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Resumo

A miocardiopatia hipertréfica (MH) € a doencga cardiaca genética mais comum,
afectando 1:500 individuos, apresentando um padrao de transmissdo autossémico dominante,
com mutacdes associadas a genes sarcoméricos € nao sarcoméricos.

A MH apresenta uma variedade de manifestacdes clinicas, desde
individuosassintomdticos a individuos que manifestam uma progressdo da severidade dos
sintomas, podendo nalguns casos ocorrer morte stbita.

O diagnéstico clinico € realizado por Electrocardiograma e Ecocardiograma. O
diagndstico genético baseia-se na Sequenciacdo Automdtica (SA) dos 5 principais genes
sarcoméricos MYBPC3, MYH7, TNNT2, TNNI3 e MYL2, sendo considerada uma metodologia
bastante dispendiosa e demorada e que ndo permite a identificagdo de mutacdes em cerca de
1/3 dos individuos.

A Genotipagem por iPLEX MassARRAY revela-se uma boa alternativa a SA no
diagnodstico genético de MH, uma vez que permite a andlise de varias amostras em
simultaneo, para um elevado nimero de mutacdes, num Unico ensaio, com uma maior
rentabilidade de tempo e recursos.

Este trabalho teve como objectivo a optimizagdo e a validacdo desta
metodologia, na deteccdo de 541 mutacOes em 33 genes, tendo-se verificado que 29 % das
reaccOes multiplex necessitam de ser revistas, quer pelo desenho de novos conjuntos

de primers, quer pela sua relocalizacio no chip.

Palavras-chave: Miocardiopatia Hipertréfica, Mutacdes, Genotipagem, iPLEXMassARRAY,

Diagndéstico
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Abstract

Hypertrophic cardiomyopathy (HCM) is the most common genetic heart disease,
affecting 1:500 individuals, with an autosomal dominant pattern of inheritance, with
mutations associated with sarcomeric and non-sarcomeric genes.

HCM presents a variety of clinical manifestations, from asymptomatic individuals to
individuals who show a progression of severity symptoms and in some cases sudden death.

The clinical diagnosis is made by Electrocardiogram and echocardiogram. The
genetic diagnosis is based on the automatic sequencing of the 5 main sarcomeric genes
MYBPC3, MYH7, TNNT2, TNNI3 e MYL2. This method is considered very expensive and
time consuming and doesn’t allow the identification of mutations in about one third of the
individuals.

The iPLEX MassARRAY genotyping turns out to be a good alternative to the
automatic sequencing in genetic diagnosis of HCM, since it allows the analysis of multiple
samples simultaneously, for a large number of mutations in a single assay, with reduction of
time and costs.

This work aimed the optimization and validation of this methodology in the detection
of 541 mutations in 33 genes which has found that 29 % of multiplex reactions have to be

amended, by designing new sets of primers and their relocation in chip.

Key-words: Hypertrophic Cardiomyopathy, Mutations, Genotyping, iPLEX MassARRAY,

Diagnosis
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Zusammenfassung

Die Hypertrophe Kardiomyopathie (HCM) ist die hdufigste genetische Erkrankung.
Sie betrifft 1:500 Individuen und zeigt eine autosomal-dominante Vererbung mit Mutationen
an sarkomerischen und nicht-sarkomerischen Genen.

Die Klinik der HCM ist vielfiltig. Sie kann asymptomatisch sein oder sich progressiv
verschlechtern. In manchen Fillen endet sie in plotzlichem Herztod.

Die klinische Diagnose wird mithilfe eines Elektrokardiogramms und einer
Echokardiographie gestellt. Bei der genetischen Diagnose fiihrt man eine Automatische
Sequenzierung (AS) der 5 sarkomerischen Hauptgene MYBPC3, MYH7, TNNT2, TNNI3 und
MYL2 durch. Diese Methode wird als sehr teuer und zeitraubend angesehen und fiihrt in 1/3
der Fille nicht zu der Identifikation von Mutationen.

Als gute Alternative zur Diagnostik der HCM kommt die Genotypisierung durch
iIPLEX MassARRAY in Frage. Diese erlaubt die simultane Analyse von zahlreichen
Mutationen bei multiplen Proben in einem einzigen Durchgang. Dadurch spart man Zeit und
Ressourcen ein.

Diese Arbeit hatte als Ziel die Optimierung und Validierung letzterer Methode,
indem man 541 Mutationen in 33 Genen detektierte. Es zeigte sich, dass bei 29 % der
multiplex Reaktionen eine Verbesserung notwendig ist. Hierbei wiren neue Primer

erforderlich und man miisste eine Relokalisierung auf dem Chip vornehmen.

Schliisselworter: Hypertrophe Kardiomyopathie, Mutationen, Genotypisierung, iPLEX
MassARRAY, Diagnostik
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Lista de Abreviaturas

A adenina

ACE gene que codifica para a enzima conversora de angiotensina-1

ACTCI gene que codifica para a proteina actina cardiaca

ACTN2 gene que codifica para a proteina a-actinina

ADP adenosina difosfato

Ala alanina

AMP adenosina monofostato

AMPK subunidade vy, regulatéria da AMP cinase

ANKRDI1 gene que codifica para a proteina do dominio 1 da repeticio da
anquirina

Arg arginina

Asn asparagina

Asp aspartato

ATP adenosina trifosfato

C citosina

Ca®* ido cdlcio

CASQ?2 gene que codifica para a proteina calsequestrina 2

CAV3 gene que codifica para a proteina caveolina 3

COX15 gene que codifica para a proteina associada a montagem da estrutura

do citocromo C oxidase

CS-1 gene que codifica para a proteina calsarcina -1

CTnC isoforma expressa no musculo cardiaco

Cys cisteina

CSRP3 gene que codifica para a proteina LIM do musculo cardiaco

CRP proteinas ricas em cisteina

DES gene que codifica para a proteina desmina

dHPLC Cromatografia liquida de alta desnaturacao, do inglés: Denaturing high-

performance liquid chromatography

DNA acido desoxirribonucleico
dsDNA cadeia dupla do 4acido desoxirribonucleico
dNDPs desoxirribonuleotideos monofosfatados
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dNTPs
DO
DYS
ECG
EEG
FXN
FTnC

GAA
GLA
Gln
Glu
Gly

His
HRM
HVE
Ile
JPH?2
K*
LAMP?2
Leu
Lys
MALDI

MALDI-TOF

MD
Met
Mg2+
MgClz
MH
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desoxirribonuleotideos trifosfatados

densidade Optica

gene que codifica para a proteina distrofina

electrocardiograma

ecocardiograma bidimensional

gene que codifica para a proteina frataxina

isoforma fast expressa no musculo-esquelético

guanina

acido o-1,4-glucosidade

gene que codifica para a proteina a-galactosidase hidrolase lisossomal
glutamina

glutamato

glicina

histidina

desnaturagdo de alta resolugdo, do inglés: high resolution melting
hipertrofia do ventriculo esquerdo

isoleucina

gene que codifica para a proteina junctofilina 2

130 potéssio

gene que codifica para a proteina membranar associada ao lisossoma
leucina

lisina

Matriz sujeita a laser de dessor¢ao/ionizacao, do inglés: matriz-assited
laser desorption/ionization

Matriz sujeita a laser de dessorcdo/ionizagcdo - tempo de voo do, do
inglés: matriz-assited laser desorption/ionization — time of flight
miocardiopatia dilatada

metionina

130 magnésio

cloreto de magnésio

miocardiopatia hipertréfica

Miosina ATPase adenosina trifosfato miosina

MLP

proteina LIM do misculo cardiaco

xi
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MR
MYBPC3
MYH6
MYH7
MYL2

MYL3

MYLK?2

PRKAG?2

PRKAG2a

PRKAG2b

Pro

RMC

RNA

SA

SAP

SCL25A4

SNP

SNR

miocardiopatia restritiva

gene que codifica para a proteina C de ligacao a miosina cardiaca

gene que codifica para a proteina cadeia pesada o da miosina

gene que codifica para a proteina cadeia pesada § da miosina

gene que codifica para a cadeia leve regulatéria da
miosina cardiaca

gene que codifica para a cadeia leve essencial da
miosina cardiaca

gene que codifica para a proteina cinase 2 da cadeia leve da miosina no
musculo-esquelético

gene que codifica para a proteina miosina 6

130 sodio

gene que codifica para a proteina obscurina

fosfato inorganico

reaccdo em cadeia de polimerase, do inglés: Polymerase chain reaction
gene que codifica para a proteina fosfolamban

proteina cinase C

gene que codifica para a subunidade vy, regulatéria da proteina
AMP cinase

isoforma do transcrito curto da subunidade y, regulatéria da proteina
AMP cinase

isoforma do transcrito longo da subunidade v, regulatéria da proteina
AMP cinase

prolina

ressonancia magnética cardiaca

acido ribonucleico

sequenciagdo automatica

fosfatase alcalina de camardo, do inglés: shrimp alkaline phosphatas
gene que codifica para o transportador mitocondrial, translocador de
adenina, familia 25, membro 4

polimorfismo de um tunico nucleétido, do inglés: Single Nucleotide
Polymorphism

ruido de fundo, do inglés signal to noise

xii
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SSCP

STnC

T

TCAP

TOF

TPM1
TNNCI/TnC
TNNI3/Tnl
TNNT2/TnT
TTN

Trp

TTN

Tyr

uv

Val

VCL
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polimorfismo de cadeia simples, do ingles: single strand conformation

polymorphism

isoforma slow expressa no musculo-esquelético

timina

gene que codifica para a proteina teletonina

tempo de voo, do inglés: time of flight

gene que codifica para a proteina a-tropomiosina cardiaca
gene que codifica para a proteina troponina C cardiaca (TnC)
gene que codifica para a proteina troponina I cardiaca (Tnl)
gene que codifica para a proteina troponina T cardiaca (TnT)
gene que codifica para a proteina titina

triptofano

gene que codifica para a proteina telotonina

tirosina

ultravioleta

valina

gene que codifica para a proteina vinculina
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Lista de Unidades

°C

% plv
KDa
Kg

mol

Graus Celsius

Graus

Percentagem peso/volume

Quilodalton; Da — Dalton (10'3 Da)

Quilogramas; g - gramas (10'3Kg); U g — micrograma (10°° Kg);

ng — nanograma (10 Kg)

Litro; mL - mililitro (10°L); uL - microlitro (10°L)

Molar (mol/L); mM - milimolar (10” M); uM - micromolar (10 M);
nM — nanomolar (10'9 M)

Metro; mm - milimetro (10'3 m); um — micrémetro (10'6 m);
nm — namoémetro (10'9 m)

Mole

Pares de base

Rotacdes por minuto

Segundos; pus — microsegundos (107 s)

Voltes

Xiv
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1. Introducao

1.1. Miocardiopatias

A rapida evolugdo da genética molecular no ambito da cardiologia na ultima década,
levou a necessidade da actualizagdo do conceito de miocardiopatias (Maron, 2006). As
miocardiopatias sdo caracterizadas como um grupo de doengas do miocardio, acarretando
uma disfuncdo cardiaca, arritmias ou em ultima instancia, podendo conduzir a morte subita
cardiaca. No geral, as miocardiopatias representam a maior causa de morbilidade e
mortalidade, quer em criangas e em jovens adultos (Hughes e McKenna, 2005).

As miocardiopatias podem ser classificadas em miocardiopatias primdrias, quando
afectam apenas o musculo cardiaco e em secunddrias, quando afectam o miocardio como
consequéncia de doencas sistémicas (Richard, 2010).

Existem quatro tipos de miocardiopatias primdrias de origem genética, sendo
agrupadas de acordo com critérios anatomicos e funcionais: miocardiopatia hipertréfica
(MH), miocardiopatia dilatada (MD), miocardiopatia restritiva (MR), displasia arritmogénica
do ventriculo direito e miocardipatia ndo compactada do ventriculo esquerdo (Richard, 2010).

Na MH observa-se um aumento localizado da massa do miocdrdio, podendo
manifestar-se em termos morfolégicos por um padrdao de hipertrofia ao nivel do septo
interventricular (2/3 dos casos) ou ao nivel do dpice ventricular, com diminui¢do do volume
da camara ventricular, como se observa na Figura 1.1A (Hershberguer, 2009). Ao nivel
fisioldgico, a MH apresenta um aumento da funcgdo sistolica (periodo de contrac¢ao muscular
do miocérdio), enquanto a fun¢ado diastélica é reduzida (periodo de relaxamento muscular do
miocdardio) (Morimoto, 2008). Por sua vez, a MD caracteriza-se por uma dilatacdo ventricular

progressiva com reducdo da funcdo ventricular, como se pode observar na Figura 1.1C

(Morimoto, 2008; Seidman e Seidman, 2001)

Figura 1.1 - Diferencas morfolégicas entre um coracido com miocardiopatia hipertrofica (Figura 1.1A), um
coracio saudavel (Figura 1.1B) e um coracio com miocardiopatia dilatada (Figura 1.1C). Na Figura 1.1A

observa-se um espessamento da parede ventricular (indicada pela seta a direita na figura) e no septo inter-
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ventricular (indicada pela seta a esquerda na figura), com diminui¢do do volume da cdmara ventricular

(Morimoto, 2008; Seidman e Seidman, 2001).

As miocardiopatias podem ser agrupadas, de acordo com critérios genéticos, em
formas familiares ¢ em formas ndo familiares (esporadicas). A forma familiar ou genética
refere-se a ocorréncia da doenca em mais que um membro da familia, enquanto na forma ndo
familiar a doenca manifesta-se apenas num paciente index, ndo se manifestando nos restantes

membros da familia (Elliott, 2008).

1.2. Miocardiopatia hipertroéfica

1.2.1. Caracterizacao da doenca

A MH ¢€ a doenca genética mais frequente do foro cardiaco, caracterizada por se
tratar de uma patologia bastante complexa, com uma heterogeneidade de caracteristicas
fenotipicas, que se reflectem numa variedade de manifestag¢des clinicas (Olivotto, 2009).

Tal como referido anteriormente, a principal caracteristica morfolégica da MH
centra-se na hipertrofia do ventriculo esquerdo (HVE), podendo esta desenvolver-se durante a
puberdade até ao inicio da idade adulta (Olivotto e Cecchi, 2009). A distribuicdo da
hipertrofia do ventriculo esquerdo ¢é assimétrica, desenvolvendo padrdoes que sao
extremamente variaveis (Olivotto e Cecchi, 2009).

O processo de hipertrofia pode desenvolver-se em qualquer segmento de ventriculo
esquerdo, estendendo-se ocasionalmente para o ventriculo direito e musculos papilares
(Harrigan, 2008; Olivotto e Cecchi, 2009). O septo interventricular apresenta uma espessura
varidvel que pode variar entre os 13 a 15 mm (hipertrofia leve) e os 30 mm (hipertrofia

severa), Figura 1.1 (Olivotto e Cecchi, 2009).

1.2.2. Epidemiologia
A MH apresenta uma prevaléncia de 1:500 individuos, afectando igualmente homens
e mulheres (Ho, 2009). Esta estimativa € determinada como base na espessura da parede
ventricular esquerda (< 15 mm). O valor da verdadeira estimativa pode vir a ser bastante mais
elevado (1:300), devido a penetrancia variada desta doenca (Marian, 2010).
Em 55 a 70% dos casos de MH sdo identificadas mutacdes num dos genes que

codificam para proteinas do sarcémero cardiaco (Ho, 2009)
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1.2.3. Sintomatologia

A heterogeneidade das manifestacdes clinicas na MH, anteriormente referida,
acarreta que uma percentagem significativa dos doentes com MH seja assimptomaética ou
manifestem apenas alguns sintomas, podendo nestes doentes ocorrer uma progressao natural
da doenca, com aumento da severidade dos sintomas, culminando em paragem cardiaca.
Nalguns casos, a morte subita podera ser a inica manifestacao da doenca (Alcalai, 2008).

A dispneia e dor no peito sdo os sintomas mais comuns de MH, apesar de poderem
ocorrer sintomas adicionais a estes. A dispneia ocorre devido a uma anomalia na funcao
diastdlica, provocando um aumento da pressao diastélica durante o exercicio fisico, enquanto
a dor no peito pode surgir devido a uma hipoperfusdo do miocardio (Ho, 2010; Marian, 2010).

E comum ocorrerem palpitagdes sendo frequentemente associadas a delirios, tonturas
e ocasionalmente sincopes, que apesar de serem pouco frequentes, podem ser considerados
um dos sintomas mais graves, prognosticando o risco de morte subita. A fibrilhacdo auricular
e arritmias supra ventriculares podem também ser um dos sintomas associados a MH, estando

associadas com uma evolugdo de sintomas adversos (Ho, 2010; Marian, 2010)

1.2.4. Histopatologia

Em termos patolégicos, a MH € caracterizada por uma hipertrofia e desarranjo dos
midcitos cardiacos (cardiomidcitos), fibrose intersticial, hiperplasia das artérias corondrias e
por anomalias na valvula mitral, como se pode observar na Figura 1.2 (Marian, 2010).

Na Figura 1.2B observa-se um desarranjo dos cardiomidcitos constatando-se a sua
profunda desorganizacdo, variagdo de tamanho e de forma, com formacdo de interligacdes
andémalas entre cardiomidcitos e com perda do seu alinhamento fisiolégico (Elliott, 2004;
Olivotto, 2009).

Este desarranjo € extremamente varidvel, com uma distribuicdo dos cardiomidcitos
desigual ao longo de toda a extensdo, sendo independente do grau de hipertrofia ventricular
(Elliott, 2004; Olivotto, 2009). As consequéncias funcionais deste desarranjo podem afectar a
mecanica do ventriculo esquerdo, interferindo com os movimentos fisiolégicos de contrac¢cao
e relaxamento e representam um substrato potencial para arritmias ventriculares (Elliott,
2004; Olivotto, 2009). O desarranjo dos cardiomidcitos € a caracteristica histopatologica mais

elucidativa de MH, compreendendo por vezes cerca de 20% do ventriculo (Marian, 2010).
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Figura 1.2 — Caracteristicas histologicas do miocardio cardiaco com MH. Comparagio histolégica entre um
miocdrdio normal apresentando um arranjo ordenado dos midcitos cardiacos (Figura 1.2A) com um miocérdio
hipertrofiado, que apresenta um desarranjo total dos midcitos, onde estes se encontram desorganizados de uma
forma anormal e em angulos varidveis (Figura 1.2B). O miocérdio hipertrofiado também pode apresentar fibrose
intersticial, devido a uma acumulacio de fibras de colagénio no espaco intersticial cardfaco (Figura 1.2C) e uma
remodelacdo microvascular onde a arteriola inter-miocdrdica corondria apresenta um espessamento na sua

parede, devido ao fenémeno de hipertrofia (Figura 1.2D) (Adaptado de Ho, 2010; Olivotto, 2009).

A fibrose cardiaca ocorre quando existem danos no miocdrdio, que devido a ndo
regeneragdo deste tipo de células, este tecido € substituido por tecido fibroso (fibras de
colagénio) ndo contrictil. Ocorre uma acumulacdo da matriz extra-celular, particularmente
por fibras de colagénio no espaco intersticial cardiaco, sendo reconhecido como um dos
determinantes da disfunc¢do ventricular (Lammey, 2008).

No miocédrdio podem ocorrer dois tipos de fibrose, a fibrose por substituicdo
(scarring) e a fibrose intersticial. A fibrose por substitui¢do € causada pela substituicio ou
dano das células do miocérdio, apresentando fibrose tecidular, resultando de algum evento de
vascularizacdo, como o enfarte de miocéardio. Por outro lado, a fibrose intersticial (Figura
1.2C), ocorre quando uma rede de fibras do colagénio se espalha difusamente através das
fibras do musculo cardiaco, provocando estimulos externos como a aumento de pressdo e
volume (Lammey, 2008).

Existem outros factores que contribuem para uma disfuncdo microvascular, para
além do desarranjo dos midcitos, como sejam a reducdo da densidade capilar e um aumento

das forcas que comprimem o espaco extravascular (Olivotto, 2009).
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1.2.5. Penetrancia
Tal como referido anteriormente, a penetrancia desta doenca € bastante varidvel,
dependendo da idade, sendo que muitos dos pacientes podem demonstrar formas de
hipertrofia variada ao longo dos anos. Por vezes, subestima-se esta patologia, dado que o
diagnéstico clinico ndo € suficientemente robusto para distinguir um caso de MH verdadeiro

de um caso de miocardiopatia metabdlica (Marian, 2010).

1.3. Miisculo Cardiaco
O miocardio ou musculo cardiaco é considerado a propria parede do coragdo. Este
constitui um dos trés tipos principais de misculos do corpo humano, possuindo caracteristicas
histolégicas e funcionais, do musculo-esquelético e do musculo liso, respectivamente. A sua

principal fun¢do a contragao cardiaca (Fatkin e Graham, 2002).

1.3.1. Fisiologia celular dos cardiomiodcitos
Cada célula do miocéardio, designada de cardiomidcito, é constituida por um nicleo
central, envolvido por uma membrana plasmadtica, o sarcolema e por numerosas fibras
musculares. As fibras musculares cardiacas sdo constituidas por miofibrilas que formam

longas cadeias de miofilamentos — os sarcémeros, como se pode observar na Figura 1.3

(Fatkin e Graham, 2002).

Capilares
! Fibra Muscular

Feixe de Fibras
Musculares P
Reticulo

Sarcoplasmatico

Sarcomero

Pr——
_ Miofibrila Bandal Banda A
Muasculo . S ——

% 7
Figura 1.3 - Constituicio do miisculo cardiaco. O musculo cardiaco € constituido por intimeras fibras
musculares, sendo estas compostas pelos miécitos. Os midcitos sdo compostos por miofibrilas, que formam

longas cadeias de miofilamentos, designados por sarcémero (Adaptado de Fatkin e Graham, 2002; Nelson e Cox,

2005).
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1.3.2. Sarcéomero Cardiaco

O sarcomero caracteriza-se por ser a unidade estrutural e funcional do miusculo
cardiaco, compreendido entre filamentos grossos e finos, que representam cerca de 50% do
volume celular. Os filamentos grossos apresentam um didmetro préximo de 15 nm, sendo
compostos predominantemente pela cadeia pesada B da miosina cardiaca (BMHC; codificada
pelo gene MYH?7), cadeia pesada a da miosina cardiaca (aMHC; codificada pelo gene MYH6),
pela proteina C de ligacdo a miosina (MyBP-C; codificada pelo gene MYBPC3) e pelas
proteinas da cadeia leve regulatdria e essencial da miosina cardiaca (codificadas pelos genes
MYL2 e MYL3, respectivamente), enquanto os filamentos finos tem um didmetro préximo dos
5 nm, sendo constituidos pelas proteinas actina cardiaca, (codificada pelo gene ACTCI),
a-tropomiosina (codificada pelo gene TPM1) e pelo complexo das troponinas (troponina C
(TnC), troponina I (Tnl) e troponina T (TnT)) (codificadas pelos genes TNNCI, TNNI3 e
TNNT2, respectivamente), como se observa na Figura 1.4 (Fatkin e Graham, 2002).

Troponma T

Figura 1.4 — Constituintes principais do sarcémero cardiaco (Adaptado de Ho, 2010; Seidman e Seidman,
2001)

Cada sarcémero compreende uma banda A (compreendida entre filamentos grossos e
finos) com uma linha M central (composta unicamente por filamentos grossos). Uma por¢ao
da banda A é composta por uma zona H (ndo existe interligacdo entre os filamentos grossos e
finos), encontrando-se rodeada por uma zona C. Cada lado da Banda A encontra-se
delimitado pelas bandas I, que se encontram rodeadas por linhas Z, como se observa na Figura

1.5 (Fatkin e Graham, 2002).
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Sarcomero cardiaco
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Figura 1.5 - Esquema representativo do sarcémero cardiaco. O sarcomero cardiaco é composto por
filamentos grossos e por filamentos finos. Cada sarcémero € constituido por uma Banda A com uma linha M
central. Uma por¢do da banda A é composta por uma zona H, encontrando-se esta rodeada por uma zona C.
Cada lado da Banda A encontra-se delimitado pelas bandas I, que se encontram rodeadas por linhas Z (Adaptado

de Fatkin Graham, 2002; Rodriguez, 2009).

O disco Z (que contem a linha Z) é formado por uma rede de proteinas interligadas
entre si, com a fun¢do de manter a organizagcdao dos miofilamentos através das ligacdes entre a
titina com os filamentos finos dos sarcomeros adjacentes. A titina (codificada pelo gene TTN)
¢ uma proteina de grandes dimensdes, que se estende desde a linha Z até a linha M,
contribuindo para a montagem e organizacdo do sarcémero, sendo uma das principais

determinantes das propriedades eldsticas da miofibrila cardiaca (Fatkin e Graham, 2002).

1.3.3. Contracao muscular cardiaca

A contragdo cardiaca ocorre pelo deslizamento e interligagdo dos filamentos finos
com os filamentos grossos do sarcomero cardiaco. (Cirino e Ho, 2009; Seidman e Seidman,
2001).

A forga contrictil do musculo € gerada pela interag@o entre duas proteinas, a miosina
e a actina, localizadas nestes filamentos (Nelson e Cox, 2005).

Desta forma, o deslizamento dos miofilamentos ocorre através da interacdo do
filamento grosso, pela cabeca globular da cadeia pesada B da misoina, que possui actividade
ATPase mediante a hidrélise do ATP, aos locais de ligacdo a actina no filamento fino. A
alteracdo da conformacgdo da cabega da miosina, dependente de energia, origina a libertacdo
do complexo actina-miosina. A cabeca da miosina é considerada frequentemente o motor do

sarcomero (Cirino e Ho, 2009; Seidman e Seidman, 2001).
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A contragao cardiaca, exemplificada na Figura 1.6, inicia-se quando a concentracao
de Ca® citos6lico aumenta, ligando-se este 2 troponina C. Esta ligacio permite libertar a
inibicdo da troponina I, expondo assim os locais de ligacdo a actina e permitindo a sua
interacdo com a cabeca da miosina. O ATP liga-se ao dominio da cabeca globular da miosina,
alterando a conformacao dos locais de ligacdo desta com a actina, de modo que a cabeca do
dominio seja deslocada ao longo do filamento fino (aproximadamente 10 nm) (Cirino e Ho,
2009; Seidman e Seidmam, 2001). Ap6s a hidrdlise do ATP e da libertagdo do ADP e do Pi,
ocorre geracdo da forca (denominada por power stroke), em que a conformacdo inicial da

miosina € restaurada, como se observa na Figura 1.6 (Seidman e Seidmam, 2001).

Activador da miosina cardiaca

4

\ 1
N -3
| \i
Power Stroke
A /1\ —
Ligacio "
Y L— 1 %
g Sy Filamentos de actina i

Filamento grosso
damiosina

Figura 1.6 — Ciclo da contracciio cardiaca. A contracio do misculo cardiaco inicia-se pela ligagio do Ca™*,

N

libertado do reticulo sarcoplasmdtico, ao complexo das troponinas (em particular a subunidade C) e
a-tropomiosina, permitindo a libertacdo da inibi¢do da interacdo entre a miosina e a actina pela troponina
cardfaca I. A actividade de ATPase e a ligacdo a actina pela cabega globular da miosina resulta numa alteragdo
de conformac@o que dobra o pesco¢o da miosina e resultando no deslizamento do filamento grosso em relacdo ao
filamento fino. Na auséncia de Ca®" (retido no reticulo sarcoplasmético) dé-se a inibi¢do da interacdo entre a

actina e a miosina pela troponina I (Adaptado de DeGoma, 2006).

A transmissdo da forga gerada pelo sarcémero para o citoesqueleto do cardiomidcito
ocorre através de um complexo de moléculas, incluindo a proteina C de ligacdo a miosina
cardiaca, a titina, a distrofina (codificada pelo gene DYS) e alguns péptidos sarcoglicanos
associados. Estes péptidos fornecem elasticidade para a célula, podendo modular a forca
contréctil. A contracdo termina quando o Ca®* volta ao reticulo sarcoplasmatico, diminuindo a

sua concentragdo citoplasmaética (Cirino e Ho, 2009; Seidman e Seidman, 2001).
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1.4.Genética Molecular da miocardiopatia hipertroéfica

A natureza hereditéria e o padrdo de transmissdo autossémico dominante da MH tém
sido amplamente estudados, desde que em 1980 comecgaram a surgir os primeiros estudos de
linkage, conduzindo a descoberta de mutacdes nos genes que codificam para os componentes
contrécteis, estabelecendo o paradigma em que a MH € uma doenca do sarcémero (Ho, 2010).

Assim sendo, a MH € a doenca cardiaca monogénica mais frequente, apresentando
uma heterogeneidade genética substancial. Ja foram identificadas mais de 1000 mutagdes
distintas em mais de 30 genes, que codificam para proteinas sarcoméricas e nao sarcoméricas,
sem especificidade de raca ou etnia, como se pode analisar na Tabela 1.1 (HGMD®
http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php; Ho, 2010; Santos, 2011 (submetido BMC Medical

Genetics)).

Estudos genéticos das mutagdes ocorridas em alguns desses genes, nomeadamente
MYH7, MYBPC3,TNNT2, TNNI3, ACTCI1, TPM1, MYL2, MYL3 e MYH6, tém demonstrado
que a MH resulta maioritariamente de mutacdes em proteinas sarcoméricas cardiacas, com
funcdes contricteis, estruturais e regulatdrias (Alcalai, 2008, Cardim, 2005; Fatkin e Graham,
2002; Gomes, 2002, Ho, 2010; Klabunde, 2004; Morimoto, 2008; Santos, 2011 (submetido
BMC Medical Genetics)). Por outro lado, mutagdes noutros genes, tais como o0s que
codificam para as proteinas da linha Z (proteina LIM do mdusculo cardiaco (CSRP3),
teletonina (TCAP), miozenina 2 (MYOZ2), a-actinina (ACTN2), vinculina (VCL) e dominio 1
de repeticdo da anquirina (ANKRDI)) e para proteinas ndo sarcoméricas sao menos
frequentes, sendo conhecidas como causas raras da MH (Arimura, T., 2009; Faulkner, 2001;

Geier, 2008; Santos, 2011 (submetido BMC Medical Genetics)) (Tabela 1.1).

Tabela 1.1 — Genes que codificam para as proteinas sarcoméricas e nao sarcoméricas e respectivas
mutacdes associadas a MH (Alcalai, 2008; HGMD® Janeiro 2012; Ho, 2010; Santos, 2011 (submetido BMC
Medical Genetics))

) Niimero de mutacgoes
Proteina Gene Locus .
associadas com MH

Proteinas Sarcoméricas

Actina cardiaca ACTCI 15q11-q14 18
Proteina C de ligagdo a miosina cardiaca MYBPC3 11q11.2 359
Cadeia pesada o da miosina cardiaca MYH6 14q12 23
Cadeira pesada f da miosina cardiaca MYH7 14q12 381
Cadeia leve regulatéria da miosina MYL2 12q23-q24.3 13
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Cadeia leve essencial da miosina MYL3 3p21.3-p21.2 12
Troponina cardiaca Cardiaca C TNNCI 3p21.3-p14.3 13
Troponina I cardiaca TNNI3 19p13.4 57
Troponina T cardiaca TNNT2 1q32 63
a-Tropomiosina TPM1 15922.1 25
Titina TTN 2q31 30

Caveolina 3 CAV3 3p25 1

Desmina DES 2q35 1

Obscurina OBSCN 1q42.13 1

Proteinas do Disco Z

Proteina LIM do musculo cardiaco CSRP3 11p15.1 14
Miozenina 2 MYOZ2 4q26-q27 2

Vinculina VCL 10922.1-923 1
Teletonina TCAP 17q12 15

Proteinas envolvidas na sinalizacio do Ca**

Calsequestrina 2 CASQ?2 1p13.3-pll 1
Junctofilina 2 JPH?2 20q13.12 4

Cinase 2 da cadeia leve da miosina MYLK?2 20q13.31 2
Fosfolamban PLN 6q22.1 11

Outras proteinas nao sarcoméricas

Proteina associada a montagem da estrutura do
COX15 10g24 2
citocromo C oxidase, homélogo 15

Miosina VI MYO6 6q13 1
Membro 4 da familia 25 dos
SCL25A4 4q35 1
transportadores de soluto

Proteinas envolvidas nas fenocépias

Frataxina FXN 9q13-g21.1 1
Subunidade vy, regulatéria da AMP cinase PRKAG?2 7q36.1 15
Proteina membranar associada ao lisossoma LAMP?2 Xq24 1

Proto-oncogene s
_ _ _ RAF1 3p25 1
erina/treonina-protefna cinase

1.5.Proteinas do Sarcomero Cardiaco
Como anteriormente explicado, a contragdo e o relaxamento do musculo cardiaco sao
mecanismos mediados pelo deslizamento dos filamentos grossos e finos. Para além dos

principais componentes dos filamentos sarcoméricos, a miosina e a actina, o sarcomero
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cardiaco possui outras proteinas acessdrias, que interagem entre si, possuindo um papel
fundamental na montagem, manuten¢do da integridade estrutural e regulacdo da actividade

contractil (Flashman, 2004).

1.5.1. Proteina C de ligacao a miosina cardiaca

A proteina C de ligacdo a miosina cardiaca localiza-se na banda A do sarcomero
cardiaco, sendo um polipéptido com 1274 aminodcidos, apresentando funcdes estruturais.
Estas funcdes estruturais estdo presentes durante a embriogénese (no alinhamento e
montagem dos filamentos grossos) e na idade adulta, ligando-se a titina (proteina do
citoesqueleto) e a cadeia pesada  da miosina cardiaca (Cardim, 2005).

Além da funcdo estrutural, esta proteina também possui fung¢des regulatorias,
participando no controlo dindmico da contragdo cardiaca, mediada pelo sistema adrenérgico,
através da fosforilagcao dependente das catecolaminas (Cardim, 2005). A proteina C de ligacdo
a miosina possui trés isoformas, sendo a isoforma cardiaca MyBP-C, expressa exclusivamente
no tecido cardiaco (Fatkin e Graham, 2002; Flashman, 2004).

O gene MYBP(C3 que codifica para esta proteina localiza-se no cromossoma 11 e tem
37 exdes (Fatkin e Graham, 2002). Cerca de 30 a 40% dos casos de MH sdo causados por
mutacdes neste gene MYBPC3, tendo ja& sido identificadas 359 mutacdes (HGMD®
http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/gene.php?gene=MYBPC3 acedido em Dezembro de 2011; Ho,

2010; Santos, 2011 (submetido BMC Medical Genetics)). As mutagdes missense sao as mais
comuns, podendo também ocorrer mutacdes nonsense, alteragdes de locais de splicing e
pequenas insercdes e delecdes (Ho, 2010).

As consequéncias destas mutacdes caso se localizem nos dominios de ligacdo a
miosina ou a titina passam pela perda da sua fungdo estrutural, na montagem do sarcémero
cardiaco (Ho, 2010). Mutacdes neste gene encontram-se geralmente associadas ao
aparecimento tardio da MH, a uma menor hipertrofia do septo ventricular, a uma menor
penetrancia e a um melhor progndstico em comparacdo com mutagdes ocorridas em outros

genes (Ho, 2010).

1.5.2. Miosina Cardiaca

A miosina II € uma proteina motora e a principal constituinte do filamento grosso do

sarcomero cardiaco, com cerca de 300 moléculas por filamento (Hamdani, 2008).
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Existem duas isoformas expressas no miusculo cardiaco, a cadeia pesada [ da
miosina, BMHC e a cadeia pesada a da miosina, aMHC. Durante o processo de embriogénese
cardiaca, a isoforma aMHC encontra-se em abundancia, quer nas auriculas quer nos
ventriculos, enquanto na idade adulta a isoforma PMHC é expressa predominantemente nos
ventriculos e a aMHC € expressa nas auriculas (Morimoto, 2008). A miosina € igualmente
constituida por duas cadeiras leves, essencial e regulatéria (MLC) (codificadas pelos genes
MYL3 e MYL2, respectivamente), como se observa na Figura 1.7 (Hamdani, 2008).

Cada molécula de miosina contém duas cabegas, que servem de local de
armazenamento da adenosina trifosfatase miosina (miosina ATPase), uma enzima que

hidrolisa a adenosina trifosfato (ATP), como se verifica na Figura 1.7 (Klabunde, 2004).

Linha M

Filamentos grossos
-

< e —

. Local de ligacdo i actina
Local de armazenamento -
da miosian ATPase

IRV KN =

haste (pescoco)

Cauda da miosina

Molécula de Miosina

Figura 1.7 — Miofilamentos grossos cardiacos, salientando-se a estrutura da miosina II. Os filamentos
grossos sao compostos por moléculas de miosina II, em que cada molecular possui duas cabegas, com locais de
ligacdo ao ATP e a actina (indicadas na figura pelas setas ovais amarelas e verdes respectivamente) (Adaptado

de http://samedical.blogspot.com/2010/07/contraction-of-skeletal-muscle.html acedido a 09 de Janeiro de 2012).

1.5.2.1. Cadeia pesada f§ da miosina cardiaca

A B-MyHC cardiaca é uma proteina abundante do sarcémero, com fun¢ao contractil,
possuindo, tal como referido acima, trés segmentos funcionais: uma cabeca globular, uma
regido de haste (pesco¢o) e um segmento terminal (cauda). A cabeca da miosina (amino-
terminal) liga-se ao ATP, contendo actividade de ATPase e possuindo um dominio ligado a
actina para formar um complexo actina - miosina, crucial para a geracdo da for¢ca, como se
observa na Figura 1.7 e 1.8. A regido da haste participa no processo de contragdo cardiaca e o
dominio terminal-carboxilico interage com as cadeias leves da miosina cardiaca, como se

pode observar pela Figura 1.8 (Ho, 2010).
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Cadeia leve regulatoria
(\ da miosina
/

Local de ligagio ao ATP | ~#0l|

)

Cadeia leve eszencial | Ry gt

da miosina 3 ' “‘y‘%

Dominio de ligagdo
a actina

Figura 1.8 — Estrutura molecular da cadeia pesada da miosina cardiaca e localizacio de mutacdes
associadas a MH. Este modelo tridimensional foi obtido por Cristalografia raio-X baseado no esqueleto da
cadeia pesada da miosina de galinha. O dominio de ligagdo a actina estd representado pela cor roxa. As cadeias
leve essencial e regulatéria da miosina cardiaca encontram-se representadas pela cor azul clara e verde
respectivamente. As mutacdes associadas a MH encontra-se a cor de laranja e as mutagdes na cadeia leve estdo a

cor castanha (Adaptado de Ho, 2010).

Em 1989, estudos de linkage permitiram identificar a primeira mutag¢do associada a
MH no gene que codifica para a cadeia pesada 3 da miosina cardiaca (MYH7) (Jarcho, 1989).
A partir dai, ja foram identificadas cerca de 381 associadas a esta proteina, representando
cerca de 30 a 40% dos casos de MH (HGMD® http://www.hgmd.cf.ac
.uk/ac/gene.php?gene=MYH7 acedido a 07 de Dezembro de 2011; Ho, 2010). O gene MYH7

encontra-se localizado no cromossoma 14ql2, contém 40 exdes que codificam para uma

proteina de 1274 aminoécidos (Cardim, 2005; CardioGenomics http://genepath.med.

harvard.edu/seidman/cg3/genes/MYH7 exons.html#top acedido a 12 de Janeiro de 2012).

Mutacdes ocorridas neste gene sdo a causa mais frequente da ocorréncia de MH, na
sua grande maioria, mutacdes missense, muitas das quais levam a alteracdes em aminodcidos
localizados essencialmente na regidao globular ou entre a juncdo da cabeca da miosna com o
terminal. A mutacdo missense Argd03Gln tem sido amplamente estudada, sendo geralmente
Descrita e associada a familias com MH (Bashyam, 2003). O residuo Arg-403 localiza-se na
cabeca da miosina, interangindo com a actina. A substituicdo do residuo de arginina (Arg)
pela glutamina (Gln) resulta numa perda de carga, ocorrendo uma substituicio de uma
guanina por uma adenina (G>A) (Fatkin e Graham, 2002; CardioGenomics
http://genepath.med.harvard.edu/seidman//cg3/muts/MYH7 Arg403Gln.html acedido a 25 de
Setembro de 2011).
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1.5.2.2. Cadeia pesada a da miosina cardiaca

A cadeia pesada o da miosina cardiaca é caracterizada pela sua elevada actividade de
ATPase durante o processo de contragdo muscular, fazendo parte do processo de regulacao da
func¢do cardiaca, possuindo um papel crucial na fun¢do normal do miocardio (Carniel, 2005).
O gene MYH6 que codifica para esta proteina com 1939 aminodcidos, encontra-se localizado
no cromossoma 14ql2 e tem 39 exdes (Gene Cards® http://www.genecards.
org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=MYH6 acedido a 04 de Janeiro de 2012; Mendelian genes
https://grenada.lumc.nl/L.LOVD2/mendelian_genes/refseq/MYH6 table.html acedido a 12 de
Janeiro de 2012).

Em humanos, mutacdes neste gene tem sido associadas a MH, tendo sido descritas

até a data cerca de 23 mutagdes (Carniel, 2005; HGMD®  http://www.hegmd.

cf.ac.uk/ac/gene.php?gene=MYH6 acedido a 11 de Dezembro de 2011). A mutacdo
GIn1065His (Q1056H), alteracio de uma GIln por uma histidina (His) (HGMD®

http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/all.php acedido a 28 de Setembro de 2011) encontra-se

associada a um fenétipo de MH severo, caracterizado pelo aparecimento precoce da doenca,
uma hipertrofia do ventriculo esquerdo severa e até mesmo conduzir a morte stbita (Carniel,

2005).

1.5.2.3. Cadeia leve regulatoria e cadeia leve essencial da miosina cardiaca

A cadeia leve da miosina pertence a uma superfamilia de proteinas com ligacdo ao
célcio. Tal como referido anteriormente (sec¢do 1.5.2), existem dois tipos de cadeias leves da
miosina cardiaca codificadas por genes distintos: a essencial (MYL3) e a regulatéria (MYL2),
existindo ainda outros membros pertencentes a esta familia de proteinas com ligacdo ao
calcio, como a troponina cardiaca C (TNNC1) e a calmodulina (Fatkin e Graham, 2002).

O musculo cardiaco possui duas isoformas reguladoras da cadeia leve da miosina
cardiaca, a isoforma MLC-2 lenta expressa no ventriculo (e codificada pelo gene MYL2) e no
musculo-esquelético e a isoforma MLC-2 expressa na auricula. O gene MYL2 possui 7 exdes
que codificam para uma proteina com 166 aminodcidos, tendo ja sido reportadas 13 mutacdes

nesta proteina (Fatkin e Graham, 2002; HGMD® http://www.hemd.cf.ac.uk/ac/gene.php

?gene=MYL2 acedido a 08 de Dezembro de 2011).
No musculo cardiaco encontram-se presentes duas das cinco isoformas da cadeia
leve essencial da miosina, onde a isoforma leve MLC-1 é expressa no ventriculo e no

musculo-esquelético. O gene MYL3 contém 7 exdes, 6 dos quais codificam para uma proteina
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com 195 aminodcidos, sendo conhecidas e relatadas 12 mutag¢des (Fatkin e Graham, 2002;
HGMD® http://www.hemd.cf.ac.uk/ac/gene.php?eene=MYL3 acedido a 08 de Dezembro de
2011).

Pensa-se que os dominios MLC influenciem a eficiéncia mecanica das ligacdes e a
velocidade de contragdo, contudo ainda nao foi reportada nenhuma funcdo especifica destes.
Ensaios in vitro demonstram que a velocidade de deslizamento da actina aumenta devido a
mutacdes na cadeia leve essencial da miosina (mutagdo Met149Val) enquanto mutagdes na
cadeia leve regulatéria da miosina (mutacdo Glu22Lys) ndo provocam nenhum efeito (Fatkin
e Graham, 2002). Estas duas mutacdes missense foram avaliadas em modelos de ratinhos
transgénicos, em que se constatou que a mutagdo Met158Val, andloga a mutagdo Met149Val
em humanos, encontra-se relacionada com o desarranjo miofibrilar e fibrose. Quando ocorre a
substituicdo da metionina (Met) pela valina (Val), verificam-se alteragdes na actividade da
ATPase e da geracdo da forca, reduzindo a poténcia, devendo-se a uma substituicdo de
umaadenina por uma guanina, A>G (CardioGenomics http://genepath.med.harvard

.edu/seidman/cg3/muts/MYL3 Met1l49Val.html acedido a 25 de Setembro de 2011; Fatkin e

Graham, 2002). A mutacdo Glu22Lys encontra-se associada com a geracdo da forca,
ocorrendo uma substitui¢do do glutamato (Glu) pela lisina (Lys), ocorrendo uma alteracao de
uma guanina por uma adenina, G>A (Fatkin e Graham, 2002; CardioGenomics
http://genepath.med.harvard.edu/seidman//cg3/muts/MYL2 Glu22Lys.html acedido a 25 de
Setembro de 2011).

1.5.3. Actina cardiaca

A actina pertence a um grupo de proteinas altamente conservadas, que fazem parte
do citoesqueleto e que se encontram associadas a varios tipos de dindmica/mobilidade celular.
A actina G € uma proteina globular, soliivel que polimeriza formando polimeros de F-actina,
insoliveis (Faulkner, 2001). No sarcomero, a F-actina forma filamentos finos que sdo
funcionalmente e estruturalmente polarizados (Faulkner, 2001).

No genoma humano, encontram-se presentes cerca de 20 genes de actina, quatro dos
quais encontrados nos musculos cardiaco, esquelético e liso (Klabunde, 2004). A a-actina é a
isoforma da actina predominante, sendo o maior constituinte do sarcomero cardiaco. O
dominio N-terminal (NH,-terminal) da a-actina é o local de interacio com a miosina,

enquanto o dominio C-terminal (COOH-terminal) € onde a a-actinina se liga a distrofina
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(Fatkin e Graham, 2002). As actinas sarcoméricas, cardiaca e a esquelética sdo conhecidas por
se co-expressarem no miocardio (Morimoto, 2008).

O gene ACTCI, localizado no cromossoma 15q11-ql4, codifica para a proteina o-
actina cardiaca, tendo sido o primeiro gene associado tanto a MH como a MD (Monserrat,
2007). Este gene tem 6 exdes que codificam para uma proteina com 375 aminodcidos, que
apesar de ser um dos genes mais importantes para a contracdo muscular, € um dos que menos
contribui para o aparecimento de MH (Morimoto, 2008).

Ja foram identificadas 18 mutacdes associadas a este gene, provocando uma
diminui¢do da estabilidade térmica do mondmero da actina, prejudicando a formagdo do

filamento de F-actina (HGMD® http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/gene.php?gene=ACTC]I acedido

a 08 de Dezembro de 2011; Morimoto, 2008). Isto sugere que a incapacidade de formar os
miofilamentos e / ou a acumulacdo dos seus agregados poderia ser um dos efeitos patolégicos
destas mutagdes (Morimoto, 2008). A mutagcdo GlulO1Lys (E101K ou E99K), substitui¢ao de
um Glu por uma Lys, com alteracio de uma G por uma A (CardioGenomics

http://genepath.med.harvard.edu/~seidman/ce3/muts/ACTC mutations TOC.html acedido a

27 de Setembro de 2011), provoca uma reducdo na velocidade de deslizamento e na
velocidade média da geracdo da forca, diminuindo a afinidade da actina para a miosina,

prejudicando as interac¢des actina - miosina (Morimoto, 2008).

1.5.4. Complexo das troponinas

O complexo das troponinas € heterotrimérico compreendendo trés subunidades: uma
subunidade com ligacdo ao célcio (Ca®), TnC, codificada pelo gene TNNC1, uma subunidade
inibitéria, Tnl, codificada pelo gene TNNI3 e uma subunidade com ligacdo a tropomiosina,
TnT, codificada pelo gene TNNT2. Este completo encontra-se localizado no filamento fino do
sarcomero cardiaco e cada subunidade € responsdvel por uma determinada fun¢do como
explicado acima e como se observa na Figura 1.9 (Landstrom, 2008).

Em conjunto, as trés subunidades desempenham um papel regulador da contracdo

muscular (Szczesna-Cordary, 2002)

16

Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias, Faculdade de Engenharia e Ciéncias Naturais



Helena Oliveira e Tecnologia de iPLEX MassARRAY aplicada ao diagndstico de Miocardiopatia Hipertréfica

Troponina C

Troponina T

Troponina I

Actina Tropomiosina

Figura 1.9 — Complexo das Troponinas. Este complexo engloba a troponina T, troponina I e troponina C
presentes no filamento fino do sarcomero cardiaco. Cada uma destas trés subunidades apresenta funcdes
especificas, como a ligagdo ao Ca”" pela troponina C, a inibi¢do da interagdo actina-miosina pela troponina I e a

ligag@o a a-tropomiosina pela troponina T (Adaptado de Gordon, 2000; Landstrom, 2008).

1.5.4.1. Troponina C cardiaca

A Troponina C € uma subunidade do complexo das troponinas com ligag¢ao ao calcio
(Ca®™), que interagindo com as restantes subunidades, TnT e Tnl, possui um papel central na
regulacdo da contracdo do musculo cardiaco e esquelético. A ligagdao do Ca’™ a troponina C
cardiaca induz alteracdes na conformac¢ao do complexo troponina — a-tropomiosina, inibindo
a contracdo muscular e provocando alteracdes estruturais nos filamentos finos e grossos
(Fatkin e Graham, 2002; Gomes, 2002).

Esta pertence a superfamilia de proteinas com ligacdo ao célcio e € composta por um
dominio globular com extremidades N-terminal e C-terminal, interligadas através de um
linker flexivel (Landstrom, 2008). Cada dominio globular contém dois locais de alta afinidade
para o Ca®* na extremidade C-terminal (ligando-se também ao Mg2+). A extremidade
N-terminal contém somente um local de ligagdo ao Ca” com baixa afinidade, sendo
considerada um dominio regulatério, na medida em que a ligagdo ao célcio, permite o inicio
do processo de contragdo muscular (Landstrom, 2008).

O gene TNNCI, localizado no cromossoma 3p21.3-p14.3 € composto por 6 exdes
que codificam para uma proteina de 161 aminodcidos (Landstrom, 2008). Associadas a este
gene, existem 13 mutacdes conhecidas, 4 das quais missense, Ala8Val (A8V), Cys84Tyr
(C84Y), Glul34Asp (E134D) e Aspl145Glu (D145E) (Landstrom, 2008). Estudos funcionais
das mutagdes Ala8Val e Aspl45Glu, localizadas em duas regides funcionais de TnC,
demonstraram que o aumento da concentragdo de Ca”* altera a sensibilidade e recuperagdo da
forga, relativas ao mecanismo de contracdo muscular (Landstrom, 2008). Ao ocorrer a

substituicdo de uma alanina (Ala) para uma Val no codao 8 (substituicdo de uma citosina por
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uma timina C>T), poderdo ocorrer alteracdes no dominio N-terminal da TnC, sendo alterada a
afinidade deste dominio para o Ca®* e deste modo produzindo alteracdes no desenvolvimento
da forca (HGMD® http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/all.php acedido a 26 de Setembro de 2011;
Landstrom, 2008).

Por outro lado, a substitui¢ao de um residuo de aspartato (Asp) por um Glu no codao
145, devido a alteragao de uma C por uma A, pode haver uma diminui¢do da afinidade do
Ca®* / Mg** para o local de ligacio (HGMD® http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/all.php acedido a
26 de Setembro de 2011; Landstrom, 2008).

1.5.4.2. Troponina I cardiaca

A troponina I cardiaca é a subunidade inibitéria do complexo das troponinas, que na
presenca de baixas concentracdes ou mesmo na auséncia de Ca”™, reprime a contragao
muscular devido a inibicdo da interagdo entre a actina-miosina num processo mediado pela
fosforilagdo da proteina C cinase. A ligacdo do Ca”* ao filamento fino é mediada pela proteina
cinase A, contribuindo também para a regulacdo da contra¢do cardiaca (Fatkin e Graham,
2002; Gomes, 2002). A extremidade C-terminal da Tnl contém dois locais de ligagcdo ao Ca™.
Sobre condi¢des de activacdo, a regido inibitdria da troponina I liga-se ao Ca®* da TnC,
permitindo a interacdo entre a actina e a miosina. Isto sugere que as interagdes entre a Tnl e a
TnC desempenham um papel importante, estruturalmente e funcionalmente na regulagido da
contra¢cdo (Gomes, 2002).

O gene TNNI3 localizado no cromossoma 19pl13.4 é composto por 8 exoes,
codificando para uma proteina composta por 210 aminodcidos, sendo esta expressa
unicamente no tecido cardiaco (Fatkin e Graham, 2002).

Sado conhecidas cerca de 57 mutagdes neste gene, sendo a maioria mutagdes missense

(31 mutacdes), estando localizadas na regido inibitdria (HGMD® http://www.hgmd.cf.

ac.uk/ac/gene.php?gene=TNNI3 acedido a 08 de Dezembro de 2011). Estudos funcionais

demonstraram que a mutacdo Argl45Gly provoca a redugdo da inibi¢do do complexo ATPase
miosina com o complexo actina — o-tropomiosina, aumentando a sensibilidade do Ca**
(Fatkin e Graham, 2002). Esta reducdo da inibicdo € provocada pela substituicdo de um
residuo de arginina (Agr) por um de glicina (Gly), ocorrendo uma alteragdo nucledtidica de
uma C por uma G, (C>G) (CardioGenomics http://genepath.med.harvard.edu/
seidman//ce3/muts/TNNI3 Argl45Gly.html acedido a 26 e Setembro de 2011; Morimoto,
2008).
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1.5.4.3. Troponina T cardiaca

A troponina T cardiaca (TnT) é expressa desde a formacdo do coragdo no
desenvolvimento embriondrio até a fase adulta, bem como no desenvolvimento do musculo-
esquelético. A principal isoforma no coracdo adulto contém 288 aminodcidos, sendo
constituida por 2 dominios: o dominio N-terminal interagindo com a o-tropomiosina € o
dominio C- terminal, que se liga a tropomiosina, troponina C cardiaca e troponina I cardiaca
(Fatkin e Graham, 2002).

Esta proteina efectua a ligacdo entre o complexo das troponinas a o-tropomiosina,
possuindo um papel central na regulagdo da contragdo. Conhecem-se cerca de 63 mutacdes do
tipo missense, delec¢des e mutagdes de splicing no gene TNNT2, localizado no cromossoma
1q32, composto por 16 exdes, constituindo cerca de 5 a 10% dos casos de MH
(CardioGenomics http://genepath.med.harvard.edu/~seidman/cg3/genes/TNNT2 exons.html
acedido a 12 de Janeiro de 2012; Ho, 2010).

Mutacdes neste gene encontram-se associadas a uma hipertrofia cardiaca moderada
ou sem significado, apesar de uma elevada incidéncia de morte subita sugerir um progndstico
maligno (Morimoto, 2008). As mutacdes missense Arg92Gln (R92Q) e Ile79Ans (I79N)
encontram-se localizadas no dominio N-terminal da troponina cardiaca T, apesar de também
existirem mutagdes no dominio C-terminal (Morimoto, 2008). Tém sido realizados alguns
estudos de modo a avaliar os aspectos e consequéncias funcionais de mutagdes nesta proteina,
no sentido de perceber os mecanismos patogénicos moleculares. Miller e colaboradores em
2000 estudaram ratinhos transgénicos que expressavam estas duas mutagdes, confirmando-se
um aumento dos miofilamentos devido a sensibilidade ao Ca** (Miller, 2001; Morimoto,
2008). Tardiff e colaboradores em 1998, utilizaram também ratinhos transgénicos
expressando a mutacdo Arg92Gln. Ao analisar os midcitos cardiacos, estes investigadores
demonstraram um aumento da activacdo basal do sarcomero, uma deficiéncia no relaxamento
e um menor comprimento, sendo estas observacdes indicativas para um aumento da
sensibilidade ao Ca®*, demonstrando que mutacdes na troponina T estdo envolvidas na

patogénese da MH (Morimoto, 2008; Tardiff, 1999).

1.5.5. a-Tropomiosina
A o-tropomiosina pertence a uma familia de proteinas com ligagdo a actina,
importantes tanto nas células musculares com nas ndo musculares. No musculo-esquelético

onde foi identificada pela primeira vez em 1948 por Bailey e colaboradores, esta proteina em
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conjugacdo com o complexo de troponinas, desempenha fun¢des na modelacdo da interacdo
da actina com a miosina durante o processo de contracdo muscular e na estabilizacdo da

estrutura da actina (Figura 1.10) (Bailey, 1948; Wang e Coluccio, 2010; Wolska, 2003).

Tropomiosina

Completo Actina-Miosina
Figura 1.10 — Ligacao da a-tropomiosina ao complexo actina — miosina. A o-tropomiosina em conjunto com

a troponina (subunidade da troponina T) regula a liga¢do entre a miosina e a actina (Adaptado de http://www.
sigmaaldrich.com/lifescience/metabolomics/enzymeexplorer/learningcenter/structuralproteins/tropomyosin.html

acedido a 30 de Agosto de 2011).

z

No musculo estriado, esta proteina é expressa sob a forma de duas isoformas, a
a-tropomiosina e a B-tropomiosina, codificadas por diferentes genes. O musculo-esquelético
expressa ambas as isoformas, enquanto o musculo cardiaco expressa principalmente a
a-tropomiosina (Morimoto, 2008).

O gene TPM1, localizado no cromossoma 15g22.1 possui 15 exdes com multiplas
isoformas resultantes do splicing alternativo, em que 5 dos exdes estdo presentes em todos os
transcritos da a-tropomiosina e os restantes 10 exdes encontram-se alternativamente presentes
em diversos tecidos. A isoforma cardiaca da a-tropomiosina é composta por 284 aminoacidos
(codificados por 10 exdes daquele gene). Esta isoforma possui dois locais de ligacdo para a
troponina T cardiaca, um dos quais sensivel ao Ca** e outro menos sensivel ao Ca** (Fatkin e
Graham, 2002; Rajan, 2010).

Foram ja reportadas 25 mutacOes asssociadas a MH (Fatkin e Graham, 2002;

HGMD® http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/gene.php?gene=TPM 1 acedido a 08 de Dezembro de

2011). O efeito da sensibilidade do Ca** durante a contra¢do do musculo cardiaco tem sido

frequentemente observado para a maioria das muta¢des da a-tropomiosina, associados a
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troponina cardiaca T e I. Mutacdes neste gene, sdo uma causa rara do aparecimento de MH
(aproximadamente 5%) (Morimoto, 2008).

A mutacio Aspl75Asn (D175N) localiza-se no dominio de ligagdo do Ca** com a
a-tropomiosina. Estudos in vitro e in vivo, demonstraram que esta mutacdo tem como
consequéncia o aumento do nivel basal da o-tropomiosina, resultando em alterag¢des
estruturais, como a alteracao da conformacao da proteina e/ou alteragdes funcionais mediadas
pela alteracdo do local de ligacdo do das troponinas ou alterando a afinidade para o Ca®™
(Fatkin e Graham, 2002; Rajan, 2010; Morimoto, 2008). A baixa regulacdo endégena da o-
tropomiosina sugere que as mutagdes podem actuar por haploinduficiéncia (Fatkin e Graham,

2002).

1.6.Proteinas do Disco Z

O disco Z possui um papel fundamental e tnico na organizacdo do sarcémero
cardfaco, na transdugio e transmissdo da forca. E o ponto principal de ancoragem da
maquinaria molecular, subjacente ao processo de contragdo muscular (Faulkner, 2001).

Devido a sua importancia na estabilizacdo do mecanismo de acoplamento mecanico
do sarcémero, algumas mutacdes que ocorram nestas proteinas poderdo conduzir tanto a MH
como a MD (Hayashi, 2004). A complexidade estrutural dos componentes do disco Z é um
exemplo extraordindrio da arquitectura intrinseca molecular. As proteinas agregadas ao disco
Z englobam a titina, a teletonina, a proteina LIM do musculo, a a-actinina, o Cap-Z, a
calsarcina-2, miozenina 2, a nebulina e o nebulete, entre outras (Figura 1.11) (Faulkner,

2001).

Figura 1.11 — Esquema representativo das proteinas do disco Z. As proteinas do disco Z representadas sdo a
titina (7TN), a teletonina (TCAP), a proteina LIM do musculo (CSRP3), a a-actinina (ACTN2), a calsarcina-1
(CS-1) e a proteina cinase C (PKC) (Adaptado de Hayashi, 2004).
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1.6.1. Titina

A titina (TTN) € a terceira proteina mais abundante do sarcémero cardiaco, apds a
miosina e da actina (Hein e Person, 2000). E uma proteina de grandes dimensdes, com cerca
de 3,0 a 3,7 kDa, sendo o maior polipéptido conhecido e compreendendo cerca de 10% do
musculo estriado dos vertebrados (Fatkin e Graham, 2002).

Uma tdnica molécula abrange metade da estrutura do sarcoémero cardiaco, desde o
disco Z até a linha M, em que 6 filamentos da titina preenchem metade do filamento grosso,
como se pode observar na Figura 1.12. Os filamentos de titina encontram-se ancorados ao
disco Z através da ligagcao da extremidade C-terminal da a-actinina (a extremidade N-terminal
liga-se a actina) na banda M pela miomesina e ao longo do filamento grosso pela MyBP-C

(Figura 1.12) (Hein e Person, 2000).

Miomesina 1§ O-actinina — Titina M MBP-C
== Filamentos de actina ## Filamentos de miosina
[-Bandal;A -Banda A :M-Linha M ; Z - disco Z

Figura 1.12 — Esquema representativo da estrutura do sarcémero cardiaco com a localizacao da titina,
o-actinina e miomesina evidenciadas. Estas trés protefnas pertencem a uma familia de proteinas sarcoméricas,

presentes no citoesqueleto (Adaptado de Hein e Person, 2000).

A titina é responsdvel pela estabilizacdo dos filamentos de miosina e pela
manuten¢do da integridade estrutural de todo o sarcdmero, actuando como um suporte (Hein e
Person, 2000). A proteina titina € codificada por um unico gene TTN, localizado no
cromossoma 2q31 e que contém 363 exdes, que codificam para uma proteina com 38
aminodcidos (Bang, 2001). Estdao descritas cerca de 30 mutagdes associadas com este gene

(HGMD® http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/gene.php?gene=TTN acedido a 08 de Dezembro de

2011). A mutacdo Arg749Leu (R740L) provoca o aumento da afinidade da titina com a a-
actinina, devido a substituicdao do residuo de Arg por leucina (Leu), ocorrendo a alteracdo de

uma G por uma T (G >T) (Hayashi, 2004; HGMD®  http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/all.php

acedido a 27 de Setembro de 2011; Morimoto, 2008). A titina interage ainda com outro
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componente do disco Z, a proteina telotonina (7CAP) formando o complexo titina - teletonina

(Morimoto, 2008).

1.6.2. Proteina LIM do musculo cardiaco

A proteina LIM do musculo cardiaco (MLP) pertence a uma sub-familia de proteinas
ricas em cisteina (CRP), sendo a unica proteina que partilha duas propriedades, estrutural e
funcional. Estas proteinas s@o constituidas por dois dominios LIM, definidos por uma unica
estrutura dupla de zinc fingers (dedos de zinco) (Geier, 2003). O primeiro dos dois dominios
LIM interagem com a a-actinina, um componente do disco Z, enquanto o segundo dominio
interage com os filamentos de actina e espectrina (Fatkin e Graham, 2002).

