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Disposicion
NUmero: DI-2022-7949-APN-ANMAT#MS

CIUDAD DE BUENOS AIRES
Martes 4 de Octubre de 2022

Referencia: EX-2020-71964099-APN-DGA#ANMAT

VISTO e expediente N° EX-2020-71964099-APN-DGA#ANMAT del Registro de la Administracion Nacional
de Medicamentos Alimentos y TecnologiaMédicay,

CONSIDERANDO:

Que por los presentes actuados la firma TECNOLAB S.A. solicita autorizacion para la venta de los Productos
médicos para diagndstico in vitro denominados. 1) therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit; 2) QlAamp DSP
DNA FFPE Tissue Kit; 3) QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit.

Que se ha dado cumplimiento alos términos que establecen laLey N° 16.463, Resolucién Ministerial N° 145/98 y
Disposicion ANMAT N° 2674/99.

Que en e expediente de referencia consta el informe técnico producido por el Servicio de Productos para
Diagndstico In Vitro, que establece que los productos retinen las condiciones de aptitud requeridas para su
autorizacion.

Que e Instituto Nacional de Productos Médicos ha tomado la intervencion de su competencia y corresponde
autorizar lainscripcion en e RPPTM de los productos médicos para diagndstico in vitro objeto de la solicitud.

Que la presente se dicta en virtud de | as facultades conferidas por € Decreto N° 1490/92 y sus modificatorios.

Por €llo;
EL ADMINISTRADOR NACIONAL DE LA ADMINISTRACION NACIONAL DE

MEDICAMENTOS, ALIMENTOS Y TECNOLOGIA MEDICA



DISPONE:

ARTICULO 1°- Autorizase la inscripcion en el Registro Nacional de Productores y Productos de Tecnologia
Médica (RPPTM) de la Administracién Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica (ANMAT)
de los productos médicos para diagndstico in vitro denominados. 1) therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit; 2)
QlIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit; 3) QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit de acuerdo con lo
solicitado por la firma TECNOLAB S.A. con los Datos |dentificatorios Caracteristicos que figuran al pie de la
presente.

ARTICULO 2°.- Autorizase los textos de los proyectos de rétulos y de instrucciones de uso que obran en
documento N° IF-2022-94848623-APN-INPM#ANMAT.

ARTICULO 3°.- En los rétulos e instrucciones de uso autorizados debera figurar la leyenda “Autorizado por la
ANMAT PM-1252-194", con exclusion de toda otra leyenda no autorizada y/o contemplada en la normativa
vigente.

ARTICULO 4°.- Extiéndase € Certificado de Autorizacion e Inscripcion en e RPPTM con los datos
caracteristicos mencionados en esta disposicion.

ARTICULO 5°- Registrese. Inscribase en e Registro Nacional de Productores y Productos de Tecnologia
Médica a los nuevos productos. Por € Departamento de Mesa de Entrada, notifiquese a interesado, haciéndole
entrega de la presente Disposicion, conjuntamente con rétul os e instrucciones de uso autorizados 'y € Certificado
mencionado en € articulo 4°. Girese a la Direccion de Gestion de Informacion Técnica a los fines de
confeccionar €l legajo correspondiente. Cumplido, archivese.

DATOS IDENTIFICATORIOS CARACTERISTICOS

NOMBRE COMERCIAL: 1) therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit; 2) QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit; 3)
QIAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit.

MODELOS: 1) N°de catdlogo 873111; 2) N° de catdlogo 60404; 3) N° de catdlogo 61504.

INDICACION DE USO: 1) Prueba cualitativa de PCR en tiempo real parala deteccion de 11 mutaciones en €
gen PIK3CA utilizando ADN gendmico extraido de tgjido tumoral mamario incluido en parafina y fijado en
formol (FFPE) o ADN tumoral circulante de plasma derivado de sangre total periférica anticoagulada con EDTA
K2. El ensayo esta disefiado para ayudar a identificar a pacientes con cancer de mama que pueden ser aptos para
el tratamiento con PIQRAY® (apelisib); 2) disefiado para procesar el material de la muestra tumoral FFPE; 3)
disefiado para procesar €l material de la muestra de plasma de sangre total venosa periférica anticoagulada con
EDTA K2.

FORMA DE PRESENTACION: 1) Envase para 24 determinaciones conteniendo: 6 viales x 750 ul cada uno
con seis mezclas de reaccion, 1 vial x 85 ul de ADN Taq polimerasa, 1 via x 250 ul de control positivo, 1 vial x
1,9 ml de control negativo, 1 via x 1,9 ml de agua libre de nucleasas, 1 manual de instrucciones; 2) envase para
50 determinaciones conteniendo: 50 columnas QlAamp MinElute con tubos de lavado, 3 envases x 50 tubos de



lavado, 50 tubos de elucion, 1 via x 10 ml de tampdn de lisistisular, 1 via x 12 ml de tampdn delisis, 1 vial x 19
ml de tampdn de lavado 1 concentrado, 1 vial x 13 ml de tampon de lavado 2 concentrado, 1 vial x 12 ml de
tampon de elucion, 1 vial x 1,25 ml de proteinasa K, 1 manua de instrucciones, 3) envase para 50
determinaciones conteniendo: 50 columnas QlAamp Mini con tubos de lavado, 2 envases x 25 extensores de
columnas, 50 tubos de lavado, 50 tubos de elucion, 50 conectores VacConnector, 1 botellax 220 ml de tampon de
lisis, 1 botellax 300 ml de tampdn de unidn concentrado, 1 botellax 19 ml de tampdn de lavado 1 concentrado, 1
botella x 13 ml de tampon de lavado 2 concentrado, 5 viales x 2 ml de tampon de elucion, 4 viales x 7 ml de

proteinasa K, 1 vial x 310 ug de transportador de ARN, 1 manual de instrucciones.

PERIODO DE VIDA UTIL Y CONDICIONES DE CONSERVACION: 1) 12 (DOCE) meses desde |a fecha
de elaboracion conservado entre -30 °C y -15 °C; 2) y 3) 24 (VEINTICUATRO) meses desde la fecha de
elaboracion conservado entre 15°Cy 25 °C.

NOMBRE Y DIRECCION DEL FABRICANTE: QIAGEN GmbH, Qiagen Strasse 1, 40724 Hilden
(ALEMANIA).

CONDICION DE USO/CATEGORIA: USO PROFESIONAL EXCLUSIVO.
N° EX-2020-71964099-APN-DGA#ANMAT
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Uso previsto

El therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit es una prueba cualitativa de PCR en tiempo real para la
deteccion de 11 mutaciones en el gen subunidad catalitica alfa de la fosfatidilinositol 3-quinasa
(PIK3CA) (exon 7: C420R; exon 9: E542K, E545A, E545D [1635G>T solamente], E545G,
E545K, Q546E, Q546R y exon 20: H1047L, H1047R, H1047Y) utilizando ADN gendmico
(ADNQ) extraido de tejido tumoral mamario incluido en parafina y fijado en formol (formalin-
fixed paraffin-embedded, FFPE) o ADN tumoral circulante (ADNtc) de plasma derivado de
sangre total periférica anticoagulada con EDTA K obtenida de pacientes con cancer de mama.

El therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit estd disefiado para usarse como prueba diagnostica con
fines terapéuticos, para ayudar a los médicos a identificar a pacientes con cancer de mama
que pueden ser aptos para el tratamiento con PIQRAY® (alpelisib) a partir de la deteccion de
un resultado de mutacion de PIK3CA. Los pacientes cuyo tejido FFPE o material de muestra
de plasma producen un resultado positivo para la prueba con el therascreen PIK3CA RGQ
PCR Kit para la presencia de una o mas mutaciones de PIK3CA son aptos para el tratamiento
con PIQRAY (alpelisib). Los pacientes cuyo material de muestra de plasma presenten un
resultado negativo en esta prueba deben someterse a una prueba de un material de muestra
tumoral FFPE en busca de la presencia de mutaciones de PIK3CA.

El material de muestra tumoral FFPE se procesa mediante el QIAamp DSP DNA FFPE Tissue
Kit para la preparaciéon manual de las muestras. El material de muestra de plasma de sangre
total venosa periférica anticoagulada con EDTA Kz se procesa mediante el QIAamp DSP
Circulating Nucleic Acid Kit para la preparacién manual de las muestras. Para los dos tipos
de material de muestra, el equipo Rotor-Gene Q (RGQ) MDx 5plex HRM se utiliza para la
deteccion y la amplificacién automatizada.

El therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit es un producto sanitario para diagndstico in vitro.

El therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit esta concebido para el uso por parte de personal
cualificado en entornos profesionales de Ipbop@REiR4848623-APN-INPMA#ANMAT
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Limitaciones del procedimiento

e Es necesario leer y comprender este documento de instrucciones de uso en su totalidad
antes del uso del therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit.

e Los resultados del producto deben interpretarse dentro del contexto de todos los
hallazgos clinicos o de laboratorio y no han de utilizarse independientemente para
diagnostico.

e Es posible que las muestras con un resultado “No Mutation Detected” (Mutacién no
detectada) incluyan mutaciones de PIK3CA que no se pueden detectar con el
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit.

e Datos de rendimiento analitico y clinico relacionados con la deteccion de las siguientes
mutaciones de PIK3CA: E545A, E545D, Q546E, Q546R y H1047Y se determinaron
mediante el uso Unicamente de material de muestra de plasma artificial (ADN de la
linea celular agregado a plasma), no mediante el uso de material de muestra clinico de
la poblacién de uso previsto.

e La deteccion de las mutaciones depende de la integridad del material de la muestra y
del volumen de ADN amplificable que contiene dicho material. Deberia repetirse el
procedimiento de prueba cuando el andlisis del ADN de la muestra indique que la
cantidad o la calidad no es suficiente o la concentracion es demasiado elevada para el
andlisis de mutacion.

e El therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit se utiliza con el procedimiento de reaccién en
cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction, PCR). Al igual que con todos los
procedimientos de PCR, las muestras pueden contaminarse con fuentes externas de ADN
del entorno del analisis y con ADN del control positivo. Extreme la precaucién para
evitar la contaminacion de las muestras y los reactivos del kit.

e Sila muestra contiene un porcentaje de alelos mutantes inferior al que permite la
deteccidn con el therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, producira un resultado
“No Mutation Detected” (Mutacion no detectada).

IF-2022-94848623-APN-INPM#ZANMAT
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e Se desconoce si el therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit presenta reactividad cruzada (que
produce el resultado “Mutation Detected” [Mutacion detectada]) a mutaciones de PIK3CA
adicionales fuera de aquellas mencionadas como biomarcadores detectados por el kit.

® FEl therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit es una prueba cualitativa. La prueba no
proporcionara mediciones cuantitativas de la frecuencia de alelos mutantes
(Mutant Allele Frequency, MAF) que contiene una muestra.

e Se desconoce el impacto en el rendimiento del therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit en el
caso de que se introduzca contaminacion microbiana durante los procedimientos del
ensayo; por ello, los usuarios deben tomar las precauciones necesarias para evitar
introducir contaminantes microbianos durante los procedimientos de prueba y no deben
utilizar los componentes del kit si se observa evidencia de proliferacion microbiana.

e El therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit solo debe usarse con ADN extraido de tejido de
cancer de mama FFPE o material de muestra de plasma preparado a partir de sangre total
venosa periférica anticoagulada con EDTA K; obtenida de pacientes con cancer de mama.

e El therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit solo debe utilizarse con el QIAamp DSP DNA FFPE
Tissue Kit (para material de muestra de tejido) o con el QIAamp DSP Circulating Nucleic
Acid Kit (para material de muestra de plasma).

e El therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit solo debe utilizarse cuando se utilicen todas las
mezclas de reaccidn.

e Solo el personal especialmente formado y cualificado en los procedimientos de
diagndstico in vitro y en el funcionamiento de los equipos Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM puede utilizar el producto.

e El producto es para uso exclusivo en el termociclador para realtime PCR de Rotor-Gene
Q MDx 5plex HRM. Con este producto no se puede utilizar ningun otro termociclador
con deteccién oOptica en tiempo real.

e Para obtener unos resultados éptimos, es preciso que siga detenidamente las
instrucciones indicadas en el Manual de instrucciones de uso del therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit. No se recomienda la dilucién de los reactivos, puesto que disminuiria el
rendimiento.

IF-2022-94848623-APN-INPM#ZANMAT
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e Este manual esta previsto para usarse con la version 2.1 del software Rotor-Gene
AssayManager con identificacién del estado de mutacién automatizada.

e Debe prestar especial atencion a las fechas de caducidad y condiciones de
almacenamiento impresas en las cajas y etiquetas de todos los componentes. No utilice
componentes caducados o mal almacenados.

IF-2022-94848623-APN-INPM#ZANMAT
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Resumen y explicacion de la prueba

La via de sefializacion de fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) regula varias funciones celulares,
incluidas la proliferacion celular, la supervivencia, la regulacion traslacional de la sintesis de
proteinas, el metabolismo de la glucosa, la migracion celular y la angiogénesis (1). Se han
identificado mutaciones de sentido alterado somaticas activadoras del gen PIK3CA
(subunidad catalitica alfa de la fosfatidilinositol 3-quinasa) que aumentan la actividad de las
quinasas de la proteina PI3Ka en tejidos tumorales y se han vinculado a la transformacion
celular en muchos canceres humanos diferentes (2), incluido el cancer de mama con
receptores hormonales positivos (HR+) (3).

El cancer de mama es el cancer que se diagnostica con mayor frecuencia en las mujeres y la
segunda causa de muerte relacionada con el cancer (4). Se calculé que, en 2018, se
diagnosticaria cancer de mama a 266 120 mujeres en los Estados Unidos (lo que representa
aproximadamente el 30% de todos los canceres en mujeres) y que se registrarian 40 920
muertes (5). En Europa, se predijo que moririan 92 700 a causa de cancer de mama en 2018
(6). El cancer de mama en hombres es poco frecuente; el diagndstico de cancer de mama en
pacientes hombres (4) es <1%; sin embargo, las recomendaciones de tratamiento son las
mismas para ambos sexos.

El therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit es una prueba cualitativa de diagndstico in vitro de PCR en
tiempo real que se realiza en el equipo Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM. Utiliza cebadores de
amplificacion refractaria de sistemas de mutaciones (Allele Refractory Mutation System,
ARMS), sondas de hidrdlisis y tecnologias de pinzas de PCR para detectar 11 mutaciones
(Tabla 1) en los exones 7, 9 y 20 del oncogén PIK3CA con un fondo de ADN nativo (Wild-
Type, WT).

IF-2022-94848623-APN-INPM#ZANMAT

Pagina 9 de 199

Manual de instrucciones de uso del therascreen® PIK3CA RGQ PCR Kit 09/2019 9



Tabla 1. Analitos de ensayo del therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit

Exon Mutacion ID COSMIC* Cambio de base
7 C420R 757 1258 T>C
9 E542K 760 1624 G>A
E545A 12458 1634 A>C
E545D 765 1635 G>T
E545G 764 1634 A>G
E545K 763 1633 G>A
Q546E 6147 1636 C>G
Q546R 12459 1637 A>G
20 H1047L 776 3140 A>T
H1047R 775 3140 A>G
H1047Y 774 3139 C>T

* COSMIC: catdlogo de mutaciones somaticas en casos de cancer: https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic.

IF-2022-94848623-APN-INPM#ZANMAT
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Principio del procedimiento

El therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit incluye seis mezclas de reaccion distintas de
amplificacion mediante PCR:

e Cinco reacciones especificas de las mutaciones dirigidas a los exones 7, 9 y 20 del gen
PIK3CA

e Una reaccion de control dirigida al exén 15

Los componentes principales del kit se explican a continuacion. " MARIS ] Y
Mezclas para reaccién de mutacion

El ADN mutado se amplifica de forma selectiva y se detecta mediante mezclas de reaccién
especificas de las mutaciones utilizando cebadores de ARMS especificos de las mutaciones,
sondas (sondas de hidrdlisis y sondas cortas de elevada especificidad) y pinzas de PCR. Las
reacciones de mutacion se detectan en los canales Green, Yellow y Crimson del equipo Rotor-
Gene Q MDx 5plex HRM.

ARMS

La amplificacion especifica de alelos se lleva a cabo mediante la tecnologia ARMS, que utiliza
la enzima ADN polimerasa Tag para diferenciar entre una coincidencia y un error de
coincidencia de base en el extremo 3 de un cebador de PCR. Cuando la coincidencia con el
cebador es completa, la amplificacion se produce con total eficacia. Cuando no hay
coincidencia con la base 3, Unicamente puede producirse una amplificacién de fondo de
bajo nivel. Por lo tanto, las secuencias mutadas se amplifican de forma selectiva, incluso en
muestras cuya mayoria de ADN no presenta la mutacion (Tlustracion 1).

IF-2022-94848623-APN-INPM#ZANMAT
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—» Amplificacion
F ¢—

— Baja amplificacion o sin
F ‘_

amplificacion

O Secuencia WT ¥ Secuencia mutante diana © Otra secuencia mutante

Ilustracion 1. Identificacion de una mutacion especifica mediante PCR ARMS. WT: nativo. Q—F: sonda de doble
colorante. 5: cebadores directos e inversos.

Sondas de hidrdlisis

Las sondas de hidrdlisis se hibridan dentro de una regiéon de ADN amplificada mediante un

conjunto de cebadores especifico. Cuando la polimerasa Tag extiende el cebador y sintetiza

la cadena naciente, la actividad de la exonucleasa 5 a 3 de la polimerasa Tag degrada la

sonda, lo que produce la liberacién de fluordforo y la emitancia de fluorescencia.

El aumento de la sefial de fluorescencia se detecta Unicamente si la secuencia diana es

complementaria a los cebadores y la sonda y, por consiguiente, se amplifica durante la PCR

(Tlustracion 2).

TS

|
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e

— Hibridacién de cebadores y sonda

Desplazamiento de la
hebra de polimerizacion

Conlleva la liberacién del fluoréforo
supresor y la emision de la sefial de
fluorescencia del indicador

0 = ? Polimerizacion completada
B = = = = = = = = == O»
; 1 Producto de la PCR completado y
-------- S— acumulacién de la sefial de fluorescencia

en cada ciclo

¢_i ~ Indicador =3  J §orndar c—lzspeqifica == Cebadores directos e inversos

@ Supresor - --# Producto de la PCR g Polimerasa Taq

Ilustracion 2. Principios de reaccion con sondas de hidrolisis.

Pinza de PCR

Las pinzas de PCR permiten la amplificacion selectiva del alelo mutante. Las pinzas de PCR
perfectamente emparejadas con la secuencia nativa se unen al molde nativo y evitan la
amplificacién mediante interferencia de la elongacién del cebador. El extremo 3 de la pinza
de PCR se bloguea con la adicion de un grupo de fosfatos para evitar la elongacién de la
secuencia nativa (Ilustracién 3).
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WT O —> Bajw anptificaniop|dfisiation
Q P p— amplificacién

Mutante = S
IVIUIUIT e pe ’ Amplificacion

F t—

Od Secuencig WT % Secuencia mutante dian_a ‘ Y

oligonucledtido con fosfatos en 3' (PINZA)

Ilustracion 3. Tecnologia de pinza de PCR. WT: nativo. Q—F: sonda de doble colorante. : cebadores directos e
inversos.

Reaccioén para el control

La mezcla de reaccion de control (tubo 1) contiene cebadores directo e inverso y una sonda
etiquetada (detectados en el canal Green) para amplificar una secuencia corta del exén 15
del gen PIK3CA. La reaccion de control se utiliza para determinar la existencia de un nivel
adecuado de ADN amplificable en la muestra y como factor para los calculos analiticos
empleados para determinar el estado de la mutacion.

Control interno

Cada una de las mezclas de reaccién contiene un control interno disefiado para detectar
errores de la reaccion (p. €j., provocados por la presencia de inhibidores). El control interno
emplea una secuencia diana para oligonucledtidos que no esta relacionada con PIK3CA,
cebadores directos e inversos sin marcar y una sonda de hidrdlisis marcada con un fluoréforo
naranja.

Control positivo

El control positivo (tubo PC) contiene una mezcla de cinco plasmidos que representan cada una
de las 11 mutaciones y el control. La deteccion de las mutaciones dentro de intervalos aceptables

confirma el correcto funcionamiento de cada una de las mezclas de reaccion del kit.
IF-2022-94848623-APN-INPM#ANMAT
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Control negativo

El control sin molde (tubo NTC) contiene agua exenta de nucleasas que se utiliza para la
reaccion del “control sin molde” (No Template Control, NTC). El NTC se utiliza como control
negativo para identificar la posible contaminacion durante la configuracion del ensayo.

Diluyente de muestras

El diluyente de muestras (tubo Dil.) contiene agua libre de nucleasas.

IF-2022-94848623-APN-INPM#ZANMAT
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Plataforma y software "

El therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit se ha disefiado especificamente para su uso con el equipo
Rotor-Gene Q MDx, que funciona con un ordenador personal en el que se ha instalado lo siguiente:

® Rotor-Gene AssayManager®, version 2.1

e Gamma Plug-in, versién 1.0.0

e Perfil de ensayo therascreen_PIK3CA_FFPE, version 1.0.1 para el andlisis de material de
muestra de tejido

e Perfil de ensayo therascreen_PIK3CA_Plasma, version 1.0.1 para el andlisis de material
de muestra de plasma

Consulte el Manual del usuario del equipo Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM para obtener
informacién sobre el equipo Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM. El mantenimiento del equipo
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM debe realizarse segln los requisitos indicados en el manual
de usuario del equipo.

Consulte el Manual del usuario de la Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application y el
Manual del usuario de Rotor-Gene AssayManager v2.1 Gamma Plug-in para obtener mas
informacion sobre el software.

Parametros de la serie analitica

El equipo Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM esta programado para distintos paréametros de ciclo
(o “series”) con los perfiles de ensayo therascreen PIK3CA. Los perfiles de ensayo contienen
los parametros de andlisis de la PCR y se encargan de calcular los resultados. Los parametros
de termociclado de PCR para el ensayo son los siguientes:

e Consérvela a 95 °C durante 15 minutos para activar la enzima ADN polimerasa Taq.

e PCR para 45 ciclos de 95 °C durante 30 segundos para la desnaturalizacién y 60 °C

durante 1 minuto para la hibridacion y extension.
IF-2022-94848623-APN-INPM#ANMAT
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Materiales suministrados

Contenido del kit

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit (24)

N.° de catalogo 873111
Nimero de reacciones 24
Contenido Color de la tapa Volumen
PIK3CA Reaction Mix 1 (Mezcla de reaccion 1 para PIK3CA) Rojo 750 pl
PIK3CA Reaction Mix 2 (Mezcla de reaccion 2 para PIK3CA) Morado 750 pl
PIK3CA Reaction Mix 3 (Mezcla de reaccion 3 para PIK3CA) Naranja 750 pl
PIK3CA Reaction Mix 4 (Mezcla de reaccion 4 para PIK3CA) Amarillo 750 pl
PIK3CA Reaction Mix 5 (Mezcla de reaccion 5 para PIK3CA) Verde 750 pl
PIK3CA Reaction Mix 6 (Mezcla de reaccion 6 para PIK3CA) Azul 750 pl
Tag DNA Polymerase (ADN polimerasa Taq) (Taq) Menta 85 pl
PIK3CA Positive Control (Control positivo de PIK3CA) (PC) Beis 250 pl
Water for No Template Control (Agua para el control sin Blanco 1,9 ml
molde) (NTC)

Nuclease-free water for Dilution (Agua exenta de nucleasas Blanco 1,9 ml
para la dilucién) (Dil.)

Manual de instrucciones de uso del therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit 1
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Materiales requeridos pero no suministrados

Antes del uso, asegurese de que los instrumentos se hayan verificado y calibrado siguiendo
las recomendaciones del fabricante.

Reactivos

e QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (QIAGEN, n.° de catdlogo 60404, consulte el
apartado “Extraccion de ADN de material de muestra FFPE”, en la pagina 29) o
QIAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit (QIAGEN, n.° de catalogo 61504, consulte el
apartado “Extraccién de ADN de material de muestra de plasma”, en la pagina 29)

e Soluciones de degradacion de PCR DNAZap™

e Desinfectante de alto nivel para laboratorio Distel y solucion de lavado de alcohol
isopropilico
Consumibles

e 0.1 ml Strip Tubes and Caps, para uso con un rotor de 72 pocillos
(QIAGEN, n.° de catalogo 981103 0 981106)

e Tubos de microcentrifugadora libres de nucleasas y de baja unién al ADN para la
preparacién de mezclas maestras

e Puntas de pipeta libres de nucleasas con filtros para aerosoles

=
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Equipo T

® Marcador permanente ‘

e Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Platform (n.° de catalogo 9002032) o Rotor-Gene Q
MDx 5plex HRM System (n.° de catalogo 9002033)*"

e Manual del usuario del Rotor-Gene AssayManager v2.1, Gamma Plug-in y perfil de
ensayo “therascreen_PIK3CA_FFPE” o “therascreen_PIK3CA_Plasma”

e Pipetas exclusivas* (ajustables) para la preparacion de muestras

e Pipetas exclusivas* (ajustables) para la preparacion de la mezcla maestra para PCR

e Pipetas exclusivas (ajustables) para la dispensacion de ADN molde

e Centrifugadora de mesa* con rotor para tubos de reaccién de 1,5 ml

e Termomezclador, incubador orbital térmico*, bloque térmico* o bafio de agua* que
permita la incubacion a 56 °C, 70 °Cy 90 °C

e Colector de vacop QIAvac 24 Plus (n.° de catdlogo 19413)

e QIAvac Connecting System (n.° de catdlogo 19419)

e Vacuum Pump (n.° de catdlogo 84010) o bomba equivalente que pueda producir un
vacio de —800 a —900 mbar

e Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes, bloque de aluminio para la preparacién manual de
las reacciones (QIAGEN, n.° de catalogo 9018901)

e Loading Block 96 x 0.2 ml PCR Tubes, bloque de aluminio para la preparacién manual
de las reacciones con pipeta de un solo canal en tubos de PCR de 96 x 0,2 ml,
(QIAGEN, n.° de catalogo 9018905)

e 72-Well Rotor, para almacenar Strip Tubes and Caps, 0.1 ml, con volimenes de
reaccién de 10-50 pl; Requiere Locking Ring 72-Well Rotor (QIAGEN, n.° de
catalogo 9018903)

e Locking Ring 72-Well Rotor, para fijar Strip Tubes and Caps, 0.1 ml en el 72-Well Rotor
(QIAGEN, n.° de catalogo 9018904)

* Asegurese de que se hayan revisado y calibrado los equipos segun las recomendaciones del fabricante.

t En algunos paises, si corresponde, se puede utilizar el equipo Rotor-Gene Q 5plex HRM con una fecha de produccion
de mayo de 2011 o posterior. La fecha de produccion se puede obtener del nimero de serie situado en la parte
posterior del equipo. El nimero de serie presenta el formato “mmaannn”, donde “mm” indica el mes de iroduccién en

digitos, “aa” indica los dos Ultimos digitos del afio de U%@Q%ZVQWTMMC'JMM (ﬁi-;[o.
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Advertencias y precauciones ' [

Para uso diagndstico in vitro.

El therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit esta concebido para el uso por parte de personal
cualificado en entornos profesionales de laboratorio.

Cuando trabaje con productos quimicos, use siempre una bata de laboratorio, guantes
desechables y gafas de proteccion adecuados. Si desea obtener mas informacion, consulte
las fichas de datos de seguridad (Safety Data Sheets, SDS) correspondientes. Puede obtenerlas
en linea en el practico y compacto formato PDF en www.giagen.com/safety, desde donde
también podra buscar, ver e imprimir las hojas de datos SDS de todos los kits y componentes
de los kits QIAGEN.

Para uso exclusivo con el equipo Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.

Para obtener informacidn de seguridad relativa al equipo Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM,
consulte el manual del usuario que se entrega con el equipo.

Solo material de muestra de tejido: Para uso exclusivo con el QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit.

