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Protocolo Geral MLPA®

Instrucoes de utilizacao

MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification)
Protocolo Geral para a detecao e quantificaciao de sequéncias de DNA.

Este protocolo contém informacdes essenciais para a obtencao de resultados fiaveis
aplicando a técnica MLPA. Deve ser lido na integra e usado juntamente com a
descricao do produto adequada a Probemix MLPA.

O kit de reagentes SALSA® MLPA® e o software de analise Coffalyser.Net estdo registados para utilizacdo em
diagnostico in vitro (em inglés in vitro diagnostics, IVD) em paises especificos (ver www.mrcholland.com). Em todos
0s outros paises, estes produtos destinam-se apenas a efeitos de investigagdo (em inglés research use only, RUO).
Ao usar uma probemix registada como VD, para efeitos de diagnodstico, é essencial que a mesma seja utilizada
conjuntamente com o kit de reagentes SALSA® MLPA® e com o software de andlise Coffalyser.Net. Informacdes
relacionadas com o estatuto de IVD, especifico para cada pais, podem ser consultadas na descricdao do produto
especifica para cada probemix em www.mrcholland.com.

Existe um protocolo especifico para a detegdo do numero de cépias e do estado de metilacdo do DNA (MS-MLPA®).
Este protocolo encontra-se disponivel em www.mrcholland.com.

Fabricante: MRC Holland B.V. Willem Schoutenstraat 1, 1057 DL Amsterdam, Paises Baixos
Website: www.mrcholland.com; Telefone: +31 888 657 200

E-mail: info@mrcholland.com (informacgdes e questdes técnicas), order@mrcholland.com (encomendas)

www.mrcholland.com, www.mlpa.com paginaldel3


http://www.mrcholland.com/
http://www.mlpa.com/
http://www.mrcholland.com/
http://www.mrcholland.com/
http://www.mrcholland.com/
http://www.mrcholland.com/
mailto:info@mrcholland.com
mailto:order@mrcholland.com

’4!
€% MRC

§P Holland
MDP versdo-008-PTl; Emitida a 6 de Maio de 2022 ’
Indice
1. INTRODUCAO 2
1.1. COMPONENTES DO ENSAIO SALSA MLPA E CONDICOES DE ARMAZENAMENTO.....ooooccccvvvrrs 2
110 REFERENCIA DOS ARTIGOS DO KIT DE REAGENTES 2
1.1.2. COMPONENTES DO KIT DE REAGENTES 3
11.3. APLICACAO ESPECIFICA DA PROBEMIX MLPA 3
11.4. ARMAZENAMENTO E TEMPO DE PRATELEIRA 3
1.1.5. ROTULOS DAS EMBALAGENS 3
1.2 PRINCIPIO DO ENSAIO MLPA 4
2. INSTRUGOES PARA A PREPARACAO DO ENSAIO MLPA 5
2.1. MATERIAIS NECESSARIOS MAS NAO FORNECIDOS 5
2.2. TRATAMENTO E ARMAZENAMENTO DE AMOSTRAS 5
2.3 SELECAO DE AMOSTRAS DE REFERENCIA E DE CONTROLOS POSITIVOS 6
3. NOTAS A LER ANTES DE INICIAR O ENSAIO 6
4. PONTOS CRITICOS PARA OBTENCAO DE BONS RESULTADOS APLICANDO A TECNICA MLPA ..., 6
5. PROTOCOLO MLPA - RESUMO 7
6. PROTOCOLO MLPA 7
6.1. PROGRAMA PARA A REACAO MLPA NO TERMOCICLADOR 7
6.2. DESNATURACAO DO DNA (1° DIA) 7
6.3. REACAO DE HIBRIDAGAO (1° DIA) 8
6.4. REACAOQ DE LIGAGAOQ (2° DIA) 8
6.5. REACAO DE PCR (2° DIA) 8
7. SEPARACAO DE FRAGMENTOS POR ELETROFORESE CAPILAR 8
7.1. NOTAS A LER ANTES DE INICIAR O ENSAIO 8
7.2. ESPECIFICAGCOES PARA A ELETROFORESE 8
8. CONTROLO DE QUALIDADE DA TECNICA MLPA E TROUBLESHOOTING 9
81 FRAGMENTOS DE CONTROLO DE QUALIDADE DA TECNICA MLPA 9
8.2. BRANCO (CONTROLO SEM DNA) 10
8.3. EVAPORACAO 10
8.4. FLUXOGRAMA DO CONTROLO DE QUALIDADE n
9. ANALISE DE DADOS 12
10. INTERPRETACAO E CONFIRMACAO 12
1. PRECAUCOES E AVISOS 12
12. LIMITACOES DO PROCEDIMENTO 13

1. INTRODUGCAO

As variagdes do numero de coépias (em inglés copy number variation, CNV) sao uma fonte proeminente da variagao
genética no DNA humano, responsaveis por um grande numero de patologias. A técnica Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification (MLPA®) é uma técnica semi-quantitativa e ndo automatizada, usada para
determinar o numero relativo de cépias de DNA, até um maximo de 60 sequéncias de DNA numa Unica reagdo de
multiplex PCR.

1.1. COMPONENTES DO ENSAIO SALSA MLPA E CONDIGOES DE ARMAZENAMENTO
1.1.1. REFERENCIA DOS ARTIGOS DO KIT DE REAGENTES

- Primer fluorescente
° o Numero de ~
N° Cat Descricao reacées para a reacao de
¢ PCR
EKI-FAM ou EK1-Cy5 Kit de reagentes EK1 SALSA MLPA 100 FAM ou Cy5
EK5-FAM ou EK5-Cy5 | Kit de reagentes EK5 SALSA MLPA 500 FAM ou Cy5
EK20-FAM Kit de reagentes EK20 SALSA MLPA 2000 FAM
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1.1.2.COMPONENTES DO KIT DE REAGENTES

i Volumes q
Componentes do kit de Ingredientes!
reagentes EK1 EK5 EK20
Solugao tampao SALSA .
MLPA 180 ul 5x180 5x700 KCl, Tris-HCI, EDTA, PEG-6000, DTT,
oligonucledétidos
(tampa amarela)
SALSA Ligase-65 G|~|ce.r/o|,. EDTA, D'I'I' KCI, Trls-HCI,.detergente
15 pl 5x115 pl 5x460 pyl | ndo-idnico, enzima Ligase-65 (origem
(tampa verde) .
bacteriana)
Solugao tampao SALSA
Ligase A (tampa 360 pl 5x360 ul 5x1420 ul | Coenzima NAD (origem bacteriana)
transparente)
Solugao tampao SALSA . o
Ligase B {tampa branca) 360 pl 5x360 ul 5x1420 yl | Tris-HCI, MgClz, detergente nao-iénico
Mistura de SALSA primers Oligonucledétidos sintéticos com pigmento
para a reagao de PCR 240 ul 5x240 pl 5x940 pl | fluorescente (FAM ou Cy5), dNTPs, Tris-HCI, KCl,
(tampa castanha) EDTA, detergente ndo-idénico
SALSA Polimerase G|‘|cero|, dete‘rgenteAnao-lonlco,lEDTA, DTT, KCl,
) 65 i 5x65 pl 5x240 pyl | Tris-HCI, Enzima polimerase (origem
(tampa laranja) :
bacteriana)

1.1.3.APLICAGAO ESPECIFICA DA PROBEMIX MLPA

Aplicacdo especifica da Volumes disponiveis Ingredientes
probemix MLPA (R=numero de reacoes) 9
ok 40 pl (25R), 80 ul (50R), Oligonucledtidos sintéticos, oligonucledtidos
Probemix” (tampa preta) 160 pl (T00R) purificados de bactérias, Tris-HCI, EDTA
# Amostra de DNA (em Tris-HCI, EDTA, DNA plasmideo sintético/controlo,
inglés Sample DNA, SD) 30 pl ou 100 pl DNA gendmico humano feminino, DNA de linha
(tampa azul) celular

* As probemixes sao concebidas para serem utilizadas exclusivamente com os kits de reagentes SALSA MLPA.