Esta proteina tem sido descrita com uma proteina do citoesqueleto, encontrando-se
associada a estruturas sarcoméricas, actuando como uma proteina de ligacdo a superficie
(Geier, 2003; Geier, 2008).

A proteina LIM do musculo encontra-se presente no musculo embriondrio, sendo um
importante promotor da miogé€nese, actuando também na montagem das proteinas de actina na
base do citoesqueleto (Fatkin e Graham, 2002; Geier, 2003).

Mutacdes no gene CSRP3 (localizado no cromossoma 11p15.1 e contendo 4 exdes),
que codifica para a proteina LIM do miusculo cardiaco (com 194 aminoécidos), t€ém sido
associadas tanto a casos de MH como de MD (Geier, 2008); tendo sido ja descritas 14
mutacdes neste gene (Fatkin e Graham, 2002; HGMD®  http://www.hemd.cf.
ac.uk/ac/gene.php?gene=CSRP3 acedido a 08 de Dezembro de 2011).

1.6.3. Teletonina

A telotonina é uma proteina sarcomérica com 19 kD, possivelmente localizada no
disco Z, estando presente em ambos os musculos, esquelético e cardiaco (Vainzof, 2002).

Esta proteina interage com outras trés proteinas do disco Z, a titina, a proteina LIM
do musculo e a FATZ (y-filamina, a-actinina e proteina teletonina ligada ao disco Z). A
teletonina liga-se a regido N-terminal da titina, sendo esta ligacdo extremamente especifica
(Faulkner, 2001). E necessdria 2 génese do sarcémero no musculo estriado, desempenhando
um papel chave na montagem do sarcémero (Hayashi, 2004).

Mutacdes no gene TCAP, localizado no cromossoma 17ql12, com 2 exdes e que

codifica para a proteina telefonia com 167 aminodcidos, sdo responsdveis pelo fendtipo de
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MH, tendo ji& sido identificadas 15 mutagdes associadas (Hayashi, 2004; HGMD®
http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/all.php acedido a 27 de Setembro de 2011)

Sao exemplos as mutagdes Thr137Ile (T137I), com uma transi¢do de um residuo de
triptofano (Trp) por um residuo de Ile e a mutacdo Argl53His, outra transicdo entre uma Arg
e uma His. Estas mutacdes em pacientes japoneses foram identificadas por Hayashi e seus

colaboradores em 2004 (Hayashi, 2004)

1.7.Proteinas envolvidas nas fenocopias de MH

Estudos moleculares realizados em determinados pacientes que apresentavam
caracteristicas clinicas de MH mas com muta¢des identificadas nos genes nao sarcoméricos,
conduziram a identificacdo de outras causas de hipertrofia cardiaca (Arad, 2005). Esta
hipertrofia é causada por mutacdes nos genes PRKAG2, codificado para a proteina y2
subunidade regulatéria da AMP (adenosina monofosfato) cinase e no gene LAMP2 codificado
para a proteina membranar associada ao lisossoma (Ho, 2010).

Mutacdes no gene PRKAG2 provocam hipertrofia nos midcitos e devido a
acumulacdo de glicogénio (amilopectina) nos vacuolos simulando a condi¢cdo de MH. AO
contrdario da MH, ndo se consegue no entanto, observar um desarranjo dos midcitos € nem
fibrose intersticial, como se pode observar na Figura 1.13. Este gene também se encontra
relacionado com o Sindrome de Wolff-Parkinson-White. Por outro lado, mutagdes no gene
LAMP2, podem provocar uma ‘““vacuolizacdo autofdgica” do miocdrdio, devido a acumulacio
de produtos ndo degradados nos vactolos dos lisossomas (Konno, 2011). Estes vactiolos
patogénicos cont€ém glicogénio ou metabolitos intermedidrios, que se encontram presentes em
outras doencas como a Doenca de Pompe, de Danon e de Fabri (Ahmad e Seidman, 2005;

Arad, 2005; Bos, 2009; Ho, 2010).

o _“,’a
. \\‘ |

Figura 1.13 — Remodelacio histolégica da Miocardiopatia Hipertrofica. Comparac@o histolgica entre um
tecido miocédrdico normal (Figura 1.13A), um tecido miocérdico hipertrofiado, que apresenta uma hipertrofia nos
midcitos cardiacos, desarranjo e fibrose intersticial (Figura 1.13B) e um tecido miocdrdico com acumulacdo de

glicogénio (Figura 1.13C) devido a mutagdes no gene PRKAG?2 (Adaptado de Ahmad e Seidman, 2005).
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A hipertrofia cardiaca associada com defeitos electrofisiolégicos pode indicar
mutacdes no gene LAMP2, que codifica para uma proteina membranar lissosomal.
Reconhecida inicialmente no contexto da doenca de Danon, ligada ao cromossoma X,
mutacdes neste gene causam hipertrofia e miopatia esquelética, apresentando caracteristicas
hepaticas e neuroldgicas. Estudos recentes indicam que mutacdes neste gene provocam O
aparecimento de doenga cardiaca com manifestacdes clinicas leves (Ahmad e Seidman, 2005).

Os mecanismos pelos quais, mutagdes nestas proteinas lisossomais provocam
hipertrofia e disfungdes electrofisioldgicas, ainda ndo se encontram totalmente estabelecidos e
compreendidos. Apesar de se saber que a acumulacao de glicogénio contribui em parte para a
hipertrofia cardiaca, alteracdes mais gerais no metabolismo do miocdrdio também sao

susceptiveis de ocorrer (Ahmad e Seidman, 2005).

1.7.1. Subunidade y2 regulatéria da proteina AMP cinase
A proteina AMPK € uma proteina heterodinAmica composta por uma subunidade
catalitica (o) e duas subunidades regulatdrias ( e y). A subunidade y possui trés isoformas, i,
Y2 € v3, que variam no tamanho e expressao no tecido. Esta proteina actua como um sensor de
metabolitos da proteina cinase, sendo activada sob condi¢cdes de falta de energia,
manifestando-se por um aumento celular dos niveis de AMP (Ahmad, 2005; Fatkin e Graham,
2002).

A AMPK tem a capacidade de fosforilar mais de 15 proteinas alvo, actuando na
regulagdo do metabolismo da energia ao modular uma variedade de actividades metabdlicas.
Estas actividades incluem o transporte da glucose, a estimula¢do da B-oxidacdo dos dcidos
gordos, a inativacdo da sintese do colesterol, a inibicdo da creatina cinase e a regulagcdo
transcricional de diversos genes (Ahmad, 2005).

Mutacdes no gene PRKAG2 (conhecidas 15 mutacdes) localizado no cromossoma
7q36.1, com 16 exdes que codifica para a subunidade y2 com 569 aminidcidos, ndo se
encontram associadas a alteracOes na histologia dos midcitos cardiacos, caracteristicas das
mutacdes em genes sarcoméricos, mas sim com a acumulagdo de granulos de glicogénio
(amilopectina) em vacuolos nos midcitos (Ahmad, 2005; Gollob, 2001). Devido a expressao
da subunidade v, ser especificamente cardiaca, ndo ocorrem manifesta¢des extra-cardiacas por
mutacdes ocorridas neste gene, distinguindo assim este tipo de outros tipos de doencas de
armazenamento de glicogénio (Ahmad e Seidman, 2005; HGMD®
http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/gene.php?gene=PRKAG?2 acedido a 06 de Setembro de 2012).
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Ja foram identificados dois transcritos associados a este gene, um transcrito longo
(PRKAG2b) e um transcrito curto (PRKAG2a). O transcrito longo com 16 exdes codifica para
uma proteina com 569 aminodcidos, enquanto o transcrito curto possui 12 exdes e codifica

para proteinas especificas do tecido de 352 e 328 aminodcidos (Fatkin e Graham, 2002).

1.7.2. Proteina membranar associada ao lisossoma

As glicoproteinas membranares associadas ao lisossoma petencem a uma familia de
proteinas integrais especificas deste organelo. Estruturalmente, as proteinas LAMP
dividem-se em dois dominios homdélogos, separados por regides ricas em prolina, em que na
extremidade C-terminal, existe uma regido transmembranar, seguida por uma cauda muito
curta citoplasmdtica. Em cada um dos dominios, existem duas pontes de dissulfito
conservadas (Saftig, 2005).

A proteina membranar associada ao lisossoma expressa duas isoformas, a e b, que
por splicing alternativo, originam duas isoformas especificas, LAMP-2a e LAMP-2b,
respectivamente. A isoforma LAMP-2a ¢ distribuida uniformemente, enquanto a isoforma
LAMP-2b € expressa predominantemente no musculo-esquelético e no cérebro (Fanin, 2006).

Estas duas proteinas sdo altamente glicosiladas, partilhando 37% de homologia ao
nivel da sequéncia, peso molecular e constituem uma frac¢do significativa do total das
proteinas lisossomais (Fanin, 2006). Esta proteina membranar encontra-se envolvida em dois
processos, a fusdo dos lisossomas com outras membranas e na maturacdo dos vacuolos
autofdgicos, actuando também como um receptor das proteinas importadas e degradadas
dentro do lisossoma (Konno, 2011). A histopatologia deste tipo de miocardiopatia resulta na
acumulac¢do de produtos celulares ndo degradados em vacuolos autofdgicos (Konno, 2011).

Encontra-se associada com a MH apenas 1 mutagdo no gene LAMP2, localizado no
cromossoma Xq24, com 10 exdes (codificando para uma proteina com 410 aminoécidos),
provocando uma hipertrofia precoce e massivamente do ventriculo esquerdo em individuos do
sexo masculino, bem como arritmias ventriculares profundas e uma rdpida progressdo para a
insuficiéncia  cardiaca (HGMD® http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/gene.php?gene=LAMP2
acedido a 06 de Setembro de 2012; Konno, 2011)
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1.8.Mutacoes associadas a miocardiopatia hipertroéfica: seu impacto no

estabelecimento de correlagoes genotipo-fenotipo

A identificacdo de mutagdes em pacientes com MH tem sido fundamental para o
conhecimento da complexidade molecular e da etiologia desta patologia (Ho, 2010). A
maioria das mutagdes patoldgicas sdo tUnica, afectando individuos dentro de uma familia ou
de varias familias (Morita, 2010). A histdria familiar estd presente aproximadamente em dois
tercos dos casos, sendo a restante fracdo causada por mutagdes de novo, apresentando-se
como casos esporadicos da doenga (Marian, 2002)

O modo como as mutacdes causadoras de MH conduzem a expressdo da doenca
ainda nao se encontra totalmente esclarecido. Ao longo dos tempos, vérias teorias tem sido
estudadas contudo sé duas delas prevaleceram (Sorajja, 2000). A maioria destas mutacoes,
consistem em mutagdes missense, raramente levando a perda da funcio na proteina produzida.
Segundo a teoria do polipéptido toxico, esta proteina € incorporada em conjunto com a
proteina normal no sarcomero, onde o seu efeito dominante negativo pode levar a uma
alterac@o da funcdo do sarcémero (Alcalai, 2008; Sorajja, 2000). A maior parte das mutacdes
associadas a MH, té tudo como mecanismo explicativo a tedrica acima referida, com
excepcao de proteinas truncadas, nomeadamente no gene MYBPC3 (Flashman, 2004).

A teoria da haploinsuficiéncia € a segunda teoria que tem demonstrado que as
proteinas alteradas produzidas sdo rapidamente degradadas, ndo sendo incorporadas no
sarcomero (Flashman, 2004). Dado que uma proteina sarcomérica € produzida em exclusivo a
partir do alelo normal, € criado um desequilibrio estequeométrico dos componentes dos
filamentos, sendo suficiente para alterar a estrutura e fun¢do do sarcémero, inactivando um
dos alelos, o que resulta numa redugdo da quantidade da proteina funcional (Alcalai, 2008;
Alcalai, 2008; Seidman e Seidman, 2001; Sorajja, 2000).

Estudos recentes comprovaram a importancia de muta¢des fundadoras em individuos
com MH (Christiaans, 2010; Dhandapany, 2009). Estas s@o transmitidas de geracdo em
geragdo, sendo esperadas em populacdes geneticamente homogéneas, devido a isolamento
geografico ou social. Estas mutagdes ocorrem maioritariamente no gene MYBPC3,
codificando normalmente para o aparecimento de uma proteina truncada, possuindo efeitos
menos maléficos que as restantes mutacdes associadas a MH (Seidman e Seidman, 2011)

O contraste entre a heterogeneidade genética e as mutagdes fundadoras na MH,

oferecem uma nova abordagem para a avaliacdo da correlacdo gendtipo — fenotipo. As
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mutacdes fundadores possuem um menor impacto adverso sobre a fisiologia cardiaca, sendo
associadas a um melhor prognéstico que as restantes mutagdes (Seidman e Seidman, 2011).

As mutagdes causais sdo suficientes para induzir uma hipertrofia cardiaca numa
doenca monogénica, sendo o determinante mais relevante na severidade do fenétipo de MH.
A maioria das mutacdes no gene MYH7 estdo associadas com o aparecimento precoce da
doenca, provocando uma hipertrofia cardiaca severa, enquanto mutagdes no gene MYBPC3
provocam o aparecimento da doenca ja numa fase mais tardia da vida e com uma menor
severidade de hipertrofia cardiaca (Marian, 2008). Por outro lado, mutacdes nos componentes
do filamento fino, em particular nos genes TNNT2 e TNNI3 estdo associadas a um fenétipo de
hipertrofia leve. No entrando, é necessdrio ter em conta a variabilidade da expressdo da
hipertrofia cardiaca, mesmo em individuos com mutacdes causais idénticas (Marian, 2008).

Apesar da heterogeneidade clinica observada na MH ser em grande parte fruto da
heterogeneidade genética (quer de locus quer alélica), a variacdo do genétipo ndo € por si sO
suficiente para fazer variar as caracteristicas clinicas. Nos EUA, por exemplo apesar de cada
familia apresentar a sua propria mutagdo, existe no entanto, uma grande diversidade no grau
dos sintomas, idade de aparecimento da doenca, extensdo e localizacdo da hipertrofia do
ventriculo esquerdo e até mesmo o risco de morte subita entre membros dessa mesma familia.
Igualmente o facto de, na maioria das vezes, estas mutagdes ditas “privadas” ndo serem
recorrentes noutros individuos que nao pertencam a essa familia torna muito complexo o
estabelecimento de correlagdes genotipo-fendtipo em MH (Ho, 2010).

Sabe-se que a variabilidade na expressdo fenotipica da MH ¢é devida a multiplos
factores, que incluem nao s6 a heterogeneidade dos genes causais e respectivas mutacoes,
presenca de multiplas variantes das proteinas sarcoméricas, genes modificadores, factores
epigenéticos, microRNAs e modificagdes pds-traducionais nas proteinas (Marian, 2010). Em
contraste, com 0s genes causais, os genes modificadores ndo sdo suficientes para provocar o
fenétipo de MH, mas influenciam a expressdao fenotipica desta, como o grau de hipertrofia
cardiaca (Marian, 2002; Marian, 2008). A presenca de genes modificadores foi evidenciada
pela identificacdo de mutagdes causais em familias com MH, que apresentavam um grau de
variabilidade clinica considerdvel entre os membros da mesma familia. Um dos genes
conhecidos como sendo um dos potenciais genes modificadores de MH € o gene ACEI que
codifica para a enzima conversora de angiotensina-1 (Marian, 2008). A proteina codificada
por este gene tem a fungdo de converter a angiotensina I em angiotensina II, pela libertacdao do

terminal His-Leu do péptido inactivo angiotensina I, resultando um aumento da actividade
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vasoconstritora da angiotensina II e a um maior risco de morte sibita em associagdo a outras
mutacgoes causais de MH (GeneCards® http://www.genecards.org/cgi-

bin/carddisp.pl?gene=ACE acedido a 30 de Setembro de 2011; Marian, 2002).

Recentemente foi reportado que aproximadamente 5% dos pacientes com MH, sdo
portadores de mais que uma mutagdo em genes distintos ou mesmo dentro do mesmo gene -
heterozigético duplo ou heterozigéticos compostos, respectivamente (Ho, 2010; Ingles, 2005).
Estes pacientes podem desenvolver um fenétipo clinico mais severo devido a uma dose dupla
da mutacdo num gene em especifico (Ho, 2010; Ingles, 2005; Girolami, 2010). Os pacientes
que sdo homozigdticos (mutagdo idéntica presente em ambos os alelos de um gene especifico)
para uma mutacdo ou heterozigdticos (mutacdo que afecta somente um dos alelos de um gene
especifico) para uma mutacdo composta, apresentam uma hipertrofia mais acentuada e um
pior progndstico que os pacientes que possuem somente um alelo afectado e um alelo normal
(Ahmad e Seidman, 2005).

Para além destes factores genéticos e epigenéticos, os factores ambientais, que
incluem a dieta, o estilo de vida e a prética de exercicio fisico, contribuem igualmente para a
variabilidade fenotipica observada na MH. No entanto, at¢ a0 momento, nio existe nenhum
estudo concreto que tenha analisado estes factores, relacionando-os de forma directa com o
aparecimento do fenétipo de MH.

A prética de exercicio fisico em individuos com MH tem recebido especial atengao,
nomeadamente em atletas de alta competi¢dao, dado que alguns destes podem desenvolver uma
hipetrofia do ventriculo esquerdo substancial, como parte da adaptacdo fisiolégica ao
exercicio intenso, podendo em alguns casos regredir, caso estes parem o treino intensivo

(hipertrofia nao patoldgica) (Alcalai, 2008; Basavarajaiah, 2007; Maron, 2006).

2. Diagnostico clinico de MH

Quando o diagnéstico de HVE € estabelecido num individuo sem outras doengas
sistémicas, a abordagem a seguir pode ajudar a determinar se se trata de um caso hereditario
de MH ou se € provocado por uma mutacdo de novo. Esta abordagem € bastante importante,
dado que um individuo com MH pode permanecer assintomdtico durante anos (Cirino e Ho,
2009)

Assim na primeira consulta do caso index de MH, deve ser obtida uma histdria
familiar detalhada, de trés a quatro geracdes, com o objectivo de avaliar a possibilidade de se

estar perante um caso familiar, ou seja, de uma MH Familiar ou de um caso esporddico. Na
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elaboracdo da histéria familiar (pedigree), € necessario ter em conta a existéncia ou nao de
determinadas ocorréncias, tais como, insuficiéncia cardiaca, MH, transplante cardiaco, morte
subita sem qualquer explicacdo, qualquer doenca cardiaca ou arritmia, acidente vascular
cerebral ou doenga trombo-embdlica (Cirino e Ho, 2009).

Devido a idade varidvel de aparecimento da doenca e a sua baixa penetrancia em
algumas familias, € recomendado o seguimento do individuo em causa e dos seus familiares,
de 5 em 5 anos caso o individuo seja um adulto, ou anualmente caso tenha entre 12 e 18 anos
de idade através de um ecocardiograma (Prinz, 2011; Cirino e Ho, 2009).

Se se estiver perante um acaso de MH, o médico recomenda a realizacdo de exames
completamentares de diagndstico, andlises bioquimicas, electrocardiograma (ECG) e
ecocardiograma bidimensional (EEG). Enquanto o EEG € uma técnica de imagiologia ndo
invasiva, que revela a extensdo e a distribui¢do da hipertrofia, delineando também as funcdes
contrécteis cardiacas (Seidman e Seidman, 2001), o EEG permite a observacdo de alguma
alteracdo na forma da hipertrofia do ventriculo esquerdo, entre 75 a 95 % dos pacientes da
com MH (Prinz, 2011). A espessura da parede do septo ventricular, bem como a massa
muscular ventricular podem ainda ser determinadas pela Ressondncia Magnética Cardiaca
(RMC) por contraste com gadolinio, ferramenta que se tem tornado de extrema importancia
para a avaliacdo clinica de doengas cardiacas (Prinz, 2011). Para complementar o diagndstico
clinico, o médico ird recomendar um diagndstico molecular aos principais genes causadores

de MH.

2.1.Diagnoéstico Molecular na MH

O progresso recente na drea da genética molecular tem contribuido para a
compreensdo de muitas das doencas cardiacas (Ho, 2010; Marian, 2010; Prinz, 2011).

Desde a descoberta da primeira mutacao causal na MH em 1989 (Jarcho, 1989), que
se tem observado um crescente nimero de genes envolvidos nesta patologia. No entanto, na
ultima década, o aparecimento de novas tecnologias de andlise genética de larga escala e de
ferramentas bioinformaticas associadas permitiram olhar de forma diferente para o Genoma
Humano entrando numa nova era molecular, que culminou com a identificacdo de mais de
30 genes causais de MH e muitas centenas de mutagdes. Estas descobertas tem aumentando o
interesse no diagndstico genético, estratificacdo de risco e no tratamento (Marian, 2010;
Santos, 2011 (submetido BMC Medical Genetics)). Apesar dos avancos nas tecnologias de

sequenciagdo que permitem cada vez mais sequenciar rapidamente exomas de genes
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associados a MH, esta tecnologia ainda tem tempos e custos elevados (Arad, 2002; Marian,
2010; Santos, 2011).

Apo6s a identificagdo de uma dada mutacdo associada a MH no caso index, os
familiares em primeiro grau e descendentes desse individuo devem realizar o estudo genético,
pelo facto de terem 50% de probabilidade de herdarem a mutacdo (des) causal (ais) desta
patologia. Caso o diagndstico molecular ainda nao tenha permitido a identificacdo de uma
mutacdo associada a MH no caso index, os descendentes/familiares de 1° grau devem-se ser
avaliados por um especialista e realizar os exames de diagnostico clinico — ECG e/ou EEG.
Em particular, os jovens entre os 12 e os 18 anos de idade devem ser examinados anualmente,
enquanto os adultos com idade superior a 18 anos, devem ser examinados todos os 5 anos
(Ho, 2010; Prinz, 2011)

A utilidade do rastreio genético em associacdo a monitorizacao clinica tem revelado
a sua importancia na identificacdo, em familiares de doentes com MH, muitas vezes
assimtomaticos, de uma determinada mutacdo associada a MH (e previamente identificada no
caso index) ou ndo permitindo identificar qualquer mutagcao associada a MH e excluindo a
doenca nesses individuos. Assim, o rastreio genético direcionado pode ser importante, dado
que pode conduzir a identificacdo precoce de uma determinada muta¢do, podendo fornecer a
oportunidade de intervir precocemente na reduc¢ido do risco de morte sibita (Marian, 2010).
Note-se ainda que o risco de ter MH ndo é completamente nulo, no caso de nao se identificar
a mutacdo familiar, devido a probabilidade de ocorréncia de uma mutagdo distinta, ndo
identificada previamente no caso index.

O diagnéstico molecular de individuosportadores de MH torna-se exigente,
simultaneamente, por haver um grande nimero de genes causadores desta patologia e um
grande numero de mutacdes (Millat, 2010). Actualmente, a genotipagem de mutacdes
associadas a MH é maioritariamente realizada por SA ou por metodologias de rastreio, tais
como, o dHPLC (Denaturing high-performance liquid chromatography), SSCP (single strand
conformation polymorphism) ou por High Resolution Melting (HRM) (Marian, 2010; Millat,
2010; Santos, 2011) dos 5 principais genes associado a MH (MYBPC3, MYH7, TNNT2,
TNNI3 e MYL2) (Marian, 2010; Millat, 2010).

Qualquer uma destas tecnologias permite a deteccdo de alteragdes genéticas por
andlise de exdes e jungdes exao-intrao e intrdo-exao dos genes acima descritos, permitido a
identificacdo de mutacdes em 60 a 80 % dos casos de MH. Ao contrario das técnicas de

rastreio SSCP, dHPLC e HRM, que permitem apenas identificar regides com alteracdes na
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sequéncia nucleotidica, a SA permite a identificacdo da alteracdo em causa, pelo que serd
sempre utilizada na confirmacdo das alteracdes observadas pelas outras metodologias de
rastreio (Piva e Mattos, 2008). Para além de analisarem um reduzido nimero de genes, estas
metodologias apenas conseguem identificar mutacoes em 2/3 dos doentes, ficando os
restantes 1/3 por caracterizar, Igualmente o facto de serem metodologias bastante
dispendiosas e demoradas torna essencial a implementacao de novas metodologias para o
diagndstico da MH (Millat, 2010; Santos, 2011 (submetido BMC Medical Genetics)).

Tecnologias de larga escala como o iPLEX MassARRAY (Sequenom®) que nos
ultimos anos, tem vindo a ser aplicado no diagndstico de inimeras patologias genéticas, como
por exemplo, na detecio de mutagdes na Hipercolesterolémia Familiar (Wright, 2008),
detecdo de estirpes do Virus do Papiloma Humano (Soderlund-Strand, 2008), pesquisa de
marcadores associados a Diabetes Mellitus (Chakkera, 2009), sdo uma mais valia para o
estudo e andlise de mutacdes na MH, pois permite detectar simultineamente um elevado
nimero de mutagdes em varios doentes num sé ensaio, tornando o diagndstico genético de
MH mais rapido e menos dispendioso (Santos, 2011). Com esta metodologia, € possivel a
andlise de todas as mutacdes identificadas até ao momento como associadas a MH em genes
sarcoméricos € ndo sarcoméricos, permitindo assim, um rastreio completo e direccionado em
MH (Allegue, 2010; Bagnall, 2011; Santos, 2011).

Actualmente, ainda ndo existe nenhuma terapéutica disponivel para anular
directamente o efeito das mutagdes nos genes sarcoméricos da MH (Bos, 2009). No entanto, o
conhecimento da patogénese molecular da MH, promove o desenvolvimento de novas
abordagens terapéuticas, de modo a modificar e/ou prevenir o desenvolvimento do seu
fenétipo (Ho, 2010). O objectivo do tratamento da MH consiste no alivio dos sintomas,
tratamento de determinadas complicacdes como a fibrilhacdo atrial e a insuficiéncia cardiaca
e na prevencao da morte stbita cardiaca em individuoscom elevado risco. No entanto, ainda
nao foi identificada nenhuma terapia que consiga impedir a expressdao da doenca em
individuos com mutacdes nas proteinas sarcoméricas (Semsarian, 2002) e as opg¢des de
tratamento incluem farmacos ndo especificos e portanto dirigidos a outras doengas cardiacas,
cirurgia, € implementacao de dispositivos para ajudar no controlo do ritmo cardiaco (Cirino e
Ho, 2009).

A terapéutica utilizada mais correntemente consiste no uso de [p-bloqueantes,
bloqueadores do canal de célcio e medicamentos antiarritmicos. O uso de B-bloqueantes € o

tratamento principal na MH, improvisando o relaxamento ventricular, aumentando o tempo de
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didstole e reduzindo a susceptibilidade das arritmias ventriculares e supra-ventriculares. Em
determinadas situac¢des, conseguem impedir ou retardar a progressao da insuficiéncia cardiaca
(Marian, 2010). Os bloqueadores dos canais de calcio sdo utilizados para ajudar a aliviar os
sintomas, especialmente dores tordcicas, podendo também ajudar a diminuir a frequéncia
cardiaca e a pressdo arterial. Por fim, os farmacos antiarritmicos ajudam no controlo do ritmo

cardiaco e podem ser usados pelos individuos com fibrilha¢ao atrial (Cirino e Ho, 2009).

3. Tecnologia de iPLEX MassARRAY

3.1.Fundamento

Cada uma das tecnologias disponiveis para a genotipagem quer de polimorfismos de
base unica (SNPs) quer de mutacdes (substitui¢des, pequenas insercdoes e delecgdes),
oferecem uma combinagdo tUnica de precisdo, escala, rendimento e custo. A plataforma
Sequenom® MassARRAY apresenta vdrias caracteristicas atraentes para os utilizadores que
desejem uma genotipagem personalizada, precisa e com custos minimos de instalagdo. Este
ensaio oferece varios niveis de especificidade: o primeiro nivel baseia-se na reaccdo de
polymerase chain reaction (PCR), no qual se amplificam por PCR multiplex as regides de
DNA de interesse, seguido de uma reac¢do de iPLEX para cada fragmento amplificado e que
se baseia na extensdo de um dnico nucleétido, correspondente a alteracdo em estudo (Gabriel,
2009; Sequenom GmbH, Germany). Estes fragmentos sdo posteriormente incorporados num
chip e a deteccao das suas massas € realizada por espectrometria de massa MALDI-TOF
(matrix-assisted laser Desorption/ionization time-of-flight) (Oeth, 2005; Sequenom GmbH,
Germany;).

Na genotipagem por iPLEXM massARRAY existem trés passos fundamentais,
cruciais para o sucesso da identificacdo da alteragdo: a amplificacdo dos fragmentos de DNA
de interesse por PCR multiplex numa microplaca de 384 pocos (Sequenom®, 2007), a
neutralizacio dos dNTPs (desoxirribonuleotideos trifosfatados) ndo incorporados nos
produtos de amplificacdo pela enzima fosfatase SAP (shrimp alkaline phosphatase); esta
enzima cliva a fosfatase no terminal 5°dos dNTPSs ndo incorporados, convertendo-os em
dNDPs (desoxirribonuleotideos difosfatados) e posterior reac¢do de extensdo a detectar em
cada um dos fragmentos amplificados e que serd extendido por adicdo enzimdtica de um
ddNTP (didesoxirinonucleétido trifosfatado) complementar a alteracdo (Figura 3.1) (Gabriel,

2009; Sequenom®, 2007).
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Esta reacc¢do vai produzir alelos especificos provenientes dos produtos de extensdo
com diferentes massas, dependendo da sequéncia analisada (Sequenom®, 2007).

No passo seguinte, os produtos resultantes da reac¢dao de iPLEXsao transferidos para
um SpectroCHIP por um robd nanodispenser, sendo analisados por espectrometria de massa
MALDI-TOF (Sequenom®, 2007) (Figura 3.1). As moléculas do analito sdo irradiadas por um
laser que provoca a sua ionizagdo, atravessando um tubo de vicuo, sendo analisadas por um
detector posicionado na extremidade final do tubo. A separacdo das moléculas ocorre devido
ao seu tempo de voo (TOF), sendo proporcional a massa de cada uma das moléculas
individualmente. As moléculas sdao analisadas e separadas tendo em conta o racio da sua
massa em fun¢do da carga (m/z), em que as moléculas com massa inferior possuem um tempo
de voo mais curto que as moléculas com massa superior (Gabriel, 2009; Ragoussis, 2006). A
principal vantagem deste método € a medigdo directa de uma propriedade fisica intrinseca, a
massa das moléculas a uma velocidade bastante elevada, cerca de 100 us, permitindo também
a detec¢ao de moléculas de DNA com um tamanho inferior a 100 pb (em que o tamanho
depende da fragmentagdo das moléculas durante o processo de MALDI) (Ragoussis, 2006).
Os gendtipos sdo assim diferenciados e identificados tendo em conta a massa de cada alelo,

como se pode observar pela Figura 3.1 (Santos, 2011).
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Figura 3.1 — Reaccao de iPLEX MassARRAY. Esta metodologia ¢ um método utilizado para a deteccdo de

substitui¢cdes nucledtidicas, pequenas inser¢des e delecdes, no DNA amplificado por PCR multiplex e que
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engloba trés passos fundamentais: a amplificacdo do DNA, o tratamento SAP e um terceiro passo de extensdo

(Adaptado de Gabriel, 2009; Oeth, 2005; Sequen0m®, 2007)

A elevada capacidade de automatizagdo desta tecnologia tem permitido a sua
aplicacdo no diagnéstico e com um custo inferior quando comparada com as técnicas

correntemente utilizadas para a genotipagem de SNPs (Santos, 2011; Sequenom®, 2007).

3.2.Desenho de primers de iPLEX MassARRAY

A preparacdo de um ensaio tem inicio com o desenho automatico dos primers de
amplificacdo e de extensdo para as mutagdes causativas de MH, através do software
MassArray Assay Design 3.1 da Sequenom®. Este software permite desenhar os primers de
amplificacdo e de extensdo para cada mutagdo em estudo, a partir de um fragmento que
engloba a mutacdo flanqueada para cada lado, cerca de 50 a 100 nucleétidos, como se pode

observar na Tabela 3.1 (Sequenom®, 2007).

Tabela 3.1 - Exemplo de sequéncia utilizada pelo software MASSARRAY Assay Design 3.1. (Sequenom®)
para o desenho dos primers de amplificacio e de extensao para a mutacdo CM56 no gene MYBPC3. O
cédigo CM56 refere-se a uma mutagio missense no gene MYBPC3, no exio 6 (HGMD®

http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/all.php cedido a 31 de Janeiro de 2012). Entre paréntesis demarca-se a variante

alélica a identificar.

Mutacao

® Sequéncia
(gene_codigopHGMD")

GTCTATCTGTTCGAGCTGCACATCACCGATGCCCAGCCTGCC
MYBPC3_CM56 TTCACTGGC[A/G]GCTACCGCTGTGAGGTGTCCACCAAGGAC
AAATTTGACTGCTCCAACTTCAATCTCACTGTCCACG

Para a identificacdo de cada mutagdo em estudo, sdo necessarios dois primers de
amplificacdo (que flanqueiam a regidao a amplificar, como exemplificado na tabela 3.1) e um
primer de extensdo (dirigido especificamente para a mutacdo). O software permite a
organizacdo dos primers e em consequéncia das mutagdes a estudar, em plexes, em que cada
um dos plexes é composto por um conjunto de no méaximo de 40 conjuntos de primers,
correspondendo cada plex a um pogo da placa de 384 pocos e respectivamente a um pogo do

Spectrochip (Figura 3.2) (Santos, 2011).
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Figura 3.2 — Spectrochip (Sequenom®, 2007).

Devido a relacdo inversa entre a intensidade dos picos € a massa do analito, é
recomendado que num ensaio de iPLEX a extensdo dos primers seja ajustada. O primer com
massa mais elevada, cerca de 8500 Da, possui um pico com uma intensidade inferior a 25%
que a média da massa dos primers mais baixos. Devido a este facto, a relacao entre a razao do
SNR (signal to noise) e a massa do analito pode representar um desafio significativo para o
software de atribui¢do dos calls, podendo ocorrer variacdes inesperadas na altura dos picos.
Neste contexto as reaccdes de genotipagem bem como a andlise dos picos podem ser
influenciadas, conduzindo a erros na genotipagem (Sequenom®, 2007).

Estas variacdes podem ser causadas pela inconsisténcia da qualidade dos primers e /
ou a0 mau funcionamento da parte de desorp¢do/ionizacio do MALDI. As medidas de
densidade 6ptica para avaliar a qualidade dos primers nao sdo suficientes, uma vez que os
fragmentos provenientes da sintese parcial e outros contaminantes absorvidos, contribuem
para uma sobre estimativa da concentracdo dos primers (Sequenom®, 2007).

Esta estimativa da concentracdo dos primers pode resultar numa baixa intensidade do
sinal nos espectros e problemas consequentes na atribuicdo de calls. Para superar esta
situacdo, é recomendado efectuar um teste prévio da mistura dos primers antes de se utilizar o
MALDI-TOF MS para genotipagem; sendo que a mistura dos primers contém cada um dos
primers a mesma concentracdo, sendo analisados pela plataforma de MassARRAY
(Sequenom®, 2007).

O Software de andlise TYPER Analyzer cria um relatério, designado Primer
Adjustment Report que identifica a sequéncia inicial de cada um dos primers, de modo a
ajustd-los dentro dos plexes, recomendando um récio de ajuste. Dado que existe uma relagdo
inversa entre a massa e o racio do SNR do analito, este relatério especifica a massa de cada
primer a ser ajustado. Em casos extremos, o sinal pode-se tornar indistinguivel do barulho,

resultando em erros de atribui¢do de calls (Sequenom®, 2007).
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A primeira op¢ao consiste no agrupamento dos primers em dois grupos, de menor
massa e de maior massa, duplicando-lhes a concentragdo, como se verifica na Figura 3.3. Esta
op¢do 1, constitui o0 método mais acessivel e facil de se utilizar, mas pode conduzir a uma

percentagem de calls relativamente baixa (Sequen0m®, 2007).

Primers com uma Primers com uma
massa baixa massa alta

Intenszidade

i AP0 R i :
sdo0 5500 6000 CO 7000 Ta00 000 1500

Figura 3.3 — Método de ajuste dos primers de extensdo, opcao 1. Esta op¢do consiste numa divisdo dos
primers em dois grupos (primers com massa baixa e elevada), duplicando-lhes a concentracio da massa

respectiva (Adaptado de Sequenom®, 2007).

A segunda opcdo consiste na distribuicdo dos primers por quatro grupos,
duplicando-lhes a concentracdo e dividindo-os tendo em conta a sua massa (variando de
primers com menor massa a primers com massa mais elevada), como se observa na Figura
3.4. O primeiro grupo de primers com massa mais baixa tem uma concentragdo de 625 nM, o
segundo grupo de 830 nM, o terceiro grupo de 1,04 uM e por fim o grupo de primers com a
massa mais elevada a 1,25 pM (Sequenom®, 2007). Todos os primers utilizados neste ensaio

foram ajustados tendo em conta esta opcao de ajuste.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4

i I | ]

Intensidade

Figura 3.4 — Método de ajuste dos primers de extensdo, op¢ao 2. Esta opcdo compreende a divisdo dos
primers em quatro grupos, duplicando a concentracio destes, sendo divididos pela respectiva massa (Adaptado

de Sequenom®, 2007).

Por fim a dltima opg¢do baseia-se no método de regressdao, em que cada primer €

misturado a uma concentracio especifica de acordo com a sua massa, como se pode observar
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na Figura 3.6B. Conhecendo a massa, € possivel equilibrar cada primer no espectro utilizando
as suas concentragdes especificas. Esta relacdo pode ser derivada a partir da equagao:

Intensidade = —30 Ln(massa) + 2731

Esta relacdo ndo considera a pureza dos oligonucledtidos e as variagdes das
sequéncias durante a dessor¢ao/ionizagdo, contudo ainda € utilizada como um bom ponto de
comeco. Por exemplo para o calculo da concentracdo dos oligonucleétidos diluidos, pode-se

partir da seguinte férmula:

Concentracio primer namistura = [Ln{massa) — 7,82] x concentracio stock dosprimer

A Mistura de primers equimolares nio ajustada

Intensidad:
2
AREREEREEEEEEEEESE:

oy PN i L L P
s000 5500 8000 8500 7000 7500 000 8500

B. Mistura de primers equimolares ajustada - Método da Regressdo

Intensidade

5000 5500 8000 8500 7000 7500 5000 8500
Massa

Figura 3.5 — Comparaciao da concentracio nio ajustada dos primers com a concentracio ajustada dos
primers pelo Método da Regressao, op¢ao 3. Permite ver os efeitos de um bom ajuste de primers durante um

ensaio de iPLEX (Adaptado de Sequenom®, 2007).

Para se obter uma bom ensaio e uma percentagem de calls elevada, as opgdes 2
(divisdo dos primers em quatro grupos tendo em conta a sua massa) € 3 (método de regressao,
tendo em conta a concentragdo especifica de cada primer) sdo mais recomendadas pela

Sequen0m®.

3.3.Analise dos resultados de genotipagem
Ap6s os dados serem adquiridos e processados, os resultados sao armazenados num
banco de dados de MassARRAY, sendo posteriormente analisados pelo software Typer 4
Analyser. A andlise pode ser realizada com base no Traffic Light Pane, no Call Cluster Plot e
nos histogramas. O Traffic Light Pane permite visualizar a efici€ncia/performance do ensaio

com base num mapa de cores (verde, amarelo e vermelho) atribuido a cada pog¢o do
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Spectrochip. A cor do poco é determinada pela comparagao do racio dos valores especificos
de thresholds (racio dos calls dividido pelo numero total de calls (calls mais no calls) para
todos os ensaios no mesmo po¢o), como se pode verificar pela Figura 3.6 (Sequen0m®, 2007).

O software atribui uma taxa de call, tendo em conta a percentagem de genotipos
identificados. Contudo quando n@o consegue identificar um gendtipo devido ao sinal do
analito ser inferior ao ruido de base, atribui a designacdo de no call. O Traffic Light Pane
demonstra ainda ser uma ferramenta importante para a andlise dos resultados de genotipagem,

de modo a avaliar a performance do ensaio multiplex de cada poco (Sequenom®, 2007).
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Figura 3.6 — Resultados de genotipagem. A Figura 3.6A representa um exemplo de um Traffic Light Pane,
enquanto a Figura 3.6B apresenta a distribuicdo de cores atribuidas a cada um dos pocos (Adaptado de

Sequenom®, 2007).

Nos casos em que se observa um baixo sucesso na reac¢ao de iPLEX MassARRAY
com base na andlise do Traffic Light Pane, pode-se utilizar uma outra ferramenta, designada
por Autocluster, de forma a melhorar a detec¢do de alteracdes em cada pogo, como se pode
observar pela Figura 3.7. Esta ferramenta € utilizada para gerar o call cluster plot, apés o

processamento dos dados de cada ensaio (Sequenom®, 2007).

Traﬁclzghx}’m Antes do Autocluster Traffic Light Pane - Apds o Autocluster
1/2|3|4|5]6|7|8]91011/1213)14)15| 1617J192J21‘222324 1/2|2|4/5|6| 7|20 1011)12[13)14/15/16/17 18]10/20}21/22123)24]
0000000090000 0" ecscoooOGOE® €60 O S000e
20000 ...-. ...... 06 ®

®

L 4
e
.....‘..'...‘.‘..Q....
et lli il Bl a1l 1Al
...............P'.........'...'..... L L 1]

IPoZzEIr x|« TOnmo0|w [

Figura 3.7 — Exemplo de resultados de genotipagem antes e depois do Autocluster. O Autocluster ajuda a

melhorar o novel de deteccao e sensibilidade dos ensaios (Gabriel, 2009).
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O Call Cluster Plot apresenta-se como um grafico de dispersao, que ajuda a avaliar a
performance do ensaio, informando acerca da altura do pico de massa elevada versus a altura
do pico de massa mais baixa, bem como o rendimento do ensaio. Dada a altura dos picos dos
alelos ou do SNR, o modelo base de genotipagem ideal encontra-se dividido em trés regides:
uma regido heterozigética a 45° (graus), duas regides homozigéticas, uma para os alelos com
baixa massa perto do 0° e outra para os alelos com elevada massa nos 90°, como se observa na

Figura 3.8 (Sequenom®, 2007).

NoCal(4) A G(72) W GA212) ¥ A(%)

‘
‘

0 1 2 3 4 5 6 7
C St

Figura 3.8 — Modelo base de genotipagem. Encontra-se dividido em trés regides: uma heterozigdtica a 45° e
outras duas homozigéticas, para os alelos de baixa massa a 0° e para alelos de elevada massa a 90° (Adaptado de

Sequen0m®, 2007).

Estes angulos representam os angulos ideias para os gendtipos identificados como
calls, existindo uma regido muito proxima da origem, em que os sinais sd@o considerados
demasiado baixos para serem considerados validos como call. Além da taxa de identificagdao
de gendtipos como calls, também € necessario ter em conta a percentagem de extensdo e a
area dos picos aquando se analisa resultados de iPLEX. A percentagem de extensdo consiste
na percentagem de conversdo dos primers tendo em conta o numero total de primers
utilizados no ensaio, enquanto a area do pico é calculada pela drea abaixo do pico para todos
os alelos especificos. Estes trés conceitos estdo inter-relacionados de forma complexa (Oeth,
2005; Sequenom®, 2007).

Tendo em conta estes conceitos, consegue-se retirar informacdes acerca de possiveis
contaminacdes (classificados como no call antes do Autocluster e apds este como call)
durante um ensaio, bem como a identificacdo de provaveis mutagdes (com um bom nivel de
extensdo, com valores entre 20 a 50), de falsos positivos (nivel baixo de extensdo, com
valores entre 0 e 1), de polimorfismos e também de verdadeiros negativos (apesar de poderem

apresentar um bom nivel de extensdo, quer antes e depois do Autocluster sdo classificados
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como no call) (Sequenom®, 2007). Os histogramas apresentados pelo soffware fornecem
informacao acerca da distribui¢do dos calls para todos os ensaios na totalidade, em que cada
uma das barras do histograma representa um ensaio (Sequenom®, 2007).

Este software gera dois relatérios de elevada importancia, o Primer Adjustment
Report (ja mencionado anteriormente) e o Plate Result Report. O Primer Adjustment Report
cria um ficheiro que indica como ajustar o volume do primer para cada ensaio, atribuindo um
score de 1 (récio) ao primer com o valor de SNR mais elevado, comparando este valor com os
restantes valores dos restantes primers. Se o ensaio possuir um score inferior a 45%, significa
que os primers necessitam de ser ajustados, sendo este ajuste também fornecido nestes
relatérios. O Plate Result Report possui a descricdo pormenorizada dos resultados de
genotipagem de cada call atribuido a um ensaio, segundo uma classificagdo baseada no
genotipo: A) conservativo (elevado grau de confianca); B) moderado (moderado grau de
confianga); C) agressivo (grau aceitivel baixo de confianca), D) baixa probabilidade
(qualidade insuficiente); E) genétipo atribuido pelo operador (a classificacdo do resultado call
foi atribuida pelo operador); G) conflito (ensaio com mais que um genétipo possivel); H)
ensaio mau (erro na defini¢cdo do ensaio); I) mau espectro (espectro apenas com ruido); J)
polimorfismo (ambos os alelos presentes); K) nido polimorfismos (um alelo presente); L)
baixa frequéncia (um dos alelos tem uma frequéncia <0,06% e o erro standard é <2%); M)
incertos (a frequéncia média de um alelo € menor 3 vezes que o erro standard); N) sem alelos
(s6 os primers ndo extendidos e os picos ndo alélicos é que sdo observados no espectro) e O)

genotipo desconhecido (Sequen0m®, 2007).

41

Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias, Faculdade de Engenharia e Ciéncias Naturais



Helena Oliveira e Tecnologia de iPLEX MassARRAY aplicada ao diagndstico de Miocardiopatia Hipertréfica

4. Objectivo do Trabalho

A MH ¢é a doenca genética mais comum e frequente a nivel cardiaco,
caracterizando-se por uma patologia complexa, com um fendtipo heterogéneo, com uma
variedade de manifestacdes clinicas. O diagndstico genético € dificultado por se conhecerem
cerca de 1000 mutagdes associadas a MH, em 33 genes distintos, que codificam para
proteinas do sarcémero cardiaco. Actualmente para o diagndstico genético de MH, € utilizada
a Sequenciacdo Automdtica, normalmente para os genes sarcoméricos MYBPC3, MYH?7,
TNNT2, TNNI3 e MYL2, excluindo a partida todos os outros genes associados a MH.

A utilizacdo de novas metodologias em larga escala para o diagndstico genético de
doencas associadas a multiplos genes, como o caso da MH, podera vir a ser promissora, uma
vez que, podendo ser automatizada, apresenta um custo inferior quando comparada com as
técnicas correntemente utilizadas para o diagndstico de doencas humanas. A implementagao
da tecnologia de iPLEX MassARRAY é uma mais-valia no estudo e andlise de mutacdes na
MH, dado que possui a capacidade de detectar um maior nimero de mutacdes num maior
nimero de genes analisados s6 num ensaio, torna-se menos dispendiosa, mais acessivel e
menos demorada, de modo a auxiliar o diagnéstico clinico.

Neste contexto, o objectivo deste trabalho experimental baseia-se na optimizagdao da
aplicacdo da tecnologia de iPLEX MassARRAY ao diagnéstico de MH. Esta optimizacdo tem
por base dois factores cruciais para o sucesso da genotipagem de mutagdes. O primeiro factor
prende-se obrigatoriamente com o desenho dos conjuntos de primers e sua organizacio no
SpectroChip em reacgoes multiplex (plexes). Um segundo factor a ter em conta neste processo
de optimizacdo relaciona-se com a integridade das amostras de DNA, dado ser um factor que
condiciona a eficiéncia da reaccdo de amplificacdo por PCR e de extensdo inerentes a técnica

de iPLEX MassARRAY.
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5. Materiais e Métodos

Os ensaios por iPLEX MassARRAY englobam uma série de pontos fundamentais: 1)
extrac¢do, quantificacdo e avaliagdo da integridade do DNA gendmico dos individuos a
estudar, i1) o desenho do ensaio propriamente dito, iii) a amplificacdo do DNA por PCR iv) o
tratamento SAP, v) a reac¢do de iPLEX e por fim vi) a andlise por MALDI-TOF (Oeth, 2005
e Sequenom®, 2007). Todo este procedimento foi realizado tendo em conta o protocolo
descrito no Application Guide descrito da Sequenom®.

Os ensaios ii) e vi) foram realizados no Instituto Gulbenkian de Ciéncia (IGC) (como

Prestacao de Servicos).

S.1.Extracc¢ao e Quantificacdo do DNA

Foi extraido DNA a partir de 1 mL de sangue total de 126 individuoscom MH. Para
tal, utilizou-se o kit DNA Isolation Kit for Mammalian Blood (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Alemanha), segundo as instru¢des do fabricante.

Para uma genotipagem eficiente, torna-se necessario a determinacdo da concentragao
e integridade das amostras de DNA, que tal como referido, € um factor chave para o sucesso
das reacc¢des de amplificacdo e de extensdo de cada primer.

O DNA extraido foi posteriormente quantificado por espectrofotometria no UV no
NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, Estados Unidos da América). O
calculo da concentracdo de DNA foi efectuado utilizando a expressao:

[DNA]ng 1
—— = Abs260nm x — x 50 x 1000
ul Factor de Diluicio

A pureza foi calculada pela razio:

- Abs260nm
T Abs280 nm

¥

Se a razdo entre as absorvancias medidas a 260nm e 280nm, estiver entre 1,8 a 2,
este resultado indica que a amostra de DNA encontra-se pura, sem contaminagdes por parte
das proteinas e de RNA, respectivamente, sendo considerada adequada para prosseguir para o
ensaio de iPLEX MassARRAY (Sequen0m®, 2007).

O DNA foi diluido em dgua solugdes de trabalho para uma concentracdo final de 10
ng/uL, tal como recomendado pelo fabricante Sequenom®, 2007. A integridade do DNA foi

avaliada a partir de uma electroforese unidimensional em gel de agarose 0,8 % (p/v) durante
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60 minutos a 90 V, contendo GelRed (Biotarget, representante da Biotium, Portugal; 500 pL
de solu¢dao 10.000x concentrada) numa concentracdo de 2 pl por cada 100 mL de gel. O
marcador de pesos moleculares utilizado foi o HyperLadder IV (Citomed, representante da
Bioline, Portugal), concebido para uma facil quantificagcdo e determinacdo do tamanho de
cada um dos fragmentos. Este apresenta 10 bandas regularmente espacgadas, entre 100 bp a

1000 pb.

5.2. Planificacao do Ensaio

Para a planificagdo de um ensaio de iPLEXMassARRAY para a deteccao de
mutagdes/polimorfismos no DNA, € necessario ter em conta determinadas directrizes fulcrais,
como a escolha das alteracdes genéticas de interesse, o desenho dos primers de amplificacdo e
de extensdo, direccionados para a detec¢do das referidas alteragdes e ter em atencdo algumas
consideracdes especificas do fabricante na reaccdo de iPLEX multiplex (Sequenom®, 2007).
No presente estudo pretendia-se analisar 541 mutacdes em 33 genes (“The Human Gene
Mutations Database” (HGMD) do Instituto de Genética Médica de Cardiff

(http://www.hemd.cf.ac.uk/ac/index.php) e “Harvard Sarcomere Mutation Database”

(http://CardioGenomics.med.harvard.edu/home), descritas como associadas a MH (Seccao

1.4, Tabela 1.1).

Para o desenho dos primers de amplificacdo € necessério ter em ateng¢do dois pontos
importantes: a dimensdo do fragmento (que contém a alteracdo genética) a amplificar, que
deverd estar compreendida entre os 80 e os 120 pares de base (pb), evitando sempre que
possivel a utilizacdo de fragmentos superiores a 400 pb. Para promover a eficiéncia e
especificidade da deteccdo da massa de cada fragmento amplificado, € necessdrio que a massa
dos primers de amplificagdo seja diferente da massa dos primers de extensdo, bem como dos
produtos resultantes da amplificacio. Como tal, na extremidade 5°, os primers de
amplificacdo devem incluir uma sequéncia universal fag 10-mer (5'-ACGTTGGATG-3")
(Gabriel, 2005; Sequenom®, 2007).

No desenho dos primers de extensdo, é necessdrio ter em conta que o primer de
extensdo hibrida adjacentemente ao local que possui a alteracdo genética (mutagdo ou
polimorfismo); que possui entre 15 a 30 nucledtidos (aproximadamente 4500 a 9000 Da); e
que deve apresentar uma temperatura de melting superior ou igual a 60°C. Todos os primers

de extensdo, bem como os seus produtos de amplificacdo devem apresentar massas distintas,
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de forma a serem posteriormente distinguidos na andlise por espectrometria de massa
(Sequenom®, 2007).

Para a obtencdo de bons resultados durante a reac¢do de iPLEX, é importante que
todos os primers de extensdo e a massa dos produtos da reaccdo de extensdo difiram em pelo
menos 30 Da. Os primers para estes ensaios multiplex sdo desenhados pelo software Assay
Design da Sequenom®, que verifica e evita combinacdes de primers e de produtos de extensdo
que possam resultar numa extensdo inespecifica. De real¢ar que € particularmente importante
num ensaio multiplex, como € o caso, considerar a formacdo de dimeros de primer, evitando a
sua formacdo e a hibridacdo ndo especifica dos oligonucleétidos (Gabriel, 2005; Sequenom®,

2007).

5.3. Amplificacio de regioes especificas do DNA

5.3.1. Desenho dos primers e das placas

Como j4 foi referido acima, o desenho dos primers é um passo importante para o
sucesso do ensaio de iPLEX, sendo necessario evitar a formacao de dimeros de primers, bem
como possiveis combinacgdes destes e dos produtos de extensdo resultantes (Sequenom®,
2007).

Todos os primers foram desenhados de acordo com o software MassArray Assay
Design 3.1 da Sequenom®. Este software permite desenhar os primers de amplificacio e de
extensdo para cada mutacdo, a partir de um fragmento que contém a mutacao flanqueada para
cada lado, de cerca de 50 a 100 nucledtidos e alocd-los em plexes, garantida uma
combinatdria que permita uma detecc¢io especifica de cada mutagdo (Tabela 3.1; Sequen0m®,
2007).

Tendo em conta que, para a detec¢do de cada mutac@o sdo necessarios dois primers
para a reaccao de amplificacdo (pares de primers) e 1 primer para a reaccdo de extensdo de
cada mutagdo, foram desenhados 1082 primers de amplificacdo e 541 primers de extensao,
em que ao conjunto dos trés se designou por conjunto de primers. Este conjunto de primers
foi alocado em plexes, pelo sofware MassArray Assay Design 3.1, podendo em cada
plexdetectar-se até cerca de 40 mutacdes. Neste sentido as 541 mutacdes foram distribuidas
inicialmente em 21 plexes. No decorrer do trabalho a necessidade de optimizacdo dos ensaios
levou a redistribui¢ao de alguns primers noutros plexes e portanto no 2° ensaio as mutagdes

passaram a estar distribuidas por 31 plexes e no 3° ensaio em 35 plexes.

45

Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias, Faculdade de Engenharia e Ciéncias Naturais



Helena Oliveira e Tecnologia de iPLEX MassARRAY aplicada ao diagndstico de Miocardiopatia Hipertréfica

Antes de se proceder aos ensaios de iPLEX MassARRAY, ha necessidade de distribuir
igualmente as amostras que vao ser estudadas em cada chip. Neste sentido as placas foram
desenhadas, tendo em conta que os plexes se encontram distribuidos por colunas e que as
amostras sdo distribuidas por linhas. Em cada linha € entdo analisada uma dada amostra (1 pLL
de DNA) de um individuo com MH, incluindo obrigatoriamente um controlo negativo (linha
A; 1 puL de 4gua bi-destilada). Na Figura 5.1 pode observar-se um exemplo de um dos

desenhos da placa correspondente ao Ensaio 2.

Figura 5.1 — Organizacao da placa de iPLEX MassARRAY com 31 plexes.

Apesar de as informacdes relativas as mutagdes em estudo terem sido retiradas de
duas bases de dados publicas, HGMD e “Harvard Sarcomere Mutation Database”, a sua
nomenclatura foi alterada no decorrer do trabalho, pois o conjunto das 541 mutagdes e a sua
organizacdo em plexes, considera-se trade secret da empresa de Diagndstico Genético

DUONAR, Lda.

5.3.2. Preparacao da mistura de reaccao de amplificacao
O primeiro passo desta reaccao consistiu na amplificacdo das regides especificas de
DNA de interesse por PCR, direccionada para a identificacdo das 541 mutacdes em 33 genes.
Foi preparada uma mistura de reaccdo por cada plexes, contendo a respectiva mistura dos
primers de amplificacdo, descrito na Tabela 5.1 pela ordem indicada, sendo os volumes
incrementados em 10%, de forma a garantir um volume final correcto, compensando

possiveis erros de pipetagem.
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Tabela 5.1 — Mistura de reacciio do PCR multiplex para 384 reaccdes (Sequenom®, 2007)

Concentracao pretendida  Volume

Reagentes
em 5 uLL (1 reaccao)
Agua (HPLC) - 1,9 uL
10x Tampao PCR com

1x (2 mM MgCl,) 0,5 uL

20 mM de MgCl,
MgCl, (25 mM) * 2 mM 0,4 uL
Mistura de dNTPs (25 mM cada) 500 uM 0,1 uL
Mistura de primers (500 nM cada) 100 nM 1,0 uL
Enzima de PCR (5U/uL) 0,5 U/reaccao 0,1 uLL
Volume Total 4,0 uL

* A concentracdo final do MgCl, é de 4 mM (2 mM proveniente do tampao e 2 mM do MgCl,)

Adicionou-se 1 uL de DNA e 4,0 uL. da mistura de PCR a cada poco da placa de 384
pocos (Marsh Biomedical Products, Inc. #SP 0401 Sequenon) e selou-se a placa com um
sealing foil. A placa foi centrifugada (1000 rpm (rotacdes por minuto), 1 minuto, 4°C) e
colocada no termociclador (GeneAmp PCR System 9700 da Applied Biosystems®). O
protocolo de PCR utilizado esté descrito na Tabela 5.2 (Sequenom®, 2007).

Tabela 5.2 — Condicdes de reacciio de amplificaciio de DNA por PCR (Sequenom®, 2007)

Temperatura Tempo Ciclos

94°C I 1

94°C 20

56°C 307 45

72°C 1

72°C 3 1
40 5 1
15° %

5.4.Tratamento pela enzima shrimp alkaline phosphatase
O primeiro passo apds a reac¢do de PCR consistiu no Tratamento SAP, onde os
dNTPs (desoxirribonucleotidos trifosfatados) ndao incorporados nos produtos de amplificacdo
vao ser neutralizados pela enzima fosfatase alcalina. Esta enzima catalina a hidrélise de um

grupo fosfat no terminal 5° dos dNTPs ndo incorporados, convertendo-os em dNDPs
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(desoxirribonucleotidos difosfatados), fazendo com que estes ndo interfiram com as reacg¢des
seguintes (Sequenom®, 2007).

A mistura de reac¢do enzimdtica SAP foi preparada por adicio dos componentes
descritos na Tabela 5.3 (por cada reaccdo), adicionados pela ordem descrita, sendo os
volumes incrementados em 10% para compensar possiveis erros de pipetagem. Esta mistura
foi centrifugada a 5000 rpm, 10 segundos). A mistura de reac¢do SAP € distribuida pela
ultima linha de uma placa de 96 pocos (96-well Plate Vee Bottom, Sarstedt, Inc. #82.1283).
Estes pocos da linha H s@o utilizados como reservatorio dessa mistura de reacgdo SAP, sendo
a partir destes que a solucdo serd distribuida para os restantes pogos da placa de 96 pocos
(Sequenom®, 2007). 2 uL desta mistura foram posteriormente dispensados pelo robot em cada

poco da placa de 384, tal como descrito na Figura 5.2.

Tabela 5.3 — Composicio da solucio enzimatica SAP (Sequenom®, 2007)

Reagentes Volume (1 reacc¢ao)
Agua (HPLC) 1,53 uL.
Tampdo SAP (10x) 0,17 uLL
Enzima SAP (1,7 U/uL) 0,30 uLL
Volume Total 2,00 uL

oo0O000

T

1 Amostra

e wﬁ,\—{ﬂ m—j.

Figura 5.2 — Diagrama representativo do espaco de trabalho. O brago do robot pipeta a mistura de reac¢io

W-T;
@

para a placa de 384 pogos, a partir da placa de 96 pocos, seguindo-se de uma lavagem (Sequenom®, 2007).

5.4.1. Incubacio da Solucao Enzimatica SAP
Centrifugou-se a placa de 384 pocos (1000 rpm, 1 minuto), colocou-se no
termociclador e procedeu-se a reaccdo enzimdtica SAP, de acordo com o procedimento

descrito na Tabela 5.4.
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Tabela 5.4 — Condicdes de reacciio de amplificaciio da mistura de reaccio SAP (Sequenom®, 2007)

Temperatura Tempo Ciclos

37°C 20° 1
85°C 57 1
40C 5]

5.5.Reaccao de iPLEXGold

Ap6s a adicdo da enzima SAP aos produtos de amplificacdo, o passo seguinte visa
uma reac¢do de extensdo de uma base correspondente a mutacdo em estudo - reaccdo de
iPLEX. O ajuste dos primers de extensdo € um passo importante nesta etapa, preparando-se

uma mistura de reaccdo de iPLEX (Sequenom®, 2007).

5.5.1. Ajuste da Extensao dos primers
Para a realizacdo de uma experiéncia multiplex, ¢ recomendado o ajuste da
concentracdo dos primers de modo a equilibrar o rdcio do SNR. Neste caso, utilizou-se o
Método de ajuste dos primers de extensdo, tendo em conta a op¢do 2, que compreende a
divisdo dos primers em quatro grupos, duplicando a concentrag¢do destes, sendo divididos pela

respectiva massa (Sequenom®, 2007).

5.5.2. Preparaciao da mistura de reacciao

O terceiro passo consistiu na prepara¢ido da mistura de reac¢do de extensao para cada
um dos Plexes, de acordo com a Tabela 5.5. Os reagentes devem ser adicionados pela ordem
indicada, sendo o volume aumentado em 10%, de modo a compensar algum erro de
pipetagem (Sequen0m®, 2007).

