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Resumo

O projeto em questdo visa a deteccdo dos genes SEV, SEV-KOS, SEV-KLF4, L-
Myc, e NANOG (controle enddgeno) em 4 amostras de células-tronco de pluripoténcia
induzida (iPSCs), através da técnica de amplificacdo do cDNA pela RT-PCR (Reverse
transcription polymerase chain reaction). Inicialmente, foi realizado a extragdo do
material genético RNA, sua quantificacdo e a verificacdo de contaminacdo por solventes
organicos e proteinas, utilizando um espectrofotdmetro. Para eliminar possiveis
interferéncias causadas por DNA remanescente, as amostras de RNA foram submetidas
a tratamento por DNAse. Em seguida, a deteccdo dos transcritos dos genes alvos, foi
realizada utilizando método RT-gPCR — TagMan. A anélise dos resultados foi realizada
com base na fluorescéncia detectada e respeitando a fase exponencial da amplificacéo,
para todos 0s genes em analise, sendo considerados amplificados os genes que
apresentaram Ct (ciclo threshold) < 40, que ultrapassaram o valor de threshold e
apresentaram amplificagdo exponencial. Os ensaios foram especificos para detec¢do dos
alvos de acordo com os controles positivo e negativos utilizados e as amostras testadas
foram negativas para os genes virais SEV, SEV-KOS, SEV-KLF4 e L-Myc.
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1. Introducéo

1.1 Objetivos

O objetivo do estudo foi detectar genes virais, SEV, SEV-KOS, SEV-KLF4 e L-
Myc em amostras de células-tronco de pluripoténcia induzida (iPSCs), com intuito de
qualificar os clones celulares em relacdo aos vetores virais utilizados nas linhagens

celulares.

1.2 Instalacéo teste e periodo de execucdo experimental
O estudo foi realizado no Laboratério de Nivel de Biosseguranca 2 (LNB2) da
Prudenciatti e Ribeiro Pesquisa e Desenvolvimento LTDA (Crop Biolabs). Abaixo estdo

detalhadas as datas de conduc¢édo experimentais e de elaboracao dos relatorios técnicos.

Fase de estudo Data de execugéo

Delineamento experimental 15/03/2023
Inicio da fase experimental 01/04/2023
Fim da fase experimental 01/04/2023
Emiss&o do Relatorio Técnico Final 06/04/2023

1.3 Pessoal envolvido no estudo

Funcéo Responsavel

Gerente da Qualidade e da
Instalacdo de Teste

Diretora de Estudo Amanda Fantini de C Andrade

Lucas Gabriel Ribeiro
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1.4 Armazenamento e retencéo de registros e materiais

O formulario de envio de amostras referente aos equipamentos enviados, o relatorio
técnico final e outros documentos e materiais relacionados ao estudo sdo retidos no
sistema informatizado da Prudenciatti e Ribeiro Pesquisa e Desenvolvimento LTDA e

serdo armazenados por um periodo de 05 (cinco) anos.

2. Materiais e métodos

2.1 ldentificacdo das amostras (item teste)
Descrigéo Identificacio
Tipo de amostraZ Células criopreservadas

M2_IPSC3_A17, M2_IPSC3_B16,

I ).
Identificacdo das amostras*: M2_IPSC3_L16 e M2_IPSC3_O16

Proposta Comercial®:

00170
Datas de fabricacdo?: -
Caracteristicas?: Células-tronco pluripotente induzidas
Condicdes de armazenamento?: Armazenamento em freezer - 80C°
Data de recebimento das amostras®: 09 de margo de 2023

1) Informagdes fornecidas pela Crop Biolabs;
2) Informacdes Fornecidas pelo patrocinador HemoCord Clinica Médica LTDA.

2.2 Informacdes do item de referéncia

Né&o aplicavel.
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2.3 Equipamentos, reagentes e solugdes
Os equipamentos, reagentes e demais itens utilizados no estudo estdo apresentados

abaixo:

Equipamentos

Cadigo do equipamento Descrigdo
EQ.HC.026 Termociclador
EQ.HC.004 Micropipeta 10pL
EQ.HC.001 Agitador Vortex
EQ.HC.005 Micropipeta 100uL
EQ.HC.007 Micropipeta 1000uL
EQ.HC.017 Leitor de Gotas ddPCR
EQ.HC.003 Centrifuga

Descricédo Lote Validade Fabricante

Kit Trizol LS 10296028 26/02/2025 Thermo Fisher

Reagent

kit Tubo DNA-free 00467391 28/12/2023 Thermo Fisher

Kit de deteccdo Got

Taq Probe 1-STEP 496527 26/04/2024 Promega
RT-qPCR

Solucdes

Descricao Reagente Validade Fabricante  Data de preparo

2.4 Selecéo do sistema teste

Né&o aplicavel.
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2.5 Justificativa da escolha do sistema teste

N&o aplicavel.

2.6 Origem do sistema teste

Né&o aplicavel.