# E fornecido um frasco de SD (DNA de referéncia (selecdo), compartimentacao (em inglés binning) ou duplicacio artificial), ou o
mesmo pode ser encomendado separadamente para determinadas probemixes MPLA. Os volumes e ingredientes dependem do
tipo de SD.

1.1.4. ARMAZENAMENTO E TEMPO DE PRATELEIRA

Todos os componentes devem ser armazenados entre -25 °C e -15 °C, protegidos da luz e na embalagem original,
imediatamente apds serem recebidos, e depois de cada utilizagao. Quando armazenados nas condicdes
recomendadas, o tempo de prateleira é garantido até a data de validade, mesmo depois de abertos. Para a data de
validade exata, consulte as etiquetas de cada frasco. Os produtos ndao devem ser expostos a mais de 25 ciclos de
congelamento-descongelamento.

1.1.5.ROTULOS DAS EMBALAGENS

d Fabricante

LOT NUmero de lote

Armazenar em

S

Manter afastado do calor e da luz solar
direta

\\_

NV

= | [R] '/}'

g Usar até NUmero de catélogo

W NUmero de analises Ler instrugcdes antes de utilizar

IVD | Diagndstico in vitro RUO | Apenas para efeitos de investigagao

" Nenhum dos ingredientes é derivado de humanos, animais ou de bactérias patogénicas. Tendo em conta as concentracdes
presentes, nenhum dos ingredientes é perigoso segundo a definicdo da Norma de Comunicagéo de Perigo. Ndo é exigida uma
Ficha de Segurancga (em inglés Safety Data Sheet, SDS) para estes produtos: nenhuma das prepara¢des contém substancias
perigosas (conforme o Regulamento (CE) N°1272/2008 [EU-GHS/CLP] e alteracdes) em concentracdes que exijam a distribuicdo de
uma SDS (conforme o Regulamento (CE) N° 1272/2008 [EU-GHS/CLP] e 1907/2006 [REACH] e alteracées). Caso ocorram derrames,
limpe com dgua e siga os procedimentos locais adequados.
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1.2. PRINCIPIO DO ENSAIO MLPA

O principio do ensaio MLPA baseia-se na amplificacdo de até 60 sondas, em que cada uma deteta uma sequéncia
especifica de DNA de aproximadamente 60 nt de comprimento (Figura 1)2. A reagdo MLPA resulta num conjunto
Unico de fragmentos de DNA amplificados por PCR, de comprimento entre 64 a 500 nt que sao separados por
eletroforese capilar. Apds a desnaturacao inicial da amostra de DNA, adiciona-se uma mistura de sondas MLPA a
amostra. Em geral, cada sonda MLPA consiste em dois oligonucledtidos que devem hibridar com as sequéncias alvo
diretamente adjacentes de modo a serem ligados numa Unica sonda (Figura 1). Durante a subsequente reagao de
PCR, todas as sondas ligadas sdo simultaneamente amplificadas usando o mesmo par de primers, resultando num
conjunto Unico de fragmentos de DNA amplificados por PCR. Um dos primers de PCR é marcado de forma
fluorescente, permitindo que os produtos da amplificagdo sejam visualizados durante a separagao dos fragmentos
num instrumento de eletroforese capilar. A separagao dos fragmentos produz um eletroferograma especifico para
cada amostra: o padrao de picos da amostra (Figura 2, topo).

DESNATURACAC DA HIBRIDACAO LIGACAC AMPLIFICACAO DAS
AMOSTRA DE DNA DA SONDA DA SONDA SONDAS LIGADAS

' ____/ o/ N ___/

Figura 1. Reacdo MLPA.

A MLPA é uma técnica relativa: s6 podem ser detetadas diferengas relativas através da comparagao dos padrdes de
picos MLPA entre as amostras de DNA. A altura relativa do pico de uma sonda, comparada com a altura relativa dos
picos da mesma sonda em varias amostras de DNA de referéncia, reflecte o numero de coépias relativas
correspondente a sequéncia alvo da amostra. Por conseguinte, é essencial a inclusao de amostras de referéncia em
cada reagao MLPA. A delegao de uma ou mais sequéncias alvo ¢ visivel devido a diminuig¢ao relativa na altura dos
picos (Figura 2, fundo), enquanto um aumento na altura relativa dos picos reflete um aumento do numero de
cépias.

Figura 2. Comparagao de perfis de REFERENCE SAMPLE 1 TEST SAMPLE A
resultados MLPA.
R R

Topo: O eletroferograma da amostra A £ g R I I R
(direita) é comparado com os g i ' @ | L
eletroferogramas das amostras de S E) '
referéncia (esquerda). Observa-se uma | . ‘I |\ | ‘ I } i ‘
diminuicdo relativa de duas sondas na | f i I| ‘ | |‘ | I| | \ ‘\ | ' ‘ ( \| \ \l i \I (N ]\ \| I
amostra A (assinalada com um circulo “"" JUL AU AR AL ¢ JUU U' 2 UULLAJL AN
vermelho). Probc: sort cd by length (HU Probcs ﬁortcd hy Icmgth (mt)

) REFERENCE SAMPLE 1 - copy number ratios , TEST SAMPLE A - copy number ratios
Fundo: Racios das sondas da amostra A
(direita) normalizados em relagao as 15 15
amostras de referéncia (eSqUerda), % TTTTRRRRRRRRRRIR RRTRER % TTTTRRRRRRRRRRIRRR RR R
conforme exibidos pelo software i GeEEEEEESIEESOEE S il Teeseeesesseeeee
Coffalyser.Net. A distribuicdo das sondas 2 2
pela localizagdo cromossémica revela o5 510
uma delegcdo heterozigdtica, sondas
com um racio de 05, na amostra em ; , " ; o ; ; ' ,

Probes sorted on genomic location Probes sorted on genomic location

teste (circulos vermelhos).

T: sondas-alvo, R: sondas de referéncia.