Para obtener informacién de seguridad sobre el QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit
(n.° de catdlogo 60404), consulte el Manual del QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit.

Solo material de muestra de plasma: Para uso exclusivo con el QIAamp DSP Circulating
Nucleic Acid Kit.

Para obtener informacién de seguridad sobre el QIAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit
(n.° de catalogo 61504), consulte el Manual del QIAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit.

IF-2022-94848623-APN-INPM#ZANMAT
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Precauciones generales ‘

La prueba se ha disenado para su uso con material de muestra de tejido de cancer de
mama FFPE o material de muestra de plasma con EDTA K de pacientes con cancer de
mama.

Todos los materiales quimicos y bioldgicos son potencialmente peligrosos. No es
probable que el material de muestra FFPE y los acidos nucleicos preparados a partir de
dicho material presenten un riesgo de infeccion, pero todo el material de muestra de
plasma debe tratarse como potencialmente peligroso. Siempre se deben cumplir los
procedimientos institucionales de salud y seguridad.

Deseche los residuos de materiales de muestra, muestras y ensayos conforme a los
procedimientos de seguridad local.

Los reactivos del therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ofrecen una dilucion optima. No
debe realizarse una mayor dilucion de los reactivos, puesto que pueden perder eficacia.
No utilice volimenes de reaccién (mezcla de reaccion mas muestra) inferiores a 25 pl.
Todos los reactivos suministrados en el therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit se suministran
para su uso exclusivo con otros reactivos del mismo therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit.
No sustituya los reactivos del therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ni los mezcle con los de
otros kits therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, ya que esto puede afectar al rendimiento.
Utilice Unicamente la ADN polimerasa Tag (tubo Tag) suministrada con el therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit. No la sustituya por ADN polimerasa Tag de otros kits de
QIAGEN ni por ADN polimerasa Tag de otro proveedor.

Consulte el manual del usuario del equipo Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM para conocer
las advertencias, las precauciones y los procedimientos adicionales.

No utilice componentes caducados o mal almacenados.

Extreme la precaucion para evitar la contaminacion de los reactivos para el control y la
mezcla de reaccion con los materiales sintéticos contenidos en el reactivo para el control
positivo.

Extreme la precaucion para evitar la contaminacion cruzada entre muestras. Tape los
tubos rapidamente tras afadir cada mesPR2-94848623-APN-INPM#ANMAT
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Descontamine bien el bloque de carga antes de usarlo para la preparacion de las
mezclas maestras del ensayo. Se recomienda el uso de soluciones de degradacion de
PCR DNAZap seguidas de desinfectante de alto nivel para laboratorio Distel y solucion
de lavado de alcohol isopropilico. El bloque de carga debe estar seco antes de su uso.
Utilice pipetas individuales exclusivas para preparar las mezclas de reaccion y afiadir
reactivos para el control positivo.

Lleve a cabo la preparacién y dispensacion de las mezclas de reaccion en una area
diferente de la utilizada para afiadir el control positivo.

Las moléculas marcadas con fluorescencia incluidas en los reactivos de la mezcla de
reaccion son sensibles a la luz. Proteja los reactivos de control y de la mezcla de
reaccion de la luz para evitar el blanqueamiento.

No abra el equipo Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM hasta que haya finalizado la serie.
No abra los tubos Rotor-Gene Q hasta que haya finalizado la serie.

Es importante controlar que las pruebas de las muestras se realicen correctamente para
evitar la introduccién incorrecta de muestras, los errores de carga y los errores de
pipeteo.

IF-2022-94848623-APN-INPM#ZANMAT
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Almacenamiento y manipulacion de los reactivos

e

Condiciones de envio

El therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit se suministra en hielo seco y debe seguir congelado a
la llegada. Si alguno de los componentes del therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit no esta
congelado a la llegada, si el embalaje externo se ha abierto durante el transporte o si el envio
no incluye la nota de embalaje, las instrucciones de uso o los reactivos, pdngase en contacto
con el servicio técnico de QIAGEN o un distribuidor local (visite www.giagen.com).

Condiciones de almacenamiento

Una vez recibido, almacene inmediatamente el therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit en un
congelador a una temperatura constante de entre —30 y —15 °C y protéjalo de la luz.

Si se almacena en las condiciones especificadas, el therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit se
mantiene estable hasta la fecha de caducidad indicada.

Estabilidad

Una vez abiertos, los reactivos deben almacenarse en el embalaje original a una temperatura
comprendida entre —30 y —15 °C durante 12 meses o hasta la fecha de caducidad indicada
en el embalaje. No es aconsejable descongelarlo y volver luego a congelarlo. No exceda el
maximo de cinco ciclos de congelacién-descongelacién.

Los reactivos deben descongelarse a temperatura ambiente durante un minimo de 1 hora (y
hasta un maximo de 4,5 horas) antes del uso. Cuando los reactivos estan listos para ser
utilizados, pueden configurarse las reacciones de PCR. Los tubos de Rotor-Gene Q, que
contienen las mezclas maestras y la muestra de ADN, deben cargarse en el equipo Rotor-
Gene Q MDx inmediatamente. El tiempo total desde el inicio de la configuracion de la PCR

hasta el inicio de la serie no debe superar las 7,5 horas si se realiza a temperatura ambiente.
IF-2022-94848623-APN-INPM#ZANMAT

Pagina 23 de 199

Manual de instrucciones de uso del therascreen® PIK3CA RGQ PCR Kit 09/2019 23



Nota: Este tiempo incluye tanto la configuracion de la PCR como el almacenamiento.

Nota: Las moléculas marcadas con fluorescencia incluidas en los reactivos de la mezcla de
reaccion son sensibles a la luz. Proteja los reactivos de control y de la mezcla de reaccion de
la luz para evitar el blanqueamiento.

Los reactivos del therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ofrecen una dilucion 6ptima, por lo que
no es necesario realizar mas purificaciones ni ningln otro tratamiento antes de utilizarlos.

Debe prestar especial atencion a las fechas de caducidad y condiciones de almacenamiento
impresas en las cajas y etiquetas de todos los componentes. No utilice componentes
caducados o mal almacenados.

IF-2022-94848623-APN-INPM#ZANMAT
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Manipulacion y almacenamiento del material de
muestra ————

El therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit esta disefiado para usarse con ADNg extraido de
material de muestra de tejido tumoral FFPE reseccionado y de material obtenido por puncion
con aguja gruesa (Core Needle Biopsy, CNB) de pacientes con cancer de mama. Los tumores

Manipulacion del material de muestra: Tejido

presentan una gran heterogeneidad en términos de genotipo y fenotipo. Los tumores positivos
para mutaciones pueden contener ADN nativo y, por lo tanto, su histologia puede mostrar
regiones de tejido no tumoral.

Para preparar el material de muestra de tejido para la extraccion del ADN:

e Con los materiales y métodos estandares, fije el material de muestra de tejido en
formalina con tampdn neutral (Neutral Buffered Formalin, NBF) al 10% v fije el material
de muestra de tejido en parafina. Con un microtomo, corte secciones en serie de 5 pm
del bloque de parafina y coléquelas en un portaobjetos de vidrio.

e Recurra a un profesional cualificado (p. €j., un patélogo) para valorar una seccién tefiida con
hematoxilina-eosina (H&E) y determinar el contenido tumoral y el area tumoral real (Effective
Tumor Area, ETA). Marque el portaobjetos tefiido para determinar la region de interés
(Region of Interest, ROI). Utilice secciones en serie para realizar la extraccién de ADN.
Nota: No utilice las secciones tefidas para extraer el ADN.

® Raspe el exceso de parafina localizado alrededor del tejido con un bisturi estéril nuevo
y deséchelo.

PRECAUCION | Utilice bisturies secos. No lleve a cabo este paso en una

f corriente laminar ni en una campana de gases.

IF-2022-94848623-APN-INPM#ZANMAT
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e Raspe el tejido tumoral de las secciones y depositelo en tubos de microcentrifugadora
con un bisturi nuevo para cada material de muestra.

Etiquete, manipule y almacene las muestras tumorales, blogues, portaobjetos, muestras y tubos

de microcentrifugadora listos para la extraccion de una forma controlada segin los

procedimientos locales.

Existen dos flujos de trabajo independientes al utilizar material de muestra reseccionado de
tejido tumoral FFPE y material de muestra FFPE obtenido por CNB (Ilustracion 4).

IF-2022-94848623-APN-INPM#ZANMAT
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CNB
Area tumoral real (Effective N Secciones adicionales para obtener un
) o ——» . :
Tumor Area, ETA) 220 mm ETA >20 mm? (max. 6 portaobjetos)

|
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v
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Extraccion de ADN mediante CNB [¢———————————— 6 secciones
B
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>10% de contenido tumoral . .
No —» Macrodiseccién
de la ROIL

|
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v

2 secciones < Si

l

Extraccion de ADN

Ilustracion 4. Flujo de trabajo de purificacion del material de muestra clinico que se usara con el therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit. A: CNB FFPE. B: Material de muestra de tejido tumoral reseccionado FFPE

Manipulacion del material de muestra: Plasma

El therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit debe usarse con ADN aislado de material de muestra
de plasma anticoaguladas con EDTA K: obtenidas de pacientes con cancer de mama. Todo

el material de muestra de plasma debe tratarse como potencialmente peligroso.

IF-2022-94848623-APN-INPM#ZANMAT
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La sangre total venosa periférica extraida en tubos de recogida de sangre con EDTA K debe
procesarse para obtener plasma en un plazo de cuatro horas desde la recogida de la sangre.
De lo contrario, puede producirse la contaminacion por ADN gendmico de la muestra. Para
obtener mas informacion sobre el aislamiento del plasma de sangre total, consulte el Apéndice
A del Manual del QIAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit.

El material de muestra de plasma debe almacenarse a —80 °C. Todo el material de muestra
de plasma debe equilibrarse a temperatura ambiente antes de su uso.

Etiquete, manipule y almacene el material de muestra, las muestras y los tubos de
microcentrifugadora listos para la extraccion de una forma controlada segun los
procedimientos locales. —— ———]v— -

fn

Almacenamiento de las muestras ‘

Antes de la extraccion del ADN, los bloques FFPE y los portaobjetos deben almacenarse a
temperatura ambiente (15-25 °C) y el plasma debe almacenarse a —80 °C. El ADN puede
almacenarse después de la extraccion y antes de la prueba. Tabla 2 y Tabla 3 ofrecen
directrices sobre el tiempo maximo y las condiciones recomendadas de almacenamiento para
el material de muestra y el ADN después de la extraccion.

Tabla 2. Tiempos de almacenamiento recomendados para ADNg extraido de tejido FFPE

Almacenamiento Tiempo de almacenamiento maximo recomendado
Congelador (de —30 a—15 °C) 5 semanas

Nevera (2-8 °C) 1 semana

Congelador (-80 °C) 33 meses

Tabla 3. Condiciones y tiempos de almacenamiento recomendados para plasma y ADNtc extraido de plasma

Muestra Almacenamiento Tiempo de almacenamiento maximo recomendado
Plasma Congelador (80 °C) 11 meses
ADNtc extraido Congelador (de =30 a —15 °C) 4 semanas

IF-2022-94848623-APN-INPM#ZANMAT
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Procedimiento k- i

Extraccion de ADN de material de muestra FFPE
El ADN debe extraerse mediante el QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (n.° de catalogo 60404).

Nota: El therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit se ha desarrollado con ADN extraido mediante el
QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit. No utilice ningin otro producto de extraccion de ADN.

Lleve a cabo la extraccion del ADN de acuerdo con las instrucciones del Manual del QIAamp
DSP DNA FFPE Tissue Kit y tenga en cuenta las recomendaciones siguientes:

e Utilice el nimero de portaobjetos y volimenes de elucién recomendados en las
siguientes secciones (“Material de muestra de reseccion (RES) de tejido FFPE” y
“Material de muestra FFPE obtenido mediante CNB” en la pagina 30 de este manual).

e Si, tras la primera centrifugacion, el tejido no se ha sedimentado, realice una
centrifugacion adicional.

e Asegurese de utilizar etanol de grado para biologia molecular* en todos los pasos
necesarios.

e Tras la eliminacion del etanol, incube el tubo abierto a 15-40 °C durante 10 minutos
para permitir que se evaporen los restos de etanol.

Material de muestra de reseccion (RES) de tejido FFPE

e Si el material de muestra de RES tiene >10% de contenido tumoral en la regién de interés
(Region of Interest, ROI), raspe todo el tejido de dos secciones (4-5 um) y depositelo en
tubos de microcentrifugadora etiquetados con un bisturi nuevo para cada material de
muestra. Si el material de muestra tiene <10% de contenido tumoral en la ROI, realice una
macrodiseccién y raspe solamente la ROI tumoral de dos secciones y depositela en tubos
de microcentrifugadora etiquetados con un bisturi nuevo para cada material de muestra.

* No utilice alcohol desnaturalizado, que contiene otr&ﬁ&%&%@ﬂ&@%&ﬁ%ﬂh&ﬁld&ﬁM #ANMAT
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La digestion de la proteinasa K debe realizarse durante 1 hora para el material de
muestra de tejido reseccionado.

Para el material de muestra RES, el ADNg purificado debe eluirse en 120 pl de Buffer ATE
(suministrado en el QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit) tras 10 minutos de incubacion en la
columna.

Material de muestra FFPE obtenido mediante CNB

Para el material de muestra obtenido mediante CNB, utilice un nimero apropiado de
secciones de 4-5 ym para obtener el area tumoral real (Effective Tumor Area, ETA)
minima necesaria de 20 mm? de un maximo de seis secciones. Utilice el nimero minimo
de secciones posible (1-6) para conseguir 20 mm? de ETA.

Para material de muestra en el que no se puedan conseguir 20 mm? de ETA con un
maximo de seis secciones, proceda a realizar la prueba con seis secciones.

La digestion de la proteinasa K debe realizarse durante 1 hora para el material de
muestra obtenido mediante CNB.

Para el material de muestra obtenido mediante CNB, el ADN gendmico purificado debe
eluirse en 70 pl de Buffer ATE (suministrado en el QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit) tras
10 minutos de incubacién en la columna.

Extraccion de ADN de material de muestra de plasma

El ADN debe extraerse mediante el QIAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit(n.°
de catdlogo 61504) con las estipulaciones descritas a continuacién para purificar ADNtcde

material de muestras de plasma.

Nota: El therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit se ha desarrollado con ADN extraido mediante el
QIAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit. No utilice ningln otro producto de extraccién de ADN.

|

IF-2022-94848623-APN-INPM#ZANMAT
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Lleve a cabo la extraccion del ADN de acuerdo con las instrucciones para el “Protocolo
clasico” del Manual del QIAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit y tenga en cuenta las
recomendaciones siguientes:

e El volumen inicial de plasma es de 2 ml.

e Sino hay 2 ml disponibles, ajuste el volumen a 2 ml con tampdn fosfato salino
(Phosphate Buffered Saline, PBS).

e Todos los pasos de centrifugacion se realizan a temperatura ambiente (15-25 °C).

e Desconecte el vacio entre pasos para garantizar que se aplique un vacio constante y
uniforme durante los pasos del protocolo.

e El volumen de proteinasa K debe ser de 250 pl.

e El ADNtc purificado debe eluirse en 70 pl de Buffer AVE (suministrado en el QIAamp
DSP Circulating Nucleic Acid Kit).

e El QIAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit solo debe usarse de forma manual.

e Asegurese de utilizar etanol de grado para biologia molecular* en todos los pasos necesarios.

e Almacene el ADNtc purificado a una temperatura de entre —=30 y —15 °C.
Nota: Todos los ensayos del therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit generan productos de PCR
cortos. Sin embargo, el therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit no funciona correctamente con
un ADN excesivamente fragmentado. EI ADN extraido debe estar en el intervalo de
funcionamiento de Crde control (>24,68 y <31,68) para que la muestra sea valida.

Deteccion de las mutaciones de PIK3CA — ——7— §

Este protocolo esta disefiado para la deteccién de mutaciones de PIK3CA. ‘

Cuestiones importantes antes de comenzar

e Pueden evaluarse hasta 24 muestras en cuatro series mediante la mezcla de reaccion
para PIK3CA disponible en cada kit. El uso optimo es en cuatro series, con un maximo
de seis muestras en cada serie. Un tamafio de lote de muestras inferior implica una
capacidad de analisis de muestras inferior con cada therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit.

* No utilice alcohol desnaturalizado, que contiene otraﬂgi%ﬁzs_ @Mgzé_oﬁgﬁgm%m H#ANMAT
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e La muestra debe analizarse con todas las mezclas de reaccién suministradas en el
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit.

® No es posible analizar lotes combinados de muestras derivadas tanto de material de
muestra de tejido como de plasma en la misma serie de PCR; los lotes de PCR deben
consistir Unicamente de muestras derivadas completamente de tejido o de muestras
derivadas completamente de plasma.

e No mezcle en vortex la enzima ADN polimerasa Taqg (tubo Tag) ni ninguna otra mezcla
que contenga ADN polimerasa Tag, ya que esto inactivaria la enzima.

® Pipetee la enzima ADN polimerasa Taq. Para ello, introduzca con cuidado la punta de
la pipeta justo debajo de la superficie del liquido para evitar que el exterior de la punta
se cubra de enzima en exceso.

Antes de comenzar

e Asegurese de que las series se realizan con el Rotor-Gene AssayManager v2.1, el
Gamma Plug-in y el perfil de ensayo “therascreen_PIK3CA_FFPE” o el perfil de ensayo
“therascreen_PIK3CA_Plasma”. Compruebe que se haya instalado el software pertinente
antes de utilizar el equipo Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM por primera vez y siga las
instrucciones correspondientes al iniciar la serie y al analizar los datos (“Realizar una
serie analitica de mutacién de PIK3CA” en la pagina 38).

e Antes de cada uso, descongele por completo todos los reactivos, incluidas la ADN
polimerasa Taq (tubo Taq) y las muestras de ADN, durante 1 hora (y un maximo de
4,5 horas) a temperatura ambiente (15-25 °C), mézclelos invirtiendo cada tubo
10 veces y centrifuguelos brevemente para depositar el contenido en el fondo del tubo.

e Asegurese de que el bloque de carga de PCR se ha descontaminado (consulte
“Precauciones generales”, pagina 21) y secado correctamente.

e —_"‘T'__ =

J i
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Procedimiento i

1. Descongele todas las mezclas de reaccion, el agua para control sin molde, la ADN

polimerasa Tag, el control positivo para PIK3CA y las muestras de ADN a temperatura

ambiente (15-25 °C) durante un minimo de 1 hora y un maximo de 4,5 horas.

2. Después de 1 hora, mezcle bien todos los reactivos invirtiendo cada tubo 10 veces

para evitar las concentraciones localizadas de sales. Centrifugue brevemente todos los

reactivos para que el contenido se deposite en el fondo del tubo.

Nota: No mezcle en vortex la enzima ADN polimerasa Tag (tubo Taqg) ni ninguna otra

mezcla que contenga ADN polimerasa Taqg, ya que esto inactivaria la enzima.

Prepare cantidades suficientes de mezclas maestras (mezclas de reaccion de control y
mutacion) mas ADN polimerasa Tag para las muestras de ADN, una reaccién de control

. Etiquete seis tubos de microcentrifugadora (no suministrados) de acuerdo con la Tabla 4.

positivo para PIK3CA y una reaccion de control sin molde segun los volimenes de la Tabla 4.

Las mezclas maestras contienen todos los componentes necesarios para la PCR excepto

la muestra.

Nota: Cuando prepare la mezcla maestra, afiada al tubo correspondiente primero el
volumen necesario de mezcla de reaccién para control o mutacion y, por Ultimo, la
enzima ADN polimerasa Taq.

Tabla 4. Preparacion de las mezclas maestras del ensayo

Tubo p’ara mezcla de Volumen de mezcla de reaccion (n* + 3)  Volumen de ADN polimerasa Taq (n* + 3)
reaccion

Tubo RM 1 19,83 pl x (n + 3) 0,17 pl x (n + 3)

Tubo RM 2 19,83 pl x (n + 3) 0,17 pl x (n + 3)

Tubo RM 3 19,83 pl x (n + 3) 0,17 pl x (n + 3)

Tubo RM 4 19,83 pl x (n + 3) 0,17 pl x (n + 3)

Tubo RM 5 19,83 pl x (n + 3) 0,17 pl x (n + 3)

Tubo RM 6 19,83 pl x (n + 3) 0,17 pl x (n + 3)

*

n = nimero de muestras de ADN. El valor n no debe ser superior a seis, puesto que seis es el nimero maximo de
muestras por serie analitica. Se incluyen tres reacciones adicionales para garantizar suficiente excedente para la
configuracion de la PCR y los controles.

IF-2022-94848623-APN-INPM#ZANMAT
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4. Tape el tubo de la mezcla maestra e inviértalo 10 veces para mezclar bien IL mezcla
maestra. Centrifliguelo brevemente para asegurarse de que la mezcla se encuentre en
el fondo del tubo.

5. En cuanto las mezclas maestras estén listas, coloque el nimero adecuado de tiras de 4
tubos para PCR (cada tira consta de cuatro tubos; no se suministran las tiras de 4 tubos
para PCR) en el bloque de carga segln el esquema de la Tabla 4. No tape los tubos
de las tiras. Aflada inmediatamente 20 pl de la mezcla maestra correspondiente en
cada tira de tubos para PCR.

Nota: Deposite los tapones en el contenedor de plastico hasta que los necesite.
Nota: Consulte la Tabla 4 para conocer la disposicion de los tubos durante la
configuracion de las mezclas maestras.

Tabla 5. Esquema de la serie analitica en el bloque de carga para la deteccion de mutaciones de PIK3CA

Controles Nimero de muestras
Ensayo

PC NTC 1 2 3 4 5 6 7
Tubo RM 1 1 9 17 25 33 41 49 57 E
Tubo RM 2 2 10 18 26 34 42 50 58 E
TuboRM3 |3 11 19 27 35 43 51 59 E
TuboRM 4 | 4 12 20 28 36 44 52 60 E
Tubo RM 5 5 13 21 29 37 45 53 61 E
TuboRM6 |6 14 22 30 38 46 54 62 E
E E E E E E E E E E
E E E E E E E E E E

Nota: Cada tubo deberia contener un volumen de reaccion total de 25 pl (20 pl de la mezcla maestra preparada
segln la Tabla 4, mas 5 pl de NTC/muestra/PC). Los nimeros indican la posicién en el bloque de carga y la posicion
final del rotor. E: Empty (Vacio).

6. Anada inmediatamente 5 pl de agua para control sin molde a los tubos de NTC
(posiciones de tubos 9-14) y tapelos.

7. Afiada 5 pl de cada muestra de ADN a los tubos de muestra y tapelos justo después de
afadir cada muestra para evitar la cdifeR022:848ABGRE- AR HNRMEANIMAT
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8. Afada 5 pl de control positivo para PIK3CA a los tubos de PC (posiciones de
tubos 1-6) y tapelos.

9. Con un rotulador permanente, marque los tapones de los primeros tubos de cada tira de
4 tubos para PCR (p. €j., posiciones 1, 5y 9, etc.) para marcar la orientacion de carga
de los tubos en el rotor de 72 pocillos del equipo Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.

10. Coloque todas las tiras de 4 tubos para PCR en las posiciones correspondientes del
rotor de 72 pocillos de acuerdo con el esquema para la serie (Tabla 5 e Ilustracion 5).
Tenga mucho cuidado de asegurarse de que los tubos se van a transferir a las
posiciones correctas en el rotor de 72 pocillos (la posicidn de los tubos en el rotor de
72 pocillos debe ser la misma que la posicion de los tubos en el bloque de carga).
Nota: Todas las posiciones sin usar del rotor deben llenarse con tubos vacios tapados.
De este modo se garantiza la eficiencia térmica del equipo Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM.

e

;
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Ilustracion 5. Configuracion del rotor y la placa para un experimento con el therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit.

PC: control positivo M: muestra de ADN. NTC: control sin molde (agua).
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PRECAUCION

A

Los tubos deben insertarse en el rotor tal como se indica en la
Ilustracion 5, ya que el andlisis automatizado configurado en el
perfil de ensayo se basa en esta organizacion. Si se utiliza otra
distribucion, se alterarian los resultados.

11. Coloque inmediatamente el rotor de 72 pocillos en el equipo Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM. Aseglrese de que el anillo de fijacidn (suministrado con el equipo Rotor-Gene Q

MDx 5plex HRM) esta colocado en la parte superior del rotor para proteger los tubos

durante la serie y de que la tapa del equipo esta cerrada.

12. Para iniciar la serie, siga las instrucciones indicadas en “Realizar una serie analitica de
mutacion de PIK3CA”, la siguiente seccion.

;

e
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Realizar una serie analitica de mutacion de PIK3CA

13. Haga doble clic en el icono del Rotor-Gene AssayManager v2.1 situado en
el escritorio del portatil conectado al equipo Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM. !W

14. El entorno “Setup” (Configuracion) aparece por defecto. Haga clic en New manual
worklist (Nueva lista de trabajo manual) para crear una nueva lista de trabajo

(Tlustracion 6).

Avallable work lists | Manage of apply wok lists

v Astomencaly ganersied week b

st e T (i = =

[ e B —_—]:

8 Choved Moo

Ilustracion 6. Configuracion de una nueva lista de trabajo manual. 1 = Pestafia “Setup” (Configuracion), 2 = “New
manual work list” (Nueva lista de trabajo manual).

IF-2022-94848623-APN-INPM#ZANMAT
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15. Seleccione la pestaia “Assays” (Ensayos) en la parte izquierda de la ventana principal.
Dependiendo del tipo de muestra, haga clic en el perfil de ensayo
therascreen_PIK3CA_FFPE para muestras de tejido o en el perfil de ensayo
therascreen_PIK3CA_Plasma para muestras de plasma en la lista de perfiles de ensayo
disponibles y haga clic en la flecha azul para seleccionar el perfil de ensayo. Si el
nombre del perfil de ensayo esta truncado, pase el cursor sobre el perfil de ensayo
para ver el nombre completo (Ilustracion 7).

PRECAUCION | Compruebe que ha seleccionado el perfil de ensayo correcto para
el tipo de muestra.

Craate wark it | Sebect assay profien sad defion avsay detalis

by —

v ] 7 o s ot ot e i At e (7514

& Gt e

Ilustracion 7. Configuracion de una nueva lista de trabajo manual: Seleccién del nombre del perfil de ensayo.
1 = Pestaiia “Assays” (Ensayos), 2 = Perfiles de ensayo disponibles con “therascreen_PIK3CA_FFPE” o

“therascreen_PIK3CA_Plasma” seleccionado, 3 = SelddeoR)P PeGUBABBRB-APN-INPM#ZANMAT
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16. En la ventana “Selected assay profiles” (Perfiles de ensayo seleccionados), introduzca
el nimero de muestras de la prueba que se van a analizar, sin incluir el nimero de
controles de la serie (Ilustracion 8).

& Coed e

Ilustracion 8. Ventana principal “Create work list” (Crear lista de trabajo). 1 = Afiadir el nimero de muestras.

IF-2022-94848623-APN-INPM#ZANMAT
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17. Haga clic en la pestafia “Kit Information” (Informacion del kit). Seleccione Enter kit
information manually (Introducir informacion del kit manualmente) e introduzca la
siguiente informacion del kit (Ilustracion 9):

® Kit bar code (Cddigo de barras del kit) < —_—
Material number (Nimero de material) el o

°
® Lot number (NUmero de lote)
® Kit expiry date (Fecha de caducidad del kit)

Create work list | Edit Kit information

*****

vt Een Sommme | [ o | - |

@ Closed Mode
Ilustracion 9. Ventana principal “Create work list” (Crear lista de trabajo). 1 = Pestafa “Kit Information”
(Informacion del kit), 2 = Introduzca la informacion del kit.

