °C para a reaccao de sintese da 22 cadeia.

Importante: Nao cubra a placa com a tampa aquecida durante a incubacdo
al16°C.

7. Retire a placa ap6s a conclusdo da incubacdo a 16 °C; nos 10 minutos
seguintes a incubacdo a 4 °C and e centrifugue a placa a 370 x g,
durante um méaximo de 10 segundos, a temperatura ambiente, para colher
a solucdo do fundo dos pocos. Retire a placa da centrifugadora e mantenha

a temperatura ambiente.
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8. Continue imediatamente com a preparacdo da reaccdo de transcricao
in-vitro.

Procedimento 3: Preparacdo da reac¢do de transcri¢ao in-vitro (TIV)

Nota: Misture o tampao para transcricao in-vitro, a mistura para enzima
de transcricao in-vitro e o marcador de RNA antes de utilizar, submetendo
a ligeiro vortex seguido de breve centrifugacéo.

1. Prepare a mistura-mae para TIV a temperatura ambiente, conforme descrito
no Quadro 3.0. Prepare mais 10% de mistura-mae para TIV, para garantir
um volume suficiente para todos os pocos. Misture submetendo a um vortex

suave seguido de breve centrifugacao.

Quadro 3.0: Preparacao da mistura-méae para TIV

Reagente Volume/Reac¢ao

Tampao para transcricdo in-vitro 22 ul
(In-Vitro Transcription Buffer)

Marcador de RNA (RNA Label) 2 ul

Mistura de enzima para transcricao in-vitro 6
(In-Vitro Transcription Enzyme Mix)

Retire cuidadosamente a folha adesiva de aluminio da placa que esta
colocada no suporte de plastico.

Transfira 30 pl de mistura-mae para TIV para a parede lateral dos pocos
adequados da placa de 96 pogos contendo os 30 pl de reaccao da 2? cadeia.
Cubra a placa com folha adesiva de aluminio e sele os topos com um rolo.
Centrifugue a 370 x g, durante um maximo de 10 segundos, a temperatura
ambiente, para colher a solucdo do fundo dos pogos.

Retire a placa da centrifuga e transfira para um termociclador programado
para 40 °C durante 16 horas*, 4 °C para manter a reaccao de TIV. Cubra
a placa com uma almofada de compressao antes de fechar a tampa aquecida.

*Tempo de incubacdo optimizado para 100 ng de RNA total, comercialmente
disponivel, extraido de células Ela. O tempo deve ser ajustado com base na identidade,
qualidade e quantidade inicial de RNA total utilizando no teste.

Retire a placa apés 40 °C de incubacdo (quando o visor do termociclador
indicar uma temperatura de 4 °C), centrifugue a placa a 370 x g, durante
um maximo de 10 segundos, a temperatura ambiente, para colher a solucéo
do fundo dos pocos. Retire a placa da centrifuga e mantenha a temperatura
ambiente. Prossiga com a purificagdo do cRNA.

Procedimento 4: Purificagdo do cRNA a partir da reaccdo de
transcricdo in-vitro (TIV)

Importante: Antes de iniciar a purificacdo, transfira a 4gua sem nuclease para
um tubo de 1,5 ml. Aqueca a 4gua sem nuclease a 60 °C, durante pelo menos
10 minutos, no bloco de calor, deixando a 4gua sem nuclease a 60 °C até utilizar.

Importante: Antes de utilizar o tampéao para lavagem de granulos do kit, adicione
12,6 ml de etanol a 100% ao tampéo para lavagem de granulos e assinale
a caixa de verificacao, iniciais e data.

1. Agite suavemente o frasco com os granulos magnéticos para ressuspender
as particulas que possam ter assentado.

2. Adicione 108 pl de solucdo de granulos magnéticos a mistura da reaccao
para TIV. Misture, pipetando suavemente para cima e para baixo.

3. Transfira amostras da placa de 96 pocos para a placa de 96 pogos com
fundo em U.

4. Transfira a placa com fundo em U para o agitador de placas e agite a uma
velocidade média, durante 2 minutos, a temperatura ambiente.

5. Coloque a placa num suporte magnético e deixe que os granulos
formem aglomerados durante 5 a 10 minutos até a solucao ficar limpida
e os granulos se aglomerarem em torno do fman.

6. Depois da mistura ficar transparente retire e rejeite o sobrenadante utilizando
uma pipeta multi-canal, sem interferir com os granulos.

7. Deixe a placa no suporte magnético e lave cada amostra com 200 pl
de tampao para lavagem de granulos duas vezes, retirando todo
o0 sobrenadante apoés cada lavagem. Incube durante 25-35 segundos
a temperatura ambiente durante cada lavagem.

8. Deixe a placa secar ao ar durante 5 a 7 minutos, no suporte magnético.

9. Retire a placa do suporte magnético e utilize uma pipeta de repeticao para

adicionar 30 pl de dgua sem nuclease, aquecida a 60 °C, aa parede lateral
de cada amostra utilizando uma micropipeta.
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Importante: Devido as elevadas temperaturas da Agua Sem Nuclease, quando
utilizar a pipeta de repeticdo, tenha em conta a utilizacdo de dois volumes
suplementares de 30 pl: rejeite os primeiros 30 pl antes de adicionar as amostras
e nao utilize os Ultimos 30 pl da solucdo de eluicdo. E importante seguir
as recomendacdes aqui descritas para garantir que os volumes correctos sao
dispensados a cada amostra.