2 Schouten JP et al. (2002). Relative quantification of 40 nucleic acid sequences by multiplex ligation-dependent probe
amplification. Nucleic Acids Res. 30:e57.
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2. INSTRUGCOES PARA A PREPARAGCAO DO ENSAIO MLPA

2.1. MATERIAIS NECESSARIOS MAS NAO FORNECIDOS

Agua ultrapura

TEo1 (10 mM Tris-HCI pH 8,0 + 0,1 mM EDTA)

Termociclador calibrado com tampa agquecida (99-105 °C) e equipamento padrdo de laboratério

Tubos, tiras ou placas de PCR de 0,2 ml

Instrumento de eletroforese capilar > com software de anadlise de fragmentos

o Applied Biosystems: Standard Foundation Data Collection Software

o SCIEX: GeXP Software Package

Formamida de alta qualidade (p.ex., Formamida Hi-Di, Applied Biosystems)

Marcador (em inglés labelled size standard)

o Applied Biosystems: GeneScan™ 500 LIZ®/ROX™ (preferencial; obrigatério para utilizacgdo com
probemixes registadas como IVD), GeneScan™ 600 LIZ®, GeneScan™ 500 TAMRA™

o SCIEX: CEQ™ DNA Size Standard Kit - 600

Polimeros

o Applied Biosystems (incluindo SegStudio Flex): Sdo recomendados o POP-4 ou POP-7. O POP-6 ndo é
recomendado devido a sua elevada resolugao. SeqgStudio: O POP-1 esta integrado no cartucho e é o
adequado.

o  SCIEX: GenomelLab™ Linear Polyacrylamide (LPA) denaturing gel

o Promega Spectrum Compact: Spectrum Compact Polymer4

Software de andlise Coffalyser.Net (transferivel gratuitamente a partir de www.mrcholland.com)

2.2. TRATAMENTO E ARMAZENAMENTO DE AMOSTRAS

Use uma quantidade total de 50-250 ng de DNA humano (50-100 ng é a quantidade 6tima, a menos que seja
referido o contrario na descrigao do produto especifico a probemix) num volume de 5 pl* para cada reagao
MLPAS>. Caso seja necessario, as amostras de DNA podem ser concentradas por precipitacdo de etanol, e o
glicogénio (Roche 901393) pode ser usado como agente de transporte. Para mais informacdes, visite
www.mrcholland.com.

As preparacdes de DNA devem conter 5-10 mM de solugdo tampao Tris com um pH de 8,0-8,5 de modo a evitar
a depurinagdo durante o passo inicial de desnaturagdo a 98 °C. Por exemplo, o DNA da amostra deve ser
dissolvido e diluido em TEo; (10 mM Tris-HCI pH 8,0 + 0,1 mM EDTA). Se ndo souber se esta presente uma
capacidade de tampao suficiente, adicione Tris-HCI: 4 yl da amostra de DNA + 1 yl de 50 mM Tris-HCI pH 8.5.

Os contaminantes remanescentes apoés a extragdo do DNA, incluindo NaCl ou KCI (>40 mM) e outros sais, fenol,
etanol, heparina, EDTA (>1.5 mM) e ferro, podem influenciar o desempenho do ensaio MLPA. A MLPA é mais
sensivel as impurezas que os ensaios de PCR monoplex. Ndo proceda a concentragao de DNA por evaporagao
ou SpeedVac; uma vez que estas técnicas conduzem a elevadas concentragdes salinas e de EDTA.

Garanta que o método de extragdo, o tipo de tecido, a concentragao e o tratamento do DNA sejam tao
semelhantes quanto possivel nas amostras em teste e nas amostras de referéncia.

Os métodos de extragdo nao devem deixar uma concentragdo elevada de contaminantes. Nao utilize os
sistemas QIAGEN M6, M48 e M96, ja que os mesmos deixam demasiados sais. Para o QIAGEN EZ]1, utilize o
protocolo QIAGEN Supplementary Protocol: Purification of genomic DNA from whole blood, otimizado para a
utilizagdo em ensaios MLPA® - MRC-Holland, usando EZ1® DNA Blood Kits (ver www.mrcholland.com). A MRC
Holland testou e pode recomendar os seguintes métodos de extragao:

o QIAGEN Autopure LS (automatizado) e o kit mini/midi/maxi DNA QlAamp (manual)

o  Conjunto de purificagdo de DNA genémico Promega Wizard (manual)

o  Relargagem (em inglés salting out) (manual)

O sangue heparinizado sé pode ser usado apds a amostra ter sido submetida a um método de purificagao para
remog¢ao da contaminagao por heparina (p.ex., Nucleospin gDNA Clean-up XS).

O tratamento de RNase sé é essencial quando os genes a serem analisados sdao expressos em alto grau no
tecido da amostra em estudo. P.ex., os genes HBA and HBB em amostras derivadas de sangue; genes do RNA
ribossémico (mitocondrial) em todos os tecidos.

3 Os instrumentos de eletroforese capilar que ndo usam condi¢des de desnaturacdo, como o QIAGEN QIAxcel ou o Agilent
Fragment Analyzer, ndo podem ser usados em combinacao com a técnica MLPA.

4 Nunca use mais de 5 yl de amostra de DNA por reagdo. Usar mais de 5 pl de DNA reduz a concentracdo das sondas, e a
concentracgao salina. Isto reduz a velocidade de hibridacao e a estabilidade da ligagao das sondas MLPA a amostra de DNA.

5 As medic¢des da densidade &tica (260 nm) sobrestimam frequentemente a concentragdo de DNA, p.ex. devido a contaminacéo
com acido ribonucleico (em inglés ribonucleic acid, RNA). A partir dos Q-fragments, pode ser estimado se a quantidade de DNA
usada é suficiente, como é explicadoem 8.1.
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2.3.

Em determinados casos, a solugcdo tampdo SALSA de estabilizagdo de amostras (S4; N° Cat SMR0O4, SMR45)
(RUO) pode melhorar a qualidade da reagdo MLPA. Para mais informacdes, consulte a descrigcdo do produto
em www.mrcholland.com.

O DNA derivado de reacdes de amplificagdo do genoma total (em inglés Whole Genome Amplification, WGA)
nao é adequado a técnica MLPA devido a enviesamentos de amplificagao.

Distribua as amostras em aliquotas e armazene a -20 °C. A contaminag¢ao por microrganismos pode deteriorar
amostras que estejam armazenadas a 4 °C durante um periodo prolongado.

SELEGCAO DE AMOSTRAS DE REFERENCIA E DE CONTROLOS POSITIVOS

SELECAO DE AMOSTRAS DE REFERENCIA. Amostras de referéncia sdo amostras de DNA, de individuos
saudaveis, com um numero de cépias normal nas sequéncias detetadas pelas sondas-alvo e pelas sondas de
referéncia. As amostras de referéncia devem ser o mais semelhante possivel as amostras em teste em todos os
outros aspetos, incluindo no método de extragao e no tipo de tecido da amostra. Deve notar-se que nem todas
as probemixes sdao adequadas a utilizagcdo de DNA derivado de todos os tipos de tecidos (p.ex. tecido fixado em
formalina e embebido em parafina (em inglés formalin fixed paraffin embedded, FFPE)). Confirme sempre a
descricdo do produto especifico a probemix para saber os tipos de tecidos de DNA adequados.