Numa nova placa de 96 pocos (Sarstedt #82.1583 96-Well Plate Vee Bottom),
dispensou-se a mistura de reaccdo de iPLEXGold manualmente. Quando se pipeta, €
necessario garantir que se pipeta para o centro do po¢o, que nenhuma gota fique agarrada as
paredes do poco e verificar da inexisténcia de bolhas de ar nos pogos. Centrifugou-se a placa

(1600 rpm, 1 minuto) (Sequenom®, 2007).
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Tabela 5.5 — Composicao da mistura de reaccao de iPLEXGold (Sequenom®, 2007)

Volume
Reagentes Concentracao em 9 pL.
(1 reaccao)
Agua (HPLC) - 0,619 uL
Tampao iPLEXPlus (10x) 0,222x 0,200 uL
Mistura dos terminadores
1x 0,200 uLL
de iPLEX
Mistura de primers 0,84 uM; 1,04 uM;
0,940 uL
(8 uM; 10 uM; 12 uM) * 1,25 uM
Enzima do iPLEX 1x 0,041 uLL
Volume Total 2,000 uL

* Tlustra as concentragdes em que os primers sdo divididos tendo em conta a sua massa

Colocou-se a placa de 96 pocos no espaco de manutencdo de liquidos (posi¢do
“Mistura”) (Figura 5.3). A placa de 384 pocos foi retirada do termociclador, centrifugada
(1000 rpm, 1 minuto), removeu-se o sealing film da placa e colocou-se na posi¢cao "Amostra”
do espaco de manipulagdio de liquidos, como se observa na Figura 5.3.
Procedeu-se a adicdo da mistura de reac¢do, dispensando 2 puL desta em cada um dos 384

pocos da placa (Sequen0m®, 2007).
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Figura 5.3 — Diagrama representativo do espaco de trabalho. O braco do robot pipeta a mistura de reac¢do

iPLEXGold (Sequenom®, 2007).
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5.5.3. Amplificacao das reaccoes de extensao
Ap6s a adicdo da mistura de reac¢do iPLEXGold na placa de 384 pocos, o passo
seguinte consistiu na amplificacdo destas por PCR. A placa de 384 pocos foi selada e

centrifugada (1000 rpm, 1 minuto) e colocada no termociclador. Seguiu-se o protocolo

descrito na Tabela 5.6 (Sequenom®, 2007).

Tabela 5.6 — Condicdes de reaccio de amplificacio do iPLEXGold (Sequenom®, 2007)

Temperatura Tempo Ciclos Ciclos

94°C 30°
94°C 57 40
52°C 57 5
80°C 5
72°C 37
4° o

5.6.Limpeza dos produtos de reaccao

Ap6s as reaccoes de iPLEXGold, o passo seguinte consistiu na adicdo de uma resina
que remove o excesso de sais. A SpectroCLEAN (Sequenom®) é uma resina catiénica pré-
tratada com reagentes acidos, que ao ser adicionada directamente aos produtos de reac¢do
provenientes da extensdo, remove os sais de sodio (Na®), de potassio (K*) e de magnésio
(Mg®"). Se estes ides ndo forem removidos, os espectros de massa podem vir a apresentar um

nivel elevado de ruido (Gabriel, 2009; Sequen0m®, 2007).

5.6.1. Preparacio da placa de resina

Transferiu-se 6 mg de resina para uma placa dimple de 384 pocgos, certificando-se
que esta fica bem distribuida e com um volume adequado (Figura 5.4). Durante os 20 minutos
de repouso da resina na placa dimple, adicionaram-se 25 pL de 4dgua aos pocos,
centrifugando-se a 4000 rpm de modo a obter uma quantidade extra de resina no fundo do

poco (Sequen0m®, 2007).
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Figura 5.4 — Placa dimple de 384 pocos (Adaptado de Sequenom®, 2007).

5.6.2. Adicao de agua a microplaca
No espaco de manipulagdo de liquidos, colocou-se um reservatério com dgua
nanopura (80 mL) (Figura 5.5). Centrifugou-se a placa de 384 pogos (1000 rpm, 1 minuto),
removeu-se o sealing film e colocou-se de novo no espaco de manutencdo de liquidos do
robot, como se observa na Figura 5.5. Apds este processo, removeu-se a placa desta posi¢ao,
verificando se esta se encontra bem selada, centrifugando-se a 1600 rpm durante 30 segundos

(Sequenom®, 2007).
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Figura 5.5 — Diagrama representativo do espaco de trabalho. Passo de limpeza dos produtos provenientes da
reac¢io de iPLELGold (Adaptado de Sequenom®, 2007).

5.6.3. Adicao de resina as amostras da placa de 384 pocos
Para este passo procedeu-se a montagem da placa de 384 pogos na placa dimple.
Colocou-se a placa em cima da placa dimple, invertendo-as para que a resina caia sobre os
pocos da placa, como se observa na Figura 5.6. E importante a inexisténcia de bolhas de ar
nos pogos desta antes da sua rotacdo, mas se existirem € necessdrio que se realize outra

centrifugacao (Sequen0m®, 2007).
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Figura 5.6 — Montagem da placa de 384 pocos e da placa dimple. Este procedimento € necessdrio para que a
placa de 384 pogos fique impregnada com resina e assim proceder ao passo da sua limpeza (Adaptado de

Sequen0m®, 2007).

Procedeu-se a rotacdo da placa a 360° no seu eixo longitudinal, durante cinco
minutos a temperatura ambiente (Figura 5.7). Centrifugou-se a placa a 3200 g durante 5
minutos, estando os produtos de reaccdo iPLEXGold preparados para serem transferidos para

o SpectroCHIP, utilizando o dispensador do MassARRAY.
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Figura 5.7 - Rotaciio a 360° da placa de 384 pocos (Sequenom®, 2007).

5.7.Dispensa no SpectroCHIP e Espectrometria de massa MALDI-TOF
Utilizou-se o nanodispenser da Sequenom® para distribuir os produtos de reaccio
num chip de 384 pocos, designado de SpectroCHIP (Sequen0m®, 2007).
O SpectroCHIP é entdo colocado no espectrometro de massa MALDI-TOF,
permitindo a determinacdo das massas correspondentes a cada alelo a ser genotipado. Os
resultados sdo obtidos na forma de call cluster results e de gréaficos (call cluster plot) que

serdo posteriormente analisados.
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6. Resultados e Discussao

De acordo com o plano de trabalho, a optimizagdo dos primers de amplificacio e de
extensdo referentes a tecnologia de iPLEX MassARRAY, foi realizada tendo por base trés
ensaios experimentais, designados Ensaios 1, 2 e 3 e compreendendol6 placas no total. No
Ensaio 1 foram testadas 16 amostras de DNA (e uma amostra como controlo negativo) em
cada uma das duas placas. No Ensaio 2, foram testadas 11 amostras de DNA (e uma amostra
como controlo negativo) em cada uma das 5 placas. No Ensaio 3, foram testadas 10 amostras
de DNA (e uma amostra como controlo negativo) em cada uma das 9 placas, perfazendo um
total de 126 amostras de DNA (sendo algumas das amostras repetidas). Em todos os ensaios,
foram analisadas 541 mutacdes associadas a MH, estando no entanto distribuidas em 21
plexes (Ensaio 1), 31 plexes (Ensaio 2) e 35 plexes (Ensaio 3). A andlise dos resultados desta
tese vai desta forma centrar-se nestes 3 ensaios na tentativa de identificar a eficiéncia do
desenho das varias placas, tendo por base, ndo sé a andlise da sensibilidade/eficiéncia dos
primers de amplificacdo e dos primers de extensdo distribuidos pelos diferentes plexes de
acordo com cada um dos ensaios, mas também a qualidade dos DNAs em estudo. E
necessario ter em consideragdo a forma como se distribuiu os plexes e as amostras nas placas:
os plexes foram distribuidos por colunas e as amostras de DNA por linhas. Todas as 541
mutacdes em estudo localizam-se em genes que codificam para proteinas sarcoméricas € nao
sarcoméricas, associadas a MH (Secc¢do 1.4, Tabela 1.1 e Tabela 6.1)

Na Tabela 6.1 encontra-se indicado o nimero de mutacdes analisadas para cada um

dos genes.

Tabela 6.1 — Tabela indicativa do nimero de mutacoes testadas por gene e respectiva % pela tecnologia de
iPLEXMassARRAY. O gene MYH7 apresentou uma maior percentagem de mutagdes a testar, sendo seguido dos
genes MYBPC3, TNNT2, TNNI3, TPM1 e MYL2.

Genes  Nimero mutacées % Mutacoes

MYBPC3 192 33,2
MYH7 215 37,2
TNNT2 36 6,2
TNNI3 28 4.8
TPM1 13 2,2

ACTCI 8 1.4
MYL2 11 1,9

54

Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias, Faculdade de Engenharia e Ciéncias Naturais



Helena Oliveira e Tecnologia de iPLEX MassARRAY aplicada ao diagndstico de Miocardiopatia Hipertréfica

MYL3 7 1,2
MYO6 2 0,3
CSRP3 7 1,2
TCAP 11 1,9
COX1I5 2 0,3
PRKAG2 9 1,6
FXN 2 0,3
DES 2 0,3
SCL25A4 2 0,3
MYLK?2 4 0,7
JPH2 6 1,0
MTCYB 3 0,5
MTTI 1 0,2
MTTG 1 0,2
TTN 2 0,3
MYOZ2 2 0,3
VLC 1 0,2
LAMP?2 1 0,2
CASQ2 1 0,2
MYH6 3 0,5
OBSCN 1 0,2
CAV3 1 0,2
RAF 1 0,2
PLN 1 0,2
TNNCI 2 0,3

6.1.Analise da integridade das amostras
Para a realizacdo deste estudo, foram utilizadas como atras referido 126 amostras de
pacientes com diagndstico clinico de MH. Para todos os ensaios, utilizou-se como controlo
negativo dgua ultrapura (Roche®), substituindo nas misturas de PCR, o DNA por este
reagente. O DNA das 126 amostras foi extraido a partir de sangue periférico, segundo o
protocolo apresentado nos materiais € métodos. A concentracdo e a pureza do DNA foi

avaliada por espectrofotometria no UV, cujos resultados estao apresentados na Tabela 6.2.
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Tabela 6.2 — Concentracao e pureza do DNA extraido a partir de 126 amostras de sangue periférico de

doentes com MH.

Amostra Concentracio  Abs Amostra Concentracio  Abs Amostra Concentracio  Abs
(ng/uL) 260/280 (ng/uL) 260/280 (ng/uL) 260/280
1 259,5 1,68 43 205,8 1,72 85 30,6 1,69

3 192 1,68 45 1011,1 1,8 87 21,09 1,27

5 22,8 1,68 47 76,2 1,78 89 14,8 1,66

7 26,1 1,93 49 310,5 1,66 91 68,24 1,79

9 17,8 1,66 51 31,3 1,81 93 25,69 1,65

11 10,4 1,65 53 20,4 1,73 95 35,09 1,65

13 128,1 1,66 55 169,6 1,75 97 47,07 1,68

15 18,8 1,76 57 16,5 1,91 99 17,05 1,65

17 134.,8 1,96 59 80,6 1,72 101 40,25 1,71

19 185 1,87 61 18,8 1,65 103 86,51 1,7

21 64,4 1,85 63 16 1,69 105 17,27 1,46

23 62,1 1,74 65 27 1,67 107 44,9 1,72

25 239,7 1,88 67 16,1 1,81 109 55 1,76

27 10,2 1,79 69 29 1,68 111 48,5 1,79

29 31,1 1,73 71 24,6 1,69 113 24.8 1,89

31 30,4 1,92 73 23,7 1,66 115 467,1 1,66

33 23,4 1,97 75 67,2 1,65 117 24 1,67

35 35 1,66 77 113,7 1,71 119 180,7 1,94

37 17,9 1,92 79 46,7 1,73 121 246,3 1,83

39 11 1,64 81 23,8 1,69 123 17,58 1,77
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41 125,5 1,69 83 11,9 1,54 125 24,51 1,88
42 29,7 1,73 84 11,3 1,91 126 107,4 1,68

Ao avaliar os resultados da Tabela 6.2 podemos constatar que a maioria das amostras
apresentam uma gama de concentracdo e de pureza que permitem prosseguir o trabalho
experimental (Secc¢do 5.2, Capitulo Materiais e Métodos). De ressaltar no entanto, que a
amostra 87 apresenta uma razao de absorvancias Ajey/Asso bastante mais baixa, indicativo de

contaminagdo com proteinas. Este dado sera integrado na andlise dos resultados.

6.2.Etapas de Optimizacao

Na optimizacdo das reaccoes em PCR multiplex que fazem parte dos ensaios de
iPLEXMassARRAY, o processo foi realizado a duas fases: verificar se todos os fragmentos
foram amplificados no PCR multiplex e se posteriormente houve reac¢dao de extensdo do 3°
primer para todos os amplicdes. Para tal, foi necessdria uma andlise bioinformadtica extensa ao
software TYPER Analyzer 4.0 da Sequenom®, sendo especificamente usadas as ferramentas
Primer Adjustment Report, o Plate Result Report, o Traffic Light Pane, o Autocluster e o call
cluster plot.

Na andlise dos primers de extensdo usou-se os valores de signal-to-noise (SNR)
destes primers. O software atribui o valor de 1 para o primer com o maior valor de SNR num
poco. Todos os primers nesse poco que obtiverem um valor de SNR 45% inferior ao do
primer com maior SNR deverdo ser revistos, pois a sua concentragdo ndo serd adequada a
realizag¢do do ensaio multiplex, podendo originar no calls. Nestes casos, o software indica-nos
a % (como uma frac¢do do volume original adicionado) de primer que devera ser de novo
adicionado a mistura original. Idealmente num plex, todos os primers deveriam ter valores de

SNR equivalentes.

6.2.1. AutoCluster e Traffic Light Pane

Na andlise dos resultados, foi utilizada a ferramenta do software Autocluster, que
aumenta a sensibilidade de deteccdo do sinal gerado pelas reac¢des de extensdo dos primers.
Numa primeira fase, o cluster call originou os graficos demonstrativos da organizacdo por
clusters, relativamente aos gendtipos para cada uma das mutacdes em andlise. Seguidamente
foi utilizada a ferramenta do Autocluster, de modo a aumentar a sensibilidade dos resultados.

Uma das formas de visualizacdo dos resultados é realizada pela aplicacdo da

ferramenta Traffic Light Pane, em que numa primeira andlise, verifica-se o sinal de deteccdo
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de cada uma das mutacdes em cada plex, através de um mapa de cores (verde, amarelo e
vermelho) dependente do nimero de reac¢des com sucesso. A cor do poco é determinada pela
comparac¢do do racio dos valores especificos de thresholds, com base no numero de reacgdes
com sucesso, como se verifica na Figura 6.1. Se o sinal de detec¢do for reduzido, a
sensibilidade do sinal podera ser aumentada por aplicacdo do Autocluster.

Um exemplo da aplicacdo do Autocluster é demonstrado pelas imagens do Traffic
Light Pane da Figura 6.1. A Figura 6.1A apresenta um grande ndmero de resultados no call
(coloracdao vermelha), devido ao grande nimero de reaccdes de amplificacdo e de extensao
realizadas com insucesso. A Figura 6.1B apresenta os resultados apds a aplicacdo do
Autocluster, onde ocorreu um aumento de sensibilidade dos resultados, transformando os
resultados de no call em call, com atribuicdo de cor amarela ou verde as reac¢des de cada
poco. No entanto, € necessdrio ter em atencdo na utilizacdo deste software, dado que
aumentando a sensibilidade de leitura pode, em consequéncia aumentar o nimerode falsos

positivos num ensaio.
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Figura 6.1. — Representaciao dos resultados originados pelo software Traffic Light Pane. A Figura 6.1A
representa uma primeira andlise de uma placa e a Figura 6.1B apresenta os resultados da andlise da placa, apds a

aplicacao do Autocluster.

6.2.2. Call Cluster Plot e Primer Adjustment Report
Como anteriormente referido, uma das ferramentas geradas pelo software TYPER
Analyzer 4.0 da Sequenom® é o call cluster plot, que auxilia a avaliacdo da eficiéncia do
ensaio. Os clusters consistem no agrupamento dos resultados em trés tipos, conforme a
intensidade dos picos das duas formas alélicas: heterozigdticos, homozigéticos de massa
baixa e homozigéticos de massa alta. A cada um dos alelos € atribuido um simbolo (ex:
triangulos, quadadros) com uma determinada cor, estando os simbolos dispostos conforme a

massa dos alelos, apresentando no eixo das abcissas (como se pode constatar no exemplo na
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Figura 6.2), o alelo com a massa mais baixa e no eixo das ordenadas, o alelo com a massa
mais elevada. As amostras heterozigéticas sao representadas por um outro simbolo, exemplo
um quadrado, enquanto as amostras homozigéticas representadas por um triangulo (Figura
6.2). Ao analisar o call cluster plot, € necessario ter em conta a gama de valores da extensdo
(representados pelo eixo das abcissas). Se estes valores estiverem entre 0 e 1, o resultado
apresenta pouca fiabilidade; no entanto, para valores de extensao a partir de 4 ou 5, a extensao
comega a considerar-se bastante aceitdvel e valores de extensdao entre os 20 e os 50
representam valores de extensdo 6ptimos, apresentando uma maior probabilidade de detec¢dao
de mutacao (Sequen0m®, 2007).

TNNT2 CM3T1

Clustering Pertormance: G=hA GA=1.00 A=1.00 H: 0,A17,GO643045 (1), No Call No Call-1.000-1.000.NA
# Mo Callf1) G(0) GA(Z) A(E)

50F 12 D17,GO643045 (1), GA, GA 0.316,1 000,0 958
45 16, H17,GOG43945 (1), GA, GAD.003,1.000,0. %65
e = 10.B17.G0843545 (1) AL AL 0.052.1.000.1.000

E e 11.C17.G0843543 (1). A A 0.082.1.000.1.000

- j:: 13E17.G0843945 (1) A A.0.0921.000.1.000

E o - 14.F17.00843545 (1), No Call A 0,092 1.000,1.000
154 15, G17.G08a3845( 10, A A 0092 1000.1.000
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e 19.K17,G0643045 (1), A, A, 0.002, 1000.1.000
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Figura 6.2 — Grafico gerado pela ferramenta Call Cluster Plot para o conjunto de primers para a deteccio
da mutacdo CM371 no gene TNNT2. A Figura 6.2A representa o Call Cluster Plot, em que o eixo das abcissas
representa o alelo com a massa mais baixa (neste caso uma guanina) e o eixo das ordenadas contém o alelo com
a massa mais elevada (neste caso uma adenina). Legenda: circulos a vermelho: no calls (H,O); triangulos azuis:
alelo G; tridngulos laranjas invertidos: alelo A; quadrados verdes: amostras com ambos os alelos A e G. A Figura
6.2B apresenta o Call Cluster Results, em que se pode verificar o resultado de genotipagem para as 11 amostras
testadas (DNAs com numeragdo de 10 al9 e controlo negativo - H,0), a respectiva localizacio na placa (A17 -

K17).

A Figura 6.2 apresenta um exemplo da deteccdo da mutagdao CM371 relativa ao gene
TNNT2 (Plex17) e ao analisar o call cluster plot, verifica-se que este apresenta um valor
razoavel de extensdo e as amostras heterozigéticas (quadrados verdes; G>A) agrupam-se num
grupo distinto das amostras homozigéticas normais (tridngulos laranjas invertidos; AA — wild
type). Por outro lado, o call cluster result apresenta o resultado de genotipagem para cada
amostra testada para uma dada mutagdo (CM371). Neste exemplo, a identificacdo feita pelo

software mostra que nao ocorreu contaminagao por parte da dgua (no call) e que os resultados

59

Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias, Faculdade de Engenharia e Ciéncias Naturais



Helena Oliveira e Tecnologia de iPLEX MassARRAY aplicada ao diagndstico de Miocardiopatia Hipertréfica

da genotipagem foram semelhantes antes e depois do Autocluster. Posteriormente,
confirmou-se por SA que as amostras 12 e 16 s@o realmente heterozigbticas para a referida

mutacao.

6.2.3. Ensaio 1

Numa primeira fase, as 541 mutac¢des foram alocadas em 21 plexes (Ensaio 1). A
Figura 6.3 representa o desenho da placa onde os 21 plexes foram distribuidos por colunas,
identificados pela numeracdo (1 a 21) (cada um com a respectiva coloragdo). As amostras
foram distribuidas por linhas (linhas B a P), de forma a serem testadas para todos os plexes.
Na primeira linha de cada placa (linha A) foi adicionado um controlo negativo de reacgao,
agua bi-destilada estéril. Uma das amostras de DNA utilizada (linha B) correspondia a uma
amostra utilizada como controlo negativo de mutag¢des (amostra genotipada por sequenciagdao

e sem mutagdes associadas a MH).

Figura 6.3 — Organizacio da placa de iPLEX MassARRAY com 21 plexes no Ensaio 1. Os plexes foram
distribuidos por colunas, sendo identificados pela numerag@o (1 a 21) e pela respectiva colora¢do e as amostras
de DNA distribuidas por linhas (linhas B a P). Na linha B encontra-se uma amostra de DNA sem mutacdes e na

linha A encontra-se a amostra de controlo negativo (dgua bi-destilada estéril).

Para cada placa, o software gera um relatério designado Primer Adjustment Report,
que permite fazer a andlise da eficiéncia da mistura de primers necessarios para estender cada
mutagdo um dado plex. Este relatorio tem em conta a relagdo inversamente proporcional entre
a massa de cada analito e o seu valor de SNR. Idealmente, os valores de SNR de todos os
primers devem ser ajustados a valores equivalentes para garantir o sucesso na reac¢do de
exensdo da mutacdo. Na andlise dos resultados, foi igualmente utilizado o relatério Plate
Result Report, que fornece a descri¢do pormenorizada dos resultados de genotipagem, tendo

em conta uma classificacio baseada na significincia estatistica do alelo identificado
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(A — conservativo; B — Moderado; C — Agressivo; D — Baixa probabilidade; E — genétipo
atribuido pelo operador; N — sem alelo). Idealmente os resultados deveriam ser A ou B. Com
base no Plate Result Report e nos resultados do Call Cluster Plot relativos as placas 1 e 2 do
1° ensaio, optou-se por remover 72 conjuntos de primers na medida em que se verificou que
os parametros de qualidade de SNR e os verificados no Plate Result Report e Call Cluster
Plot ndo eram adequados para uma correcta genotipagem. Assim modo a obter-se uma melhor

eficiéncia para este conjunto de primers estes foram alocados noutros plexes.

Plex 1

O plex 1 é composto por 37 conjuntos de primers e ao analisar os valores de SNR
dos conjuntos de primers das placas 1 e 2 do Ensaio 1 (Figura 6.4A e 6.4B), constatou-se que
a grande maioria dos primers, apresentam valores de SNR inferiores a 45% do valor mdximo

de SNR nesse plex, em particular para a placa 1.

Ensaio 1 Placa 1

14

2 MW ACTCI_CMI3(1) B MYBPC3_CS2 (20)
ACTC1_CM14(2) B MYBPC3_CS4 (21)

g 10 W MICYB_GI (3) W MYHS_CMi15(22

Z g B MTTG_T1 (4) MYH7_CD5 (23)
. B MTTI_A1(5) B MYH7_CMi2(24)

i MYBPC3_CDI (6) MYH7_CM2 (25)

4 W MYBPC3_CD4(7) B MYH7_CM7 (26)

) m MYBPC3_CD6 (8) B MYH7_CMS (27)

’ m MYBPC3_CD3 (9) B MYH7_CM4 (28)

L2345 6789 10111230415161718 192021
A Plex 1
Ensaio 1 -Placa2

425 26 17 23 19 30 313233 34 35 36 37

123 4567

B Plex1

S PNIZIEMIIEITISION N DB MIT2627 15 193031 3233 14353637

m MYBPC3_CD2(10)

m MYBPC3_CI2(11)
MYBPC3_CM18(12)
MYBC3_CM5 (13)

@ MYBPC3_CM17 (14)
MYBPC3_CMI16 (15)

@ MYBPC3_CM3 (16)
MYBPC3_CM384(17)

@ MYBPC3_CS3 (18)
MYBPC3_CS1(19)

MYH7_H1 (29)
B PREAG2_CII (30)
M PREAG2_CM9 (31)
B TNNI3_CMS6 (32)
B TNNI3_CM10(33)
B TNNT2_CM11(34)

TNNT2_CMI (35)

TPMI1_CM19 (36)
W TPMI_CM20 (37)

C

Figura 6.4 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 1 da placa 1 e 2 do Ensaio 1. No eixo das
abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 37 mutacdes analisadas neste plex 1. Na
Figura C encontra-se a legenda da figura A e B, identificando-se os genes/mutagdes correspondentes

correspondentes a cada barra da figura A e B.

Ao analisar os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 37
mutacgdes neste plex, constatou-se que em 19 das mutacdes, a extensdo foi insuficiente em
sintonia com a baixa significancia estatistica do gendtipo obtivo. Contudo, na altura do
ensaio, o operador optou por alocar apenas 13 conjuntos de primers para outro plex,

unicamente com base no seu valor de extensdo, de modo a perceber se a eficiéncia deste
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plexmelhoraria, ao existir um menor conjunto de primers no plex, com menos interagdes entre
eles. Ao analisar estas mutacdes, constatou-se que a mutacdo CM6 (posi¢ao n° 32 na Figura
6.4) no gene TNNI3, apresenta um valor de SNR entre 5 e 9, mas um genétipo classificado
como agressivo (C) (Anexo A) e uma extensdo de 0,2, daf ter sido correctamente removida
deste plex. As mutacdes G1 (posi¢ao n° 3 na Figura 6.4) no gene MTCYB e CM18 no gene
MYBPC3 (posicao n° 12, respectivamente na Figura 6.4) apresentam um gendtipo de baixa
probabilidade (D) e um valor de extensao de 1,0, apesar da mutacdo no gene MTCYB possui
um valor de SNR de 6 e a mutacdo no gene MYBPC3 um SNR de 0. Apesar de apresentarem
um valor de SNR consideravel, possuem um genétipo de baixa probabilidade (D) e um valor
de extensdo reduzida, o que justifica a remocao destas duas mutagdes do plex. No caso das
mutacdes CM3 (posicdo n° 16 na Figura 6.4), CS3 (posi¢ao n° 18 na Figura 6.4) no gene
MYBPC3 e CM19 (posi¢dao n° 36 na Figura 6.4) no gene TPM1, CM394 (posi¢cdo n° 17 na
Figura 6.4) no gene MYBPC3; CM15 (posicao n° 22 na Figura 6.4) no gene MYH6 e CI1
(posi¢ao n° 30 na Figura 6.4) no gene PRKAG?2 nao foi possivel obter-se qualquer genotipo
(N — sem alelo). Apesar de algumas destas mutagdes apresentarem um valor de SNR elevado
(entre 10 e 17), todas apresentam valores reduzidos de extensdo, entre 0,02 e 0,10,
justificando a sua correcta remocdo deste plex. Apesar dos conjuntos de primers referentes as
mutacdes CD6 (posicdo n° 8 na Figura 6.4) no gene MYBPC3 e CM20 (posi¢ao n° 37 na
Figura 6.4) no gene TPM1, CS4 (posi¢ao n° 21 na Figura 6.4) no gene MYBPC3 ¢ CM7
(posi¢do n° 26 na Figura 6.4) no gene MYH7 apresentarem um gendltipo moderado (B),
possuem um valor de SNR relativamente baixo, entre 0 e 3 e um valor de extensao reduzido,
entre 0,2 e 0,3, tendo sido correctamente retiradas do plex.

Como exemplo de um conjunto de primers correctamente retirado do plex, temos a
mutacdo CM18 do gene MYBPC3, em que o gendtipo atribuido possui baixa probabilidade e
um valor de SNR de 0 e ao analisar o Call Cluster Plot (Figura 6.5A e 6.5B) verificou-se que
esta apresenta um valor de extensdo reduzido, onde as amostras heterozigéticas (quadrados
verdes; G>A) e as amostras homozigéticas (tridngulos laranjas invertidos; AA), encontram-se
agrupadas ao longo do grafico. Acresce ainda que para a maioria das amostras ndo se detectou
qualquer genétipo antes do Cluster Call (Figura 6.5B). Estes factores justificam a remocao

correcta desta mutacao do plex, para futura optimizacao.
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22,101,G047-1724 (1) , Mo Call No Call,- L0OD,-100G NA
26,P01,6047-1734 (1), Na Call No Call,- 100D, -LOGG,NA
H20,A22,G047-1724 (1) G,G0.226,0.837,1.000
18,001,G047- 1724 (1) Mo Call €,0.226,0.827,1.000
12,001,G047-1734 (1), No Call 4,0, 202,1.000,0.844
16,F01,6047-1734 (1), GA,GA,0.005,1.000,0.528
CMHO06,HOL, G047-1734 (1), No Call GA,0.370, 1.000,0.852
20,101,G047-1734 (1) ,6,GA,0.622,1.000,0.155

21 K01,G047-1734 (1) NoCall G40313,1.000,0.922
24N0L,G047-1734 (1), No Call,GA,0.014,1.000,0.530
25,001,6047-1734 1), No Cal|,GA,0.058,1.000,0516
1,ADL,G047-1734 (1), No Czll A, 1.000,0.000,0.916
4,B01,G047-1734 (1) ,No CallA,0.237,1.000,0.989
15,E01,G047-1734( 1) Na Call A0.237,1.000,0.989

17,60, 6047-1734 (1), No Call A,0.409,0.999,0.930
19,/01,6047-1734 (1), No Call A,0.662,0.955,0.991
23M0L,G047-1734 1) No Call A0.237,1.000,0.989

Figura 6.5 — Grafico gerado pela ferramenta Call Cluster Plot para o conjunto de primers para a deteccio
da mutacado CM18 no gene MYBPC3. A Figura 6.5A representa o Call Cluster Plot, em que o eixo das abcissas
representa o alelo com a massa mais baixa (neste caso uma guanina) e o eixo das ordenadas contém o alelo com
a massa mais elevada (neste caso uma adenina). Legenda: circulos a vermelho: no calls (H,O); tridngulos azuis:
alelo G; tridngulos laranjas invertidos: alelo A; quadrados verdes: amostras com ambos os alelos G e A. A Figura
6.5B apresenta o Call Cluster Results, em que se pode verificar o resultado de genotipagem para as 16 amostras
testadas (DNAs com numeragdo de 1 a 26 e controlo negativo - H,0O), a respectiva localizacdo na placa (A0l —

PO1).

Plex 2

O plex 2 é composto por 37 conjuntos de primers e ao analisar os valores de SNR
dos conjuntos de primers das placas 1 e 2 do Ensaio 1 (Figura 6.6A e 6.6B), constatou-se que
a grande maioria dos primers apresentam valores de SNR inferiores a 45% do valor maximo

de SNR nesse plex, em particular para a placa 1.

Ensaio 1 - Placa 1

=

32425 26 272

Ensaio 1 -Placa2

11343678

(mACTAL_ChM27(1)

B MYHT_CM30(20)

COX15_CM24(2) B MYHT_CM43 (21)
EWMYBPC3_CI3 (3) B MYHT _CM48 (22)
BMYBPC3_CM47(4 MYH7_CM39(23)

)
WMYEPC3_CM38(5)
MYBPC3_CM41 (6)
WMYEPC3_CM33(T)
BMYBPC3_CS8(8)
BWMYEPC3_CS5(9)
BNYBPC3_CS6(10)
ENMYHT CM34(11)
MYH7_CM45(12)
MYH7_CM23(13)
ENYHT CM29(14)
MYH7_CM32(13)
BNYHT CMA46(16)
MYH7_CM36(17)
HprvHT oM21(18)

B MYHT_CM31(24)
MYL2_CST(25)
W 0[VI3_CM4S(26)
M MYOZ2_CM40(27)
B PRKAG2_CM44 (28)
PREAG2_CM35 (20)
B TNI3_CM25 (30)
B N3 CM26 (31)
B TNNT2_CM37(32)
B TNT2_CM28(33)
TNNT2_CM22 (34)
TNNT2_CMS50(35)
TNNT2_CSS (36)
By cMs167)

#10 1112 1314 131817 15 1520
Plex2

MYHT CM42(19)
C

Figura 6.6 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 2 da placa 1 e 2 do Ensaio 1. No eixo das
abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 37 mutagdes analisadas neste plex 2. Na
Figura C encontra-se a legenda da figura A e B, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura

AeB.
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Ao analisar os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 37
mutacdes neste plex, constatou-se que em 23 mutacdes, a extensdo foi insuficiente, em
sintonia com a baixa significincia estatistica do gendtipo obtido. Contudo, na altura do
ensaio, o operador optou por alocar apenas 8 conjuntos de primers para outro plex,
unicamente com base no seu valor de extensdo, de modo a perceber se a eficiéncia deste
plexmelhoraria, ao existir um menor conjunto de primers no plex, com menos interagdes entre
eles. Por exemplo, apesar das mutagdes CM41 (posicao n° 6 na Figura 6.6) no gene MYBPC3,
CM25 (posicao n° 30 na Figura 6.6) no gene TNNI3 e CM42 (posi¢ao n° 19 na Figura 6.6) no
gene MYH7 apresentarem um valor de SNR elevado, entre 7 a 19, possuem um genétipo de
baixa probabilidade (D) e uma extensao de 0,2. As mutacdes CI3, CM47 e CS6 (posi¢ao n° 3,
n° 4 e n° 10, respectivamente na Figura 6.6) no gene MYBPC3; CM28 (posi¢cdo n° 33 na
Figura 6.6) no gene TNNT2; CM21 (posi¢ao n° 18 na Figura 6.6) no gene MYH7 nao
apresentam qualquer alelo (N — sem alelo), os valores de SNR sdo aceitdveis, entre 6 e 14,
mas os valores de extensao sao reduzidos, entre 0,04 e 0,3, sendo necessario portanto repetir a
genotipagem para estas mutacdes. Apesar destas mutacdes apresentarem um valor de SNR
aceitavel, possuem um valor de extensdo reduzido e uma categoria do genétipo atribuido
inesperada e com base nestes ultimos dois parametros, foram correctamente retiradas deste
plex.

Como exemplo de um conjunto de primers correctamente retirado do plex, temos a
mutagdo CI3 no gene MYBPC3, com um valor de SNR de 1 e sem gendétipo identificado e ao
analisar o Call Cluster Plot (Figura 6.7A e 6.7B), verificou-se que esta mutagdo apresenta um
valor de extensdo reduzido, em que a amostra heterozigética (quadrados verdes; delec¢ao G) e
as amostras homozigéticas (tridngulos azuis; GG) encontram-se agrupadas, conseguindo-se
uma clara separacio das amostras homozig6ticas para o alelo de menor massa. Estes factores
(extensdo e o valor de SNR reduzidos) justificam a remog¢do correctamente deste conjunto de

primers do plex, para futura optimizagao.

3 1,A02,G047-1734 (1) 6,6,0.050,1.000,0.995
Clustering Performa DEERRINZEN 4 802,G047-1734 (1) ,G,G,0.002,1.000,0.995

&N A H20,822,G047-1734 (1) ,G,6,0.519,1.000,0.993

B GDE) ¥ PEMD) 13,002,G047-1734 (1) No Call,G,0.985,1.000,0.926
14,002,G047-1734 (1) ,6,6,0.377,1.000,0.994
15,602,G047-1734 (1) ,G,G,0.031,1.000,0.995
16,F02,G047-1734 (1) ,G,G,0.530,1.000,0.990
17,G02,G047-1734 (1) ,6,6,0.654,1.000,0.988
18,H02,G047-1734 (1) ,G,G,0.753,1.000,0.989
20,002,6047-1734 (1) ,G,G,0.080,1.000,0.994
21,K02,G047-1734 (1) G,6,0.132,1.000,0.995
22(1),6,6,0.753,1.000,0.989
23,M02,G047-1734 (1) G.G,0.314,1.000,0.934
24,N02,G047-1734 (1) ,6,G,0.753,1.000,0.989
25,002,G047-1734 (1) ,6,G,0482,1.000,0.991
19,102,G047-1734 (1) ,No Call,G .DEL,0.243,1.000,1.000
26,P02,G047-1734 (1) ,No Call,G.DEL,0.177,1.000,1.000
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Figura 6.7 — Grafico gerado pela ferramenta Call Cluster Plot para o conjunto de primers para a deteccao
da mutacdo CI3 no gene MYBPC3. A Figura 6.7A representa o Call Cluster Plot, em que o eixo das abcissas
representa o alelo com a massa mais baixa (neste caso uma guanina) e o eixo das ordenadas contém o alelo com
a massa mais elevada (uma deleccdo). Legenda: circulos a vermelho: no calls (H,0); tridngulos azuis: alelo G;
quadrados verdes: amostras com a delec¢do do G. A Figura 6.7B apresenta o Call Cluster Results, em que se
pode verificar o resultado de genotipagem para as 16 amostras testadas (DNAs com numeragdo de 1 a 26 e

controlo negativo - H,0), a respectiva localizacdo na placa (A02 — P02).

Plex 3

O plex 3 € igualmente composto por 37 conjuntos de primers e ao analisar os valores
de SNR dos conjuntos de primers das placas 1 e 2 do Ensaio 1 (Figura 6.8A e 6.8B),
constatou-se que muitos dos conjuntos de primers apresentam valores de SNR inferiores a

45% do valor maximo de SNR nesse plex, em particular para a placa 2.

Ensaio 1 - Placa 1

s B ACTC1_CMS80(1) B MYH7_CM62(20)
MYBPC3_CMs63(2) M MYH7_CM58(21)
6 B MYBPC3_D8(3) B MYH7_CM54(22
E = I B MYBPC3_CD7 (4) MYH7_CM55(23)
4 | @ MYBPC3_CM75(5) M MYH7_CM51(24)
y I I MYBPC3_CM61 (6) MYH7_CM67(25)
[l B /| @ MYBPC3_CM77(7) M MYH7_CM56(26)
0| I B MYBPC3_CM53(8) M MYH7_CM409(27)
123456785 91011121314151617 181920 21T i vict . BIYBPCS_CNijE (9) . N{YH?_CR{?Q (28)
o AL B MYBPC3_CM57(10) MYL2_CM76(29)
1 Ensaio 1-Placa 2 B MYBPC3_CM74(11) M MYL2_CMS5 (30)
MYBPC3_CS10(12) M MYO6_CM71(31)
10 MYBPC3_CS11(13) M PRKAG2_CM78(32)
B MYBPC3_CS12(14) M TCAP_CM69 (33)
8 MYH7_CM68(15) B TNNI3_CM73(34)
Bl B MYH7_CM60(16) TNNT2_CM64 (35)
@ MYH7_CM59(17) TNNT2_CM66(36)
& g —|| @ MYH7_CMT70(18) B TTN_CMS1(37)
5 I | 1 | MYH7_CM72(19)
A m E

123 435673 91011121314131617151920 222341506 1TIRI0303132333435 3637

B Plex 3

Figura 6.8 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 3 da placa 1 e 2 do Ensaio 1. No eixo das
abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 37 mutagdes analisadas neste plex 3. Na
Figura C encontra-se a legenda da figura A e B, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura

AeB.

Ao analisar os resultados do Plate Result Report € do Call Cluster Plot para as 37
mutacdes nestes plex, constatou-se que em 29 mutacdes, a extensdo foi insuficiente em
sintonia com a baixa significancia estatistica do gendtipo obtido. Contudo, na altura do
ensaio, o operador optou por alocar apenas 7 conjuntos de primers para outro plex,
unicamente com base no seu valor de extensdo, de modo a perceber se a eficiéncia deste
plexmelhoraria, ao existir um menor conjunto de primers no plex, com menos interagdes entre

eles. Por exemplo, a mutacio CM65 (posi¢do n° 30 na Figura 6.8) no gene MYL2 possui um
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genotipo de baixa probabilidade (D), um valor de SNR de 2 e um valor de extensao reduzido,
entre de 0,4, tendo sido correctamente retirado do plex. No caso das mutagdes CM61 (posi¢ao
n° 6 na Figura 6.8) no gene MYBPC3; CM68 (posi¢dao n° 15 na Figura 6.8) no gene MYH7;
CMT71 (posi¢ao n° 31 na Figura 6.8) no gene MYO6; CM72 (posi¢do n° 19 na Figura 6.8) no
gene MYH7 e CM73 (posicao n° 34 na Figura 6.8) no gene TNNI3 ndo se conseguiu
identificar os alelos (N — sem alelos) e apesar de apresentarem um valor de SNR de 0 a 5, a
extensdo em qualquer mutacdo € reduzida, entre 0,2 e 1,6, sendo necessdrio repetir a
genotipagem para estas mutagdes e comprovando que estas mutacdes foram correctamente
retiradas do plex. Além desta mutagdo CS10 (posicao n°® 12 na Figura 6.8) no gene MYBPC3
apresentar um valor de SNR baixo, de 1, possui um gendtipo conservativo (A) e ao analisar o
Call Cluster Plot (Figura 6.9A e 6.9B) constatou-se que esta possui valor da extensdo é
aceitdvel, de 4, logo concluiu-seque esta mutacdo provavelmente deveria ter permanecido no
plex, tendo sido a andlise, realizada de um forma incorrecta pelo operador na altura do ensaio,
dado que neste caso, sO teve por base o valor de extensdo (que neste caso € aceitdvel),
devendo ter tido também em consideracdo os outros dois parametros, o valor do SNR e o
genoétipo atribuido. Todas as amostras homozigoéticas (tridngulos laranjas invertidos; alelo

GG) encontram-se agrupadas no eixo dos alelos de massa mais elevada.

MYBPC3_CS10 H20,C22,G047-1734 (1} ,No Call,No Call,-1.000 -1.000, NA
Clustering Performanc WRWtees LN N 1, 403,G047-1734 (1) ,G,G,0.372,1.000,NA

: o Call(1) & A(0) M AG(0) 4,B03,G047-1734 (1) ,G,G,0.989,1.000,NA
G(16)

13,C03,G047-1734 (1} ,G,5,0.665,1.000,NA
14,003,6047-1734 (1) ,G,G,0.853,1.000,NA
15,E03,G047-1734 (1) ,G,G,0.372,1.000,NA
16,F03,G047-1734 (1) ,G,G,0.411,1.000,NA
17,603,6047-1734 (1) ,G,5,0.372,1.000,NA
18,H03,G6047-1734 (1) ,G,G,0.372,1.000,NA
19,103,G047-1734 (1} ,G,G,0.372,1.000,NA
20,003,6047-1734 (1) ,G,5,0.372,1.000,NA
21,K03,G047-1734 (1},G,5,0.263,1.000,NA
22,103,G047-1734 (1) ,G,G,0.372,1.000,NA
23,M03,G047-1734 (1) ,G,G,0.272,1.000,NA
24,N03,G047-1734 (1) ,G,G,0.137,1.000,NA
25,003,6047-1734 (1) ,G,G,0.372,1.000,NA
26,P03,G047-1734 (1) ,G,5,0.372,1.000,NA

Figura 6.9 — Grafico gerado pela ferramenta Call Cluster Plot para o conjunto de primers para a deteccio
da mutacio CS10 no gene MYBPC3. A Figura 6.9A representa o Call Cluster Plot, em que o eixo das abcissas
representa o alelo com a massa mais baixa (neste caso uma adenina) e o eixo das ordenadas contém o alelo com
a massa mais elevada (neste caso uma guanina). Legenda: circulos a vermelho: no calls (H,O); triangulos azuis:
alelo A; quadrados verdes: amostras com ambos os alelos A e G. A Figura 6.9B apresenta o Call Cluster Results,
em que se pode verificar o resultado de genotipagem para as 17 amostras testadas (DNAs com numeracdo de 1 a

26 e controlo negativo - H,O), a respectiva localizacio na placa (A03 — P03).
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Plex 4
O plex 4 € igualmente composto por 37 conjuntos de primers e ao analisar os valores
de SNR dos conjuntos de primers das placas 1 e 2 do Ensaio 1 (Figura 6.10A e 6.10B),

constatou-se que muitos dos conjuntos de primers apresentavam valores de SNR inferiores a

45% do valor maximo de SNR nesse plex, em ambas as placas 1 e 2.

Ensaio 1 - Placa 1

2 -
0 I.l | | I

1345673 9101117 SIS 161718 1900 TIT2 1529 25 167 579 30 1 5233 4 3536 5
A Plex 4
Ensaio 1-Placa 2

B ACTC1_CMS6(1)
CASQ2_CM101(2)
B LAMP2?_CD13 (3)
B MTCYB_G2 (4)
B MYBPC3_CD12(5)
MYBPC3_CDI11(6)
B MYBPC3_CD17(7)
B MYBPC3_CD14(8)
B MYBPC3_CD16(3)
B MYBPC3_CD15(10)
B MYBPC3_CD10(11)
MYBPC3_CD9 (12)
MYBPC3_CH(13)
B MYBPC3_CMBS (14)

B MYBPC3_CM93 (20)
B MYBPC3_CS16(21)
B MYBPC3_C515 (22
MYBPC3_CS13 (23)
B MYBPC3_CS14(24)
MYH7_CM89 (25)
B MYH7_CMS5(26)
B MYH7_CM82(27)
B MYH7_CM103 (28)
MYH7_CMb54 (29)
B MYH7_CM92(30)
B MYH7_CM87(31)
W MYH7_CM102 (32}
B MYH7_CMS98(33)

MYBPC3_CM99 (15)
B MYBPC3_CM90 (16)
MYBPC3_CMB83 (17)
B MYBPC3_CMD5 (18)
MYBPC3_CM91 (19)

C

W MYH7_CMI100 (34)
TCAP_CMS4 (35)
TNNI3_CMS97 (36)

B TNNTZ_CM96(37)

[SEES
==

123436 9 10111213 04 15 1617 18 19 2021 22 23 24 15 2627 28 29
B Plex 4

Figura 6.10 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 4 da placa 1 e 2 do Ensaio 1. No eixo das
abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 37 mutacdes analisadas neste plex 4. Na
Figura C encontra-se a legenda da figura A e B, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura

AeB.

Ao analisar os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 37
mutacdes neste plex, constatou-se que em 25 das mutagdes, a extensdo foi insuficiente, em
sintonia com a baixa significancia estatistica do gendtipo obtido. Contudo, na altura do
ensaio, o operador optou por alocar apenas 6 conjuntos de primers para outro plex,
unicamente com base no seu valor de extensdo, de modo a perceber se a eficiéncia deste
plexmelhoraria, ao existir um menor conjunto de primers no plex, com menos interagdes entre
eles. Apesar das mutagdes CMO91 (posicdo n° 19 na Figura 6.10) no gene MYBPC3 e CM&9
(posi¢do n° 25 na Figura 6.10) no gene MYH7 apresentarem um valor de SNR aceitdvel, entre
5 e 10, possuem um gendtipo de baixa probabilidade (D) e um valor de extensdo reduzido,
entre 0,03 e 1,5. No gene MYBPC(C3, as mutacdes CD11 (posicdo n° 6 na Figura 6.10) e CD10
(posi¢do n° 11 na Figura 6.10), mesmo com um valor de SNR aceitdvel, de 5, estas duas
mutacdes ndo apresentam qualquer gendtipo identificado (sem alelos — N) e possuem um
valor de extensdo reduzido, entre 0,0 e 1,0, sendo necessario repetir a genotipagem para estas
mutacdes. Por estas razdes estas duas mutacdes foram correctamente retiradas deste plex.

Apesar das mutacoes CM90 (posicao n° 16 na Figura 6.10) no gene MYBPC3 e CM98
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(posi¢dao n° 33 na Figua 6.10) no gene MYH7, apresentarem um gendtipo conservativo (A),
possuem valores de extensdo reduzidos, entre 1,0 e 1,8 e valores de SNR, entre 0 e 2. Isto
justifica a correcta remog¢ao destas mutagdes deste plex.

Como exemplo de um conjunto de primers correctamente removido deste plex,
temos a mutacdo CD11 do gene MYBPC3, que apesar de apresentar um SNR aceitdvel, nao
foi identificado qualquer genétipo e ao analisar o Call Cluster Plot (Figura 6.11A e 6.11B),
constatou-se que um elevado nimero de amostras sem genétipo € um valor de extensdo
bastante reduzido, apesar do valor de SNR ser aceitdvel. Todos estes factores justificam a
remogao deste conjunto de primers do plexpara uma futura optimizagdo. As amostras
heterozigéticas (quadrados verdes; deleccio CG) e homozigdticas (tridngulos azuis; delec¢io)

encontram-se agrupadas no eixo dos alelos com massa elevada.

MYBPC3_CD11 1,A04,G047-1734 (1) ,No Call,No Call,-1.000,-1.000,NA
Clustering Performance: DEL=NA DEL.CG=NA CG=NA 13,004,G047-1734 (1) No Call,No Call,-1.000,-1.000,NA
@ No Call(13) A DEL(0) 14,004,G047-1734 (1) ,No Call,No Call,-1.000,-1.000,NA
B DEL.CG(0) W CG(4)

H20,D22,G047-1734 (1),No Call,No Call,-1.000,-1.000,NA
15,E04,G047-1734 (1) Mo Call,No Call,-1.000,-1.000,NA
16,F04,G047-1734 (1) No Call,No Call,-1.000,-1.000 NA
18,H04,G047-1734 (1) ,No Call,No Call,-1.000,-1.000,NA
19,104,G047-1734 (1) ,No Call,No Call-1.000,-1.000,NA
20,J04,G047-1734 (1) ,Mo Call,No Call,-1.000,-1.000,NA
21,k04,G047-1734 (1) Mo Call,No Call,-1.000,-1.000,NA
22,104,G047-1734 (1) ,No Call,No Call,-1.000,-1.000,NA
25,004,G047-1734 (1) ,No Call,No Call,-1.000,-1.000,NA
26,P04,G047-1734 (1) Mo Call,No Call,-1.000,-1.000,NA
4,804,6047-1734 (1) ,No Call,CG,0.590,1.000,NA
17,G04,G047-1734 (1) ,No Call,CG,0.674,1.000,NA
23,M04,G047-1734 (1) No Call,CG,0.590,1.000,NA
24,N04,G047-1734 (1) ,No Call,CG,0.692,1.000,NA

Figura 6.11 — Grafico gerado pela ferramenta Call Cluster Plot para o conjunto de primers para a deteccao
da mutacdo CD11 no gene MYBPC3. A Figura 6.11A representa o Call Cluster Plot, em que o eixo das
abcissas representa o alelo com a massa mais baixa (neste caso uma delec¢do CG) e o eixo das ordenadas contém
o alelo com a massa mais elevada (neste caso uma deleccao CG). Legenda: circulos a vermelho: no calls (H,0);
tridngulos azuis: dele¢ccdo; quadrados verdes: deleccdo CG. A Figura 6.11B apresenta o Call Cluster Results, em
que se pode verificar o resultado de genotipagem para as 16 amostras testadas (DNAs com numeragdo de 1 a 14

e controlo negativo - H,0), a respectiva localizag@o na placa (A04 — P04).

Plex 5

O plex 5 € igualmente composto por 37 conjuntos de primers e ao analisar os valores
de SNR dos conjuntos de primers das placas 1 e 2 do Ensaio 1 (Figura 6.12A e 6.12B),
constatou-se que a maioria dos conjuntos de primers apresentavam valores de SNR inferiores

a 45% do valor maximo de SNR nesse plex, em ambas as placas 1 e 2.
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Ensaio 1-Placal

14
o B MYBPC3_CI5 (1) B MYH7_CM129(20)
MYBPC3_CM105(2) M MYH7 CM120(21)
18 B MYBPC3_CM115(3) M MYH7_CM104 (22
B i — | M MYBPC3_CM112(4) MYH7_CMI106 (23)
@ g | | @MMYBPC3_CM114(5) B MYH7_CM121(24)
G . Z MYBPC3_CM110(6) MYH7_CM107 (25)
B MYBPC3_CMI108(7) M MYH7 CM132(26)
= B MYBPC3_CM123(8) M MYH7 CMI119(27)
0 11345 67 39101117 13 1516171819 2071 T773 MITT6IT I8 293051 3233 M43IN63T . L’TYBPCB_CM134 (9) . M?_CMIBO (28)
A Plex5 B MYBPC3_CM127(10) MYH7_CM131(29)
i Ensaio 1 - Placa2 W MYBPC3 CS18(11) B MYH7_H2(30)
| MYBPC3_CS17(12) M MYL2 CMI117(31)
P | || @ MYH7_CD19(13) B MYL3_CM118(32)
|| mMYH7_CD18 (14) B TNNC1 CM111(33)
g6 MYH7_CM116(15) W TNNI3_CMI128(34)
% B MYH7_CMI126(16) TNNT2_CM109 (35)
4 MYH7_CM133(17) TNNT2 CM124(36)
il i B MYH7_CM122(18) B TNNT2_CM125(37)
MYH7_CM113 (19)
C

123435 678510 111215 141515 171819 2021 22 25242926 1728 193051 32 353438 3637
B Plex 5

Figura 6.12 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 5 da placa 1 e 2 do Ensaio 1. No eixo das
abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 37 mutagdes analisadas neste plex 5. Na
Figura C encontra-se a legenda da figura A e B, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura

AeB.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 37
mutacdes neste plex, constatou-se que em 23 das mutacdes, a extensdo foi insuficiente, em
sintonia com a baixa significancia estatistica do gendtipo obtido. Contudo, na altura do
ensaio, o operador optou por alocar apenas 4 conjuntos de primers para outro plex,
unicamente com base no seu valor de extensdo, de modo a perceber se a eficiéncia deste
plexmelhoraria, ao existir um menor conjunto de primers no plex, com menos interagdes entre
eles. Por exemplo, para os trés conjuntos de primers referentes as mutagdes CS18 (posi¢ao n°
11 na Figura 6.12), CM108 (posi¢dao n° 7 na Figura 6.12) e CM123 (posicao n° 8 na Figura
6.12) no gene MYBPC3, nao existe nenhum gendtipo identificado (sem alelos — N), sendo
necessdrio repetir a genotipagem para estas mutacdes. Por outro lado, todas as 3 mutacdes
apresentam um valor de extensdo reduzido, entre 0,2 e 0,8 e em relacdo ao valor de SNR, as
duas primeiras mutagdes possuem umvalor de SNR entre 1 e 2 e a tltima mutagdo um SNR
entre 4 e 6, respectivamente. Por estas razdes, considera-se que estas 3 mutagdes foram
correctamente removidades de plex. Apesar da mutagdo CM124 (posi¢do n° 36 na Figura
6.12) no gene TNNT2 possuir um genétipo moderado (B) e um valor de SNR entre 4 e 7,
apresenta um valor de extensdo reduzido, entre 0,6 e 2, dai ter sido removido deste plex.

Como exemplo de um conjunto de primers correctamente removido do plex, temos a
mutacdo CM108 no gene MYBPC3, que além de apresentar um valor de SNR reduzido, nao

foi identificado qualquer gendtipo e ao analisar o Call Cluster (Figura 6.13A e 6.13B),
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observou-se um valor de extensao reduzido, observando-se igualmente um grande nimero de
amostras homozigoéticas (tridngulo azul; alelo CC), localizadas no eixo dos alelos de massa
baixa. Todos estes factores justificam a remocdo deste conjunto de primers do plex, para

futura optimizagdo. Nao existe nenhum genétipo heterozigético.

1,A05,G047-1734 (1) ,C,C,0.965,1.000,NA
4,B05,G047-1734 (1) ,C,C,0.469,1.000,NA
13,C05,G047-1734 (1) ,C,C,0.469,1.000,NA
14,005,G047-1734 (1) ,C,C,0.469,1.000,NA
14,£05,G047-1734 (1),,C,C,0.178,1.000,NA
H20,E22,G047-1734 (1) No Call,C,0.469,1.000,NA
16,F05,G047-1734 (1) ,C,C,0.212,1.000,NA
17,605,G047-1734 (1} ,C,C,0.469,1.000,NA
18,H05,G047-1734 (1} ,C,C,0.004,1.000,NA
19,105,G047-1734 (1} ,C,C,0.589,1.000,NA
20,J05,G047-1734 (1) ,C,C,0.469,1.000,NA
21,K05,G047-1734 (1},C,C,0.469,1.000,NA
22,105,G047-1734 (1} ,C,C,0.469,1.000,NA
23,M05,G047-1734 (1) ,C,C,0.872,1.000,NA
24,N05,G047-1734 (1) ,C,C,0.719,1.000,NA
25,005,6047-1734 (1) ,C,C,0.469,1.000,NA
26,P05,G047-1734 (1),C,C,0.353,1.000,NA

Figura 6.13 — Grafico gerado pela ferramenta Call Cluster Plot para o conjunto de primers para a deteccao
da mutacio CM108 no gene MYBP(C3. A Figura 6.13A representa o Call Cluster Plot, em que o eixo das
abcissas representa o alelo com a massa mais baixa (neste caso uma citosina) e o eixo das ordenadas contém o
alelo com a massa mais elevada (neste caso uma timina). Legenda: circulos a vermelho: no calls (H,0O);
tridngulos laranjas invertidos: alelo T; tridngulos azuis: alelo C; quadrados verdes: amostras com ambos os alelos
Ce T. A Figura 6.13B apresenta o Call Cluster Results, em que se pode verificar o resultado de genotipagem
para as 16 amostras testadas (DNAs com numeracdo de 1 a 26 e controlo negativo - H,O), a respectiva

localizacdo na placa (A0S — POS).

Plex 6

O plex 6 é composto por 35 conjuntos de primers e ao analisar os valores de SNR
dos conjuntos de primers das placas 1 e 2 do Ensaio 1 (Figura 6.14A e 6.14B), constatou-se
que a maioria dos conjuntos de primers apresenta valores de SNR inferiores a 45% do valor

maximo de SNR nesse plex, maioritariamente na placa 2.

Ensaio 1 - Placa 1

" W ACTC1_CM135 (1) MYH7_CM148 (19)
i COX15_CS19(2) B MYH7_CM142 (20)
(10 B MYBPC3_CD20(3) W MYH7_CM144(21)
g — W MYBPC3_CI6 (4) W MYH7_CM155(22
5 l W MYBPC3_CM138 (5) MYH7_CM162 (23)
: | MYBPC3_CML136 (6) W MYH7_CMI163 (24)
| W MYBPC3_CMI137(7) MYH7_CM143 (25)
2 [T ]_ B MYBPC3_CMI153 (8) W MYH7_CM150 (26)
0 1 2343673 9 10111213 14 1306 17 18 1920 21 2203 2425 26 1718 19 30 313133 E . hIYBPCS_Cl\jIGO Eg) . BHH?_Chilél (27)
A Plex 6 W MYBPC3_CM151 (10) g MYL2_CM154(28)
14 Ensaio 1 - Placa 2 W MYBPC3_CMI159 (11) MY13_CM140 (29)
MYBPC3_CM149(12) g MYLK2_CMI139 (30)
12 MYBPC3 €S20 (13) m PLN _CR1(31)
10 W MYBPC3_C821 (14) W PREAG2_CM157(32)
MYH7_CM141(15) W TNNT2_CM146 (33)
w? | MYH7_CM152(16) W TNNT2_CM145 (34)
Ge | MYH7_CM156(17) TPM1_CM147 (35)
5 | MYH7_CM158(18)
c
2
0 12343 67 3.0]i]l]:li]4]£!5]']3]9;-]_ B MINI6ITN
B
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Figura 6.14 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 6 da placa 1 e 2 do Ensaio 1. No eixo das
abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 35 mutagdes analisadas neste plex 6. Na
Figura C encontra-se a legenda da figura A e B, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura

AeB.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 35
mutacdes, constatou-se que em 25 das mutacdes, a extensao foi insuficiente, em sintonia com
a baixa significincia estatistica do genétipo obtido. Contudo, na altura do ensaio, o operador
optou por alocar apenas 7 conjuntos de primers para outro plex, unicamente com base no seu
valor de extensdao, de modo a perceber se a eficiéncia deste plexmelhoraria, ao existir um
menor conjunto de primers no plex, com menos interacdes entre eles. Por exemplo, apesar do
valor de SNR ser aceitavel, entre 4 e 14 para estas mutacoes CM141 (posicao n° 15 na Figura
6.14) no gene MYH7; CM139 (posicao n° 30 na Figura 6.14) no gene MYLK2 e CM145
(posi¢dao n° 34 na Figura 6.14) no gene TNNT2, todas apresentam um gendtipo com baixa
probabilidade (D) e um valor de extensdo reduzido, entre 0,4 e 2,5. Também para as mutacdes
CM140 (posi¢ao n° 29 dos na Figura 6.14) no gene MYL3 e CM157 (posi¢dao n° 32 na Figura
6.14) no gene PRKAG2, o valor de SNR ¢ aceitdvel, entre 5 e 10, mas ndo apresentam
nenhum genétipo identificado (sem alelos — N) e o valor de extensdo € reduzido, entre 0,3 e
0,8, sendo necessdrio portanto repetir a genotipagem para estas mutacdes. Apesar das
mutacdes CM163 (posicdo n° 24 na Figura 6.14) e CM161 (posi¢do n° 27 na Figura 6.14) no
gene MYH7, apresentarem uma significancia estatistica conservativa (A), apresentam um
valor de SNR nulo e um valor de extensao reduzido, entre 0,0 a 0,4. Estas razdes comprovam
a correcta remog¢do destas mutagdes do plex.

Como exemplo de um conjunto de primers correctamente removido do plex, temos a
mutacdo CM157 do gene PRKAG?2, que além de apresentar um valor de SNR de 4, ndo foi
identificado qualquer gendtipo e ao analisar o Call Cluster Plot (Figura 6.15A e 6.15B)
verificou-se que o valor de extensdo € reduzido e eu ndo houve identificagdo de nenhuma
amostra. Estes factores justificam a correcta remog¢ado deste conjunto de primers do plex, para

futura optimizacgao.
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1,A06,G047-1734 (1) No Call,No Call,0.000,0.000,0.000
el 1 06,G047-1734 1) ,No Call,No Call,0.000,0.000,0.000
13,C06,G047-1734 (1) ,No Call,No Call,0.000,0.000,0.000
14,D06,6047-1734 (1) ,No Call,No Call,0.000,0.000,0.000
15,E06,G047-1734 (1) ,No Call,No Call,0.000,0.000,0.000
16,F06,G047-1734 (1) No Call,No Call,0.000,0.000,0.000
H20,F22,6G047-1734 (1) ,No Call,No Call,0.000,0.000,0.000
17,G06,6047-1734 (1) ,No Call,No Call,0.000,0.000,0.000
18,H06,G047-1734 (1) ,No Call,No Call,0.000,0.000,0.000
19,106,6047-1734 (1) ,No Call,No Call,0.000,0.000,0.000
20,J06,G047-1734 (1) ,No Call,No Call,0.000,0.000,0.000
21,K06,G047-1734 (1) ,No Call,No Call,0.000,0.000,0.000
22,106,G047-1734 (1) ,No Call,No Call,0.000,0.000,0.000
23,M06,G047-1734 (1) No Call,No Call,0.000,0.000,0.000
24,N06,6047-1734 (1) ,No Call,No Call 0.000,0.000,0.000
25,006,6047-1734 (1) ,No Call,No Call 0.000,0.000,0.000
26,P06,G047-1734 (1) ,No Call,No Call,0.000,0.000,0.000

Figura 6.15 — Grafico gerado pela ferramenta Call Cluster Plot para o conjunto de primers para a deteccao
da mutacio CM157 no gene PRKAG?2. A Figura 6.15A representa o Call Cluster Plot, em que o eixo das
abcissas representa o alelo com a massa mais baixa (neste caso uma timina) e o eixo das ordenadas contém o
alelo com a massa mais elevada (neste caso uma citosina). Legenda: circulos a vermelho: no calls (H,0);
tridngulos laranjas invertidos: alelo C; tridngulos azuis: alelo T; quadrados verdes: amostras com ambos os alelos
T e C. A Figura 6.15B apresenta o Call Cluster Results, em que se pode verificar o resultado de genotipagem
para as 16 amostras testadas (DNAs com numeracdo de 1 a 26 e controlo negativo - H,O), a respectiva

localizacdo na placa (A06 — P06).

Plex 7

O plex 7 é constituido por 33 conjuntos de primers e ao analisar os valores de SNR
dos conjuntos de primers das placas 1 e 2 do Ensaio 1 (Figura 6.16A e 6.16B), constatou-se
que a maioria dos primers apresentam valores de SNR inferiores a 45% do valor méximo de

SNR nesse plex, em ambas as placas 1 e 2.