IF-2022-94848623-APN-INPM#ZANMAT
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18. Haga clic en la pestaia “Samples” (Muestras) para introducir la informacion de la
muestra. Introduzca los nombres de muestra manualmente (Ilustracion 10).
Nota: Compruebe que ha introducido los nombres de muestra correctos antes de iniciar
la serie del Rotor-Gene AssayManagetr.

ey v - - =0

Ilustracion 10. Ventana principal “Create work list” (Crear lista de trabajo). 1 = Pestafia “Samples” (Muestras),

2 = Introduccion de los nombres de muestra.

IF-2022-94848623-APN-INPM#ZANMAT
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19. Haga clic en la pestaiia “Properties” (Propiedades) e introduzca el nombre de la lista
de trabajo. Una vez que haya introducido el nombre de la lista de trabajo, compruebe
que las casillas de verificacion is editable (es editable) y work list is complete (la lista de
trabajo esta completa) estan marcadas. Haga clic en Apply (Aplicar) en la esquina

inferior derecha para aplicar la lista de trabajo. Aparecera una ventana nueva

(Tlustracion 11).

Croate work list | Edit properties

w—

Ilustracion 11. Ventana principal “Create work list” (Crear lista de trabajo). 1 = Pestafia “Properties” (Propiedades),
2 = Introduccién del nombre de la lista de trabajo, 3 = Seleccione “is editable” (es editable) y “work list is complete”
(la lista de trabajo estad completa), 4 = “Apply” (Aplicar).
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20. Introduzca el nombre del experimento en el campo Experiment name (Nombre del
experimento). Seleccione un termociclador de la lista de termocicladores disponibles y
compruebe que la casilla de verificacion Ring attached (Anillo acoplado) esta marcada
(Tlustracion 12).

Una vez que haya realizado todos los pasos, haga clic en Start run (Iniciar serie).
El icono RGQ en la parte superior izquierda de la pantalla se volvera verde para

indicar que la serie se ha iniciado.

yyyyy — Mot vemcston Gt sann T

Ilustracion 12. Aplicar la lista de trabajo e iniciar la serie. 1 = Introduzca el nombre del experimento, 2 = Seleccién del
equipo, 3 = Compruebe que “Ring attached” (Anillo acoplado) esta seleccionado, 4 = Inicie la serie.

s
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Nota: El icono “Cycler” (Termociclador) cambia de aspecto dependiendo del progreso y
del resultado de la serie. Puede encontrar las descripciones completas de estos iconos
del termociclador en Manual del usuario de la Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core
Application.

Algunos ejemplos de iconos del termociclador se muestran en la Ilustracion 13.

v -
Cycler 1 Cycler 1 Cycler 1

Indicador de progreso

Serie detenida
Termociclador : fi Té%gﬁﬂg;;n RusefilfidiRed  (haciRute stioppedtop
inactivo o firalizagestoilly Prestist | Deteliekiprptesnd
El indicador de progreso éxito. o Sisechaspradacidoron
muestra el progreso de la serie oertord)
_ - i
= (=)
Cycler 1 Cycler 1
. . Serie detenida y
Termociclador Termociclador Verificacion termociclador
desconectado activado no valida desconectado

Ilustracion 13. Iconos del termociclador que se pueden mostrar.
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21. Cuando la serie haya finalizado, haga clic en Finish run (Finalizar serie). Se abrira la
ventana de didlogo “Release and go to approval” (Desbloquear y pasar a aprobacion)
(Tlustracion 14).

Nota: Durante el procesamiento de la serie se mostraran las curvas de amplificacion,
que se actualizaran en tiempo real. Un indicador de progreso en la parte inferior
izquierda mostrara el tiempo restante.

Importante: No cierre la ventana mientras la serie esté en curso.

Termociclador leactivo Serie iniciada “Run Finished” (Serie finalizada)
(=) &
Icono Cycler Cycler 1 Cycler 1
(Termaciclador)
Indicador de progreso
Indicador de _ Remaining time Ready
progreso !
Rétulo del

Ilustracion 14. Finalizacion de una serie. 1: “Finish run” (Finalizar serie).
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22. Haga clic en Release and go to approval (Desbloquear y pasar a aprobacion) para
entrar en la pestafia “Approval” (Aprobacion) y desbloquear el equipo Rotor-Gene Q
(Tlustracion 15). El icono RGQ en la parte superior derecha de la pantalla cambiara de
verde a azul para indicar que el equipo esta listo para ejecutar otra serie.
Independientemente de si una serie se realiza de forma correcta o no, la serie debe
desbloquearse y aprobarse. Para consultar una lista de los posibles fallos y codigos de
error que aparecen en Rotor-Gene AssayManager, consulte el Manual del usuario de la
Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application y el Manual del usuario del de Rotor-
Gene AssayManager v2.1 Gamma Plug-in.

Position Name Run status

| | Chicago Run Successful

Experiment name

Experiment_1_030119

Errors during run

Comment

Ilustracion 15. Ventana emergente “Finish Run” (Finalizar serie). 1 = “"Release and go to approval” (Desbloquear y

pasar a aprobacion).
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23. Seleccione el experimento en la parte de “Assay selection” (Seleccion de ensayos) del
entorno “Approval” (Aprobacion) y haga clic en Start approval (Iniciar aprobacion)
(Tlustracion 16).

Assay selection

[Z] Experiment - Assay # samples | Operator Run date Status

> Experiment_1_030119 therascreen_PIK3CA_FFP 6| Gina Doe 03/01/2019 14:29:41

2
Ilustracion 16. Inicio del proceso de desbloqueo en el entorno “Approval” (Aprobacion). 1 = Ensayo seleccionado para
su aprobacidn, 2 = “Start approval” (Iniciar aprobacion).
La informacion de “Raw data” (Datos sin procesar), “Processed data” (Datos
procesados), “Experiment” (Experimento), “Assay” (Ensayo) y “Audit trail” (Seguimiento
de auditoria) puede encontrarse en la seccién “Plots and information” (Graficos e
informacion) (1). Puede encontrar los resultados del ensayo en la seccién “Results”
(Resultados) (2).
Si el control positivo y el control sin molde se hallan dentro del rango aceptable, en la
columna “Sample status” (Estado de las muestras) se informara Valid (Valido); de lo
contrario, se informara un estado de la muestra Invalid (No valido).
Si alguno de los controles de la serie falla, la serie se invalidara. Todas las muestras se
marcaran como ASSAY_INVALID.
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Consulte el apartado “Marcadores del perfil de ensayo therascreen PIK3CA en Rotor-
Gene AssayManager v2.1” (pagina 54) para obtener instrucciones sobre como
proceder.

Nota: El perfil de ensayo contiene todas las reglas para el analisis automatico de
ensayos y muestras, asi como para la interpretacion de resultados. Por lo tanto, el
software evaluara automaticamente la validez o falta de validez de las muestras y de
los controles.

24. Haga clic en Release/report data (Desbloquear/crear informe de datos). Se abrira la

ventana “Release/report data” (Desbloquear/crear informe de datos) (Ilustracion 17).

Area de graficos e informacion

Area de resultados

Ilustracion 17. Ejemplo de ventanas principales de resultados de ensayo. 1 = Pestafia “Experiment” (Experimento) en
area “Plots and information” (Graficos e informacion). 2 = Area de resultados, 3 = “Release/report data”
(Desbloquear/crear informe de datos).
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25. Haga clic en OK (Aceptar) para guardar el experimento en el archivo y crear una
salida de LIMS y un informe de la serie (Ilustracion 18). Los informes de serie y las
exportaciones de LIMS se guardaran en el directorio de informes predeterminado.
Puede encontrar el directorio predeterminado en “Default data export directories”
(Directorios de exportacion de datos predeterminados), en la pestafia “Configuration

@ Release [ report data

Messages

"

(Configuracion).

After releasze, the test results are moved
to the archive. (2165157)

—
=S 3

Ilustracion 18. Ejemplo de la ventana "Release/report data” (Desbloquear/crear informe de datos).
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26. Para ver un experimento guardado en el archivo de experimentos, haga clic en Archive
(Archivo) y busque el experimento con los criterios de busqueda de la seccion “Filter
Options” (Opciones de filtro). Haga clic en Apply filter (Aplicar filtro) para buscar.
Seleccione un experimento marcando la casilla de verificacion situada junto al

experimento que desea ver y haga clic en Show assays (Mostrar ensayos)
(Tlustracion 19).

[ T ——04
e . ]

Ilustracion 19. Ejemplo de la ventana principal “Experiment Archive” (Archivo de experimentos). 1 = Pestafia “Archive”
(Archivo), 2 = Opciones de busqueda, 3 = Seleccion del nombre del experimento, 4 = Pestafia “Show assays”
(Mostrar ensayos).
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Resultados v

El perfil de ensayo de therascreen PIK3CA realiza automaticamente el andlisis y la
identificacion de las mutaciones en cuanto finaliza la serie analitica. A continuacién, se
explican los métodos empleados por el perfil de ensayo de therascreen PIK3CA para realizar
el analisis y la identificacion de las mutaciones.

Analisis

El valor de Cres el ciclo de PCR en el que la fluorescencia de una determinada reaccién cruza
el valor umbral predefinido determinado con el perfil de ensayo de therascreen PIK3CA.Los
valores de Crindican la cantidad de ADN especifico introducido. Los valores de Cr bajos
indican niveles mas altos de ADN introducido, mientras que los valores de Cr mas altos
indican niveles mas bajos de ADN introducido. Las reacciones en las que la fluorescencia
cruza el valor umbral en este valor de Cr, o antes de él, se consideran positivas.

El hecho de utilizar la reaccion del control para valorar la muestra de ADN permite
determinar, a partir de los valores de Cr obtenidos, si las muestras contienen niveles de ADN
adecuados para el andlisis y si es necesario diluir las muestras antes de analizarlas.

La valoracion de las muestras con las diferentes mezclas de reaccion para mutacion a fin de
determinar los valores Cr respectivos permite que el perfil de ensayo de therascreen PIK3CA
realice los calculos necesarios para determinar el valor de ACrde la muestra con la siguiente
ecuacion:

ACr = [valor de Cr del ensayo de mutacion] — [valor de Cr del ensayo de control]

A partir de los valores de Cry ACranaliticos predeterminados, el perfil de ensayo
therascreen PIK3CA lleva a cabo la determinacion cualitativa del estado de mutacion de las
muestras de ADN e informa si una muestra contiene mutaciones.
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Se revisan los controles de la serie (PC, NTC e IC) para asegurar la obtencion de valores de
Cr aceptables y que las reacciones se hayan realizado correctamente.

Si el valor de Crde control para la muestra estad por debajo del intervalo aceptable, esto
significa que la introduccion de ADN es demasiado alta y que la muestra necesita diluirse,
tal como se describe en la seccion “Marcadores del perfil de ensayo therascreen PIK3CA en
Rotor-Gene AssayManager v2.1"”, pagina 54.

Todas estas valoraciones se realizan de forma automatica y no requieren interpretacion
manual. El sistema comprueba automaticamente la validez de la serie y los criterios de validez
de la muestra, y no informara del estado de mutacion si la muestra o la serie no son validas.

El software Rotor-Gene AssayManager v2.1 determina el resultado de cada analito
biomarcador combinando todos los resultados de analisis pertinentes conforme a algoritmos
de analisis fundamentales tales como la normalizacion y las reglas para muestras y ensayos
definidas en el perfil de ensayo correspondiente.

Se pueden asignar los siguientes resultados a una muestra individual:

e PIK3CA Mutation Detected (Mutacion PIK3CA detectada)

e No Mutation Detected (Mutacidn no detectada)

e INVALID (NO VALIDO): Si el software Rotor-Gene AssayManager v2.1 asigna a la
muestra durante el andlisis uno o mas marcadores de muestras definidos para establecer
el resultado del analito como “INVALID” (NO VALIDO), el analito obtiene el resultado
“INVALID” (NO VALIDO).

Nota: Si ha ocurrido un error durante la serie, las muestras en el Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM deben desecharse y no volver a analizarse.

o —4“1'— =

{l
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Marcadores del perfil de ensayo therascreen PIK3CA en Rotor-Gene
AssayManager v2.1

Todos los marcadores posibles que corresponden al Rotor-Gene AssayManager v2.1 Gamma
Plug-in se enumeran en el Manual de usuario de Rotor-Gene AssayManager v2.1 Gamma
Plug-in.

La Tabla 6 recopila los posibles marcadores que pueden generar los perfiles de ensayo de
therascreen PIK3CA, su significado y las acciones que deben llevarse a cabo.

Los nombres de los marcadores se generan de manera que proporcionen informacion sobre
el componente afectado del kit, la muestra o el control afectados y el modo del error.

Por ejemplo:

e PC_CTRL_ASSAY_FAIL = El ensayo de control (CTRL_ASSAY) del control positivo (PC) da
error (FAIL).

e NTC_INT_CTRL_FAIL = El control interno (INT_CTRL) del control sin molde (NTC) da error
(FAIL).

e SAMPLE_CTRL_HIGH_CONC = El ensayo de control (CTRL) de la muestra (SAMPLE)
tiene una concentracién alta (HIGH_CONC).

r— ———
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Tabla 6. Marcadores de software utilizados en los perfiles de ensayo PIK3CA

Marcador

Significado

Accion

IC_ABOVE_ACCEPTED_RANGE

(PC)_ABOVE_ACCEPTED_RANGE

(PC)_BELOW_ACCEPTED_RANGE

IC_BELOW_ACCEPTED_RANGE

UNEXPECTED_CT_VALUE

NO_CT_VALUE

Serie no valida.

Valor de IC por encima del
intervalo de especificacion en
tubos PC o NTC.

Muestra no valida.

IC de la muestra por encima
del intervalo de
especificacion.

Serie no valida.

PC por encima del intervalo
de especificacion.

Serie no vélida.

PC por debajo del intervalo
de especificacion.

Serie no valida.

IC por debajo del intervalo
de especificacion en tubos PC
o NTC.

Muestra no valida.

IC de la muestra por debajo
del intervalo de
especificacion.

Serie no valida.

El valor de Crse ha
detectado en el NTC.
PC o IC no valido.

Ningun valor de Crpara PC
en los tubos de PC o para IC
en los tubos de PCy NTC.

Muestra no valida.

Ningun valor de Cren la
muestra.

Repetir serie. ‘

Vuelva a analizar la muestra una vez; después
del andlisis, si el Crde IC de la muestra sigue
por encima del intervalo aceptable, vuelva a
extraer la muestra. Si el IC de la muestra sigue
por encima del intervalo aceptable después de
volver a extraerla y de dos pruebas, la muestra
debe informarse como “indeterminada”.

Repetir serie.
Repetir serie.

Repetir serie.

Vuelva a analizar la muestra una vez; después
del andlisis, si el Crde IC de la muestra sigue
por debajo del intervalo aceptable, vuelva a
extraer la muestra. Si el IC de la muestra sigue
por debajo del intervalo aceptable después de
volver a extraerla y de dos pruebas, la muestra
debe informarse como “indeterminada”.

Repetir serie.

Repetir serie.

Vuelva a analizar la muestra una vez; después
del analisis, si sigue sin haber Crde IC de la
muestra, vuelva a extraerla. Si sigue sin haber
IC de la muestra después de volver a extraerla y
de dos pruebas, la muestra debe informarse
como “indeterminada”.
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Tabla 6. Marcadores de software utilizados en los perfiles de ensayo PIK3CA, cont.

Marcador

Significado

Accion

DNA_INPUT_TOO_HIGH

ABOVE_ACCEPTED_RANGE

T1_CONTROL_NO_CT_VALUE

Muestra no valida.

Valor de Crde control de la
muestra por debajo del
intervalo de funcionamiento
del control.

Muestra no valida.

Valor de Crde control de la
muestra por encima del
intervalo de funcionamiento
del control.

Muestra no valida.

Ningun valor de Cr para la
muestra en los tubos de
control de muestra.

La concentracién de la muestra es demasiado
elevada y debe diluirse. Siga las instrucciones
de la seccion “Valor de Cr de control”,
pagina 56.

Vuelva a analizar la muestra una vez;
después del andlisis, si el valor de Crde
control de la muestra sigue por encima del
intervalo de funcionamiento del control,
vuelva a extraer la muestra. Si el valor de Cr
de control sigue por encima del intervalo de
funcionamiento del control después de volver
a extraerla y de dos pruebas, la muestra debe
informarse como “indeterminada”.

Vuelva a analizar la muestra una vez;
después del andlisis, si la muestra no tiene Cr,
vuelva a extraerla. Si la muestra sigue sin
tener Crdespués de volver a extraerla y de
dos pruebas, la muestra debe informarse
como “indeterminada”.

Nota: Si una muestra que ha vuelto a analizarse no es valida por otro motivo al realizar la
repeticion, esto sigue clasificdndose como una segunda repeticion y la muestra debe volver
a extraerse. -

e ——“’i'__ =

Valor de Cr de control ‘

Hay dos posibles marcadores para una muestra no valida debido al valor de Cr de control:

e DNA_INPUT_TOO_HIGH: La concentracion de la muestra es demasiado elevada y
sobrecargara los ensayos de mutacion. Para obtener un resultado de muestra valido, la
muestra debe diluirse. Las muestras se deben diluir partiendo de la base de que diluir a
la mitad aumentara el valor de Cren 1. Es necesario diluir las muestras con el agua
suministrada con el kit (agua para la dilucién [Dil.]).
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Para calcular la desviacién necesaria de Cr de control (Xg) y estimar el factor de dilucion
necesario (Tabla 7):

Xr = 25 — X (material de muestra FFPE)
Xr = 27 — X (material de muestra de plasma)

donde a 25 (para material de muestra FFPE) o 27 (para material de muestra de plasma)
se le otorga el Crde control objetivo para la muestra diluida y X es un Cr de control real
de la muestra que se va a diluir.

Si X no es un nimero entero, redondee al siguiente nimero entero, por ejemplo, 2,1 se
redondea a 3,0. Este valor es Xz. Obtenga el factor de dilucién necesario en la Tabla 7.

Tabla 7. Calculo del factor de dilucion

Xr Factor de dilucion Cociente de muestra Cociente de dilucion
1 2 veces 1 1

2 4 veces 1 3

3 8 veces 1 7

4 16 veces 1 15

5 32 veces 1 31

6 64 veces 1 63

7* 128 veces 1 127

8* 256 veces 1 255

* Solo para plasma.

e ABOVE_ACCEPTED_RANGE y T1_CONTROL_NO_CT_VALUE: La cantidad de ADN es
insuficiente para realizar el andlisis de mutacion. Vuelva a analizar la muestra donde
haya disponible suficiente ADN eluido (>30 pl). Si la cantidad de ADN sigue siendo
insuficiente en el nuevo analisis, vuelva a extraer secciones de FFPE nuevas o material
de muestra de plasma nuevo. Si no es posible, la muestra debe informarse como
“indeterminada”.
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Caracteristicas del rendimiento: Material de
muestra de tejido

Rendimiento analitico: Material de muestra de tejido

Las caracteristicas de rendimiento especificas del therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit se
determinaron mediante estudios en los que se utilizd material de muestra FFPE extraido a
pacientes con cancer de mama y 12 unidades de material muestra de linea celular humano
FFPE (material de muestra de linea celular FFPE) que contiene mutaciones conocidas de
PIK3CA detectadas mediante el ensayo y un material de muestra de PIK3CA nativo (es decir,
sin mutaciones segun se indicé en la deteccion del therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit en los
exones 7, 9y 20).

Limite de blanco (LoB): Material de muestra de tejido

El LoB se define en la directriz EP17-A2 del CLSI como “el resultado de medicién mas elevado
que es probable observar (con una probabilidad establecida) en una muestra de blanco”.
Para el therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit este es el punto de datos que corresponde al
percentil del 95% superior en las muestras con resultados negativos para mutaciones. El LoB
se determind mediante el analisis de 56 unidades de material de muestra (30 unidades de
material de muestra obtenido por RES y 26 unidades de material de muestra obtenido por
CNB) analizadas por duplicado por muestra para cada uno de los tres lotes de therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit y se generaron 336 puntos de datos en total. Se verificd que los valores
de LoB para cada ensayo de mutacion (en términos de ACr) detectados por el therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit estaban por encima de los valores de corte de ACrdeterminados para
cada ensayo y se resumen a continuacion, junto con los indices de resultados falsos positivos
obtenidos.

P ———
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Tabla 8. Resumen de resultados de LoB

Exon Mutacién Cambio de base LoB (valor de ACy) Tasa de resultados
positivos falsos (%)
7 C420R 1258T>C 7,57 0,94
9 E542K 1624G>A 5,09 1,88
E545A 1634A>C 13,03 0,00
E545D 1635G>T 9,19 0,31
E545G 1634A>G 13,03 0,00
E545K 1633G>A 6,74 1,57
Q546E 1636C>G 13,03 0,00
Q546R 1637A>G 8,72 0,00
20 H1047L 3140A>T 12,63 0,94
H1047R 3140A>G 9,80 1,25
H1047Y 3139C>T 7,61 0,63

Limite de deteccion (LoD): Material de muestra de tejido

Se realizd un estudio para determinar el LoD de cada una de las 11 mutaciones de PIK3CA. Se
definio el LoD como la cantidad mas baja de ADN mutado en un entorno de ADN nativo con la
que una muestra mutada genera resultados positivos para la mutacién en el 95% de los resultados
de las pruebas (Css). Los LoD para los 11 ensayos de mutacion de PIK3CA del therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit se informan como MAF. Para determinar el LoD de cada mutacion, se
prepard material de muestra clinico FFPE de cancer de mama o ADN de linea celular FFPE con
diferentes porcentajes de mutacion con concentraciones bajas de ADN introducido; para ello, se
diluyeron en serie en un entorno nativo clinico FFPE. Para cada mutacion de PIK3CA, se evalud
el porcentaje de identificaciones correctas en todos los niveles de dilucién mediante tres lotes
diferentes del therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit con el analisis de 24 duplicados por lote de kit
por cinco a seis niveles de MAF. El LoD de cada ensayo se calculé mediante un método “probit”
(Tabla 9). El valor del LoD final para cada mutacién se determiné como el valor maximo (en
términos de MAF) en todos los lotes del therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit. Para comprobar el
LoD, se analizaron muestras de mutacion con el LoD determinado y se verificd la tasa de pruebas

positivas en el estudio de repetibilidad y reproducibilidad. =
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Tabla 9. El LoD para el material de muestra de tejido establecido mediante muestras con concentraciones bajas de ADN
introducido derivadas de material de muestra clinico FFPE y material de muestra de linea celular FFPE

Exon Mutacién ID COSMIC* Cambio de base LoD (% de MAF)
7 C420R 757 1258T>C 2,41"
9 E542K 760 1624G>A 5,47¢
E545A 12458 1634A>C 3,54"
E545D 765 1635G>T 2,69*
E545G 764 1634A>G 4,98*
E545K 763 1633G>A 4,13¢
Q546E 6147 1636C>G 4,50"
Q546R 12459 1637A>G 6,08*
20 H1047L 776 3140A>T 2,56*
H1047R 775 3140A>G 3,13*
H1047Y 774 3139C>T 14,04"

MAF: frecuencia de alelos mutantes.

* COSMIC: catalogo de mutaciones somaticas en casos de cancer: https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic.
" Valores del LoD establecidos mediante ADN de material de muestra de linea celular.

*Valores del LoD establecidos mediante ADN de material de muestra clinico.

Intervalo de entrada de ADN gendmico: Material de muestra de
tejido

El therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit no utiliza una concentracion especifica de ADN, segln
lo determinado por espectrofotometria. La introduccién de ADN se basa en el resultado de
Crde la reaccion de control, que se utiliza para indicar que hay suficiente ADN amplificable
presente en la muestra. El intervalo de funcionamiento del Cr de control se determiné
utilizando en total 20 muestras nativas FFPE generando 107 puntos de datos. El intervalo de
funcionamiento de Crde control se establecié utilizando intervalos de tolerancia calculados.
El intervalo de Cr de la reaccion de control se estableci6 entre 23,23 y 33,38 de Cr.

—= /——I]v--' :
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Valores de corte de ACr: Material de muestra de tejido

El valor de corte del ensayo es un valor de ACr especifico utilizado para determinar si una
muestra se clasifica como positiva o negativa para una mutacion de PIK3CA. Las muestras
que generan valores de ACren el valor de corte, o por debajo de él, se clasifican como
positivas para mutacion de PIK3CA (es decir, “PIK3CA Mutation Detected” [Mutacion PIK3CA
detectada]) y los valores de ACr generados por encima del corte se clasifican como negativos
para mutacion de PIK3CA (es decir, “No Mutation Detected” [Mutacion no detectada]). Se
utilizd una mezcla de linea celular, material de muestra clinico y ADN de linea celular
preextraido para establecer los valores de corte de cada mutacion. Los cortes se escogieron
con respecto a los siguientes parametros: fraccion de falsos positivos, fraccion de falsos
negativos y sensibilidad del ensayo.

El valor de corte para cada ensayo del therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit se indica en la
Tabla 10.

Tabla 10. Valores de corte para cada ensayo de mutacion al analizar ADN de material de muestra de tejido

Ensayo Valor de corte (ACr)
C420R <6,0
E542K <4,8
E545A <10,0
E545D <7,5
E545G <9,5
E545K <6,5
Q546E <10,0
Q546R <7,0
H1047L <10,0
H1047R <7,0
H1047Y <6,2

- .L. /——I]v--— . .'-
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Efecto del ADN introducido sobre los valores de ACr (linealidad):
Material de muestra de tejido

El nivel de ADN introducido se define como la cantidad total de ADN amplificable en una
muestra segun lo determinado por los valores de Crde la reaccion de control de PIK3CA.
Para demostrar que el rendimiento del therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit se mantiene estable
en todo el intervalo de Crde la reaccién de control (de 23,23 a 33,38), se prepard una
dilucion en serie de 9 niveles con niveles variables de ADN introducido, con los niveles
superior e inferior fuera del intervalo de funcionamiento de Cr de la reaccion de control
(23,23-33,38 Cr) y se evalud con muestras con resultado positivo para mutacion. Se utilizaron
tres tipos diferentes de material de muestra en este estudio: material de muestra de reseccion
de FFPE clinico, material de muestra FFPE de linea celular y ADNg preextraido de lineas
celulares. Las MAF se mantuvieron constantes mientras variaba el ADN introducido. Los
valores objetivo de Cr para los niveles de dilucion 1 y 9, para cada mutacion, fueron
aproximadamente 23,00 y 33,50, respectivamente. Ambos valores se dirigieron para que
estuvieran fuera del intervalo de Cr de la reaccion de control.

La evaluacion se realizd mediante un lote de therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit con tres
duplicados analizados por nivel de ADN. Los datos se analizaron mediante andlisis de
regresion para determinar el intervalo lineal. Para que el ensayo se considere lineal en todo
el intervalo de ADN introducido, no debe haber cambios en todo el intervalo en ACr, es decir,
no hay efecto lineal, cuadratico o clbico estadisticamente significativo. En resumen, los
valores de ACr medidos en diferentes niveles de ADN total introducido se mantuvieron
coherentes en todo el intervalo de trabajo del therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit con respecto
a las mutaciones E542K, E545D, E545G, E545A, H1047Y, Q546E, C420R y H1047R, es
decir, estos ensayos no mostraron un valor de p estadisticamente significativo (p > 0,05) para
los efectos lineales, cuadraticos y cubicos ajustados para todos los modelos analizados. Los
ensayos de E545K, Q546R y H1047L no son lineales para ACren todo el intervalo de ADN
introducido analizado. Se observé un intervalo lineal para el ensayo de E545K entre Cr 24,08
y 31,02. Se observo un intervalo lineal para el ensayo de Q546R entre Cr 24,28 y 32,69. Se

observo un intervalo lineal para el ensa)ﬁ:_dfogé%tzlbfggfs_c'&6R1?NPRA§ANM AT
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Una investigacion determind que los efectos no lineales no afectaban al rendimiento de los
ensayos de E545K y H1047L. Sin embargo, se determind un efecto en el rendimiento del
ensayo de Q546R; las muestras en el LoD pueden identificarse como resultados negativos
falsos cuando el ADN introducido es alto (aproximadamente Cr de control 23); pero la
probabilidad de que esto ocurra es muy baja, aproximadamente del 0,0052%.