10. Transfira a placa com fundo em U para um agitador. Agite a alta velocidade

durante um minuto. Pode-se utilizar um micropipetador para desfazer
totalmente o aglomerado, se este nao se dissolver.

11. Desloque a placa para um suporte magnético e deixe os granulos assentar
durante 3 a 4 minutos.

12.Quando a solucdo ficar transparente e os granulos tiverem assentado,
retire 30 pl de sobrenadante sem interferir no aglomerado. Transfira
o sobrenadante contento o cRNA eluido para uma nova placa de 96 pocos

ou para tubos individuais.

O Guia do Utilizador dos Reagentes para Determinacdo do Perfil Genético
Affymetrix apresenta passos e instrucdes pormenorizadas para os procedimentos
anteriormente referidos, que estdo disponiveis em www.affymetrix.com.

Limitacoes do procedimento

O armazenamento e manuseamento adequado dos reagentes e das amostras
é essencial para o desempenho. Nao guarde o Kit B para sintese e marcacao
de transcriptos num congelador frost-free. Todo o equipamento laboratorial
utilizado para preparar o alvo durante este procedimento deve estar calibrado
e em bom estado de manutencdo para garantir a precisdo. Uma medicao
incorrecta dos reagentes pode afectar o resultado do procedimento.

Patentes

Os produtos podem estar cobertos por uma ou mais das seguintes
patentes: Patente dos EUA n° 6,864,059. Este produto é fornecido sob licenca
da Asuragen, Inc.

Licenca limitada

Em conformidade com os termos e condicdes da Affymetrix, que regem
a utilizacdo dos produtos Affymetrix, a Affymetrix concede-lhe uma licenca
nado exclusiva, ndo transferivel e ndo sublicenciavel de utilizacdo deste produto
Affymetrix, apenas de acordo com o manual e instrugdes escritas fornecidas pela
Affymetrix. Vocé compreende e concorda que, exceptuando o expressamente
definido nos termos e condicdes Affymetrix, ndo estd coberto nem implicito
por este produto Affymetrix qualquer direito ou licenca em relacdo a qualquer
patente ou outra propriedade intelectual que seja propriedade ou licenciavel
pela Affymetrix. Em particular, ndo é transmitido qualquer direito ou licenca para
utilizar este produto Affymetrix em combinacdo com um produto ndo fornecido,
licenciado ou especialmente recomendado pela Affymetrix para essa utilizacao.

Marcas comerciais

Affymetrix®, Axiom™, Command Console®, DMET™, GeneAtlas™, GeneChip®,
GeneChip-compatible™, GeneTitan®, Genotyping Console™, myDesign™,
NetAffx®, OncoScan™, Powered by Affymetrix™, Procarta®, e QuantiGene® sao
marcas comerciais ou marcas registadas da Affymetrix, Inc.

Asuragen® é uma marca comercial registada da Asuragen, Inc.

Todas as outras marcas comerciais sdo propriedade dos respectivos proprietdrios.
Copyright

© 2009-2011 Affymetrix, Inc. Todos os direitos reservados.

Quadro de simbolos

O quadro abaixo apresenta a legenda dos simbolos graficos utilizados nos
rotulos do produto Affymetrix, nos Folhetos Informativos e no Guia do Utilizador.

Quadro 4.0: Simbolos graficos para uso na rotulagem

Simbolo /
rotulo

Definicao
N° da peca/de catdlogo
Numero do lote

Data de Validade
AAAA-MM, A data de validade do kit termina no Gltimo dia do més.

Limitacdo da temperatura

Contém o suficiente para < n > testes

ﬁﬁ?maﬂ

=

Irritante

Perigos

Consultar as Instrucoes de Utilizacao
Fabricante

Apenas para avaliacdo do desempenho em diagndstico in vitro

EE =X

Conformidade Europeia

m
m

Representante autorizado na Unido Europeia

No site da Affymetrix estao disponiveis versoes traduzidas desta literatura.

Contactos

Affymetrix, Inc.,

3420 Central Expressway,

Santa Clara, CA 95051 EUA
Fabricado pela Asuragen® para a Affymetrix, Inc.

Emergo Europe
Molenstraat 15
2513 BH, The Hague
Paises Baixos
Telefone: +31.70.345.8570
Fax: +31.70.346.7299
Para assisténcia técnica, contacte a Affymetrix através do endereco de correio

electronico ou nimero de telefone indicados abaixo.

Affymetrix, Inc.

3420 Central Expressway

Santa Clara, CA 95051 EUA

Correio electronico: support@affymetrix.com
Tel: 1-888-362-2447 (1-888-DNA-CHIP)

Fax: 1-408-731-5441

Affymetrix UK Ltd

Voyager, Mercury Park,

Wycombe Lane, Wooburn Green,

High Wycombe HP10 OHH

Reino Unido

Correio electronico: supporteurope@affymetrix.com
Tel: +44 (0) 1628 552550

Fax: +44 (0) 1628 552585

www.affymetrix.com
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