2.7 Metodologia de estudo

Deteccdo dos genes SEV, SEV-KOS, SEV-KLF4, L-Myc, e NANOG (controle
enddgeno) por técnica de amplificacdo do cDNA pela RT-PCR (Reverse transcription

polymerase chain reaction).

2.7.1 Método RT-PCR - Ensaio TagMan

A tabela 1 apresenta informacdes essenciais sobre os ensaios TagMan utilizados

para detecgéo dos alvos.

Tabela 1 — Ensaios TagMan utilizados para deteccao dos alvos.

: Amplicon
Assay ID Gene Assay Design Length

Mr04269880_mr SEV ndo exon—exon 59
Mr04421257_mr SEV-KOS ndo exon—exon 80
Mr04421256_mr SEV-KLF4 ndo exon—exon 67
Mr04944276_mr L-myc ndo exon—exon -

Hs02387400_g1 NANOG Jungao exon—1 e 109

exon-2

Incialmente as amostras de células foram separadas em 3 grupos: Grupo 1.
Formado por uma Unica amostra que expressa todos os 4 genes (linhagem celular
M2_IPSC3_Al) — ceélula controle positivo (CCP); Grupo 2. Formado por uma unica
amostra (MRC5) que ndo expressa nenhum dos genes SEV, SEV-KOS, SEV-KLF4 e L-

Myc - célula controle negativo (CCN); Grupo 3. sdo as amostras a serem testadas quando
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a expressdo dos 4 genes anteriormente mencionados (linhagens: M2_IPSC3_Al7,
M2_IPSC3_B16, M2_IPSC3_L16, M2_IPSC3_016) — Ceélula expressdo desconhecida

(CED).

Para execucdo das andlises, as amostras de células foram descongeladas e
centrifugadas para obtencdo do pellet de células, em seguida, as amostras foram extraidas
utilizando o protocolo de extragdo de RNA por Trizol, kit Trizol LS Reagent,
cat.10296028, validade 26/02/2025, ThermoFisher, conforme recomendacfes do
fabricante. Para determinar a concentracdo do RNA obtido e verificar contaminacao por
solventes orgéanicos e proteinas, as amostras foram analisadas utilizando o
espectrofotdbmetro NanoDrop One, ThermoFisher. Para eliminar possiveis interferéncias
causadas por DNA remanescente, as amostras de RNA foram submetidas a tratamento
por DNAse (1 pL) utilizando o kit Tubo DNA-free, cat. AM1907, lote 00467391,
validade 28/12/2023, ThermoFisher, conforme recomendag¢fes do fabricante. Para
deteccgéo dos transcritos dos genes alvos, foi utilizado o kit de detecgéo Got Taq Probe 1—
STEP RT-gPCR, cat. A6120, lote 496527, validade 26/04/2024, Promega, conforme
especificacbes do fabricante. A reacdo de RT-gPCR foi preparada com 50 ng de RNA
total em 20 pL de reagéo.

2.7.3 Condicdes de termociclagem e deteccao de fluorescéncia.

As condigbes de termociclagem e deteccdo de fluorescéncia foram as seguintes:
transcricdo reversa 45°C por 15 minutos, desnaturacdo inicial e ativacdo da DNA
polimerase a 95°C por 2 minutos, desnaturacdo e amplificacdo em 45 ciclos de 95°C por
5 segundos e 60°C por 30 segundos, com deteccdo da fluorescéncia na etapa de
amplificacdo a 60° C, utilizando o equipamento CFX Opus 96 Real-Time PCR System,
Bio—Rad. Além das amostras, foi adicionado ao experimento de deteccdo dos alvos uma
reacdo sem RNA, utilizada como controle negativo da reacdo (CN) para demonstrar que

0s primers e probes ndo geram dimeros entre os oligos de DNA.
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2.7.4 Controles experimentais

Controle positivo (CCP): linhagem celular M2_IPSC3_A1 (expressa nenhum dos em
estudo);

Controle negativo (CCN): linhagem celular MRC5 (ndo expressa nenhum dos em
estudo).

Controle negativo (CN): controle da reacdo de RT-PCR, contendo todos os reagentes

necessarios para a PCR, exceto o RNA.

3. Método de Analise dos resultados

Inicialmente, avaliamos a pureza do RNA extraido, o qual ficou dentro do esperado,
condizente com amostras com excelente qualidade de extracdo, as razGes 260/280 e
260/230 ficaram acima de 1,80 e abaixo de 2,20. Em seguida, ap0s a realiza¢do do RT-
PCR, foi analisada a amplificagdo génica, assim, com base na fluorescéncia detectada e
respeitando a fase exponencial da amplificacdo, o threshold foi calculado para 150 RFU
(relative fluorescence units) para todos os genes em analise. Foram considerados
amplificados os genes que apresentaram Ct (ciclo threshold) < 40, que ultrapassaram o
valor de threshold e apresentaram amplificagdo exponencial.