Especificidad del ensayo (reactividad cruzada/especificidad):
Material de muestra de tejido

El therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit se compone de seis mezclas de reaccion diferentes: una
Unica reaccion de control que detecta una region en el exon 15 del gen PIK3CA y 11 ensayos
de mutacion que detectan mutaciones de PIK3CA. No existe ninguna reaccion para medir
especificamente la secuencia de PIK3CA nativa en los exones 7, 9 o 20. El resultado “No
Mutation Detected” (Mutacion no detectada) del therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit se infiere por
la ausencia de cualquier resultado positivo de mutacion.

Para evaluar si la reactividad cruzada entre mutaciones detectada mediante el ensayo se ha
tenido en cuenta correctamente en la configuracion de los valores de corte, se analizd material
de muestra clinico con mutacion positiva y material de muestra de linea celular por duplicado
mediante tres lotes del therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit con concentracion baja de ADN
introducido y % de MAF bajo, asi como con concentracién alta de ADN introducido y % de
MAF alto (se generaron 240 puntos de datos en total). En este estudio, solo hubo una instancia
de reactividad cruzada entre E545D y H1047R y una instancia entre C420R y H1047R.
También hubo cuatro instancias de amplificacién inespecifica mutante entre E545A y H1047L
en la muestra con MAF alta. En resumen, 6/240 puntos de datos mostraron amplificacion
inespecifica mutante. Los seis puntos de datos que mostraban amplificacion inespecifica mutante
eran esporadicos e inconsistentes con otros duplicados de la misma muestra. Por lo tanto, estos
resultados no se consideraron como consecuencia de la reactividad cruzada. Sin embargo, se
observé reactividad cruzada de PCR entre H1047L y H1047R. Esta reactividad cruzada es
unidireccional, es decir, si se observa una muestra de H1047R y H1047L doble, esto solo se
informara como “H1047R Mutation Detected” (Mutacion H1047R detectada). Esta regla se
incorpora al algoritmo automatizado “therd$cr@e2 2 B48AS623=AdaNod i R AN AT
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Interferencia: Material de muestra de tejido

Efectos del tejido necrético

Para evaluar la posible interferencia del contenido de tejido necrdtico en el material de
muestra FFPE de cancer de mama en el rendimiento del therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, se
analizo el material de muestra clinico FFPE de SOLAR-1 tanto con el therascreen PIK3CA RGQ
PCR Kit como con analisis de secuenciacion de alto rendimiento (next-generation sequencing,
NGS). Se evaluaron un total de 180 muestras de material de PIK3CA sin mutacion mediante
NGS y 199 muestras de PIK3CA con resultado positivo para mutacion mediante NGS, que
incluian material de muestra obtenido mediante CNB y RES. Un patdlogo identific que el
porcentaje de necrosis variaba entre el 0 y el 10% para las muestras con resultados negativos
para mutacion y entre un 0 y un 20% para las muestras con resultado positivo para mutacion.

Para el material de muestra FFPE con resultado positivo y con resultado negativo para
mutacion, 20 muestras presentaron resultados con el therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit que
no concordaban con los resultados de NGS esperados. Estos resultados fueron de 17
muestras con resultados positivos para mutacién y dos con resultados positivos para mutacion
con menos del 5% de contenido necrético, y una muestra con resultado positivo para mutacion
con menos del 10% de contenido necrético; por consiguiente, es improbable que la necrosis
sea el motivo de los resultados discordantes. Los resultados respaldan el uso del therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit con material de muestra FFPE de cancer de mama con hasta un 20%
de tejido necrotico.

Efectos de la hemoglobina y las sustancias exdgenas

El efecto sobre el rendimiento del ensayo de las posibles sustancias interferentes introducidas
del kit de extraccion FFPE (una sustancia exégena) o de la muestra misma (hemoglobina) se
midié comparando el ACrentre extractos con interferente afiadido y extractos con control
anadido de cada mutante y comparando las identificaciones correctas para muestras de ADN
nativas.

< ——-T--—-
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Las sustancias exdgenas presentes en el proceso de extraccion de ADN analizadas fueron las
siguientes:

e Cera de parafina

e Xileno

e Etanol

e Buffer ATL

e Proteinasa K

e Buffer AL — _—7‘
e Buffer AW1 ‘ :
e Buffer AW2

Las muestras a las que se iban a afiadir interferentes exdgenos se normalizaron primero a un
Crde 30,00 v, después, se diluyeron con nativa (también normalizada a Cr30,00) para darles
el ACr esperado a una MAF que representara 3 x LoD. Las muestras a las que se afiadio
hemoglobina (interferente exdgeno) durante el proceso de extraccidon no se normalizaron a
Cr 30,00 ni se diluyeron a 3 x LoD antes de evaluar la mutacion, pero se utilizaron
inmediatamente después de la extraccion. De esta forma, se evit6 eliminar cualquier variabilidad
que el interferente pudiera haber introducido.

El estudio requirid la preparacion de un conjunto de muestras de prueba y un conjunto de
muestras de blanco (Buffer ATE para sustancias exdgenas y agua para hemoglobina). El
conjunto de muestras de prueba incluia todas las muestras mutantes y nativas con un interferente.
El conjunto de muestras de blanco incluia muestras mutantes y nativas con una sustancia de
control adecuada afiadida. Las muestras analizadas con hemoglobina se afiadieron durante el
proceso de extraccidn para reflejar que esta se hubiera introducido a través de la muestra FFPE.
La concentracidn de prueba de hemoglobina y el volumen de tejido estimado utilizados en el
proceso de extraccion se basaron en las directrices del CLSI (EP7-A2 del CLSI, Apéndice D,
2005, Interference Testing in clinical Chemistry; Approved Guideline [Directriz aprobada para

ruebas de interferencias en quimica clinica]) concentracion de prueba recomendada de
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hemoglobina indicada en EP07-A, Apéndice D, 2005 es 2 mg/ml. Las muestras analizadas con
posibles interferentes exdgenos se agregaron después de la normalizacién a Cr 30,00 y la
dilucion a 3 x LoD a una concentracion que representara el nivel mas alto posible (el peor de
los casos) de contaminacion por arrastre del interferente en una muestra (concentracion x 10).
En total, se analizaron seis duplicados de cada combinacion de muestra/interferente con un
lote de therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit. Todas las identificaciones de mutacion tanto en
muestras mutantes como nativas fueron las esperadas. Cuando se observo una diferencia
significativa entre las muestras agregadas y las de control, dicha diferencia se encontraba en la
precision intermedia aceptable del ensayo y estaba, por lo tanto, dentro de la variabilidad
inherente del ensayo. Los resultados demostraron que estas sustancias no interfirieron con los
resultados de identificacion del therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit.

Intercambiabilidad de lotes: Material de muestra de tejido

El sistema therascreen PIK3CA RGQ PCR utiliza el QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit para el
aislamiento de ADN, y el therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit para la amplificacion de ADN y
la deteccion del estado de mutacién de PIK3CA. Se demostro la reproducibilidad entre lotes
a partir de tres lotes del QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit y tres lotes del therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit. El porcentaje global de identificaciones correctas entre lotes para todas las
muestras nativas y con resultado positivo para mutacion fue del 96,8% (363/375).

Manipulacién del material de muestra: Material de muestra de tejido

Se examind la reproducibilidad del QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit a partir de secciones
obtenidas de 11 bloques de material de muestra FFPE; cuatro muestras de cancer de mama con
mutacion de PIK3CA, seis muestras de linea celular con mutacién de PIK3CA y una muestra
clinica nativa de cancer de mama. Dos usuarios realizaron extracciones por triplicado en tres
centros para cada material de muestra, lo que supone un total de 18 puntos de datos por
material de muestra. En cada centro, se llevaron a cabo las pruebas con un lote del QIAamp
DSP DNA FFPE Tissue Kit en combinacion con un lote de los reactivos del therascreen PIK3CA

RGQ PCR Kit. Todos los resultados validos de material de muestra mutante y nativo generaron
IF-2022-94848623-APN-INPM#ZANMAT
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el resultado de estado de mutacion general esperado (identificacion correcta = 100%, 18/18
para cada material de muestra). En todas las identificaciones de mutacion de PIK3CA especifica,
la proporcion de identificaciones correctas fue del 97,92%, lo que respalda las caracteristicas
de reproducibilidad y repetibilidad del therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit en la fase preanalitica
de aislamiento del ADN.

Repetibilidad y reproducibilidad: Material de muestra de tejido

Se investigd la precision y la reproducibilidad del therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit mediante
el analisis de ADN extraido de material de muestra FFPE clinico de cancer de mama para las
mutaciones de PIK3CA E542K, E545G, E545K, H1047L, H1047R y Q546R, y de materialde
muestra FFPE de linea celular para las mutaciones de PIK3CA C420R, E545A, E545D,
H1047Y, Q546E y Q546R. En el estudio también se incluyd material de muestra clinico FFPE
nativos de cancer de mama (Tabla 11).

Para demostrar la repetibilidad, tres usuarios analizaron las muestras a dos niveles de
mutacion (LoD y 3 x LoD) por duplicado, con dos series al dia, a lo largo de 20 dias no
consecutivos. El resultado fue 120 puntos de datos en un centro (ubicado en el Reino Unido),
excepto para las muestras en el LoD con mutaciones E545A y Q546R de PIK3CA. Tres
usuarios evaluaron muestras con mutaciones E545A y Q546R en el LoD durante seis dias en
un centro, con dos series y cuatro duplicados con un total de 144 mediciones para demostrar
la repetibilidad. Cada usuario realizd dos series al dia para comprobar la reproducibilidad
(tres usuarios por centro) en dos centros adicionales (ambos ubicados en EE. UU.) durante 10
dias para ofrecer 60 puntos de datos adicionales por cada centro adicional, excepto para
las muestras en el LoD con mutaciones E545A y Q546R de PIK3CA. Tres usuarios evaluaron
muestras en el LoD con mutaciones E545A y Q546R de PIK3CA durante seis dias para dos
centros mas, con dos series y cuatro duplicados con un total de 144 mediciones por centro,
432 en total en los tres centros. En cada centro, se analizaron las muestras mediante dos lotes
del therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit (tres lotes en tres centros). Se utilizaron entre uno y dos
lotes de QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit para extraer el ADN del material de muestra FFPE.

Las muestras se prepararon a niveles bajos de ADN introducido, en los que se establecid
como objetivo un valor de Cr de control dbFapgfd2itn3dSh8a336 PN-INPMAANMAT
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Las muestras con resultado positivo para mutacion solo se analizaron con Iei mezcla de

reaccion de control y la mezcla de reaccion pertinente de la mutacion en cuestion. Las

muestras nativas se analizaron con todas las mezclas de reaccion.

Para cada muestra, la proporcién de identificaciones correctas se muestra en la Tabla 11,
para la repetibilidad.

Tabla 11. Repetibilidad del ensayo: proporcion de identificaciones correctas para las mutaciones de PIK3CA analizadas en
muestras de ADN obtenidas de material de muestra de tejido FFPE

Nivel de Proporcion fraccional  Identificaciones IC del 95%
Exon Mutacion mutacion de resultados validos  correctas, % bilateral inferior
NA Nativa NA 108/120 90,00 83,18
LoD 120/120 100,00 96,97
7 C420R
3 x LoD 120/120 100,00 96,97
9 E542K LoD 119/119 100,00 96,95
3 x LoD 120/120 100,00 96,97
E545A LoD* 144/144 100,00 97,47
3 x LoD 120/120 100,00 96,97
E545D LoD 120/120 100,00 96,97
3 x LoD 120/120 100,00 96,97
E545G LoD 120/120 100,00 96,97
3 x LoD 120/120 100,00 96,97
E545K LoD 118/120 98,33 94,11
3 x LoD 120/120 100,00 96,97
Q546E LoD 120/120 100,00 96,97
3 x LoD 120/120 100,00 96,97
Q546R LoD* 139/140 99,29 96,08
3 x LoD 119/119 100,00 96,95
20 H1047L LoD 117/120 97,50 92,87
3 x LoD 120/120 100,00 96,97
H1047R LoD 120/120 100,00 96,97
3 x LoD 120/120 100,00 96,97
H1047Y LoD 117/120 97,50 92,87
3 x LoD 120/120 100,00 96,97

NA: No aplicable.
* Tres usuarios evaluaron muestras en el LoD con mutaciones E545A y Q546R de PIK3CA durante seis dias en un

centro, con dos series y cuatro duplicados con un 4t 2129848186 23- A PN-INPM#ANMAT
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Tabla 12. Reproducibilidad del ensayo: proporcion de identificaciones correctas para las mutaciones de PIK3CA i
analizadas en muestras de ADN obtenidas de material de muestra de tejido FFPE

Nivel de Proporcion fraccional  Identificaciones  IC del 95%
Exon Mutacion mutacion de resultados validos  correctas, % bilateral inferior
NA Nativa NA 222/240 92,50 88,41
- C420R LoD 240/240 100,00 98,47
3 x LoD 240/240 100,00 98,47
9 E542K LoD 237/239 99,16 97,01
3 x LoD 240/240 100,00 98,47
E545A LoD* 431/432 99,77 98,73
3 x LoD 240/240 100,00 98,47
E545D LoD 238/240 99,17 97,02
3 x LoD 240/240 100,00 98,47
E545G LoD 240/240 100,00 98,47
3 x LoD 240/240 100,00 98,47
E545K LoD 238/240 99,17 97,02
3 x LoD 240/240 100,00 98,47
Q546E LoD 240/240 100,00 98,47
3 x LoD 240/240 100,00 98,47
Q546R LoD* 421/424 99,29 97,95
3 x LoD 239/239 100,00 98,47
20 H1047L LoD 230/240 95,83 92,47
3 x LoD 240/240 100,00 98,47
H1047R LoD 240/240 100,00 98,47
3 x LoD 240/240 100,00 98,47
H1047Y LoD 234/240 97,50 94,64
3 x LoD 240/240 100,00 98,47

NA: No aplicable.

* Tres usuarios evaluaron muestras en el LoD con mutaciones E545A y Q546R de PIK3CA durante seis dias en tres
centros, con dos series y cuatro duplicados con un total de 144 mediciones por centro, 432 en total.

Se utilizé un analisis de los componentes de varianza para estimar la desviaciéon estandar
para la variabilidad de la repetibilidad y la reproducibilidad entre kits, entre series, entre
usuarios, entre equipos, entre dias e intraserial. En todos los componentes de varianza, la
desviacién estandar (DE) total fue <1,32 ACrpara el LoD y <0,63 ACr para 3 x LoD para

todas las mutaciones de PIK3CA analizadas en las pruebas de reproducibilidad. En todos los
IF-2022-94848623-APN-INPM#ZANMAT
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miembros del panel de mutaciones, la DE fue <0,17 ACr para LoD y <0,16 ACr para 3 x LoD
entre lotes (intercambiabilidad de lotes). La DE para la variabilidad intraserial (repetibilidad)
fue <1,24 ACr para el LoD y <0,53 ACr para 3 x LoD.

Contaminacién cruzada/contaminacion por arrastre analitica:
Material de muestra de tejido

El propdsito de este estudio fue evaluar el therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit al analizar
muestras con un indice alto de mutacion de PIK3CA junto con muestras con resultados
negativos para mutacion de PIK3CA. Este estudio investigo la probabilidad de contaminacion
cruzada durante todo el procedimiento de la prueba (extraccion de ADN y andlisis
consiguiente con el therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit).

Este estudio se realizd con H1047R (la mutacién con mayor prevalencia) y material de
muestra FFPE nativo de linea celular. Se extrajeron dos conjuntos independientes de muestras
denominados “Conjunto A” y “Conjunto B” segin una matriz de extraccion predefinida,
disefada para introducir riesgos de contaminacién cruzada de muestras. Dos usuarios
realizaron las extracciones. Se realizé un total de 18 extracciones (nueve por conjunto) para
las muestras con resultado positivo para mutacién (H1047R). Se realizd un total de 42
extracciones (21 por conjunto) para las muestras nativas. Los extractos se evaluaron en busca
de mutaciones en diez series de PCR; el mismo usuario configurd cinco por conjunto de
muestras de manera consecutiva utilizando el mismo equipo y el instrumento Rotor-Gene Q.
No se configurd ninguna otra serie con este instrumento entre esas series. Los extractos se
analizaron con la mezcla de reaccién del ensayo de control (tubo 1 del therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit) y la mutacién en cuestion (tubo 6 del therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit).

El porcentaje observado de identificaciones correctas de la mutacion para muestras nativas
validas fue del 100%, lo que demuestra que las muestras mutantes que comparten la misma
extraccion de ADN y el mismo procedimiento de configuracién de la serie no producen

|F-2022-94848623-APN-INPM #AY\I MAT

contaminacion cruzada de las muestras nativas.
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Exactitud: Comparacion con el método de referencia anah’ticL
(material de muestra de tejido)

Para demostrar la precision del therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit en relacidon con un ensayo
validado mediante NGS, se llevd a cabo un estudio de precisién con material de muestra
FFPE clinico de pacientes con cancer de mama aleatorizado en el ensayo clinico SOLAR-1 y
para el que habia cantidad suficiente de material de muestra disponible para realizar la
prueba con el ensayo comparador de NGS. De estas 453 unidades de material de muestra
clinico, 385 cumplieron los requisitos para material de muestra del comparador de NGS para
el volumen de tejido y el contenido tumoral, mientras que 379 ofrecieron un resultado valido
para NGS.

Se analizaron con NGS muestras con resultados validos tanto con NGS como con el
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, con NGS como referencia, para valorar el porcentaje de
concordancia positiva (PCP), el porcentaje de concordancia negativa (PCN) y el porcentaje
de concordancia global (PCG). En la Tabla 13, se resumen estos porcentajes, junto con los
correspondientes intervalos de confianza (IC) del 95% bilaterales, calculados mediante el
método Clopper-Pearson exacto.

Tabla 13. Analisis del grado de concordancia para material de muestra de tejido FFPE

Medicién Porcentaje de concordancia (N) IC del 95% bilateral
Porcentaje de concordancia positiva 99,0 (197/199) 96,4; 99,9
Porcentaje de concordancia negativa 90,0 (162/180) 84,7; 94,0
Porcentaje de concordancia global 94,7 (359/379) 92,0; 96,7

Para los 20 resultados discordantes del estado de mutacién global, dos muestras con
resultados negativos en el therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit presentaron resultados positivos
en NGS, mientras que 18 muestras con resultados positivos en el therascreen PIK3CA RGQ
PCR Kit dieron resultados negativos en NGS. De las dos muestras con resultados negativos en
el therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit que tenian resultados positivos en NGS, el NGS detectd

ambas a niveles de MAF por debajo del LPE_ESIZglngé%%_FKﬁSﬁ ﬁ%ﬁ%ﬂ%ﬁ\tﬂkﬁ“ las
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18 muestras que el therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit determind como positivas y NGS
determind como negativas, 11 eran positivas de bajo contenido (dentro de un ACr del corte
mediante el therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit y, por lo tanto, muestras positivas de bajo
contenido). Se detectd un caso como H1047L (3140A>T) mediante el therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit, pero se detecté como H10471 (3139_3140CA>AT) mediante el ensayo de NGS.
No se identifico la causa subyacente para los seis resultados discordantes restantes.

La Tabla 14 muestra el porcentaje de concordancia positiva (PCP) del objetivo con NGS como
método ortogonal.

Tabla 14. Analisis del grado de concordancia para material de muestra de tejido FFPE por mutacion especifica

Mutacion* Porcentaje de concordancia positiva (N) IC del 95% bilateral
C420R 100,0 (4/4) 39,8; 100,0
E542K 100,0 (27/27) 87,2; 100,0
E545G 100,0 (3/3) 29,2; 100,0
E545K 100,0 (49/49) 92,7, 100,0
E545A 100,0 (2/2) 15,8; 100,0
Q546E 100,0 (1/1) 2,5;100,0
Q546R 50,0 (1/2) 1,3; 98,7

H1047L 100,0 (12/12) 73,5; 100,0
H1047R 98,1(101/103) 93,2; 99,8

* Se detectaron 11 mutaciones de PIK3CA en material de muestra de tejido en el ensayo clinico SOLAR-1 (Tabla 15).
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Rendimiento clinico: Material de muestra de tejido ‘

El therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit estd disefiado para usarse como prueba diagnostica con
fines terapéuticos para ayudar a los médicos a identificar a pacientes con cancer de mama
que pueden ser aptos para el tratamiento con PIQRAY (alpelisib) a partir de la deteccion de
uno o mas resultados de mutaciones de PIK3CA en material de muestra de tejido tumoral de
mama FFPE clinico.

Datos de resultados clinicos

El estudio SOLAR-1, CBYL719C2301, fue un ensayo clinico aleatorizado, con
enmascaramiento doble, controlado con placebo, internacional, multicéntrico de fase III para
determinar la eficacia y la seguridad del tratamiento con PIQRAY (alpelisib) mas fulvestrant
frente a placebo mas fulvestrant en hombres y mujeres postmenopausicas con cancer de mama
avanzado con HR+ y resultados negativos para HER2. Se inscribid a un total de 572 pacientes
con cancer de mama en dos cohortes, con o sin una mutacion de PIK3CA. Los pacientes se
aleatorizaron para recibir o bien 300 mg de PIQRAY (alpelisib) mas fulvestrant, o bien
placebo mas fulvestrant, con una relacién 1:1. La presencia de metastasis en el higado o los
pulmones y el tratamiento previo con inhibidores de CDK4/6 estratifico la aleatorizacion.

El criterio de valoracién principal para el estudio fue la supervivencia sin progresion (SSP)
mediante los Criterios de evaluacion de respuesta en tumores solidos (Response Evaluation
Criteria in Solid Tumors, RECIST v1.1), con base en la valoracion del investigador en pacientes
con cancer de mama avanzado con una mutacion de PIK3CA. Otros criterios de valoracion
secundarios incluyeron SSP para pacientes sin mutacion de PIK3CA, asi como la
supervivencia general (SG), la tasa de respuesta global (TRG) y la tasa de beneficio clinico
(TBC) por cohorte de PIK3CA (es decir, con o sin mutacién de PIK3CA).

El estado de mutacidén de PIK3CA para la seleccion y la inscripcién de los pacientes se
determiné de manera centralizada mediante el analisis de material de muestra tumoral de
cancer de mama FFPE utilizando un ensayo de pruebas clinicas (Clinical Trial Assay, CTA) o
el therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit de QIAGEN. De los 572 pacientes aleatorizados en
SOLAR-1, 177 pacientes (30,9% de la pdiffa20RHE4848623i#cRioENIPR¢oh Mg A ddos
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Probabilidad de tiempo de supervivencia sin progresion (%)

positivos para la mutacion de PIK3CA y cinco con resultados negativos para la mutacion de
PIK3CA) se aleatorizaron mediante el therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit. Todos los demas
pacientes (395) se aleatorizaron mediante el CTA (69,1% de la poblacién del estudio,
incluidos 169 pacientes con resultados positivos para la mutacion de PIK3CA y 226 con
resultados negativos para mutacion de PIK3CA).

PIQRAY (alpelisib) junto con fulvestrant demostré superioridad frente a fulvestrant por si solo
para el criterio de valoracion principal de SSP, segun la valoracion del investigador mediante
los criterios RECIST 1.1, en la cohorte con mutacion de PIK3CA. Se observd una reduccion
del 35% en el riesgo de progresion de la enfermedad o de muerte a favor del grupo de
PIQRAY (alpelisib) mas fulvestrant en relacion con el grupo de placebo mas fulvestrant
(cociente de riesgo [Hazard Ratio, HR] = 0,65; IC del 95%: 0,50; 0,85; p = 0,0013, con
base en una prueba de rango logaritmico estratificada bilateral). La mediana de SSP se
prolongd 5,3 meses con relevancia clinica, desde 5,7 meses en el grupo de placebo mas
fulvestrant a 11,0 meses en el grupo de PIQRAY (alpelisib) mas fulvestrant (Ilustracion 20).

100 & Tiempos de censura

300 mg de alpelisib cada dia + Fulv (/N = 103/169)
a - Placebo cada dia + Fulv (n/N = 129/172)
& FasifrlRiRiGesg0s50,65
IC del 95% [0,50; 0,85]

Medianas de Kaplan-Meier (meses)
300 mg de alpelisib cada dia + Fulv: 11,0
Placebo cada dia + Fulv: 5,7

60

by

Valor de p de prueba del orden
40 n logaritmico bilateral = 0,0013

Sy,

20

— T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31

Tiempo (meses)
NUmexsr d subsasts|uel patTiskecen en riesgo

Tiempo(meses) o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31

300 mgldelsipeRsibroadardia FFulv 169 158 145 141 123 113 97 95 85 82 75 71 62 54 50 43 39 32 30 27 17 16 14 5 5 4 3 3 1 1 1 0

Plagétrrbadertii #falv 172 167 120 111 89 83 80 77 67 66 53 54 48 41 37 20 29 21 20 19 14 13 9 3 3 2 2 2 0 0 0 O
- Prueba del orden logaritmico estratificada y modelo de Cox estratificado utilizando estratos definidos por (i) el uso anterior del inhibidor de CDK 4/6.
(i) presencia de metastasis hepatica o pulmonar

Ilustracion 20. Diagrama de Kaplan-Meier de la SSP pqrﬁtﬁwsgm%_tﬁ mg\tﬁ% '&Iﬁw AT

aleatorizados en SOLAR-1.
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Las muestras de los 395 pacientes que se aleatorizaron mediante CTA se volvieron a analizar
retrospectivamente mediante el therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit y ofrecieron 389 muestras
evaluables mediante el therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit (98,5%), con seis muestras de

pacientes no evaluables mediante el therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit (Tabla 16).

Tabla 15. Prevalencia de las mutaciones de PIK3CA detectadas mediante el therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit en

material de muestra de tejido en el ensayo clinico SOLAR-1

Frecuencia en
material de muestra
Exon Mutacion* ID COSMIC* Cambio de base de tejido N = 374 (%)
7 C420R 757 1258 T>C 6(1,6)
9 E542K 760 1624 G>A 66 (17,6)
E545A 12458 1634 A>C 4(1,1)
E545D 765 1635 G>T 6(1,6)
E545G 764 1634 A>G 9(2,4)
E545K 763 1633 G>A 91 (24,3)
Q546E 6147 1636 C>G 1(0,3)
Q546R 12459 1637 A>G 2(0,5)
20 H1047L 776 3140 A>T 24 (6,4)
H1047R 775 3140 A>G 160 (42,8)
H1047Y 774 3139 C>T 5(1,3)

* Un paciente con resultados positivos para mutaciéon de PIK3CA puede tener mas de una mutacion.

* COSMIC: catélogo de mutaciones somaticas en casos de cancer: https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic.

N = nimero de pacientes con resultados positivos para mutaciones de PIK3CA identificados por material de muestra
de tejido FFPE en el ensayo clinico SOLAR-1.

Tabla 16. Disposicion de los sujetos reanalizados retrospectivamente (inscritos mediante CTA) (conjunto de analisis
completo, inscritos mediante CTA)

PIK3CA RGQ PCR Kit

Resultados del therascreen

Positivo para CTA
(N = 169)

Negativo para CTA
(N = 226)

Total (N = 395)

Valid (Vélido)
Positive (Positivo)
Negative (Negativo)
Invalid (No valido)

169 (100,0%)
164 (97,0%)
5 (3,0%)
0(0%)

220 (97,3%)
11 (4,9%)
209 (92,5%)

389 (98,5%)
175 (44,3%)
214 (54,2%)

6 (2,7%) 6 (1,5%)
|F-2022-94848623-APN-INPM#ANMAT
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Para evaluar la concordancia entre el CTA y el therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, se calcularon

los indices de concordancia PCP, PCN y PCG junto con los correspondientes intervalos de

confianza bilaterales del 95% calculados mediante el método Clopper-Pearson (exacto).