Ensaio 1 - Placa 1

20
16 M nyBPCs_cD22(1) M MYH7_CMI87 (18)
MYBPC3_CD21 (2) MYH7 CM178(19)
gz - M yBPC3_CcMie4(3) M MYH7_CMIS3 (20)
2 M MYBPC3_CM170(4) M MYH7_CMI73 (21)
2 B MYBPC3_CMi67(5) M MYH7_CMI90 (22
i I Tl I MYBPC3_CMI68 (6) MYH7 CM186 (23)

I I B MYBPC3_CMI65(7) M MYH7_H3 (24)

oLNEN 8. plly 0 B MYBPC3_CMI66 (8) MYL2_CM184 (25)

B MYBPC3_CS22 (9)
B MYBPC3_CS23 (10)
B MYH7_CM168 (11)
MYH7_CM182(12)
MYH7_CM171 (13)
B MYH7_CM175 (14)
MYH7_CM176 (15)
B MYH7_CMI188 (16)
MYH7_CM172(17)

B RAF1_CMI189 (26)
B TCAP_CM174(27)
B TNNI3_CMI85 (28)

TNNT2_CD23 (29)
B TNNT2_CMI80 (30}
TNNT2_CM177 (31)
W TPMI_CM179 (32)
B TTN_CMI81 (33)

123453567 % 9 1001121314 1516 17 15 1920 21 17 13415 26 27 18 1930 3
A Plex 7
Ensaio 1 - Placa2
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Figura 6.16 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o Plex 7 da placa 1 e 2 do Ensaio 1. No eixo

das abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 33 mutacdes analisadas neste Plex 7.
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Na Figura C encontra-se a legenda da figura A e B, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da

figura A e B.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 33
mutacdes neste plex, constatou-se que em 21 das mutagdes, a extensdo foi insuficiente em
sintonia com a baixa significancia estatistica do gendtipo obtido. Contudo, na altura do
ensaio, o operador optou por alocar apenas 3 conjuntos de primers para outro plex,
unicamente com base no seu valor de extensdo, de modo a perceber se a eficiéncia deste
plexmelhoraria, ao existir um menor conjunto de primers no plex, com menos interagdes entre
eles. Apesar das mutagdes CM170 (posi¢ao n° 4 na Figura 6.16) no gene MYBPC3 e CM175
(posi¢do n° 14 na igura 6.16) no gene MYH7 apresentarem um genétipo de baixa
probabilidade (D) e um valor de extensao reduzido, entre 0,7 e 1,0, possuem um valor de SNR
de 1 e 5, respectivamente. Por outro lado, a mutacdo CS22 (posi¢do n° 9 na Figura 6.16) no
gene MYBPC3, possui um gendétipo agressivo (C) e um valor de extensao reduzido, de 2,0,
apesar do valor de SNR ser elevado, de 10. Apesar destas mutagdes aprensentarem um valor
de SNR aceitavel, foram removidas deste plexcorrectamente, tendo em conta os valores de
extensdo e o genotipo atribuido a cada uma delas.

Como exemplo de um conjunto de primers correctamente removido do plex, temos a
mutacdo CM175 do gene MYBPC3, que apesar de ter um valor de SNR aceitdvel, possui um
gendtipo de baixa probabilidade e ao analisar o Call Cluster Plot (Figura 6.17A e 6.17B),
comprovou-se que o valor de extensdo também € reduzido. As duas amostras heterozigéticas
(quadrados verdes; C>T) encontram-se agrupadas perto das amostras homozigdticas
(tridangulos azuis; CC), que estdo agrupadas no eixo dos alelos de massa elevada. Todos estes

factores justificam a remocao deste conjunto de primers do plex, para futura optimizacao.

MYH7 H20,G22,G047-1734 (1) No Call,No Call -1.000,-1.000,NA

Clustering Performance N (RPN 20 ,107,G047-1734 (1) ,No Call, Mo Call,-1.000,-1.000,NA

® NocCal(2) A C0) W 1,A07,G047-1734 (1) No Call,CT,0.632,1.000,0.922

¥ T(13) 4,B07,G047-1734 (1) ,No Call,CT,0.248,1.000,0.852
13,007,G047-1734 (1) T,T,0.565,0.900,0.925
14,007,G047-1734 (1) ,No Call,T,0.606,0.957,0.922
15,E07,G047-1734 (1) ,No Call,T,0.986,0.085,0.080
16,F07,G047-1734 (1) T,T,0.606,0.957,0 922
17,G07,G047-1734 1) ,No Call,T,0.606,0.957,0.922
18,H07,G047-1734 1) ,No Call,T,0.970,0.247,0.468
19,107,6047-1734 (1) T, T,0.606,0.957,0.922
21,K07,G047-1734 (1), T,T,0.163,0.955,0.941
22,107,G047-1734 (1) ,T,T,0.556,0.903,0.927
23,M07,G047-1734 (1) T,T,0.444,0.921,0.936
24,N07,G047-1734 (1) T, T,0.839,0.756,0.844
25,007,G047-1734 (1) T,T,0.620,0.888,0.919
26,°07,G047-1734 (1) T, T,0.606,0.957,0.922

Figura 6.17 — Grafico gerado pela ferramenta Call Cluster Plot para o conjunto de primers para a deteccio
da mutacdo CM175 no gene MYH7. A Figura 6.17A representa o Call Cluster Plot, em que o eixo das abcissas

representa o alelo com a massa mais baixa (neste caso uma citosina) e o eixo das ordenadas contém o alelo com
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a massa mais elevada (neste caso uma timina). Legenda: circulos a vermelho: no calls (H,0); tridngulos laranjas
invertidos: alelo T; tridngulos azuis: alelo C; quadrados verdes: amostras com ambos os alelos C e T. A Figura
6.17B apresenta o Call Cluster Results, em que se pode verificar o resultado de genotipagem para as 16 amostras
testadas (DNAs com numeragdo de 1 a 26 e controlo negativo - H,0), a respectiva localizacdo na placa (A07 —

PO7).

Plex 8

O plex 8 € constituido por 31 conjuntos de primers e ao analisar os valores de SNR
dos conjuntos de primers das placas 1 e 2 do Ensaio 1 (Figura 6.18A e 6.18B), constatou-se
que muitos dos primers apresentam valores de SNR inferiores a 45% do valor maximo de
SNR nesse plex, maioritariamente na placa 2.

Ensaio 1 - Placal

10
B ACTC1 CM194(1) MYH7 CMI97(17)
¥ CSRP3_CD25(2) B MYH7 CM202(18)
o e B CSRP3_CM201(3) MYH7_CM199 (19)
M jPH2 CM195(4) B MYH7_CMI193 (20)
= B MYBPC3_CD26(5) B MYH7_CM208(21)
e MYBPC3_CD24 (5) B MYH7 H4(22
1 M MYBPC3_CMI192(7) MYL2_CM210 (23)
a 12343678 9101112 1B4IS16171819202122 I MI826272829303]1 . N{YBPC37CM]96 (8) - mz_csz? (24)
A s B MYBPC3_CM203 (9) MYL3_CM206 (25)
. Ensaio 1 -Placa2 W MYBPC3_CM204(10) m MYOZ2 CM209 (26)
ol W MYBPC3_CS24(11) m PREAG2_CM211 (27)
MYBPC3_C526(12) | TNNI3_CM212(28)
b MYBPC3_CS25(13) TNNI3_CM207 (29)
' | MYH6_CM200 (14) m TNNT2_CM205 (30)
o8 MYH7_CM191 (15) m TNNT2_CM213 (31)
i R — ol | m MYH7_CMI198 (16)
C
1234356 7ES 9]‘Jll]l]EHl.‘]S1713193]1122 42152627 282930 31
B Plex 8

Figura 6.18 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 8 da placa 1 e 2 do Ensaio 1. No eixo das
abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 31 mutagdes analisadas neste plex 8. Na
Figura C encontra-se a legenda da figura A e B, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura

AeB.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 31
mutacdes neste plex, constatou-se que em 19 das mutacdes, a extensdo foi insuficiente, em
sintonia com a baixa significancia estatisitica do gendtipo obtido, dai se justificarem a sua
remog¢ao do plex. Contudo, na altura do ensaio, o operador optou por alocar apenas 5
conjuntos de primers para outro plex, unicamente com base no seu valor de extensdo, de
modo a perceber se a eficiéncia deste plexmelhoraria, ao existir um menor conjunto de
primers no plex, com menos interagdes entre eles. Apesar das mutagdes CM204 (posi¢dao n°
10 na Figura 6.18) no gene MYBPC3; H4 (posi¢do n° 22 na Figura 6.18) no gene MYH7 e
CM196 (posicdo n° 8 na Figura 6.18) no gene MYBP(C3 apresentam um valor de SNR
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aceitavel, entre 3 e 5, possuem um gendtipo atribuido de agressivo (C), baixa probabilidade
(D) e sem identificacdo de genétipo (sem alelos — N), respectivamente, com um valor de
extensdo igualmente reduzido, entre 0,3 e 1,5, sendo necessdrio repetir a genotipagem para
estas mutacdes. Por estas razdes, estas 3 mutacdes foram correctamente removidas do plex.
As mutacdes CM195 (posi¢do n® 4 na Figura 6.18) no gene JPH2 possui um gendtipo
conservativo (A), um valor de SNR aceitavel de 6 e um valor de extensdo de 1,5 e CM205
(posi¢do n° 30 na Figura 6.18) no gene TNNT2 com um gendtipo também conservativo (A),
com um valor de extensao aceitavel, de 5, mas com um valor de SNR reduzido, de 3,
possivelmente ndo deveriam ter sido removidas do plex, tendo sido a andlise destas duas
mutagdes, realizada de um forma incorrecta pelo operador na altura do ensaio, dado que s6
teve por base o valor de extensdo (que neste caso € aceitdvel) de cada uma delas e deveria ter
tido em considerag@o o genotipo atribuido e o valor do SNR.

Como exemplo de um conjunto de primers correctamente removido do plex, temos a
mutacdo CM204 do gene MYBPC3, com um gendtipo agressivo, um valor de SNR baixo e ao
ao analisar o Call Cluster Plot (Figura 6.19A e 6.19B) verificou-se que existem 4 amostras
sem genotipo identificado, apresentando um valor de extensao reduzido. Todos estes factores
justificam a remocdo correcta deste conjunto de primers do plex, para futura optimizacdo. A
maioria das amostras sao homozigéticas (triangulo azul; alelo G), havendo 2 amostras

heterozigéticas (quadrados verdes; G>A), encontrando-se dispersas pelo grafico.

MYBPC3 CM204 15,E08,G047-1734 (1) ,No Call,No Call,-1.000,-1.000,NA
ollV= I TR T E LR S R RS R R 1D O,H22,G5047-1734 (1) No Call,No Call -1.000,-1.000,NA

;Nn Call(4) & G(11) MW GA(2) 21,K08,G047-1734 (1) ,No Call,No Call,-1.000,-1.000,NA
A(0)

26,P08,G047-1734 (1} ,No Call,No Call,-1.000,-1.000,NA
1,A08,6047-1734 (1) ,G,G,0.488,0.888,0.818
4,808,G047-1734 (1) ,G,G,0.252,0.969,0.939
13,008,G047-1734 (1) ,G,6,0.546,0.871,0.782
16,F08,G047-1734 (1) ,G,G,0.564,0.865,0.769
17,608,G047-1734 (1) ,G,G,0.645,0.982,0.915
18,H08,6047-1734 (1) ,G,G,0.651,0.982,0.915
19,108,G047-1734 (1) ,G,G,0.281,0.970,0.938
20,108,G047-1734 (1) ,G,G,0.565,0.865,0.768
23,M08,G047-1734 (1) ,G,G,0.181,0.965,0.939
24,N08,G047-1734 (1) ,G,5,0.907,0.989,0.852
25,008,6047-1734 (1) ,G,5,0.523,0.878,0.798
14,008,G047-1734 (1) ,No Call,GA,0.212,0.971,0.949
22,108,G047-1734 (1) ,GA,GA,0.531,0.997,0.966

Figura 6.19 — Grafico gerado pela ferramenta Call Cluster Plot para o conjunto de primers para a deteccao
da mutacio CM204 no gene MYBP(C3. A Figura 6.19A representa o Call Cluster Plot, em que o eixo das
abcissas representa o alelo com a massa mais baixa (neste caso uma guanina) e o eixo das ordenadas contém o
alelo com a massa mais elevada (neste caso uma adenina). Legenda: circulos a vermelho: no calls (H,O);
tridngulos laranjas invertidos: alelo A; tridngulos azuis: alelo G; quadrados verdes: amostras com ambos 0s
alelos G e A. A Figura 6.19B apresenta o Call Cluster Results, em que se pode verificar o resultado de
genotipagem para as 16 amostras testadas (DNAs com numeracdo de 1 a 26 e controlo negativo - H,0), a

respectiva localizacdo na placa (AO8 — POS).
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Plex 9
O plex 9 € constituido por 32 conjuntos de primers e ao analisar os valores de SNR
dos conjuntos de primers das placas 1 e 2 do Ensaio 1 (Figura 6.20A e 6.20B), constatou-se

que constatou-se que alguns dos primers apresentam valores de SNR inferiores a 45% do

valor méximo de SNR nesse plex, em ambas as placas 1 e 2.

Ensaio 1 - Placa 1

T34 36TESNNRE HBISITIEEN NNBHEBITIE 0HIR
A Plex 9

Ensaio 1 - Placa 2

CSRP3_CM221 (1)
TPH2_CM240(2)
MYBPC3 CD28 (3)
MYBPC3_CM229 (4)
MYBPC3 CM219 (5)
MYBPC3_CM227 (6)
MYBPC3_CM235 (7)
MYBPC3_CM234 (8)
MYBPC3_CM237 (9)
MYBPC3_CM224 (10)
MYBPC3_CM239 (11)
MYBPC3_CS28 (12)
MYBPC3_DB1(13)
MYH7_CD29 (14)
MYH7_CM216 (15)

B MYH7_CM230(16)

MYH7_CM228 (17)
B MYH7 CM223(18)
MYH7_CM217 (19)
W MYH7 CM225 (20)
W MYH7_CM214 21)
W MYH7 CM215 (22
MYH7_CM218 (23)
W MYH7_CM220 24)
MYH7_CM236(25)
W MYH7_CM231(26)
B MYH7_CM222(27)
| TNNI3_CM238 (28)
TNNI3_CM233 (29)
m TNNT2_CD27 (30)
m TNNT2_CM226 (31)
@ TNNT2_CM232 (32)

1234367
B Plex 9

S 91011121304 13161715 19202112 324282627 25 93051 52

Figura 6.20 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 9 da placa 1 e 2 do Ensaio 1. No eixo das
abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 32 mutagdes analisadas neste plex 9. Na
Figura C encontra-se a legenda da figura A e B, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura

AeB.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 31
mutacdes neste plex, constatou-se que em 20 das mutagdes, a extensdo foi insuficiente em
sintonia com baixa significancia estatistica do gendtipo obtido. Contudo, na altura do ensaio,
o operador optou por alocar apenas 2 conjuntos de primers para outro plex, unicamente com
base no seu valor de extensdo, de modo a perceber se a eficiéncia deste plex melhoraria, ao
existir um menor conjunto de primers no plex, com menos interacdes entre eles. Por exemplo,
a mutacdo CM240 (posi¢dao n° 2 na Figura 6.20) no gene JPH2 possui um gendtipo de baixa
probabilidade (D), um valor de SNR aceitdvel de 6, mas um valor de extensdo reduzido, de
0,75, enquanto a mutagao CD28 (posi¢ao n° 3 na Figura 6.20) no gene MYBPC3 possui um
genoétipo conservativo (A), um valor de SNR reduzido, de 2 e um valor de extensdo de 1. Com
base nestas razdes, estas duas mutagdes foram correctamente removidas do plex.

Como exemplo de um conjunto de primers bem removido do plex, temos a mutacao
CM240 do gene JPH2, apesar do valor de SNR elevado, possui um genétipo de baixa

probabilidade e ao analisar o Call Cluster Plot (Figura 6.21A e 6.21B) verificou-se que existe
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um numero elevado de amostras sem genoétipo, agrupadas pelo eixo dos alelos com massa
elevada, em que a extensdo € bastante reduzida. Todos estes factores justificam a remocdo
deste conjunto de primers do plex, para futura optimizagcdo. As restantes amostras sao
maioritariamente homozigoéticas (triangulos azuis; alelo TT) e uma amostra heterozigdtica

(quadrados verdes; T > C), dispersas pelo gréfico.

(L 17,609,6047-1734 (1} ,No Call,No Call,-1.000,-1.000,NA
Clustering P ance: SSUNRS NN 15 109,G047-1734 (1) ,No Call,No Call,-1.000,-1.000,NA
# No C
¥ (0

CMHO007,109,G047-1734 (1) ,No Call,No Call -1.000,-1.000,NA
H20,122,G047-1734 (1) ,No Call,No Call,-1.000,-1.000,NA
20,J09,G047-1734 (1) ,No Call,No Call -1.000,-1.000,NA
21,K09,G047-1734 (1),No Call,No Call,-1.000,-1.000,NA
22,109,6047-1734 (1) ,No Call,No Call,-1.000,-1.000,NA
25,009,G047-1734 (1) No Call,No Call,-1.000,-1.000,NA
26,P09,G047-1734 (1) ,No Call,No Call,-1.000,-1.000,NA
4,B09,G047-1734 (1), T,T,0.270,0.988,0.909
13,C09,G047-1734 (1) No Call,T,0.344,0.974 ,0.846
14,009,G047-1734 (1} ,No Call,T,0.938,0.989,0.786
15,E09,G047-1734 (1) ,No Call,T,0.661,0.945,0.600
16,F09,G047-1734 (1) ,No Call,T,0.523,0.963,0.755
23,M09,G047-1734 (1) No Call,T,0.256,0.978,0.870
24,N09,G047-1734 (1) ,T,T,0.099,0.982,0.896
1,A09,G047-1734 (1) ,No Cal|TC,0.093,0.946,1.000

0.50

Figura 6.21 — Grafico gerado pela ferramenta Call Cluster Plot para o conjunto de primers para a deteccio
da mutacido CM240 no gene JPH?2. A Figura 6.21A representa o Call Cluster Plot, em que o eixo das abcissas
representa o alelo com a massa mais baixa (neste caso uma timina) e o eixo das ordenadas contém o alelo com a
massa mais elevada (neste caso uma citosina). Legenda: circulos a vermelho: no calls (H,O); tridngulos laranjas
invertidos: aleloC; tridngulos azuis: alelo T; quadrados verdes: amostras com ambos os alelos T e C. A Figura
6.21B apresenta o Call Cluster Results, em que se pode verificar o resultado de genotipagem para as 16 amostras
testadas (DNAs com numeragdo de 1 a 26 e controlo negativo - H,0O), a respectiva localizacdo na placa (A09 —

P09).

Plex 10

O plex 10 € constituido por 29 conjuntos de primers e ao analisar os valores de SNR
dos conjuntos de primers das placas 1 e 2 do Ensaio 1 (Figura 6.22A e 6.22B), constatou-se
que muitos dos conjuntos de primers apresentam valores de SNR inferiores a 45% do valor

maximo de SNR nesse plex, em ambas as placas 1 e 2.
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Ensaio 1 - Placa 1

W CSRP3_CX1(1)
DES_CM246 (2)

W MYBPC3_CD32(3)

M MYBPC3_CD30(4)

W MYBPC3_CD33 (3)
MYBPC3_CM254 (6)

M MYBPC3_CM251(7)

B MYH7_CM250(16)

MYH7_CM252(17)
W MYH7 CM248(18)

MYH7_CM256 (19)
B MYH7_CM241 (20)
B MYH7_CM253 21)
B MYH7_CM245 (22

123 4356782 01 llrgig]{ ]:.iE]]Sl']': 1920211223 42526 2TI8 19 . MYBPC3 Cm4g (g) MYH? CM’ESZ (23)
& i ’; = B MYBPC3_CM257(9) B MYH7_CM258 (24)
24 ot i B MYBPC3_CM247 (10) MYH7_CP2 (25)
" B MYBPC3_CM243(11) M MYH7_CP1(26)
MYBPC3_CM259(12) M MYL3_CM255(27)
16 MYBPC3_CS29(13) M TCAP_CD31(28)
& B MYBPC3_DB2(14) TNNI3_CM242 (29)
zi2 MYH7_CM244 (15)
8 ————
4
0 1 234 567 $9 101112134 151617181920 1121715 M4 252617 15 29
B Plex 10

Figura 6.22 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 10 da placa 1 e 2 do Ensaio 1. No eixo
das abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 29 mutacdes analisadas neste plex 10.
Na Figura C encontra-se a legenda da figura A e B, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da

figura A e B.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 29
mutacdes neste plex, constatou-se que em 20 das mutagdes, a extensdo foi insuficiente em
sintonia com baixa significancia estatistica do gendtipo obtido. Contudo, na altura do ensaio,
o operador optou por alocar apenas 2 conjuntos de primers para outro plex, unicamente com
base no seu valor de extensdo, de modo a perceber se a eficiéncia deste plexmelhoraria, ao
existir um menor conjunto de primers no plex, com menos interacdes entre eles. Por exemplo,
a mutacdo CM246 (posicdo n° 2 na Figura 6.22) no gene DES possui um genétipo de baixa
probabilidade (D), um valor de SNR elevado, entre 14 e 16, mas um valor de extensdo
reduzido, de 1,4, enquanto ao analisar Call Cluster Plot (Figura 6.23A e 6.23B) da mutagao
CS29 (posi¢ao n° 13 na Figura 6.22) no gene MYBPC3 verifica-se que esta possui uma
extensdo aceitdvel, de 3, mas ndo o gendtipo ndo foi identificado (sem alelos — N), possuindo
também um valor de SNR reduzido, de 3. Com base nestas razdes, estas duas mutacdes foram
correctamente removidas do plex. Todas as amostras sdo homozigéticas (tridngulos azuis;

alelo CC), encontrando agrupadas no eixo dos alelos de massa baixa.
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MYBPC3 CS29 H20,J22,G047-1734 (1) ,No Call,No Call,-1.000,-1.000,NA
1,A10,G047-1734 (1) ,C,C,0.473,1.000,NA
cT(0) 4,810,6G047-1734 (1) ,C,C,0.937,1.000,NA
13,C10,G047-1734 (1) ,C,C,0.473,1.000,NA
14,010,G047-1734 (1} ,C,C,0.748,1.000,NA
15,E10,G047-1734 (1) ,C,C,0.473,1.000,NA
16,F10,G047-1734 (1) ,C,C,0.238,1.000,NA
17,G10,G047-1734 (1) ,C,C,0.951,1.000,NA
18,H10,G047-1734 (1} ,C,C,0.426,1.000,NA
19,110,6047-1734 (1} ,C,C,0.473,1.000,NA
20,110,G047-1734 (1) ,C,C,0.473,1.000,NA
21,K10,G047-1734 (1),C,C,0.473,1.000,NA
22,110,6047-1734 (1),,C,C,0.473,1.000,NA
23,M10,G047-1734 (1} ,C,C,0.024,1.000,NA
24,N10,G047-1734 (1) ,C,C,0.039,1.000,NA
25,010,G047-1734 (1) ,C,C,0.473,1.000,NA
26,P10,G047-1734 (1) ,C,C,0.473,1.000,NA

Figura 6.23 — Grafico gerado pela ferramenta Call Cluster Plot para o conjunto de primers para a deteccao
da mutacio CS29 no gene MYBPC3. A Figura 6.23A representa o Call Cluster Plot, em que o eixo das
abcissas representa o alelo com a massa mais baixa (neste caso uma citosina) e o eixo das ordenadas contém o
alelo com a massa mais elevada (neste caso uma timina). Legenda: circulos a vermelho: no calls (H,0);
tridangulos laranjas invertidos: alelo T; tridngulos azuis: alelo C; quadrados verdes: amostras com ambos os alelos
C e T. A Figura 6.23B apresenta o Call Cluster Results, em que se pode verificar o resultado de genotipagem
para as 16 amostras testadas (DNAs com numeracdo de 1 a 26 e controlo negativo - H,0), a respectiva

localizacdo na placa (A10 — P10).

Plex 11

O plex 11 € constituido por 28 conjuntos de primers e ao analisar os valores do SNR
dos conjuntos de primers das placas 1 e 2 no Ensaio 1 (Figura 6.24A e 6.24B), constatou-se
que a maioria dos conjuntos de primers apresentam valores de SNR inferiores a 45% do valor

méximo de SNR nesse plex, em ambas as placas 1 e 2.

Ensaio 1 - Placal

B CAV3_CM263(1) MYH7_CM266 (15)
CSRP3_CM267(2) B MYH7_CM265 (16)
B MYBPC3_CD37(3) MYH7_CM264 (17)
B MYBPC3 CD35(4) W MYH7_CM276(18)
B MYBPC3 CD34(5) MYH7_CM274 (19)
o ML i i _ | 0| = MYBPC3_CI7(6) B MYH7 CM272(20)
123 4536 $ 9 10111213 14151607 18 1920 212> 23 MI526 27 28
A Plox 11 B MYBPC3_CM270(7) B MYH7_CM271(21)
R B MYBPC3_CM268(8) M MYH7_CM277 (22
B MYBPC3_CM260(9) MYH7 CM273 (23)
B MYBPC3_CM262(10) B MYH7_CM275 (24)
W MYBPC3 CM269(11) @ TNNI3_CD38 (25)
MYH7_CD36 (12) B TNNI3_CM275(26)
MYH7_CM269(13) B TNNT2_CD39(27)
B MYH7_CM261(14) B TNNT2_CM278 (28)

B Plex 11

Figura 6.24 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 11 da placa 1 e 2 do Ensaio 1. No eixo

das abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 28 mutacdes analisadas neste plex 11.
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Na Figura C encontra-se a legenda da figura A e B, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da

figura A e B.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 28
mutacdes neste plex, constatou-se que em 16 das mutagdes, a extensdo foi insuficiente, em
sintonia com a baixa significincia estatistica do gendtipo obtido. Contudo, na altura do
ensaio, o operador optou por alocar apenas um conjunto de primers para outro plex,
unicamente com base no seu valor de extensdo, de modo a perceber se a eficiéncia deste
plexmelhoraria, ao existir um menor conjunto de primers no plex, com menos interagdes entre
eles. Esta mutagdo CI7 (posicdo n° 6 na Figura 6.25) no gene MYBPC3, possui um genotipo
conservativo (A), um valor de SNR aceitavel, entre 5 e 10 e ao analisar o Call Cluster Plot
(Figura 25A e 25B), constatou-se que o valor de extensdo nao € baixo, de 3. Tendo em conta
estes dados, provavelmente este conjunto de primers deveria ter permanecido no plex, tendo
sido a anédlise desta mutacdo, realizada de um forma incorrecta pelo operador na altura do
ensaio, dado que sé teve por base o valor de extensdo (neste caso € aceitdvel) e deveria ter
tido em consideracdo o gendtipo atribuido e o valor do SNR. Todas as amostras sdo

homozigéticas (tridngulos azuis; alelo CC), agrupadas no eixo dos alelos de massa baixa.

H20,k22,G047-1734 (1} No Call,No Call,-1.000,-1.000, NA
=T 1,A11,6047-1734 (1) ,C,C,0.692,1.000,NA

(1) & C(16) 4,B11,6047-1734 (1) ,C,C,0.463,1.000,NA

(0) ¥ DEL(0)

13,011,G047-1734 (1} ,C,C,0.260,1.000 NA
14,D11,G6047-1734 (1} ,C,C,0.692,1.000,NA
15,E11,G047-1734 (1),,C,C,0.003,1.000,NA
16,F11,G047-1734 (1) ,C,C,0.517,1.000,NA
17,611,6047-1734 (1) ,C,C,0.499,1.000,NA
18,H11,6047-1734 (1} ,C,C,0.692,1.000,NA
19,111,G047-1734 (1} ,C,C,0.576,1.000,NA
20,11,6047-1734 (1} ,C,C,0.777,1.000,NA
21,K11,G047-1734 (1),C,C,0.437,1.000, NA
22,111,G047-1734 (1} ,C,C,0.829,1.000,NA
23,M11,G047-1734 (1) ,C,C,0.394,1.000,NA
24,N11,6047-1734 (1) ,C,C,0.651,1.000,NA
25,011,6047-1734 (1) ,C,C,0.692,1.000,NA
26,P11,G047-1734 (1) ,C,C,0.692,1.000 NA

Figura 6.25 — Grafico gerado pela ferramenta Call Cluster Plot para o conjunto de primers para a
deteccao da mutacado CM242 no gene TNNI3. A Figura 6.25A representa o Call Cluster Plot, em que o eixo
das abcissas representa o alelo com a massa mais baixa (neste caso uma citosina) e o eixo das ordenadas contém
o alelo com a massa mais elevada (neste caso uma delec¢do C). Legenda: circulos a vermelho: no calls (H,0);
triangulos laranjas invertidos: deleccio; tridngulos azuis: alelo C; quadrados verdes: deleccdo C. A Figura 6.25B
apresenta o Call Cluster Results, em que se pode verificar o resultado de genotipagem para as 16 amostras
testadas (DNAs com numeragdo de 1 a 26 e controlo negativo - H,O), a respectiva localizacdo na placa (A1l —

P11).
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Plex 12

O plex 12 € constituido por 25 conjuntos de primers e ao analisar os valores de SNR
dos conjuntos de primers das placas 1 e 2 do Ensaio 1 (Figura 6.26A e 6.26B), constatou-se
que muitos dos primers apresentam valores de SNR inferiores a 45% do valor maximo de

SNR nesse plex, em ambas as placas 1 e 2.

Ensaio 1 - Placa 1

TS 910011213014 1515 17 1519 20 21 22 13435
Plex 12

Ensaio 1 - Placa2

B MYBPC3 CM288 (1)
MYBPC3_CM300(2)
B MYBPC3 CM284(3)
W MYBPC3_CM297 (4)
W MYBPC3 CS31(5)
MYBPC3 CS326)
B MYBPC3 CS30(7)
B MYH7 CM293 (8)
W MYH7 CM281(9)
B MYH7 CM286(10)
W MYH7_CM294 (11)
MYH7 CM292 (12)

B MYH7_CM291(14)
MYH7 CM290(15)
B MYH7 CM285(16)
MYH7_CM282 (17)
B MYH7 CM296(18)
MYH7 CM279(19)
B MYH7_CM289(20)
B MYL2_CM295 (21)
B TCAP CM287 (22
TNNI3_CM299 (23)
| TNNI3_CM280(24)
TNNT2_CM283 (25)

MYH7_CM298 (13)

TEINNR BHLKIT BENATBMD

B Plex 12
Figura 6.26 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 12 da placa 1 e 2 do Ensaio 1. No eixo
das abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 25 mutacdes analisadas neste plex 12.
Na Figura C encontra-se a legenda da figura A e B, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da

figura A e B.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 25
mutacdes neste plex, constatou-se que em 13 mutacdes, a extensdo foi insuficiente, em
sintonia com a baixa significancia estatistica do gendtipo obtido. Contudo, na altura do
ensaio, o operador optou por alocar apenas 3 conjuntos de primers para outro plex,
unicamente com base no seu valor de extensdo, de modo a perceber se a eficiéncia deste
plexmelhoraria, ao existir um menor conjunto de primers no plex, com menos interagdes entre
eles. A mutagdo CM290 (posi¢do n° 15 na Figura 6.26) no gene MYH?7 apresenta um valor de
SNR aceitdvel, de 4, mas sem um gendtipo atribuido (N — sem alelos), mas com um valor de
extensdo de 2,0, sendo necessdrio portanto repetir a genotipagem para estas mutacdes. Apesar
das mutagdes CM295 (posicao n° 21 na Figura 6.26) no gene MYL2 e CM281 (posi¢cdo n° 9 na
Figura 6.26) no gene MYH7 apresentarem um genotipo conservativo (A) e moderado (B)
respectivamente, possuem um valor de SNR reduzido, entre 0 e 2 e um valor de extensao de

1,0. Estes factores justificam a correcta remog¢ao desta mutacao do plex.
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Como exemplo de um conjunto de primers que deveria ter permanecido no plex,
temos a mutacdo CM295 do gene MYL2, apesar do valor de SNR baixo, de 2, possui um
genoétipo conservativo e ao analisar o Call Cluster Plot (Figura 6.27A e 6.27B), constatou-se
que o valor de extensdo € aceitdvel, de 3. As amostras homozigéticas (triangulos azuis; alelo
GG) encontram-se agrupadas no eixo dos alelos de massa baixa, enquanto as amostras
heterozigéticas (quadrados verdes; G>A), estdo agrupadas perto. Tendo em conta que apenas
o valor do SNR € reduzido e apresenta um valor de extensdo aceitdvel e um genétipo
conversativo, esta mutacdo deveria ter permanecido no plex, tendo sido a andlise, realizada de
um forma incorrecta pelo operador na altura do ensaio, dado que neste caso, sé teve por base
o valor de extensdo (neste caso € aceitdvel), devendo também ter tido em consideragdao os

outros dois parametros, o valor do SNR e o genétipo aribuido.

MYL2_CM295 H20,122,G047-1734 [1),No Call,No Call,-1.000,-1.000,NA

Clustering Performance EERC I 1,1 12,G047-1734 (1) ,G,G,0.138,1.000,0.962

# No 1) &G (7) 13,C12,G047-1734 (1) ,G,G,0.138,1.000,0.962
14,012,G047-1734 (1) ,G,5,0.073,1.000,0.962
17,612,G047-1734 (1) ,G,G,0.138,1.000,0.962
21,K12,6047-1734 (1) ,G,G,0.138,1.000,0.962
22,112,G047-1734 (1) ,G,G,0.138,1.000,0.962
23,M12,G047-1734 (1) ,G,G,0.138,1.000,0.962
25,012,G047-1734 (1) ,G,G,1.000,0.000 -0.304
26,£12,G047-1734 (1) ,G,G,0.138,1.000,0.962
4,812,G047-1734 (1) ,No Call,GA,0.452,1.000,0.971
15,612,G047-1734 (1) ,G,GA,0.148,1.000,0.981
16,F12,G047-1734 (1) ,G,5A,0.125,1.000,0.980
18,H12,G047-1734 (1) ,No Call,GA,0.028,1.000,0.976
19,112,047-1734 (1) ,No Call,GA,0.019,1.000,0.977
20,112,6047-1734 (1) ,G,GA,0.603,1.000,0.838
24,N12,G047-1734 (1) ,No Call,GA,0.630,1.000,0.955

Figura 6.27 — Grafico gerado pela ferramenta Call Cluster Plot para o conjunto de primers para a
deteccio da mutacado CM242 no gene TNNI3. A Figura 6.27A representa o Call Cluster Plot, em que o eixo
das abcissas representa o alelo com a massa mais baixa (neste caso uma guanina) e o eixo das ordenadas contém
o alelo com a massa mais elevada (neste caso uma adenina). Legenda: circulos a vermelho: no calls (H,0O);
tridngulos laranjas invertidos: alelo A; tridngulos azuis: alelo G; quadrados verdes: amostras com ambos 0s
alelos G e A. A Figura 6.27B apresenta o Call Cluster Results, em que se pode verificar o resultado de
genotipagem para as 16 amostras testadas (DNAs com numeracdo de 1 a 26 e controlo negativo - H,0), a

respectiva localizacdo na placa (A12 — P12).

Plex 13

O plex 13 € constituido por 25 conjuntos de primers e ao analisar os valores de SNR
dos conjuntos de primers das das placas 1 e 2 do Ensaio 1 (Figura 6.28A e 6.28B),
constatou-se que que muitos dos primers apresentam valores de SNR inferiores a 45% do

valor maximo de SNR nesse plex, em ambas as placas 1 e 2.
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Ensaio 1-Placal
18

16
14
12

B m MYBPC3_CD40(1) W MYH7_CM312(14)
e ] MYBPC3_CD41(2) MYH7_CM301 (15)
o __ || m MYBPC3_CI8(3) W MYH7_CM308 (16)
5 B MYBPC3_CM309 (4) MYH7_CM311(17)
2 B MYBPC3_CM305(5) W MYH7_CM313(18)
o HON _— . - . MYEBPC3_CM3076) MYH7 H6(19)
1 23 43 6 S 90N+ 15160715 192021 22 5324 25
A Plex 13 B MYBPC3_DB3(7) B TNNI3_CD42 (20)
Ensaio 1 - Placa 2 B MYBPC3_H5(8) B TNNI3_CM315(21)
20 B MYH7_CM306(9) W TNNI3_CM316(22
i | B MYH7_CM302(10) TNNT2_CM317(23)
H MYH7_CM310(11) B TPM1_CM314 24)
@12 MYH7_CM304 (12) TPM1_CM318 (25)
4 MYH7_CM303 (13)
B
C
4
D] 1345 67 B9 NNLRZLBMLBITIERNIARBMND
B FPlex 13

Figura 6.28 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 13 da placa 1 e 2 do Ensaio 1. No eixo
das abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 25 mutacdes analisadas neste plex 13.
Na Figura C encontra-se a legenda da figura A e B, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da

figura A e B.

Ao analisar-se os resultados do do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as
25 mutagdes neste plex, constatou-se que em 14 mutacdes, a extensdao foi insuficiente, em
sintonia com a baixa significancia estatistica do gendtipo obtido. Contudo, na altura do
ensaio, o operador optou por alocar apenas um conjunto de primers para outro plex,
unicamente com base no seu valor de extensdo, de modo a perceber se a eficiéncia deste
plexmelhoraria, ao existir um menor conjunto de primers no plex, com menos interagdes entre
eles. A mutacdo CM302 (posi¢cao n° 10 na Figura 6.28) no gene MYH7, apesar de possuir um
genotipo de baixa probabilidade (D), apresenta um valor de SNR elevado, entre 4 e 14 e ao
analisar o Call Cluster Plot (Figura 6.29A e 6.29B), constatou-se que valores de extensdo
comecam a ser aceitdveis, de 2. Excepto uma amostra homozigbtica (triangulo laranja
invertido; alelo G), as restantes amostras sdo heterozigéticas (quadrados verdes; C>G),
encontrando-se agrupadas pelo grafico. Apesar do valor de SNR ser elevado e do valor da
extensdo comecar a ser aceitavel para o ensaio, o genétipo atribuido € de baixa probabilidade,
em que provavelmente esta mutacdo deveria ter permanecido no plex, tendo sido a analise,
realizada de um forma incorrecta pelo operador na altura do ensaio, dado que neste caso, s
teve por base o valor de extensao (que neste caso € aceitdvel este € elevado), devendo também

ter tido em considerag¢do os outros dois parametros, o valor do SNR e o genétipo atribuido.
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H20,M22,G047-1734 (1) No Call No Call,-1.000,-1.000, NA
SOl 1,A13,G047-1734 (1) ,No Call,CG,0.267,1.000,0.816
4,813,G047-1734 (1) ,No Call,CG,0.334,1.000,0.916
13,C13,G6047-1734 (1) No Call,CG,0.369,1.000,0.738
14,013,G047-1734 (1) ,G,CG,0.673,1.000,-0.089
15,E13,G047-1734 (1) ,No Call,CG,0.134,1.000,0.918
16,F13,G047-1734 (1) ,No Call,CG,0.654,1.000,0.875
17,G13,6047-1734 (1) ,CG,CG,0.789,1.000,0.839
18,H13,6047-1734 (1) ,G,CG,0.691,1.000,-0.186
19,113,G047-1734 (1) No Call,CG,0.055,1.000,0.912
20,13,G047-1734 (1) ,No Call,CG,0.185,1.000,0.920
21,k13,G6047-1734 (1),No Call,CG,0.168,1.000,0.919
22,113,G047-1734 (1) ,No Call,CG,0.131,1.000,0.918
23,M13,6G047-1734 (1) ,No Call,CG,0.613,1.000,0.883
24,N13,G047-1734 (1) ,No Call,CG,0.218,1.000,0.917
25,013,G047-1734 (1) No Call,CG,0.501,1.000,0 552
26,P13,G047-1734 (1) ,G,G,0.865,0.000,1.000

Figura 6.29 - Grafico gerado pela ferramenta Call Cluster Plot para o conjunto de primers para a
deteccio da mutacio CM302 no gene MYH7. A Figura 6.29A representa o Call Cluster Plot, em que o eixo
das abcissas representa o alelo com a massa mais baixa (neste caso uma citosina) e o eixo das ordenadas contém
o alelo com a massa mais elevada (neste caso uma guanina). Legenda: circulos a vermelho: no calls (H,0);
tridngulos laranjas invertidos: alelo G; tridngulos azuis: alelo C; quadrados verdes: amostras com ambos 0s
alelos C e G. A Figura 6.29B apresenta o Call Cluster Results, em que se pode verificar o resultado de
genotipagem para as 16 amostras testadas (DNAs com numeracdo de 1 a 26 e controlo negativo - H,0), a

respectiva localizac¢do na placa (A13 — P13).

Plex 14

O plex 14 € constituido por 22 conjuntos de primers e ao analisar os valores de SNR
dos conjuntos de primers das placas 1 e 2 do Ensaio 1 (Figura 6.30A e 6.30B), constatou-se
que que muitos dos primers apresentam valores de SNR inferiores a 45% do valor maximo de

SNR nesse plex, em ambas as placas 1 e 2.

Ensaio 1 -Placal

B CSRP3 _CM319(1) MYH7 CM335(12)
TPH2_CM324 (2) MYHT_CM327 (13)

B MYBPC3 CD43(3)  m MYH7 CM330(14)

B MYBPC3_CM320(4) MYH7_CM336(15)

B MYBPC3_CM323(5) W MYH7_CM334(16)

§ MYBPC3_CS34 6) MYH7 _CM321 (17)

1 2 3 43 6 7 39101112 131413 16171819020n0 . mpc}_cs}B (?) . TCAP_CD44 (18)
o

0

A e B MYBPC3 CS35(8) TCAP CM328 (19)
B MYH7_CM329(9) TNNI3_CM332 (20)
B MYH7_CM322(10) TNNT2_CM325 (21)
B MYH7 CM331(11) @ TPMI_CM326 (22
C

Ensaio 1 - Placa 2

SNR

113435678 ¢ WIUEBHOBTIERIND
B Plex 14

Figura 6.30 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 14 da placa 1 e 2 do Ensaio 1. No eixo
das abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 22 mutacdes analisadas neste plex 14.
Na Figura C encontra-se a legenda da figura A e B, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da

figura A e B.
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Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 22
mutagdes neste plex, constatou-se que em 7 mutagdes, a extensao foi insuficiente, em sintonia
com a baixa significincia estatistica do genétipo obtido. Contudo, na altura do ensaio, o
operador optou por alocar apenas um conjunto de primers para outro plex, unicamente com
base no seu valor de extensdo, de modo a perceber se a eficiéncia deste plexmelhoraria, ao
existir um menor conjunto de primers no plex, com menos interacoes entre eles. A mutacio
CM324 (posi¢do n° 2 na Figura 6.30) no gene JPH2, apesar de ter um valor de extensdo de
SNR elevado, entre 8 e 14, apresenta um gendtipo de baixa probabilidade (D) e ao analisar o
Call Cluster Plot (Figura 6.31A e 6.31B), constatou-se que o valor de extensao € baixo, de
1,5. Estes factores justificam a correcta remog¢ao desta mutacdo do plex. Maioritariamente as
amostras sdo heterozigbticas (quadrados verdes; G>A) encontrando-se agrupadas no gréfico,
existindo 4 amostras sem genotipo identificado e apenas uma amostra homozigotica (triangulo

laranja invertido; alelo A).

¥ 4,814,6047-1734 (1) ,No Call,Na Call,-1.000,-1.000,NA

Clustering Performance: G [EXam il 15 .£14,G047-1734 (1), No Call,No Call,-1.000,-1.000, NA
® Nocall(4) A G(1) M GA(12)
¥ A(D)

23,M14,G047-1734 (1) No Call,No Call,-1.000,-1.000,NA
H20,N22,G047-1734 (1) ,No Call,No Call,-1.000,-1.000,NA
17,614,G047-1734 (1) ,G,G,0.287,0.779,1.000
1,A14,G047-1734 (1) No Call,GA,0.296,0.999,0.697
13,C14,G047-1734 (1) No Call,GA,0.003,1.000,0.862
14,D14,G047-1734 (1) ,No Call,GA,0.531,0.990,0.249
16,F14,G047-1734 (1) No Call,GA,0.455,0.996,0.458
18,H14,G047-1734 (1) ,GA,GA,0.787,1.000,0.839
19,114,G047-1734 (1) ,No Call,GA,0.438,0.997,0.494
20,114,6047-1734 (1) ,GA,GA,0.661,1.000,0.870
21,K14,G047-1734 (1) ,No Call,GA,0.227,1.000,0.898
22,114,G047-1734 (1} ,No Call,GA,0.240,1.000,0.898
24,N14,G047-1734 (1) ,GA,GA,0.136,1.000,0.889
25,014,G047-1734 (1) No Call,GA,0.891,1.000,0.794
26,P14,G047-1734 (1) ,No Call,GA,0.106,1.000,0.826

Figura 6.31 — Grafico gerado pela ferramenta Call Cluster Plot para o conjunto de primers para a deteccio
da mutacido CM324 no gene JPH?2. A Figura 6.31A representa o Call Cluster Plot, em que o eixo das abcissas
representa o alelo com a massa mais baixa (neste caso uma guanina) e o eixo das ordenadas contém o alelo com
a massa mais elevada (neste caso uma adenina). Legenda: circulos a vermelho: no calls (H,O); tridngulos
laranjas invertidos: alelo A; tridngulos azuis: alelo G; quadrados verdes: amostras com ambos os alelos Ge A. A
Figura 6.31B apresenta o Call Cluster Results, em que se pode verificar o resultado de genotipagem para as 16
amostras testadas (DN As com numeragdo de 1 a 26 e controlo negativo - H,0), a respectiva localizacio na placa

(Al4 — P14).

Plex 15

O plex 15 € constituido por 19 conjuntos de primers e ao analisar os valores de SNR
dos conjuntos de primers das placas 1 e 2 do Ensaio 1 (Figura 6.32A e 6.32B), constatou-se
que que muitos dos primers apresentam valores de SNR inferiores a 45% do valor maximo de

SNR nesse plex, em ambas as placas 1 e 2.
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Ensaio 1 - Placa l

ACTC1_CM337(1)
FXN_CM354(2)
JPH2_CM347 (3)
MYBPC3_CM339 (4)
MYBPC3_CM349 (5)
MYBPC3_CM345 (6)
MYBPC3_CM351(7)
MYBPC3_C536(8)
MYH7 CM330(5)
MYH7_CM341(10)
MYH7_CM346 (11)
2 MYH7 CM342(12)
MYH7_CM343 (13)
B MYH7_CM348(14)
MYH7_CM344(15)
B MYH7 CM349(16)
TNNI3_CM353(17)
B TNNI3_CM352(18)
TPMI1 CM338 (19)

SNR

L 23 4 5 6 7 5 9 I0 I I2 13 4 I5 16 I7 15 19
A Plex 15
Ensaio 1 -Placa2

EEEEE EEESNR

1.2 3 4 5 6 T 8 8§ 101 1215 415 1611 151

B Plex 15 C

Figura 6.32 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 15 da placa 1 e 2 do Ensaio 1. No eixo
das abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 19 mutacdes analisadas neste plex 15.
Na Figura C encontra-se a legenda da figura A e B, identificando-se as mutacdes/genes correspondentes a cada

barra da figura A e B.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 19
mutacdes neste plex, constatou-se que em 13 das mutagdes, a extensdo foi insuficiente em
sintonia com a baixa significincia estatistica do gendtipo obtido. Contudo, na altura do
ensaio, o operador optou por alocar apenas um conjunto de primers para outro plex,
unicamente com base no seu valor de extensao, de modo a perceber se a eficiéncia deste plex
melhoraria, ao existir um menor conjunto de primers no plex, com menos interacdes entre
eles.Apesar da mutacdao CM354 (posi¢do n° 2 na Figura 6.32) no gene FXN, possuir um valor
de SNR elevado, de 11, apresenta um genétipo de baixa probabilidade (D) e ao analisar o Call
Cluster Plot (Figura 6.33A e 6.33B), constatou-se que o valor de extensdo € reduzido, de
0,75. Existe um numero elevado de amostras sem gendtipo identificado, dispersas pelo
grifico, existindo 3 amostras heterozigéticas (quadrados verdes; T>C). Estes factores

justificam a correcta remog¢ao deste conjunto de primers do plex, para futura optimizacao.

~FXN 4 1,A15,G047-1734 (1) ,No Call,No Call,-1.000,-1.000,NA
Clustering Performan SaN 1 £15,G047-1734 (1) ,No Call,No Call,-1.000,-1.000,NA
13,C15,G047-1734 (1) ,No Call,No Call -1.000,-1.000,NA
15 £15,6047-1734 (1) ,No Call,No Call,-1.000,-1.000,NA
16,F15,6047-1734 (1) No Call No Call,-1.000,-1.000,NA
18,H15,G047-1734 (1) ,Na Call,No Call,-1.000 -1.000,NA
19,115,G047-1734 (1) ,No Call,No Call -1.000,-1.000 NA
20,15,6047-1734 (1) ,Na Call,Na Call,-1.000,-1.000,NA
22,115,G6047-1734 (1) ,No Call,No Call,-1.000,-1.000, NA
23 M15,G047-1734 (1) No Call Na Call,-1.000,-1.000,NA
24,N15,G047-1724 (1) ,No Call,No Call,-1.000,-1.000,NA
25,015,G047-1734 {1} ,No Call No Call -1.000,-1.000 NA
H20,022,G047-1734 (1) ,No Call,No Call,-1.000,-1.000,NA
26,P15,G047-1734 (1) ,No Call,No Call -1.000,-1.000,NA
14,015,G047-1734 (1) ,No Call,TC,0.747,1.000,NA
17,615,G047-1734 (1) ,No Cal|,TC,0.760,1.000,NA
21,K15,G047-1734 (1) ,No Call,TC,0.179,1.000,NA

hd (14) &
¥ C(0)

0.00 0.25 0.50
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Figura 6.33 — Grafico gerado pela ferramenta Call Cluster Plot para o conjunto de primers para a deteccao
da mutacdo CM354 no gene FXN. A Figura 6.33A representa o Call Cluster Plot, em que o eixo das abcissas
representa o alelo com a massa mais baixa (neste caso uma timina) e o eixo das ordenadas contém o alelo com a
massa mais elevada (neste caso uma citosina). Legenda: circulos a vermelho: no calls (H,0O); tridngulos laranjas
invertidos: alelo C; tridngulos azuis: alelo T; quadrados verdes: amostras com ambos os alelos T e C. A Figura
6.33B apresenta o Call Cluster Results, em que se pode verificar o resultado de genotipagem para as 16 amostras
testadas (DNAs com numeragdo de 1 a 26 e controlo negativo - H,0O), a respectiva localizacdo na placa (A15 —

P15).

Plex 16

O plex 16 € formado por 15 conjuntos de primers e ao analisar os valores de SNR
dos conjuntos de primers das placas 1 e 2 do Ensaio 1 (Figura 6.34A e 6.34B), constatou-se
que 13 conjuntos de primers (excepto 2 conjuntos de primers em cada uma das placas)
apresentam valores de SNR inferiores a 45% do valor maximo de SNR no plex, em ambas as

placas 1 e 2.

Ensaio 1 - Placa 1

MYBPC3_CD45 (1)
MYBPC3_CX2(2)
MYH7 CM358(3)
MYH7_CM357 (4)
MYH7_CM336(5)
MYH7_CM365(6)
MYH7_CM363 (7)
MYH7_CM355(8)
MYH7 CM359(9)
MYH7_CP3(10)

- ] MYH7_H7 (11)

0 OBSCN CM364(12)
@25 TCAP_361(13)

& TPM1_CM362 (14)
z TPMI1_CM360 (15)

LA e i e e R
A Plex 16
Ensaio 1-Placa2

9 @ 0 I B3 % B

81
-]
O

T -2 S T o P T
B Plex 16

Figura 6.34 - Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 16 da placa 1 e 2 do Ensaio 1. No eixo
das abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 15 mutacdes analisadas neste plex 16.
Na Figura C encontra-se a legenda da figura A e B, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da

figura A e B.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 15
mutacdes neste plex, constatou-se que em 13 mutacdes, a extensdo foi insuficiente, em
sintonia com a baixa significancia estatistica do gendtipo obtido. Contudo, na altura do
ensaio, o operador optou por alocar apenas 2 conjuntos de primers para outro plex,
unicamente com base no seu valor de extensdo, de modo a perceber se a eficiéncia deste

plexmelhoraria, ao existir um menor conjunto de primers no plex, com menos interagdes entre
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eles. Apesar da mutagdo CM362 (posi¢ao n° 14 na Figura 6.36A e 6.36B) no gene TPM1
apresentar um valor de extensao aceitdvel, de 6, possui um valor de SNR nulo e o genétipo
nao foi identificado (sem alelos — N), logo tendo em contas estes dois dados, esta mutacao foi
correctamente removida do plex. Por outro lado, a outra mutagcdo removida corresponde a CP3
(posi¢ao n° 10 na Figura 6.34) no gene MYH7, apesar de ter um valor de SNR elevado, entre
20 a 35, o seu gendtipo nao foi identificado (sem alelos — N) e ao analisar o Call Cluster Plot
(Figura 6.35A e 6.35B), constatou-se que o valor de extensdo € bastante reduzido, de 0,6, ndo
existindo nenhuma amostra identificada, sendo necessdrio repetir a genotipagem para as
mutacdes. Estes factores justificam a correcta remogao deste conjunto de primers do plex,

para futura optimizacao.

MY 3 1,A16,G047-1734 (1) ,No Call,No Call,0.000,0.000,0.000
Clustering Performance: HEE RS Rl 4, B16,5047-1734 (1} ,No Call,No Call,0.000,0.000,0.000
® NoCall{17) A G(0) 13,C16,6047-1734 (1) ,No Call,No Call,0.000,0.000,0.000
(0) ¥ DEL(0) 14,D16,G047-1734 (1) ,No Call,No Call,0.000,0.000,0.000
15,E16,G047-1734 (1) ,No Call,No Call,0.000,0.000,0.000
16,F16,G047-1734 (1) No Call,No Call,0.000,0.000,0.000
17,G16,G047-1734 (1} ,No Call,No Call,0.000,0.000,0.000
18,H16,G047-1734 (1} ,No Call,No Call,0.000,0.000,0.000
19,116,G047-1724 (1) No Call,No Call,0.000,0.000,0.000
20,J16,G047-1734 (1) ,No Call,No Call,0.000,0.000,0.000
21,K16,G047-1734 (1), No Call,No Call,0.000,0.000,0.000
22,116,G047-1734 (1) ,No Call,No Call,0.000,0.000,0.000
23,M16,6047-1734 (1) ,No Call,No Call,0.000,0.000,0.000
24,N16,6047-1734 (1) ,No Call,No Call,0.000,0.000,0.000
25,016,G047-1734 (1) No Call,No Call,0.000,0.000,0.000
26,P16,G047-1734 (1) ,No Call,No Call,0.000,0.000,0.000
H20,P22,G047-1734 (1) No Call,No Call,0.000,0.000,0.000

Figura 6.35 — Grafico gerado pela ferramenta Call Cluster Plot para o conjunto de primers para a deteccio
da mutacio CP3 no gene MYH7. A Figura 6.35A representa o Call Cluster Plot, em que o eixo das abcissas
representa o alelo com a massa mais baixa (neste caso uma guanina) e o eixo das ordenadas contém o alelo com
a massa mais elevada (neste caso uma delec¢do). Legenda: circulos a vermelho: no calls (H,0O); tridngulos
laranjas invertidos: delec¢do; tridngulos azuis: alelo G; quadrados verdes: delec¢do G. A Figura 6.35B apresenta
o Call Cluster Results, em que se pode verificar o resultado de genotipagem para as 17 amostras testadas (DNAs

com numeracio de 1 a 26 e controlo negativo - H,0), a respectiva localiza¢@o na placa (A16 — P16).

Plex 17

O plex 17 € constituido por 14 conjuntos de primers e ao analisar os valores de SNR
dos conjuntos de primers das placas 1 e 2 do Ensaio 1 (Figura 6.36A e 6.36B), constatou-se
que muitos dos primers apresentam valores de SNR inferiores a 45% do valor maximo de

SNR nesse plex, em ambas as placas 1 e 2.
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Ensaio 1 -Placal

@ :2 || | | mcsre3_oM3Ta(n)
= MYBPC3_CI9 (2)
i T | MMYBPC3_CM3T5(3)

68— — | M MYBPC3_CX3 (4)

o — —| | mMYH7_CM366(5)
l_r-l:I;_Il.;l VI GO
S B P /M | W MYHT_CM3T0(T)

1 1 3 4 3 [} 1 3‘ El 10 1 F+ 13 14 . MYH? CM369 (8)

A Plex 17 s
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B MYH7_CS37(10)

2 [— B MYL2_CM368(11)
| TCAP_CM367 (12)
5 TNNT2_CM371(13)
z 16— || ®TPM1_CM373 (14)
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B  —
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Figura 6.36 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 17 da placa 1 e 2 do Ensaio 1. No eixo
das abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 14 mutacdes analisadas neste plex 17.
Na Figura C encontra-se a legenda da figura A e B, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da

figura A e B.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 14
mutacdes neste plexconstatou-se que em 6 das mutacdes, a extensdo foi insuficiente, em
sintonia com a baixa significancia estatistica do gendtipo obtido. Contudo, na altura do
ensaio, o operador optou por alocar apenas um conjunto de primers para outro plex,
unicamente com base no seu valor de extensdo, de modo a perceber se a eficiéncia deste plex
melhoraria, ao existir um menor conjunto de primers no plex, com menos interacdes entre
eles.Ao analisar o Call Cluster Plot (Figura 6.37A e 6.37B) da mutacio CM367 (posi¢ao n°
12 na Figura 6.36) no gene TCAP, verifica-se que apesar do valor de extensdo ser aceitdvel,
de 4, em 7 amostras, ndo foi possivel identificar gendtipo e tendo em conta que o gendtipo
atribuido a cada mutacgdo foi agressivo (C) e que o valor de SNR € nulo, constata-se que este
conjunto de primers foi removido correctamente do plex, para uma futura optimizagao. As
restantes amostras sao amostras homozigoéticas (triangulos azuis; alelo CC) e heterozigdticas

(quadrados verdes; C>T).
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4,817,6047-1734 (1) ,No Call,No Call -1.000,-1.000,NA
14,017,G047-1734 (1) ,No Call,No Call,-1.000,-1.000,MA
16,F17,G047-1734 (1) ,No Call,No Call -1.000,-1.000,NA
18,H17,G047-1734 (1) ,No Call,No Call,-1.000,-1.000,NA
21,K17,G047-1734 (1) ,No Call,No Call -1.000,-1.000,NA
23,M17,G047-1734 (1) ,No Call,No Call-1.000,-1.000,NA
25,017,G047-1734 (1) No Call No Call,-1.000,-1.000,NA
17,G17,G047-1734 (1) ,C,C,0.776,0.952,0.970
19,117,G047-1734 (1) ,C,C,0.531,0.938,0.985
24,N17,G047-1734 (1) ,No Call,C,0.210,0.911,0.955
1,A17,G047-1734 (1) ,CT,CT,0.301,0.998,0.974
13,C17,G047-1734 (1) CT,CT,0.123,0.968,0.886
15,£17,G047-1734 (1) ,CT,CT,0.020,0.987,0.938
20,17,G047-1734 (1) ,CT,CT,0.603,1.000,0.851
23,117,G047-1734 (1} ,CT,CT,0.163,0.995,0 965
26,P17,G047-1734 (1) ,CT,CT,0.606,1.000,0.950

Figura 6.37 — Grafico gerado pela ferramenta Call Cluster Plot para o conjunto de primers para a deteccao
da mutacdo CM367 no gene TCAP. A Figura 6.37A representa o Call Cluster Plot, em que o eixo das abcissas
representa o alelo com a massa mais baixa (neste caso uma citosina) e o eixo das ordenadas contém o alelo com
a massa mais elevada (neste caso uma timina). Legenda: circulos a vermelho: no calls (H,0O); tridngulos laranjas
invertidos: alelo T; tridngulos azuis: alelo C; quadrados verdes: amostras com ambos os alelos C e T. A Figura
6.37B apresenta o Call Cluster Results, em que se pode verificar o resultado de genotipagem para as 16 amostras

testadas (DNAs com numeracdo de 1 a 26), a respectiva localizacdo na placa (A17 — P17).

Plex 18

O plex 18 € constituido por 11 conjuntos de primers e ao analisar os valores de SNR
dos conjuntos de primers das placas 1 e 2 do Ensaio 1 (Figura 6.38A e 6.38B), constatou-se
que muitos dos conjuntos de primers apresentam valores de SNR inferiores a 45% do valor

maximo de SNR nesse plex, especialmente na placa 2.

Ensaio 1-Placal

MYBCPC3_CM377 (1)
MYBPC3_CS38(2)
MYBPC3_CM376(3)
MYH7_CM384 (4)
MYH7_CM382 (3)
MYH7_CM379 (6)
MYH7_CM385 (7)
MYH7_CM381(8)
MYLK2_CM378 (9)
B TCAP_CM383(10)

|| m TNNT2_cM380(11)

C

AR " Plex18
Ensaio 1 -Placa2

EEE EEENNE

SNR

o L
1 1 3 4 5 6 T
B Plex 18

Figura 6.38 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 18 da placa 1 e 2 do Ensaio 1. No eixo
das abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 11 mutacdes analisadas neste plex 18.
Na Figura C encontra-se a legenda da figura A e B, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da

figura A e B.
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Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 11
mutacdes neste plex, constatou-se que em 6 das mutacdes, a extensdao foi insuficiente, em
sintonia com a baixa significancia estatistica do gendtipo obtido Contudo, na altura do ensaio,
o operador optou por alocar apenas 2 conjuntos de primers para outro plex, unicamente com
base no seu valor de extensdo, de modo a perceber se a eficiéncia deste plex melhoraria, ao
existir um menor conjunto de primers no plex, com menos interacdes entre eles. Apesar da
mutagdo CM383 (posicao n° 10 na Figura 6.38) no gene TCAP, apresentar um valor de SNR
reduzido entre 3 e 4, € necessdrio ter em conta que o gendtipo atribuido € conservativo (A) e o
valor de extensdo € aceitdvel, de 8, considerando-se que esta mutacdo provavelmente deveria
ter permanecido no plex, tendo sido a andlise, realizada de um forma incorrecta pelo operador
na altura do ensaio, dado que neste caso, s6 teve por base o valor de extensdo (neste caso €
aceitavel) e deveria ter considerado também o genoétipo atribuido. Em relag@o a outra mutagao
removida do plex, CM378 (posi¢dao n° 9 na Figura 6.38) no gene MYLK?2, verificou-se que ao
analisar o Call Cluster Plot (Figura 6.39A e 6.39B), o valor de extensao ¢ aceitavel, de 4, mas
apresenta um valor de SNR baixo, de 1 e um gendtipo atribuido com baixa probabilidade (D),
logo estes factores justificam a correcta remog¢do deste conjunto de primers para outro plex.
Todas as amostras sdo homozigoética (tridngulos azuis; alelo CC) encontrando-se agrupadas no

gréfico.