AMOSTRAS DE REFERENCIA. Devem ser incluidas pelo menos trés amostras de referéncia em cada
experiéncia MLPA. Se testar mais de 21 amostras, inclua uma amostra de referéncia adicional por cada sete
amostras adicionais. Distribua as amostras de referéncia de forma aleatdria para minimizar a variabilidade. Sao
necessarias multiplas amostras de referéncia para estimar a reprodutibilidade de cada sonda em cada ensaio
MLPA.

DNA COMERCIAL. Em caso de duvidas sobre a qualidade da amostra, inclua uma ou mais amostras comerciais
de DNA para comparagao. Recomendamos o DNA masculino G1471 e o DNA feminino G1521 do catalogo
Promega. O DNA comercial sé deve ser usado como controlo para confirmar a qualidade da amostra, ndo
podendo ser usado como amostra de referéncia.

BRANCO (CONTROLO SEM DNA). Recomenda-se a inclusdo do branco (controlo semm DNA) em cada ensaio
MLPA. Substitua 5 pl de DNA por TEo1 (10 mM Tris-HCI pH 8,0 + 0,1 mM EDTA) para verificar se existe
contaminagao do TE, dos reagentes MLPA, dos reagentes ou capilares de eletroforese.

AMOSTRAS DE CONTROLOS POSITIVOS. A inclusdo de amostras de controlos positivos € recomendada caso
estejam disponiveis. A MRC Holland ndo fornece amostras de controlos positivos, contudo em
www.mrcholland.com existe uma lista de amostras de controlos positivos que estdo disponiveis
comercialmente. Ao usar DNA proveniente de culturas celulares, note que as culturas celulares podem ter
adquirido alteracdes adicionais no ndmero de cdpias, nomeadamente ganhos ou perdas de cromossomas
completos.

NOTAS A LER ANTES DE INICIAR O ENSAIO

Use sempre um agitador vortex para solugbes tampdo e probemixes congeladas, seguido de uma breve
centrifugacao. Todos os tubos de reagentes enzimaticos devem ser submetidos a uma breve centrifugagao. A
solugao tampdo MLPA fica normalmente congelada a -20 °C, mas pode permanecer liquida devido a sua
elevada concentragao salina.

Antes de usar, aquega as ampolas das enzimas (Ligase-65 e polimerase) na sua mao, durante 10 seg, para
reduzir a viscosidade.

As solugdes de enzimas contém 50% de glicerol e permanecem liquidas a -20 °C. As misturas contém enzimas
gue devem ser completamente homogeneizadas, pipetando cuidadosamente para cima e para baixo.
Insuficiente volume das misturas pode provocar resultados ndo fidveis. Ao preparar as misturas, adicione
sempre as enzimas em Uultimo lugar. Nunca submeta solugcées que contenham enzimas a agitagdao por
vortex ja que pode ocorrer inativagdo das enzimas.

Para minimizar a variabilidade entre amostras, prepare volumes suficientemente grandes das misturas
(excedente de volume 5-10%).

Prepare as misturas (de Ligase-65 e de polimerase) a temperatura ambiente imediatamente antes da
utilizagdo. Se as misturas forem preparadas mais de 1 hora antes da utilizagdo, conserve-as em gelo ou a 4 °C.
As misturas devem ser aquecidas a temperatura ambiente antes de adicionadas as reacdes MLPA. Podem
formar-se picos ndo especificos no branco (controlo sem-DNA) caso se adicione uma mistura de ligase muito
fria.

Use pipetas multicanal para evitar a evaporagao excessiva.

Esta disponivel em www.mrcholland.com um video sobre como realizar uma reagcao MLPA no laboratério.

PONTOS CRITICOS PARA A OBTENCAO DE BONS RESULTADOS APLICANDO A
TECNICA MLPA

Garantir que todas as amostras de DNA contém 5-10 mM de Tris-HCI pH 8-8,5. (Secgao 2.2)
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. Incluir, em cada ensaio MLPA, pelo menos trés amostras de referéncia, derivadas do mesmo tipo de tecido e

tratadas do mesmo modo que as amostras em teste. (Secgao 2.3)

° A pipetagem exata dos reagentes é essencial para a obtencado de resultados fidveis. Isto é especialmente critico

para os 3 pl da mistura de hibridagao. (Secgao 6)
° Usar o software Coffalyser.Net para a analise de dados. (Secc¢ao 9)

° Verificar os fragmentos de qualidade. A desnaturagdao completa da amostra de DNA é essencial. (Secgdo 8)
° Efetuar a manutencao regular do dispositivo de eletroforese capilar, substituindo os capilares e os polimeros da

forma recomendada pelo fabricante. (Seccao 7)

5. PROTOCOLO MLPA - RESUMO

1. DESNATURACAO DO DNA
. Agqueca uma amostra de DNA de 5 pl durante 5 minutos a 98 °C
2. HIBRIDACAO DAS SONDAS COM AS AMOSTRAS DE DNA
. Arrefeca até a temperatura ambiente, abra os tubos
. Adicione 3 pl da mistura de hibridagao*
. Incubar durante T minute a 95 °C e hibridar durante 16 horas a 60 °C
3. LIGACAO DAS SONDAS HIBRIDADAS
. Diminua a temperatura do termociclador para 54 °C, abra os tubos
. Adicione 32 pl da mistura Ligase-65* incube durante 15 minutos a 54 °C
. Inative através de calor a enzima ligase: 5 minutos a 98 °C
4. AMPLIFICACAO POR PCR DAS SONDAS LIGADAS
. Arrefeca até a temperatura ambiente, abra os tubos
. Adicione 10 pl da mistura de polimerase* a temperatura ambiente

. Inicie o PCR (35 x {95 °C 30 segundos, 60 °C 30 segundos, 72 °C 60 segundos}, 72 °C 20 minutos, 15 °C

pausa)
5. SEPARACAO DE FRAGMENTOS POR ELETROFORESE CAPILAR
6. ANALISE OS RESULTADOS COM O SOFTWARE COFFALYSER.NET

* Misturas:

o Hibridagao: 1,5 ul de SALSA probemix + 1,5 pyl de MLPA solugao tampao, por reagao

o Ligase-65: 3 pl de solugdo tampao ligase A + 3 ul de solugao tampdo ligase B + 25
Ligase-65, por reagao

pl de dgua ultrapura +1 ul de

o Polimerase: 7,5 ul de dgua ultrapura + 2 yl da mistura de SALSA primers para a reacao de PCR + 0,5 ul de SALSA

polimerase, por reagao

6. PROTOCOLO MLPA

6.1. PROGRAMA PARA A REAGAO MLPA NO TERMOCICLADOR

Desnaturagao do DNA
1. 98 °C 5 minutos
2. 25°C pausa
Reacao de hibridagao
3. 95 °C 1T minuto
4, 60 °C 16-20 horas
Reacdo de ligagao
5. 54 °C pausa
6. 54 °C 15 minutos
7. 98 °C 5 minutos
8. 20 °C pausa
Reacdo de PCR
9. 35 ciclos: e 95°C 30 segundos
e 60°C 30 segundos
e 72°C 60 segundos
10. 72 °C 20 minutos
11. 15 °C pausa

Nota: Este programa para a reacao MLPA no termociclador deverd ser respeitado, a menos
descricao do produto especifico a probemix.