La Tabla 17 muestra el subconjunto evaluable mediante therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit
con el CTA como referencia e indica un alto nivel de concordancia entre los resultados del
CTA Yy el therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit.

La Tabla 18 utiliza el therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit como referencia e indica un alto nivel
de concordancia entre los resultados del CTA y el therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit.

Tabla 17. therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit frente a CTA (con el CTA como referencia)

Medida de concordancia Porcentaje de concordancia, %  IC del 95% bilateral
Porcentaje de concordancia positiva (PCP) 97,0 93,2; 99,0
Porcentaje de concordancia negativa (PCN) 95,0 91,2; 97,5
Porcentaje de concordancia global (PCG) 95,9 93,4; 97,6

Tabla 18. therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit frente a CTA (con el therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit como referencia)

Medida de concordancia Porcentaje de concordancia, %  IC del 95% bilateral
Porcentaje de concordancia positiva (PCP) 93,7 89,0; 96,8
Porcentaje de concordancia negativa (PCN) 97,7 94,6; 99,2
Porcentaje de concordancia global (PCG) 95,9 93,4; 97,6

La Tabla 19 muestra las estimaciones de PCP, PCN y PCG recalculados para ajustarlos para
enriquecimiento debido a los seis resultados del therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit que faltan en
los pacientes con resultados negativos para mutacion mediante CTA.

Tabla 19. therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit frente a CTA (con el therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit como referencia)

Medida de concordancia Porcentaje de concordancia, %  IC del 95% bilateral
Porcentaje de concordancia positiva (PCP) 93,6 90,1; 97,0
Porcentaje de concordancia negativa (PCN) 97,7 95,6; 99,5
Porcentaje de concordancia global (PCG) 95,9 93,8; 97,8

LE 29€0\99 N | MNMDAAHANIAA
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El analisis de SSP principal para establecer la utilidad clinica del therascreen PIK3CA RGQ
PCR Kit demostrd una eficacia clinica similar a la determinada por el estudio SOLAR-1. El
analisis del subconjunto de pacientes con resultados positivos para mutacion obtenidos con
el therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit (347 pacientes) demostrd que los pacientes aleatorizados
en el grupo de PIQRAY (alpelisib) mas fulvestrant tenian una reduccién estimada del 36% del
riesgo de progresion de la enfermedad o de muerte (HR = 0,64; IC del 95%: 0,48; 0,85) en
comparacion con los pacientes aleatorizados en el grupo de placebo mas fulvestrant.

Los analisis de sensibilidad evaluaron el impacto de los datos ausentes del therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit sobre la SSP y demostraron que los resultados eran sdlidos, a pesar de
los datos ausentes. Por ejemplo, si se supone que los seis resultados faltantes del therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit eran discordantes con los resultados del CTA, aquellos pacientes con
resultados positivos para mutacion obtenidos con el therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit y
aleatorizados en el grupo de PIQRAY (alpelisib) mas fulvestrant tenian una reduccion estimada
del 37% del riesgo de progresion de la enfermedad o de muerte (HR = 0,63; IC del 95%
[0,47; 0,84]) en comparacion con los pacientes aleatorizados en el grupo de placebo mas
fulvestrant.

Todos los pacientes con resultados positivos para mutacion inscritos en el CTA podian
evaluarse mediante el therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, mientras que solo seis pacientes con
resultados negativos para mutacion inscritos en CTA no pudieron evaluarse mediante el
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit. Por consiguiente, no habia sesgo en los resultados en
cuanto a la posibilidad de evaluacion de las muestras del estudio.

La SSP también se estimd en la poblacion con resultados negativos obtenidos mediante el
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit y no se observd beneficio alguno en la SSP en esos
pacientes (HR = 0,85; IC del 95%: 0,58; 1,25).
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Caracteristicas del rendimiento: Material de
muestra de plasma = 7— §

Rendimiento analitico: Material de muestra de plasma

Las caracteristicas de rendimiento especificas del therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit se
determinaron mediante estudios en los que se utilizd material de muestra de plasma clinico
extraido a pacientes con cancer de mama, material de muestra de plasma artificial que
contenia plasma de donante sano al que se afiadié ADN de linea celular de 11 unidades de
material de muestra de linea celular humana que contiene mutaciones conocidas de PIK3CA
detectadas mediante el ensayo y un material de muestra de linea celular nativa de PIK3CA
(es decir, sin mutaciones segun se indicd en la deteccion del therascreen PIK3CA RGQ PCR
Kit en los exones 7, 9 y 20).

Limite de blanco (LoB): Material de muestra de plasma

El limite de blanco (Limit of Blank, LoB) se define en la directriz EP17-A2 del CLSI como “el
resultado de medicion mas elevado que es probable observar (con una probabilidad
establecida) en una muestra de blanco”. Para el therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit este es el
punto de datos que corresponde al percentil del 95% superior en las muestras de blanco.
Para valorar el rendimiento del therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit en ausencia de molde y
para garantizar que un material de muestra con ADN nativo no genere una sefial analitica
que pueda indicar una concentracion baja de la mutacién, se analizaron por triplicado 60
materiales de muestra Unicos de donante sano a los que se afadié ADN de PIK3CA nativo,
fragmentado y diluido en serie en seis niveles de entrada; este analisis se realizd en un estudio
de conformidad con la directriz EP17-A2 del CLSI para determinar el LoB de cada ensayo de
mutacién. Todos los ensayos de mutacion produjeron valores de LoB superiores al valor de
corte para sus respectivas mutaciones. El LoB de los PIK3CA mutantes detectados por el
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit para el material de muestra de plasma se muestra a

continuacion (Tabla 20). |F-2022-94848623-APN-INPM#ANMAT
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Tabla 20. Resumen de resultados de LoB

Exon Mutacion Cambio de base LoB (valor de ACr) Tasa de resultados
positivos falsos (%)
7 C420R 1258T>C 11,15 0%
9 E542K 1624G>A 8,32 0%
E545A 1634A>C 15,82 0%
E545D 1635G>T 9,13 0%
E545G 1634A>G 13,39 0%
E545K 1633G>A 15,74 0%
Q546E 1636C>G 15,82 0%
Q546R 1637A>G 10,19 0,56%
H1047L 3140A>T 15,55 0,56%
20 H1047R 3140A>G 11,93 0%
H1047Y 3139C>T 9,89 0%

Limite de deteccidn (LoD): Material de muestra de plasma

Se realizd un estudio para determinar el LoD de cada una de las 11 mutaciones de PIK3CA
utilizando material de muestra de plasma artificial. Se definié el LoD como la cantidad mas
baja de ADN mutado en un entorno de ADN nativo con la que una muestra mutada genera
resultados positivos para la mutacion en el 95% de los resultados de las pruebas (Cos).

Para determinar el LoD de cada mutacién, se prepararon muestras con diferentes porcentajes
de mutacién con concentraciones altas y bajas de ADN introducido y se analizaron con el
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit (Tabla 21). El LoD de cada ensayo se calculé mediante un
método “probit”. Se establecid el LoD de 11 muestras mutadas artificiales mediante tres lotes
diferentes del therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit con el analisis de 24 muestras por lote de kit
por nivel. Se verificd un subconjunto de las mutaciones utilizando muestras clinicas de plasma
con el LoD determinado.

e e
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Tabla 21. LoD de material de muestra de plasma determinado mediante material de muestra de plasma artificial y
clinico con nivel bajo de ADN introducido

Exon Mutacién ID COSMIC* Cambio de base LoD, % de MAF
7 C420R 757 1258T>C 4,46"
9 E542K 760 1624G>A 5,06™
E545A 12458 1634A>C 1,827
E545D 765 1635G>T 3,21°
E545G 764 1634A>G 1,94™
E545K 763 1633G>A 2,42
Q546E 6147 1636C>G 531"
Q546R 12459 1637A>G 4,227
20 H1047L 776 3140A>T 2,37
H1047R 775 3140A>G 1,98
H1047Y 774 3139C>T 7,07*

MAF: frecuencia de alelos mutantes.

* COSMIC: catalogo de mutaciones somaticas en casos de cancer: https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic.
"Valores del LoD establecidos mediante material de muestra de linea celular.

*Valores del LoD verificados mediante material de muestra de plasma clinico.

Intervalo de entrada de ADN gendmico: Material de muestra de
plasma

El intervalo de funcionamiento de Cr de control se establecié utilizando intervalos de
tolerancia y valores de LoB calculados. El intervalo de funcionamiento de Cr del ensayo de
control se determind utilizando en total 30 muestras nativas individuales de 10 ml que
contenian diferentes concentraciones de ADN nativo (120 observaciones). El intervalo de
funcionamiento de Cr del ensayo de control final se establecié como un valor de Cr de 24,69
a 31,68 que resulta en un nivel de confianza del 98% para el 95% de la poblacién de uso
previsto.

B T e
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Valores de corte de ACr: Material de muestra de plasma

Se utilizd material de plasma artificial para establecer los valores de corte de cada mutacion.
Ademas del analisis estadistico de los valores de ACr, se utilizaron los valores de LoB de los
requisitos de disefio para las tasas de resultados positivos falsos y negativos falsos para definir
valores de corte aceptables.

Los valores de corte establecidos se indican en la Tabla 22.

Tabla 22, Valores de corte establecidos para cada ensayo de mutacion al analizar ADN de material de muestra de
plasma

Ensayo Valor de corte (ACr)
C420R <6,0
E542K <4,8
E545A <10,0
E545D <7,0
E545G <9,5
E545K <10,0
Q546E <10,0
Q546R <7,0
H1047L <10,0
H1047R <9,0
H1047Y <6,2

IF-2022-94848623-APN-INPM#ZANMAT
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Efecto del ADN introducido sobre los valores de ACr (linealidad):
Material de muestra de plasma

El nivel de ADN introducido se define como la cantidad total de ADN amplificable en una
muestra segun lo determinado por los valores de Crde la reaccion de control de PIK3CA.
Para demostrar que el rendimiento del therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit se mantiene estable
en todo el intervalo de Crde la reaccion de control (de 24,69 a 31,68), se prepard una
dilucién en serie de 8 niveles para cada uno de los 11 ensayos de mutacion de PIK3CA
(ADN fragmentado extraido de material de muestra de linea celular). Los valores objetivo de
Cr para los niveles de dilucién 1y 8, para cada mutacion, se previeron para encontrarse por
encima y por debajo del intervalo de Crde la reaccién de control. En resumen, los valores
de ACren los diferentes niveles de ADN introducido se mantuvieron coherentes en todo el
intervalo de trabajo del therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit con respecto a las mutaciones.

Especificidad del ensayo (reactividad cruzada/especificidad):
Material de muestra de plasma

Para evaluar si la reactividad cruzada detectada mediante el ensayo se ha tenido en cuenta
correctamente en la configuracion de los valores de corte, se diluyd material de muestra de
plasma artificial con mutacidn positiva, con nivel bajo y alto de ADN introducido, con
objetivos de MAF alto y bajo y se analizé por duplicado utilizando tres lotes del therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit. Se observé reactividad cruzada entre los ensayos de H1047L y H1047R.
Sin embargo, se determind que esta reactividad cruzada es unidireccional (es decir,si se
observa una muestra de H1047R y H1047L doble, esto solo se informara como “H1047R
Mutation Detected” [Mutacion H1047R detectada]). Esta regla se incorpora al algoritmo
automatizado “therascreen_PIK3CA_Plasma Assay Profile”.

Gkl St
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Interferencia: Material de muestra de plasma

Sustancias endégenas

Las posibles sustancias interferentes enddgenas que pueden encontrarse en el material de
muestra de plasma se analizaron en muestras artificiales mutadas y nativas en concentraciones
segun la directriz EP7-A2 del CLSI:

e Hemoglobina (2 g/lI)

e Triglicéridos (37 mmol/I)

e EDTA (3,4 pmol/l) e /——]v—'—" -~
e Cafeina (308 pmol/l) : ‘ |
e Albuimina (30 mg/ml)

e Bilirrubina conjugada (342 pmol/l)

e Bilirrubina no conjugada (342 pmol/l)

Los resultados demostraron que estas sustancias no interfirieron con los resultados del
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit.

Sustancias exdgenas

Se analizaron las posibles sustancias interferentes exdgenas presentes en el proceso de
extraccion de ADN en muestras mutantes y nativas en concentraciones que presuponian una
contaminacion por arrastre del 10% procedente del proceso de extraccion:

e FEtanol

e Proteinasa K
e Buffer ACL

e Buffer ACB

e Buffer ACW1
e Buffer ACW2

Los resultados demostraron que estas sustancias no interfirieron con los resultados del
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit. IF-2022-94848623-APN-INPM#ZANMAT
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Intercambiabilidad de lotes: Material de muestra de plasma

El sistema therascreen PIK3CA RGQ PCR utiliza el QIAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit
para la extraccion de ADN, y el therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit para la amplificacion de
ADN vy la deteccion del estado de mutacién de PIK3CA. Se demostrd la reproducibilidad
entre lotes y la intercambiabilidad a partir de tres lotes del QIAamp DSP Circulating Nucleic
Acid Kit y un lote del therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit. El porcentaje global de
identificaciones correctas entre lotes para todas las muestras nativas y con resultado positivo
para mutacion fue del 100%.

Manipulacién del material de muestra: Material de muestra de
plasma

Para demostrar que los diferentes laboratorios produciran resultados aceptables al partir del
mismo material de muestra de plasma, las extracciones se realizaron en tres centros diferentes.
Se utilizd material de muestra artificial para las 11 mutaciones, asi como un material de
muestra de plasma clinico nativo de PIK3CA. Se prepararon 18 alicuotas de 2 ml de cada
material de muestra que se aleatorizaron y se dividieron en 18 conjuntos de extractos. Estos
conjuntos de extractos se distribuyeron luego de manera uniforme en los tres centros de
pruebas (un centro interno de QIAGEN en el Reino Unido y dos centros externos adicionales
en los EE. UU.); seis extractos por centro del estudio. Se realizd el analisis del ADN extraido
de las alicuotas del material de muestra utilizando el therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit en el
centro interno de QIAGEN. Al comparar los resultados de cada material de muestra de los
tres centros, el porcentaje de identificaciones correctas de mutaciones para material de
muestra nativo y con resultados positivos para mutacion de PIK3CA fue del 100%.

Repetibilidad y reproducibilidad: Material de muestra de plasma

Se investigo la repetibilidad del therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit mediante pruebas de ADN

extraido de material de muestra de linea celular, que representd las 11 mutaciones detectadas

por el therascreen PIK3CA RGQ PCRKita 1 x LoDy 3 x LoD.
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Se evalud la repetibilidad mediante el anélisis de las muestras en un centro durante 20 dias

no consecutivos, utilizando equipos Rotor-Gene Q y tres usuarios para generar un total de

120 duplicados por muestra (Tabla 23).

Tabla 23. Repetibilidad del ensayo: proporcion de identificaciones correctas para las mutaciones de PIK3CA analizadas en
muestras de ADN obtenidas de material de muestra de plasma

Proporcion
Nivel de fraccional de Identificaciones IC del 95%
Exon Mutacion mutacion resultados validos  correctas, % bilateral inferior
NA Nativa Cr30 114/120 95,00 89,43
7 C420R LoD 120/120 100,00 96,97
3 x LoD 120/120 100,00 96,97
9 E542K LoD 120/120 100,00 96,97
3 x LoD 120/120 100,00 96,97
E542A LoD 119/120 99,17 95,44
3 x LoD 120/120 100,00 96,97
E545D LoD 120/120 100,00 96,97
3 x LoD 120/120 100,00 96,97
E545G LoD 119/120 99,17 95,44
3 x LoD 120/120 100,00 96,97
E545K LoD* 111/120 92,50 86,24
3 x LoD* 120/120 100,00 96,97
Q546E LoD 120/120 100,00 96,97
3 x LoD 120/120 100,00 96,97
Q546R LoD* 115/120 95,83 90,54
3 x LoD* 120/120 100,00 96,97
20 H1047L LoD 120/120 100,00 96,97
3 x LoD 120/120 100,00 96,97
H1047R LoD 110/120 91,67 85,21
3 x LoD 120/120 100,00 96,97 ‘
H1047Y LoD 120/120 100,00 96,97
3 x LoD 120/120 100,00 96,97

* Para E545K y H1047R los LoD utilizados fueron 1,99 y 1,44, respectivamente. El LoD se reajusto y se confirmd en

un estudio posterior. El LoD reajustado se utilizo en el estudio posterior (Tabla 24).
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La reproducibilidad se midio al analizar muestras artificiales con nivel de 1 x LoD y 3 x LoD
en tres centros diferentes (un centro interno de QIAGEN en el Reino Unido y dos centros
externos adicionales en los EE. UU.). Todas estas muestras se analizaron en cada centro en
10 dias no consecutivos, utilizando equipos Rotor-Gene Q vy tres usuarios para generar un

total de 60 duplicados por muestra (Tabla 24).

IF-2022-94848623-APN-INPM#ZANMAT

Pagina 86 de 199

86 Manual de instrucciones de uso del therascreen® PIK3CA RGQ PCR Kit 09/2019



Tabla 24. Repetibilidad del ensayo: proporcion de identificaciones correctas para las mutaciones de PIK3CA analizadas
en muestras de ADN obtenidas de material de muestra de plasma de todos los centros

Proporcion
fraccional de Identificaciones IC del 95%

Exon Mutacion  Nivel de mutacion resultados validos  correctas, % bilateral inferior
NA WT C:30 223/238 93,70 89,82
7 C420R LoD 237/238 99,58 97,68
3 x LoD 238/238 100,00 98,46
9 E542K LoD 237/240 98,75 96,39
3 x LoD 240/240 100,00 98,47
E545A LoD 239/240 99,58 97,70
3 X LoD 240/240 100,00 98,47
E545D LoD 240/240 100,00 98,47
3 x LoD 240/240 100,00 98,47
E545G LoD 237/240 98,75 96,39
3 x LoD 239/239 100,00 98,47
E545K LoD* 432/432 100,00 99,15
3 x LoD 240/240 100,00 89,47
Q546E LoD 238/238 100,00 98,46
3 x LoD 238/238 100,00 98,46
Q546R LoD* 232/240 96,67 93,54
3 x LoD 240/240 100,00 98,47
20 H1047L LoD 236/238 99,16 97,00
3 x LoD 238/238 100,00 98,46
H1047R LoD 430/432 99,54 98,34
3 x LoD 236/236 100,00 98,45
H1047Y LoD 239/240 99,58 97,70
3 x LoD 240/240 100,00 98,47

* Tres usuarios evaluaron muestras con LoD revisado con E545K y H1047R (segun la Tabla 21) durante seis dias en
tres centros, con dos series y cuatro duplicados con un total de 144 mediciones por centro, 432 en total en los tres
centros. La Tabla 25 muestra el porcentaje de concordancia positiva (PCP) del objetivo con secuenciacion de ultima
generacion (Next Generation Sequencing, NGS) como método ortogonal.

Pemmm— -
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Se utilizd un analisis de los componentes de varianza para estimar la desviacion estandar para
la variabilidad de la repetibilidad y la reproducibilidad entre kits, entre series, entre usuarios,
entre equipos, entre dias e intraserial. En todos los componentes de varianza, la desviacion
estandar (DE) total fue <1,34 ACr para LoD y <0,73 ACr para 3 x LoD para todas las
mutaciones de PIK3CA analizadas en las pruebas de reproducibilidad. En todos los miembros
del panel de mutaciones, la DE fue <0,20 ACr para LoD y <0,10 ACr para 3 x LoD entre lotes
(intercambiabilidad de lotes). La DE para la variabilidad (repetibilidad/precision) intraserial
varié entre 0,415 ACry 1,407 ACr para LoD y entre 0,206 ACry 0,583 ACr para 3 x LoD.

Validacion de tubos de recogida de sangre

El impacto del tiempo de separacién de sangre a plasma en la calidad del material de muestra
de plasma y en los resultados posteriores se determiné utilizando muestras de sangre artificial
para H1047R (la mutacién con mayor prevalencia) y se utilizd material de muestra de sangre
total de voluntarios sanos como muestras nativas. Se recogié material de muestra de sangre
en tubos con EDTA K.de 10 ml de cuatro donantes (ocho tubos por donante). Se generd
material de muestra de plasma artificial al afadir ADN de linea celular fragmentado con
mutaciones de H1047R de PIK3CA a tubos con sangre de dos donantes tras la extraccion. El
material de muestra de sangre se separd en plasma en puntos temporales de
aproximadamente 1, 2, 3 y 4 horas. Se extrajo ADN de las muestras de plasma utilizando el
QIAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit y cada objetivo se analiz6 con el therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit en 16 duplicados.

Todas las muestras analizadas se identificaron correctamente en cada uno de los puntos
temporales. Ademas, no se observd una desviacién estadisticamente significativa en ACr para
la muestra con mutaciéon H1047R de PIK3CA.

Este estudio demostrdé que no se produjo un impacto del tiempo de separacién de sangre a
plasma, si el procesamiento se realiza dentro de un periodo de cuatro horas, en el therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit.

< ——-—T--—-
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e

Exactitud: Comparacion con el método de referencia analitico ‘
(material de muestra de plasma)

Para demostrar la precision del therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, se llevd a cabo un estudio
con material de muestra del ensayo clinico SOLAR-1 en relacion con un ensayo validado
mediante NGS. Las pruebas del therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit y de NGS en busca de
alteraciones de PIK3CA se realizaron utilizando el ADN de 552 unidades de material de
muestra de plasma clinico del ensayo clinico SOLAR-1.

Se analizaron muestras de ADN con resultados validos tanto con NGS como con el
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit (542/552 muestras) para valorar el porcentaje de
concordancia positiva (PCP), el porcentaje de concordancia negativa (PCN) y el porcentaje
de concordancia global (PCG). En la Tabla 25, se resumen estos porcentajes, junto con los
correspondientes intervalos de confianza (IC) del 95% bilaterales.

Tabla 25. Analisis del grado de concordancia de las muestras de ADN obtenidas de material de muestra de plasma

Medicion Porcentaje de concordancia (N) Valor inferior del IC del 95%
Porcentaje de concordancia positiva 97,39 (149/153) 93,44
Porcentaje de concordancia negativa 91,26 (355/389) 88,00
Porcentaje de concordancia global 92,99 (504/542) 90,50

Para los 38 resultados discordantes del porcentaje de concordancia global:

e Cuatro muestras (0,7%) se identificaron como Wild-Type (Nativas) (es decir, No
Mutation Detected [Mutacion no detectada]) mediante el therascreen PIK3CA RGQ PCR
Kit, pero se identificaron con Mutation Detected (Mutacion detectada) mediante NGS.

® 34 muestras (6,3%) resultaron Mutation Detected (Mutacién detectada) mediante el
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, pero se identificaron como Wild-Type (Nativas)
mediante NGS.

e La Tabla 26 muestra el porcentaje de concordancia positiva (PCP) del objetivo con NGS

como meétodo ortogonal. |F-2022-94848623-APN-INPM#ANMAT
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Tabla 26. Analisis del grado de concordancia de las muestras de ADN obtenidas de material de muestra de plasma por
mutacion

Mutacion* Porcentaje de concordancia positiva (N) IC del 95% bilateral
C420R 100,0% (2/2) 15,8; 100,0
E542K 90,9% (20/22) 70,8; 98,9

E545G 100,0% (2/2) 15,8; 100,0
E545K 100,0% (38/38) 90,7; 100,0
H1047L 100,0% (5/5) 47,8; 100,0
H1047R 97,6% (83/85) 91,8; 99,7

* Se detectaron 6/11 mutaciones de PIK3CA por material de muestra de plasma en el ensayo SOLAR-1 (Tabla 31).

Rendimiento clinico: Material de muestra de plasma

El therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit estd disefiado para usarse como prueba diagndstica con
fines terapéuticos para ayudar a los médicos a identificar a pacientes con cancer de mama
que pueden ser aptos para el tratamiento con PIQRAY (alpelisib) a partir de la deteccion de
uno o mas resultados de mutaciones de PIK3CA en material de muestra de plasma clinico de
sangre total venosa periférica anticoagulada con EDTA K.

Se analizd de forma retrospectiva material de muestra de plasma clinico de sangre total
venosa periférica anticoagulada con EDTA K; obtenido de pacientes con cancer de mama
aleatorizados en el ensayo SOLAR-1 antes del inicio del tratamiento del estudio (referencia);
dicho analisis se realizd con el therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit para evaluar la utilidad
clinica de este tipo de material de muestra para la determinacion del estado de mutacién de
PIK3CA y para evaluar la concordancia entre los resultados en tejido y en plasma.

Resultados del analisis de concordancia

La concordancia del therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit al utilizar resultados de plasma con el
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit al utilizar resultados de tejido se muestra en la Tabla 27.
De los 328 pacientes con resultados positivos en tejido con el therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit,

179 presentaron resultados positivos en plaﬁm_ﬁﬁﬁ_eé Egﬁrgéﬁgiwl\llgﬁ%m%w-r
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De los 215 pacientes con resultados negativos en tejido con el therascreen PIK3CA RGQ PCR
Kit, 209 presentaron resultados negativos en plasma con el therascreen PIK3CA RGQ PCR
Kit. No hubo resultados en plasma no validos.

Tabla 27. Tabla de correspondencias entre los resultados de tejidos del therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit y los
resultados de plasma del therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit

Tejido para therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit
Plasma para therascreen Positive Negative Invalid Total
PIK3CA RGQ PCR Kit (Positivo) (Negativo) (No valido)
Positive (Positivo) 179 6 1 186
Negative (Negativo) 149 209 5 363
Invalid (No valido) 0 0 0 0
Total 328 215 6 549

Se calculd la concordancia (PCP, PCN y PCG) entre los resultados en plasma obtenidos con
el therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit y los resultados en tejido obtenidos con el therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit utilizando como referencia los resultados de tejido obtenidos con el
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit (Tabla 28). Las estimaciones de PCP, PCN y PCG fueron
del 55%, del 97% y del 72%, respectivamente.

Tabla 28. Concordancia entre los resultados en plasma obtenidos con el therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit y los

resultados en tejido obtenidos con el therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit utilizando como referencia los resultados de
tejido obtenidos con el therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit

Medida de concordancia Porcentaje de concordancia (N) IC del 95%*
Porcentaje de concordancia positiva 55% (179/328) (49,0; 60,1)
Porcentaje de concordancia negativa 97% (209/215) (94,0; 99,0)
Porcentaje de concordancia global 72% (388/543) (67,5; 75,2)

* IC del 95% calculado mediante el método Clopper-Pearson (exacto).

Las pruebas de confirmacion de las muestras de plasma con un método de prueba de NGS
de referencia validado confirmaron el 91% de los resultados en plasma obtenidos con el
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit. De los pacientes con resultados positivos en tejido

obtenidos con el therascreen PIK3CA RG?Flfgz‘%égét_ &l‘é Eéegfg’ﬁwﬁswsﬁﬁﬂ ,&?\?ﬁﬁ)ﬁ' en
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plasma con el therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, la NGS confirmo los resultados negativos
en plasma obtenidos con el therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit en el 80% de los casos. De los
seis pacientes con resultados discordantes positivos en plasma obtenidos con el therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit y con resultados positivos en tejido obtenidos con el therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit, cinco tuvieron confirmacion de resultados positivos en plasma mediante NGS.

Andlisis de supervivencia sin progresion (SSP)

Se observo la SSP de PIQRAY (alpelisib) combinado con fulvestrant para la poblacion con
resultados positivos en plasma obtenidos con el therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit (N = 185)
a favor del grupo de PIQRAY (alpelisib) mas fulvestrant en comparacion con el grupo de
placebo mas fulvestrant con una reduccion estimada del 46% del riesgo de progresion de la
enfermedad o de muerte (HR = 0,54; IC del 95%: 0,33; 0,88) (Tabla 29). En comparacion,
el HR de la SSP en la poblacién con resultados positivos en plasma obtenidos con el
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit fue de 0,64 (IC del 95%: 0,48; 0,85) y 0,65 (IC del 95%:
0,50; 0,85) en la cohorte de mutacién de PIK3CA del ensayo SOLAR-1 seglin se
determiné mediante el ensayo de tejido durante la inclusion de pacientes.