4. Resultados

A concentracdo do RNA extraido ficou dentro do padrdo esperado e

suficiente para realizacdo das anéalises (Tabela 2).

Tabela 2 — Concentracao e qualidade do RNA extraido.

Amostra Concentragéo em Razéo Razéo
ng/uL 260/280 260/230
M2_IPSC3_A17 117 1,80 1,88
M2_IPSC3_B16 384 1,83 1,90
M2_IPSC3_L16 309 1,87 1,89
M2_IPSC3_016 143 1,83 1,89
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Em relacdo a analise de deteccdo de expressao dos genes SEV, SEV-KOS, SEV—-
KLF4 e L-Myc em células transformadas, a célula controle positiva (CCP)
apresentou expressao dos 4 genes, e as células CCN ndo amplificou para nenhum
desses genes, conforme esperado para ambos 0s casos (Figura 1). Esse resultado

demonstra que o0s ensaios sdo especificos e foram capazes de detectar corretamente

0s transcritos alvos.

Amplification Ampiification

(4]

T ——11

0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
Cycles Cycles

Figura 1 — Amplificagdo do transcrito dos genes alvos por RT-PCR. Os genes analisados
podem ser identificados pelas cores: vermelho = SEV, preto = NANOG, azul = L-myc, verde =
SEV-KOS e lilas = SEV-KLF4. A) célula controle (CCP) amplificou os 4 genes alvos (SEV,
SEV-KOS, SEV-KLF4 e L-Myc) e o gene controle de interno de reacdo (NANOG); B) As
células/amostra alvo (CED) amplificou apenas o gene controle de interno de reagdo (NANOG).
Os genes entre parénteses sdo apresentados na ordem de amplificacdo de cada figura, da
esquerda para direita. Threshold 150 RFU (relative fluorescence  units).

As amostras (CED), M2_IPSC3_A17, M2_IPSC3_B16, M2_IPSC3_L16 e
M2_IPSC3_016, foram analisadas quanto a deteccdo do transcrito dos genes SEV,
SEV-KOS, SEV-KLF4, L-Myc e NANOG, sendo que o ultimo foi utilizado como
controle interno da reacdo de PCR (verifica se a PCR esta funcionando
corretamente). Todas as amostras do grupo CED amplificaram apenas para o gene
controle NANOG, os demais genes nao foram detectados. O resultado de cada alvo

é apresentado na tabela 3.
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Tabela 3 - Resultado para detec¢ao dos transcritos alvos.

Genes de células embrionéarias transformadas (Ct)

Amostras Grupo SEV SKE(;/S_ |S<IIE_\IS, rrl;;c NAESNO

M2 _IPSC3_Al CCP 24,51 33,73 33,97 29,76 26,4
MRC5 CCN - - - - *

M2_IPSC3_A17  CED - - - ~ 26,35
M2_IPSC3 B16 CED - - - ~ 2531
M2_IPSC3_L16 CED - - - - 24,01
M2_IPSC3 016 CED - - - ~ 26,9
CN CN - - - - -

O sinal — indica que néo houve amplificacdo do gene; Ct = ciclo Threshold; CCP = célula controle
positivo; CCN = célula controle negativo; CED = Célula expressdo desconhecida; CN = controle
negativo da reacdo de RT-PCR, possui todos os reagentes necessarios para a PCR exceto o RNA; * gene
n&o avaliado para a amostra.

5. Conclusao

Os ensaios foram especificos para deteccdo dos alvos, pois a amostra/célula controle

positivo (CCP) amplificou para todos os genes (4 genes alvos e 1 gene controle interno

de reacédo de PCR), e o grupo controle (CCN) ndo amplificou nenhum dos 4 genes alvos.

As amostras testadas (grupo CED) foram negativas para os genes SEV, SEV-KOS, SEV-

KLF4 e L-Myc.

Este relatorio refere-se as amostras analisadas, nao sendo aplicavel ou extensivel a outros lotes.
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CROP

Relatorio Técnico - RTCB032305

Aviso Legal:

Os resultados apresentados nesse relatorio técnico séo referentes somente ao produto testado. Os testes de eficacia de esterilizacdo dos equipamentos
supracitados foram efetuados seguindo indicagdes da Anvisa e protocolos metodoldgicos citados. Todos os procedimentos e resultados foram
executados de acordo com Boas Praticas Laboratoriais (BPLs). No entanto, além do que é expresso no relatdrio: (1) quaisquer usos pelo cliente
dos resultados reportados devem ser de entendimento e concordancia da Crop para verificagdo de uso correto de informagdes providos por esse
relatério ou (2) que os resultados de efetividade de inativagdo viral esperado pelos clientes podem ser alcangados ou (3) que o cliente pode
livremente fazer uso desses resultados ou entregaveis desde que néo infrinja nenhum direito ou propriedade intelectual de terceiros.

Prudenciatti e Ribeiro P&D LTDA
Instalacdo teste habilitada na Rede Brasileira de Laboratdrios Analiticos em Saide (REBLAS)
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