6.2. DESNATURAGAO DO DNA (1° DIA)

. Etiquete tubos, tiras ou placas de 0,2 ml.

que seja referido o contrario na
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Adicione 5 pl da amostra de DNA (50-250 ng; 50-100 ng é a quantidade étima), ou TE (controlo sem DNA) a
cada tubo.

Cologue os tubos no termociclador; inicie os passos 1-2 do programa para a reagdo MLPA no termociclador (ver
secgao 6.1).

Antes de remover os tubos do termociclador, certifigue-se que as amostras estao a 25 °C.

REACAO DE HIBRIDAGCAO (1° DIA)

Prepare a mistura de hibridagao. Para cada reag¢ao, misture: 1,5 pl de MLPA solugao tampao (tampa amarela) +
1,5 pl de probemix (tampa preta). Misture bem através de pipetagem ou de agitagao por vortex.

Apds a desnaturacdo do DNA, adicione 3 ul da mistura de hibridacdo a cada reacdo. E crucial uma pipetagem
rigorosa. Misture bem, pipetando cuidadosamente para cima e para baixo.

Continue o programa do termociclador com os passos 3-4.

. REACAO DE LIGAGAO (2° DIA)

Prepare uma mistura de Ligase-65. Para cada reagdo, misture: 25 ul de dgua ultrapura + 3 pl de solugcao tampao
ligase A (tampa transparente) + 3 pl solugao tampao ligase B (tampa branca), e a seguir adicone 1 pyl de enzima
Ligase-65 (tampa verde). Misture bem, pipetando cuidadosamente para cima e para baixo.

Continue o programa do termociclador com o passo 5.

Quando o termociclador estiver a 54 °C e enquanto as amostras estiverem DENTRO do termociclador,
adicione 32 pl da mistura de Ligase-65 a cada reagao MLPA. Misture bem, pipetando cuidadosamente para
cima e para baixo.

Continue o programa do termociclador com os passos 6-8.

REACAO DE PCR (2° DIA)

Prepare uma mistura de polimerase. Para cada reagdo, misture: 7,5 pl de dgua ultrapura + 2 pyl de mistura de
SALSA primers para a reacao de PCR (tampa castanha), e a seguir adicione 0,5 pl de SALSA polimerase (tampa
laranja). Misture bem, pipetando cuidadosamente para cima e para baixo.

A temperatura ambiente, adicione 10 pl da mistura de polimerase a cada reagdo MLPA. Misture bem,
pipetando cuidadosamente para cima e para baixo. Coloque os tubos imediatamente no termociclador e
continue o programa do termociclador com os passos 9-11.

Apds a reacao de PCR, nao abra os tubos no mesmo compartimento que o termociclador. Para evitar
contaminacgdo, use micropipetas distintas para a realizagdo das reagcdes MLPA e para o manuseio dos produtos
de PCR.

O produto de PCR pode ser armazenado durante 1 semana se protegido da luz e mantido a 4 °C. Para periodos
mais longos, 0 mesmo deve ser armazenado entre -25 °C e -15 °C.

SEPARAGCAO DE FRAGMENTOS POR ELETROFORESE CAPILAR

7.1

7.2.

NOTAS A LER ANTES DE INICIAR O ENSAIO

O marcador (em inglés size standard), as condi¢gdes da corrida de eletroforese, o polimero, o fluoréforo e o
volume da reacdo de PCR MLPA dependem do tipo de instrumento de eletroforese capilar. Use as
configuragdes predefinidas para a analise de fragmentos no seu instrumento de eletroforese capilar, aplicaveis
a aplicagdo, ao polimero e ao comprimento capilar. As configuragdes do instrumento podem ter de ser
otimizadas para assegurar a adequada separagao dos fragmentos.

Substitua regularmente os capilares e o polimero, seguindo as recomendagdes do fabricante. O polimero
deteriora-se rapidamente apds exposicao prolongada a mais 25 °C. Se os picos do marcador estiverem
repetidamente baixos e mais largos, isto pode significar deterioragdo dos capilares ou do polimero.

Use formamida de elevada qualidade e armazene-a em aliquotas a -20 °C. A formamida pode acidificar,
causando depurinagdo e fragmentacao do DNA ao aquecer.

ESPECIFICAGOES PARA A ELETROFORESE

Instrumento

Fluoroéforo

do primer Capilares Mistura de injecao

SCIEX Cy5 33cm 1l de reagdo de PCR @

CEQ-2000 0,5 ul de CEQ - size standard 600 (marcador) ®

CEQ-8000 28,5 ul de formamida HiDi / Beckman SLS

CEQ-8800 Adicione uma gota de 6leo mineral de elevada qualidade.
GeXP

ABI-Prism 3100 (Avant) FAM 36,50 cm 0,7 pl de reagao de PCR @

ABI-3130 (xL) 0,3 pl de ROX ou 0,2 pl LIZ GS 500 size standard (marcador)
ABI-3500° (xL) 9 ul de formamida HiDi

ABI-3730 (xL) Sele a placa de inje¢do. Aqueca 3 min a 86 °C, arrefeca durante 2
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ABI-SeqgStudio Flex min a 4 °C¢.
Hitachi DS3000

Promega Spectrum Compact
ABI-SegStudio FAM 28cm 0,8 pl de reagdo de PCR ®

0,3 ul de ROX/LIZ GS500 size standard (marcador)

12 pl de formamida HiDi

Sele a placa de injegdo. Aqueca 3 min a 86 °C, arrefeca durante 2
min a 4 °CY.

2 O volume do produto de PCR adicionado nunca devera exceder os 10% da mistura total de injegdo.

b Se for necessario reduza o volume do marcador.

¢ Para o instrumento ABI-3500: fixe a voltagem da corrida de eletroforese em 15 kV e garanta um tempo de corrida suficiente.

9 Recomenda-se aquecer brevemente a mistura de injecao antes da eletroforese capilar.

A tabela seguinte contém o intervalo de sinal étimo, o sinal minimo e o sinal Maximo para os instrumentos de
eletroforese capilar. Se os sinais ultrapassarem estes valores, podem ser obtidos resultados falsos. Pode ser
necessario otimizar as configuragdes da analise de fragmentos.