21,K18,G047-1734 (1) ,No Call,No Call -1.000,-1.000,NA
1,A18,G047-1734 (1) No Call,C,0.433,1.000,NA
4,818,G047-1734 (1) ,No Call,C,0.427,1.000,NA
13,C18,G047-1734 (1) ,C,C,0.885,1.000, NA
14,D18,G047-1734 (1) ,No Call,C,0.648,1.000,NA
15,E18,G047-1734 (1) ,No Call,C,0.564,1.000,NA
16,F18,G047-1734 (1) ,No Call,C,0.460,1.000,NA
17,618,G047-1734 (1) ,No Call,C,0.339,1.000,NA
18,H18,G047-1734 (1) ,No Call,C,0.606,1.000,NA
19,118,5047-1734 (1) No Call,C,0.330,1.000,NA
20,118,G047-1734 (1} ,C,C,0.789,1.000,NA
22,118,G047-1734 (1} ,No Call,C,0.614,1.000,NA
23,M18,G047-1734 (1) No Call,C,0.369,1.000,NA
24,N18,G047-1734 (1) ,No Call,C,0.601,1.000,NA
25,019,G047-1734 (1) Mo Call,C,0.803,1.000,NA
26,P18,G047-1734 (1) ,NoCall,C,0.225,1.000,NA

call(1) A c(15) W
¥ A

Figura 6.39 — Grafico gerado pela ferramenta Call Cluster Plot para o conjunto de primers para a deteccao
da mutacdo CM378 no gene MYLK2. A Figura 6.39A representa o Call Cluster Plot, em que o eixo das
abcissas representa o alelo com a massa mais baixa (neste caso uma citosina) e o eixo das ordenadas contém o
alelo com a massa mais elevada (neste caso uma adenina). Legenda: circulos a vermelho: no calls (H,0);
tridngulos laranjas invertidos: alelo A; tridngulos azuis: alelo C; quadrados verdes: amostras com ambos 0s
alelos C e A. A Figura 6.39B apresenta o Call Cluster Results, em que se pode verificar o resultado de
genotipagem para as 16 amostras testadas (DNAs com numeragdo de 1 a 26), a respectiva localiza¢do na placa

(A18 - P18).
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Plex 19

O plex 19 € constituido por 6 conjuntos de primers e ao analisar os valores de SNR
dos conjuntos de primers das placas 1 e 2 do Ensaio 1 (Figura 6.40A e 6.40B), constatou-se
que a maioria dos conjuntos de primers apresentam valores de SNR inferiores a 45% do valor
maximo de SNR nesse plex, em ambas as placas 1 e 2, em que apenas um conjunto de primers
possui um valor de SNR elevado em ambas as placas, para a mutagio CM386 (posi¢ao n° 5 na

Figura 6.40) no gene TNNI3.

Ensaio 1 -Placa 1

' ['m myBCPC3_CS39 (1)
MYBPC3 DB4(2)
B MYH7 CM388(3)
s + : W SLC25A4 CM389 (4)
}fn}:lfnx]l?'?lnml o TNN[E*CNES& (5)
4 TNNT2_CM387 (6)

10
8- UE
7

6

4

2

[ =

2 4 E 3

1 3
B Plex19

SNR
e = M ow & om o@

Figura 6.40 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 19 da placa 1 e 2 do Ensaio 1. No eixo
das abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 6 mutacdes analisadas neste plex 19. Na
Figura C encontra-se a legenda da figura A e B, identificando-se as mutagdes/genes correspondentes a cada barra

da figura A e B.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 6
mutacdes neste plexconstatou-se que em 5 das mutacdes, a extensdo foi insuficiente, em
sintonia com a baixa significancia estatistica do gendtipo obtido. Contudo, na altura do
ensaio, o operador optou por alocar apenas 2 conjuntos de primers para outro plex,
unicamente com base no seu valor de extensdo, de modo a perceber se a eficiéncia deste
plexmelhoraria, ao existir um menor conjunto de primers no plex, com menos interagdes entre
eles. Esta mutacdo DB4 (posi¢do n° 2 na Figura 6.40) no gene MYBPC3 foi correctamente
removida deste plex, dado que apresenta um genétipo de baixa probabilidade (D), um valor de
SNR baixo, entre 3 € 4 e um valor de extensao também baixo, de 1,0. Ao analisar o Call
Cluster Plot (Figura 6.41A e 6.41B) da mutagdo CM389 (posicdo n° 4 na Figura 6.40) do
gene SLC25A4, constatou-se que o valor de extensdo € elevado, de 15, mas por outro lado,
apresenta um valor de SNR nulo e um gendtipo atribuido como baixa probabilidade (D),
justificando a correcta remoc¢ao deste conjunto de primers do plex. Todas as amostras sdao

heterozigéticas (quadrados verdes; C>A), encontrando-se organizadas no gréfico.
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SLC25 1,A19,G047-1734 (1) CA,CA,0.569,1.000,NA
Clustering Per ) Lol 4 519,G047-1734 (1) ,No Call,CA,0.011,1.000,NA
( 13,C19,G047-1734 (1) No Call,CA,0.904,1.000 NA
14,D19,G047-1734 (1) ,CA,CA,0.512,1.000 NA
15,619,G047-1734 (1) ,No Call,CA,0.348,1.000,NA
16,F19,G047-1734 (1) ,No Call,CA,0.410,1.000,NA
17,619,6047-1734 (1) ,No Call,CA,0.408,1.000,NA
18,H19,G047-1734 (1) ,No Call,CA,0.350,1.000,NA
19,119,G047-1734 (1) ,No Call,CA,0.196,1.000,NA
20,119,G047-1734 (1) ,No Call,CA,0.354,1.000,NA
21,K19,G047-1734 (1) ,No Call,CA,0.266,1.000 NA
22,119,G047-1734 (1} ,No Call,CA,0.161,1.000,NA
23,M19,G047-1734 (1) No Call,CA,0.638,1.000,NA
24,N19,6047-1734 (1) ,No Call,CA,0.613,1.000,NA
25,018,G047-1734 (1) No Call,CA,0.026,1.000,NA
26,P19,G047-1734 (1) ,No Call,CA,0.232,1.000 NA

Figura 6.41 — Grafico gerado pela ferramenta Call Cluster Plot para o conjunto de primers para a deteccao
da mutacdo CM389 no gene SLC25A4. A Figura 6.41A representa o Call Cluster Plot, em que o eixo das
abcissas representa o alelo com a massa mais baixa (neste caso uma citosina) e o eixo das ordenadas contém o
alelo com a massa mais elevada (neste caso uma adenina). Legenda: circulos a vermelho: no calls (H,O);
tridngulos laranjas invertidos: alelo A; tridngulos azuis: alelo C; quadrados verdes: amostras com ambos 0s
alelos C e A. A Figura 6.41B apresenta o Call Cluster Results, em que se pode verificar o resultado de
genotipagem para as 16 amostras testadas (DNAs com numeracdo de 1 a 26 e controlo negativo - H,0), a

respectiva localizacdo na placa (A19 — P19).

Plex 20

O plex 20 € constituido por 5 conjuntos de primers e ao analisar os valores de SNR
dos conjuntos de primers das placas 1 e 2 do Ensaio 1 (Figura 6.42A e 6.42B), constatou-se
que maioritariamente todos os conjuntos de primers apresentam valores de SNR inferiores a
45% do valor maximo de SNR nesse plex, em que existe apenas um conjunto de primers para
a mutacdo CM390 (posi¢dao n° 1 na Figura 6.42) no gene MYBPC3 com um valor de SNR

elevado na placa 1.

7 Ensaio 1-Plex 1
6t
5
B
17}
3
2 I B MYBCPC3_CM390(1)
1 MYH7_CM391(2)
0 - - BWMYH7_HE(3)
A B Plex 20 W TNNI3_CM392 (4)
3 Ensaio 1 -Placa2 B INNT2_CM391A(5)
35 C
3
25
=
a2

1 2z 3
B Plex 20

Figura 6.42 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 20 da placa 1 e 2 do Ensaio 1. No eixo

das abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 5 mutagdes analisadas neste plex 20. Na
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Figura C encontra-se a legenda da figura A e B, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura

AeB.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 5
mutacdes neste plex, constatou-se que em 4 das mutagdes, a extensdo foi insuficiente, em
sintonia com a baixa significancia estatistica do gendtipo obtido. Contudo, na altura do
ensaio, o operador optou por alocar apenas um conjunto de primers para outro plex,
unicamente com base no seu valor de extensdo, de modo a perceber se a eficiéncia deste
plexmelhoraria, ao existir um menor conjunto de primers no plex, com menos interagdes entre
eles. Ao analisar o Call Cluster Plot (Figura 6.43* ¢ 6.43B) da mutacdo CM391A (posic¢ao n°
5 na Figura 6.42) no gene TNNT?2 verificou-se que apesar do valor de exntesdo ser aceitavel,
de 20, a andlise para os restantes parametros justifica a correcta remog¢do deste conjunto de
primers do plex, dado que o valor de SNR € nulo e o genétipo atribuido é agressivo (C).
Todas as amostras sao heterozigéticas (quadrados verdes; C>T) encontrando-se agrupadas no

gréfico.

TNNT2 CM391A 1,A20,G047-1734 (1} CT,CT,0.975,1.000,NA

Clustering Performance: [a S PR 4, B20,G047-1734 (1) ,CT,CT,0.073,1.000,NA

@ nocCall(o) A C(o) M CT(16) 13,020,G047-1734 (1) ,CT,CT,0.656,1.000,NA

¥ T(0) 14,020,G047-1734 (1) ,No Call,CT,0.235,1.000,NA
15,620,G047-1734 (1) ,CT,CT,0.270,1.000, NA
16,F20,G047-1734 (1) ,No Call,CT,0.228,1.000,NA
17,G20,G047-1734 (1) ,No Call,CT,0.133,1.000,NA
18,H20,G047-1734 (1) ,CT,CT,0.574,1.000,NA
19,120,G047-1734 (1) ,CT,CT,0.017,1.000,NA
20,)20,G047-1734 (1) ,No Call,CT,0.158,1.000,NA
21,k20,G047-1734 (1) ,CT,CT,0.041,1.000,NA
22,120,G047-1734 (1) ,CT,CT,0.069,1.000,NA
23,M20,G047-1734 (1) No Call CT,0.778,1.000,NA
24,N20,G047-1734 (1) ,No Call,CT,0.800,1.000,NA
25,020,G047-1734 (1) ,No Call,CT,0.137,1.000,NA
26,P20,G047-1734 (1) ,No Call,CT,0.867,1.000,NA

Figura 6.43 — Grafico gerado pela ferramenta Call Cluster Plot para o conjunto de primers para a deteccio
da mutacio CM391A no gene TNNT2. A Figura 6.43A representa o Call Cluster Plot, em que o eixo das
abcissas representa o alelo com a massa mais baixa (neste caso uma citosina) e o eixo das ordenadas contém o
alelo com a massa mais elevada (neste caso uma timina). Legenda: circulos a vermelho: no calls (H,0);
triangulos laranjas invertidos: alelo T; tridngulos azuis: alelo C; quadrados verdes: amostras com ambos os alelos
Ce T. A Figura 6.43B apresenta o Call Cluster Results, em que se pode verificar o resultado de genotipagem

para as 16 amostras testadas (DNAs com numeragdo de 1 a 26), a respectiva localizacdo na placa (A20 — P20).

Plex 21
O plex 21 € constituido exclusivamente por um conjunto de primers referente a
mutacdo CD46 (posi¢do n° 1) no gene MYBPC3 e ao analisar o valor de SNR do conjunto de

primers das placas 1 e 2 do Ensaio 1, constatou-se que apresenta um valor de SNR diferente

94

Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias, Faculdade de Engenharia e Ciéncias Naturais



Helena Oliveira e Tecnologia de iPLEX MassARRAY aplicada ao diagndstico de Miocardiopatia Hipertréfica

das duas placas do ensaio, entre 3 e 5, mas relativamente baixo, mas um genétipo atribuido de
conservativo (A) em ambas as placas. Ao analisar o Call Cluster Plot (Figura 6.44A e 6.44B),
constatou-se que o valor de extensdo € elevado, de 30 e tendo em consideracdo que € a Unica
mutacao no plex, na altura do ensaio, o operador optou por manter esta mutacdo no plex. Num
ensaio futuro, apenas serd necessdrio optimizar o valor de SNR. Todas as amostras sao
heterozigéticas (quadrados verdes; C>T), encontrando-se agrupadas no eixo dos alelos de

massa elevada.

MYBPC3_CD46 1,A21,G047-1734 (1) ,GT,GT,0.066,1.000,NA
stering Performance: DEL=NA DEL.GT=NA GT=NA BbR:bANcli:y Ryl (1) ,GT,GT,0.066,1.000,NA

@ No Call() 4 DEL(0) 13,021,G047-1734 (1) ,GT,GT,0.066,1.000,NA
M DELGT(0) ¥ GT(16)

14,021,G047-1734 (1) ,GT,GT,0.066,1.000,NA
15,621,G047-1734 (1) ,GT,GT,0.066,1.000,NA
16,F21,G047-1734 (1) ,GT,GT,0.066,1.000,NA
17,621,G047-1734 (1) ,GT,GT,0.066,1.000,NA
18,H21,G047-1734 (1) ,GT,GT,0.066,1.000,NA
15,121,G047-1734 (1) ,GT,GT,0.066,1.000,NA
20,121,5047-1734 (1) ,GT,GT,0.066,1.000,NA
21,K21,G047-1734 (1) ,GT,GT,0.066,1.000,NA
22,121,G047-1734 (1) ,GT,GT,0.066,1.000,NA
23,M21,G047-1734 (1) ,GT,GT,0.066,1.000,NA
24,N21,G047-1734 (1) ,GT,GT,0.066,1.000,NA
25,021,G047-1734 (1) ,GT,GT,0.066,1.000,NA
26,P21,G047-1734 (1) ,GT,GT,0.066,1.000,NA

Figura 6.44 — Grafico gerado pela ferramenta Call Cluster Plot para o conjunto de primers para a deteccao
da mutacio CM391A no gene TNNT2. A Figura 6.44A representa o Call Cluster Plot, em que o eixo das
abcissas representa o alelo com a massa mais baixa (neste caso uma citosina) e o eixo das ordenadas contém o
alelo com a massa mais elevada (neste caso uma timina). Legenda: circulos a vermelho: no calls (H,0);
tridangulos laranjas invertidos: alelo T; tridngulos azuis: alelo C; quadrados verdes: amostras com ambos os alelos
C e T. A Figura 6.44B apresenta o Call Cluster Results, em que se pode verificar o resultado de genotipagem

para as 16 amostras testadas (DNAs com numeragdo de 1 a 26), a respectiva localizacdo na placa (A20 — P20).

Ao analisar os 21 plexes que constituem o Ensaio 1 e tendo por base os trés
parametros: o valor do SNR, o valor da extensdo e o genétipo atribuido a cada uma das
mutacdes, concluiu-se que das 72 mutagdes removidas (Tabela 6.3), 6 delas foram
incorrectamente retiradas do plex de origem. A andlise efectuada pelo operador nestas 6
mutacdes foi incorrecta, dado que teve por base unicamente o valor de extensdo de cada uma
das mutagdes, ficando por analisar os restantes dois pardmetros, que neste caso iriam
influenciar os resultados.

Em relacdo as restantes 66 mutacdes, todas elas foram correctamente removidas do
plex de origem. Alguns dos conjuntos de primers removidos dos plexes 1 a 20 foram alocados

nos plexes 22 a 31 no Ensaio 2.
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Tabela 6.3 — Resultados do Ensaio 1, com base nos parametros: valor do SNR, valor de extensao e

genétipo atribuido a cada uma das mutacoes alocadas para outro plex.

Mutacao

TNNI3_CM6
MTCYB_GI
MYBPC3_CM18
MYBPC3_CM3
MYBPC3_CS3
TPMI1_CMI9
MYBPC3_CM394
MYH6_CM15
PRKAG2_CII
MYBPC3_CD6
TPMI_CM20
MYBPC3_CS4
MYH7_CM7

MYBPC3_CM41
TNNI3_CM?25
MYH7 CM42
MYBPC3_CI3

MYBPC3_CM47
MYBPC3_CS6
TNNT2_CM28
MYH7_CM21

MYL2 _CM65
MYBPC3_CM61
MYO6_CM71
MYH7 CM72
TNNI3_CM73
MYBPC3_CSI10

MYBPC3_CM91
MYH7 _CM89
MYBPC3_CDI11
MYBPC3_CDI0

Parametros

Valor do SNR*

5ee9

15
10e9
12e 11
lel7
Oel
le2

Oel
2e3

7e10
14e8
19

14 e 10
6el3
6el4

2e0
5e¢0
2e0

6e10
5e¢6

Valor da extensao

0,1

0,5

1,0
0,05
0,10
0,10
0,03
0,02
0,06
0,3

0,3

0,2

0,3

0,2

0,2

0,2

0,3
0,04
1,0
0,05
0,3

0,4
1,5
0,2
0,10
1,6
4

1,5
0,03
1,0
1,0

Genotipo
Plex 1
Agressivo
Baixa probabilidade
Baixa probabilidade
Sem alelos
Sem alelos
Sem alelos
Sem alelos
Sem alelos
Sem alelos
Moderado
Moderado
Moderado

Conservativo

Plex 2

Baixa probabilidade

Baixa probabilidade

Baixa probabilidade
Sem alelos
Sem alelos
Sem alelos

Sem alelos

Plex 3

Baixa probabilidade
Sem alelos
Sem alelos
Sem alelos
Sem alelos

Conservativo

Plex 4

Baixa probabilidade
Baixa probabilidade
Sem alelos

Sem alelos

Comentario

Corectamente retirado
Correctamente retirado
Correctamente retirado
Correctamente retirado
Corectamente retirado
Correctamente retirado
Corectamente retirado
Correctamente retirado
Correctamente retirado
Correctamente retirado
Correctamente retirado
Correctamente retirado

Corectamente retirado

Correctamente retirado
Correctamente retirado
Correctamente retirado
Correctamente retirado
Correctamente retirado
Correctamente retirado

Correctamente retirado

Correctamente retirado
Correctamente retirado
Correctamente retirado
Correctamente retirado
Correctamente retirado

Incorrectamente retirado

Correctamente retirado
Correctamente retirado
Correctamente retirado

Correctamente retirado
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MYH7_CM98 2 0,2 Conservartivo Correctamente retirado

MYBPC3_CS18 1 0,2 Sem alelos Correctamente retirado

MYBPC3_CM123 4eb6 0,3 Sem alelos Correctamente retirado

Plex 6

MYLK2 CM139 10e6 2,5 Baixa probabilidade Correctamente retirado

PRKAG2_CM157 5e4 0,8 Sem alelos Correctamente retirado

MYH7_CM163 0 0,3 Conservativo Correctamente retirado

Plex 7

MYH7_CM175 le5

—_
W

Baixa probabilidade Correctamente retirado

Plex 8

MYH7 H4 3 1,0 Baixa probabilidade Correctamente retirado

JPH2_CM195 6 1,5 Conservativo Incorrectamente retirado

Plex 9

MYBPC3_CD28 2 1,0 Conservativo Correctamente retirado

DES _CM246 14 e 16 1,4 Baixa probabilidade Correctamente retirado

Plex 11

Plex 12

MYL2 _CM295

)
=
[

Conservativo Correctamente retirado

Plex 13

) |
-
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Plex 14

JPH2 CM324 14 1,5 Baixa probabilidade Correctamente retirado
Plex 15

FXN_CM354 11 0,75 Baixa probabilidade Correctamente retirado
Plex 16

MYH7 _CP3 20 e 35 0,6 Sem alelos Correctamente retirado

TPMI1_CM362 0 0,6 Sem alelos Correctamente retirado
Plex 17

TCAP_CM367 0 4 Agressivo Correctamente retirado
Plex 18

MYLK2 _CM378 1 4 Baixa probabilidade Correctamente retirado

TCAP_CM383 4e3 8 Conservativo Incorrectamente retirado

Plex 19

SLC25A4_CM389 0 15 Baixa probabilidade Correctamente retirado

MYBPC3_DB04 3e4 1,0 Baixa probabilidade Correctamente retirado
Plex 20

TNNT2_CM391A 0 20 Agressivo Correctamente retirado

*Valor da placa 1 e 2 do Ensaio 1

6.2.4 Ensaio 2

Ao analisar os resultados do Ensaio 1, verificou-se que nem todos os conjuntos de
primers apresentaram valores de amplificagdo ou extensdo adequados e mesmo em alguns
destes, a significancia estatistica atribuida nao era a esperada. Por esta razdo e com o
objectivo de optimizar cada um dos plexes, o operador na altura do ensaio resolveu retirar os
72 conjuntos de primers, tendo por base unicamente o valor de extensdo de cada uma das
mutagdes, alocando algumas destas mutacdes, do plex 22 ao 31. Na Tabela 6.3 encontram-se
listados os 72 conjuntos de primers removidos dos plexes de origem do Ensaio 1, bem como a
sua avaliacdo em cada um dos parametros analisados: valor de extensao, valor do SNR e o
genotipo atribuido a cada mutagao e se foram correctamente ou incorrectamente retirados.

Com a remocgdo de 72 mutagdes, os plexes 1 a 20, passam a ser constituidos por um
menor nimero de conjuntos de primers, podendo ocorrer uma optimizagdo de cada plex, dado
que ao existirem um menor nimero de primers por plex, evita-se a combinacdo de primers e
de produtos de extensdo que possam resultar na formagdo de dimeros de primers e numa
hibridagdo ndo especifica dos oligonucleétidos (Sequenom®). Os plexes 22 a 31 sio
constituidos pelos conjuntos de primers removidos dos plexes 1 a 20, permitindo a

amplificacdo de regides especificas dos genes MYBPC3, MYH7, TNNI3, TNNT2, PRKAG?2,

98

Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias, Faculdade de Engenharia e Ciéncias Naturais



Helena Oliveira e Tecnologia de iPLEX MassARRAY aplicada ao diagndstico de Miocardiopatia Hipertréfica

TPMI, MYL2, TCAP, MYO6, MYH6 ¢ MTCYB. O Ensaio 2 formado por 31 plexes, foi
testados em 5 placas (Placas 3, 5, 6, 9 e 10).

Na Tabela 6.4 encontram-se listados os conjuntos de primers removidos e alocados
noutros plexes e aqueles que simplesmente foram removidos, apés a andlise do Ensaio 1,
tendo ocorrido a reorganizacdo da placa, de modo a testar nova optimizacdo das 541

mutacoes.

Tabela 6.4 — Lista dos conjuntos de primers removidos apos analise do Ensaio 1, constituido por 21 plexes

para o Ensaio 2, constituido por 31 plexes

Mutacio Ensaio 1 Mutacao Ensaio 1 Mutacio Ensaio 1

MTCYB Gl plex 1 MYH7 CM72 plex 3 JPH2 CM195 plex 8
MYBPC3_CD6 plex 1 MYL2 CM65 plex 3 MYBPC3_CM196 plex 8
MYBPC3_CM18 plex 1 MYO6_CM71 plex3  MYBPC3_CM204  plex 8
MYBPC3_CM3 plex 1 TNNI3_CM73 plex 3 MYH7 _H4 plex 8
MYBPC3_CM394  plex 1 MYBPC3_CDI11 plex 4 TNNT2_CM205 plex 8
MYBPC3_CS3 plex 1 MYBPC3_CDI0 plex 4 JPH2_CM240 plex 9
MYBPC3_CS4 plex 1 MYBPC3_CM90 plex 4 MYBPC3_CD28 plex 9
MYH6 _CM15 plex 1 MYBPC3_CM91 plex 4 DES_CM246 plex 10
MYH7 CM7 plex 1 MYH7 CM89 plex 4 MYBPC3_CS20 plex 10
PRKAG2_CII plex 1 MYH7_CM98 plex 4 MYBPC3_CI7 plex 11
TNNI3_CM6 plex 1 MYBPC3_CMI108  plex 5 MYH7_CM290 plex 12
TPMI1_CM19 plex 1 MYBPC3_CM123 plex 5 MYL2_CM295 plex 12
TPMI1_CM20 plex 1 MYBPC3_CSI18 plex 5 MYH7_CM281 plex 12
MYBPC3_CI3 plex 2 TNNT2_CM124 plex 5 MYH7 _CM302 plex 13
MYBPC3_CM47 plex 2 MYH7 CMI141 plex 6 JPH2 CM324 plex 14
MYBPC3_CM41 plex 2 MYH7_CM163 plex 6 FXN_CM354 plex 15
MYBPC3_CS6 plex 2 MYH7 CM161 plex 6 MYH7 CP3 plex 16
MYH7 _CM21 plex 2 MYL3 _CMI140 plex 6 TPMI1_CM362 plex 16
MYH7_CM42 plex 2 MYLK2_CM139 plex 6 TCAP_CM367 plex 17
TNNI3_CM25 plex2  PRKAG2_CMI157  plex 6 MYLK2_CM378  plex 18
TNNT2_CM28 plex 2 TNNT2_CM145 plex 6 TCAP_CM383 plex 18
MYBPC3_CM61 plex3  MYBPC3_CMI170  plex7  SLC25A4_CM389 plex 19
MYBPC3_CS10 plex 3 MYBPC3_CS22 plex 7 MYBPC3_DB04 plex 19
MYH7_CM68 plex 3 MYH7_CM175 plex 7 TNNT2_CM391A  plex 20
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A Figura 6.45 representa o novo desenho do Spectrochip para o Ensaio 2, ja com a
reorganizacdo para os 31 plexes. Também neste ensaio, os plexes foram distribuidos nas
placas de 384 pocos por colunas e identificados pela numeragdo (1 a 31) (cada um com a
respectiva coloragdo). Em cada placa foram testados 10 amostras de DNA, distribuidas por
linhas (linhas B a P), de modo a serem testadas para todos os plexes. Na primeira linha de
cada placa (linha A), foi adicionado um controlo negativo de reaccdo, dgua bi-destilada
estéril. Uma das amostras de DNA utilizada (linha B) correspondia a uma amostra utilizada
como controlo negativo de mutagdes (amostra genotipada por sequenciacdo e sem mutacoes

associadas a MH).

Figura 6.45 — Organizacao da placa de iPLEXMassARRAY com 31 plexes no Ensaio 2. Os plexes foram
distribuidos por colunas, sendo identificados pela numeragdo (1 a 31) e pela respectiva colora¢@o e as amostras
de DNA distribuidas por linhas (linhas B a P). Na linha B encontra-se uma amostra de DNA sem mutacdes e na
linha A encontra-se a amostra de controlo negativo (dgua bi-destilada estéril).Por exemplo, a amostra de DNA
que se encontra evidenciada foi adicionada na linha E e também na linha M, de forma a que cada DNA fosse

avaliado para cada um dos 31 plexes.

A semelhanca do Ensaio 1, a andlise dos valores de SNR e da significincia
estatistica, de cada um dos conjuntos de primers relativos as 541 mutagdes e o facto de
poderem ser retiradas mutagdes em varios plexes, foi realizada com base nos relatérios Primer
Adjustment Report e Plate Result Report. Este primeiro relatério tem em conta a relacdo
inversamente proporcional entre a massa de cada analito e oseu valor de SNR. Idealmente, os
valores de SNR de todos os primers devem ser ajustados a valores equivalentes para garantir
0 sucesso na reac¢do de extensdo da mutacdo. O relatorio Plate Result Report fornece a
descricdo pormenorizada dos resultados de genotipagem, tendo em conta uma classificacdo

baseada na significancia estatistica do alelo identificado (A — conservativo; B- Moderado; C-
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Agressivo; N- sem alelo; D- baixa probabilidade; E- genétipo aribuido pelo operador).

Idealmente os resultados deveriam ser A ou B.

Plex 1

Ap6s a remogao de 13 conjuntos de primers do Ensaio 1 por parte do operador, o
plex 1 passou a ser constituido por 24 conjuntos de primers e ao analisar os conjuntos de
primers quanto ao seu valor de SNR nas placas do Ensaio 2 (Figura 6.46A e 6.46B)
constatou-se que ao reduzir o nimero de conjuntos de primers por plex, diminuiram as
interac¢des entre eles, o que se traduziu numa diminuicao dos conjuntos de primers para 6,

com um valor de SNR inferior a 45% do valor médximo de SNR e a necessitar de optimizacao.

B ACTC1_CMI13 (1) MYBPC3_CS1(13)
ACTC1_CM142) B MYBPC3_CS2(14)
Ensaio 2 - Placa 5 B MTTG_T1 (3) MYH7_CD3(15)
B W MTTI_A1 () W MYH7_CMI216)
[ B MYBPC3_CDI5) MYH7_CM2(17)
. MYBPC3_CD4 (6) B MYH7_CMS(13)
|| @ MYBPC3_CD3(7) MYH7_CM4 (19)
{| @ MYBPC3_CD2(®) B MYH7_H1Qo0)
B MYBPC3_CI2 @) B PRKAG2_CM921)
B MYBPC3_CMS5(10) W TNNI3_CMI0 22
]

9NN LDIBMIIIEITIEISNIIE M

MYBPC3_CMI17(11)
MYBPC3_CMI16(12)

TNNT2_CMI1 (23)
B TNNT2_CMI 24)

A Plex 1

B
Figura 6.46 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 1 da Placa 5 do Ensaio 2. No eixo das
abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 24 mutagdes analisadas neste plex 1. Na

Figura B encontra-se a legenda da figura A, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura A.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 24
mutacdes do plex 1 do Ensaio 2 (Anexo 1), constatou-se que ainda existem 7 mutacdes, em
que a extensdo foi insuficiente, em sintonia com a baixa significancia estatistica do genétipo
obtido. Em relacdo as mutagdes CM13 (posi¢cao n° 1 na Figura 6.46) e CM14 (posi¢do n° 2 na
Figura 6.46) no gene ACTCI e CD1 (posi¢do n° 5 na Figura 6.46) e CS2 (posi¢do n° 14 na
Figura 6.46) no gene MYBP(C3, constatou-se que estas apresentaram uma optimiza¢do no
valor de SNR, de 2,2, 1 e 1 para 4, 12, 16 e 6, respectivamente e no valor de extensio que era
praticamente nulo (nas 4 mutacdes) para 6, 3,4, 6 e 5, respectivamente, mas continuam a
apresentar um genétipo atribuido de baixa probabilidade (D). As outras 3 mutacdes, T1
(posi¢do n° 3 na Figura 6.46) no gene MTTG, CD4 (posicdo n° 6 na Figura 6.46) no gene
MYBPC3 e Al (posicdo n° 4 na Figura 6.46) no gene MTTI continuaram a nio apresentar
genotipo (sem alelos — N), um valor de extensao reduzido de 0,6, 1,2 e 0,6 respectivamente,

contudo apresentam um valor de SNR de 4, 8 e 4, respectivamente. Provavelmente, todas
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estas mutacdes deveriam ter sido retiradas do plex pelo operador aquando a optimizagdo, dado
que este analisou unicamente o valor de extensdo de cada mutagdo, ignorando o valor do SNR

e o gendtipo atribuido a cada mutagdo.

Plex 2

Ap6s a remogao de 8 conjuntos de primers do Ensaio 1 por parte do operador, o plex
2 passou a ser constituido por 29 conjuntos de primers e ao analisar os conjuntos de primers
quanto ao seu valor de SNR nas placas do Ensaio 2 (Figura 6.47A e 6.47B) constatou-se que
apesar da redu¢dao do nimero de conjuntos de primers por plex, diminuindo as interac¢des
entre eles, continuou a existir um nimero razoavel de conjuntos de primers com um valor de

SNR inferior a 45% do valor maximo de SNR e a necessitar de optimizacao.

B AcTAl CM27 (1) B MYHT_CM49 (16)
COX15_CM24 (2) MYH7_CM39 (17)
Ensaio 2 - Placa 6 B MYBPC3_CM38 (3) M MYH7 CM31(18)
2 M MYBPC3_CM33 (4) MYLZ_CS7 (19)

20 W MYBPC3 CS8 (5) W MYL3 CM48 (20)
B MYBPC3_CM41 (6) B MYOZ2_CM40 (21)
B B MYH7_CM34 (7) M PREAG2_CM44 (22)
w2 gy W MYH7_CM45 (8) PRKAG2_CM35 (23)
g W MYH7 _CM23 (9) W TNNI3_CM26 (24)

. W MYH7_CM29 (10) TNNT2_CM37 (25)

W MYH7_CM32 (11) B TNNT2_CM22 (26)
T T S s NI D W NT B NN DT M= 5 D-’TYH'?_CM46 (12) B TNNTZ_CMSO (27)
A Plex2 MYH7 CM36 (13) B TNNT2_CS9 (28)
| MYH7_ CM30(14) VCL_CMS51
MYH7_CM43(15)

B
Figura 6.47 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 2 da Placa 6 do Ensaio 2. No eixo das
abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 29 mutagdes analisadas neste plex 2. Na

Figura B encontra-se a legenda da figura A, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura A.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 29
mutacdes do plex 2 do Ensaio 2 (Anexo 3), constatou-se que ainda existem 9 mutacdes, em
que a extensdo foi insuficiente, em sintonia com a baixa significancia estatistica do genétipo
obtido. Apesar das mutagdes CM38 (posicao n° 3 na Figura 6.47) e CM33 (posicdo n° 4 na
Figura 6.47) no gene MYBPC3; CM34 (posicdo n° 7 na Figura 6.47) e CM43 (posi¢do n° 15
na Figura 6.47) no gene MYH7 e CM26 (posi¢ao n° 24 na Figura 6.47) no gene TNNI3 terem
melhorado face ao valor de SNR, de valores nulos (nas 5 mutacdes) para valores 4, 2,2, 2 e 2,
respectivamente, os valores de extensdo mantiveram-se baixos em 3,0; 2,0; 1,0; 1,4 e 2 e
continuou a ndo se conseguir identificar o gendtipo atribuido a cada mutacdo (sem alelos —
N). Para as restantes 4 mutacoes CM46 (posicdo n° 12 na Figura 6.47), e CM49 (posi¢do n° 16
na Figura 6.47) no gene MYH7; CS8 (posi¢ao n° 5 na Figura 6.47) no gene MYBPC3 e CM40
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(posi¢ao n° 21 na Figura 6.47) no gene MYOZ2 os valores de extensdo mantiveram-se
bastante reduzidos, com o valor de 1, o valor de SNR manteve-se a 2 e 1 e o gendtipo
atribuido foi de baixa probabilidade (D). Com estes resultados, constatou-se que apesar de
terem sido removidos 8 conjuntos de primers, deveria-se ter removido um maior nimero de
mutacdes aquando a optimizagao pelo operador, dado que este analisou unicamente o valor de
extensdo de cada mutagdo, ignorando o valor do SNR e o genétipo atribuido a cada mutagao,
continuando a existir um ndmero elevado de mutacdes por optimizar, ndo tendo ocorrido

nenhuma optimizacdo relevante.

Plex 3

Ap6s a remogdo de 7 conjuntos de primers do Ensaio 1 por parte do operador, o plex
3 passou a ser constituido por 30 conjuntos de primers e ao analisar os conjuntos de primers
quanto ao seu valor de SNR nas placas do Ensaio 2 (Figura 6.49A e 6.49B) constatou-se que
apesar da redu¢do do nimero de conjuntos de primers por plex, diminuindo as interac¢des
entre eles, continuou a existir um nimero elevado de conjuntos de primers com um valor de

SNR inferior a 45% do valor maximo de SNR e a necessitar de optimizacao.

MYH7_CM62 (16)
MYH7 CM58(17)

B ACTC1 CMS0(1)
MYBPC3_CM63 (2)

@
- Bisien B MYBEC3 DS (3) W MYH7 CM54(18)
B MYBPC3_CD7 ) MYH7_CMS55 (19)
W MYBPC3 CM75(5) M MYH7_CM51(20)
MYBPC3_CM77(6) M MYH7_CM67(21)
W MYBPC3 CM53(7) M MYH7_CMS56(22)
B MYBPC3_CM52 (8) MYH7_CM409 (23)
M MYBPC3 CM57(5) M MYH7_CM79(24)
M MYBEC3_CM74 (10) MYL2_CM76(25)
W MYBPC3 CS11(11) M PRKAG2_CMT8(26)
MYBPC3 CS12(12) M TCAP_CM69(27)
0 123 426 7T 89 10111213141506 1TIS1920 21 213 M 252627 182930 m? CM60 (13) . 'I'NNTZ_CM64 (28)
4 R B MYH7 CM59(14) TNNT2_CM66 (29)
MYH7_CMT0 (15) B TTN_CM81 (30)

B
Figura 6.48 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 3 da Placa 5 do Ensaio 2. No eixo das
abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 30 mutagdes analisadas neste plex 3. Na

Figura B encontra-se a legenda da figura A, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura A.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 30
mutacdes do plex 3 do Ensaio 2 (Anexo 5), constatou-se que ainda existem 11 mutagdes, em
que a extensdo foi insuficiente, em sintonia com a baixa significancia estatistica do genétipo
obtido. Ao verificar os valores de SNR e de extensdo das mutacdes CS12 (posi¢do n° 12 na
Figura 6.48), CM63 (posi¢do n° 2 na Figura 6.48), CM75 (posi¢ao n° 5 na Figura 6.48), CM77
(posi¢do n° 6 na Figura 6.48) e gene MYBPC3; CM79 (posi¢do n° 24 na Figura 6.48), CM60
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(posicao n° 13 na Figura 6.48), CM59 (posi¢do n° 14 na Figura 6.48), CM58 (posi¢cdo n° 17 na
Figura 6.48) e CM54 (posicao n° 18 na Figura 6.48) no gene MYH7; CM78 (posicdo n° 26 na
Figura 6.48) no gene PRKAG2 e CM66 (posicao n° 29 na Figura 6.48) no gene TNNT2
constatou-se que ndo ocorreu nenhuma optimizacdo, dado que os valores de SNR
mantiveram-se nulos em praticamente todas as mutagdes e os valores de extensdao ndo
excederam o valor de 1,0, continuando-se a ndo conseguir identificar o genétipo (sem alelos —
N). Tendo em conta estes resultados e apesar de terem sido removidos 7 conjuntos de
primers, este plex continua a apresentar um elevado nimero de mutagdes por optimizar, o que
pode indicar que aquando a optimizacdo pelo operador, deveria-se ter retirado um maior
nimero de mutacdes, ndo tendo em conta unicamente o valor de extensao de cada uma, mas
sim os trés parametros correlacionados. Pode-se concluir que esta optimiza¢do nio foi

relevante.

Plex 4

Ap6s a remogao de 6 conjuntos de primers do Ensaio 1 por parte do operador, o plex
4 passou a ser constituido por 31 conjuntos de primers e ao analisar os conjuntos de primers
quanto ao seu valor de SNR nas placas do Ensaio 2 (Figura 6.49A e 6.49B) constatou-se que
ao reduzir o nimero de conjuntos de primers por plex, diminuiram as interac¢des entre eles, o
que se traduziu numa diminui¢do dos conjuntos de primers para 7, com um valor de SNR

inferior a 45% do valor maximo de SNR e a necessitar de optimizagao.

ACTC1_CMS86(1)
CASQ2_CMI101 (2)
LAMP2_CD13(3)
MTCYB G2 (4)
MYBPC3_CD12 (5)
MYBPC3 _CD17(6)
MYBPC3_CD14 (7)
MYBPC3 _CD16(8)
MYBPC3_CDI15 (9)
MYBPC3_CD9(10)
MYBPC3_CH4 (11)

MYBPC3_CS16(17)
M MYBPC3_CS15(18)
MYBPC3_CS13(19)
B MYBPC3 CS14(20)
M MYH7_CMS85 (21)
W MYH7 CMS82(22)
MYH7_CM103 (23)
W MYH7 CM94 (24)
MYH7_CM92 (25)
m MYH7_CMS87 (26)
@ MYH7_CM102 (27)

Ensaio 2 - Placa §

A Plex 4

MYBPC3_CMS88 (12)
MYBPC3_CM99(13)
MYBPC3_CMS83 (14)
MYBPC3_CM95 (15)

m MYH7_CM100 (28)
TCAP CM34(29)

m TNNI3_CM97 (30)

™ TNNT2_CMS6(31)

™ MYBPC3_CMB93 (16)

B
Figura 6.49 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 4 da Placa 5 do Ensaio 2. No eixo das
abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 31 mutacdes analisadas neste plex 4. Na

Figura B encontra-se a legenda da figura A, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura A.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 31

mutacdes do plex 4 do Ensaio 2 (Anexo 7), constatou-se que ainda existem 7 mutagdes, em
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que a extensdo foi insuficiente, em sintonia com a baixa significancia estatistica do genétipo
obtido. Ao analisar as mutacdes CD16 (posicao n° 8 na Figura 6.49) no gene MYBPC3; CM9%4
(posi¢do n° 24 na Figura 6.49), CM100 (posicao n° 28 na Figura 6.49) e CM92 (posi¢do n° 25
na Figura 6.49) no gene MYH7 e CM97 (posicao n° 30 na Figura 6.49) no gene TNNI3
constatou-se que ocorreu uma optimizagcao em relacdo ao valor de SNR, de 1 (em todas as
mutagdes) para 3 e ao gendtipo atribuido a cada uma das mutagdes de moderado (B). Contudo
o valor de extensio continua reduzido andando entre valores de 0,3 e 1,4. Para as restantes
duas mutagdes CM101 (posi¢do n° 2 na Figura 6.49) no gene CASQ2 com um gendtipo de
baixa probabilidade (D) e CS15 (posi¢do n° 18 na Figura 6.49) no gene MYBPC3 sem
qualquer gendtipo identificado (sem alelos — N), quer o valor de SNR piorou, de S e 6 para 1 e
2, respetivamente, como o valor de extensdo continuou reduzido nos 0,4. Provavelmente,
algumas estas mutacOes deveriam ter sido retiradas do plex pelo operador aquando a
optimizacdo, dado que este analisou unicamente o valor de extensdo de cada mutacgdo,

ignorando o valor do SNR e o genétipo atribuido a cada mutacao.

Plex 5

Ap6s a remogdo de 4 conjuntos de primers do Ensaio 1 por parte do operador, o plex

5 passou a ser constituido por 33 conjuntos de primers e ao analisar os conjuntos de primers

quanto ao seu valor de SNR nas placas do Ensaio 2 (Figura 6.50A e 6.50B) constatou-se que

ao reduzir o nimero de conjuntos de primers por plex, diminuiram as interac¢des entre eles, o

que se traduziu numa diminui¢do dos conjuntos de primers para 7, com um valor de SNR
inferior a 45% do valor maximo de SNR e a necessitar de optimizagao.

B MYBPC3 CI5(1) B MYH7 CMI20(18)

MYBPC3_CM105 (2) MYH7_CMI104(19)

B MYBPC3_CM115(3) EMYH7_CMI06(20)
B MYBPC3_CMI112(4) MMYH7_CMI21(21)

Ensaio 2 - Placa 10

55 B MYBPC3_CM114(5) W MYH7_CMI107(22
MYBPC3_CM110 (6) MYH7_CM132(23)
B MYBPC3_CMI34(7) @ MYH7_CMI19(24)
B MYBPC3_CMI127(8) MYH7_CMI30(25)
B MYBPC3_CS17(9) mMYH7 _CMI131(26)
@ MYH7_CD19 (10} m MYH7_H2(27)
@ MYH7_CD18(11) m MYL2_CM117(28)
MYH7_CMI116(12) MYL3_CMI118(29)
MYH7_CMI126 (13) @ TNNC1_CM111 (30)

m MYH7_CMI133 (14) m TNNI3_CM128 (31)
12 3436 TS91011121341516171819 0211 B3 MII62718 293031 3233 Nn’H?_CMlzz (15) .'I'NNTz_CMlOg (32)
B Biexy @ MYH7_CM113 (16) m TNNT2_CM125 (33)
MYH7_CMI129 (17)

B
Figura 6.50 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 5 da Placa 10 do Ensaio 2. No eixo das
abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 33 mutacdes analisadas neste plex 5. Na

Figura B encontra-se a legenda da figura A, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura A.
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Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 33
mutacgdes do plex 5 do Ensaio 2 (Anexo 9), constatou-se que ainda existem 9 mutacdes, em
que a extensdo foi insuficiente, em sintonia com a baixa significancia estatistica do genétipo
obtido. Ao analisar as mutagdes CS17 (posi¢dao n° 9 na Figura 6.50) e CM115 (posi¢@o n° 3 na
Figura 6.50) no gene MYBPC3; CM116 (posicao n° 12 na Figura 6.50), CM126 (posi¢ao n°
13 na Figura 6.50) e CM122 (posi¢ao n° 15 na Figura 6.50) gene MYH7, constatou-se que o
valor de SNR e o de extensdo destas manteve-se constante aquando a optimizacdo, entre os
valores 2 e 3 e 0,7 e 1,0, respectivamente, contudo para estas mutagdes ndo foi possivel a
identificacdo do genétipo (sem alelos — N). Em relagdo as outras mutacdes CD19 (posi¢do n°
10 na Figura 6.50) e CM132 (posicdo n° 23 na Figura 6.50) no gene MYH7; CM125 (posi¢ao
n° 33 na Figura 6.50) no gene TNNT2 e CMI127 (posicao n° 8 na Figura 6.50) no gene
MYBPC3, constatou-se que tanto o valor de SNR como o de extensdo piorou, de 4 paraOe 2 e
1,5 para 0,7 e 0,8, respectivamente, enquanto o genétipo continua sem identificacdo (sem
alelos — N). Provavelmente, algumas destas mutagdes deveriam ter sido retiradas do plex pelo
operador aquando a optimizacdo, dado que este analisou unicamente o valor de extensdao de

cada mutag¢do, ignorando o valor do SNR e o genétipo atribuido a cada mutagdo.

Plex 6

Ap6s a remogdo de 7 conjuntos de primers do Ensaio 1 por parte do operador, o plex
6 passou a ser constituido por 28 conjuntos de primers e ao analisar os conjuntos de primers
quanto ao seu valor de SNR nas placas do Ensaio 2 (Figura 6.51A e 6.51B) constatou-se que
mesmo ao reduzir o nimero de conjuntos de primers por plex, diminuindo as interac¢des entre
eles, neste caso, o nimero de conjuntos de primers com um valor de SNR inferior a 45% do
valor mdximo de SNR aumentou, dado s6 existirem 4 conjuntos de primers com um valor de

SNR, extensdo e de significancia estatistica aceitavel.

B ACTC1_CMI35(1) MYH7_CM152 (15)

Ty COX15_CS19(2) B \YH7_CMI156(16)

18 B \yBPC3_CD20(3) MYH7_CM158(17)
16 B \yBPC3_CI6 (4) B MYH7 CM148(18)
14 B \YBPC3_CMI138(5) MYH7_CM142 (19)
12 MYBPC3_CM136(5) B MYH7_CMi44(20)
B0 B \yvBPe3_cMi37(7) B MYH7 CMIS5(21)
Ve B ayBPe3 coMis3 8y B OMYHT eMi62 (22
6 B \YBPC3_CMI160 (9) MYH7_CM143 (23)
i B MyBPC3_cMis1(10) B MYH7_CMIS0 (24))

2 B \MYBPC3_CMI159 (11) MYL2_CM154 (25)

5 MYBPC3_CM149(12) M PLN_CR1(26)

BRI ENLE s S MYBPC3_CS20 (13) B TNNT2_CM146(27)

MYBPC3_CS21(14) M TEMI_CM147 (28)
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Figura 6.51 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 6 da Placa 5 do Ensaio 2. No eixo das
abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 28 mutagdes analisadas neste plex 6. Na

Figura B encontra-se a legenda da figura A, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura A.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 28
mutacdes do plex 6 do Ensaio 2 (Anexo 11), constatou-se que em 24 mutacdes neste plex, a
extensao foi insuficiente, em sintonia com a baixa significancia estatistica do genétipo obtido.
Apesar de ter ocorrido a remocao de 9 mutagdes por parte do operador, com o objectivo de
optimizar o plex, em todos os 3 parametros analisados, valor de SNR, extensdo e gendtipo
atribuido a cada uma das mutacdes, constatou-se nao ocorreu nenhuma melhoria face ao

Ensaio 1, necessitando de optimizar este plexno seu todo.

Plex 7

Ap6s a remogao de 3 conjuntos de primers do Ensaio 1 por parte do operador, o plex
7 passou a ser constituido por 30 conjuntos de primers e ao analisar os conjuntos de primers
quanto ao seu valor de SNR nas placas do Ensaio 2 (Figura 6.52A e 6.52B) constatou-se que
ao reduzir o nimero de conjuntos de primers por plex, diminuiram as interac¢des entre eles, o
que se traduziu numa diminui¢do dos conjuntos de primers para 5, com um valor de SNR

inferior a 45% do valor maximo de SNR e a necessitar de optimizacao.

Ensaio 2-Placa 5

123436789 WHIRDBKISEITIIN0NDD NI TN
A Plex 7

0

W MYBPC3 CD22(1)
MYBPC3 CD21(2)
B MYBPC3_CMI164(3)
m MYBPC3 CMI167(4)
B MYBPC3_CMI69 (5)
MYBPC3 CM165 (6)
| MYBPC3_CMI66(7)
m MYBPC3_CS23(8)
@ MYHT_CMI68 (9)
m MYH7_CMI82(10)
| MYH7 CMI171(11)
MYH7 CM176(12)
MYH7_CMI188 (13)
m MYHT CM172(14)
MYH7_CMI187 (15)

m MYH7 CMI178 (16)
MYH7 CMI183(17)
B MYH7_CMI73 (18)
MYH7 CMI190(19)
| MYH7_CMI86 (20)
m MYH7_H3(21)
| MYL2_CMI84(22)
RAF1_CMI189 (23)
@ TCAP_CMI174 (24)
TNNI3_CM185 (25)
m TNNT2 CD23 (26)
@ TNNT2_CMI80 27)
m TNNT2_CM177 (28)
TPM1_CM179 (29)
m TIN_CMI181 (30)

B

Figura 6.52 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 7 da Placa 5 do Ensaio 2. No eixo das
abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 30 mutagdes analisadas neste plex 7. Na

Figura B encontra-se a legenda da figura A, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura A.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 30
mutacdes do plex 7 do Ensaio 2 (Anexo 13), constatou-se que ainda existem 5 mutagdes, em
que a extensdo foi insuficiente, em sintonia com a baixa significancia estatistica do genétipo

obtido. Ao analisar as mutacoes CM174 (posi¢cdo n° 24 na Figura 6.52) no gene TCAP;
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CM169 (posicao n° 5 na Figura 6.52) no gene MYBPC3 e CM182 (posi¢do n° 10 na Figura
6.52) no gene MYH7, sem genétipo identificado (sem alelos — N); CM171 (posi¢dao n° 11 na
Figura 6.52) no gene MYH7 com gendtipo agressivo (C); CD22 (posi¢do n° 1 na Figura 6.52)
e CS23 (posi¢dao n° 8 na Figura 6.52) no gene MYBPC3 com um genétipo conservativo (A),
quanto ao valor de extensao, constatou-se que se manteve os mesmos valores, entre 0,9 ¢ 1,0 e
em relacdo ao valor de SNR, todos os valores mantiveram-se constantes, entre 3 e 4.
Provavelmente, algumas destas mutagcdes deveriam ter sido retiradas do plexpelo operador
aquando a optimizacdo, dado que este analisou unicamente o valor de extensdo de cada

mutagdo, ignorando o valor do SNR e o gendtipo atribuido a cada mutagao.

Plex 8

Ap6s a remogdo de 5 conjuntos de primers do Ensaio 1 por parte do operador, o plex
8 passou a ser constituido por 26 conjuntos de primers e ao analisar os conjuntos de primers
quanto ao seu valor de SNR nas placas do Ensaio 2 (Figura 6.53A e 6.53B) constatou-se que
ao reduzir o nimero de conjuntos de primers por plex, diminuiram as interac¢des entre eles, o
que se traduziu numa diminui¢do dos conjuntos de primers para 4, com um valor de SNR

inferior a 45% do valor maximo de SNR e a necessitar de optimizagao.

B ACTC1_CM194(1) B MYH7 CM197(14)
- Ensaio 2 - Placa 5 CSRP3_CD25(2) MYH7_CM202 (15)
| B CSRP3_CM201(3) B MYH7_CM199 (16)
24 B MYBPC3_CD26 (4) MYH7_CM193 (17)
B MYBPC3_CD24(5) B MYH7_CM208(18)
MYBPC3_CM192 (6) MYL2_CM210(19)
B MYBPC3_CM203 (7) B MYL2_C527(20)
W MYBPC3_CS24 (8) W MYL3_CM206 (21)
M MYBPC3_CS25(9) B MYOZ2_CM209 (22
B MYBPC3_CS25(10) PRKAG2_CM211(23)
W MYH6_CM200(11) B TNNI3_CM212 (24)
1 23 4 35 67 8 9 1011121304 131617181920 108 M8 MYH?_CM]Q] (12) INNI}—CNEO? (25)
A Plex 8 MYH7_CM198 (13) W TNNT2_CM205 (26)

B

Figura 6.53 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 8 da Placa 5 do Ensaio 2. No eixo das
abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 26 mutagdes analisadas neste plex 8. Na

Figura B encontra-se a legenda da figura A, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura A.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 26
mutacdes do plex 8 do Ensaio 2 (Anexo 15), constatou-se que ainda existem 4 mutacdes, em
que a extensdo foi insuficiente, em sintonia com a baixa significancia estatistica do genétipo
obtido. Apesar dos valores de extensdo manterem-se aceitdveis, entre 2 e 4, ao analisar as
mutacdes CM191 (posicdo n° 12 na Figura 6.53) no gene MYH7; CM212 (posicao n° 24 na
Figura 6.53) no gene TNNI3 sem gendtipo identificado (sem alelos — N); CS25 (posicao n° 10
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na Figura 6.53) no gene MYBPC3 e CM209 (posi¢cdo n° 22 na Figura 6.53) no gene MYOZ2
com um gendtipo conservativo (A), face aos valores de SNR, constatou-se que estes
mantiveram-se constantes, entre 0 e 1. Provavelmente, algumas destas mutacdes deveriam ter
sido retiradas do plexpelo operador aquando a optimiza¢do, dado que este analisou
unicamente o valor de extensdo de cada mutagdo, ignorando o valor do SNR e o gendtipo

atribuido a cada mutagao.

Plex 9

Ap6s a remogao de 2 conjuntos de primers do Ensaio 1 por parte do operador, o plex
9 passou a ser constituido por 30 conjuntos de primers e ao analisar os conjuntos de primers
quanto ao seu valor de SNR nas placas do Ensaio 2 (Figura 6.54A e 6.54B) constatou-se que
mesmo ao reduzir o nimero de conjuntos de primers por plex, diminuindo as interac¢des entre
eles, neste caso, o nimero de conjuntos de primers com um valor de SNR inferior a 45% do
valor maximo de SNR aumentou, dado s6 existirem 4 conjuntos de primers com um valor de

SNR, extensdo e de significancia estatistica aceitavel.

Ensaio 2 - Placa 10

A Plex 9

B CSRP3 CM221(1)
MYBPC3_CM229 (2)
B MYBPC3 CM219(3)
B MYBPC3 CM227(4)
B MYBPC3 CM235(5)
MYBPC3_CM234 (6)
W MYBPC3_CM237(7)
B MYBPC3 CM224(8)
W MYBPC3 CM239(9)
B MYBPC3_CS28(10)
W MYBPC3 DBI (11)
MYH7 CD29(12)
MYH7 CM216(13)
B MYH7 CM230(14)
MYH7 CM228 (15)
B

B MYH7 CM223(16)
MYH7 CM217(17)
B MYH7 CM225(18)
MYH7 CM214 (19)
B MYH7 CM215(20)
B MYH7 CM218(21)
B MYH7_CM220 (22
MYH7 CM236 (23)
B MYH7 CM231(24)
MYH7_CM222 (25)
B TNNI3_CM238 (26)
B TNNI3 CM233(27)
B TNNT2 CD27(28)
TNNT2_CM226 (29)
B INNT2 CM232(30)

Figura 6.54 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 9 da Placa 10 do Ensaio 2. No eixo das
abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 30 mutagdes analisadas neste plex 9. Na

Figura B encontra-se a legenda da figura A, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura A.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 28
mutacdes do plex 9 do Ensaio 2 (Anexo 17), constatou-se que em 26 mutacdes neste plex, a
extensao foi insuficiente, em sintonia com a baixa significancia estatistica do genétipo obtido.
Apesar de ter ocorrido a remog¢do de 2 mutacdes por parte do operador, com o objectivo de
optimizar o plex, em todos os 3 parametros analisados, valor de SNR, extensdo e gendtipo
atribuido a cada uma das mutacdes, constatou-se ndo ocorreu nenhuma melhoria face ao

Ensaio 1, necessitando de optimizar este plexno seu todo.

109

Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias, Faculdade de Engenharia e Ciéncias Naturais



Helena Oliveira e Tecnologia de iPLEX MassARRAY aplicada ao diagndstico de Miocardiopatia Hipertréfica

Plex 10

Ap6s a remogao de 2 conjuntos de primers do Ensaio 1 por parte do operador, o plex
10 passou a ser constituido por 27 conjuntos de primers e ao analisar os conjuntos de primers
quanto ao seu valor de SNR nas placas do Ensaio 2 (Figura 6.55A e 6.55B) constatou-se que
ao reduzir o nimero de conjuntos de primers por plex, diminuiram as interac¢des entre eles, o
que se traduziu numa diminui¢do dos conjuntos de primers para 4, com um valor de SNR

inferior a 45% do valor maximo de SNR e a necessitar de optimizagao.

W CSRP3_CX1(1) MYH7_CM252 (13)
MYBPC3_CD32(2) B MYH7 CM248(16)
Ensaio 2 - Placa 9 B MYBPC3_CD30(3) MYH7_CM256(17)
B MYBPC3_CD33(4) B MYH7 CM241(18)
W MYBPC3_CM254 (3) MYH7_CM253 (19)
MYBPC3_CM251 (6) W MYH7_CM245(20)
W MYBPC3_CM249(7) B MYH7 CM252(21)
M MYBPC3_CM257 (8) B MYH7_CM258(22)
W MYBPC3_CM247(9) MYH7_CP2(23)
W MYBPC3_CM243 (10) W MYH7_CP1(24)
W MYBPC3_CM259 (11) MYL3_CM255(23)
e . MYBPC3_DB2(12) W TCAP CD31(26
A Plex 10 MYH7_CM244 (13) W TNNI3_CM242(27)
W MYH7_CM250(14)

B

Figura 6.55 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 10 da Placa 10 do Ensaio 2. No eixo das
abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 27 mutagdes analisadas neste plex 10. Na

Figura B encontra-se a legenda da figura A, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura A.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 27
mutacgdes do plex 10 do Ensaio 2 (Anexo 19), constatou-se que ainda existem 4 mutacdes, em
que a extensdo foi insuficiente, em sintonia com a baixa significancia estatistica do genétipo
obtido. Apesar dos valores de extensdo serem aceitdveis, de valor 3 das mutacdes CM257
(posi¢dao n° 8 na Figura 6.55) no gene MYBPC3; CM245 (posi¢dao n° 20 na Figura 6.55) no
gene MYH7 e CM254 (posicao n° 5 na Figura 6.55) no gene MYBPC3, os valores de SNR
continuam constantes, entre 0 e 2, em que nio se conseguiu identificar qualquer genétipo
(sem alelos — N). Provavelmente, algumas destas mutacdes deveriam ter sido retiradas do
plexpelo operador aquando a optimizacdo, dado que este analisou unicamente o valor de

extensdo de cada mutacdo, ignorando o valor do SNR e o gendtipo atribuido a cada mutagao.

Plex 11
Ap6s a remocao de um conjunto de primers do Ensaio 1 por parte do operador, o
plex 11 passou a ser constituido por 27 conjuntos de primers e ao analisar os conjuntos de

primers quanto ao seu valor de SNR nas placas do Ensaio 2 (Figura 6.56A e 6.56B)
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constatou-se que mesmo ao reduzir o nimero de conjuntos de primers por plex, diminuindo as
interacc¢Oes entre eles, neste caso, o nimero de conjuntos de primers com um valor de SNR
inferior a 45% do valor maximo de SNR aumentou, dado s6 existirem 7 conjuntos de primers

com um valor de SNR, extensao e de significancia estatistica aceitdvel.

B CAV3_CM263 (1) MYHT_CM265 (15)
CSEP3_CM267 (2) W MYH7_CM264(16)
MYBPC3_CD37(3) MYHT7_CM276(17)
MYBPC3_CD33 (%) W MYH7_CM274(18)
MYBPC3_CD34(3) MYH7_CM272(19)
MYBPC3_CM270(6) m MYH7_CM271(20)
MYBPC3_CM268(7) W MYH7_CM277(21)
MYBPC3_CM260(8) W MYH7_CM273 (22

o

[mf

5]

Ensaio 2 - Placa 6

MYBPC3_CM262 (9) MYH7_CM275(23)
MYBPC3_CM269(10) m TNNI3_CD38 (24)
MYH7_CD36(11) TNNI3_CM275 (25)
MYH7_CM269 (12) TNNT2_CD39 (26)
MYH7_CM261 (13) TNNT2_CM278 (27)
MYH7_CM266 (14)

12345 673910 BHLBETIENNNDDS M152627
A Plex 11

=]

Figura 6.56 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 11 da Placa 6 do Ensaio 2. No eixo das
abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 27 mutagdes analisadas neste plex 11. Na

Figura B encontra-se a legenda da figura A, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura A.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 27
mutacdes do plex 11 do Ensaio 2 (Anexo 21), constatou-se que em 20 mutacdes neste plex, a
extensdo foi insuficiente, em sintonia com a baixa significancia estatistica do genétipo obtido.
Apesar de ter ocorrido a remocao de uma mutagdo por parte do operador, com o objectivo de
optimizar o plex, em todos os 3 parametros analisados, valor de SNR, extensdo e gendtipo
atribuido a cada uma das mutacdes, constatou-se nao ocorreu nenhuma melhoria face ao

Ensaio 1, necessitando de optimizar este plexno seu todo.

Plex 12

Ap6s a remogao de 3 conjuntos de primers do Ensaio 1 por parte do operador, o plex
12 passou a ser constituido por 22 conjuntos de primers e ao analisar os conjuntos de primers
quanto ao seu valor de SNR nas placas do Ensaio 2 (Figura 6.57A e 6.57B) constatou-se que
mesmo ao reduzir o nimero de conjuntos de primers por plex, diminuindo as interac¢des entre
eles, neste caso, o nimero de conjuntos de primers com um valor de SNR inferior a 45% do
valor méximo de SNR aumentou, dado s6 existirem 10 conjuntos de primers com um valor de

SNR, extensdo e de significancia estatistica aceitavel.
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Ensaio 2 - Placa 6

MYBPC3_CM288 (1)
MYBPC3_CM300 (2)

MYH7_CM298 (12)
MYH7_CM291 (13)

B MYH7 _CM285 (14)
MYH7_CM282(15)
m MYH7_CM296 (16)
MYH7_CM279(17)
B MYH7 CM289(18)
TCAP_CM287(19)
@ TNNI3_CM299 (20)
@ TNNI3_CM280 (21)
m TNNT2_CM283 (22

MYBPC3_CM284 (3)
MYBPC3_CM297 (4)
MYBPC3_CS31(5)
MYBPC3_CS32(6)
MYBPC3_CS30(7)
MYH7_CM293 (8)
MYH7_CM286(9)
MYH7_CM294(10)
MYH7_CM292 (11)

TE 2101111 1314135 0617 18 19 01112

A Plex 12

" EEEEEEEEEN

Figura 6.57 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 12 da Placa 6 do Ensaio 2. No cixo das
abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 22 mutagdes analisadas neste plex 12. Na

Figura B encontra-se a legenda da figura A, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura A.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 22
mutacdes do plex 12 do Ensaio 2 (Anexo 23), constatou-se que em 12 mutacdes neste plex, a
extensdo foi insuficiente, em sintonia com a baixa significancia estatistica do genétipo obtido.
Apesar de ter ocorrido a remocao de 3 mutagdes por parte do operador, com o objectivo de
optimizar o plex, em todos os 3 parametros analisados, valor de SNR, extensdo e gendtipo
atribuido a cada uma das mutacdes, constatou-se nao ocorreu nenhuma melhoria face ao

Ensaio 1, necessitando de optimizar este plexno seu todo.