Tabla 29. Analisis de SSP en los pacientes con resultados positivos en plasma con el therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit

HR (IC del 95%)

SSP (N) 300 mg de PIQRAY cada dia + fulv/placebo
cada dia + fulv*

Resultados positivos en plasma (185) obtenidos con el therascreen 0,54 (0,33; 0,88)
PIK3CA RGQ PCR Kit

* HR e IC del 95% calculados utilizando ajuste de enriquecimiento.

El HR de la SSP de los 179 pacientes con resultados positivos en tejido obtenidos con el
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit y en los pacientes con resultados positivos en plasma
obtenidos con el therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit fue de 0,53 (IC del 95%: 0,33; 0,84).
La mediana de SSP fue de 10,9 meses para el grupo de PIQRAY (alpelisib) mas fulvestrant
frente a 3,6 meses para el grupo de placebo mas fulvestrant (Tabla 30, Ilustracion 21).

e —_"‘T'__ =
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Tabla 30. Supervivencia sin progresion (meses) en los pacientes con resultados positivos en tejido obtenidos con el
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit y en los pacientes con resultados positivos en plasma obtenidos con el therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit

HR (IC del 95%)

Supervivencia sin progresion 300 mg de PIQRAY cada  Placebo cada dia + 300 mg de PIQRAY cada

dia + fulvN =90 fulvN = 89 dia + fulv/placebo cada

dia + fulv

N.° de eventos (%) 57 (63,3) 72 (80,9) 0,53 (0,33; 0,84)

PD (%) 55 (61,1) 67 (75,3) =

Muerte (%) 2(2,2) 5(5,6) -

N.0 de elementos censurados (%) 33 (36,7) 17 (19,1) -

Mediana (IC del 95%) 10,9 (7,0; 16,2) 3,6 (2,0; 5,8) -

a Tiempos de censura
——=—— 300 mg de alpelisib cada dia + fulv (n/N = 57/90)
oo pRigenleadatdaly i thn72788D)

Cociente de riesgo = 0,53

R5dé1 6510 B3R 8dba)

Medianas de Kaplan-Meier (meses)

300 mg de alpelisib cada dia + fulv: 10,9
Blastrcada didly $36: 3,6

Valor de p de prueba del orden

logaritmico bilateral = 0,001
40

Probabilidad de tiempo de supervivencia sin progresion (%)

L L o o e B e B L S s S S B S B B B S
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

Tiempo (meses)
NRaseds suiias gy Permanecen en riesgo

Tiempo(meses) o 1 3 4 s 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

300 mg de alpelisib cadadia+Fulv 90 86 79 76 67 60 53 51 44 43 41 38 34 31 29 24 23 19 18 16 9 8 6 2 2 1 1 1 0

Placebocadadia+Fulv 89 85 53 49 39 38 34 31 28 28 25 22 20 19 18 14 14 11 10 9 6 6 5 2 2 1 1 1 o

- Prueba del orden logaritmico estratificada y modelo de Cox estratificado utilizando estratos definidos por (i) el uso anterior del inhibidor de CDK 4/6.
(ii) presencia de metastasis hepatica o pulmonar

Ilustracion 21. Diagrama de Kaplan-Meier de la SSP por tratamiento en pacientes con resultados positivos en tejido
obtenidos con el therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit y en los pacientes con resultados positivos en plasma obtenidos con
el therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit.
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Tabla 31. Prevalencia de las mutaciones de PIK3CA detectadas mediante el therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit en
muestras de plasma en el ensayo clinico SOLAR-1

Frecuencia en material
de muestra de plasma
Exdn Mutacion* ID COSMIC? Cambio de base N = 186 (%)
7 C420R 757 1258 T>C 2(1,1)
9 E542K 760 1624 G>A 22(11,8)
E545A 12458 1634 A>C 0(0,0)
E545D 765 1635 G>T 0(0,0)
E545G 764 1634 A>G 3(1,6)
E545K 763 1633 G>A 48 (25,8)
Q546E 6147 1636 C>G 0(0,0)
Q546R 12459 1637 A>G 0(0,0)
20 H1047L 776 3140 A>T 10 (5,4)
H1047R 775 3140 A>G 102 (54,8)
H1047Y 774 3139 C>T 0(0,0)

* Un paciente con resultados positivos para mutacion de PIK3CA puede tener mas de una mutacion.

* COSMIC: catalogo de mutaciones somaticas en casos de cancer: https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic.

N = nlmero de pacientes con resultados positivos para mutaciones de PIK3CA identificados por material de muestra
de plasma en el ensayo SOLAR-1.
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Conclusiones sobre seguridad y eficacia i

El estudio de precision clinica cumplié los criterios de aceptacion de PCP para las muestras
con resultados positivos para mutaciones y de PCN para las muestras con resultados negativos
para mutaciones, lo que confirma que el therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit para plasma
generd resultados precisos tanto para las muestras de uso previsto con resultados positivos y
negativos para biomarcadores.

La concordancia de los resultados en plasma obtenidos con el therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit
con los resultados en tejido obtenidos con el therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit con respecto
al PCN fue del 97% y demostrd un bajo riesgo de obtencidn de positivos falsos. Unresultado
negativo falso puede evitar que un paciente tenga acceso a un farmaco posiblemente
beneficioso. Se observd un PCP del 55% para plasma/tejido, lo que indica que los pacientes
con resultados negativos en plasma pueden tener resultados positivos para mutaciones de
PIK3CA en tejido. Por lo tanto, en los casos en los que se observo un resultado negativo para
mutaciones de PIK3CA en plasma con el therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, se debe analizar
material de muestra de tejido para confirmar el estado de mutacion de PIK3CA.

Se demostré la eficacia clinica de PIQRAY (alpelisib) combinado con fulvestrant para la
poblacion con resultados positivos en plasma para mutacion de PIK3CA obtenidos con el
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, tal como lo ha identificado el therascreen PIK3CA RGQ
PCR Kit, con una reduccién del 46% del riesgo de progresion de la enfermedad o de muerte
en comparacion con el placebo mas fulvestrant (HR = 0,54; IC del 95%: 0,33; 0,88).
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Guia de resolucion de problemas

Esta guia de resolucion de problemas puede ayudarle a resolver cualquier problema que
pueda surgir. Para obtener mas informacion, también puede consultar la pagina de preguntas
frecuentes (Frequently Asked Questions) de nuestro Centro de servicio técnico:
www.qiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Los cientificos del servicio técnico de QIAGEN siempre
se encargaran de responder cualquier pregunta que tenga sobre la informacion y los
protocolos de este manual, asi como sobre las tecnologias para la preparacion de muestras
y ensayos de biologia molecular (encontrara la informacién de contacto en la contraportada
0 en www.qgiagen.com).

Comentarios y sugerencias

Marcador “No C: value” (Sin valor de CT) en el Control Positivo (Positive Control, PC)

a) Configuracion incorrecta de la PCR Compruebe el esquema de pipeteo y repita la PCR.

b) Las condiciones de almacenamiento  Compruebe las condiciones de almacenamiento (consulte la etiqueta del
de uno o mas componentes del kit no  kit) de los reactivos y utilice un kit nuevo en caso necesario.
cumplian las instrucciones indicadas
en el apartado “Almacenamiento y
manipulacion de los reactivos”
(pagina 23)

Marcador "Unexpected Cr value” (Valor de CT inesperado) en NTC

Se ha producido contaminacion Asegurese de que el area se haya descontaminado. Repita la PCR con

durante la preparacion de la PCR. reactivos nuevos. Si fuera posible, cierre los tubos de PCR justo después
de afiadir la muestra que va a analizarse. Compruebe periddicamente
que el espacio y los instrumentos de trabajo no estén contaminados.

Marcador "Above acceptable range” (Por encima del intervalo aceptable) o "Below acceptable range” (Por debajo del
intervalo aceptable) en PC

Error durante la preparacion de la Repita la PCR asegurandose de que el pipeteo sea preciso.
PCR

Marcador “"DNA input too high” (Entrada de ADN demasiado elevada) en el tubo de muestra

La concentracion de la muestra es Diluya la muestra para aumentar el valor de Cr. Es necesario diluir las
demasiado elevada muestras con el agua suministrada con el kit (agua para la dilucion [Dil.]).
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Comentarios y sugerencias

Marcador “Above acceptable range” (Por encima del intervalo aceptable) en el tubo de muestra

El ADN molde inicial presente en la
muestra no es suficiente

Material de muestra de tejido: Repita la prueba una vez mas. Si el sistema
vuelve a mostrar el mismo marcador, vuelva a extraer ADN utilizando
dos portaobjetos del mismo material de muestra de tejido reseccionado y
una cantidad adecuada de portaobjetos para CNB a fin de obtener

20 mm?y repita la PCR. Si, tras la nueva extraccion, el sistema muestra el
mismo marcador para el material de muestra, repita nuevamente la
prueba. Si el marcador vuelve a aparecer, el material de la muestra no es
apto para el uso. Se debe registrar como “indeterminada” y no se
pueden realizar mas pruebas.

Material de muestra de plasma: Repita la prueba una vez mas. Si el
sistema muestra el mismo marcador por segunda vez, vuelva a extraer
ADN utilizando 2 ml de plasma del paciente. Si, tras la nueva extraccion,
el sistema muestra el mismo marcador para el material de muestra, el
material de muestra no es apto para el uso, debe registrarse como
“indeterminado” y no deben realizarse mas pruebas. Contemple la
posibilidad de repetir las pruebas con un material de muestra de plasma
sanguineo.

Marcador “IC above acceptable range” (IC por encima del intervalo aceptable) en el tubo de muestra

Error durante la preparacion de la
PCR o presencia de un inhibidor en
la reaccion

Material de muestra de tejido: Repita la prueba una vez mas. Si el sistema
vuelve a mostrar el mismo marcador, vuelva a extraer ADN utilizando
dos portaobjetos del mismo material de muestra de tejido reseccionado o
una cantidad adecuada de portaobjetos para CNB a fin de obtener

20 mm?y repita la PCR. Si, tras la nueva extraccion, el sistema muestra el
mismo marcador para el material de muestra, repita nuevamente la
prueba. Si el marcador vuelve a aparecer, el material de la muestra no es
apto para el uso. Se debe informar como “indeterminada”y no se deben
realizar mas pruebas.

Material de muestra de plasma: Repita la prueba una vez mas. Si el
sistema muestra el mismo marcador por segunda vez, vuelva a extraer
ADN utilizando 2 ml de plasma del paciente. Si, tras la nueva extraccion,
el sistema muestra el mismo marcador para el material de muestra, el
material de muestra no es apto para el uso, debe registrarse como
“indeterminado” y no deben realizarse més pruebas. Contemple la
posibilidad de repetir las pruebas con un material de muestra de plasma
sanguineo.

‘.
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Comentarios y sugerencias

Marcador “No Crvalue” (Sin valor de CT) en el control T1 (muestra)

La muestra no contiene ADN molde  Material de muestra de tejido: Repita la prueba una vez mas. Si el sistema

amplificable vuelve a mostrar el mismo marcador, vuelva a extraer ADN utilizando
dos portaobjetos del mismo material de muestra de tejido reseccionado o
una cantidad adecuada de portaobjetos para CNB a fin de obtener
20 mm?y repita la PCR. Si, tras la nueva extraccion, el sistema muestra el
mismo marcador para el material de muestra, repita nuevamente la
prueba. Si el marcador vuelve a aparecer, el material de la muestra no es
apto para el uso. Se debe registrar como “indeterminada” y no se
pueden realizar mas pruebas.

Material de muestra de plasma: Repita la prueba una vez mas. Si el
sistema muestra el mismo marcador por segunda vez, vuelva a extraer
ADN utilizando 2 ml de plasma del paciente. Si, tras la nueva extraccion,
el sistema muestra el mismo marcador para el material de muestra, el
material de muestra no es apto para el uso, debe registrarse como
“indeterminado” y no deben realizarse mas pruebas. Contemple la
posibilidad de repetir las pruebas con un material de muestra de plasma
sanguineo.

;
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Informacion de contacto

Para recibir asistencia técnica y solicitar mas informacion, visite nuestro Centro de servicio
técnico en el sitio www.giagen.com/Support, llame al 00800-22-44-6000 o pdngase en
contacto con uno de los departamentos del servicio técnico de QIAGEN o con los
distribuidores locales (consulte la contraportada o visite www.qgiagen.com).
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s
Simbolos |

Los simbolos siguientes pueden aparecer en el embalaje y las etiquetas:

Simbolo Definicion del simbolo
c € Marcado de conformidad europea
W <N> Contiene suficientes reactivos para <N> reacciones

Fecha de caducidad

Producto sanitario para diagndstico in vitro
Numero de catalogo

NUmero de lote

NUmero de material

Componentes

Contenido

NUmero

HEIECEE

i

/
\

N
g%

Proteger de la luz
Numero mundial de articulo comercial

“"R"” es la revisidon del Manual de instrucciones de uso y “n” es el
ndimero de revisién

~

Limitacién de temperatura

L
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Simbolo Definicion del simbolo

Fabricante

Consultar las instrucciones de uso

Precaucion

> =k

=
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Informacion para pedidos

Producto Contenido

——

g

N.° de catalogo

therascreen PIK3CA RGQ PCR  Para 24 reacciones: 6 mezclas de

Kit (24) reaccion, control positivo, ADN
polimerasa Tag, agua para NTC y
agua para dilucién de muestras

QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit

QIAamp DSP DNA FFPE Tissue  Para 50 preparaciones de ADN:

Kit (50) columnas QIAamp MinElute®,
proteinasa K, tampones y tubos de
recogida (2 ml)

QIAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit

QIAamp DSP Circulating Para 50 preparaciones de ADN:

Nucleic Acid Kit (50) columnas QIAamp MinElute,
proteinasa K, tampones y tubos de
recogida (2 ml)

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM y accesorios

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM  Termociclador para real-time PCR y

Platform analizador de disociacion de alta
resolucién con 5 canales (verde,
amarillo, naranja, rojo y carmesi)
mas un canal HRM, ordenador
portatil, software y accesorios:
incluye una garantia de 1 afno para
piezas y mano de obra; no se incluye
la instalacién y la formacién

873111

60404

61504

9002032
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Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM
System

PCR Tubes, 0.2 ml (1000)
Strip Tubes and Caps, 0.1 ml
(2500)

Loading Block 72 x 0.1 ml

Tubes

Loading Block 96 x 0.2 ml PCR
Tubes

72-Well Rotor

Locking Ring 72-Well Rotor

Colector de vacép QIAvac 24
Plus

Termociclador para real-time PCR y
analizador de fusién de alta
resolucién con 5 canales (verde,
amarillo, naranja, rojo y carmesi)
mas un canal HRM, ordenador
portatil, software, accesorios: incluye
una garantia de 1 afno para piezas y
mano de obra, instalacion y
formacion

1000 tubos de pared fina para
1000 reacciones de 20-50 pl

10 x 250 tiras de 4 tubos y tapas
para 10 000 reacciones

Blogue de aluminio para preparacion
manual de reacciones con una pipeta
monocanal en 72 tubos de 0,1 ml

Bloque de aluminio para la
configuracion de reaccién manual
con pipeta de un solo canal en tubos
de PCR de 96 x 0,2 ml

Para almacenar Strip Tubes and
Caps, 0.1 ml, con volimenes de
reaccion de 10-50 pl; requiere el
Locking Ring 72-Well Rotor

Para fijar Strip Tubes and Caps,
0.1 ml en el 72-Well Rotor

Para purificacion del ADNtc

9002033

981005

981106

9018901

9018905

9018903

9018904

19413
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QIAvac Connecting System Para purificacion del ADNtc 19419

Vacuum Pump Para la purificacion del ADNtc; 84010
0 bomba equivalente que pueda
producir un vacio de —800 a
—900 mbar

Para obtener informacion actualizada sobre licencias y exenciones de responsabilidad
especificas del producto, consulte el manual o la guia del usuario del kit de QIAGEN
correspondiente. Los manuales y las guias del usuario de los kits de QIAGEN estan
disponibles en www.giagen.com o pueden solicitarse al servicio técnico técnicos de QIAGEN
0 a su distribuidor local.
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Historial de revisiones del documento

Fecha Modificaciones

R1, junio de 2019 Version inicial

R2, septiembre de 2019 Correccion en la columna Frequency (Frecuencia) en Tabla 15; Correccion de
errores tipograficos; Actualizaciones de disefio
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Acuerdo de licencia limitada para el therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit

La utilizacion de este producto implica por parte de cualquier comprador o usuario del producto la aceptacion de los siguientes términos:

1. El producto debe utilizarse exclusivamente de acuerdo con los protocolos proporcionados con el producto y este manual de uso, asi como con los componentes
contenidos en el panel. QIAGEN no ofrece licencia alguna bajo ninguna de sus propiedades intelectuales para utilizar o incorporar los componentes
suministrados en este panel con componentes no incluidos en el mismo, excepto seglin se describe en los protocolos proporcionados con el producto, este
manual de uso y otros protocolos disponibles en www.giagen.com. Algunos de estos protocolos adicionales han sido proporcionados por usuarios de QIAGEN
para usuarios de QIAGEN. QIAGEN no ha probado ni optimizado estos protocolos en profundidad. Por ello, QIAGEN no los garantiza ni asegura que no
infrinjan los derechos de terceros.

Aparte de las licencias expresamente especificadas, QIAGEN no garantiza que este panel y/o su(s) uso(s) no infrinjan derechos de terceros.

Este panel y sus componentes tienen licencia para un solo uso y no se pueden reutilizar, reacondicionar ni revender.

QIAGEN renuncia especificamente a cualquier otra licencia, explicita o implicita, distinta de las licencias expresamente especificadas.

oo wN

El comprador y el usuario del panel aceptan no realizar ni permitir a otros realizar ningiin paso que pueda conducir a acciones prohibidas en las
especificaciones anteriores o que pueda facilitarlas. QIAGEN se reserva el derecho de emprender acciones legales ante cualquier tribunal para el
cumplimiento de las prohibiciones especificadas en este Acuerdo de licencia limitada y recuperara todos los gastos derivados de la investigacién y de los
gastos judiciales, incluidas las costas procesales, en cualquier accion emprendida para hacer cumplir este Acuerdo de licencia limitada o cualquier otro
derecho de propiedad intelectual en relacidn con este kit 0 con sus componentes.

Aviso al comprador: La compra de este producto otorga al comprador el derecho limitado e intransferible de utilizar solo esta cantidad del producto para llevar a
cabo el proceso patentado de acido nucleico peptidico (Peptide Nucleic Acid, PNA) solamente para las actividades de la compra tal como se establece en el manual
de instrucciones o el prospecto de QIAGEN adjuntos, dentro del cambio del diagndstico humano. Al comprar este producto, el comprador acepta no hacer lo
siguiente: (1) revender el producto de ninguna forma; (2) utilizar el producto para aplicaciones forenses o (3) utilizar el producto para fines diferentes de los
indicados en esta Licencia de etiqueta de uso limitado. Puede obtener informacidn adicional sobre la adquisicion de derechos derivados de las patentes propiedad
de Applied Biosystems LLC poniéndose en contacto con el departamento Licensing Department de Thermo Fisher Scientific, 5791 Van Allen Way, Carlsbad,

CA 92008; teléfono (760) 603-7200; correo electrénico outlicensing@lifetech.com.

Para consultar los términos actualizados de la licencia y las exenciones de responsabilidad especificas del producto, visite www.giagen.com.

Marcas comerciales: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIAamp®, MinElute®, Rotor-Gene®, Rotor-Gene AssayManager®, therascreen® (Grupo QIAGEN); DNAZap™
(Thermo Fisher Scientific, Inc.); PIQRAY® (Novartis AG). No debe considerarse que los nombres registrados, marcas comerciales, etc., que se utilizan en este
documento no estan protegidos por la ley.

1116336 Sep-19 HB-2635-001 © 2019 QIAGEN, todos los derechos reservados.
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Uso previsto

El kit QTAamp DSP DNA FFPE Tissue es un sistema que utiliza la tecnologia de membrana
de gel de silice (tecnologia QIAamp) para el aislamiento y la purificacion de ADN
gendmico procedente de muestras bioldgicas fijadas en formalina e incorporadas en
parafina (formalin-fixed, paraffin-embedded, FFPE).

El producto se ha disefiado para su empleo por usuarios profesionales, tales como técnicos
y médicos, con formacion en técnicas de biologia molecular para diagndstico in vitro (IVD);
tiene como fin la preparacion manual de muestras y no proporciona resultados de ensayo
cualitativos ni cuantitativos.

Resumen y explicacion

El kit QIAamp DSP DNA FFPE Tissue se utiliza para la purificacion de ADN procedente de
secciones tisulares FFPE. Utiliza la bien consolidada tecnologia QIAamp DNA Micro para la
purificacion de ADN gendmico y mitocondrial procedente de pequefios voliUmenes o
tamafios de muestras. El kit combina las propiedades de union selectiva de una membrana
de gel de silice con volimenes de elucion flexibles.

Las condiciones de lisis permiten una purificacion eficiente del ADN gendémico procedente
de secciones tisulares FFPE sin necesidad de incubacién durante toda la noche. La
incubacién a una temperatura elevada una vez que la digestién en proteinasa K elimina
parcialmente la reticulacion de la formalina en el ADN liberado, lo que puede mejorar
potencialmente los resultados, asi como el rendimiento del ADN en los ensayos posteriores.
Debe tenerse en cuenta que el ADN aislado de las muestras FFPE normalmente presenta un
peso molecular inferior al del ADN procedente de muestras frescas o congeladas. El grado
de fragmentacion depende del tipo y de la antigliedad de la mezcla, asi como de las

condiciones empleadas para la fijacion.
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Tras la lisis de la muestra, el sencillo procedimiento QIAamp DSP DNA FFPE Tissue permite
el procesamiento simultaneo de varias muestras.

Es responsabilidad del usuario validar el rendimiento del sistema con cualquier
procedimiento utilizado en su laboratorio que no esté contemplado en los estudios de
rendimiento de QIAGEN descritos en el manual.

Principios del procedimiento

El procedimiento QIAamp DSP DNA FFPE Tissue consta de seis pasos (Figura 1):

e Eliminacion de la parafina: la parafina se disuelve en xileno y se elimina

® Lisis: la muestra es lisada a 56 °C en condiciones desnaturalizantes con proteinasa K
e Calor: la incubacion a 90 °C revierte la reticulacion de la formalina

e Unidn: el ADN se une a la membrana y los contaminantes fluyen a través de esta

e lavado: los contaminantes residuales desaparecen al lavarlos

e Elucion: el ADN puro y concentrado se eluye desde la membrana

e
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QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Procedure

Muestra

Eliminvarpgliaﬁina

Lisar

Calentar

Unir ADN

F

4(%*&%4%«6(«6(«—Gt‘-
£

ADN listo para su uso

Figura 1. Procedimiento de QTAamp DSP DNA FFPE Tissue.

IF-2022-94848623-APN-INPM#ANMAT

Pagina 115 de 199

7 Manual del kit QIAamp DSP DNA FFPE Tissue 02/2017



Materiales suministrados

Contenido del kit

QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (50)

N.© de referencia 60404

Nimero de reacciones 50

QIAamp QIAamp MinElute Columns with 50

MinElute® Wash Tubes (Columnas QIAamp
MinElute con tubos de lavado)

WT Wash Tubes (Tubos de lavado) WASH| TUBE 3x50
(2 ml)

ET Elution Tubes (Tubos de elucion) TUEE 50
(1,5ml)

LT Lysis Tubes (Tubos de lisis) (2 ml) TUBE 50

ATL Tissue Lysis Buffer (Tampodn de lisis LYS | BUF | 10 ml
Tissue)

AL Lysis Buffer* (Tampén de lisis) [ LYS | BUF | 12 ml

AW1 Wash Buffer 1* (Tampén de [WasSH JBUF] 1 JCONC] 19ml
lavado 1) (concentrado)

AW2 Wash Buffer 2' (Tampén de [WasH JBUF [ 2 [CONC] 13 ml
lavado 2) (concentrado)

ATE Elution Buffer' (tampdn de elucién) 12 ml

PK Proteinase K (Proteinasa K) 1,25 ml

- Instructions For Use (Handbook) 1

(Manual de instrucciones de uso)

* Contiene una sal de guanidina. No es compatible con desinfectantes que contengan lejia. Consulte la pagina 10 si
desea ver las advertencias y precauciones correspondientes.

" Contiene azida sddica como conservante.

— ——-—j* ;
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Materiales necesarios pero no suministrados

Siempre que trabaje con productos quimicos, utilice una bata de laboratorio adecuada,
guantes desechables y gafas protectoras. Para obtener mas informacion, consulte las hojas de
datos sobre seguridad (safety data sheets, SDS) correspondientes, que puede solicitar al
proveedor del producto.

Reactivos g

e Xileno

e Etanol (96-100 %)*

Consumibles

® Sj se decide no utilizar los tubos proporcionados en el kit, recomendamos tubos de
microcentrifugadora de 1,5 ml o 2 ml (para los pasos de lisis) y de 1,5 ml (para los
pasos de elucion) (pueden solicitarse a Eppendorf® [Safe-Lock: n.? ref. 022363204,
EE.UU.; n.o ref. 0030 120.086, Europa] o a Sarstedt [n.° ref. 72.690]). Recomendamos
los tubos de forma conica, libres de ADNasa/ARNasa, con tapas seguras.

® Pipetas y puntas de pipeta (para evitar la contaminacién cruzada, recomendamos
encarecidamente puntas de pipeta resistentes a aerosoles).

Equipo

e Thermomixer’, incubador orbital térmico, bloque térmico o bafio de agua que permita la
incubacion a 56 °C, 70 °Cy 90 °C

® Microcentrifugadora® con rotor para tubos de 2 ml

e Agitador vorticial

* No utilice alcohol desnaturalizado, que contiene otras sustancias como metanol o metiletilcetona.

" Para garantizar el correcto procesamiento de las muestras en los procedimientos QIAamp DSP DNA FFPE, es muy

recomendable calibrar los instrumentos siguiendo Iasi ﬁgm%@a%@@_bﬁ‘ma NPM#ZANMAT
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Advertencias y precauciones

Para uso en diagndstico in vitro

Siempre que trabaje con productos quimicos, utilice una bata de laboratorio adecuada,
guantes desechables y gafas protectoras. Para obtener mas informacion, consulte las hojas de
datos sobre seguridad (SDS) correspondientes. Puede obtenerlas en linea en el practico y
compacto formato PDF en www.giagen.com/safety donde también podrd encontrar,
consultar e imprimir las hojas de datos SDS de todos los kits y componentes de los kits
QIAGEN®,

PRECAUCION: NO afiada lejia ni soluciones acidas directamente a los
residuos de la preparacion de muestras.

El tampdn AL y el tampon AW1 contienen clorhidrato de guanidina, susceptible de formar
compuestos altamente reactivos cuando se combina con lejia.

Si se derrama el liquido que contiene estos tampones, limpielo con detergente especifico de
laboratorio y agua. Si el liquido derramado contiene agentes potencialmente infecciosos,
limpie el area afectada con detergente de laboratorio y agua en primer lugar vy, a
continuacidn, con solucién de hipoclorito de sodio al 1 % (v/v).

Las siguientes instrucciones de prevencidn y riesgos son aplicables a los componentes del kit
QIAamp DSP DNA FFPE.

;
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Tampon AL

&

Tampon ATL

&

Tampon AW1

&

Proteinasa K

Contiene clorhidrato de guanidina; acido maleico. iAtencion! Puede ser nocivo en caso de
ingestion o de inhalacion. Provoca irritacion cutanea. Provoca irritacion ocular grave. Puede
provocar una reaccion alérgica en la piel. Si persiste la irritacion ocular: consultar a un
meédico. EN CASO DE CONTACTO CON LOS 0JOS: aclarar cuidadosamente con agua
durante varios minutos. Quitarse las lentes de contacto, si lleva y le resulta facil. Seguir
aclarando. Quitarse las prendas contaminadas y lavarlas antes de volver a usarlas. EN
CASO DE CONTACTO CON LA PIEL: lavar con agua y jabon abundantes. En caso de
irritacion cutanea: consultar a un médico. Llevar guantes/prendas/gafas/méscara de
proteccion.

iAtencion! Provoca irritacion leve de la piel. En caso de irritacion cuténea: consultar a un
médico.