Instrumento Intervalo de sinal 6timo | Sinal minimo (em | Sinal maximo (em
(em RFU) RFU) RFU)

SCIEX CEQ/GeXP 9 375 - 136 000 3000 170 000

ABI série 310, 3100 & 3130 375 -6 000 200 7 500

ABI série 3500, 3730 & SeqStudio, SegStudio Flex, 375-24 800 300 31000

Hitachi DS3000, Promega Spectrum Compact

8. CONTROLO DE QUALIDADE DA TECNICA MLPA E TROUBLESHOOTING

8.1. FRAGMENTOS DE CONTROLO DE QUALIDADE DA TECNICA MLPA

O software Coffalyser.Net deve ser usado para a andlise de dados obtidos com a técnica MLPA, ja que este
realiza verificacoes automaticas dos fragmentos de controlo, para assegurar que os requisitos minimos de
qualidade sejam cumpridos! As probemixes MLPA contém fragmentos de controlo de qualidade que indicam a
existéncia de problemas que podem afetar os resultados. Avalie a qualidade da reacao MLPA, incluindo os
fragmentos de controlo de qualidade, usando o fluxograma do controlo de qualidade (secgao 8.4). Somente os
dados que cumpram os requisitos de qualidade sao adequados a interpretagao dos resultados obtidos com a
técnica MLPA. Para auxiliar na avaliagdo da qualidade, os moédulos de e-learning para os fragmentos de controlo de
qualidade da técnica MLPA e a secc¢do de troubleshooting estao disponiveis on-line em www.mrcholland.com.

Quase todas as probemixes SALSA MLPA contém nove fragmentos controlo, como se descreve a seguir:

Comprimento

Nome (nt)

Interpretacao

Referéncia com a qual se comparam os outros fragmentos do controlo

Fragmento de referéncia | 92 de qualidade.

Elevados quando a quantidade de DNA é demasiado reduzida ou
quando falhou a ligagao. Mediana do sinal dos Q-fragments >33% do
que o fragmento de referéncia de 92 nt 2 quantidade insuficiente de
DNA ou falha na ligagao. Ver Figura 3.

Fragmentos de
guantidade 64,70, 76, 82
(Q-fragments)

Fragmentos de Reduzidos no caso de insuficiente desnatura¢cdo do DNA da amostra.
desnaturagado 88, 96 Sinal <50% do fragmento de referéncia de 92 nt - insuficiente
(D-fragments) desnaturagao do DNA. Ver Figura 4.

Fragmentos X e Y 100, 105 Controlo para mistura ou troca de amostra®.

Q-FRAGMENTS

Os quatro Q-fragments (64, 70, 76 e 82 nt) funcionam com um controlo para a adigdo suficiente de DNA e para a
ligagao bem-sucedida. Os Q-fragments nao precisam de hibridar com o DNA, ou de serem ligados para serem
amplificados durante o PCR. A altura dos Q-fragments diminui a medida que é incluida mais amostra de DNA
numa reagao (Figura 3).

& Conhecem-se casos de homens gque ndo possuem esta sequéncia Y especifica e de mulheres que apresentam esta sequéncia Y
num cromossoma X.
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Figura 3. Efeito da quantidade de DNA sobre os Q-fragments. Quanto mais amostra de DNA for usada, menores serdo os Q-
fragments. Resultados da reagdo MLPA com A. 5 ng, B. 10 ng, C. 50 ng de DNA. As amostras A. e B. nao contém DNA
suficiente.

D-FRAGMENTS

Os dois D-fragments (88 & 96 nt) detetam sequéncias em ilhas CpG excecionalmente fortes. As ilhas CpG
apresentam um elevado teor de GC e sado dificeis de desnaturar. Quando os D-fragments 88 e 96 nt estdo baixos
(<50% do fragmento de referéncia 92 nt) isto indica que a amostra de DNA foi insuficientemente desnaturada. A
desnaturacgdo insuficiente pode dever-se a presenga de >40 mM de sal numa amostra de DNA. A desnaturagao
incompleta de uma amostra de DNA pode originar resultados falsos!

NOTA: Quando o polimero ABI POP7 é usado, um fragmento nao especifico de 80-90 nt estd normalmente
presente, podendo coincidir com os fragmentos de controlo de qualidade!

175001 A I I 175001 B 17500 C .
150001 150001 2 ' R § Toe 15000 o i "
92 i T TR 92 R
105 RT
12500 12500 R 12500 R R
T
Exm- Elm- 100 Exm- 100 R
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Figura 4. Efeito da desnaturagédo incompleta sobre os D-fragments. Os D-fragments s&o reduzidos quando a desnaturagéo
da amostra de DNA é incompleta (aqui induzida pela adigdo de sal a amostra). Resultados da reagao MLPA com a amostra de
DNAem A.TE, B. TE + 40 mM NaCl, C. TE + 100 mM NaCl. Amostras B. e C. apresentam uma desnaturagao insuficiente.

8.2. BRANCO (CONTROLO SEM DNA)

Num controlo sem DNA tipico, sé sao visiveis os quatro Q-fragments. Em algumas probemixes, alguns picos mais
longos do que 100 nt podem ser visiveis em controlos sem DNA. Estes picos nao-especificos ndo influenciardo os
resultados obtidos com a técnica MLPA caso seja usado DNA suficiente na amostra, jd que sao superados pela
amplificagao exponencial das sondas MLPA. Notifique a MRC Holland caso um pico ndo-especifico no controlo sem
DNA seja reprodutivelmente maior que 50% da altura da mediana dos Q-fragments.

8.3. EVAPORAGAO

Pode ocorrer evaporagao durante (A) a pipetagem da reagdo de ligagao a 54 °C, ou (B) a hibridagao durante a noite,
causando uma maior concentragdo de sal. Isto pode originar uma forte formagdo de estrutura secundaria na
amostra de DNA, podendo inibir a ligagao de determinadas sondas as suas sequéncias alvo. Em geral, as placas sao
mais propensas a evaporagao do que as tiras. Caso suspeite de evaporacao, incuba 8 pl de H2O durante a noite a 60
°C; de manha, deverao permanecer >5 pyl de H2O. Para sugestdes sobre como deve eliminar a evaporagao, veja o
passo 5 da secgdo 8.4. Se usar dleo mineral, adicione apenas o suficiente para cobrir a superficie. Ndo é necessario
remover o 6leo. Depois de adicionar a probemix e a mistura da polimerase, centrifugue brevemente os tubos.
Depois de adicionar a mistura da ligase, pipete para cima e para baixo, por baixo da camada de dleo.
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8.4. FLUXOGRAMA DO CONTROLO DE QUALIDADE