Plex 13

Ap6s a remogao de um conjunto de primers do Ensaio 1 por parte do operador, o
plex 13 passou a ser constituido por 24 conjuntos de primers e ao analisar os conjuntos de
primers quanto ao seu valor de SNR nas placas do Ensaio 2 (Figura 6.58A e 6.58B)
constatou-se que mesmo ao reduzir o nimero de conjuntos de primers por plex, diminuindo as
interaccoes entre eles, neste caso, o nimero de conjuntos de primers com um valor de SNR
inferior a 45% do valor maximo de SNR aumentou, dado s6 existirem 8 conjuntos de primers

com um valor de SNR, extensao e de significancia estatistica aceitdvel.

M MYBPC3_CD40(1)
Ensaio 2 - Placa 9 MYBPC3_CD41(2)
il M MYBPC3_CI8(3)

MYH7_CM312(13)
B MYH7_CM301(14)
MYH7_CM308 (15)

20
g
15
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B MYBPC3_CM305(5)
MYBPC3_CM307 (6)
B MYBPC3_DB3(7)
B MYBPC3_H5(8)
B MYH7_CM306(9)
B MYH7_CM310(10)
W MYH7_CM304(11)
MYH7_CM303 (12)

B MYH7 CM311(16)
MYH7_CM313 (17)
B MYH7_H6(18)
TNNI3_CD42(19)
B TNNI3_CMS315 (20)
B TNNI3_CM316 (21)
B TNNT2_CM317(22)
TPML_CM314 (23)
B TPML_CM318 (24)

B
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Figura 6.58 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 13 da Placa 9 do Ensaio 2. No eixo das
abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 24 mutagdes analisadas neste plex 13. Na

Figura B encontra-se a legenda da figura A, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura A.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 24
mutacdes do plex 13 do Ensaio 2 (Anexo 25), constatou-se que em 16 mutacdes neste plex, a
extensdo foi insuficiente, em sintonia com a baixa significancia estatistica do genétipo obtido.
Apesar de ter ocorrido a remocao de uma mutagdo por parte do operador, com o objectivo de
optimizar o plex, em todos os 3 parametros analisados, valor de SNR, extensdo e gendtipo
atribuido a cada uma das mutacdes, constatou-se nao ocorreu nenhuma melhoria face ao

Ensaio 1, necessitando de optimizar este plexno seu todo.

Plex 14

Ap6s a remogdo de um conjunto de primers do Ensaio 1 por parte do operador, o
plex 14 passou a ser constituido por 21 conjuntos de primers e ao analisar os conjuntos de
primers quanto ao seu valor de SNR nas placas do Ensaio 2 (Figura 6.59A e 6.59B)
constatou-se que mesmo ao reduzir o nimero de conjuntos de primers por plex, diminuindo as
interac¢Oes entre eles, neste caso, o nimero de conjuntos de primers com um valor de SNR
inferior a 45% do valor maximo de SNR aumentou, dado s6 existirem 8 conjuntos de primers

com um valor de SNR, extensao e de significancia estatistica aceitdvel.

Ensaio 2 - Placa 10

B CSRP3_CM319(1)
MYBPC3_CD43 (2)
B MYBPC3_CM320(3)
B MYBPC3_CM323 (4)
B MYBPC3_CS34(5)
MYBPC3_CS33 (6)
W MYBPC3_CS35(7)
B MYH7_CM329(8)
B MYH7 CM322(9)
W MYH7_CM331(10)

MYH7_CM327(12)
MYH7 CM330(13)

B MYH7_CM336(14)
MYH7_CM334(15)

B MYH7_CM321(16)
TCAP_CD44(17)

m TCAP_CM328(18)
TNNI3_CM332(19)

@ TNNT2_CM325 (20)

@ TPM1_CM326 (21)

1L T 3 +# 5 67 5§ 2 10TV MKMLDKITLE IS DN

A Plex 14

B MYH7_CM335(11)
B

Figura 6.59 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 14 da Placa 10 do Ensaio 2. No eixo das
abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 24 mutacdes analisadas neste plex 14. Na

Figura B encontra-se a legenda da figura A, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura A.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 21
mutacdes do plex 14 do Ensaio 2 (Anexo 27), constatou-se que em 13 mutacgdes neste plex, a
extensao foi insuficiente, em sintonia com a baixa significancia estatistica do gen6tipo obtido.

Apesar de ter ocorrido a remog¢ao de uma mutacdo por parte do operador, com o objectivo de
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optimizar o plex, em todos os 3 parametros analisados, valor de SNR, extensdo e gendtipo
atribuido a cada uma das mutacdes, constatou-se nao ocorreu nenhuma melhoria face ao

Ensaio 1, necessitando de optimizar este plexno seu todo.

Plex 15

Ap6s a remogao de um conjunto de primers do Ensaio 1 por parte do operador, o
plex 15 passou a ser constituido por 18 conjuntos de primers e ao analisar os conjuntos de
primers quanto ao seu valor de SNR nas placas do Ensaio 2 (Figura 6.60A e 6.60B)
constatou-se que mesmo ao reduzir o nimero de conjuntos de primers por plex, diminuindo as
interac¢Oes entre eles, neste caso, o nimero de conjuntos de primers com um valor de SNR
inferior a 45% do valor maximo de SNR aumentou, dado s6 existirem 3 conjuntos de primers

com um valor de SNR, extensao e de significancia estatistica aceitdvel.

B ACTC1 CM337(1)
TPH2 CM347(2)
MYBPC3_CM339(3)
MYBPC3_CM349 (4)
MYBPC3_CM345 (5)
MYBPC3_CM348 (6)
MYBPC3_CS36(7)
MYH7 CM350(8)
MYH7 CM341(9)
MYH7 CM346(10)
MYH7 CM342(11)

MYH7_CM343 (12)

‘ ﬂ— MYH7_CM351(13)

g MYH7_CM344 (14)

1 ¥4 3 4 5 & T ] El mw n I 3 4 15 s 17 15 NH?H? CM349 (15)
Plex 15 =

A = TNNI3_CM353 (16)

TNNI3_CM352(17)
TPM1_CM338 (18)

Ensaio 2 - Placa 10

[
=

"EEENE

Figura 6.60 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 15 da Placa 10 do Ensaio 2. No eixo das
abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 19 mutagdes analisadas neste plex 15. Na

Figura B encontra-se a legenda da figura A, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura A.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 18
mutacdes do plex 15 do Ensaio 2 (Anexo 29), constatou-se que em 15 mutagdes neste plex, a
extensdo foi insuficiente, em sintonia com a baixa significancia estatistica do genétipo obtido.
Apesar de ter ocorrido a remog¢ao de uma mutacdo por parte do operador, com o objectivo de
optimizar o plex, em todos os 3 parametros analisados, valor de SNR, extensdo e gendtipo
atribuido a cada uma das mutagdes, constatou-se ndo ocorreu nenhuma melhoria face ao

Ensaio 1, necessitando de optimizar este plexno seu todo.
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Plex 16

Ap6s a remogao de 2 conjuntos de primers do Ensaio 1 por parte do operador, o plex
16 passou a ser constituido por 13 conjuntos de primers e ao analisar os conjuntos de primers
quanto ao seu valor de SNR nas placas do Ensaio 2 (Figura 6.61A e 6.61B) constatou-se que
mesmo ao reduzir o nimero de conjuntos de primers por plex, diminuindo as interac¢des entre
eles, neste caso, o nimero de conjuntos de primers com um valor de SNR inferior a 45% do
valor mdximo de SNR aumentou, dado sé existirem 2 conjuntos de primers com um valor de

SNR, extensdo e de significancia estatistica aceitavel.

B MYBPC3_CD45 (1)
] MYBPC3_CX2(2)
= Ensaio 2 - Placa 9 [ ] MYH7_CM358 (3)
B MYH7 CM357 (4)
B MYH7_CM336(5)
MYH7_CM365 (6)
| BMYH7_CM363 (7)
|| M MYH7_CM355 (8)
W MYH7_CM359(9)
1| @MYH7_H7(10)
| M OBSCN_CM364 (11)
TCAP_CM361 (12)
TPM1_CM360 (13)
B

Figura 6.61 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 16 da Placa 9 do Ensaio 2. No eixo das
abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 13 mutacdes analisadas neste plex 16. Na

Figura B encontra-se a legenda da figura A, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura A.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 13
mutacdes do plex 16 do Ensaio 2 (Anexo 31), constatou-se que em 11 mutagdes neste plex, a
extensdo foi insuficiente, em sintonia com a baixa significancia estatistica do gen6tipo obtido.
Apesar de ter ocorrido a remog¢ao de uma mutacdo por parte do operador, com o objectivo de
optimizar o plex, em todos os 3 parametros analisados, valor de SNR, extensdo e gendtipo
atribuido a cada uma das mutacgdes, constatou-se ndo ocorreu nenhuma melhoria face ao

Ensaio 1, necessitando de optimizar este plexno seu todo.

Plex 17

Ap6s a remocao de um conjunto de primers do Ensaio 1 por parte do operador, o
plex 17 passou a ser constituido por 13 conjuntos de primers e ao analisar os conjuntos de
primers quanto ao seu valor de SNR nas placas do Ensaio 2 (Figura 6.62A e 6.62B)
constatou-se que ao reduzir o nimero de conjuntos de primers por plex, diminuiram as
interaccoes entre eles, o que se traduziu numa diminuicao dos conjuntos de primers para um,

com um valor de SNR inferior a 45% do valor médximo de SNR e a necessitar de optimizacao.
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W CSRP3_CM374(1)
MYBPC3_CI9(2)
Ensaio 2 - Placa 6 W MYBPC3_CM375(3)
= W MYBPC3_CX3(4)
W MYH7_CM366(5)
MYH7_CM372 (6)
W MYH7_CM370(7)
m MYH7_CM369 (8)
|| W MYH7_CP4(9)
m MYH7_CS37(10)
|| m MYL2_CM368 (11)
TNNT2_CM371(12)
TPM1 CM373 (13)

B

Figura 6.62 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 17 da Placa 6 do Ensaio 2. No eixo das
abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 13 mutacdes analisadas neste plex 17. Na

Figura B encontra-se a legenda da figura A, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura A.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 27
mutacdes do plex 17 do Ensaio 2 (Anexo 33), constatou-se que ainda existe uma mutagao, em
que a extensdo foi insuficiente, em sintonia com a baixa significincia estatistica do genétipo
obtido. Ao avaliar o valor de SNR desta mutagdo CM369 (posicdo n° 8 na Figura 6.62) no
gene MYH7, constatou-se que este passou de 1 para 20, com um valor de extensdao bastante
aceitavel, de 20, contudo o eu gendtipo nao foi identificado (sem alelo — N). Além da mutacido
retirada anteriormente pelo operador e de modo a que este plexseja completamente
optimizado, esta mutacdo deveria ter sido retirada do plexpelo operador aquando a
optimizacdo, dado que este analisou unicamente o valor de extensdo de cada mutagdo,

ignorando o valor do SNR e o genétipo atribuido a cada mutacao.

Plex 18

Ap6s a remogao de 2 conjuntos de primers do Ensaio 1 por parte do operador, o plex
18 passou a ser constituido por 9 conjuntos de primers e ao analisar os conjuntos de primers
quanto ao seu valor de SNR nas placas do Ensaio 2 (Figura 6.63A e 6.63B) constatou-se que
ao reduzir o nimero de conjuntos de primers por plex, diminuiram as interac¢des entre eles, o
que se traduziu numa diminui¢do dos conjuntos de primers para 2, com um valor de SNR

inferior a 45% do valor maximo de SNR e a necessitar de optimizacao.
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Ensaio 2 - Placa 3

12 B MYBCPC3 CM377(1)
MYBPC3_CS38(2)

B MYBPC3_CM376(3)

B MYH7 CM384 (4)

B MYH7_CM382(5)
MYH7_CM379(6)

B MYH7 CM385(T)

B MYH7 CM381(8)

B TNNT2_CM380(9)

5 T ] E B

1 T 3 4 3
A Plex 18

Figura 6.63 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 18 da Placa 3 do Ensaio 2. No eixo das
abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 11 mutacdes analisadas neste plex 18. Na

Figura B encontra-se a legenda da figura A, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura A.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 9
mutagdes do plex 18 do Ensaio 2 (Anexo 35), constatou-se que ainda existem 2 mutacodes, em
que a extensdo foi insuficiente, em sintonia com a baixa significincia estatistica do genétipo
obtido. Ao avaliar o valor de SNR das mutacdes CM384 (posi¢do n° 4 na Figura 6.63) e
CM379 (posicao n° 6 na Figura 6.63) no gene MYH7, constatou-se que este para as duas
mutacdes passou de 5 e 0 para 15 e 20, respectivamente, ambas com um valor de extensao
aceitdvel, de 8 e 20, respectivamente. Estas duas mutagdes sé necessitam de optimizagdo,
dado que ndo se conseguiu identificar o seu genétipo (sem alelos — N). Além da remogao de 2
conjuntos de primers anteriormente retirados pelo operador, com o objectivo do plex ficar
optimizado, estas duas mutacdes deveriam também ter sido retiradas do plex pelo operador
aquando a optimizacdo, dado que este analisou unicamente o valor de extensdo de cada

mutacao, ignorando o valor do SNR e o genétipo atribuido a cada mutacao.

Plex 19

Ap6s a remogao de 2 conjuntos de primers do Ensaio 1 por parte do operador, o plex
19 passou a ser constituido por 4 conjuntos de primers e ao analisar os conjuntos de primers
quanto ao seu valor de SNR nas placas do Ensaio 2 (Figura 6.64A e 6.64B) constatou-se que
ao reduzir o nimero de conjuntos de primers por plex, diminuiram as interac¢des entre eles, o
que se traduziu numa diminui¢do dos conjuntos de primers para 2, com um valor de SNR

inferior a 45% do valor maximo de SNR e a necessitar de optimizagao.
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Ensaio 2 - Placa 3

B MYBCPC3_CS39(1)
MYH7_CM388 (2)

m TNNI3_CM386(3)

@ TNNT2_CM387 (4)

B

1 2z
A Plex 19

Figura 6.64 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 19 da Placa 3 do Ensaio 2. No eixo das
abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 4 mutacdes analisadas neste plex 19. Na

Figura B encontra-se a legenda da figura A, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura A.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 4
mutacgdes do plex 19 do Ensaio 2 (Anexo 37), constatou-se que ainda existem 2 mutacdes, em
que a extensdo foi insuficiente, em sintonia com a baixa significancia estatistica do genétipo
obtido. Ao avaliar o valor de SNR das mutagdes CM388 (posi¢do n° 2 na Figura 6.64) no
gene MYH7 e CM387 (posicdo n° 4 na Figura 6.64) no gene TNNT2, constatou-se que este
para as duas mutacdes passou de 4 e 1 para 10 e 10, respectivamente, ambas com um valor de
extensdo aceitdvel, de 20 e 30, respectivamente. Estas duas mutacdes s6 necessitam de
optimizacao, dado que para a primeira nao se conseguiu identificar o gendtipo (sem alelos —
N) e a segunda apresenta um genétipo de baixa probabilidade (D). Além da remogdo de 2
conjuntos de primers anteriormente retirados pelo operador, com o objectivo do plex ficar
optimizado, estas duas mutacdes deveriam também ter sido retiradas do plex pelo operador
aquando a optimizacdo, dado que este analisou unicamente o valor de extensdo de cada

mutacao, ignorando o valor do SNR e o genétipo atribuido a cada mutacao.

Plex 20

Ap6s a remocao de um conjunto de primers do Ensaio 1 por parte do operador, o
plex 20 passou a ser constituido por 4 conjuntos de primers e ao analisar os conjuntos de
primers quanto ao seu valor de SNR nas placas do Ensaio 2 (Figura 6.65A e 6.65B)
constatou-se que ao reduzir o nimero de conjuntos de primers por plex, diminuiram as
interaccoes entre eles, o que se traduziu numa diminuicdo dos conjuntos de primers para um,

com um valor de SNR inferior a 45% do valor médximo de SNR e a necessitar de optimizagao.
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Ensaio 2 - Placa §
100

i B MYBCPC3_CM390(1)

B 50 MYH7_CM391 (2)
o W MYH7 H8(3)

W TNNI3_CM392 (4)
B

40

0

0
A

1 1
Plex 20

Figura 6.65 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o Plex 20 da Placa 5 do Ensaio 2. No eixo das
abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 4 mutacdes analisadas neste Plex 20. Na

Figura B encontra-se a legenda da figura A, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura A.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 4
mutacdes do plex 20 do Ensaio 2 (Anexo 39), constatou-se que ainda existe uma mutacao, em
que a extensdo foi insuficiente, em sintonia com a baixa significancia estatistica do genétipo
obtido. Ao avaliar o valor de SNR da mutacdo CM391 (posi¢ao n° 2 na Figura 6.65) no gene
MYH?7, constatou-se que este melhorou substancialmente, passando de O para 40, sendo o
valor de extensdo aceitdvel de 15. Esta mutagdo sé necessita de optimizagdo quando ao seu
genotipo, que € de baixa probabilidade (D). Por isto, provavelmente, esta mutagdo deveria ter
sido retirada do plex pelo operador aquando a optimizacdo, dado que este analisou unicamente
o valor de extensdo de cada mutacao, ignorando o valor do SNR e o genétipo atribuido a cada

mutacao.

Plex 21

O plex 21 é constituido exclusivamente por um conjunto de primers e ao analisar o
seu valor de SNR das placas do Ensaio 2, constatou-se que este apresenta um valor de SNR de
6, com um genétipo atribuido de conservativo (A) e um valor de extensdo excelente, de 60.
Constatou-se que apenas na placa 3,esta mutacdo apresentou uma extensao insuficiente, em
sintonia com a baixa significancia estatistica, muito provavelmente devido a algum erro de

operador que tenha ocorrido, influenciando a concentragdo ao nivel dos primers.

Os plexes 22 a 31 do Ensaio 2 resultam da realocacdo de alguns conjuntos de
primers, que foram retirados dos plexes 1 a 20 do Ensaio 1, pelo operador aquando a

optimizacao.
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Plex 22

O plex 22 € constituido por 5 conjuntos de primers alocados do plex 1 aquando a
optimizacdo pelo operador e ao analisar os valores de SNR dos conjuntos de primers das
placas do Ensaio 2 (Figura 6.66A e 6.66B), verificou-se que existe apenas 2 conjuntos de

primers com um valor de SNR inferior a 45% do valor maximo do plex.

Ensaio 2 - Placa 9

B MTCYB_G1(1)
MYBPC3_CM394 (2)

B MYBPC3_CS3(3)

B MYH6_CMI5(4)

B TPMI1_CMI9 (5)

1 1 )

H‘.ex 212
Figura 6.66 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 22 da Placa 9 do Ensaio 2. No eixo das

abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas a mutag@o analisada neste plex 22. Na Figura

B encontra-se a legenda da figura A, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura A.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 5
mutagdes nas placas do Ensaio 2 (Anexo 43), constatou-se que em 2 das mutagdes, a extensao
foi insuficiente, em sintonia com a baixa significancia estatistica do genétipo obtido. Apés ter
sido realocada do plex 1, a mutacdo G1 (posi¢do n° 1 na Figura 6.66) no gene MTCYB
continua a apresentar um genétipo de baixa probabilidade (D), um valor de extensao baixo, de
1,3 e um valor de SNR praticamente nulo, necessitando de uma nova optimizagao num futuro
ensaio. A outra mutacio CM15 (posi¢dao n° 4 na Figura 6.66) no gene MYH6, também
realocada do plex 1, passou a apresentar um gen6tipo conservativo (A), dado que no Ensaio 1,
o gendtipo ndo era identificado (sem alelos — N) e um valor de SNR elevado, cerca de 10,
contudo o valor de extensdo continua baixo, cerca de 1,0. Esta mutacdo necessita de

optimizacao quanto ao valor de extensao, provavelmente num ensaio futuro.

Plex 23

O plex 23 € constituido por 4 conjuntos de primers alocados do plex 2 e ao analisar
os valores de SNR dos conjuntos de primers das placa do Ensaio 2 (Figura 6.67A e 6.67B),
verificou-se que todos o conjuntos de primers apresentam um valor de SNR elevado. Estas
mutacdes foram alocadas para este plexprovenientes do plex 2, porque ndo se encontravam

optimizadas e ao serem testadas num menor nimero de primers neste plex, passaram a
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apresentar um gen6tipo moderado (B) e um valor de extensdo aceitdvel de 4,0, bem como

também o valor de SNR.

Ensaio 2 - Placa 10

B0
0 p—_—
Y — B MYBPC3_CM41(1)
50 e MYH7 CM21(2)
w40 B TNNI3 CM25(3)

30 B TNNT2_CM28(4)

20

10 -

" Plex23

Figura 6.67 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 23 da Placa 10 do Ensaio 2. No eixo das
abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 4 mutacdes analisadas neste plex 23. Na

Figura B encontra-se a legenda da figura A, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura A.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 4
mutacdes nas placas do Ensaio 2 (Anexo 45), constatou-se que somente na placa 3, numa das
mutacdes, a extensdo foi insuficiente, em sintonia com a baixa significancia estatistica do
gen6tipo obtido. A mutagdo CM21 (posi¢do n°® 2 na Figura 6.67) no gene MYH?7 apresenta um
genotipo de baixa probabilidade (D), sendo a tinica mutag@o a necessitar de optimizagdo num

ensaio futuro.

Plex 24

O plex 24 ¢ constituido por 5 conjuntos de primers alocados do plex 3 e ao analisar
os valores de SNR dos conjuntos de primers das placas do Ensaio 2 (Figura 6.68A e 6.68B),
verificou-se que apenas um conjunto de primers apresenta um valor de extensao inferior a
45% do valor mdximo do SNR, mesmo tendo sido realocado num novo plex. Estas mutacdes
foram alocadas para este plexprovenientes do plex 3, porque ndo se encontravam optimizadas
e ao serem testadas num menor nimero de primers neste plex, passaram a apresentar um
genotipo moderado (B) e um valor de extensdo aceitdvel de 4,0, bem como também o valor de
SNR.

Ensaio 2 - Placa 9

B MYBPC3_CM52(1)
MYBPC3_CM57(2)
B MYBPC3_CS11(3)
B MYH7_CM79(4)
W TNNI3_CM73 (5)
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Figura 6.68 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 24 da Placa do Ensaio 2. No eixo das
abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 5 mutacdes analisadas neste plex 24. Na

Figura B encontra-se a legenda da figura A, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura A.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 5
mutacdes nas placas do Ensaio 2 (Anexo 47), constatou-se que apenas numa das mutacoes, a
extensdo foi insuficiente, em sintonia com a baixa significancia estatistica do genétipo obtido.
Esta mutacao CM52 (posi¢ao n° 1 na Figura 6.68) no gene MYBPC3 ao ser transferida do plex
3, pssou a apresentar um gendétipo moderado (B), um valor de extensdo elevado, cerca de 10,
contudo apresenta um valor de SNR baixo, cerca de 4, necessitanto de uma futura

optimizacao em relacao a este valor.

Plex 25

O plex 25 € constituido por 4 conjuntos de primers alocados do plex 4 e ao analisar
os valores de SNR dos conjuntos de primers das placas do Ensaio 2 (Figura 6.69A e 6.69B),
constatou-se que existe apenas 2 conjuntos de primers com um valor de SNR inferior a 45%
do valor méximo de SNR, mesmo tendo sido realocado num novo plex. Estas muta¢des foram
alocadas para este plex provenientes do plex4, porque ndo se encontravam optimizadas e
mesno ao serem testadas num menor nimero de primers neste plex, continuam a necessitar de
optimizacao.

Ensaio 2 - Placa 5§

m MYBPC3_CD11 (1)
MYBPC3_CDI10(2)

B MYBPC3_CM91(3)

B TCAP CM361(4)

1 1 3 4
Plex 25

Figura 6.69 — Figura A eB - Primer Adjustment Report para o plex 25 da Placa 5 do Ensaio 2. No eixo das
abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 4 mutagdes analisadas neste plex 25. Na

Figura B encontra-se a legenda da figura A, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura A.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 3
mutagdes nas placas do Ensaio 2 (Anexo 49), constatou-se que em 3 das mutacdes, a extensao
foi insuficiente, em sintonia com a baixa significancia estatistica do genétipo obtido. A

mutacdo CD10 (posi¢do n° 2 na Figura 6.69) no gene MYBPC3 apesar de apresentar um valor
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de SNR elevado de 12, o seu valor de extensao € baixo, de 1,4 e o gendtipo ndo consegue ser
identificado (sem alelos — N). Apesar da mutacdo CM361 (posi¢do n° 4 na Figura 6.69) no
gene TCAP possuir um valor de extensdo aceitdvel, de 4, ndo possui um gendtipo identificado
(sem alelos — N) nem um valor de SNR aceitavel, tendo um valor de 4. Por outro lado, a
mutacdo CM91 (posicdo n° 3 na Figura 6.69) no gene MYBPC3 possui um genétipo de baixa
probabilidade (D), apesar de apresentar um valor de SNR elevado e um valor de extensao

aceitdvel, de 2. Estas 3 mutacdes continuam a necessitar e optimizacao.

Plex 26

O plex 26 ¢ constituido por 7 conjuntos de primers na placa 3 e por 9 conjuntos de
primers nas placas 5, 6, 9 e 10 alocados dos plexes 6, 8 € 9. Ao analisar os valores de SNR
dos conjuntos de primers da placa 3 do Ensaio 2 (Figura 6.70A e 6.70B), verificou-se que
existem 4 conjuntos de primers com um valor de SNR inferior a 45% do valor maximo de
SNR, mesmo realocados neste plex. As mutacdoes H4 (posi¢ao n° 4 na Figura 6.70) no gene
MYH7 e CM213 (posi¢ao n° 7 na Figura 6.70) no gene TNNT2 apesar de possuirem um
gendtipo conservativo (A), possuem um valor de SNR reduzido, de 1 e um valor de extensao
baixo, de 2,0. As outras duas mutagcdes CM414 (posi¢dao n° 5 na Figura 6.70) no gene MYL3 e
CM417 (posi¢ao n° 6 na Figura 6.70) no gene PRKAG?2 apesar de apresentarem um gendétipo
moderado (B), possuem um valor de SNR baixo, de 0 e 3, respectivamente e um valor de

extensao reduzido.

Ensaio 2 - Placa 3
16

u W JPH2_CM240(1)
1 MYBPC3_CM196(2)
g0 W MYH7_CM199(3)
W MYH7 H4(4)

W MYL3_CM140(5)
PRKAG2_CM157(6)
B TNNT2_CM213(7)

o - ]

1 F] 3 4 5 6

Plex 26
Figura 6.70 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 26 da Placa 2 do Ensaio 2. No eixo das
abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 7 mutacdes analisadas neste plex 26. Na

Figura B encontra-se a legenda da figura A, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura A.

Em relacdo as placas 5, 6, 9 e 10, cada uma com 9 conjuntos de primers alocados dos
plexes 6, 8,9, 12 e 14 ao verificar os valores de SNR das placas do Ensaio 2 (Figura 6.70A e
6.70B), constatou-se que existem 2 conjuntos de primers a apresentar um valor de SNR

inferior a 45% do valor maximo de SNR, mesmo realocados neste plex com um genotipo de
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baixa probabilidade (D) e um valor de extensdo também baixa, cerca de 1,2, correspondendo
as CM425 (posi¢ao n° 2 na Figura 6.70) no gene MYBPC3 niao apresenta gen6tipo (sem alelos
— N), enquanto a CM418 (posi¢do n° 5 na Figura 6.70) no gene MYH?7 apresenta um genotipo
de baixa probabilidade (D).

io? -
40 Ensaio 2 - Placa 6
35

30

B JPH2_CM240(1)
MYBPC3_CM300(2)
B MYBPC3_CMI196(3)
B MYH7 CM322(4)
B MYH7_CM199(35)
MYH7_H4 (6)
B MYL3 CM140(7)
B PRKAG2_CM137(8)
B TNNT2 CM213(9)

Figura 6.70 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 26 da Placa 6 do Ensaio 2. No cixo das
abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 9 mutacdes analisadas neste plex 26. Na

Figura B encontra-se a legenda da figura A, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura A.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 9
mutacdes nas placas do Ensaio 2 (Anexo 51), constatou-se que além destas 2 mutagdes, ainda
existe mais uma mutacdo CM322 (posi¢ao n° 4 na Figura 6.70) no gene MYH7 que nao
apresenta genotipo identificado (sem alelos — N) e que tanto o valor de SNR como de
extensdo sdo nulos. Apesar de algumas destas mutacdes apresentarem um SNR elevado, é
necessario ter em conta o seu valor de extensao, bem como o genétipo atribuido a cada uma

das mutagdes, necessitando de optimiacdo a este nivel.

Plex 27

O plex 27 é constituido apenas por 2 conjuntos de primers, provenientes do plex 26 e
ao analisar os valores de SNR dos conjuntos de primers das placas do Ensaio 2 (Figura 6.71A
e 6.71B), constatou-se que apenas um conjunto de primers apresenta valores de SNR

inferiores a 45% do valor maximo de SNR, mesmo realocado num novo plex.

Enszaio 2 - Placa 5

B MYBPC3_CM300(1)
MYH7_CM322(2)

Plex27 =
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Figura 6.71 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 27 da Placa 5 do Ensaio 2. No eixo das
abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 2 mutacdes analisadas neste plex 27. Na

Figura B encontra-se a legenda da figura A, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura A.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 2
mutacdes nas placas do Ensaio 2 (Anexo 53), constatou-se que apenas numa das mutagdes, a
extensao foi insuficiente, em sintonia com a baixa significancia estatistica do genétipo obtido.
A mutagdo CM322 (posi¢do n° 2 na Figura 6.71) no gene MYH7 apesar de apresentar um
valor e SNR nulo em quase todas as placas, apresenta um valor de extensdo bastante aceitdvel,
de 30 e um gendtipo atribuido de conservativo (A). Esta mutacio s6 necessitard de uma futura
optimizacdo em relacdo ao seu valor de SNR, dado que os outros dois parametros estdao

optimizados.

Plex 28

O plex 28 € constituido por 6 conjuntos de primers alocados de outro plexes 6, 7, 14
e 19 e ao analisar os valores de SNR dos conjuntos de primers das placas do Ensaio 2 (Figura
6.72A e 6.72B), verificou-se que apenas um conjunto de primers apresenta um valor de SNR

reduzido numa tnica placa.

Ensaio 2 - Placa 6
B0

70
&0
50
w49
30 |
20
10

MYBPC3_CMI165(1)
MYBPC3_CS22(2)
MYH7_CM330(3)
MYL2_CMI184 (4)
TNNI3_CM386(5)

1 TNNT2_CM145 (6)

3 4
Plex 28
Figura 6.72 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 28 da Placa 6 do Ensaio 2. No eixo das
abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 6 mutacdes analisadas neste plex 28. Na

Figura B encontra-se a legenda da figura A, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura A.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 6
mutacdes nas placas do Ensaio 2 (Anexo 55), constatou-se que apenas um das mutagcdes numa
unica placa, a extensdo foi insuficiente, em sintonia com a baixa significancia estatistica do
genotipo obtido. A mutacdo CM184 (posi¢do n° 4 na Figura 6.72) no gene MYL2 apesar de
possuir um genotipo conservativo (A), apresenta um valor de extensdo de 1,5 e um valor de

SNR nulo numa tnica placa. Tendo em conta que estas mutacdes nao funcionaram no Ensaio
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1 e aquando a optimizacdo por parte do operador, ao serem alocadas para este plex, tiveram
uma melhoria substancial em relagdo os trés parametros analisados, somente uma das

mutacdes necessita de optimizagao futura.

Plex 29

O plex 29 € constituido apenas por um conjunto de primers alocado do plex 19 e ao
analisar o valor de SNR do seu conjunto de primers das placas no Ensaio 2 (Anexo 57),
constatou-se que este conjunto de primers para a mutacdo CM389 no gene SLC25A4, apesar
de possuir um valor de extensdo aceitdvel, de 4, apresenta um valor de SNR de 2,4 e um
gendtipo de baixa probabilidade (D). Serd necessario uma optimizacdo futura em relagdo a

esta mutacao.

Plex 30

O plex 30 € constituido por 2 conjuntos de primers alocados dos plexes 12 e 16 e ao
analisar os valores de SNR dos conjuntos de primers das placas do Ensaio 2 (Figura 6.73A e
6.73B), constatou-se que ambos apresentam um valor de SNR elevado. Tendo em conta que
estas mutagdes ndo funcionando no Ensaio 1, ao serem realocadas num novo plex para o

Ensaio 2, passaram a apresentar um valor de SNR elevado.

Ensaio 2 - Placa 9

B MYH7_CM4281 (1)
TPM1_CM362 (2)

1 1

Flex 30

Figura 6.73 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 30 da Placa 9 do Ensaio 2. No eixo das
abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 2 muta¢des analisadas neste plex 30. Na

Figura B encontra-se a legenda da figura A, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura A.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 2
mutagdes nas placas do Ensaio 2 (Anexo 59), constatou-se que as duas mutacdoes CM436
(posicao n° 2 na Figura 6.73) no gene TPM1 e CM345 (posi¢ao n° 1 na Figura 6.73) no gene
MYH?7 além de apresentarem um valor de SNR elevado, possuem um gendtipo conservativo

(A) e moderado (B), com um valor de extensao elevado.
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Plex 31

O plex 31 € constituido por 2 conjuntos de primers alocados dos plexes 19 e 20 e ao
analisar os valores de SNR dos conjuntos de primers das placas do Ensaio 2 (Figura 6.74A e
6.74B), verificou-se que uma das mutacdes apresenta um valor de SNR inferior a 45% do
valor maximo de SNR, mesmo tendo sido realocada de outro plex.

Ensaio I - Placa 6

B MYBPC3_DB4(1)
TNNT2_CM391 (2)

L Plex 31 :

Figura 6.74 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 31 da Placa 6 do Ensaio 2. No eixo das
abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 2 muta¢des analisadas neste plex 31. Na

Figura B encontra-se a legenda da figura A, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura A.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 2
mutacdes nas placas do Ensaio 2 (Anexo 61), constatou-se que uma das mutacoes, a extensao
foi insuficiente, em sintonia com a baixa significancia estatistica do gen6tipo obtido. Apesar
desta alteracdo de posi¢do nos plexes, a mutagdo CM437 (posicao n° 2 na Figura 6.74) no
gene TNNT?2 continua a apresentar um gendtipo de baixa probabilidade (D) e um valor de

SNR reduzido e um valor de extensao também reduzido, cerca de 0,7.

Ao analisar os 31 plexes que constituem o Ensaio 2, constatou-se que apds a remoc¢ao
das 72 mutacdes, efectuada pelo operador aquando da optimizacido do Ensaio 1, ocorreu uma
reorganizacao no nimero de conjuntos de primers por plexes, em que alguns dos conjuntos de
primers removidos no Ensaio 1, formaram os plexes 22 a 31. No entanto, nem todas as
mutacdes foram reintroduzidas nos novos plexes pelo operador no ensaio 2. As mutagdes que
ndo foram reintroduzidas nos plexes 22 a 31 no Ensaio 2 estdo descritas na Tabela 6.5, tendo

sido removidas deste Ensaio.
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Tabela 6.5 — Lista de mutacées que foram retiradas dos 21 plexes do Ensaio 1, mas que niao foram

reintroduzidas nos plexes 22 a 31 no Ensaio 2

Mutacao Plex de origem
TNNI3 _CM6 plex 1
MYBPC3 CM18 plex 1
MYBPC3 CM3 plex 1
MYBPC3 CM394 plex 1
MYBPC3_CD6 plex 1
TPM1 CM20 plex 1
MYBPC3_CS4 plex 1
MYH7_CM7 plex 1
MYH7 CM42 plex 2
MYBPC3_CI3 plex 2
MYBPC3_CM47 plex?2
MYBPC3_CS6 plex 2
MYL2 CM65 plex 3
MYBPC3_CM61 plex 3
MYO6 CM71 plex 3
MYBPC3_CS10 plex 3
MYBPC3 _CM90 plex 4
MYH7 CM98 plex 4
MYBPC3_CS18 plex 5
MYBPC3 CM108 plex 5
MYBPC3_CM123 plex 5
TNNT2 CM124 plex 5
MYH7 CM161 plex 6
MYH7 CM163 plex 6
MYH7 CM161 plex 6
MYBPC3_CM170 plex 7
MYH7 CM175 plex 7
MYBPC3_CM204 plex 8
TNNT2_CM205 plex 8
MYBPC3_CD28 plex 9
MYBPC3_CI7 plex 11
MYL2_CM295 plex 12
TCAP_CM367 plex 17
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SLC25A4_CM389 plex 19

Ao avaliar cada um dos plexes, com base nos trés parametros analisados, o valor de
SNR, o valor de extensdo e o gendtipo atribuido a cada uma das mutacdes, verificou-se que ao
reduzir o ndmero de conjuntos de primers por plex, ocorreu uma melhoria significativa na
maioria dos plexes nestes parametros. Os plexes 1, 2, 4, 5, 7, 8, 10,17, 18, 19, 20 obtiveram
uma melhoria significativa em relacdo ao nimero de conjuntos de primers por optimizar,
necessitando unicamente de uns ajustes sobre quais as mutacdes que deveriam ser retiradas
futuramente. Nos restantes plexes 3, 6, 9,11, 12, 13, 14, 15 e 16, apesar de também ter
ocorrido a remo¢do de um nimero de conjuntos de primers, constatou-se que ndo ocorreu
nenhuma melhoria significativa quanto ao valor de SNR, valor de extensdo e ao genotipo
atribuido a cada uma das mutagdes que os constituem, necessitando de uma optimizacdo do
plexno seu todo. Em relacdo as mutagdes alocadas nos plexes 22 a 31, ocorreu uma melhoria
significativa na optimiza¢ao da maioria das mutacdes, visto que estas foram organizadas num
plex com um menor nimero de conjuntos de primers e assim o seu valor de SNR, valor de

extensdo e o genotipo atribuido melhorou substancialmente.

6.2.5 Ensaio 3

De forma a se poder correctamente optimizar e validar esta técnica para o
diagnéstico genético da MH, € necessdrio que todas as 541 mutagdes estejam incluidas nos
varios plexes. Como isto foi constantado nao ter acontecido durante a andlise do Ensaio 2 e
como muitas das mutacdes ndo melhoraram pela realocacdo num plex distinto, decidiu-se
neste Ensaio 3, voltar a colocar todas as mutagdes nos plexes de origem, mantendo igualmente
as mutacoes descritas no Ensaio 2 nos plexes 21 a 31.

Por existir ainda um ntmero considerdvel de conjuntos de primers a apresentarem
valores inesperados, quanto ao seu valor de SNR, de extensdo e mesmo ao genétipo atribuido
a cada uma das mutagdes, foram igualmente realocados 37 conjuntos de primers, provenientes
de varios plexes. Estes foram reagrupados em 4 novos plexes (plexes 32, 33, 34 e 35),
perfazendo um total de 35 plexes, sendo testadas em 9 placas (Placas 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17, 18 e 19), com o objectivo de optimizar o maior nimero de mutagdes.

Na Tabela 6.6 encontram-se listados os conjuntos de primers que foram alterados de
posicdo dentro dos plexes, tendo ocorrido a reorganizacdo da placa, de modo a tentar

optimizar as reacc¢des de extensdo das 541 mutagdes. Estes conjuntos de primers permitem a
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amplificacdo de regides especificas dos genes MYBPC3, MYH7, TNNI3, TNNT2, PRKAG?2,
TPMI1, MYL2, TCAP e MYO6. Os restantes primers que amplificam as regides especificas dos

outros genes, mantiveram-se inalterados na sua localizag@o dentro de cada plex.

Tabela 6.6 — Lista dos conjuntos de primers removidos apos analise do Ensaio 2, constituido por 31 plexes

para o Ensaio 2, constituido por 35 plexes.

Mutacao Ensaio 2 Ensaio 3
TNNI3_CM6 plex 1 plex 32
MYH7_CM7 plex 1 plex 34

PRKAG2_CII plex 1 plex 32
MYBPC3_CS4 plex 1 plex 33
TPMI1_CM20 plex 1 plex 32
MYH7_CM42 plex 2 plex 33
MYL2_CM65 plex 3 plex 32
MYH7_CM68 plex 3 plex 32
MYH7_CM72 plex 3 plex 33
MYH7_CM89 plex 4 plex 33
MYBPC3_CM90 plex 4 plex 32
MYH7_CM98 plex 4 plex 35
MYBPC3_CM108 plex 5 plex 35
MYBPC3_CM123 plex 5 plex 33
TNNT2_CM124 plex 5 plex 32
MYBPC3_CS18 plex 5 plex 34
MYH7_CM141 plex 6 plex 32
MYH7 _CM161 plex 6 plex 32
MYH7_CM163 plex 6 plex 33
MYBPC3_CM170 plex7 plex 32
MYH7_CM175 plex 7 plex 32
MYBPC3_CM204 plex 8 plex 33
MYBPC3_CD28 plex 9 plex 34
MYBPC3_DBI plex 9 plex 35
MYBPC3_DB2 plex 10 plex 33
MYL2_CM295 plex 12 plex 34
MYBPC3_DB3 plex 13 plex 36
TCAP_CM367 plex 17 plex 33
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MYBPC3_CM393 plex 22 plex 34
MYBPC3_CM394 plex 22 plex 32
MYBPC3_CD47 plex 22 plex 32
MYBPC3_CM395 plex 22 plex 32
MYBPC3_CS41 plex 23 plex 32
MYBPC3_Cli1 plex 23 plex 34
MYBPC3_CM402 plex 23 plex 34
MYBPC3_CM405 plex 24 plex 34
MYO6_CM71 plex 24 plex 35

A Figura 6.75 representa o novo desenho do Spectrochip para o Ensaio 3, ja com a
reorganizacdo para os 35 plexes. Também nestas placas, os plexes foram distribuidos por
colunas e identificados pela numeracdo (1 a 35) (cada um com a respectiva coloracdo). Em
cada placa foram testados 10 amostras de DNA, distribuidas por linhas (linhas B a P), de
modo a serem testadas para todos os plexes. Na primeira linha de cada placa (linha A) foi
adicionado um controlo negativo de reaccdo, dgua bi-destilada estéril. Uma das amostras de
DNA utilizada (linha B) correspondia a uma amostra utilizada como controlo negativo de

mutacdes (amostra genotipada por sequenciacdo e sem mutagdes associadas a MH).

[ s 6 2 £ 4 101 11 [ U A - S - I L T R T L
4 H 6 i 8 13 14 15 16 17 18 23 24
4 $ L] 7 8 12 13 14 1% 16 17 18 22 23 4
4 $ 6 7 ] 12 13 14 15 16 17 18 22 23 4
4 $ 6 7 13 14 1% 16 17 18 23 4

- - 1 [1 7 i J el 15 (1 17 PE]
4 $ [3 7 13 14 1% 16 17 18 23 M
4 $ 6 7 13 14 1% 16 17 18 23 4
4 $ 6 7 13 14 15 16 17 18 23 24
4 s 6 7 13 | 14 115 | 16 | 17 | 18 3 | M
| 4 S 6 7 12 3 14 15 16 17 18 22 3 4
- 4 S 7 113 7 3 24
30 | 3 33 | M 2% | 27 30 | 31 33 | M T
[ 30 | 31 33 | M 26 | 27 [ 30 | 31 33 | M | 2 | 31 a1
a 31 4 27 a 31 4 27 1

n 31 bl 27 n 31 M
31 33 M 26 27 31 33 M4 M

Figura 6.75 — Organizacio da placa de iPLEX MassARRAY com 35 plexes no Ensaio 3. Os plexes foram
distribuidos por colunas, sendo identificados pela numeragdo (1 a 35) e pela respectiva coloracio e as amostras
de DNA distribuidas por linhas (linhas B a P). Na linha B encontra-se uma amostra de DNA sem mutacdes e na

linha A encontra-se a amostra de controlo negativo (dgua bi-destilada estéril).

Da mesma forma que nos Ensaios 1 e 2, a andlise das reaccdes de amplificacdo e
extensdo, de cada um dos conjuntos de primers relativos as 541 mutagdes e o porqué de terem
sido retiradas mutacdes em varios plexes, foi realizada com base nos relatérios Primer

Adjustment Report e Plate Result Report. Este primeiro relatério tem em conta a relagdao
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inversamente proporcional entre a massa de cada analito e o seu valor de SNR. Idealmente, os
valores de SNR de todos os primers devem ser ajustados a valores equivalentes para garantir
0 sucesso na reac¢do de extensdo da mutacdo. Na mesma andlise, foi utilizado o relatério
Plate Result Report que fornece a descricdo pormenorizada dos resultados de genotipagem,
tendo em conta uma classificagdo baseada na significancia estatistica do alelo identificado (A
— conservativo; B- Moderado; C- Agressivo; N- sem alelo; D- baixa probabilidade; E- user

call). Idealmente os resultados deveriam ser A ou B.

Plex 1

O plex 1 é constituido por 31 conjuntos de primers, dado que foram realocados para
outros plexes, 6 conjuntos de primers. Ao analisar os valores de SNR dos conjuntos de
primers das placas do Ensaio 3 (Figura 6.76A e 6.76B), constatou-se que ainda existem

alguns conjuntos de primers com um valor de SNR inferior a 45% do valor mdximo de SNR

MYBPC3_CMI1 §(12)

— — — - MYBPC3_CMS5 (13)
123 4367 SQI0NLI2134ISISITISEIONIIDNMITI6ITIEIRI0 3]

A e B MYBPC3_CMI17(14)

MYBPC3_CMI6(15)

B MYBPC3_CM3 (16)

TNNI3_CMI0 (28)
TNNT2_CMI1 (29)
TNNT2_CM1 (30)
TPM1_CM19 (31)

no plex.
B ACTC1_CMI13(1) MYBPC3_C83(17)
ACTC1_CM14(2) B MYBPC3 _CS1(18)
B MICYB_GI(3) MYBPC3_CS82(19)
Ensaio 3 - Placa 11 B MTTG_T14) B MYH6_CMI15 (20)
- B MTTI_Al(3) B MYH7_CD5(21)
= N MYBPC3 _CD1(6) B MYH7_CMI2(22
ol B MYBPC3 _CD4(7) MYH7 CM2(23)
g 20 B MYBPC3 CD6(8) B MYH7 CMS8(24)
Z 16 B MYBPC3_CD3(9) MYH7_CM4 (23)
12 B MYBPC3 CD2(10) M MYH7_HI1(26)
— B MYBPC3 CI2(11) B PREKAGZ_CM9(27)
Il
1]
5|

Figura 6.76 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 1 da Placa 11 do Ensaio 3. No eixo das
abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 31 mutacdes analisadas neste plex 1. Na

Figura B encontra-se a legenda da figura A, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura A.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 31
mutagdes nas placas do Ensaio 3 (Anexo 2), constatou-se que em 4 das mutagdes, a extensao
foi insuficiente em todas as placas do Ensaio 3, em sintonia com a baixa significancia
estatistica do genétipo obtido. Por exemplo, a mutacdao T1 (posicdo n° 4 na Figura 6.76) para
o gene MTTG possui um gendtipo de baixa probabilidade (D) e um valor de extensdo e SNR

de 0,6 e 2, respectivamente. Enquanto as mutacdes CD6, CMS e CM17 (posicao n° 8, n° 13 e

132

Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias, Faculdade de Engenharia e Ciéncias Naturais



Helena Oliveira e Tecnologia de iPLEX MassARRAY aplicada ao diagndstico de Miocardiopatia Hipertréfica

n° 14 na Figura 6.76) no gene MYBPC3 possuem um genotipo conservativo (A), o seu valor
de SNR e de extensao continua reduzido, cerca de 2 e 3 e 1,5 a 2,0, respectivamente, mesmo
com a optimizagdo realizada no Ensaio 2. Por outro lado, também existem mutagdes que
apresentam um valor de SNR inferior a 45% do valor maximo de SNR, apenas em algumas
placas do ensaio. Por exemplo, as mutagcdes CM13 (posi¢ao n° 1 na Figura 6.76) no gene
ACTCI e CM18 (posicao n° 12 na Figura 6.76) no gene MYBPC3 apesar de ndo possuem
gendtipo identificado (sem alelos — N), o valor de SNR e de extensdao melhorou de 3 e 0 para
5 e 6, respectivamente em relagdo ao Ensaio 2, bem como os valores de extensdo. Tanto a
mutacdo Al (posicdo n° 5 na Figura 6.76) no gene MTTI como a CM14 (posicdo n° 2 na
Figura 6.76) no gene ACTC1 apresentam uma melhoria no valor de SNR de O e 2 para6 e 7,
respectivamente, como o valor de extensao nas duas de 0,3 para 1,4, respectivamente, contudo
apresentam um genoétipo de baixa probabilidade (D). Por outro lado, a mutagdo G1 (posicdo
n° 3 na Figura 6.76) no gene MTCYB continua a apresentar um genotipo conservativo (A), um
valor de SNR de 6 e um valor de extensao de 2,0.

Apesar de algumas mutagdes em algumas placas, apresentarem um valor de SNR
inferior a 45% do valor mdximo de SNR, mas com um gendtipo conservativo (A), isto pode
significar que pode ter ocorrido algum erro na pipetagem, dado que sdo realizadas
manualmente e que as concentracoes dos primers sdo ao nivel do nanomolar e uma
manipulacdo nesta escala, influencia o ensaio. Ao avaliar a optimizacao realizada neste plex,
concluiu-se que existem somente 9 em 31 conjuntos de primers por optimizar, tendo em conta
os parametros base, o valor de SNR, o valor de extensdo e o genétipo atribuido a cada

mutacdo.

Plex 2

O plex 2 é constituido por 36 conjuntos de primers, tendo sido apenas realocado um
conjunto de primers para outro plex. Ao analisar os valores de SNR dos conjuntos de primers
das placados do Ensaio 3 (Figura 6.77A e 6.77B), constatou-se que existem alguns conjuntos

de primers a apresentar um valor de SNR inferior a 45% do valor maximo de SNR no plex.
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B ACTAL CM27(1) MYH7_CM30(19)

COX15_CM24(2) B MYH7_CM43(20)
M MYBPC3 CI3 (3) B MYH7 CM49(21)
Ensaio 3 - Placa 15 B MYBPC3_CM47 (4) B NMYH7_CM39(22
B MYBPC3_CM38(5) MYH7_CM31(23)
MYBPC3_CM41 (6) B MYL2_CS7(24)
B MYBPC3_CM33 (7) MYL3_CM48 (25)
B MYBPC3_CS8 (8) B MYOZ2_CM40(26)
B MYBPC3_CS5(9) B PREAG2_CM44(27)
B MYBPC3_CS6 (10) B PREAG2_CM35(28)
B MYH7_CM34(11) TNNI3_CM25(39)
MYH7_CM45(12) B TNNI3_CM26(30)
MYH7_CM23(13) B TNNT2_CM37(31)
B MYH7_CM29(14) B TNNT2_CM28(32)
O T T £7 € 510017 1T 14 TF 6 1718 19202122 1928 28 262720 18 3077 1250 04 19 38 MYH7_CM32 Elj} B TNNT2_CM22 (33)
A Plax 2 m MYH7_CM46(16) B TNNT2_CM50(34)
MYH7_CM36(17) TNNT2_CS9 (33)
m MYH7_CM21(18) VCL_CM51 (36)

Figura 6.77 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 2 da Placa 15 do Ensaio 3. No eixo das
abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 36 mutagdes analisadas neste plex 2. Na

Figura B encontra-se a legenda da figura A, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura A.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 36
mutacdes nas placas do Ensaio 3 (Anexo 4), constatou-se que em apenas numa das mutacoes,
a extensdo foi insuficiente em todas as placas do Ensaio 3, em sintonia com a baixa
significancia estatistica do genétipo obtido. A mutagdo CM37 (posi¢do n° 31 na Figura 6.77)
no gene TNNT2, continua a apresentar um valor de SNR de 0 e um valor de extensdo de 0,8,
enquanto o genétipo atribuido continua a ser de baixa probabilidade (D). Por outro lado,
também existem mutacdes que apresentam um valor de SNR inferior a 45% do valor maximo
de SNR, apenas em algumas placas do ensaio. As mutacdes CM49 (posi¢do n° 21 na Figura
6.84) no gene MYH7, CM34 (posicdo n° 11 na Figura 6.77) no gene MYH7, CM24 (posi¢do n°
2 na Figura 6.77) no gene COX15, ndo apresentam um gendtipo identificado (sem alelos — N),
em que o valor de SNR e o de extensao manteve-se entre 5 e 6 e 0,9 e 0,5, respectivamente
aquando a optimizac¢ao do ensaio. As mutagdes CM46 (posi¢ao n° 16 na Figura 6.77) no gene
MYH?7 e CM51 (posicao n° 36 na Figura 6.77) no gene VCL apesar de possuirem um genotipo
de baixa probabilidade (D), apresentaram melhorias as duas mutacbes com oS mesmos
valores, em relacdo ao valor de SNR e de extensdo de O para 4 e de 0,1 para 1,3,
respectivamente. Apesar das mutacdes CM33 (posicdo n° 7 na Figura 6.77), CM38 (posi¢ao
n° 5 na Figura 6.77), CS8 (posic¢ao n° 8 na Figura 6.77) e CI3 (posi¢do n° 3 na Figura 6.77) no
gene MYBPC3; CM32 (posi¢do n° 15 na Figura 6.77) no gene MYH?7 apresentam melhorias
quanto ao genétipo atribuiso de conservativo (A) e ao valor de SNR que varia, entre os 4 e os

11, mas os de extensdo continuam reduzidos. Apesar de algumas mutagdes em algumas
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placas, apresentarem um genétipo conservativo e depois um valor de SNR inferior a 45% do
valor méximo de SNR, isto pode indicar que pode ter ocorrido algum erro na pipetagem, dado
que sdo realizadas manualmente e que as concentracdoes dos primers sdo ao nivel do
nanomolar e uma manipulacdo nesta escala, influéncia o ensaio. Ao avaliar a optimizacao
realizada neste plex, concluiu-seque existem somente 11 em 36 conjuntos de primers por
optimizar, tendo em conta os parametros base, o valor de SNR, o valor de extensao e o
gendtipo atribuido a cada mutagdo. Para uma estratégia de optimizacdo futura, é necessario
considerar outros factores, para além do facto de as reaccdes serem realizadas em multiplex
com um maior ou menor nimero de conjuntos de primers. Neste caso, serd necessario ajustar

a concentracao destes de acordo com a sua massa ou redesenhd-los.

Plex 3

O plex 3 é constituido por 34 conjuntos de primers, em que 3 conjuntos de primers
foram transferidos de posi¢do para outros plexes. Ao analisar os valores de SNR dos
conjuntos de primers das placas (Figura 6.78A e 6.78B) do Ensaio 3, constatou-se que

existem 21 conjuntos de primers apresenta um valor de SNR inferior a 45% do valor maximo

do SNR no plex.

M ACTC1_CMS0(1) B \yH7_CM62(18)
MYBPC3_CM63 (2) MYH7_CM58(19)
B MYBPC3 D8 (3) B \vHT CM54(20)
Ensaio 3-Placa 1l B MYBPC3_CD7(4) - MYH7_CM55(21)
28 B MYBPC3_CM75(5) W \vH7 CM51(22
-4 MYBPC3_CM61 (6) MYH7_CM67(23)
5 Bl MYBPC3_CMT7(7) B \YHT CM56(24)
B MYBPC3_CMS53 (8) MYH7_CM409 (25}
416 B MYBPC3_CMS52 (9) B \YHT CM79(26)
iy B MYBPC3_CMS57 (10) W \MYL2 CM76(27)
W MYBPC3_CMT74 (11} M \MYO6_CM71(28)
8 MYBPC3_C510(12) PRKAG2_CM78(29)
) MYBPC3_CS11 (13) B TCAP_CMG69 (30)
W MYBPC3_CS12 (14) B TNNI3_CM73(31)
e e e B S W B B SR A 05 MYH7_CM60(15) B TNNT2_CM64(32)
A Plex 3 W MYH7_CM59(16) B TNNT2_CM66(33)
MYH7_CM70(17) B TTN_CMS81 (34)
B

Figura 6.78 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 3 da Placa 15 do Ensaio 3. No eixo das
abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 34 mutagdes analisadas neste plex 3. Na

Figura B encontra-se a legenda da figura A, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura A.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 34
mutacdes nas placas do Ensaio 3 (Anexo 6), constatou-se que em todas as placas, existem um
elevado ndmero de conjuntos de primers, cerca de 21 com um valor de SNR inferior a 45%

do valor maximo de SNR, acompanhado com um valor de extensdo nulo e sem gendétipo
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identificado na maioria das mutagdes. Apesar da optimizacdo realizada neste plex nao ter
resultado, dado que continua a existir um elevado nimero de conjuntos de primers a
necessitar de optimizacdo, para uma estratégia de optimizacdo futura, € necessario considerar
outros factores, para além do facto de as reac¢des serem realizadas em multiplex com um
maior ou menor nimero de conjuntos de primers. Neste caso, serd necessdrio ajustar a

concentracdo destes de acordo com a sua massa ou redesenhé-los.

Plex 4

O plex 4 ¢é constituido por 34 conjuntos de primers, em que 3 conjuntos de primers
foram realocados para outros plexes. Ao analisar os valores de SNR dos conjuntos de primers
das placas do Ensaio 3 (Figura 6.79A e 6.79B), constatou-se que existem alguns conjuntos de

primers a apresentar um valor de SNR inferior a 45% do valor mdximo de SNR.

ACTC1_CMS6 (1)
CASQ2_CMI101(2)
LAMP2_CD13(3)
MICYB_G2 (4)

B MYBPC3 CM91(18)
MYBPC3_CM93 (19)

B MYBPC3_CS16(20)

B MYBPC3_CS15(21)

MYBPC3_CDI12(5) @ MYBPC3_CS13 (22
MYBPC3_CDI11(6) MYBPC3_CS14 (23)
MYBPC3_CD17(7) @ MYH7_CMS5(24)
]

o

8]

]

]

Ensaio 3 - Placa 16

MYBPC3_CD14(8) MYH7_CMS2 (25)
MYBPC3_CD16(9) MYH7_CM103 (26)
MYBPC3_CD15(10) MYH7_CM94 (27)
MYBPC3 CD10(11) MYH7 CM92 (28)
MYBPC3_CD9(12) MYH7_CMS87(29)
MYBPC3_CI4 (13) MYH7_CM102 (30)
MYBPC3 CMS8(14) » MYH7 CMI100(31)
Plex4 MYBPC3_CM99(15) m TCAP CMS4(32)
m MYBPC3_CM83(16) g TNNI3_CMY7(33)
MYBPC3_CM95(17) g TNNT2_CM96 (34)

SNR
O = N oW Bk GO = @

B
Figura 6.79 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 4 da Placa 16 do Ensaio 3. No eixo das
abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 34 mutacdes analisadas neste plex 4. Na

Figura B encontra-se a legenda da figura A, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura A.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 34
mutacdes nas placas do Ensaio 3 (Anexo 8), constatou-se que em 8 das mutacoes, a extensao
foi insuficiente em todas as placas do Ensaio 3, em sintonia com a baixa significancia
estatistica do gendtipo obtido. Por exemplo, as mutacdes CM101 (posicdo n° 2 na Figura
6.86) no gene CASQ2 e CD9 (posi¢do n° 12 na Figura 6.79) no gene MYBPC3, apesar de
apresentarem uma melhoria no valor de SNR de 1 e 5 para 12 e 6, respectivamente, o valor de
extensdo € de 0,4 e 0,3 respectivamente e o gendtipo atribuido para ambas as mutacdes é de
baixa probabilidade (D). A mutacio CM97 (posi¢do n° 33 na Figura 6.79) no gene TNNI3

apresenta uma melhoria no valor de SNR de 2 para 10, contudo o valor de extensdo e de 0,7,
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apresentando apresenta um genétipo agressivo (C). Por outro lado, as mutacdes CS16
(posicao n° 20 na Figura 6.79) no gene MYBPC3; CM82 (posicdo n° 25 na Figura 6.79) e
CM100 (posi¢ao n°® 31 na Figura 6.79) no gene MYH7 e CM96 (posicao n° 34 na Figura 6.79)
no gene TNNT?2 além de ndo apresentam genétipo (sem alelos — N), tanto os valores de SNR
como os de extensdo pioraram, entre 3 e 8 para 0 e 3 e 0,6 para 0,4, respectivamente. Por
dltimo, a mutacdo CM88 (posicdo n° 14 na Figura 6.79) no gene MYBPC3 apesar possuir um
genotipo moderado (B), os valores de SNR e de extensdo pioraram para valores nulos. Apesar
desta mutacdo apresentar um genétipo moderado, continua a apresentar um valor de SNR
inferior a 45% do valor méximo do plex, podendo ter ocorrido algum erro na pipetagem, dado
que sao realizadas manualmente e que as concentracdes dos primers sdo ao nivel do
nanomolar e uma manipulacdo nesta escala, influéncia o ensaio. Ao avaliar a optimizacio
realizada neste plex, concluiu-seque existem somente 8 em 34 conjuntos de primers por
optimizar, tendo em conta os parametros base, o valor de SNR, o valor de extensdo e o
genotipo atribuido a cada mutagdo. Para uma estratégia de optimizacdo futura, é necessario
considerar outros factores, para além do facto de as reaccdes serem realizadas em multiplex
com um maior ou menor nimero de conjuntos de primers. Neste caso, serd necessario ajustar

a concentracao destes de acordo com a sua massa ou redesenhd-los.