Contiene: clorhidrato de guanidina. iAtencion! Nocivo en caso de ingestion o de inhalacion.
Provoca irritacion cutdnea. Provoca irritacion ocular grave. Llamar a un CENTRO de
informacion toxicoldgica o a un médico si se encuentra mal. Eliminar el contenido/el
recipiente en una planta autorizada de eliminacién de residuos. Quitarse las prendas
contaminadas y lavarlas antes de volver a usarlas. Llevar guantes/prendas/gafas/mascara
de proteccidn.

Contiene: proteinasa K. iPeligro! Provoca irritacion leve de la piel. Puede provocar sintomas de
alergia 0 asma o dificultades respiratorias en caso de inhalacion. Evitar respirar el polvo/ el
humo/ el gas/ la niebla/ los vapores/ el aerosol. Eliminar el contenido/el recipiente en una
planta autorizada de eliminacion de residuos. En caso de sintomas respiratorios: Llamar a un
CENTRO de informacion toxicolégica o a un médico. EN CASO DE INHALACION: Si respira
con dificultad, transportar a la victima al exterior y mantenerla en reposo en una posicion
confortable para respirar. Llevar equipo de proteccion respiratoria.

Almacenamiento y manipulacion de reactivos

Las columnas QIAamp MinElute deben almacenarse a entre 2 y 8 °C tras su recepcion y

pueden utilizarse hasta la fecha de caducidad indicada en la caja del kit.

Todas las soluciones tampodn se pueden conservar a temperatura ambiente (15-25 °C) y son

estables hasta la fecha de caducidad indicada en el kit. No obstante, el tampdn reconstituido
AW1 y AW2 puede almacenarse a temperatura ambiente (15-25 °C) durante 1 afio como

maximo o hasta la fecha de caducidad CO”?&%‘E@&4§&6%%FF’N£?M§%NMAT
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El kit QIAamp DSP DNA FFPE Tissue contiene una solucion de proteinasa K lista para su
uso, que se suministra en un tampdn de almacenamiento especialmente formulado. La
proteinasa K es estable hasta la fecha de caducidad del kit si se conserva a temperatura
ambiente (15-25 °C).

Manipulacion y almacenamiento de muestras

Deberan emplearse procedimientos estandar de fijacion en formalina e incorporacion en
formalina para limitar la fragmentacion de ADN; asegurese de:

e Fijar las muestras de tejidos en formalina segun el protocolo del laboratorio (generalmente se
acepta formalina neutra tamponada al 10 %) lo antes posible tras la escision quirlrgica.

e Utilizar un tiempo de fijacion de 14-24 horas. Limitar los tiempos de fijacion, ya que una
fijacidn prolongada (por ejemplo, >24 horas) podria provocar una mayor fragmentacion
del ADN, con lo que se conseguiria un peor rendimiento en los ensayos posteriores).

e Deshidratar las muestras de forma meticulosa antes de la incorporacion (los restos de
formalina pueden inhibir la digestidn de la proteinasa K).

El ADN se eluye en tampon ATE y esta inmediatamente listo para su uso en reacciones de
amplificacién o para su almacenamiento (las condiciones dependeran de los requisitos del
usuario). Consulte los manuales del kit correspondientes para conocer las condiciones de
almacenamiento recomendadas para aplicaciones posteriores de QIAGEN especificas.

T e
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Procedimiento e I

Cuestiones importantes antes de comenzar

e Todos los reactivos suministrados con el kit QIAamp DSP DNA FFPE Tissue se suministran
para uso exclusivo con otros reactivos del mismo kit QIAamp DSP DNA FFPE Tissue.
Para mantener un rendimiento 6ptimo de los reactivos del kit, no los sustituya.

e Tras recibir el kit, compruebe que los componentes no hayan sufrido ningun dafo. Si los
envases o los frascos de solucion tampon estan dafiados, péngase en contacto con el
Servicio Técnico de QIAGEN o con su distribuidor local. Si se derrama algun liquido,
consulte la “Advertencias y precauciones” (pagina 10). No utilice los componentes
dafiados de un kit, ya que su rendimiento podria verse afectado.

e No utilice componentes de kits distintos del que esta utilizando a menos que tengan el
mismo numero de lote.

® Procure evitar la contaminacion microbiana de los reactivos del kit.

e Este kit solo debe ser utilizado por personal cualificado para los métodos de laboratorio
de diagndstico in vitro.

e Al manipular los reactivos y las muestras, utilice siempre guantes de latex o de vinilo
para evitar la contaminacion procedente de la superficie de la piel o de un equipo de
laboratorio con polvo. Las manos y el polvo pueden ser portadores de bacterias y
hongos y son fuentes comunes de contaminacion. Cadmbiese los guantes con frecuencia
y mantenga los tubos cerrados.

e Las soluciones tampon sin usar, los liquidos y los restos de muestras deberan desecharse
siguiendo los procedimientos locales.

e Si utiliza su propio material plastico, se recomienda el uso de tubos cdnicos desechables
de polipropileno de baja unién libres de ADNasa/ARNasa, de 1,5-2 ml y con tapas de
seguridad durante todo el procedimiento de purificacion.

e Realice todos los pasos de la centrifugacion a temperatura ambiente (15-25 °C).
IF-2022-94848623-APN-INPM#ZANMAT
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e Todas las soluciones tampon se deben conservar a temperatura ambiente (15-25 °C) y
mezclar bien antes de su uso.

e Ajuste un thermomixer o un incubador orbital térmico a 56° C para su uso en el paso
11. Si no dispone de un thermomixer o un incubador orbital térmico, puede utilizar en
su lugar un bloque térmico o un bafio de agua.

e Si las soluciones tampdn AL o ATL contienen precipitados, disuélvalos calentando
a 70 °Cy agitando con suavidad.

e Asegurese de que las soluciones tampdn AW1 y AW2 se hayan preparado siguiendo
las instrucciones que se indican a continuacion.

e Los procedimientos de control de calidad de QIAGEN emplean pruebas funcionales de
liberacion de kit para cada lote de kit individual. Por lo tanto, no mezcle reactivos de
lotes distintos de kit y no combine reactivos individuales de diferentes lotes de reactivos.

Preparacion de soluciones tampon

Preparacion del tampoén ATL

® Antes de comenzar el procedimiento, compruebe si se ha formado precipitado en el
tampdn ATL. En caso necesario, disuélvalo calentando a 70 °C y agitando suavemente.

Preparacion del tampdn AL

® Antes de comenzar el procedimiento, compruebe si se ha formado precipitado en el
tampdn AL. En caso necesario, disuélvalo calentando a 70 °C y agitando suavemente.

‘.
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Preparacion del tampdon AW1

e Afiada 25 ml de etanol (96-100 %) al frasco que contiene 19 ml de tampon AW1
concentrado. Marque la casilla de verificacion de la etiqueta del frasco para indicar que
se ha afiadido etanol. El tampon reconstituido AW1 puede almacenarse a temperatura
ambiente (15-25 °C) durante 1 afio como maximo o hasta la fecha de caducidad
correspondiente al kit, lo que suceda antes. Recomendamos anotar la fecha de
reconstitucion en la etiqueta del tampon.

Nota: antes de comenzar el procedimiento, mezcle el tampén AW1 reconstituido
mediante agitacion.

Preparacion del tampon AW?2

e Afiada 30 ml de etanol (96-100 %) al frasco que contiene 13 ml de tampon AW2
concentrado. Marque la casilla de verificacion de la etiqueta del frasco para indicar que
se ha afadido etanol. El tampon reconstituido AW2 puede almacenarse a temperatura
ambiente (15-25 °C) durante 1 aflo como maximo o hasta la fecha de caducidad
correspondiente al kit, lo que suceda antes. Recomendamos anotar la fecha de
reconstitucion en la etiqueta del tampon.

Nota: antes de comenzar el procedimiento, mezcle el tampon AW2 reconstituido
mediane agitacion. R —
. .i :

Material de partida ‘

El material de partida para la purificacién de ADN son secciones cortadas de tejido FFPE
(idealmente, recién cortadas). Se pueden combinar varios cortes en una misma preparacion.
Si no dispone de informacién acerca de la naturaleza de su material de partida, le
recomendamos que comience con no mas de tres cortes en cada preparacion.

El usuario debera optimizar el nimero de cortes, su grosor y area superficial para los
procedimientos empleados en su laboratorio. Si se utiliza el kit junto con una aplicacion
QIAGEN posterior, consulte el correspondi¢Fe26RR.8484862BeAdPNSINENHFNMAT
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Procedimiento de manipulacion para evitar la contaminacion cruzada

Dada la sensibilidad de las tecnologias de amplificacion de los acidos nucleicos, cuando se
manipulen las columnas de centrifugacion QIAamp MiniElute deben adoptarse las siguientes
medidas de precaucion con el fin de evitar una posible contaminacion cruzada entre las
muestras:

No llene en exceso los tubos con el tejido.
e Cambie de bisturi entre una muestra y otra cuando raspe el tejido.

e Aplique la muestra o la solucion con cuidado a la columna QIAamp MinElute. Pipetee la
muestra para transferirla a la columna QIAamp MinElute procurando no humedecer el
borde de la columna.

e Cambie siempre las puntas de pipeta entre las transferencias de liquidos.
Recomendamos el uso de puntas de pipeta resistentes a aerosoles.

e Utilice siempre tubos de lavado nuevos al realizar los pasos de lavado de las muestras.

e Asegurese de que las tapas de los tubos estan totalmente cerradas antes de la agitacion
vorticial y el centrifugado.

e Asegurese de que la columna QIAamp MinElute esta cerrada por completo antes de
comenzar el centrifugado.

e Tras haber realizado todos los pasos de agitacion vorticial con pulsos y los pasos de
incubacion a 90 °C, centrifugue brevemente los tubos para microcentrifugadora con el
fin de eliminar las gotas del interior de las tapas.

e Abra solo una columna QIAamp MinElute cada vez y evite generar aerosoles.

e Cambie de bisturi siempre entre una muestra y otra.

e Cambie siempre las puntas de pipeta entre las transferencias de liquidos. Para
minimizar la contaminacidn cruzada, recomendamos utilizar puntas de pipeta resistentes
a aerosoles y evitar el uso de pipetas de varios pasos.

——r
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® Use siempre guantes desechables y compruebe regularmente que no se hayan
contaminado con el material de las muestras. Deseche los guantes si sospecha que se
han contaminado.

e No abra mas de un tubo a la vez.
Centrifugado

Las columnas QIAamp MinElute se pueden utilizar en la mayoria de tubos de
microcentrifugadora de 1,5-2 ml convencionales. Se pueden adquirir aparte mas tubos de
lavado de 2 ml (QIAGEN, n.0 ref. 19201). El centrifugado de las columnas QIAamp MinElute se
debe realizar a aproximadamente 6000 x g para reducir el ruido de centrifugado. El
centrifugado a maxima velocidad no mejora el rendimiento del ADN. Sin embargo, se
requiere el centrifugado de las columnas QIAamp MinElute a maxima velocidad en dos pasos
del procedimiento: el paso de centrifugado en seco una vez lavadas las membranas y el paso
de elucién. También se precisa el centrifugado a maxima velocidad para reducir la muestra
después del tratamiento con xileno y del paso de lavado con etanol.

Todos los pasos de centrifugado deben realizarse a temperatura ambiente (15-25°C). Una
temperatura de centrifugado baja puede llevar a que la extraccion no sea optima.

Procesamiento de las columnas QIAamp MinElute en una
microcentrifugadora

e Cierre siempre las columnas QIAamp MinElute antes de introducirlas en la
microcentrifugadora.

e Evite tocar la membrana de la columna QIAamp MinElute con la punta de la pipeta.

e Las fracciones liquidas pueden contener residuos peligrosos; eliminelas de la forma
apropiada.

— —-—*—I]'*""'
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® Para llevar a cabo un procesamiento paralelo eficaz de varias muestras, recomendamos
llenar una gradilla con tubos de lavado a los que se pueden transferir las columnas
QIAamp MinElute después del centrifugado. Los tubos de lavado utilizados que contienen
el liquido se pueden eliminar y los nuevos tubos de lavado que contienen las columnas
QIAamp MinElute se pueden introducir directamente en la microcentrifugadora.

e Asegurese de que se mantiene una trazabilidad total de las muestras durante todo el
proceso.

Elucién de ADN purificado

Para aplicaciones posteriores que precisen volimenes de partida reducidos (p. €j., algunos
ensayos PCR), se podria aumentar la sensibilidad del ensayo mediante un eluido mas
concentrado pero este también podria aumentar la concentracion de potenciales inhibidores.

Si se aumenta el volumen de elucidn, la concentracion de ADN en el eluido disminuira.

El volumen del eluido recuperado sera aproximadamente 5 pl menor que el volumen del
tampon ATE aplicado a la columna QIAamp MinElute. Por ejemplo, un volumen de elucion
de 20 pl produce =15 pl de eluido. El volumen del eluido recuperado depende de la
naturaleza de la muestra.

Es responsabilidad del usuario optimizar el volumen de elucién para cualquier
procedimiento utilizado en su laboratorio. Consulte los manuales del kit para conocer los
volumenes de elucidn recomendados para aplicaciones posteriores de QIAGEN especificas.

Los valores podrian aumentar si la columna se incuba junto con el tampoén ATE a
temperatura ambiente durante 5 minutos antes de la centrifugacion. El ADN eluido se puede
recoger en tubos de elucion de 1,5 ml (suministrados). Las condiciones de almacenamiento
para el ADN eluido dependen de los requisitos definidos por el usuario. Consulte los
manuales del kit para conocer las condiciones de almacenamiento recomendadas para

aplicaciones posteriores de QIAGEN especificas.
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Protocolo: aislamiento de ADN gendmico a
partir de cortes de tejido FFPE

Procedimiento

1.
2.

Recorte con un bisturi la parafina sobrante del bloque de muestra.

Corte las secciones siguiendo las practicas convencionales del laboratorio (consulte
“Material de partida”, pagina 15). El usuario deberd optimizar el numero de cortes,
su grosor y area superficial para los procedimientos empleados en su laboratorio.
Aseglrese de que se mantiene la trazabilidad de las muestras durante todo el
procedimiento.

Raspe de inmediato el tejido de los cortes con un bisturi estéril en un tubo de lisis
(proporcionado). Aseglrese de que todo el tejido disponible se coloca en el tubo.
Afiada 1 ml de xileno a la muestra, cierre la tapa y agite en vdrtex hasta que se
disuelva la parafina (unos 10 s). Aseglrese de que el tubo esta totalmente cerrado para
evitar que se vierte el xileno, la contaminacidn cruzada entre muestras y el posible
contacto con el xileno.

Nota: utilice el xileno en campana de humos o en otros aparatos de contencion adecuados.

. Centrifugue a maxima velocidad durante aproximadamente 2 minutos a temperatura

ambiente para recoger el sedimento del tejido. Ni no se forma sedimento del tejido,
repita este paso.

Nota: una temperatura de centrifugado baja puede llevar a que la extraccion no sea éptima.

. Elimine el sobrenadante mediante pipeteado y deséchelo. Conserve el sedimento.

El sobrenadante contiene xileno, que es un residuo peligroso y debe desecharse
correctamente siguiendo las normativas locales.

. Afada 1 ml de etanol (96-100 %) al sedimento del tejido y mezcle a fondo mediante

agitacién vorticial.

El etanol extrae el xileno residual de la muestra y debe desecharse debidamente.
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7. Centrifugue a velocidad maxima durante 2 minutos a temperatura ambiente.
Elimine el sobrenadante mediante pipeteado. No elimine ninguna parte del sedimento.

Elimine con cuidado cualquier resto de etanol con una punta de pipeta fina. Abra el
tubo e inclbelo a 15-40 °C hasta que se haya evaporado todo el etanol residual.
La eliminacidn del etanol residual es clave para el éxito de la extraccion.

Nota: una temperatura de incubacién mas baja reduce la velocidad de evaporacion,

mientras que una temperatura mas alta puede secar en exceso el sedimento, dificultando

su suspension.

8. Resuspenda el sedimento en 180 ul de tampdn ATL. Afiada 20 pl de proteinasa K y
mezcle mediante agitacion vorticial.
Nota: el sedimento debe estar bien resuspendido en el tampon ATL para garantizar el
maximo rendimiento en la recuperacion.

9. Incube a 56 °C £ 3 °C durante aproximadamente 1 hora (o hasta que la muestra se
haya lisado completamente).

10.Incube a 90 °C £5 °C durante 1 hora £5 min.
La incubacién a 90°C en tampon ATL invierte parcialmente la alteracidn de los &cidos
nucleicos por el formaldehido. Unos tiempos de incubacion mas cortos o unas
temperaturas mas bajas pueden afectar a la calidad y cantidad de ADN. Si emplea un

Unico bloque calefactor, deje la muestra a temperatura ambiente tras la incubacién
a 56 °C hasta que el bloque calefactor haya alcanzado los 90 °C.

11.Centrifugue brevemente el tubo para eliminar las gotas del interior del tapon.

=t

|
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12.Afada a la muestra 200 pl de tampodn AL y mezcle a fondo mediante agitacion vorticial.
A continuacion, afiada 200 pl de etanol (96-100 %) y mezcle de nuevo a fondo
mediante agitacion vorticial.

Es esencial que la muestra, el tampdn AL y el etanol se mezclen inmediatamente y a
fondo mediante agitacion vorticial o pipeteando hasta conseguir una solucion
homogénea. El tampdn AL y el etanol pueden mezclarse previamente y afiadirse juntos
en un solo paso para ahorrar tiempo cuando se procesan varias muestras. Es posible
que se forme un precipitado blanco al afiadir el tampon AL y el etanol. Este precipitado
no interfiere con el procedimiento QIAamp. Utilice en todo momento una mezcla fresca
y deséchela inmediatamente después de su uso.

13. Centrifugue brevemente el tubo para eliminar las gotas del interior del tapon.

14.Transfiera con cuidado todo el lisado a la columna QIAamp MinElute (en un tubo de
lavado de 2 ml) sin mojar el borde, cierre la tapa y centrifugue a aproximadamente
6000 x g durante >1 min. Disponga la columna QIAamp MinElute en un tubo de lavado
limpio de 2 ml (proporcionado) y deseche el tubo de lavado que contiene el liquido.

Si el lisado todavia no ha atravesado completamente la membrana tras el centrifugado,
repita el centrifugado a una velocidad mayor hasta que la columna QIAamp MinElute
quede vacia.

15.Abra con cuidado la columna QIAamp MinElute y afiada 500 ul de tampdén AW1
reconstituido procurando no humedecer el borde. Cierre la tapa y centrifugue a
aproximadamente 6000 x g durante =1 min. Disponga la columna QIAamp MinElute en
un tubo de lavado limpio de 2 ml y deseche el tubo de lavado que contiene el liquido.

- ~ d_"j'__" B
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19.

16.

17.

18.

Abra con cuidado la columna QIAamp MinElute y afiada 500 pl de tampon AW2
reconstituido procurando no humedecer el borde. Cierre la tapa y centrifugue a
aproximadamente 6000 x g durante >1 min. Disponga la columna QIAamp MinElute en
un tubo de lavado limpio de 2 ml y deseche el tubo de lavado que contiene el liquido.

Debe evitarse el contacto entre la columna QIAamp MinElute y el liquido. Asegurese de

equilibrar el rotor de la centrifugadora. Algunos rotores de centrifugadora pueden vibrar
durante la deceleracion y hacer que el liquido que contiene etanol entre en contacto con
la columna QIAamp MinElute. Tenga cuidado al retirar la columna QIAamp MinElute y

el tubo de lavado del rotor, de modo que el liquido no entre en contacto con la columna
QIAamp MinElute.

Centrifugue a velocidad maxima (aproximadamente 20.000 x g durante unos 3 minutos
para secar la membrana.

El arrastre de etanol hacia el eluido puede interferir en las aplicaciones posteriores

Introduzca la columna QIAamp MinElute en un tubo de elucién limpio de 1,5 ml
(proporcionado) y deseche el tubo de lavado que contiene el filtrado. Abra con cuidado
la tapa de la columna QIAamp MinElute y aplique de 20 a 200 pl de tampdn ATE en el
centro de la membrana.

IMPORTANTE: si utiliza volumenes de elucion pequefios (<50 pl), dispense el tampdn
ATE en el centro de la membrana para asegurar la completa elucién del ADN ligado.
Las columnas QIAamp MinElute permiten flexibilidad a la hora de elegir el volumen de
elucion. Elija un volumen de acuerdo con los requisitos de la aplicacion posterior. El
volumen del eluido sera aproximadamente 5 ul menor que el volumen de la solucién de
elucién aplicada a la columna.

Cierre la tapa e incube a temperatura ambiente (15-25 °C) durante al menos 1 min.
Centrifugue a maxima velocidad (aproximadamente 20.000 x g) durante =1 min.

El rendimiento del ADN podria aumentar si se incuba la columna QIAamp MinElute
cargada con tampdn ATE durante aproximadamente 5 min a temperatura ambiente
antes de la centrifugacién.
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Control de calidad

Conforme al sistema de gestion de calidad con certificacion ISO de QIAGEN, cada lote del kit
QIAamp DSP DNA FFPE Tissue se somete a distintas pruebas en funcion de una serie de
especificaciones predeterminadas con el fin de garantizar una calidad constante del producto.

Limitaciones

El rendimiento del kit se ha establecido utilizando tejidos fijados en formalina e
incorporados en parafina (tejidos FFPE) para el aislamiento de ADN gendmico.

Es responsabilidad del usuario validar el rendimiento del sistema con cualquier
procedimiento utilizado en su laboratorio que no esté contemplado en los estudios de
rendimiento de QIAGEN descritos en el manual.

Para minimizar el riesgo de que se produzcan efectos negativos sobre los resultados
diagnosticos, deben utilizarse controles apropiados para las aplicaciones posteriores. Para
realizar validaciones adicionales se recomienda seguir las directrices de la International
International Conference on Harmonization of Technical Requirements (ICH) (Conferencia
Internacional sobre la Armonizacion de los Requisitos Técnicos) detalladas en ICH Q2(R1)
Validation Of Analytical Procedures: Text And Methodology (Validacion de los
procedimientos analiticos: texto y metodologia).

Todo resultado diagnostico que se genere debe interpretarse en combinacidén con otros
datos clinicos o de laboratorio.

Mediante el uso del kit QIAamp DSP DNA FFPE Tissue, el ARN puede copurificarse con
ADN si esta presente en la muestra.
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Caracteristicas de rendimiento

Consulte www.qgiagen.com/p/QIAamp-DSP-DNA-FFPE-Tissue-CE para conocer las
caracteristicas de rendimiento del kit QIAamp DSP DNA FFPE Tissue.

Simbolos

Los simbolos siguientes pueden aparecer en el embalaje y las etiquetas:

Definicion del simbolo

Contiene suficientes reactivos para <N> reacciones

@
3
=3
=3
5

A

=4

\

Fecha de caducidad

Dispositivo médico para diagnéstico in vitro

A su recepcion

Namero de referencia

R

LOT Nimero de lote

Ndmero de material

Componentes

Contenido

Ndmero

L

——t
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Simbolo

Definicion del simbolo

o1

2
o

o
=
I
- ‘

| MALEIC ACID |

>H IR g

Anotar la fecha actual tras afiadir etanol al frasco

Etanol

Adicion

Clorhidrato de guanidina

Acido maleico

Ndamero mundial de articulo comercial

Limitacion de temperatura

Fabricante

Consultar las instrucciones de uso

Precaucion

Informacion de contacto |

Para recibir asistencia técnica y solicitar mas informacion, visite nuestro Centro de servicio
técnico en el sitio www.qiagen.com/Support, llame al 00800-22-44-6000 o pdngase en
contacto con uno de los departamentos del servicio técnico de QIAGEN o con los

distribuidores locales (consulte la contraportada o visite www.qgiagen.com).
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Informacion para pedidos

Producto Contenido N.° de ref.

Kit QIAamp DSP DNA FFPE Tissue, para la purificacion de ADN genémico
obtenido de tejidos incorporados en parafina

QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Para 50 preparaciones de ADN: 60404
Kit (50) 50 columnas QIAamp MinElute®,

proteinasa K, tampones, tubos de

lavado (2 ml), tubos de elucion

(1,5 ml), tubos de lisis (2 ml)

Para obtener informacion actualizada sobre licencias y exenciones de responsabilidad
especificas del producto, consulte el manual de uso o la guia del usuario del kit de QIAGEN
correspondiente. Los manuales y los manuales del usuario de los kits de QIAGEN estan
disponibles en www.qiagen.com o pueden solicitarse al Servicio Técnico de QIAGEN o al
distribuidor local.
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Marcas comerciales: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIAamp®, MinElute® (QIAGEN Group); Eppendorf® (Eppendorf AG).
Acuerdo de Licencia Limitada para el manual del kit QIAamp DSP DNA FFPE
La utilizacién de este producto implica por parte de cualquier comprador o usuario del producto la aceptacion de los siguientes términos:

1. El producto debe utilizarse exclusivamente de acuerdo con los protocolos proporcionados con el producto y este manual de uso, asi como con los componentes
contenidos en el panel. QIAGEN no ofrece licencia alguna bajo ninguna de sus propiedades intelectuales para utilizar o incorporar los componentes suministrados en
este panel con componentes no incluidos en el mismo, excepto segin se describe en los protocolos proporcionados con el producto, este manual de uso y otros
protocolos disponibles en www.qiagen.com. Algunos de estos protocolos adicionales han sido proporcionados por usuarios de QIAGEN para otros usuarios.
QIAGEN no ha probado ni optimizado estos protocolos en profundidad. Por ello, QIAGEN no los garantiza ni asegura que no infrinjan los derechos de terceros.

2. Aparte de las licencias expresamente especificadas, QIAGEN no garantiza que este panel ni su(s) uso(s) no infrinjan derechos de terceros.

3. Este panel y sus componentes tienen licencia para un solo uso y no se pueden reutilizar, reacondicionar ni revender.

4. QIAGEN niega especificamente cualquier otra licencia, explicita o implicita, distinta de las licencias expresamente especificadas.

5. El comprador y el usuario del panel aceptan no realizar ni permitir a otros realizar ningun paso que pueda conducir a acciones prohibidas en las especificaciones
anteriores o que pueda facilitarlas. QIAGEN se reserva el derecho de emprender acciones legales ante cualquier tribunal para el cumplimiento de las prohibiciones
especificadas en este Acuerdo de licencia limitada, y recuperara todos los gastos derivados de la investigacion y de los costes del juicio, incluidos los honorarios de
abogacia, en cualquier accién emprendida para hacer cumplir este Acuerdo de licencia limitada o cualquier otro derecho de propiedad intelectual con relacion a
este panel y con sus componentes.

Para obtener los términos actualizados de la licencia, visite www.qgiagen.com.

Feb-17 HB-0414-004 © 2017 QIAGEN. Reservados todos los derechos.
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Pedidos www.qiagen.com/contact | Asistencia técnica support.qiagen.com | Sitio web www.qiagen.com
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Uso previsto &

El QIAamp DSP Circulating NA Kit es un sistema que utiliza la tecnologia de membrana de
silice (tecnologia QIAamp) para el aislamiento y la purificacion de ADN y ARN libre circulante
procedente de muestras de plasma sanguineo humano.

Este producto esta destinado a ser utilizado por usuarios profesionales, como técnicos
y médicos que hayan recibido formacion en técnicas de biologia molecular.

El QIAamp DSP Circulating NA Kit se ha disefiado para diagndstico in vitro.