1. E visivel o padriode picos do R O marcador ndo foi adicionadaa
marcador? | mistura de injecio
< - Volte a injetar os produtos de PCR &
Sim O produto de PCR ndofoi | repita a eletroforese capilar
/ | adicionadoa mistura de injecio
2. E visivel a flucrescéncia dos Ban AS sondasou a mistura de
fragmentosde MLPA = primersnao foram adicionados3
EnifEiliiEnEes? mistura de injegio Repita a reagio MLPA |
Primerfluorescente errado; utilize
Sim FAM (ABI), CyS (Beckman/SCIEX)
3. 0tamanhodo padraode picos Picos ausentes |—%| Tempode corrida muito curto H Aumente o tempode corrida |
do marcadoré normal?
= 2 | E Bolhasde ar ou particulasde pé Verifique e limpe oinstrumentode
N: A > :
= [FIEES SRS presentesno capilar eletroforese capilar
gl A Picos maislargos - - -
. B @ - Solugdotampaovelha, polimero Substitua a solugdotampéo, o
velho, capilarvelho,ma > polimeroe/ou o capilarquandeo
qualidade/sem formamida necessario, use Hi-Di formamida
Declive nesinal
Sim
Use menos produtode PCR [Max.10%
do volumetotal da misturade inje¢do)
4.0s picosdassondas MLPA ndo T T
retornam a linha de base da > Muito preduto de PCR na mistura
eletroforese? deinjegio -
— T T T . Dilua o produto de PCR em dgua
» .‘ H| H W ‘w ||| Sim ultrapura
. | | |
- (HmERtAen Volta dainjeca P
. I Il Iif t;’mp%?jr;]dﬂgég?nﬁﬁ’;?:o Diminuaa voltagem efou otempode
. b L0 S elevados 'njesao
: - Use 6lec mineral (p.e. Vapor-fock,
O termocicladordetampa Qiagen 981617}

5. O declive dosinal é visivel no
padracde picos dassondas
MLPA, mas ndono marcador?

Evaporagdodurantea
hibrida¢dodurante a noite

—>1

Sim

aquecida ndofunciona
corretamente, ou a pressao da
tampa € incorreta (muitoelevada
ou muitoreduzida)

Verifigue atampa aquecida do
termociclador

Os tubos ndo foram fechados
corretamente no termociclador
ou foram deformadosno
termeociclader (pressdoda tampa
ou encaixe dostubos incorreta

Verifigue se os tubos estio fechados |
corretamente

Trogue a marcados tubos quando

n io(p.e. Thermo Fisher strips
AB-0773, AB-0451)

[ " T
,IE\ poragdodurantealigag

Contaminantesna amostra

L=

Tubos abertos muitotempo
durantea pipetagem

Reduza o tempode manuseic (p.e. use
pipetasmulticanal)

Diluaaamostrade DNA(se a

o 0 M

de DNAgue i na concentracdode DNA for suficiente)
pelimerase
Nio . Execute um passo extra de purificagio
Sim de DNA
e " Sim p— . Nio o T—— - p Nio
6. OssinaisdassondasMLPA picos de primersvisivels ~ 0 visivels picos nao-especificos Aumente o term T E—
- - = . pode injecdoefoua
estdo baixos? séo altos? (40-75nt)? > voltagem
Néo ST \l/

- 2 Foi usado um programa de PCR = Inicieareacio de PCR a temperatura
Z'C?nf;":(?;i?;sﬂ;mgg:ﬁa com inicioguente? ambiente, comodescrito no protocolo
sinal?

=] Diminuaotempodeinjecioefoua
voltagem
' ~.| Foi injetade muito predutode
PCR Use menos produtode PCR (max. 10%
do volume total da misturadeinjecdo)
Nio 7 =
Dilua o produto de PCR em agua
ultrapura
8 0s Q-fragmentssio 1/3
maioresdo que o fragmentode
referéncia de 92 nt?
- %I Quantidade de DNAinsuficiente Hl Use entre 50 @ 250 ng de DNA |
im
i Q-Fragments
: I Falha na ligagio (pouco provavel) Hl Repitaa reagio MLPA |
D 1 Ao d ostrade DNA -
> [p?)ﬁl;g r;)a[g:gv;fm race —ﬁl Garanta suficiente tamp&o na amostra |
Diluaaamostrade DNA(se a
9 OsD-fragments(a 88296nt) | sim ; concentragdode DNA for suficiente)
530 50% mencresdo queo ﬁi Desnaturagioincompleta do DNA H ([I)c;lnta mlllilz)tes;ada molstra ae
fragmentode referénciaa 92 nt? e miicesa 8 -
Execute um passo extra de purificagio

N3o

4

de DNA

Continue com a analise dos dados APENAS quando tiver respondido ‘Sim’ s questdes 1-3 e ‘Nio’ as questdes 4-9.
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9. ANALISE DE DADOS

O software Coffalyser.Net, juntamente com a Coffalyser sheet adequada e especifica ao lote em uso, deve ser
utilizada na analise de dados MLPA. Deve ser usada a versao mais recente, tanto do software como da Coffalyser
sheet. O Manual de Referéncia do software Coffalyser.Net fornece instru¢cdes detalhadas para a analise de dados
MLPA. Tanto o software como o manual podem ser transferidos gratuitamente a partir de www.mrcholland.com.

A fluorescéncia absoluta medida por eletroforese capilar, para cada sonda, é afetada por muitas variaveis e nao
pode ser usada diretamente. A fluorescéncia de cada sonda deve ser primeiro normalizada dentro de uma reagao
MLPA. Esta normalizacdo usa sondas de referéncia que se esperam ter um ndmero normal de cdpias em todas as
amostras. Os sinais relativos das sondas em cada amostra sdo comparados com os obtidos nas amostras de
referéncia. Espera-se que as amostras de referéncia tenham um numero normal de cépias, para todas as sondas de
referéncia e sondas-alvo. Esta comparagao permite a determinagao do numero relativo de cépias das sequéncias
alvo numa amostra.

O software Coffalyser.Net seleciona o melhor método de analise para cada probemix MLPA e oferece um controlo
extensivo da qualidade’. Para mais informagdes sobre como a analise de dados é realizada, consulte o Manual de
Referéncia do software Coffalyser.Net. Para probemixes MLPA registadas como IVD, deve usar-se o software
Coffalyser.Net! A utilizacdo de outro software pode originar resultados inconclusivos ou incorrectos!

10. INTERPRETACAO E CONFIRMACAO

. Sempre que possivel, as alteragdes genéticas detetadas com a técnica MLPA devem ser confirmadas por uma
probemix MLPA de confirmagao ou por uma técnica independente. As alteragdes no numero de copias
detetadas por uma Unica sonda exigem sempre confirmacgdo. A sequenciacdao de sequéncias de sondas alvo
pode mostrar que um sinal de sonda reduzido pode ser causado por uma mutacdo/polimorfismo. A descoberta
de duas sequéncias heterozigdticas, normalmente é uma indicagdo de que a amostra de DNA contém dois
alelos distintos. Observe que a descoberta de um Unico alelo raro através de sequenciagao, nao implica que um
alelo esteja deletado, ja que podem estar presentes duas cdpias do alelo raro. Um polimorfismo de nucleotideo
dnico (em inglés single nucleotide polymorphism, SNP) homozigdtico pode originar uma redugao parcial do
sinal assemelhando-se a uma delecao heterozigdtica.

o Nem todas as dele¢des ou duplicagdes detetadas pela técnica MLPA sao patogénicas. Variagdes no niumero de
copias da linha  germinal reportadas  em individuos  sauddveis estdo  disponiveis em
http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home. A MRC Holland nido pode fornecer informacio sobre se a delecdo ou
duplicagdo de um exdo especifico originara uma doenga.

o Certas aberragdes no numero de copias podem dever-se a alteragdes somaticas, incluindo extensivas dele¢des
e duplicagdes de cromossomas inteiros.

o Em caso de uma delegdo homozigdtica aparente, o eletroferograma deve ser inspecionado visualmente para
identificar se o sinal estd verdadeiramente ausente. Falta de sinais das sonda pode dever-se a problemas de
compartimentagao (em inglés binning) ou a sinais reduzidos.

o Nao é provavel que as alteragdes no numero de copias detetadas por sondas de referéncia ou por sondas de
flanqueamento estejam relacionadas com a doenca que esta a ser testada. A identidade das sondas de
referéncia é disponibilizada apds ser solicitada.