Plex 5

O plex 5 € constituido por 33 conjuntos de primers e com o objectivo de optimiz4-lo,
4 conjuntos de primers foram realocados para outros plexes. Ao analisar os valores de SNR
dos conjuntos de primers das placas (Figura 6.80A e 6.80B), verificou-se que existem alguns
conjuntos de primers a apresentar um valor de SNR inferior a 45% do valor maximo de SNR

no plex.
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Figura 6.80 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 5 da Placa 19 do Ensaio 3. No eixo das
abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 33 mutagdes analisadas neste plex 5. Na

Figura B encontra-se a legenda da figura A, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura A.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 33
mutagdes nas placas do Ensaio 3 (Anexo 10), constatou-se que em 9 das mutagdes, a extensao
foi insuficiente nas placas 11 e 19 (sdo as tnicas possiveis de analisar) do Ensaio 3, em
sintonia com a baixa significincia estatistica do genétipo obtido. Nas placas 12, 13, 14, 15,
16, 17 e 18 existe um elevado nimero de conjuntos de primers com um valor de SNR inferior
a 45% do valor maximo de SNR. Nenhuma das mutacdes CM115 (posicao n° 3 na Figura
6.80) no gene MYBPC3; CD19 (posicdo n° 10 na Figura 6.80), CM116 (posi¢do n° 12 na
Figura 6.80) no gene MYH7; CM118 (posicao n° 29 na Figura 6.80) no gene MYL3 e CM111
(posi¢dao n° 30 na Figura 6.80) no gene TNNCI ndo apresentam genétipo identificado (sem
alelos — N), o valor de SNR piorou, de valores entre 3 e 7 para 0 e 3, respectivamente e 0s
valores de extensdo continuam nulos. As mutacdes CM110 (posi¢ao n° 6 na Figura 6.80) e
CM134 (posi¢ao n° 7 na Figura 6.80) no gene MYBPC3 e CDI18 (posicdo n° 11 na Figura
6.87) e CM106 (posi¢ao n° 20 na Figura 6.80) no gene MYH7 possuem um genétipo de baixa
probabilidade (D), um valor de SNR baixo, entre 1 e 4 e valores de extensao nulos.

Por fim, existem 5 conjuntos de primers a apresentarem um gendtipo conservativo
(A), apenas na placa 19, referentes as mutacdes CM127 (posicao n° 8 na Figura 6.80) e CS17
(posi¢dao n° 9 na Figura 6.80) no gene MYBPC3; CM132 (posicao n° 23 na Figura 6.80),
CM131 (posicdo n° 26 na Figura 6.80) e H2 (posicao n° 27 na Figura 6.80) no gene MYH7.
Apesar de algumas mutagdes em algumas placas, apresentarem um gendtipo conservativo e
depois um valor de SNR inferior a 45% do valor maximo de SNR e um valor de extensdao
reduzido, isto pode indicar que pode ter ocorrido algum erro na pipetagem que tenha
influenciado o passo de extensdo, dado que a pipetagem ¢ realizada manualmente e como a
concentracdo dos primers é ao nivel do nanomolar, ao ocorrer uma diminui¢do da sua
concentracdo, o ensaio podera ficar inviabilizado.

Ao avaliar a optimizacdo realizada neste plex, concluiu-seque existem 14 em 33
conjuntos de primers por optimizar, tendo em conta os parametros base, o valor de SNR, o
valor de extensdo e o gendtipo atribuido a cada mutagdo. Para uma estratégia de optimizagao
futura, € necessario considerar outros factores, para além do facto de as reacgdes serem

realizadas em multiplex com um maior ou menor nimero de conjuntos de primers. Neste
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caso, serd necessdrio ajustar a concentragio destes de acordo com a sua massa ou redesenha-

los.

Plex 6

O plex 6 é constituido por 32 conjuntos de primers, sendo que 3 conjuntos de
primers foram realocados nos plexes. Ao analisar os valores de SNR dos conjuntos de primers
das placas no Ensaio 3 (Figura 6.81A e 6.81B), constatou-se que existem alguns conjuntos de

primers a apresentar um valor de SNR inferior a 45% do valor médximo de SNR no plex.

Ensaio 3 - Placa 16

A Plex
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B
Figura 6.81 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 6 da Placa 16 do Ensaio 3. No eixo das
abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 32 mutagdes analisadas neste plex 6. Na

Figura B encontra-se a legenda da figura A, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura A.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 32
mutagdes nas placas do Ensaio 3 (Anexo 12), constatou-se que em 5 das mutacdes, a extensao
foi insuficiente em praticamente todas as placas do Ensaio 3, em sintonia com a baixa
significancia estatistica do genétipo obtido. Por exemplo, as mutagdes CD20 (posicao n° 3 na
Figura 6.81) no gene MYBPC3 e CS19 (posi¢cdo n° 2 na Figura 6.81) no gene COXI15 ndo
possuem gendtipo identificado (sem alelos — N) e o valor do SNR € baixo, valores entre 2 e 4,
bem como os valores de extensdo. Enquanto as mutagdes CM151 (posi¢ao n° 10 na Figura
6.88) no gene MYBPC3 e CM136 (posi¢ao n° 6 na Figura 6.81) no gene MYBPC3 apresentam
um gendtipo de baixa probabilidade (D), bem como os valores de SNR de 2 e O,
respectivamente e os valores de extensdao nulos. A mutacdo CM154 (posi¢ao n® 25 na Figura
6.81) no gene MYL2 possui um gendtipo conservativo (A), mas um valor de SNR de 1 e um
valor de extensdo de 0,2. Existem mais 4 muta¢des que também apresentam um valor de SNR
inferior a 45% do valor mdximo de SNR, mas somente algumas placas do Ensaio e um valor

de extensdo entre 0,2 e 1,2. A mutacdo CM147 (posi¢ao n° 32 na Figura 6.81) no gene TPM 1
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possui um genétipo de baixa probabilidade (D), enquanto as mutagdes CM138 (posi¢ao n° 5
na Figura 6.81) e CS21 (posi¢do n° 14 na Figura 6.81) no gene MYBPC3; CM143 (posicao n°
23 na Figura 6.81) no gene MYH7 ndo apresentam genétipo identificado (sem alelos — N).
Apesar de algumas mutacOes apresentarem em algumas placas, gendtipos conservativos,
continuam a apresentar valores de SNR inferiores a 45% do valor maximo de SNR, podendo
isto indicar que pode ter ocorrido algum erro na pipetagem, dado que sdo realizadas
manualmente e que as concentragdes dos primers sdao ao nivel do nanomolar e uma
manipulacdo nesta escala, influéncia o ensaio. Ao avaliar a optimiza¢do realizada neste plex,
concluiu-se que existem 9 em 32 conjuntos de primers por optimizar, tendo em conta os
parametros base, o valor de SNR, o valor de extensdo e o gendtipo atribuido a cada mutagao.
Para uma estratégia de optimizagdo futura, € necessario considerar outros factores, para além
do facto de as reacc¢des serem realizadas em multiplex com um maior ou menor nimero de
conjuntos de primers. Neste caso, serd necessdrio ajustar a concentracao destes de acordo com

a sua massa ou redesenha-los.

Plex 7

O plex 7 é constituido por 31 conjuntos de primers, sendo que 2 conjuntos de
primers foram realocados para outro plex. Ao analisar os valores de SNR dos conjuntos de
primers das placas do Ensaio 3 (Figura 6.82A e 6.82B), verificou-se que existem alguns
conjuntos de primers a apresentar um valor de SNR inferior a 45% do valor maximo de SNR

no plex.

Ensaio 3 - Placa 14
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B
Figura 6.82 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 7 da Placa 14 do Ensaio 3. No eixo das
abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 30 mutagdes analisadas neste plex 7. Na

Figura B encontra-se a legenda da figura A, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura A.
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Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 31
mutagdes nas placas do Ensaio 3 (Anexo 14), constatou-se que em 2 das mutagdes, a extensao
foi insuficiente em todas as placas do Ensaio 3, em sintonia com a baixa significancia
estatistica do genétipo obtido. As mutacdes CD22 (posi¢do n° 1 na Figura 6.82) no gene
MYBPC3 e CM168 (posicao n° 10 na Figura 6.82) no gene MYH7 possuem um gendtipo de
baixa probabilidade (D) em todas as 9 placas do Ensaio e um valor nulo de SNR e de extensao
que se manteve contante ao longo dos ensaios. A mutagdo CM169 (posi¢do n° 5 na Figura
6.82) no gene MYBPC3 apresenta um valor de SNR de 0 e um valor de extensao reduzido em
apenas algumas das placas do ensaio, com um genétipo atribuido de baixa probabilidade (D),
enquanto as mutagdes CM188 (posi¢ao n° 14 na Figura 6.82) no gene MYH7 ¢ CMI185
(posi¢do n° 26 na Figura 6.82) no gene TNNI3 nao apresentam genétipo identificado (sem
alelos — N), apesar de ambas apresentarem um valor de SNR de 4.

Ao avaliar a optimizacdo realizada neste plex, concluiu-se que existem 5 em 31
conjuntos de primers por optimizar, tendo em conta os parametros base, o valor de SNR, o
valor de extensdo e o gendtipo atribuido a cada mutagdo. Para uma estratégia de optimizagao
futura, é necessdrio considerar outros factores, para além do facto de as reac¢Oes serem
realizadas em multiplex com um maior ou menor nimero de conjuntos de primers. Neste
caso, serd necessdrio ajustar a concentragio destes de acordo com a sua massa ou redesenha-

los.

Plex 8

O plex 8 ¢é constituido por 30 conjuntos de primers, em que apenas um conjunto de
primers foi realocado para outro plex. Ao analisar os valores de SNR dos conjuntos de
primers das placas do Ensaio 3 (Figura 6.83A e 6.83B), constatou-se que apenas existem
alguns conjuntos de primers com um valor de SNR inferior a 45% do valor mdximo de SNR

no plex.
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Ensaio 3 - Placa 13
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B
Figura 6.83 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 8 da Placa 13 do Ensaio 3. No eixo das
abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 30 mutacdes analisadas neste plex 8. Na

Figura B encontra-se a legenda da figura A, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura A.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 30
mutagdes nas placas do Ensaio 2 (Anexo 16), constatou-se que em 7 das mutagdes, a extensao
foi insuficiente, em sintonia com a baixa significancia estatistica do genétipo obtido, contudo
ndo existe nenhum conjunto de primers com um valor de SNR inferior a 45% do valor
maximo de SNR em todas as placas do ensaio. Existem algumas mutagdes com um valor de
SNR inferior a 45% do valor maximo de SNR em apenas algumas das placas do Ensaio. Por
exemplo, as mutagdes CM212 (posicao n° 27 na Figura 6.83) no gene TNNI3 e a mutacdo H4
(posi¢do n° 21 na Figura 6.83) no gene MYH7 possuem um genétipo de baixa probabilidade
(D) e um valor de SNR de 0 e 3, respectivamente e um valor de extensdao nulo. Por outro lado,
a mutacdo CM196 (posi¢ao n°® 8 na Figura 6.83) no gene MYBPC3 possui um valor de SNR
de 4, contudo ndo apresenta gendtipo identificado (sem alelos — N). A mutacao CS27 (posi¢ao
n° 23 na Figura 6.83) no gene MYL2 possui um genétipo agressivo (C), com um valor de SNR
de 4. Por outro lado, apesar das mutagcdes CD24 (posi¢cdo n° 6 na Figura 6.83) e CS26
(posi¢ao n° 11 na Figura 6.83) no gene MYBPC3 possuirem um genétipo conservativo (A) e
um valor de SNR aceitdvel de 5, apresentam valores de extensdo reduzidos, enquanto a
mutacdo CM209 (posi¢do n° 25 na Figura 6.83) no gene MYOZ2 um gen6tipo moderado (B),
com um valor de SNR mais baixo. Apesar destas mutagdes apresentarem um gendtipo
conservativo, mas com um valor de SNR inferior a 45% do valor mdximo de SNR, isto pode
indicar que tenha ocorrido algum erro na pipetagem, dado que sdo realizadas manualmente e
que as concentragdes dos primers sao ao nivel do nanomolar e uma manipulacio nesta escala,

infuencia o ensaio.
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Ao avaliar a optimizagdo realizada neste plex, concluiu-seque existem 7 em 30
conjuntos de primers por optimizar, tendo em conta os parametros base, o valor de SNR, o
valor de extensdo e o gendtipo atribuido a cada mutagdo. Para uma estratégia de optimizagao
futura, é necessdrio considerar outros factores, para além do facto de as reac¢Oes serem
realizadas em multiplex com um maior ou menor nimero de conjuntos de primers. Neste
caso, serda necessdrio ajustar a concentragio destes de acordo com a sua massa ou redesenha-

los.

Plex 9

O plex 9 é constituido por 30 conjuntos de primers, tendo sido realocados 2
conjuntos de primers para outro plex. Ao analisar os valores de SNR dos conjuntos de primers
das placas do Ensaio 3 (Figura 6.84A e 6.84B), constatou-se que existem alguns conjuntos de

primers apresentar um valor de SNR inferior a 45% do valor mdximo de SNR do plex.

Ensaio 3 - Placa 17

B CSRP3_CM221(1)
TPH2_CM240 (2)
B MYBPC3_CM229(3)
B MYBPC3 CM219(4)
W MYBPC3_CM227(5)
MYBPC3_CM235 (6)
M MYBPC3_CM234(7)
B MYBPC3 CM237(8)
B MYBPC3 _CM224(9)

B MYBPC3_CM239(10)

W MYBPC3_CS28(11)

B MYHT_CM223(16)
MYH7_CM217(17)
B \rvH7 oM225(18)
MYH7_CM214(19)
B \MYH7 CM215(20)
N MyH7_CcM218 21)
B MYH7 oM220(22)
MYH7_CM236 (23)
B VYH7 CM231(24)
MYH7_CM222 (23)
B TNNI3_CM238 (26)

MYH7_CD29(12)
MYH7 CM216(13)

B MYH7 CM230(14)
MYH7 CM228(15)

B TNNI3_CM23327)

B TNNT2_CD27(28)
TNNT2_CM226 (29)

B TNNT2_CM232 (30)

A Plex 9

B
Figura 6.84 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 9 da Placa 17 do Ensaio 3. No eixo das
abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 30 mutagdes analisadas neste plex 9. Na

Figura B encontra-se a legenda da figura A, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura A.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 30
mutacdes nas placas do Ensaio 3 (Anexo 18), constatou-se que apenas numa mutagdo, a
extensdo foi insuficiente em todas as placas do Ensaio 3, em sintonia com a baixa
significancia estatistica do gendtipo obtido. Esta mutacio CM216 (posi¢dao n° 13 na Figura
6.84) no gene MYH7 possui um gendtipo de baixa probabilidade (D) e um valor de SNR de 1.
Além desta mutacdo, existem mais 8 conjuntos de primers a apresentar um valor de SNR
inferior a 45% do valor maximo de SNR, mas em apenas algumas placas do ensaio. Por
exemplo, as mutacoes CM224 (posi¢ao n° 9 na Figura 6.84) e CM234 (posicao n° 7 na Figura
6.84) no gene MYBP(C3; CM238 (posicdo n° 26 na Figura 6.84) no gene TNNI3 ndo
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apresentam genétipo identificado (sem alelos — N) nem um valor de SNR aceitdvel, entre 2 e
3, enquanto a mutagdo CM235 (posicao n° 6 na Figura 6.84) no gene MYBPC3 possui um
genétipo de baixa probabilidade (D) e um valor de SNR nulo. Por outro lado, as mutagdes
CM221 (posi¢ao n° 1 na Figura 6.84) no gene CSRP3; CM222 (posicdo n° 25 na Figura 6.84)
e CM236 (posi¢ao n° 23 na Figura 6.84) no gene MYH7; CM227 (posi¢ao n° 5 na Figura
6.84) no gene MYBP(C3 apresentam um genotipo conservativo (A), com um valor de SNR de
4. Apesar destas mutacdes apresentarem um genétipo conservativo, possuem um valor de
SNR inferior a 45% do valor maximo de SNR, isto pode indicar que tenha ocorrido algum
erro na pipetagem, dado que sao realizadas manualmente e que as concentracdes dos primers
sa0 ao nivel do nanomolar e uma manipulagdo nesta escala, infuencia o ensaio.

Ao avaliar a optimizagdo realizada neste plex, concluiu-seque existem 9 em 30
conjuntos de primers por optimizar, tendo em conta os parametros base, o valor de SNR, o
valor de extensdo e o gendtipo atribuido a cada mutagdo. Para uma estratégia de optimizagdao
futura, é necessario considerar outros factores, para além do facto de as reac¢des serem
realizadas em multiplex com um maior ou menor nimero de conjuntos de primers. Neste
caso, serd necessdrio ajustar a concentracao destes de acordo com a sua massa ou redesenhd-

los.

Plex 10

O plex 10 € constituido por 28 conjuntos de primers, em que apenas um conjunto de
primers para a mutacdo DB2 no gene MYBPC3 foi realocada noutros plexes. Ao analisar os
valores de SNR dos conjuntos de primers das placas do Ensaio 3 (Figura 6.85A e 6.85B),
constatou-se que existem alguns conjuntos de primers com um valor de SNR inferior a 45%

do valor maximo de SNR no plex.

B CSRP3_CXI1(D) MYH7_CM250(15)
DES_CM246(2) B MYH7 CM252(16)
Ensaio 3 - Placa 16 B MYBPC3 CD32(3) MYH7_CM248 (17)
2% | B MYBPC3 CD30(4) I MYH7_CM256(18)
|| @ MYBPC3_CD33 (5) MYH7_CM241(19)
MYBPC3_CM254(6) M MYH7_CM253(20)
B MYBPC3 CM251(7) B MYH7_CM245(21)
B MYBPC3 CM249(%) W MYH7 _CM252(22
B MYBPC3 CM257(9) MYH7_CM258 (23)
B MYBPC3 CM247(10) B MYH7_CP2(24)
B MYBPC3_CM243 (11) MYH7_CP1(25)
MYBPC3_CM259(12) M MYL3_CM253(26)
123 43 678 9101112 131415061718 1920212223 M4 252627 18 N[YBPC?P_CSEQ (13) . TCA‘P—CD31 (2?)
A Plex 10 B MYH7 CM244(14) H TNNI3 CM242 (28)
B
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Figura 6.85 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 10 da Placa 16 do Ensaio 3. No eixo das
abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 28 mutagdes analisadas neste plex 10. Na

Figura B encontra-se a legenda da figura A, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura A.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 28
mutagdes nas placas do Ensaio 3 (Anexo 20), constatou-se que em 8 das mutagdes, a extensao
foi insuficiente em algumas placas, em sintonia com a baixa significancia estatistica do
gendtipo obtido. Por exemplo, as mutagoes CM?248 (posicao n° 17 na Figura 6.85) e CP2
(posi¢do n°® 24 na Figura 6.85) no gene MYH7 e CM254 (posi¢do n° 6 na Figura 6.85) no gene
MYBPC3 apresentam um gendtipo agressivo (C) e um valor de SNR entre 0 e 2. As mutagdes
CM258 (posicdo n° 23 na Figura 6.85) e CM244 (posicdao n° 14 na Figura 6.85) no gene
MYH7; CM249 (posi¢ao n° 8 na Figura 6.85) no gene MYBPC3 e CM255 (posi¢do n° 26 na
Figura 6.85) no gene MYL3 apresentam um genétipo de baixa probabilidade (D), com um
SNR entre 4 e 8, enquanto a CX1 (posi¢do n° 1 na Figura 6.85) no gene CSRP3 possui um
genotipo conservativo (A). Apesar destas mutagdes apresentarem um genotipo conservativo,
mas com um valor de SNR inferior a 45% do valor maximo de SNR, isto pode indicar que
tenha ocorrido algum erro na pipetagem, dado que sdo realizadas manualmente e que as
concentracoes dos primers sdo ao nivel do nanomolar ¢ uma manipulacdo nesta escala,
infuencia o ensaio.

Ao avaliar a optimizagdo realizada neste plex, concluiu-seque existem 8 em 28
conjuntos de primers por optimizar, tendo em conta os parametros base, o valor de SNR, o
valor de extensdo e o gendtipo atribuido a cada mutagdo. Para uma estratégia de optimizagao
futura, é necessario considerar outros factores, para além do facto de as reac¢des serem
realizadas em multiplex com um maior ou menor nimero de conjuntos de primers. Neste
caso, serd necessdrio ajustar a concentracao destes de acordo com a sua massa ou redesenhd-

los.

Plex 11

O plex 11 € constituido por 27 conjuntos de primers e ao analisar os valores de SNR
dos conjuntos de primers das placas no Ensaio 3 (Figura 6.86A e 6.86B), verificou-se que
existem alguns conjuntos de primers a apresentar um valor inferior a 45% do valor maximo
de SNR do plex. Nenhum conjunto de primers deste plexfoi alterado de posi¢do para outro

plex.
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Ensaio 3 - Placa 13

CAV3_CM263 (1)
CSRP3_CM267(2)
MYBPC3_CD37 (3)
MYBPC3_CD35 (4)
MYBPC3_CD34 (5)
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MYBPC3_CM269 (10)
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B MYH7 CM264(16)
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Figura 6.86 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 11 da Placa 13 do Ensaio 3. No eixo das
abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 27 mutagdes analisadas neste plex 11. Na

Figura B encontra-se a legenda da figura A, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura A.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 27
mutagdes nas placas do Ensaio 3 (Anexo 22), constatou-se que em 2 das mutacdes, a extensao
foi insuficiente em todas as placas do ensaio, em sintonia com a baixa significancia estatistica
do gendtipo obtido. As mutacdes CM264 (posi¢do n° 16 na Figura 6.86) e CM274 (posi¢ao n°
18 na Figura 6.86) no gene MYH7 possuem um gendétipo de baixa probabilidade (D) e
agressivo (C) e um valor de SNR baixo, de 1 e 2, respectivamente, apesar de apresentarem um
valor de extensao aceitdvel. Contudo, existem mais 10 conjuntos de primers com um valor de
extensdo inferior a 45% do valor maximo de SNR em apenas algumas placas do ensaio. Por
exemplo, a mutacdo CM263 (posicdo n° 1 na Figura 6.86) no gene CAV3 ndo apresenta
genoétipo identificado (sem alelos — N), mas possui um valor de SNR de 4, enquanto as
mutacdes CM261 (posi¢do n° 13 na Figura 6.86), CM266 (posi¢do n° 14 na Figura 6.86)
CM269 (posicdo n° 12 na Figura 6.86) e CM277 (posi¢do n° 21 na Figura 6.86) no gene
MYH?7 possuem um genoétipo de baixa probabilidade (D) e um valor de SNR aceitavel, valores
entre 4 e 8. Por outro lado, as mutagdes CM267 (posi¢do n° 2 na Figura 6.86) no gene CSRP3;
CD38 (posi¢ao n°® 24 na Figura 6.86) no gene TNNI3; CM276 (posi¢do n° 17 na Figura 6.86) e
CM274 (posicao n° 18 na Figura 6.86) no gene MYH7 apresentam um genotipo conservativo
(A) e um valor de SNR aceitdvel, de 3 a 10, contudo apresentam valores de extensao nulos.
Apesar destas mutacdes apresentarem um genoétipo conservativo, mas com um valor de SNR
inferior a 45% do valor maximo de SNR, isto pode indicar que tenha ocorrido algum erro na
pipetagem, dado que sdo realizadas manualmente e que as concentracdes dos primers sao ao

nivel do nanomolar e uma manipulagdo nesta escala, infuencia o ensaio.
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Ao avaliar a optimizagdo realizada neste plex, concluiu-se que existem 12 em 27
conjuntos de primers por optimizar, tendo em conta os parametros base, o valor de SNR, o
valor de extensdo e o gendtipo atribuido a cada mutagdo. Para uma estratégia de optimizagdao
futura, é necessdrio considerar outros factores, para além do facto de as reac¢Oes serem
realizadas em multiplex com um maior ou menor nimero de conjuntos de primers. Neste
caso, serd necessdrio ajustar a concentragao destes de acordo com a sua massa ou redesenha-

los.

Plex 12

O plex 12 € constituido por 24 conjuntos de primers, tendo sido realocado apenas um
conjunto de primers. Ao analisar os valores de SNR dos conjuntos de primers das placas do
Ensaio 3 (Figura 6.87A e 6.87B), constatou-se que existem alguns conjuntos de primers a

apresentar um valor de SNR inferior a 45% do valor maximo de SNR no plex.

Ensaio 3 - Placa 18
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B
Figura 6.87 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 12 da Placa 18 do Ensaio 3. No eixo das
abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 24 mutagdes analisadas neste plex 12. Na

Figura B encontra-se a legenda da figura A, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura A.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 24
mutagdes nas placas do Ensaio 3 (Anexo 24), constatou-se que em 2 das mutagdes, a extensao
foi insuficiente em todas as placas, em sintonia com a baixa significncia estatistica do
gendtipo obtido. Por exemplo, a mutacdo CM296 (posi¢dao n° 18 na Figura 6.87) no gene
MYH7 nao apresenta gendtipo identificado (sem alelos — N), enquanto a mutagdo CM?299
(posi¢ao n°® 22 na Figura 6.87) no gene TNNI3 possui um gendtipo conservativo (A), contudo
ambas apresentam um valor de SNR de 3 e 2, respectivamente e valores de extensao nulos.
Contudo, existem mais 5 conjuntos de primers com um valor de SNR inferior a 45% do valor
méximo de SNR em apenas algumas placas do ensaio. A mutacdo CM281 (posi¢cdo n° 9 na

Figura 6.94) no gene MYH7 possui um genétipo de baixa probabilidade (D), com um valor de
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SNR de 4 enquanto a mutacdo CM294 (posicdo n° 11 na Figura 6.87) no gene MYH7 ndo tem
o genoétipo identificado (sem alelos — N), possuindo um valor de SNR de 3. Por outro lado, as
mutacdes CM296 (posi¢do n° 18 na Figura 6.87) no gene MYH7 e CM299 (posicao n° 22 na
Figura 6.87) no gene TNNI3 possuem um gendtipo conservativo (A), mas um valor de SNR
de 4 e 3, respectivamente, enquanto a mutagdo CM281 (posicao n° 4 na Figura 6.87) no gene
MYH?7 possui um gendtipo moderado (B), com um valor de SNR de 3. Apesar destas
mutacdes apresentarem um gendtipo conservativo, mas com um valor de SNR inferior a 45%
do valor maximo de SNR, isto pode indicar que tenha ocorrido algum erro na pipetagem, dado
que sao realizadas manualmente e que as concentracdes dos primers sdo ao nivel do
nanomolar e uma manipulagdo nesta escala, infuencia o ensaio.

Ao avaliar a optimizacdo realizada neste plex, concluiu-se que existem 7 em 24
conjuntos de primers por optimizar, tendo em conta os parametros base, o valor de SNR, o
valor de extensdo e o gendtipo atribuido a cada mutagdo. Para uma estratégia de optimizagao
futura, é necessario considerar outros factores, para além do facto de as reac¢des serem
realizadas em multiplex com um maior ou menor nimero de conjuntos de primers. Neste
caso, serd necessdrio ajustar a concentracio destes de acordo com a sua massa ou redesenhé-

los.

Plex 13

O plex 13 é constituido por 24 conjuntos de primers, onde apenas um conjunto de
primers foi realocado para outro plex. Ao analisar os valores de SNR dos conjuntos de
primers das placas do Ensaio 3 (Figura 6.88A e 6.88B), constatou-se que existem alguns

conjuntos de primers a apresentar um valor de SNR inferior a 45% do valor maximo de SNR

no plex.
B MYBPC3_CD40(1) MYH7_CM312 (13)
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Figura 6.88 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 13 da Placa 11 do Ensaio 3. No eixo das
abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 24 mutacdes analisadas neste plex 13. Na

Figura B encontra-se a legenda da figura A, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura A.
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Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 24
mutagdes nas placas do Ensaio 3 (Anexo 26), constatou-se que em 3 das mutacdes, a extensao
foi insuficiente na maioria das placas, em sintonia com a baixa significancia estatistica do
genotipo obtido. As trés mutagdes CM305 (posi¢do n® 5 na Figura 6.88) no gene MYBPC3,;
CM314 (posicdo n° 23 na Figura 6.88) e CM318 (posicdao n° 24 na Figura 6.88) no gene
TPM1, apesar de apresentarem um genétipo conservativo (A), possuem um valor de SNR de
2, 0 e 1, respectivamente. Contudo, existem mais 4 conjuntos de primers com um valor de
SNR inferior a 45% do valor maximo de SNR em apenas algumas placas do ensaio. Por
exemplo, a mutagdo CM309 (posi¢cdo n° 4 na Figura 6.88) no gene MYBPC3 possui um
gendtipo de baixa probabilidade (D) e um valor de SNR de 5, enquanto a mutacdo H6
(posi¢do n° 18 na Figura 6.88) no gene MYH7 ndo possui o gendtipo identificado (sem alelos
— N), tendo um valor d SNR de 3. Por outro lado, as mutacdes CM308 (posi¢do n° 15 na
Figura 6.88) no gene MYH7 e CD41 (posi¢do n° 2 na Figura 6.88) no gene MYBPC3 possuem
um genotipo conservativo (A), apesar do valor de SNR ser 0 e 3, respecitvamente. Apesar
destas mutacdes apresentarem um genotipo conservativo, mas com um valor de SNR inferior
a 45% do valor maximo de SNR, isto pode indicar que tenha ocorrido algum erro na
pipetagem, dado que sdo realizadas manualmente e que as concentracdes dos primers sao ao
nivel do nanomolar e uma manipulagdo nesta escala, infuencia o ensaio.

Ao avaliar a optimizacdo realizada neste plex, concluiu-se que existem 7 em 24
conjuntos de primers por optimizar, tendo em conta os parametros base, o valor de SNR, o
valor de extensdo e o gendtipo atribuido a cada mutagdo. Para uma estratégia de optimizagao
futura, € necessario considerar outros factores, para além do facto de as reacgdes serem
realizadas em multiplex com um maior ou menor nimero de conjuntos de primers. Neste
caso, serd necessdrio ajustar a concentracao destes de acordo com a sua massa ou redesenhd-

los.

Plex 14

O plex 14 € constituido por 22 conjuntos de primers e e ao analisar os valores de
SNR dos conjuntos de primers das placas no Ensaio 3 (Figura 6.89A e 6.89B), verificou-se
que existem alguns conjuntos de primers a apresentar um valor de SNR inferior a 45% do

valor maximo de SNR no plex. Foi recolocada uma mutacao anteriormente retirada.
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W CSRP3_CM319(1) MYH7_CM335 (12)
i Ensaio 3 - Placa 14 TPH2 CM324(2) MYH7_CM327 (13)
B MYBPC3_CD43(3) M MYH7_CM330(14)
= B MYBPC3_CM320(4) MYH7 CM336(153)
16 [ B MYBPC3_CM323(5) M MYH7_CM334(16)
z il | MYBPC3_CS346) MYH7_CM321 (17)

W MYBPC3 CS33(7) M TCAP_CD44(18)

8 B MYBPC3_CS35(8) TCAP_CM328(19)
4 B MYH7 CM329(9) B TNNI3_CM332(20)
B MYH7_CM322(10) B TNNT2_CM325(21)

o 1 2 3 4 5 6 7 €& 9 101112 13 0415 1617 18 19 20 21 22 . MYH?_CM?’?’I (11) . TPM]_CM326 (22

o Plex14 B

Figura 6.89 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 14 da Placa 14 do Ensaio 3. No eixo das
abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 22 mutacdes analisadas neste plex 14. Na

Figura B encontra-se a legenda da figura A, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura A.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 22
mutagdes nas placas do Ensaio 3 (Anexo 28), constatou-se que em 2 das mutagdes, a extensao
foi insuficiente em todas as placas do ensaio, em sintonia com a baixa significancia estatistica
do gendtipo obtido. As mutagdes CM320 (posi¢do n°® 4 na Figura 6.89) no gene MYBPC3 e
CD44 (posicdo n° 18 na Figura 6.89) no gene TCAP possuem um gendtipo conservativo (A) e
de baixa probabilidade (D), respectivamente e um valor de SNR nulo em ambas. Contudo,
existem mais 6 conjuntos de primers com um valor de SNR inferior a 45% do valor maximo
de SNR em apenas algumas placas do ensaio. Ambas as mutacdes CD43 (posi¢do n° 3 na
Figura 6.96) no gene MYBPC3 e CM319 (posicdo n° 1 na Figura 6.89) no gene CSRP3
possuem um genotipo de baixa probabilidade (D) e um valor de SNR de 4. Por outro lado, as
mutagdes CS34 (posi¢cdo n°® 6 na Figura 6.89) e CS33 (posicdo n° 7 na Figura 6.89) no gene
MYBPC3; CM320 (posicao n° 4 na Figura 6.89) e CM327 (posi¢do n° 13 na Figura 6.89) no
gene MYH7 possuem um genoétipo conservativo (A) e um valor de SNR aceitdvel entre 4 ¢ 6,
contudo valores de extensdo nulos. Apesar destas mutagcdes apresentarem um gendtipo
conservativo, mas com um valor de SNR inferior a 45% do valor mdximo de SNR, isto pode
indicar que tenha ocorrido algum erro na pipetagem, dado que sdo realizadas manualmente e
que as concentragdes dos primers sao ao nivel do nanomolar e uma manipulacio nesta escala,
infuencia o ensaio.

Ao avaliar a optimizacdo realizada neste plex, concluiu-se que existem 8 em 24
conjuntos de primers por optimizar, tendo em conta os parametros base, o valor de SNR, o
valor de extensdo e o gendtipo atribuido a cada mutagdo. Para uma estratégia de optimizagao
futura, é necessario considerar outros factores, para além do facto de as reac¢des serem

realizadas em multiplex com um maior ou menor nimero de conjuntos de primers. Neste
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caso, serd necessdrio ajustar a concentragio destes de acordo com a sua massa ou redesenha-

los.

Plex 15

O plex 15 € constituido por 19 conjuntos de primers ao analisar os valores de
extensdo dos conjuntos de primers das placas no Ensaio 3 (Figura 6.90A e 6.90B), verificou-
se que existem alguns conjuntos de primers a apresentar um valor de SNR inferior a 45% do

valor maximo de SNR no plex. Foi recolocada uma mutacao anteriormente retirada.

ACTC1 CM337(1)
FXN CM334(2)
TPH2_CM347(3)
MYBPC3_CM339 (4)
MYBPC3_CM340 (5)
MYBPC3_CM345 (6)
MYBPC3_CM351(7)
MYBPC3_CS36(8)
MYH7_CM350(9)
MYH7_CM341(10)
MYH7_CM346(11)
MYH7_CM342(12)
MYH7_CM343 (13)
MYH7_CM348 (14)

Ensaio 3 - Placa 14

1 2 3 4 5 L3 T £ E b I § I 3 13 14 15 16 17 1= 19
A MYH7_CM344 (15)
el B MYH7_CM349 (16)
TNNI3_CM353 (17)
B TNNI3_CM3352(18)

TPM1_CM338 (19)

Figura 6.90 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 15 da Placa 14 do Ensaio 3. No eixo das
abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 19 mutagdes analisadas neste plex 15. Na

Figura B encontra-se a legenda da figura A, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura A.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 19
mutagdes nas placas do Ensaio 3 (Anexo 30), constatou-se que em 2 das mutacdes, a extensao
foi insuficiente em todas as placas do ensaio, em sintonia com a baixa significancia estatistica
do gendtipo obtido. A mutacdio CM337 (posicdo n° 1 na Figura 6.90) no gene ACTCI possui
um gendtipo de baixa probabilidade (D), com um valor de SNR de 2, enquanto a mutacio
CM342 (posi¢ao n° 12 na Figura 6.90) no gene MYH7 ndo apresentava gendtipo identificado
(sem alelos — N) e o valor de SNR era nulo. Contudo, existem mais 8 conjuntos de primers
com um valor de SNR inferior a 45% do valor maximo de SNR em apenas algumas placas do
ensaio. As mutagdes CM352 (posicao n° 18 na Figura 6.90) no gene TNNI3; CM351 (posi¢ao
n° 7 na Figura 6.97), CM345 (posi¢do n° 6 na Figura 6.90) no gene MYBPC3; CM344
(posicao n° 15 na Figura 6.90), CM346 (posi¢do n° 11 na Figura 6.90), CM349 (posi¢do n° 16
na Figura 6.90) e CM343 (posi¢do n° 13 na Figura 6.90) no gene MYH7 apresentam um
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genotipo conservativo (A), com um valor de SNR entre 2 e 12, contudo valores de extensao
reduzidos, enquanto a mutacdo CM388 (posi¢do n° 1 9 na Figura 6.90) no gene TPM1 possui
um genoétipo moderado (B), com um valor de SNR de 8 e um de extensdo de 0,5. Apesar
destas mutacdes apresentarem um genotipo conservativo, mas com um valor de SNR inferior
a 45% do valor maximo de SNR, isto pode indicar que tenha ocorrido algum erro na
pipetagem, dado que sdo realizadas manualmente e que as concentracdes dos primers sao ao
nivel do nanomolar e uma manipulagdo nesta escala, infuencia o ensaio.

Ao avaliar a optimizacdo realizada neste plex, concluiu-se que existem 10 em 19
conjuntos de primers por optimizar, tendo em conta os parametros base, o valor de SNR, o
valor de extensdo e o gendtipo atribuido a cada mutacdo. Para uma estratégia de optimizacao
futura, é necessdrio considerar outros factores, para além do facto de as reac¢Oes serem
realizadas em multiplex com um maior ou menor nimero de conjuntos de primers. Neste
caso, serd necessdrio ajustar a concentracao destes de acordo com a sua massa ou redesenhé-

los.

Plex 16

O plex 16 € constituido por 15 conjuntos de primers e ao analisar os valores de SNR
dos conjuntos de primers das placas do Ensaio 3 (Figura 6.91A e 6.91B), verificou-se que
existem alguns conjuntos de primers a apresentar um valor de SNR inferior a 45% do valor

maximo de SNR no Plex. Foi recolocada uma mutacdo anteriormente retirada

MYBPC3_CD45 (1)
MYBPC3_CX2(2)
MYH7_CM358 (3)
MYH7_CM357 (4)
MYH7_CM356 (5)
MYH7 _CM365 (6)
MYH7_CM363 (7)
MYH7_CM355 (8)
MYH7 CM359 (9)
MYH7_CP3(10)
MYH7 H7(11)
OBSCN_CM364 (12)
TCAP 361(13)
TPM1_CM362 (14)
TPM1_CM360 (15)

Ensaio 3 - Placa 17

B
Figura 6.91 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 16 da Placa 17 do Ensaio 3. No eixo das
abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 15 mutacdes analisadas neste plex 16. Na

Figura B encontra-se a legenda da figura A, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura A.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 15

mutacdes nas placas do Ensaio 3 (Anexo 32), constatou-se que apenas numa das mutacoes, a
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extensao foi insuficiente em todas as placas do ensaio, em sintonia com a baixa significancia
estatistica do gendtipo obtido. Esta € referente a mutacdo CM356 (posicao n° 5 na Figura
6.91) no gene MYH7 com um gendtipo conservativo (A), contudo possui um valo de SNR de
0. Existem mais 3 conjuntos de primers com um valor de SNR inferior a 45% do valor
maximo de SNR em apenas algumas placas do ensaio. Por exemplo, a mutagdo CM355
(posicao n° 8 na Figura 6.91) no gene MYH?7 possui um gendtipo de baixa probabilidade (D) e
um valor de SNR de 1, enquanto as mutagdes CM357 (posicdo n° 4 na Figura 6.91) e CM363
(posi¢do n° 7 na Figura 6.91) no gene MYH7 possuem um genétipo conservativo (A), mas
ambas com um valor de SNR de 3. Apesar destas mutagdes apresentarem um genotipo
conservativo, mas com um valor de SNR inferior a 45% do valor mdximo de SNR, isto pode
indicar que tenha ocorrido algum erro na pipetagem, dado que sdo realizadas manualmente e
que as concentragdes dos primers sao ao nivel do nanomolar e uma manipulacio nesta escala,
infuencia o ensaio.

Ao avaliar a optimizacdo realizada neste plex, concluiu-se que existem 4 em 15
conjuntos de primers por optimizar, tendo em conta os parametros base, o valor de SNR, o
valor de extensdo e o gendtipo atribuido a cada mutagdo. Para uma estratégia de optimizagdao
futura, € necessario considerar outros factores, para além do facto de as reacgcOes serem
realizadas em multiplex com um maior ou menor nimero de conjuntos de primers. Neste
caso, serd necessdrio ajustar a concentragao destes de acordo com a sua massa ou redesenha-

los.

Plex 17

O plex 17 € constituido por 14 conjuntos de primers e ao analisar os valores de SNR
dos conjuntos de primers das placas no Ensaio 3 (Figura 6.92A e 6.92B), constatou-se que
existem apenas 3 conjuntos de primers a apresentar um valor de SNR inferior a 45% do valor

maximo de SNR no plex. Foi recolocada uma mutacio anteriormente retirada
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B CSRP3_CM374(1)
MYBPC3_CI9(2)
Ensaio 3 - Placa 15 O MYBPC3_CM375(3)
B MYBPC3_CX3(4)
5 B MYH7 CM366(5)
MYH7_CM372 (6)
B M MYH7 CM370(7)
WO B MYH7 CM369(8)

20— B MYH7_CP4(9)
B MYH7_CS37(10)
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B

Figura 6.92 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 17 da Placa 15 do Ensaio 3. No eixo das
abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 15 mutagdes analisadas neste plex 17. Na

Figura B encontra-se a legenda da figura A, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura A.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 14
mutacdes nas placas do Ensaio 3 (Anexo 34), constatou-se que apenas numa das mutagdes, a
extensdo foi insuficiente em todas as placas, em sintonia com a baixa significancia estatistica
do gendtipo obtido. Esta € referente a mutacio CM367 (posi¢do n° 12 na Figura 6.92) no gene
TCAP com um genétipo atribuido de baixa probabilidade (D) e um valor de 15. Contudo,
existem mais 2 conjuntos de primers com um valor de SNR inferior a 45% do valor maximo
de SNR e um valor de extensdo reduzido em apenas algumas placas do ensaio. Por exemplo, a
mutacdo CM366 (posi¢do n° 5 na Figura 6.92) no gene MYH7 possui um gendtipo agressivo
(C) com um valor de SNR de 3, enquanto a mutagdo CX3 (posi¢ao n° 4 na Figura 6.92) no
gene MYBPC3 possui um gendtipo de baixa probabilidade (D), com um valor de SNR de 5.

Ao avaliar a optimizacdo realizada neste plex, concluiu-se que existem 4 em 15
conjuntos de primers por optimizar, tendo em conta os parametros base, o valor de SNR, o
valor de extensdo e o gendtipo atribuido a cada mutagdo. Para uma estratégia de optimizagdao
futura, é necessdrio considerar outros factores, para além do facto de as reac¢Oes serem
realizadas em multiplex com um maior ou menor nimero de conjuntos de primers. Neste
caso, serd necessdrio ajustar a concentragao destes de acordo com a sua massa ou redesenha-

los.

Plex 18
O plex 18 € constituido por 11 conjuntos de primers e ao analisar os valores de SNR

dos conjuntos de primers das placas do Ensaio 3 (Figura 6.93A e 6.93B), constatou-se que
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existem alguns conjuntos de primers a apresentar um valor de SNR inferior a 45% do valor

maximo de SNR do plex. Foram recolocadas duas mutacdes anteriormente retiradas.

Ensaio 3 - Placa 17 | MYBCPC3 CM377 (1)
MYBPC3_CS38(2)
B MYBPC3 CM376(3)
B MYH7 CM384(4)
B MYH7 CM382(5)
MYH7_CM379 (6)
B MYH7_CM385(7)
w—— . B MYH7_CM381(8)
B MYLK2_CM378(9)
B TCAP_CM383 (10)
B TNNT2_CM380(11)

B

ST

2 3 5 5
A Plex 18

Figura 6.93 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 18 da Placa 17 do Ensaio 3. No eixo das
abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 11 mutacdes analisadas neste plex 18. Na

Figura B encontra-se a legenda da figura A, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura A.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 11
mutacdes nas placas do Ensaio 3 (Anexo 36), constatou-se que em 3 das mutacdes, a extensao
foi insuficiente em todas as placas do ensaio, em sintonia com a baixa significancia estatistica
do gendtipo obtido. As mutagdes CM379 (posi¢do n° 6 na Figura 6.93) no gene MYH7 e
CM381 (posicdo n° 8 na Figura 6.93) no gene MYH7 possuem um gendtipo de baixa
probabilidade (D) e conservativo (A), respectivamente, com um valor de SNR ambas nulo
enquanto a mutacdo CM377 (posi¢dao n° 1 na Figura 6.93) no gene MYBPC3 ndo apresenta
genotipo identificado (sem alelos — N) e também apresenta um valor ¢ SNR nulo. Contudo,
existe mais um conjunto de primers com um valor de SNR inferior a 45% do valor maximo
de SNR em apenas algumas placas do ensaio, referente a mutacdio CM385 (posicao n° 7 na
Figura 6.93) no gene MYH7, apresentando um genétipo conservativo (A), mas um valor de
SNR de 3. Apesar destas mutacdes apresentarem um gendtipo conservativo, mas com um
valor de SNR inferior a 45% do valor médximo de SNR, isto pode indicar que tenha ocorrido
algum erro na pipetagem, dado que sdo realizadas manualmente e que as concentragcdes dos
primers sdo ao nivel do nanomolar e uma manipulacao nesta escala, infuencia o ensaio.

Ao avaliar a optimizacdo realizada neste plex, concluiu-se que existem 4 em 11
conjuntos de primers por optimizar, tendo em conta os parametros base, o valor de SNR, o
valor de extensdo e o gendtipo atribuido a cada mutacdo. Para uma estratégia de optimizacao
futura, é necessdrio considerar outros factores, para além do facto de as reac¢Oes serem

realizadas em multiplex com um maior ou menor nimero de conjuntos de primers. Neste
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caso, serd necessdrio ajustar a concentragio destes de acordo com a sua massa ou redesenha-

los.

Plex 19

O plex 19 € constituido por 6 conjuntos de primers e ao analisar os valores de SNR
dos conjuntos de primers da placa 12 no Ensaio 3 (Figura 6.94A e 6.94B), verificou-se que
existem apenas 2 conjuntos de primers com um valor de SNR elevado, ou seja, os restantes
apresentam um valor de SNR inferior a 45% do valor maximo de SNR do plex. Foram

recolocadas duas mutac¢des anteriormente retiradas.

Ensaio 3 - Placa 12

2 -
a0 | | | m MYBCPC3_CS39(1)
MYBPC3_DB4(2)
e B MYH7 CM388(3)
B 2 B SLC25A4 CM389(4)
7l B TNNI3_CM386(5)

o ' TNNT2_CM387 (6)
0 .

3 4 3 §
A Plex 19

Figura 6.94 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 19 da Placa 12 do Ensaio 3. No eixo das
abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 6 mutacdes analisadas neste plex 19. Na

Figura B encontra-se a legenda da figura A, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura A.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 6
mutacdes nas placas do Ensaio 3 (Anexo 38), constatou-se que apenas numa das mutacoes, a
extensdo foi insuficiente em todas as placas do ensaio, em sintonia com a baixa significancia
estatistica do gendtipo obtido. A mutacdo CM387 (posicdo n° 6 na Figura 6.94) no gene
TNNT?2 possui um genétipo de baixa probabilidade (D), com um valor de SNR nulo. Contudo,
existem mais 3 conjuntos de primers com um valor de SNR inferior a 45% do valor maximo
de SNR em apenas algumas placas do ensaio. Por exemplo, a mutagdo CM389 (posicdo n° 4
na Figura 6.94) no gene SLC25A4 possui um genétipo agressivo (C), apesar do valor de SNR
ser 5, enquanto as mutacdoes CS39 (posi¢do n° 1 na Figura 6.94) e DB4 (posi¢do n° 2 na
Figura 6.94) no gene MYBPC3 possuem um genétipo de baixa probabilidade (D), com um
valor de SNR de 5 e 6, respectivamente.

Ao avaliar a optimizagdo realizada neste plex, concluiu-se que existem 4 em 6
conjuntos de primers por optimizar, tendo em conta os parametros base, o valor de SNR, o

valor de extensdo e o gendtipo atribuido a cada mutagdo. Para uma estratégia de optimizagdao
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futura, é necessario considerar outros factores, para além do facto de as reac¢des serem
realizadas em multiplex com um maior ou menor nimero de conjuntos de primers. Neste
caso, serd necessdrio ajustar a concentracao destes de acordo com a sua massa ou redesenhd-

los.

Plex 20

O plex 20 € constituido por 5 conjuntos de primers e ao analisar os valores de SNR
dos conjuntos de primers das placas do Ensaio 3 (Figura 6.95A e 6.95B), verificou-se que
apresenta apenas 3 conjuntos de primers com um valor de SNR inferior a 45% do valor

maximo de SNR no plex. Foi recolocada a mutagao anteriormente retirada.

Ensaio 3 - Placa 11

B MYBCPC3_CM390(1)
MYH7_CM391 (2)

M MYH7_HS(3)

B TNNI3_CM392 (4)

B TNNT2_CM391A(5)

B

Pis;r 20
Figura 6.95 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 20 da Placa 11 do Ensaio 3. No eixo das
abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 6 mutacdes analisadas neste plex 20. Na

Figura B encontra-se a legenda da figura A, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura A.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 5
mutacdes nas placas do Ensaio 3 (Anexo 40), constatou-se que apenas numa das mutacoes, a
extensdo foi insuficiente para todas as placas do ensaio, em sintonia com a baixa significancia
estatistica do gendtipo obtido. A mutacio CM391A (posicdo n° 5 na Figura 6.95) no gene
TNNT2 possui um genétipo com baixa probabilidade (D) com um valor de SNR de 2.
Contudo, existem mais 2 conjuntos de primers com um valor de SNR inferior a 45% do valor
maximo de SNR em apenas algumas placas do ensaio. Por exemplo, a muta¢do H8 (posicao
n° 3 na Figura 6.95) no gene MYH7 apresenta um genétipo de baixa probabilidade (D) com
um valor de SNR de 2, enquanto a mutagdo CM391 (posi¢do n° 2 na Figura 6.95) no gene
MYH7 possuem um genoétipo conservativo (A) e um valor de SNR de 3. Apesar destas
mutacdes apresentarem um gendtipo conservativo, mas com um valor de SNR inferior a 45%

do valor maximo de SNR, isto pode indicar que tenha ocorrido algum erro na pipetagem, dado
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que sao realizadas manualmente e que as concentracdoes dos primers sdo ao nivel do
nanomolar e uma manipulagdo nesta escala, infuencia o ensaio.

Ao avaliar a optimizacdo realizada neste plex, concluiu-se que existem 3 em 5
conjuntos de primers por optimizar, tendo em conta os parametros base, o valor de SNR, o
valor de extensdo e o gendtipo atribuido a cada mutacdo. Para uma estratégia de optimizagao
futura, é necessario considerar outros factores, para além do facto de as reac¢des serem
realizadas em multiplex com um maior ou menor nimero de conjuntos de primers. Neste
caso, serd necessdrio ajustar a concentracao destes de acordo com a sua massa ou redesenhd-

los.

Plex 21

O plex 21 é constituido exclusivamente por um conjunto de primers e ao analisar os
valores de SNR dos conjuntos de primers das placas do Ensaio 3, verificou-se que este
apresenta um valor de SNR de 40, com um genétipo conservativo (A) e um valor de extensao

excelente, de 40. Este plex pode ser considerado optimizado.

Plex 22

O plex 22 é constituido por 6 conjuntos de primers alocados de outros plexes e ao
analisar os valores de SNR dos conjuntos de primers das placas do Ensaio 3 (Figura 6.96A e
6.96B), verificou-se que existem apenas 2 conjuntos de primers a apresentar um valor de SNR

inferior a 45% do valor maximo de SNR no plex. Foi recolocada a mutagdo anteriormente

retirada.
Ensaio 3 - Placa 19
&0
50 | m MTCYB_G1 (1)
g 0 || m MYBPC3_CM394(2)
z B MYBPC3 CS3(3)

30 —

m MYH6_CMI5(4)
20 | @ PRKAG2_CI1(5)
TPM1_CMI9 (6)

1 2 3 4 E §
Plex 22

Figura 6.96 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 22 da Placa 19 do Ensaio 3. No eixo das
abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 6 mutacdes analisadas neste plex 22. Na

Figura B encontra-se a legenda da figura A, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura A.
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Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 6
mutagdes nas placas do Ensaio 3 (Anexo 44), constatou-se que em 2 das mutagdes, a extensao
foi insuficiente em todas as placas do ensaio, em sintonia com a baixa significancia estatistica
do genétipo obtido. As mutagdes CM394 (posi¢do n° 2 na Figura 6.96) no gene MYBPC3 e
CI10 (posi¢@o n° 5 na Figura 6.96) no gene PRKAG2 ndo apresentam genétipo identificado
(sem alelos — N), com um valor de SNR nulo e valores de extensdo reduzidos.

Ao avaliar a optimizagdo realizada neste plex, concluiu-se que existem 2 em 6
conjuntos de primers por optimizar, tendo em conta os parametros base, o valor de SNR, o
valor de extensdo e o gendtipo atribuido a cada mutacdo. Para uma estratégia de optimizacao
futura, é necessario considerar outros factores, para além do facto de as reac¢des serem
realizadas em multiplex com um maior ou menor nimero de conjuntos de primers. Neste
caso, serd necessdrio ajustar a concentracao destes de acordo com a sua massa ou redesenhd-

los.

Plex 23
O plex 23 é constituido por 4 conjuntos de primers alocados de outros plexes e ao
analisar os valores de SNR dos conjuntos de primers da placa 15 do Ensaio 3 (Figura 6.97A e

6.97B), verificou-se que todos os conjuntos de primers apresentam um valor de SNR elevado.

70 Enszaio 3 - Placa 15

60

50 B MTCYB_CM41(1)
MYH7 CM21(2)

B TNNI3 CM25(3)

B TNNT2 CM28 (4)

Plex 23
Figura 6.97 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 23 da Placa 15 do Ensaio 3. No eixo das
abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 4 mutacdes analisadas neste plex 23. Na

Figura B encontra-se a legenda da figura A, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura A.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 4
mutagdes nas placas do Ensaio 3 (Anexo 46), constatou-se que em todas as mutagdes, o valor
de SNR ¢ elevado. Contudo as mutagdes CM41 (posi¢do n° 1 na Figura 6.97) no gene
MTCYB; CM21 (posi¢do n° 2 na Figura 6.97) no gene MYH7 e CM28 (posi¢do n° 4 na Figura

6.104) no gene TNNT2 apresentam um gendtipo com baixa probabilidade (D), enquanto a
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mutacdo CM25 (posi¢do n° 3 na Figura 6.97) no gene TNNI3 ndo apresenta gendtipo
identificado (sem alelos — N). Ou seja, este plex apesar de possuir valores de SNR elevados,
derivado a algum erro que possa ter ocorrido (como a pipetagem € realizada manualmente,
pode ter ocorrido algum erro, dada esta ser manual e como a concentracdo dos primers € ao
nivel nanomolar, uma manipulacdo a esta escala influencia o ensaio), ndo apresenta os
genotipos ideais. Para uma estratégia de optimizacdo futura, € necessario considerar outros
factores, para além do facto de as reaccdes serem realizadas em multiplex com um maior ou
menor nimero de conjuntos de primers. Neste caso, serd necessdrio ajustar a concentragao
destes de acordo com a sua massa ou redesenhd-los. Para uma estratégia de optimizagao
futura, é necessario considerar outros factores, para além do facto de as reac¢des serem
realizadas em multiplex com um maior ou menor nimero de conjuntos de primers. Neste
caso, serd necessdrio ajustar a concentracdo destes de acordo com a sua massa ou redesenhd-

los.

Plex 24

O plex 24 é constituido por 7 conjuntos de primers alocados de outros plexes e ao
analisar os valores de SNR dos conjuntos de primers das placas do Ensaio 3 (Figura 6.98A e
6.98B), verificou-se que existem 2 conjuntos de primers com um valor de SNR inferior a 45%
do valor maximo de SNR no plex. Foram recolocadas as duas mutacdes anteriormente

retiradas.

Ensaio 3 - Placa 16
50

P B MYBPC3_CM52(1)

MYBPC3_CMS57 (2)

B 30 M MYBPC3_CS11(3)
. B MYH7_CM68 (4)
20 W MYH7 _CMT72(5)
o MYH7_CMT9 (6)
. . . W TNNI3_CM73(7)

0 1 T El 4 5 & T

Flex 24

Figura 6.98 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 24 da Placa 14 do Ensaio 3. No eixo das
abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 7 mutacdes analisadas neste plex 24. Na

Figura B encontra-se a legenda da figura A, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura A.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 7
mutagdes nas placas do Ensaio 3 (Anexo 48), constatou-se que em 2 das mutacdes, a extensao

foi insuficiente em todas as placas do ensaio, em sintonia com a baixa significancia estatistica
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do gendtipo obtido. As mutagdes CM68 (posi¢do n° 4 na Figura 6.98) no gene MYH7 e CM79
(posicao n° 6 na Figura 6.98) no gene MYH7, ambas nido possuem o gendtipo identificado
(sem alelos —N), bem como um valor de SNR nulo.

Ao avaliar a optimizagdo realizada neste plex, concluiu-se que existem 2 em 7
conjuntos de primers por optimizar, tendo em conta os parametros base, o valor de SNR, o
valor de extensdo e o gendtipo atribuido a cada mutacdo. Para uma estratégia de optimizacao
futura, é necessdrio considerar outros factores, para além do facto de as reac¢des serem
realizadas em multiplex com um maior ou menor nimero de conjuntos de primers. Neste
caso, serd necessdrio ajustar a concentragio destes de acordo com a sua massa ou redesenha-

los.

Plex 25

O plex 25 é constituido por 5 conjuntos de primers alocados de outros plexes e ao
analisar os valores de SNR dos conjuntos de primers da placa 16 do Ensaio 3 (Figura 6.99A e
6.99B), constatou-se que todos os conjuntos de primers apresentam um valor de SNR

elevados. Foi recolocada a mutagdo anteriormente retirada.

Ensaio 3 - Placa 16

40
35
30
%

¥ 20
15
10 -

L]
Cl 1

W MYBPC3 _CDI11(1)
MYBPC3_CD10(2)
W MYBPC3_CM91 (3)
B MYH7 CM894)
@ TCAP_CM361(5)

Plex 25
Figura 6.99 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 25 da Placa 16 do Ensaio 3. No eixo das

abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 5 mutacdes analisadas neste plex 25. Na

Figura B encontra-se a legenda da figura A, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura A.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 5
mutacdes nas placas do Ensaio 3 (Anexo 50), constatou-se que em todas as mutacgdes, a
extensdo foi elevada, contudo as mutacdes CD11 (posi¢do n°1 na Figura 6.99), CD10 (posi¢ao
n°® 2 na Figura 6.99) e CM91 (posi¢do n° 3 na Figura 6.99) no gene MYBPC3 apresentam
genétipo atribuido de baixa probabilidade (D), enquanto as outras duas mutagdes CM89
(posi¢do n° 4 na Figura 6.99) no gene MYH7 e CM361 (posi¢do n° 5 na Figura 6.99) no gene

TCAP nao possuem genétipo identificado (sem alelos — N). Ou seja, este plexapesar de
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possuir valores de SNR elevados, derivado a algum erro que possa ter ocorrido (como a
pipetagem ¢é realizada manualmente, pode ter ocorrido algum erro e como a concentragao dos
primers € ao nivel nanomolar, uma manipulacdo a esta escala influencia o ensaio), ndo
apresenta os genotipos ideais. Para uma estratégia de optimizacdo futura, € necessirio
considerar outros factores, para além do facto de as reaccoes serem realizadas em multiplex
com um maior ou menor nimero de conjuntos de primers. Neste caso, serd necessario ajustar

a concentracao destes de acordo com a sua massa ou redesenhd-los.

Plex 26

O plex 26 é constituido por 12 conjuntos de primers alocados de outros plexes e ao
analisar os valores de SNR dos conjuntos de primers das placas do Ensaio 3 (Figura 6.100A e
6.100B), verificou-se que existem 2 conjuntos de primers com um valor de SNR inferior a
45% do valor maximo de SNR no plex. Foram recolocadas 7 mutagGes anteriormente

retiradas.

B FXN CM3354(1)
- Ensaio 3 - Placa 11 : JPH2 CM240(2)
B JPH2 CM195(3)

B MYBPC3 _CD40(4)
B MYBPC3_CMI196(5)
MYBPC3_CS29 (6)

B MYH7 _CM199(7)

W MYH7 _H4(8)

B MYL3_CM140(9)

B MYLK2 CM139(10)
" : - B PREAG2_CMI157(11)
Plex 27 TNNT2_CM213(12)

Figura 6.100 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 26 da Placa 11 do Ensaio 3. No eixo
das abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 12 mutacdes analisadas neste plex 26.
Na Figura B encontra-se a legenda da figura A, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura

A.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 12
mutagdes nas placas do Ensaio 3 (Anexo 52), constatou-se que em 2 das mutagdes, a extensao
foi insuficiente em todas as placas, em sintonia com a baixa significincia estatistica do
genétipo obtido. Além de apresentarem um valor de SNR razodvel, as mutagdes CM354
(posi¢do n° 1 na Figura 6.100) no gene FXN com um gendtipo com baixa probabilidade (D) e
a mutacdo CM139 (posi¢cdo n° 10 na Figura 6.100) no gene MYLK2 com um genétipo
agressivo (C). Ou seja, este plex apesar de possuir valores de SNR elevados, derivado a algum
erro que possa ter ocorrido (como a pipetagem € realizada manualmente, pode ter ocorrido

algum erro, dada esta ser manual e como a concentra¢do dos primers € ao nivel nanomolar,
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uma manipulacdo a esta escala influencia o ensaio), ndo apresenta os gendtipos ideais. Para
uma estratégia de optimizacdo futura, é necessario considerar outros factores, para além do
facto de as reacgdes serem realizadas em multiplex com um maior ou menor nimero de
conjuntos de primers. Neste caso, serd necessdario ajustar a concentracao destes de acordo com
a sua massa ou redesenhd-los. Para uma estratégia de optimizacdo futura, é necessario
considerar outros factores, para além do facto de as reaccoes serem realizadas em multiplex

com um maior ou menor nimero de conjuntos de primers. Neste caso, serd necessario ajustar

a concentracao destes de acordo com a sua massa ou redesenhd-los.

Plex 27

O plex 27 é constituido por 7 conjuntos de primers alocados de outros plexes e ao
analisar os valores de SNR dos conjuntos de primers das placas do Ensaio 3 (Figura 6.101A e
6.101B) verificou-se que todos os conjuntos de primers apresentam valores de SNR elevados.

Foram recolocadas 5 mutacdes anteriormente retiradas.

iod_ 7
a0 Enszaio 3 - Placa 17

3
30
2% |
w g9
15
10+

JPH2_CM324 (1)
MYBPC3_CM300 (2)
MYBPC3_CM305 (3)
MYH7_CM322 (4)
MYH7_CM302 (5)
MYH7_CP3 (6)
MYLK2_CM378 (7)

4
Plex 27

Figura 6.101 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 27 da Placa 17 do Ensaio 3. No eixo
das abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 7 mutagdes analisadas neste plex 27. Na

Figura B encontra-se a legenda da figura A, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura A.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 7
mutacdes nas placas do Ensaio 3 (Anexo 54), constatou-se que numa das mutacdes, a
extensao foi insuficiente, em sintonia com a baixa significancia estatistica do gen6tipo obtido.
A mutagdo CM300 (posicao n° 2 na Figura 6.101) no gene MYBPC3 possui um genétipo
agressivo (C), enquanto os restantes conjuntos de primers possuem genotipos moderados (B).

Ao avaliar a optimizagdo realizada neste plex, concluiu-se que existem 1 em 7
conjuntos de primers por optimizar, tendo em conta os parametros base, o valor de SNR, o
valor de extensdo e o gendtipo atribuido a cada mutacdo. Ha que ter em conta que esta

realocacdo das mutacdes no Ensaio 3, ndo foi suficiente para uma completa optimiza¢do do
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plex, face aos valores de SNR terem piorado e ao genétipo atribuido a cada uma das mutacdes
ndo ser o ideal, correspondente ao esperado. Para uma estratégia de optimizacdo futura, €
necessdario considerar outros factores, para além do facto de as reac¢des serem realizadas em
multiplex com um maior ou menor ndmero de conjuntos de primers. Neste caso, serd

necessario ajustar a concentracao destes de acordo com a sua massa ou redesenha-los.

Plex 28

O plex 28 é constituido por 7 conjuntos de primers alocados de outros plexes e ao
analisar os valores de SNR dos conjuntos de primers das placas do Ensaio 3 (Figura 6.102A e
6.102B), verificou-se que apenas um conjunto de primers apresenta um valor de SNR inferior
a 45% do valor mdximo de SNR. Foi recolocada 1 mutacio anteriormente retirada.

Ensaio 3 - Placa 14
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Figura 6.102 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 28 da Placa 14 do Ensaio 3. No eixo
das abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 7 mutagdes analisadas neste plex 28. Na

Figura B encontra-se a legenda da figura A, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura A.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 7
mutacdes nas placas do Ensaio 3 (Anexo 56), constatou-se que apenas numa das mutacoes, a
extensdo foi insuficiente em todas as placas do ensaio, em sintonia com a baixa significancia
estatistica do gendtipo obtido. A mutacdo CM429 (posicdo n° 5 na Figura 6.102) no gene
MYL?2 apresenta um genétipo com baixa probabilidade (D), apesar de ter um valor de SNR
elevado.

Ao avaliar a optimizagdo realizada neste plex, concluiu-se que existem 1 em 7
conjuntos de primers por optimizar, tendo em conta os parametros base, o valor de SNR, o
valor de extensdo e o gendtipo atribuido a cada mutacdo. Ha que ter em conta que esta
realocacdo das mutagdes no Ensaio 3, ndo foi suficiente para uma completa optimiza¢do do

plex, face aos valores de SNR terem piorado e ao genétipo atribuido a cada uma das mutacdes
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ndo ser o ideal, correspondente ao esperado. Para uma estratégia de optimizacdo futura, é
necessario considerar outros factores, para além do facto de as reaccdes serem realizadas em
multiplex com um maior ou menor ndmero de conjuntos de primers. Neste caso, serd

necessario ajustar a concentracdo destes de acordo com a sua massa ou redesenhé-los.

Plex 29

O plex 29 é constituido por 3 conjuntos de primers alocados de outros plexes e ao
analisar os valores de SNR dos conjuntos de primers das placas do Ensaio 3 (Figura 6.103A e
6.103B), verificou-se que todos os conjuntos de primers apresentam valores de SNR elevados

superiores a 4. Foram recolocadas 2 muta¢des anteriormente retiradas.
a0 Ensaio 3 - Placa 18
70
60

B DES_CM246 (1)
SLC25A4 CM389 (2)
W TPM1_CM179 (3)

Plex 29
Figura 6.103 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 29 da Placa 18 do Ensaio 3. No eixo
das abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 3 mutacdes analisadas neste plex 29. Na

Figura B encontra-se a legenda da figura A, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura A.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 3
mutacdes nas placas do Ensaio 3 (Anexo 58), constatou-se que em todas as mutacgdes, a
extensao foi elevada em todas as placas do ensaio. Contudo as mutagdes CM433 (posi¢ao n° 2
na Figura 6.110) no gene SLC25A4 ¢ CM434 (posi¢ao n° 3 na Figura 6.103) no gene TPM1
possuem um gendtipo com baixa probabilidade (D), enquanto a mutacio CM433 (posicao n°
1 na Figura 6.103) no gene DES ndo apresenta genétipo identificado (sem alelos — N). Ou
seja, este plex apesar de possuir valores de SNR elevados, derivado a algum erro que possa ter
ocorrido (como a pipetagem € realizada manualmente, pode ter ocorrido algum erro, € como a
concentracdo dos primers € ao nivel nanomolar, uma manipulacdo a esta escala influencia o
ensaio), ndo apresenta os genodtipos ideais. H4 que ter em conta que esta realocacdo das
mutacdes no Ensaio 3, ndo foi suficiente para uma completa optimizagao do plex, face aos
valores de SNR terem piorado e ao gendtipo atribuido a cada uma das mutagdes ndo ser o
ideal, correspondente ao esperado. Para uma estratégia de optimizacdo futura, é necessario

considerar outros factores, para além do facto de as reaccdes serem realizadas em multiplex
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com um maior ou menor nimero de conjuntos de primers. Neste caso, serd necessario ajustar

a concentracao destes de acordo com a sua massa ou redesenhd-los.

Plex 30
O plex 30 € constituido por 2 conjuntos de primers e ao analisar os valores de SNR
dos conjuntos de primers das placas do Ensaio 3 (Figura 6.104A e 6.104B), verificou-se que

ambos os conjuntos de primers apresentam valores de SNR elevados.

100 Ensaio 3 - Placa 15

80 —1

B MYH7 _CM281 (1)
TPM1_CM362 (2)

40

20

; Plex 30 :
Figura 6.104 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 30 da Placa 15 do Ensaio 3. No eixo
das abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 2 mutagdes analisadas neste plex 30. Na

Figura B encontra-se a legenda da figura A, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura A.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 2
mutacdes nas placas do Ensaio 3 (Anexo 60), constatou-se que nas 2 mutacdes, o valor de
SNR foi elevado em todas as placas do ensaio, contudo ambas as mutagdes CM436 (posicao
n° 2 na Figura 6.104) no gene TPM1 e CM435 (posicao n° 1 na Figura 6.104) no gene MYH7
apresentam um genétipo com baixa probabilidade (D). Ou seja, este plex apesar de possuir
valores de SNR elevados, derivado a algum erro que possa ter ocorrido (como a pipetagem €
realizada manualmente e a concentracao dos primers é ao nivel nanomolar, uma manipulagdo
a esta escala influencia o ensaio), ndo apresenta os genétipos ideais. H4 que ter em conta que
esta realocacdo das mutacoes no Ensaio 3, ndo foi suficiente para uma completa optimizagao
do plex, face aos valores de SNR terem piorado e ao gendtipo atribuido a cada uma das
mutacdes nao ser o ideal, correspondente ao esperado. Para uma estratégia de optimizacdo
futura, é necessario considerar outros factores, para além do facto de as reac¢des serem
realizadas em multiplex com um maior ou menor nimero de conjuntos de primers. Neste
caso, serd necessdrio ajustar a concentracio destes de acordo com a sua massa ou redesenhd-

los.
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Plex 31

O plex 31 € constituido por 2 conjuntos de primers e ao analisar os valores de SNR
dos conjuntos de primers das placas do Ensaio 3 (Figura 6.105A e 6.105B), verificou-se que
ambos os conjuntos de primers apresentam um valor de SNR elevado.

Ensaio 3 - Placa 13

B MYBPC3_DB4(1)
W TNNT2_CM391(2)

! Flex 31 1

Figura 6.105 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 31 da Placa 13 do Ensaio 3. No eixo
das abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 2 mutagdes analisadas neste plex 31. Na

Figura B encontra-se a legenda da figura A, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura A.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 2
mutagdes nas placas do Ensaio 3 (Anexo 62), constatou-se que nas 2 mutagdes, a extensao foi
elevada em todas as placas do ensaio. Apesar de ambas as mutacdes DB04 (posi¢do n° 1 na
Figura 6.105) no gene MYBPC3 e CM437 (posicao n° 2 na Figura 6.105) no gene TNNT2
possuirem um valor de SNR elevado, nao apresentam gendtipo (sem alelos — N). Ou seja, este
plex apesar de possuir valores de SNR elevados, derivado a algum erro que possa ter ocorrido
(como a pipetagem € realizada manualmente, pode ter ocorrido algum erro e como as
concentracdes do primers € ao nivel nanomolar, uma manipulacido a esta escala influencia o
ensaio), ndo apresenta os genodtipos ideais. H4 que ter em conta que esta realocacdo das
mutacdes no Ensaio 3, ndo foi suficiente para uma completa optimizacdo do plex, face aos
valores de SNR terem piorado e ao gendtipo atribuido a cada uma das mutagdes ndo ser o
ideal, correspondente ao esperado. Para uma estratégia de optimizacdo futura, é necessario
considerar outros factores, para além do facto de as reaccdes serem realizadas em multiplex
com um maior ou menor nimero de conjuntos de primers. Neste caso, serd necessario ajustar

a concentracao destes de acordo com a sua massa ou redesenhd-los.

Plex 32
O plex 32 é constituido por 16 conjuntos de primers, que foram realocados de outros

plexes, com o objectivo de optimizar as suas reac¢des. Ao analisar os valores de SNR dos
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conjuntos de primers das placas do Ensaio 3 (Figura 6.106A e 6.106B), constatou-se que
alguns conjuntos de primers ainda apresentam um valor de SNR inferior a 45% do valor

méximo de SNR no plex.

W MYBPC3_CD47(1)
MYBPC3_CI7 (2)

" Ensaio 3 - Placa 15 B MYBPC3 CM170(3)
2 B MYBPC3_CM395 (4)
20 | @ MYEBPC3_CM90 (5)

MYBPC3_CM394 (6)
B MYBPC3 CS41(7)
B MYH7 CM141(8)
B MYH7_CM68(9)
B MYH7_CMI75(10)
W MYH7 _CMI61(11)

MYL2_CM§5 (12)
._a 1 3 5 7 ;igx:?gz |5 [T ¥ 13 14 15 16 PRK_AGE_C[] (13)
B TNNI3_CM6 (14)

TNNT2_CM124 (15)
B TPMI CM20 (16)
B

Figura 6.106 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 32 da Placa 15 do Ensaio 3. No eixo
das abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 16 mutacdes analisadas neste plex 32.
Na Figura B encontra-se a legenda da figura A, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura

A.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 16
mutacdes nas placas do Ensaio 3 (Anexo 63), constatou-se que apesar da optimizacao
realizada pelo operador em alocar mutacdes que necessitavam de optimizacdo de outros
plexes, para este plex, constatou-se que a extensdo continua insuficiente, em sintonia com a
baixa significancia estatistica do genétipo obtido para algumas mutacdes. Ao verificar os
valores de SNR, de extensdo e o gendtipo atribuido a cada um dos 16 conjuntos de primers
transferidos de outros plexes, constatou-se que em 9 conjuntos de primers, o valor de SNR
melhorou significativamente, entre os valores 4 e 20, contudo os gendtipos atribuidos a cada
mutacdo ndo foram os ideais. Para as mutagdes CM394 (posicdo n° 6 na Figura 6.106,
transferido do plex 1) e CS41 (posicdo n° 7 na Figura 6.106, transferido do plex 23) no gene
MYBPC3; CM6 (posicao n° 14 na Figura 6.106, transferido do plex 1) no gene TNNI3; CM20
(posicao n° 16 na Figura 6.106, transferido do plex 1) no gene TPM1; CM124 (posi¢do n° 15
na Figura 6.106, transferido do plex 5) no gene TNNT2; CM141 (posi¢do n° 8 na Figura
6.106, transferido do plex 6) e CM175 (posi¢ao n° 10 na Figura 6.106, transferido do plex 7)
no gene MYH?7, o gendtipo nao foi identificado (sem alelos — N), enquanto para as mutagdes

CMO90 (posicao n° 5 na Figura 6.106, transferido do plex 4) e CM170 (posi¢do n° 3 na Figura
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6.106, transferido do plex 7) no gene MYBPC3, o gendtipo atribuido foi de baixa
probabilidade (D).

Ao analisar os conjuntos de primers realocados dos outros plexes pelo operador
aquando a optimizagdo do Ensaio 2 para este plex, constatou-se que mesmo com a realocacdo
dos conjuntos de primers, estes continuam a apresentar um valor de SNR, nao superior a 4
para todas as mutacdes. Em relacdo ao genétipo atribuido a cada mutagcdo, as mutacdes
mutacdes CI1 (posicdo n°® 13 na Figura 6.113, transferido do plex1) no gene PRKAG2; CM65
(posi¢do n° 12 na Figura 6.106, transferido do plex 3) no gene MYL2; CM68 (posicao n° 9 na
Figura 6.106, transferido do plex 3) no gene MYH7; CD47 (posi¢do n° 1 na Figura 6.106,
transferido do plex 22) e CM395 (posi¢do n° 4 na Figura 6.106, transferido do plex 22) no
gene MYBPC3 nao possuem gendtipo identificado (sem alelos — N), enquanto a mutacdo
CM161 (posicdao n° 11 na Figura 6.106, transferido do plex 6) no gene MYH7 apesar de
possuir um gendétipo moderado (B), possui um valor de SNR nulo. Ou seja, este plex apesar
de possuir valores de SNR elevados para algumas mutagdes, derivado a algum erro que possa
ter ocorrido (como a pipetagem € realizada manualmente, pode ter ocorrido algum erro e
como a concentragdo do primers € ao nivel nanomolar, uma manipulacdo nesta escala
influencia o ensaio), ndo apresenta os genodtipos ideais. H4 que ter em conta que esta
realocacdo das mutacdes no Ensaio 3, ndo foi suficiente para uma completa optimizagao do
plex, face aos valores de SNR terem piorado e ao genétipo atribuido a cada uma das mutacdes
ndo ser o ideal, correspondente ao esperado. Para uma estratégia de optimizagdo futura, é
necessdario considerar outros factores, para além do facto de as reac¢des serem realizadas em
multiplex com um maior ou menor nimero de conjuntos de primers. Neste caso, serd

necessario ajustar a concentracao destes de acordo com a sua massa ou redesenha-los.

Plex 33

O plex 33 € constituido por 9 conjuntos de primers, realocados de outros plexes, de
modo a optimizar as suas reac¢des. Ao analisar os valores de SNR dos conjuntos de primers
das placas do Ensaio 3 (Figura 6.107A e 6.107B), constatou-se que ainda existem alguns

conjuntos de primers com um valor de SNR inferior a 45% do valor maximo de SNR no plex.
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% e oo B MYBPC3_CMI123 (1)

30 MYBPC3_CM204 (2)

B MYBPC3_CS4(3)

B MYBPC3 DB2(4)

B MYH7 CMS9 (5)
MYH7_CM72 (6)

B MYH7 CM42(7)

B MYH7 CM163 (8)

= B TCAP_CM367(9)

] T ] 9

Plex 33 B

T 3 +

Figura 6.107 — Figura A e B - Primer Adjustment Report para o plex 33 da Placa 19 do Ensaio 3. No eixo
das abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 9 mutacdes analisadas neste plex33. Na

Figura B encontra-se a legenda da figura A, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura A.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 9
mutacdes nas placas do Ensaio 3 (Anexo 63), constatou-se que apesar da optimizagao
realizada pelo operador em alocar mutacdes que necessitavam de optimizacdo de outros
plexes, para este plex, constatou-se que a extensido continua insuficiente, em sintonia com a
baixa significancia estatistica do genétipo obtido para algumas mutagdes. Ao verificar o valor
e SNR, de extensdo e o gendtipo atribuido a cada mutacdo, constatou-se que em 6 conjuntos
de primers, o valor de SNR melhorou significativamente, para valores entre os 4 e 25.
Contudo a mutagdo CM89 (posi¢do n° 5 na Figura 6.107, transferido do plex 4) no gene
MYH?7 possui um genétipo atribuido de baixa probabilidade (D), enquanto as restantes
mutacdes CM72 (posi¢ao n° 6 na Figura 6.107, transferido do plex 3) no gene MYH7; CM123
(posi¢do n° 1 na Figura 6.107, transferido do plex 5), CM204 (posicao n° 2 na Figura 6. 107,
transferido do plex 8) e DB2 (posi¢do n° 4 na Figura 6.107, transferido do plex 10) no gene
MYBPC3 e CM367 (posi¢@o n° 9 na Figura 6.107, transferido do plex 17) no gene TCAP nao
apresentam genoétipo atribuido (sem alelos — N). As restantes 3 mutacdes CM42 (posicdo n°® 7
na Figura 6. 107, transferido do plex 2) no gene MYBPC3 e CM163 (posicao n° 8 na Figura
6.107, transferido do plex 6) no gene MYH7 ndo possuem gendtipo identificado (sem alelos —
N), enquanto a mutagdo CS4 (posi¢do n° 3 na Figura 6.107, transferido do plex 1) no gene
MYBPC3 possui um genétipo moderado (B), com um valor de SNR de 3, 19 e 6,
respectivamente. Apesar destas mutagdes apresentarem um valor de SNR elevado, ainda
necessitam de uma optimizagdo futura, dado que os genétipos atribuidos ndo serem os ideais.
Isto pode ter ocorrido devido a algum erro no processo de amplificagdo, ocorrendo algum erro
de pipetagem e ao alterar a concentracdo do primer (ao nivel do nanomolar), uma
manipulacdo a esta escala influencia o ensaio. Por outro lado, mesmo com a relocalizagcao dos

conjuntos de primers em outros plexes, os restantes 3 conjuntos de primers, continuam a
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apresentar um valor de SNR inferior a 45% do valor maximo de SNR. Até se pode pensar que
estas alteragdes foram bem sucedidas, dado que os valores de SNR sao elevados, contudo ha
que ter em conta que os gendtipos ndo sdo os ideias. Ou seja, este plex apesar de possuir
valores de SNR elevados, derivado a algum erro que possa ter ocorrido (como a pipetagem €
realizada manualmente, pode ter ocorrido algum erro e como a concentracdo do primer € ao
nivel nanomolar uma manipulacdo a esta escala influencia o ensaio), ndo apresenta os
genotipos ideais. H4 que ter em conta que esta realoca¢do das mutacdes no Ensaio 3, ndo foi
suficiente para uma completa optimizacdo do plex, face aos valores de SNR terem piorado e
ao gendtipo atribuido a cada uma das mutagdes ndo ser o ideal, correspondente ao esperado.
Para uma estratégia de optimizagdo futura, € necessario considerar outros factores, para além
do facto de as reac¢des serem realizadas em multiplex com um maior ou menor nimero de
conjuntos de primers. Neste caso, serd necessdrio ajustar a concentracao destes de acordo com

a sua massa ou redesenha-los.

Plex 34

O plex 34 € constituido por 8 conjuntos de primers, realocados de outros plexes, de
modo a optimizar as reaccdes. Ao analisar os valores de SNR dos conjuntos de primers das
placas do Ensaio 3 (Figura 6.108A e 6.108B), constatou-se que existem alguns conjuntos de
primers a apresentar um valor de SNR inferior a 45% do valor mdximo de SNR no plex.

Ensaio 3 - Placa 17

ol B MYBPC3_CD28(1)

35 MYBPC3_CI11(2)

30 B MYBPC3_CM402(3)
B2 B MYBPC3_CM405 (4)
Fon B MYBPC3_CM393 (5)

15 MYBPC3_CS18(6)

10 W MYH7_CM7(7)

§ 1 1 | m MYL2_CM295 (8)
0 A] 2 3 4 & T i

3 B
Plex 34

Figura 6.108 — Figura A - Primer Adjustment Report para o plex 34 da Placa 17 do Ensaio 3. No eixo das
abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 8 mutag¢des analisadas neste plex 34. Na

Figura B encontra-se a legenda da figura A, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura A.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 8
mutacdes nas placas do Ensaio 3 (Anexo 63), constatou-se que apesar da optimizagao
realizada pelo operador em alocar mutacdes que necessitavam de optimizagdo de outros

plexes, para este plex, constatou-se que a extensido continua insuficiente, em sintonia com a
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baixa significancia estatistica do genétipo obtido para algumas mutagdes. Ao verificar o valor
e SNR, de extensdo e o gendtipo atribuido a cada mutacdo, constatou-se que em 4 conjuntos
de primers, apesar dos valores de SNR melhorarem significativamente, rondando os valores
entre 20 e 40, estas mutacdes continuam a apresentar um genétipo que ndo € o ideal. A
mutacdo CD28 (posicdo n° 1 na Figura 6.108, transferido do plex 9) no gene MYBPC3 nao
possui gendtipo identificado (sem alelos — N), enquanto as restantes mutacdes CM393
(posi¢do n° 5 na Figura 6.108, transferido do plex 22) e CM402 (posi¢ao n° 3 na Figura 6.108,
transferido do plex 23) no gene MYBPC3 e CM295 (posicao n° 8 na Figura 6.108, transferido
do plex 12) no gene MYL2 possuem um genétipo de baixa probabilidade (D). Apesar das
restantes 4 mutacoes CM7 (posicao n° 7 na Figura 6.108, transferido do plex 1) no gene
MYH7 e CM405 (posicao n° 4 na Figura 6.108, transferido do plex 24) no gene MYBPC3
possuirem um gendtipo com baixa probabilidade (D) e as mutacdes CS18 (posi¢do n° 6 na
Figura 6.108, transferido do plex 5) e CI11 (posi¢do n° 2 na Figura 6.108, transferido do plex
23) o gene MYBP(C3 nao apresentarem genotipo (sem alelos — N), o valor de SNR das 4
mutacdes € nulo. Até se pode pensar que estas alteracdes foram bem sucedidas, dado que os
valores de SNR sdo elevados nas 4 primeiras mutagdes, contudo ha que ter em conta que os
gendtipos nao sdo os ideias. Ou seja, este plex apesar de possuir valores de SNR elevados,
derivado a algum erro que possa ter ocorrido (como a pipetagem € realizada manualmente,
pode ter ocorrido algum erro e como a concentragao dos primers € ao nivel nanomolar, uma
manipulacdo esta escala influencia o ensaio), ndo apresenta os gendtipos ideais. Por outro
lado, mesmo com a relocalizacdo dos conjuntos de primers em outros plexes, os restantes 4
conjuntos de primers, continuam a apresentar um valor de SNR inferior a 45% do valor
maximo de SNR. Ha que ter em conta que esta realoca¢do das muta¢des no Ensaio 3, ndo foi
suficiente para uma completa optimizacdo do plex, face aos valores de SNR terem piorado e
ao gendtipo atribuido a cada uma das mutagdes ndo ser o ideal, correspondente ao esperado.
Para uma estratégia de optimizacao futura, é necessario considerar outros factores, para além
do facto de as reaccdes serem realizadas em multiplex com um maior ou menor nimero de
conjuntos de primers. Neste caso, serd necessdario ajustar a concentracao destes de acordo com

a sua massa ou redesenha-los.

Plex 35
O plex 35 € constituido por 4 conjuntos de primers, realocados de outros plexes, com

o objectivo de optimizar as suas reac¢des. Ao analisar os valores de SNR dos conjuntos de
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primers das placas do Ensaio 3 (Figura 6.116A e 6.116B), verificou-se que existe apenas um
conjunto de primers com valor de SNR inferior a 45% do valor maximo de SNR do plex.

Ensaio 3 - Placa 12
45 |

W MYBPC3_CM108 (1)
MYBPC3 _DB1(2)

B MYH7 CM98(3)

B MYO6_CM71(4)

B

A " Plex3s

Figura 6.109 — Figura A - Primer Adjustment Report para o plex 35 da Placa 12 do Ensaio 3. No eixo das
abcissas encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 4 mutacdes analisadas neste plex 35. Na

Figura B encontra-se a legenda da figura A, identificando-se os genes correspondentes a cada barra da figura A.

Ao analisar-se os resultados do Plate Result Report e do Call Cluster Plot para as 4
mutacdes nas placas do Ensaio 3 (Anexo 63), constatou-se que apesar da optimizagao
realizada pelo operador em alocar mutacdes que necessitavam de optimizacdo de outros
plexes, para este plex, constatou-se que a extensido continua insuficiente, em sintonia com a
baixa significancia estatistica do gendtipo obtido para uma mutagdo. Ao verificar o valor e
SNR, de extensdao e o gendtipo atribuido a cada mutacdo, dos 4 conjuntos de primers
transferidos de outros plexes, constatou-se que em 3 conjuntos de primers, o valor de SNR
melhorou significativamente, rodando os valores entre 10 e 40, contudo o genétipo atribuido a
cada mutacdo ndo foi o ideal. As mutagcdes CM98 (posicdo n°® 3 na Figura 6.109, transferido
do plex 4) no gene MYH7 e DB1 (posi¢do n° 2 na Figura 6.109, transferido do plex 9) no gene
MYBPC3 nao apresentam genétipo identificado (sem alelos — N), enquanto a mutacdo CM108
(posi¢do n° 1 na Figura 6.109, transferido do plex 5) no gene MYBPC3 apresenta um genotipo
moderado (B), necessitando de optimizacao. Por outro lado, a mutagdo CM71 (posi¢ao n° 4 na
Figura 6.109, transferido do plex 24) no gene MYO6 continua a apresentar um valor de SNR
nulo, sem atribuicdo de gendtipo (sem alelos — N). Até se pode pensar que estas alteracdes
foram bem sucedidas, dado que os valores de SNR sao elevados, contudo hd que ter em conta
que os gendtipos ndo foram os ideias. Ou seja, este plex apesar de possuir valores de SNR
elevados, derivado a algum erro que possa ter ocorrido (como a pipetagem € realizada
manualmente, pode ter ocorrido algum erro e como a concentragdo dos primers é ao nivel
nanomolar, uma manipulacdo nesta escala influencia o ensaio), ndo apresenta os genotipos

ideais. Ha que ter em conta que esta realocacdo das mutagdes no Ensaio 3, ndo foi suficiente
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para uma completa optimizagao do plex, face aos valores de SNR terem piorado e ao genétipo
atribuido a cada uma das mutacdes ndo ser o ideal, correspondente ao esperado. Para uma
estratégia de optimizacdo futura, € necessario considerar outros factores, para além do facto
de as reacgdes serem realizadas em multiplex com um maior ou menor nimero de conjuntos
de primers. Neste caso, serd necessario ajustar a concentracao destes de acordo com a sua

massa ou redesenha-los.

Ao avaliar os 35 plexes que constituem o Ensaio 3, constatou-se que apds a
realocacdo de 37 conjuntos de primers, pelo operador aquando a optimizacdo do Ensaio 2,
estes foram reagrupados em 4 novos plexes (plexes 32, 33, 34 e 35), com o objectivo de
optimizar um maior ndmero de mutagdes possiveis.

Ao avaliar cada um dos plexes, quanto aos trés parametros base, o valor de SNR, o
valor de extensdo e o gendtipo atribuido a cada uma das mutagdes, constatou-se que ao retirar
determinados conjuntos de primers por plex transferindo-os para outros plexes, o nimero de
conjuntos de primers por optimizar diminuiu. Nos plexes 1, 2, 4, 5, 6,7 8,9, 10, 12, 13, 14,
22,24, 26, 27 e 28 obteve-se uma melhoria significativa, dado que passou a existir um menor
nimero de conjuntos de primers em relagcdo ao nimero total de conjuntos de primers em cada
plex, com um valor de SNR e de extensao reduzidos ou mesmo nulos e um genétipo atribuido
a cada mutacdo inadequado. Tendo em conta o nimero total de conjuntos de primers dos
plexes 3, 11, 15, 16, 17, 18, 19, 20 e 25, verificou-se que existe um elevado nimero de
mutacdes por optimizar, sendo estes 0s plexes a necessitar de uma optimizagdo imediata por
parte do operador. Em relacdo aos plexes 29, 30, 31, 32, 33, 34 e 35, constatou-se que apesar
de todos os conjuntos de primers apresentarem um valor de SNR e de extensdo elevados,
possuem um genétipo atribuido a cada uma das mutacdes inadequado, para os considerar

optimizados.
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6. Conclusao e Perspectivas Futuras

A MH caracteriza-se por ser a doenca cardiaca genética mais frequente, ocorrendo
em 1:500 individuos, com um padrao de transmissdo autossdmico dominante € com mutacdes
associadas a genes sarcoméricos e a ndo sarcoméricos. O diagndstico clinico € realizado
através de andlises bioquimicas, ECG e EEG e o diagndstico molecular é efectuado
recorrendo maioritariamente a SA dos 5 principais genes sarcoméricos que controlam o
mecanismo de contragdo cardiaca, MYBPC3, MYH7, TNNT2, TNNI3 e MYL2.

No entanto, esta metodologia é considerada bastante dispendiosa e demorada, nao
incluindo na andlise muitos dos genes a ela associados, tendo como consequéncia, nao
permitir identificar mutacdes em cerca de 1/3 dos pacientes. A relacdo tempo de execugdo
versus custo € também um argumento que desfavorece a sua aplicacdo. Torna-se assim
importante a implementa¢do de novas metodologias para um diagnéstico da MH adequado e
eficaz.

A Genotipagem por iPLEX MassARRAY permite uma deteccdo rapida, eficaz e
menos dispendiosa de um elevado nimero de mutacdes em indmeros genes num Unico ensaio,
em comparacdo com a SA. Este método baseia-se na utilizacio de um microchip
(Sequenom®), onde se colocam as regides de interesse a analisar, neste caso as 541 mutacdes
nos 33 genes associados a MH, permitindo uma andlise simultinea de pelo menos 10
amostras por placa.

Com o objectivo de optimizar e validar a aplicagdo da tecnologia de iPLEX
MassARRAY, ao diagnostico genético de 541 mutacdes associadas a MH, foram analisados,
no decorrer desta dissertacdo, em 3 ensaios independentes, 3 parametros que permitem
verificar se uma dada mutacdo estd ou ndo a ser identificada correctamente num dado plex: o
valor de SNR relativo ao primer de extensao, o valor de extensao fornecido pelo Call Cluster
Plot e o respectivo genétipo atribuido. De modo a optimizar as reac¢des de PCR multiplex nos
varios ensaios, foi necessdria uma andlise bioinformatica extensa, com base no Primer
Adjustment Report, o Plate Result Report, Autocluster e o Call Cluster Plot. A ferramenta do
Autocluster aumenta a sensibilidade de detec¢do do sinal gerado pelas reacdes de extensao
dos primers, enquanto o Cluster Call origina os graficos demonstrativos da organizagao por
clusters, relativamente aos genétipos para cada uma das mutagdes em andlise, dando a
informacdo acerca do valor de extensdo de cada mutacdo. Seguidamente foi utilizada a

ferramenta do Autocluster, de modo a aumentar a sensibilidade dos resultados. Por fim, para
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avaliar os valores de SNR e o genétipo atribuido a cada uma das mutagdes, foram utilizados
os relatérios do Primer Adjustment Report, que permitem a andlise dos valores de SNR para
cada conjunto de primers e do Plate Result Report que fornece a descri¢do pormenorizada dos
resultados de genotipagem, tendo em conta uma classificacio baseada na significincia
estatistica.

No Ensaio 1, as 541 mutacdes foram distribuidas por 21 plexes em 2 placas (Placa 1
e 2) e ao analisar os seus resultados, constatou-se que 285 (53%) das 541 mutacdes
apresentavam um valor de SNR inferior a 45% do valor mdximo de SNR, associado com um
valor de extensao reduzido e um genétipo inadequado atribuido a cada mutagao,
maioritariamente agressivo (C), de baixa probabilidade (D) ou mesmo sem identificacao de
genotipo (N). Aquando a optimizacao do Ensaio 1, o operador optou por remover 72 ao total
das 541 mutacdes analisadas, tendo por base unicamente o valor de extensao de cada uma das
mutacdes, deixando por retirar de cada um dos plexes, um determinado nimero de conjuntos
de primers que também necessitavam de optimizagao.

Das 72 mutagdes removidas a cada plex, 6 foram removidas incorrectamente, dado
que o operador sé considerou o valor de extensdo, deixando por analisar o valor de SNR
destas e o genétipo atribuido a cada mutacdo. Em relacdo as restantes 66 mutagdes, todas
foram correctamente removidas do plex de origem (Tabela 6.3). Alguns dos conjuntos de
primers removidos de cada um dos 21 plexes, constituiram os plexes 22 a 31.

Ao analisar os 31 plexes que constituem o Ensaio 2, distribuidos por 5 placas (Placa
3,5,6,9 ¢ 10), tendo em conta o valor de SNR, o valor de extensdo e o gendétipo atribuido a
cada uma das mutacdes, constatou-se que ao reduzir o nimero de conjuntos de primers por
plex, ocorreu uma melhoria significativa na maioria dos 31 plexes, em que apenas 86 (16%)
das 541 mutagdes apresentaram um valor de SNR inferior a 45% do valor maximo de SNR,
associado com um valor de extensdo reduzido e um gendtipo inadequado atribuido a cada
mutacdo, maioritariamente agressivo (C), de baixa probabilidade (D) ou mesmo sem
identificacdo de genétipo (N).

Ao reduzir o nimero de conjuntos de primers por plex, os plexes 1, 2,4, 5,7, 8, 10,
17, 18, 19 e 20, apresentaram uma melhoria significativa, em relacdo ao nimero de mutacdes
por optimizar, sendo necessario apenas a optimizacdo de um nimero reduzido de mutacdes
por plex. Apesar de também ter ocorrido uma redu¢do do niimero de conjuntos de primers nos
plexes 3, 6,9, 11, 12, 13, 14, 15 e 16, constatou-se que continua a existir um elevado nimero

de conjuntos de primers com um valor de SNR inferior a 45% do valor mdximo de SNR,
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associado com um valor de extensdo reduzido e um gendtipo inadequado atribuido a cada
mutacdo. Para estes plexes, o ideal € que todas as suas reaccdes sejam optimizadas.

Em relacdo as mutagdes alocadas nos plexes 22 a 31, verificou-se que ocorreu uma
melhoria significativa no valor de SNR, no valor de extensdo e no gendtipo atribuido a cada
mutacdo, dado que estas foram distribuidas em plexes com um menor nimero de mutacoes,
com o objectivo de evitar a combinacdo de primers e de produtos de extensdo que possam
resultar na formagdo de dimeros de primers e numa hibridacdo ndo especifica dos
oligonucledtidos Sequen0m®)

Aquando da optimizac¢do do Ensaio 2, o operador recolocou todas as 72 mutacdes
anteriormente retiradas nos plexes de origem e desta vez, com base no valor de SNR, no valor
de extensdo e no gendtipo atribuido a cada mutagdo, optou por retirar apenas 37 conjuntos de
primers, reagrupando-os em 4 novos plexes (plexes 32, 33, 34 e 35), perfazendo um total de
35 plexes para o proximo ensaio.

Ao analisar as 541 mutacdes nos 35 plexes do Ensaio 3, testadas em 9 placas (Placa
11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18 ¢ 19) tendo em conta o valor de SNR, o valor de extensido e o
genOtipo atribuido a cada uma das mutacdes, constatou-se que 157 (29%) das 541 mutacdes
testadas ainda apresentam um valor de SNR inferior a 45% do valor mdximo do SNR,
associados com um gendtipo inadequado, maioritariamente genotipos agressivos (C), de baixa
probabilidade (D) e mesmo mutacdes sem gendtipo identificado (sem alelos — N),
necessitando de optimizagdo. Por outro lado existem 37 conjuntos de primers a apresentar um
valor de SNR elevado nos plexes 29, 30, 31, 31, 33, 34 e 35; contudo, apresentam igualmente
um gendtipo inadequado, em que a maioria dos genétipos atribuidos foram classificados em
agressivos (C), de baixa probabilidade (D) ou mesmo em alguns casos, nao foram idenficados
nenhum gendtipo (sem alelos — N). E de considerar que provavelmente ocorreu um erro que
podera estar na origem da pipetagem, que € realizada manualmente e como a concentragao
dos primers € ao nivel nanomolar e a manipulacdo a esta escala, influencia o ensaio e os
genotipos atribuidos a cada mutacdo. Ha que ter em conta, que a realoca¢ao das mutacdes do
Ensaio 2 para o Ensaio 3, também ndo foi suficiente para que ocorresse a optimizag¢ao
completa das 541 mutacdes, uma vez que muitas mutacdes quando realocadas noutros plexes,
o seu valor de SNR piorou, associadas a um genétipo que ndo foi o ideal, correspondente ao
esperado inicialmente. Nestes casos, pensa-se que o melhor serd ajustar a concentragao dos

conjuntos de primers de acordo com a sua massa ou mesmo redesenha-los.

177

Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias, Faculdade de Engenharia e Ciéncias Naturais



Helena Oliveira e Tecnologia de iPLEX MassARRAY aplicada ao diagndstico de Miocardiopatia Hipertréfica

Para uma estratégia de optimizacdo futura, € necessario ter em conta, sendo
recomenddvel, que para além do facto de as reac¢des serem realizadas em multiplex com um
maior ou menor nimero de conjuntos de primers, serd também necessdrio ajustar a
concentracdo destes, de acordo com a sua massa ou redesenhd-los.

Outra medida possivel a tomar, serd recorrer a pipetagem automdtica, quer dos
conjuntos de primers, quer das amostras de DNA, com robots especializados, de modo a
evitar que as suas concentragdes, quer dos primers, quer do DNA seja afectada.

Como perspectivas futuras, pretende-se a optimizacdo completa de todas as
condic¢des de reacdo inerentes ao iPLEX MassARRAY para que de algum modo esta tecnologia

possa vir a contribuir para um diagndstico mais acessivel, menos dispendioso, mais rapido,

podendo tornar-se uma das tecnologias mais utilizadas no diagndstico desta doencga genética.
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8. Anexos

Anexo A

Plate Result Report
Ensaio 1-Plex1

Poco Mutacio Genatipo Descricio Amostra Operador

Al ACTC1_CM13 G Conservative (A) 1 Automitico
A0l ACTC1_CMI14 G Conservative (A) 1 Automitico
A0 MTCYB Gl Sem alzlos (M) 1 Automitico
A0 MITG T1 T Conservative (A) 1 Automdtico
Al MTTI_Al A Moderado (B) 1 Automdtico
A0 MYBPC3_CD1 i Conservative (A) 1 Automitico
A0 MYBPC3 CD4 C Conservative (A) 1 Automitico
A0 MYBPC3_CD6 Eaixa probabilidade (D) 1 Automitico
Al MYEPC3_CD3 T Conservative (A) 1 Automitico
A0 MYBPC3 CD2 GGCACACG Moderado (B) 1 Automitico
A1 MYBPC3 CI2 DEL Meoderade (B) 1 Automatico
A01 MYBPC3_CMI18 Baixa probabilidade (D) | Automitico
A1 MYBPC3_ChI5 C Conszervative (A) 1 Automatico
A0l MYBPC3_CM17 G Agressivo (C) 1 Automitico
A0 MYBPC3_CMI16 C Meoderado (B) 1 Automitico
Al MYBPC3_CM3 Sem alzlos (M) 1 Automdtico
A0 MYBPC3_CM394 Sem alelos (M) 1 Automdtico
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Figura 8.1 — Figura A-E - Primer Adjustment Report para o plex 1 no Ensaio 2. No eixo das abcissas
encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 24 mutacGes analisadas neste plex 1. Na Figura F
encontra-se a legenda da figura A-E, identificando-se as mutacdes/genes correspondentes a cada barra da figura

A-E.
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Figura 8.2 — Figura A-I - Primer Adjustment Report para o plex 1 no Ensaio 3. No eixo das abcissas
encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 31 mutacdes analisadas neste plex 1. Na Figura J

encontra-se a legenda da figura A-I, identificando-se as mutagdes/genes correspondentes a cada barra da figura

A-1
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Figura 8.3 — Figura A-E - Primer Adjustment Report para o plex 2 no Ensaio 2. No eixo das abcissas
encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 29 mutacGes analisadas neste plex 2. Na Figura F
encontra-se a legenda da figura A-E, identificando-se as mutacdes/genes correspondentes a cada barra da figura

A-E.
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Figura 8.4 — Figura A-I - Primer Adjustment Report para o plex 2 no Ensaio 3. No eixo das abcissas
encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 36 mutacdes analisadas neste plex 2. Na Figura J
encontra-se a legenda da figura A-I, identificando-se as mutagdes/genes correspondentes a cada barra da figura
A-L
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Figura 8.5 — Figura A-E - Primer Adjustment Report para o plex 3 no Ensaio 2. No eixo das abcissas
encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 30 mutacdes analisadas neste plex 2. Na Figura F

encontra-se a legenda da figura A-E, identificando-se as mutacdes/genes correspondentes a cada barra da figura
A-E.
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Figura 8.6 — Figura A-I - Primer Adjustment Report para o plex 3 no Ensaio 3. No eixo das abcissas
encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 30 mutacdes analisadas neste plex 3. Na Figura J

encontra-se a legenda da figura A-I, identificando-se as mutagdes/genes correspondentes a cada barra da figura
A-L
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Figura 8.7 — Figura A-E - Primer Adjustment Report para o plex 4 no Ensaio 2. No eixo das abcissas
encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 31 mutacdes analisadas neste plex 4. Na Figura F

encontra-se a legenda da figura A-E, identificando-se as mutacdes/genes correspondentes a cada barra da figura
A-E.
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Figura 8.8 — Figura A-I - Primer Adjustment Report para o plex 4 no Ensaio 3. No eixo das abcissas
encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 34 mutacdes analisadas neste plex 4. Na Figura J
encontra-se a legenda da figura A-I, identificando-se as mutag¢des/genes correspondentes a cada barra da figura

A-L
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Figura 8.9 — Figura A-E - Primer Adjustment Report para o plex 5 no Ensaio 2. No eixo das abcissas
encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 33 mutacOes analisadas neste plex 5. Na Figura F
encontra-se a legenda da figura A-E, identificando-se as mutacdes/genes correspondentes a cada barra da figura

A-E.
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Figura 8.10 — Figura A-I - Primer Adjustment Report para o plex 5 no Ensaio 3. No eixo das abcissas
encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 33 mutacdes analisadas neste plex 5. Na Figura J

encontra-se a legenda da figura A-I, identificando-se as mutag¢des/genes correspondentes a cada barra da figura
A-1
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Figura 8.11 — Figura A-E - Primer Adjustment Report para o plex 6 no Ensaio 2. No eixo das abcissas
encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 28 mutacdes analisadas neste plex 6. Na Figura F

encontra-se a legenda da figura A-E, identificando-se as mutacdes/genes correspondentes a cada barra da figura
A-E.
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Figura 8.12 — Figura A-I1 - Primer Adjustment Report para o plex 6 no Ensaio 3. No eixo das abcissas
encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 32 mutacdes analisadas neste plex 6. Na Figura J

encontra-se a legenda da figura A-I, identificando-se as mutag¢des/genes correspondentes a cada barra da figura

A-L
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Figura 8.13 — Figura A-E - Primer Adjustment Report para o plex 7 no Ensaio 2. No eixo das abcissas
encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 30 mutag¢des analisadas neste plex 7. Na Figura F
encontra-se a legenda da figura A-E, identificando-se as mutacdes/genes correspondentes a cada barra da figura
A-E.
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Figura 8.14 — Figura A-I1 - Primer Adjustment Report para o plex 7 no Ensaio 3. No eixo das abcissas

encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 31 mutacdes analisadas neste plex 7. Na Figura J

encontra-se a legenda da figura A-I, identificando-se as mutagdes/genes correspondentes a cada barra da figura

A-L
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Figura 8.15 - Figura A-E - Primer Adjustment Report para o plex 8 no Ensaio 2. No eixo das abcissas

encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 26 mutag¢des analisadas neste plex 8. Na Figura F

encontra-se a legenda da figura A-E, identificando-se as mutacdes/genes correspondentes a cada barra da figura

A-E.
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Figura 8.16 — Figura A-I - Primer Adjustment Report para o plex 8§ no Ensaio 3. No eixo das abcissas
encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 30 mutacdes analisadas neste plex 8. Na Figura J
encontra-se a legenda da figura A-I, identificando-se as mutagdes/genes correspondentes a cada barra da figura

A-L

Anexo 17

Ensaio 2 - Placa 3 Ensaio? - Placa s Ensaio 2 - Placa 6

8 1s| 24
7 8] 2ﬂ| o
: bt | |
#s o 12| H Eus
I S | 1o i — | l
g0 i i 2 |
NN N S a
Nl N N || o — 8
4
11 5 : | - N
0
T2393 677 S DUNBULKTEHDA EE L T, EE -
. Plex9 AR R Bmn T T E 8 Wi B M ISk 9
i B 12 Plex 9
Ensaio 2 - Placa 9 Ensaio 2 - Placa 10
ml ] 18
ml ‘ 16 ]
14 ‘ 14
12 l 12 —
1 g 10 —
Rl = -
s | ]
4 |
| 2 | B |
12343673 30URBHLBIEITBEDIRBMINTBN0 U 234567 $910 1121 MI1S1617
Plex9 I Plex

W CSRP3_CM221(1)

MYBPC3_CM229 (2)
B MYBPC3_CM219(3)
B MYBPC3_CM227 (4)
W MYBPC3_CM235(5)

B MYBPC3_CM224 (8)
W MYBPC3_CM239(9)
W MYBPC3_CS28(10)
B MYBPC3_DBI (1)
MYH7_CD29(12)
MYH7_CM216(13)
W MYH7_CM230(14)

MYH7_CM228 (15)
F

W MYH7_CM223(16)
MYH7_CM217(17)
B MYH7_CM225(18)
MYH7_CM214(19)
W MYH7_CM215(20)
W MYH7_CM218(21)
B MYH7_CM220(22)
MYH7_CM236(23)
B MYH7_CM231(24)
MYH7_CM222(25)
W TNNI3_CM238(26)
B TNNI3_CM233(27)
B TNNT2_CD27(28)
TNNT2_CM226 (29)
W TNNT2_CM232(30)

Figura 8.17 — Figura A-E - Primer Adjustment Report para o plex 9 no Ensaio 2. No eixo das abcissas
encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 30 mutacGes analisadas neste plex 9. Na Figura F
encontra-se a legenda da figura A-E, identificando-se as mutacdes/genes correspondentes a cada barra da figura

A-E.
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Figura 8.18 — Figura A-I1 - Primer Adjustment Report para o plex 9 no Ensaio 3. No eixo das abcissas
encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 30 mutacdes analisadas neste plex 9. Na Figura J

encontra-se a legenda da figura A-I, identificando-se as mutagdes/genes correspondentes a cada barra da figura
A-1
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Figura 8.19 — Figura A-E - Primer Adjustment Report para o plex 10 no Ensaio 2. No eixo das abcissas
encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 27 mutagdes analisadas neste plex 10. Na Figura F

encontra-se a legenda da figura A-E, identificando-se as mutacdes/genes correspondentes a cada barra da figura
A-E.
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Figura 8.20 — Figura A-I - Primer Adjustment Report para o plex 10 no Ensaio 3. No eixo das abcissas
encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 28 mutagdes analisadas neste plex 10. Na Figura J

encontra-se a legenda da figura A-I, identificando-se as mutag¢des/genes correspondentes a cada barra da figura
A-L
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Figura 8.21 — Figura A-E - Primer Adjustment Report para o plex 11 no Ensaio 2. No eixo das abcissas
encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 27 mutagdes analisadas neste plex 11. Na Figura F

encontra-se a legenda da figura A-E, identificando-se as mutacdes/genes correspondentes a cada barra da figura
A-E.
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Figura 8.22 — Figura A-I - Primer Adjustment Report para o plex 11 no Ensaio 3. No eixo das abcissas
encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 27 mutagdes analisadas neste plex 11. Na Figura J

encontra-se a legenda da figura A-I, identificando-se as mutagdes/genes correspondentes a cada barra da figura
A-L
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Figura 8.23 — Figura A-E - Primer Adjustment Report para o plex 12 no Ensaio 2. No eixo das abcissas
encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 22 mutagdes analisadas neste plex 12. Na Figura F

encontra-se a legenda da figura A-E, identificando-se as mutacdes/genes correspondentes a cada barra da figura
A-E.
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Figura 8.24 — Figura A-I - Primer Adjustment Report para o plex 12 no Ensaio 3. No eixo das abcissas
encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 24 mutagdes analisadas neste plex 12. Na Figura J

encontra-se a legenda da figura A-I, identificando-se as mutagdes/genes correspondentes a cada barra da figura

A-L

Anexo 25
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Figura 8.25 — Figura A-E - Primer Adjustment Report para o plex 13 no Ensaio 2. No eixo das abcissas
encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 24 mutagdes analisadas neste plex 13. Na Figura F

encontra-se a legenda da figura A-E, identificando-se as mutacdes/genes correspondentes a cada barra da figura
A-E.
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Figura 8.26 — Figura A-I - Primer Adjustment Report para o plex 13 no Ensaio 3. No eixo das abcissas

encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 24 mutagdes analisadas neste plex 13. Na Figura J

encontra-se a legenda da figura A-I, identificando-se as mutagdes/genes correspondentes a cada barra da figura

A-L
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Figura 8.27 — Figura A-E - Primer Adjustment Report para o plex 14 no Ensaio 2. No eixo das abcissas

encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 21 mutagdes analisadas neste plex 14. Na Figura F

encontra-se a legenda da figura A-E, identificando-se as mutacdes/genes correspondentes a cada barra da figura

A-E.
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Figura 8.28 — Figura A-I - Primer Adjustment Report para o plex 14 no Ensaio 3. No eixo das abcissas
encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 22 mutagdes analisadas neste plex 14. Na Figura J

encontra-se a legenda da figura A-I, identificando-se as mutagdes/genes correspondentes a cada barra da figura
A-L
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Figura 8.29 — Figura A-E - Primer Adjustment Report para o plex 15 no Ensaio 2. No eixo das abcissas
encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 18 mutagdes analisadas neste plex 15. Na Figura F
encontra-se a legenda da figura A-E, identificando-se as mutacdes/genes correspondentes a cada barra da figura
A-E.
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Figura 8.30 — Figura A-I - Primer Adjustment Report para o plex 15 no Ensaio 3. No eixo das abcissas
encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 19 mutagdes analisadas neste plex 15. Na Figura J

encontra-se a legenda da figura A-I, identificando-se as mutag¢des/genes correspondentes a cada barra da figura
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Figura 8.31 — Figura A-E - Primer Adjustment Report para o plex 16 no Ensaio 2. No eixo das abcissas
encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 13 mutagdes analisadas neste plex 16. Na Figura F
encontra-se a legenda da figura A-E, identificando-se as mutacdes/genes correspondentes a cada barra da figura

A-E.
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Figura 8.32 — Figura A-I - Primer Adjustment Report para o plex 16 no Ensaio 3. No eixo das abcissas
encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 15 mutagdes analisadas neste plex 16. Na Figura J

encontra-se a legenda da figura A-I, identificando-se as mutagdes/genes correspondentes a cada barra da figura
A-L
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Figura 8.33 — Figura A-E - Primer Adjustment Report para o plex 17 no Ensaio 2. No eixo das abcissas
encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 13 mutagdes analisadas neste plex 17. Na Figura F

encontra-se a legenda da figura A-E, identificando-se as mutacdes/genes correspondentes a cada barra da figura
A-E.

Xvii
Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias, Faculdade de Engenharia e Ciéncias Naturais



Helena Oliveira e Tecnologia de iPLEX MassARRAY aplicada ao diagndstico de Miocardiopatia Hipertréfica

Anexo 34

Ensaio 3 - Placa 11

Ensaio 3 - Placa 12

Ensaio3 - Placa 13

o D SR 2 2 s on B oo

o
Plex17
" Ensaio3 - Placal4 Ensaio3 Placa 15

SR

1 £ BN B B oM
Plec17

S T e womom B oM E

HgsosIsg

s B ou oBm BB

1 PR
F Plex17

PR
D Plex17
- Ensaio 3 - Placa 17 - Ensaio 3 - Placa 13 Ensaio3 - Placa 19
©
o L)
0
By |
a fo
2 o—1
n— 0
10— 0
me 0 e
0= i i T oz 4 b B BB %8 ] ‘ € 7 2 9 b om BB oM 1 Plex17
G Plex17 H Plex17

B CSRP3_CM374 (1)
I MYBPC3_CI9 (2)
B MYBPC3_CM3T5 3)
B MYBPC3_CX3(4)
B MYH7_CM366(5)
MYH7_CM372(6)
B MYH7_CM370(7)
W MYH7_CM369(8)
B MYH7_CP4(9)
B MYH7_CS37(10)
B MYL2 CM368(11)
TCAP_CM367(12)
TNNT2_CM371(13)
B TPMI_CM373 (14)
J

Figura 8.34 — Figura A-I - Primer Adjustment Report para o plex 17 no Ensaio 3. No eixo das abcissas

encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 14 mutagdes analisadas neste plex 17. Na Figura J

encontra-se a legenda da figura A-I, identificando-se as mutag¢des/genes correspondentes a cada barra da figura

A-L
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Figura 8.35 — Figura A-E - Primer Adjustment Report para o plex 18 no Ensaio 2. No eixo das abcissas

encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 9 mutacdes analisadas neste plex 18. Na Figura F

encontra-se a legenda da figura A-E, identificando-se as mutacdes/genes correspondentes a cada barra da figura

A-E.
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Figura 8.36 — Figura A-I - Primer Adjustment Report para o plex 18 no Ensaio 3. No eixo das abcissas
encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 11 mutagdes analisadas neste plex 18. Na Figura J

encontra-se a legenda da figura A-I, identificando-se as mutagdes/genes correspondentes a cada barra da figura
A-L
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Figura 8.37 — Figura A-E - Primer Adjustment Report para o plex 19 no Ensaio 2. No eixo das abcissas
encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 4 mutacdes analisadas neste plex 19. Na Figura F

encontra-se a legenda da figura A-E, identificando-se as mutacdes/genes correspondentes a cada barra da figura
A-E.
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Figura 8.38 — Figura A-I - Primer Adjustment Report para o plex 19 no Ensaio 3. No eixo das abcissas
encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 6 mutagdes analisadas neste plex 19. Na Figura J
encontra-se a legenda da figura A-I, identificando-se as mutagdes/genes correspondentes a cada barra da figura
A-L
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Figura 8.39 — Figura A-E - Primer Adjustment Report para o plex 20 no Ensaio 2. No eixo das abcissas
encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 4 mutacdes analisadas neste plex 20. Na Figura F
encontra-se a legenda da figura A-E, identificando-se as mutacdes/genes correspondentes a cada barra da figura
A-E.
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Figura 8.40 — Figura A-I - Primer Adjustment Report para o plex 20 no Ensaio 3. No eixo das abcissas
encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 5 mutagdes analisadas neste plex 20. Na Figura J
encontra-se a legenda da figura A-I, identificando-se as mutagdes/genes correspondentes a cada barra da figura

A-L
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Figura 8.41 — Figura A-E - Primer Adjustment Report para o plex 21 no Ensaio 2. No eixo das abcissas
encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas a mutagdo analisada neste plex 21. Na Figura F
encontra-se a legenda da figura A-E, identificando-se as mutacdes/genes correspondentes a cada barra da figura

A-E.
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Figura 8.42 — Figura A-I - Primer Adjustment Report para o plex 21 no Ensaio 3. No eixo das abcissas
encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas a mutacdo analisada neste plex 21. Na Figura J

encontra-se a legenda da figura A-I, identificando-se as mutagdes/genes correspondentes a cada barra da figura
A-L
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Figura 8.43 — Figura A-E - Primer Adjustment Report para o plex 22 no Ensaio 2. No eixo das abcissas
encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 5 mutacdes analisadas neste plex 22. Na Figura F

encontra-se a legenda da figura A-E, identificando-se as mutacdes/genes correspondentes a cada barra da figura
A-E.
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Figura 8.44 — Figura A-I - Primer Adjustment Report para o plex 22 no Ensaio 3. No eixo das abcissas
encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 6 mutagdes analisadas neste plex 22. Na Figura J

encontra-se a legenda da figura A-I, identificando-se as mutagGes/genes correspondentes a cada barra da figura
A-L
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Figura 8.45 — Figura A-E - Primer Adjustment Report para o plex 23 no Ensaio 2. No eixo das abcissas
encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 4 mutacdes analisadas neste plex 23. Na Figura F

encontra-se a legenda da figura A-E, identificando-se as mutacdes/genes correspondentes a cada barra da figura
A-E.
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Figura 8.46 — Figura A-1 - Primer Adjustment Report para o plex 23 no Ensaio 3. No eixo das abcissas
encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 4 mutagdes analisadas neste plex 23. Na Figura J
encontra-se a legenda da figura A-I, identificando-se as mutagdes/genes correspondentes a cada barra da figura

A-L
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Figura 8.47 — Figura A-E - Primer Adjustment Report para o plex 24 no Ensaio 2. No eixo das abcissas
encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 5 mutagdes analisadas neste plex 24. Na Figura F
encontra-se a legenda da figura A-E, identificando-se as mutacdes/genes correspondentes a cada barra da figura

A-E.
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Figura 8.48 — Figura A-I - Primer Adjustment Report para o plex 24 no Ensaio 3. No eixo das abcissas
encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 7 mutagdes analisadas neste plex 24. Na Figura J

encontra-se a legenda da figura A-I, identificando-se as mutagdes/genes correspondentes a cada barra da figura
A-L
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Figura 8.49 — Figura A-E - Primer Adjustment Report para o plex 25 no Ensaio 2. No eixo das abcissas
encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 4 muta¢des analisadas neste plex 25. Na Figura F

encontra-se a legenda da figura A-E, identificando-se as mutacdes/genes correspondentes a cada barra da figura
A-E.
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Figura 8.50 — Figura A-I - Primer Adjustment Report para o plex 25 no Ensaio 3. No eixo das abcissas
encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 5 mutagdes analisadas neste plex 25. Na Figura J

encontra-se a legenda da figura A-I, identificando-se as mutagGes/genes correspondentes a cada barra da figura
A-L
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Figura 8.51 — Figura A-E - Primer Adjustment Report para o plex 26 no Ensaio 2. No eixo das abcissas
encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 7 (A) e 9 (B, C, D e E) mutagdes analisadas neste

plex 26. Na Figura F encontra-se a legenda da figura A-E, identificando-se as mutagdes/genes correspondentes a

cada barra da figura A-E.
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Anexo 52
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Figura 8.52 — Figura A-I - Primer Adjustment Report para o plex 26 no Ensaio 3. No eixo das abcissas
encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 12 mutagdes analisadas neste plex 26. Na Figura J

encontra-se a legenda da figura A-I, identificando-se as mutagdes/genes correspondentes a cada barra da figura
A-L
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Figura 8.53 — Figura A-E - Primer Adjustment Report para o plex 27 no Ensaio 2. No eixo das abcissas
encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 2 mutac¢des analisadas neste plex27. Na Figura F
encontra-se a legenda da figura A-E, identificando-se as mutacdes/genes correspondentes a cada barra da figura
A-E.
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Figura 8.54 — Figura A-I - Primer Adjustment Report para o plex 27 no Ensaio 3. No eixo das abcissas
encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 7 mutagdes analisadas neste plex 27. Na Figura J

encontra-se a legenda da figura A-I, identificando-se as mutagdes/genes correspondentes a cada barra da figura
A-L
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Figura 8.55 — Figura A-E - Primer Adjustment Report para o plex 28 no Ensaio 2. No eixo das abcissas
encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 6 mutacdes analisadas neste plex 28. Na Figura F

encontra-se a legenda da figura A-E, identificando-se as mutacdes/genes correspondentes a cada barra da figura
A-E.
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Figura 8.56 — Figura A-I - Primer Adjustment Report para o plex 28 no Ensaio 3. No eixo das abcissas
encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 7 mutagdes analisadas neste plex 28. Na Figura J

encontra-se a legenda da figura A-I, identificando-se as mutagdes/genes correspondentes a cada barra da figura

A-L
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Figura 8.57 — Figura A-E - Primer Adjustment Report para o plex 29 no Ensaio 2. No eixo das abcissas
encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas a mutagdo analisada neste plex 29. Na Figura F
encontra-se a legenda da figura A-E, identificando-se as mutacdes/genes correspondentes a cada barra da figura
A-E.
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Anexo 58
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Figura 8.58 — Figura A-I - Primer Adjustment Report para o plex 29 no Ensaio 3. No eixo das abcissas
encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 3 mutagdes analisadas neste plex 29. Na Figura J

encontra-se a legenda da figura A-I, identificando-se as mutagdes/genes correspondentes a cada barra da figura
A-L
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Figura 8.59 — Figura A-E - Primer Adjustment Report para o plex 30 no Ensaio 2. No eixo das abcissas
encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 2 mutacdes analisadas neste plex 30. Na Figura F

encontra-se a legenda da figura A-E, identificando-se as mutacdes/genes correspondentes a cada barra da figura
A-E.
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Anexo 60

Ensaio 3 - Placa 11

Ensaio 3 - Placa 12

Ensaio 3 - Placa 13

Plex 30
Ensaio 3 - Placa 14

Plex 30
Fnsaio 3 - Placa 15

Plex 30
Ensaio 3 -Placa 17

-l

Plex 30 %
Ensaio 3 - Placa 16

Plex 30
Ensaio 3 - Placa 18

L Plex 30

W MYH7_CM281(1)
W TPM1_CM362 (2)

T

-l

Plex 30
Ensaio 3 - Placa 19

1 3 Plex 30 &

Figura 8.60 — Figura A-I - Primer Adjustment Report para o plex 30 no Ensaio 3. No eixo das abcissas

encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 2 mutagdes analisadas neste plex 30. Na Figura J

encontra-se a legenda da figura A-I, identificando-se as mutagdes/genes correspondentes a cada barra da figura

A-L
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Figura 8.61 — Figura A-E - Primer Adjustment Report para o plex 31 no Ensaio 2. No eixo das abcissas

encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 2 mutagdes analisadas neste plex 31. Na Figura F

encontra-se a legenda da figura A-E, identificando-se as mutacdes/genes correspondentes a cada barra da figura

A-E.
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Figura 8.62 — Figura A-I - Primer Adjustment Report para o plex 31 no Ensaio 3. No eixo das abcissas
encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 2 mutagdes analisadas neste plex 31. Na Figura J
encontra-se a legenda da figura A-I, identificando-se as mutagdes/genes correspondentes a cada barra da figura
A-L
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Figura 8.63 — Figura A-I - Primer Adjustment Report para o plex 32 no Ensaio 3. No eixo das abcissas
encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 16 mutagdes analisadas neste plex 32. Na Figura J
encontra-se a legenda da figura A-I, identificando-se as mutagdes/genes correspondentes a cada barra da figura
A-L
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Figura 8.64 — Figura A-I - Primer Adjustment Report para o plex 33 no Ensaio 3. No eixo das abcissas
encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 9 mutagdes analisadas neste plex 33. Na Figura J
encontra-se a legenda da figura A-I, identificando-se as mutag¢des/genes correspondentes a cada barra da figura

A-L
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Figura 8.65 — Figura A-I - Primer Adjustment Report para o plex 34 no Ensaio 3. No eixo das abcissas
encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 8 mutagdes analisadas neste plex 34. Na Figura J

encontra-se a legenda da figura A-I, identificando-se as mutag¢des/genes correspondentes a cada barra da figura
A-L
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Figura 8.65 — Figura A-I - Primer Adjustment Report para o plex 35 no Ensaio 3. No eixo das abcissas

encontram-se os valores de SNR e no eixo das ordenadas as 4 mutagdes analisadas neste plex 35. Na Figura J

encontra-se a legenda da figura A-I, identificando-se as mutagdes/genes correspondentes a cada barra da figura

A-L
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