1. PRECAUGCOES E AVISOS

o Apenas para utilizagdo profissional. O desempenho dos ensaios depende da proficiéncia do operador e do
cumprimento das instrugdes de procedimento. O ensaio deve ser realizado por profissionais treinados em
técnicas moleculares. A pessoa responsavel pela interpretagcao dos resultados deve ser conhecedora dos mais
recentes avancos cientificos da aplicagdo em causa e de quaisquer limitagcdes do procedimento MLPA que
possam levar a resultados incorretos.

° E essencial a validacdo interna de cada ensaio MLPA, em especial quando se utiliza a técnica MLPA pela
primeira vez, ou quando se altera o procedimento de manuseio de amostras, o método de extragao de DNA ou
0os instrumentos usados; devem ser incluidas pelo menos 16 amostras de DNA normal. A validagcao deve
demonstrar um desvio-padrao <0,10 para cada sonda (exceto se a descrigcdo do produto especifico a probemix
referir o contrario). As amostras usadas na validagao devem ser representativas das amostras usadas na pratica
quotidiana.

7 O software Coffalyser.Net comega com a anélise de dados ndo processados (corre¢do da linha de base, identificagdo de picos) e
permite um controlo extensivo da qualidade (p.ex. quantidade de DNA usado, desnaturacdao de DNA completa, corregao do
declive).

www.mrcholland.com, www.mlpa.com paginal2de 13


http://www.mrcholland.com/
http://www.mlpa.com/
http://www.mrcholland.com/
http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home

g": MRC
‘3 Holland
MDP versdo-008-PTl; Emitida a 6 de Maio de 2022 ’

12. LIMITACOES DO PROCEDIMENTO

. Para a maioria das aplicagdes MLPA, a principal causa dos defeitos genéticos sao pequenas mutagdes
(pontuais), a maioria das quais ndo sao detetadas por probemixes MLPA.

° A técnica MLPA nao deteta delegcdes ou duplicagdes que se situem fora da sequéncia alvo das sondas, bem
como inversdes neutras ou translocacdes do numero de cdpias.

° Alteracdes (p.ex. devido a SNPs, mutagdes pontuais, indels de pequena dimensao) na sequencia alvo ou perto
da sequéncia alvo detetada por uma sonda podem causar falsos resultados positivosé.

. Contaminagdo das amostras de DNA com DNAc ou com fragmentos de exdes individuais amplificados por
PCR pode causar um aumento no sinal da sonda®. A andlise de uma segunda amostra de DNA, recolhida e
isolada de forma independente, pode excluir estes artefactos causados por contaminacgao.

. Em caso de desnaturagao insuficiente da amostra de DNA, as dele¢des aparentes, mesmo de varias sondas que
reconhecam alvos gendémicos adjacentes, podem representar um resultado falso positivo! Regides
cromossémicas extremamente ricas em GC ndo sao desnaturadas a 98 °C quando estao presentes mais de 40
mM de NaCl ou de KCI.

. Os testes MLPA fornecem o ndmero médio de cdpias das sequéncias alvo, nas células de onde foi extraida a
amostra de DNA. Caso varias sondas de sequéncias adjacentes apresentem valores incomuns, mas nao atinjam
os valores limites habituais de uma delecdo/duplicagdo, o mosaicismo pode ser uma possivel causa.

o Pequenas diferengas na execugao experimental podem afetar o padrao de picos MLPA. Inclua apenas na
analise amostras que tenham sido a) incluidas na mesma experiéncia MLPA e b) testadas com o mesmo lote
da probemix.

. As alteragdes subtis, como as observadas nos casos de mosaicismo, sé conseguem ser distinguidas quando as
sondas sao organizadas segundo a localizagdao cromossémica.

. Em determinados casos, pode ser necessario a analise de amostras parentais para a correta interpretagao dos
resultados.

. Na corrida de eletroforese de produtos MLPA, o protocolo de eletroforese capilar pode necessitar de
otimizagdo. Podem ser obtidos resultados falsos se um ou mais picos se encontrarem fora da escala. Por
exemplo, uma duplicacdo de um ou mais exdes pode ser ofuscada quando os picos estao fora da escala, o que
origina um resultado falso negativo. O risco dos picos fora da escala é superior quando sao usadas probemixes
gue contém um numero relativamente reduzido de sondas. O software Coffalyser.Net avisa para a presenca de
picos fora da escala, enquanto outros softwares ndao o fazem. Se um ou mais picos estiverem fora da escala,
repita a corrida de eletroforese dos produtos de PCR usando: uma voltagem de injecdo inferior / configuracdes
do tempo de injegao inferiores, ou uma quantidade de amostra reduzida, através da diluicdo dos produtos de
PCR.

Protocolo Geral MLPA - Histérico de versoes

Versdo-008-PT1 (6 de Maio de 2022)

- As informacgdes sobre os instrumentos de eletroforese capilar foram atualizadas nas secgdes 2.1 e 7.2, para
estarem alinhadas com o software Coffalyser.Net.

Versao-007-PT1 (1 de Margo de 2019)

- Asversdes anteriores estdo disponiveis apenas em Inglés.

- O protocolo foi reestruturado e algumas secgdes foram reescritas. Nao houve alteragdes ao método de
execugao da técnica MLPA.

- O Beta-Mercaptoetanol foi substituido por DTT na Solugao Tampdo SALSA MLPA e na Solugdo Tampado SALSA
Ligase-65.

- Foi adicionada uma nova limitagao ao procedimento relativa a picos fora da escala.

Versao-006 (23 de Margo de 2018)

- Foi adicionada uma nova Figura 2.

- Configuragodes iniciais e ABI-310 removidos da tabela de especificagdes de eletroforese.

- ABI-SegStudio foi adicionado a tabela de especificagdes de eletroforese.

- Foi adicionada a tabela com o intervalo de sinais para instrumentos de eletroforese capilar.

- Foi adicionado o Fluxograma do Controlo de Qualidade.

- Foram adicionados pontos criticos a obten¢ao de bons resultados.

- Ainformagao no protocolo foi reorganizada e reescrita.

8 No desenvolvimento de novas sondas, os SNP que s3o conhecidos sdo evitados sempre gque possivel. Contudo, estio
continuamente a ser descobertos novos SNP. Pedimos que notifique a MRC Holland caso um polimorfismo ou uma mutacao
patogénica frequente influencie o sinal da sonda.

% Varga RE et al. (2012). MLPA-based evidence for sequence gain: pitfalls in confirmation and necessity for exclusion of false
positives. Anal Biochem. 421:799-801.
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