Resumen y explicacion

Los acidos nucleicos libres circulantes suelen estar presentes en plasma humano como
fragmentos cortos, <1.000 bp (ADN), <1.000 nt (ARN), o incluso de 20 nt (miARN). La
concentracion de acidos nucleicos libres circulantes en plasma sanguineo humano
generalmente es baja y varia de forma considerable de un individuo a otro, ya que fluctia
entre 1 y 100 ng/ml en las muestras humanas (1-5).

El QIAamp DSP Circulating NA Kit permite la purificacion eficaz de los acidos nucleicos
circulantes de plasma humano. Las muestras pueden ser frescas o congeladas. Tubos de
extension y el procesamiento al vacio en el QIAvac 24 Plus permiten volimenes de muestra
iniciales de hasta 5 ml, y los volimenes de elucion flexibles de entre 20 y 150 ul permiten la
concentracion de muestras de acidos nucleicos que se encuentran presentes en bajas
concentraciones.

IF-2022-94848623-APN-INPM#ZANMAT
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El ADN o ARN gendmico libre circulante esta listo para su uso en aplicaciones posteriores
o0 resulta adecuado para almacenamiento. EI QIAamp DSP Circulating NA Kit proporciona la
eficaz eliminacion de proteinas, nucleasas y otras impurezas.

Principios del procedimiento

El procedimiento de QIAamp DSP Circulating NA comprende 4 pasos (lisis, union, lavado
y elucion) y se lleva a cabo con las columnas QIAamp Mini en el sistema QIAvac. Este solido
procedimiento ayuda a reducir al minimo la contaminacion cruzada de una muestra a otra
y aumenta la seguridad del usuario al manipular muestras potencialmente infecciosas.

Este procedimiento simple es adecuado para el procesamiento simultdneo de hasta
24 muestras en menos de 2 horas.

Volumen de las muestras

Las columnas QIAamp Mini se unen a acidos nucleicos fragmentados de tan solo 20 nt, pero
el rendimiento depende del volumen de la muestra y de la concentracion de los acidos
nucleicos circulantes de la muestra (por lo general, 1-100 ng/ml en plasma). El procedimiento de
QIAamp DSP Circulating NA se ha optimizado para volimenes de muestra de hasta 5 ml.
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Procedimiento de QIAamp
DSP Circulating NA Kit

o e
T Muestra
|

Lisis
Unidn

Lavado

Elucién

Acidos nucleicos puros

Figura 1. Descripcién general del procedimiento de QIAamp DSP Circulating NA Kit
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Lisis de muestras

Los acidos nucleicos libres circulantes en los liquidos bioldgicos generalmente estan unidos a
las proteinas o envueltos en vesiculas, lo que requiere un paso de lisis eficaz para poder
liberar los acidos nucleicos para la unién selectiva con la columna QIAamp Mini. Por tanto,
las muestras se lisan bajo condiciones altamente desnaturalizantes a temperaturas elevadas
en presencia de proteinasa K y Buffer ACL, lo que garantiza la inactivacion de ADNasas
y ARNasas y la liberacion de acidos nucleicos de proteinas, lipidos y vesiculas unidos.

Adsorcidn sobre la membrana de la columna QIAamp Mini

Para permitir la unién optima de los acidos nucleicos circulantes con la membrana, las
condiciones de unién se ajustan mediante la adicion de Buffer ACB al lisado. Los lisados se
transfieren a continuacion a una columna QIAamp Mini y, a medida que la atraviesan por
efecto de la presion de vacio, los acidos nucleicos circulantes se adsorben de un gran volumen
sobre la membrana de silice. Las sales y el pH garantizan que la mayoria de las proteinas
y otros contaminantes que pueden inhibir la PCR y otras reacciones enzimaticas anterdgradas
no se retengan en la membrana de la columna QIAamp Mini.

Para este protocolo se requieren un colector de vacio (p. €j., el QIAvac 24 Plus con el QIAvac
Connecting System) y una bomba de vacio capaz de producir un vacio de ~800-900 mbar
(p. €j., QIAGEN® Vacuum Pump). Se debe utilizar un Vacuum Regulator (parte del QIAvac
Connecting System) para supervisar facilmente la presion de vacio y la liberacién conveniente
de vacio.

s
Eliminacidn de los contaminantes residuales f

Mientras que los acidos nucleicos se mantienen unidos a la membrana, los contaminantes
se eliminan eficazmente en tres pasos de lavado.
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e

Elucion de acidos nucleicos puros ‘ !

Para la elucion se utiliza Buffer AVE. En un paso Unico, los acidos nucleicos circulantes de
alta pureza se eluyen en Buffer AVE equilibrado a temperatura ambiente. Se puede aplicar
un volumen de elucion flexible de 50-150 pl. Si se requieren concentraciones de acido
nucleico mas altas, se puede reducir el volumen de elucién a tan solo 20 pl. Los volimenes
de elucidn inferiores a 50 pl conducen a eluidos de acido nucleico mas concentrados pero
pueden dar lugar a un rendimiento total mas bajo.

El volumen del eluido puede ser hasta 5 pl menor que el volumen del tampdn de elucidn
aplicado a la columna.

Rendimiento y tamafio de los acidos nucleicos

El rendimiento de los acidos nucleicos libres circulantes aislados de las muestras bioldgicas
es normalmente inferior a 1 pg y, por lo tanto, resulta dificil determinarlo con un
espectrofotdmetro. El rendimiento absoluto del ADN y el ARN circulantes obtenidos de una
muestra con el QIAamp DSP Circulating NA Kit varia entre muestras de diferentes individuos
y también depende de otros factores (p. €j., ciertos cuadros clinicos). Ademas, el ARN
transportador presente en los acidos nucleicos extraidos probablemente domine las lecturas
de absorbancia de UV (consulte la pagina 25). Para la determinacion de los valores se
recomiendan métodos de amplificacion cuantitativos.

La distribucién del tamaio de los acidos nucleicos circulantes purificados con el QIAamp DSP
Circulating NA Kit puede comprobarse mediante hibridacién o electroforesis en gel de
agarosa en una sonda marcada especifica para la diana®o una solucién para electroforesis
de microfluidos (p. €j., Agilent Bioanalyzer).
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Descripcion de los protocolos

En este manual se proporcionan dos protocolos diferentes.

El “Protocolo Breeze: Purificacion de acidos nucleicos circulantes de 1-5 ml de plasma
sanguineo humano” (pagina 27) esta destinado al procesamiento de hasta 5 ml de plasma
en pasos de 1 mly se ha optimizado para reducir el tiempo de manipulacion y de respuesta.
El “Protocolo clasico: Purificacion de acidos nucleicos circulantes de 1-5 ml de plasma
sanguineo humano” (pagina 32) esta destinado al procesamiento de hasta 5 ml de plasma
en pasos de 1 ml y constituye el protocolo sin cambios del Manual del QIAamp DSP
Circulating NA Kit, revision 3 (R3).
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Materiales suministrados

Contenido del kit

QIAamp DSP Circulating NA Kit (50)

N.0 de referencia 61504

Namero de preparaciones 50

QIAamp Mini  QIAamp Mini columns with Wash Tubes COL 50
(Columnas QIAamp Mini con tubos
de lavado) (WT) (2 ml)

EXT Column Extenders (Extensores de columna) COL 2 x 25
(20 ml)

wT Wash Tubes (Tubos de lavado) (2 ml) 50

ET Elution Tubes (Tubos de elucion (1,5 ml) ELU 50

VvC VacConnectors (Conectores VacConnector) 50

ACL* Lysis Buffer* (Tampdn de lisis) BUF 220 ml

ACB* Binding Buffer (concentrate) [ BIND | BUF [ conc] 300 ml
(Tampdn de unién*) (concentrado)

ACW1* Wash Buffer 1* (concentrate) | WASH [BUF] 1 JCONE] 19 ml
(Tampon de lavado 1) (concentrado)

ACW2' Wash Buffer 2 (concentrate) [WASH JBUF[ 2 JCONC] 13 ml
(Tampon de lavado 2t) (concentrado)

AVE' Elution Buffer® (purple caps) 5x2ml
(Tampdn de elucion) (tapones purpura)

PROTK QIAGEN Proteinase K (Proteinasa K 4x7ml
QIAGEN)

Carrier Carrier RNA (red caps) (ARN transportador) CAR | RNA | 310 ug
(tapones rojos)
Manual 1

* Contiene sales cattropas. Consulte la pagina 12 para conocer las Advertencias y precauciones.
* Contiene azida sddica como conservante.
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Materiales necesarios pero no suministrados

Siempre que trabaje con productos quimicos, utilice una bata de laboratorio adecuada,

guantes desechables y gafas protectoras. Para obtener mas informacion, consulte las hojas
de datos sobre seguridad (Safety Data Sheets, SDS) correspondientes, que puede solicitar al

proveedor del producto.

Aseglrese de que los instrumentos se hayan verificado y calibrado siguiendo las

recomendaciones del fabricante.

Para todos los protocolos

Pipetas (ajustables)

Puntas de pipeta estériles (se recomienda usar puntas de pipeta con filtros para aerosoles
para evitar la contaminacion cruzada)

Bafio de agua o bloque térmico que permita incluir tubos para centrifugadora de 50 ml
a una temperatura de 56 °C o 60 °C*

Bloque térmico o similar a 56 °C que permita incluir tubos de lavado de 2 ml (solo para
el protocolo clasico)*

Microcentrifugadora (con rotor para tubos de 2 ml)*

Tubos para centrifugadora de 50 ml

QIAvac 24 Plus vacuum manifold (n.° de referencia 19413)

QIAvac Connecting System (n.© de referencia 19419) o equivalente

Vacuum Pump (n.° de referencia 84010 [EE. UU. y Canada], 84000 [Japon], o 84020 [resto
del mundo]) o bomba equivalente que pueda producir un vacio de —=800 a 900 mbar
Etanol (96-100 %)*

Isopropanol (100 %)

Hielo picado (solo para el “Protocolo clasico: Purificacion de acidos nucleicos circulantes
de 1-5 ml de plasma sanguineo humano”.)

Es posible que algunas muestras requieran dilucién con tampdn fosfato salino [TFS]
Opcional: VacValves (n.° de referencia 19408) ———

|

* Compruebe que los equipos se han revisado y calibrado segun las recomendaciones del fabricante.

" No utilice alcohol desnaturalizado, que contenga otrpfaIBRIRIA8NBEPRL AP iMPMAANMAT
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Advertencias y precauciones

Para uso de diagnostico in vitro

Siempre que trabaje con productos quimicos, utilice una bata de laboratorio adecuada,
guantes desechables y gafas protectoras. Si desea obtener mas informacion, consulte las
fichas de datos de seguridad (Safety Data Sheets, SDS) correspondientes. Puede obtenerlas
en linea en el practico y compacto formato PDF en www.giagen.com/safety, desde donde
también podra buscar, ver e imprimir las hojas de datos SDS de todos los kits y componentes
de los kits QIAGEN.

ADVERTENCIA Riesgo de lesiones personales

NO afiada lejia ni soluciones acidas directamente a los residuos de la
preparacion de muestras.

Buffer ACL, Buffer ACB y el Buffer ACW1 contienen sales de guanidina, susceptibles de formar
compuestos altamente reactivos cuando se combinan con lejia.

Si se derrama liquido de estos tampones, limpielo con un detergente de laboratorio adecuado
y agua. Si el liquido derramado contiene microrganismos potencialmente infecciosos, limpie
primero la zona afectada con agua y detergente de laboratorio y, a continuacién, con
hipoclorito sédico al 1 % (v/v).

Las siguientes frases relativas a los riesgos y a las medidas de precaucién se aplican a los
componentes del QIAamp DSP Circulating NA Kit.

ARisoLJasiNG

|
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Buffer ACB

Buffer ACL

Contiene: tiocianato de guanidina. iPeligro! Nocivo en caso de ingestion.
Puede ser nocivo en contacto con la piel y por inhalacién. Provoca
quemaduras graves en la piel y lesiones oculares. Nocivo para los organismos
acuaticos, con efectos a largo plazo. En contacto con acidos libera gases muy
toxicos. Llevar guantes/prendas/gafas/mascara de proteccion. EN CASO DE
CONTACTO CON LOS 0JOS: Aclarar cuidadosamente con agua durante
varios minutos. Quitar las lentes de contacto, si lleva y resulta facil. Seguir
aclarando. LIdmese inmediatamente a un CENTRO DE TOXICOLOGIA o a un
médico.

e

‘. .

Contiene: tiocianato de guanidina. iPeligro! Nocivo en caso de ingestion.
Puede ser nocivo en contacto con la piel y por inhalaciéon. Provoca
quemaduras graves en la piel y lesiones oculares. Nocivo para los organismos
acuaticos, con efectos a largo plazo. En contacto con acidos libera gases muy
toxicos. Llevar guantes/prendas/gafas/mascara de proteccion. EN CASO DE
CONTACTO CON LOS 0JOS: Aclarar cuidadosamente con agua durante
varios minutos. Quitar las lentes de contacto, si lleva y resulta facil. Seguir
aclarando. LIdmese inmediatamente a un CENTRO DE TOXICOLOGIA o a un
médico.
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Buffer ACW1

Contiene: clorhidrato de guanidina. iAdvertencia! Nocivo en caso de ingestion
o inhalacion. Provoca irritacion cutanea. Provoca irritacion ocular grave.
Llevar guantes/prendas/gafas/mascara de proteccion.

Proteinase K

Contiene: proteinasa K. iPeligro! Causa irritacion leve de la piel. Puede provocar
sintomas de alergia o asma o dificultades respiratorias en caso de inhalacion.
Evitese respirar polvo/humo/gas/nebulizaciones/vapores/pulverizaciones.
Llevar guantes/prendas/gafas/mascara de proteccion. Llevar equipo de
proteccion respiratoria. En caso de exposicion manifiesta o presunta: Llamar a un
CENTRO DE INFORMACION TOXICOLOGICA o a un médico. Transporte a la
persona al exterior y manténgala en reposo en una posicion cdmoda para
respirar.

—

‘.
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Almacenamiento y manipulacion de reactivos

Las columnas QIAamp Mini deben almacenarse secas a una temperatura de 2 a 8 °C. Todos
los tampones deben almacenarse a temperatura ambiente (15-25 °C). Las columnas QIAamp
Mini y los tampones pueden almacenarse en estas condiciones hasta su fecha de caducidad
en la caja del kit sin que presenten ninguna reduccién en su rendimiento.

El ARN transportador liofilizado debe conservarse a temperatura ambiente (15-25 °C) hasta
la fecha de caducidad indicada en la etiqueta del componente. El ARN transportador debe
disolverse en Buffer AVE; el ARN transportador disuelto debe afadirse de inmediato a Buffer
ACL tal como se describe en la pagina 28 para el protocolo Breeze y en la pagina 33 para
el protocolo clasico. Esta solucion debe prepararse nueva y a 2-8 °C es estable hasta
48 horas. Las porciones no utilizadas de ARN transportador disuelto en el Buffer AVE deben
congelarse en cantidades iguales a una temperatura de =30 a —15 °C.

El QIAamp DSP Circulating NA Kit contiene una solucién de proteinasa K lista para su uso,
que se disuelve en un tampdn de almacenamiento especialmente formulado. La proteinasa K
es estable hasta la fecha de caducidad de la etiqueta del componente si se almacena
a temperatura ambiente (15-25 °C).

IF-2022-94848623-APN-INPM#ZANMAT

Pagina 151 de 199

QIAamp DSP Circulating NA Kit Manual de instrucciones de uso 09/2019 15



Manipulacion y almacenamiento de muestras

Manipulacion y almacenamiento de sangre

Para evitar la degradacion de los acidos nucleicos libres circulantes y la liberacion de acidos
nucleicos celulares, recomendamos almacenar la sangre completa durante un maximo de 6 h
a una temperatura de 2 a 8 °C (p. €j., muestras con EDTA). Si va a utilizar tubos de recogida
de sangre estabilizados, tenga en cuenta las condiciones de almacenamiento suministradas
por el fabricante. Le recomendamos validar estas condiciones de almacenamiento junto con
la aplicacion posterior especifica y la diana.

Almacenamiento y manipulacion de plasma

Si se utiliza EDTA como anticoagulante, especialmente para ARN, se recomienda realizar la
separacion del plasma y el aislamiento del acido nucleico inmediatamente después de la
extraccion de sangre. Para un almacenamiento a corto plazo, el plasma puede conservarse
hasta 24 horas a una temperatura de 2 a 8 °C.

Parar un almacenamiento a largo plazo, se pueden conservar partes de plasma de tubos de
recogida de sangre tanto estabilizados como no estabilizados a una temperatura de —20 °C
(solo para ADN como diana) o a —80 °C (ADN y ARN como diana) durante al menos
4 semanas.

Almacenamiento de los acidos nucleicos eluidos

Los &cidos nucleicos eluidos se recogen en tubos de elucion de 1,5 ml (suministrados). Los
acidos nucleicos circulantes purificados pueden conservarse hasta 24 horas a una
temperatura de 2 a 8 °C. Para periodos de almacenamiento de mas de 24 horas, se
recomienda hacerlo a una temperatura comprendida entre los =30 y —15 °C en el caso de
aplicaciones posteriores de ADN y de —90 a —60 °C en el caso de aplicaciones posteriores de

ARN. e
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Procedimiento p '

Cuestiones importantes antes de comenzar

QIAvac 24 Plus

El QIAvac 24 Plus esta disefiado para un procesamiento de vacio rapido y eficaz de hasta 24
columnas de centrifugacion QIAGEN en paralelo. Las muestras y las soluciones de lavadose
extraen a través de las membranas de la columna mediante vacio y no mediante
centrifugacion, lo cual proporciona mayor velocidad y menos tiempo de manipulacion en los
procedimientos de purificacion.

Junto con el QIAvac Connecting System, se puede utilizar el QIAvac 24 Plus como sistema de
filtrado. El filtrado de la muestra se recoge en un frasco de residuos por separado.

Para obtener informacidn sobre el mantenimiento del QIAvac 24 Plus, consulte las directrices
de manipulacion en el Manual del QIAvac 24 Plus.

Procesamiento de columnas QIAamp Mini en el QIAvac 24 Plus

Las columnas QIAamp Mini se procesan en el QIAvac 24 Plus mediante el uso de VacConnectors
desechables y VacValves reutilizables. Las VacValves (opcionales) se insertan directamente en las
ranuras luer del colector QIAvac 24 Plus y garantizan una velocidad de flujo constante, lo que
facilita el procesamiento en paralelo de diferentes volimenes de muestra. Deben utilizarse si las
velocidades de flujo de las muestras difieren significativamente para poder garantizar un vacio
uniforme. Los VacConnectors son conectores desechables que se colocan entre las columnas
QIAamp Mini y las VacValves o entre las columnas QIAamp Mini y las ranuras luer del QIAvac
24 Plus. Estos conectores impiden el contacto directo entre la columna de centrifugacion y
VacValve durante la purificacion y, de ese modo, evitan cualquier contaminacion cruzada entre
las muestras. Los VacConnectors se desechan después del primer uso. Debido a los grandes
volimenes de solucidn utilizados, se requiere el QIAvac Connecting System (o una configuracion

similar con frascos para residuos) (consulte la Figura 26
IF-2022-94848623-APN-INPM#ZANMAT
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Directrices de manipulacion del QIAvac 24 Plus

e Coloque siempre el QIAvac 24 Plus sobre una mesa o area de trabajo segura. Si se cae,
el colector QIAvac 24 Plus puede agrietarse.

e Mantenga siempre el QIAvac 24 Plus limpio y seco. Para obtener informacion sobre los
procedimientos de limpieza, consulte el Manual del QIAvac 24 Plus.

e Los componentes del QIAvac 24 Plus no son resistentes a ciertos disolventes (Tabla 1).
Si estos disolventes de derraman sobre la unidad, enjuaguela bien con agua.

e Para garantizar un rendimiento constante, no aplique silicona ni grasa para vacio en
ninguna parte del colector QIAvac 24 Plus.

e Tenga siempre precaucion y use gafas protectoras al trabajar cerca de un colector de
vacio bajo presion.

e Pongase en contacto con el servicio técnico o con el distribuidor local de QIAGEN para
obtener informacién sobre piezas de repuesto o de recambio.

e La presion de vacio es la presion diferencial entre el interior del colector de vacio y la
atmésfera (presidon atmosférica estandar de 1013 milibares o 760 mm Hg) y se puede
medir con el QIAvac Connecting System (consulte Figura 2). Los protocolos requieren una
bomba de vacio capaz de producir un vacio de —800 a —900 mbar (p. €j., QIAGEN Vacuum
Pump). Deben evitarse las presiones de vacio mas altas. El uso de presiones devacio mas
bajas que las recomendadas puede reducir el rendimiento y la pureza del acido nucleico
y aumentar el riesgo de membranas obstruidas.

Figura 2. QIAvac 24 Plus, QIAvac Connecting System y la bomba de vacio

IF-2022-94848623-APN-INPM#ZANMAT
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Tabla 1. Propiedades de la resistencia quimica de QIAvac 24 Plus

Resistente a No resistente a

| Acido acético Sales cadtropas Benceno
Acido crémico Alcoholes concentrados Fenol

| SDS Cloruro sddico Cloroformo
Tween® 20 Urea Tolueno

| Lejfa con cloro Acido clorhidrico Eteres
Hidroxido de sodio

Montaje del QIAvac 24 Plus vacuum manifold

1.

Conecte el QIAvac 24 Plus a una fuente de vacio. Si utiliza el QIAvac Connecting System,
conecte el sistema al colector y a la fuente de vacio tal como se describe en el Apéndice A
del Manual del QIAvac 24 Plus.

. Inserte una VacValve (opcional) en cada ranura luer del QIAvac 24 Plus que se va a utilizar

(consulte la Figura 3). Cierre las ranuras luer con conexiones luer o cierre la VacValve
insertada.

Las VacValves deben usarse si las velocidades de flujo de las muestras difieren
significativamente para garantizar un vacio uniforme.

. Inserte un VacConnector en cada VacValve (consulte la Figura 3).

Lleve a cabo este paso directamente antes de iniciar la purificacion para evitar
la exposicion de los VacConnectors a posibles contaminantes en el aire.

. Coloque las columnas QIAamp Mini dentro de los VacConnectors en el colector (consulte

la Figura 3).

Nota: Guarde el tubo de lavado del blister para utilizarlo en el protocolo de purificacion.

. Inserte un extensor de columna (20 ml) en cada columna QIAamp Mini (consulte la

Figura 3).

L 7—-T"- -
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Nota: Asegurese de que el extensor de columna esté firmemente insertado en la columna
QIAamp Mini a fin de evitar la fuga de la muestra.

. Para la purificacion de acidos nucleicos, siga las instrucciones de los protocolos. Deseche

correctamente los VacConnectors después de su uso.

Deje la tapa de la columna QIAamp Mini abierta mientras aplica vacio.

Desconecte el vacio entre los pasos para garantizar que se aplique un vacio constante
y uniforme durante el procesamiento. Para una liberacidon mas rapida del vacio, debe
utilizarse un Vacuum Regulator (parte del QIAvac Connecting System).

Nota: Cada VacValve puede cerrarse individualmente cuando la muestra atraviese por

completo la columna de centrifugacion, lo que permite un procesamiento en paralelo de
muestras de diferentes volimenes o viscosidades.

. Después de procesar las muestras, limpie el QIAvac 24 Plus (consulte «Limpieza

y descontaminacion del QIAvac 24 Plus» en el Manual del QIAvac 24 Plus).

Nota: Buffer ACL, Buffer ACB y Buffer ACW1 no son compatibles con los agentes
desinfectantes que contienen lejia. Consulte la pagina 12 para conocer las Advertencias
y precauciones.

RisoLfiasy
‘.
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Figura 3. Montaje del QIAvac 24 Plus con columnas QIAamp Mini utilizando VacValves, VacConnectors y
extensores de columna.

1 QIAvac 24 Plus vacuum manifold 4 VacConnector

2 Ranura luer del QIAvac 24 Plus 5 Columna QIAamp Mini
(cerrada con conexiones luer)

3 VacValve** 6 Extensor de columna

Recomendamos el etiquetado de los tubos y las columnas QIAamp Mini para usar con el
sistema de vacio QIAvac 24 Plus conforme al esquema de la Figura 4 para no confundir las
muestras. Esta figura se puede fotocopiar y etiquetar con los nombres de las muestras.

- -T

* Debe adquirirse por separado. |F-2022-94848623-APN-INPM#ANMAT
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Fecha:

Usuario:
ID del ciclo:
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Figura 4. Esquema de etiquetado de los tubos y columnas QIAamp Mini para usar con el sistema de vacio QIAvac 24 Plus
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Preparacion de tampones y reactivos

Buffer ACB

Antes de usarlo, afiada 200 ml de isopropanol (100 %) a 300 ml de Buffer ACB concentrado
para obtener 500 ml de Buffer ACB. Mezcle bien después de afadir isopropanol.

Buffer ACW1*

Antes de usarlo, afada 25 ml de etanol (96-100 %) a 19 ml de Buffer ACW1 concentrado
para obtener 44 ml de Buffer ACW1. Mezcle bien antes de anadir etanol.

Buffer ACW2"

Antes de usarlo, afada 30 ml de etanol (96-100 %) a 13 ml de Buffer ACW2 concentrado
para obtener 43 ml de Buffer ACW2. Mezcle bien antes de anadir etanol.

Adicion del ARN transportador al Buffer ACL*

El ARN transportador sirve para dos fines: en primer lugar, potencia la unién de los acidos
nucleicos a la membrana QIAamp Mini, especialmente si en la muestra hay pocas moléculas
diana. En segundo lugar, la adicién de grandes cantidades de ARN transportador reduce las
posibilidades de degradacion del ARN en el caso poco frecuente de que las moléculas de
ARNasa no se desnaturalicen por efecto de las sales caétropas y detergentes del Buffer ACL.

La cantidad de ARN transportador liofilizado suministrado es suficiente para el volumen de
Buffer ACL proporcionado con el kit. La concentraciéon recomendada de ARN transportador
se ha ajustado de modo que el protocolo QIAamp DSP Circulating NA se pueda utilizar como

* Contiene sales cadtropas. Consulte la pagina 12-13 si desea ver las advertencias y precauciones correspondientes.

" Contiene azida sddica como conservante.
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un sistema de purificacion genérico compatible con un gran nimero de sistemas de
amplificacion y es adecuada para una amplia gama de ARN y ADN diana.

La eficacia de los diferentes sistemas de amplificacion varia en funcién de la cantidad total
de acidos nucleicos presente en la reaccion. Los eluidos del kit contienen acidos nucleicos y
ARN transportador y la cantidad de ARN transportador superara ampliamente la cantidad
de acidos nucleicos circulantes en la mayoria de los casos. Por lo tanto, la cuantificacion de
acidos nucleicos circulantes aislados mediante la lectura de absorbancia de UV no sera
adecuada, ya que los resultados de cada medicion se determinan mediante la presencia de
ARN transportador.

Para obtener los niveles mas altos de sensibilidad en las reacciones de amplificacion, puede
ser necesario reducir la cantidad de ARN transportador afiadido al Buffer ACL.

Para los sistemas de amplificacién que incluyen cebadores de oligonucleétido (dT), no debe
anadirse ningin ARN transportador durante el aislamiento de acidos nucleicos libres
circulantes.

Afiada 1550 pl de Buffer AVE* al tubo que contiene 310 g de ARN transportador liofilizado
para obtener una solucion de 0,2 ug/ul de concentracién. Disuelva bien el ARN
transportador, repartalo en cantidades iguales adecuadas y guardelas a una temperatura de
—30 a —15 °C. No congele y descongele las cantidades iguales del ARN transportador mas
de tres veces.

Notese que el ARN transportador no se disuelve en Buffer ACL. Solo puede disolverse primero en
Buffer AVE y, una vez disuelto, debe afnadirse al Buffer ACL.

*Contiene azida sédica como conservante. 1F-2022-94848623-APN-INPM#ANMAT
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Calcule el volumen de mezcla de Buffer ACL-ARN transportador necesario de acuerdo con
las tablas de los protocolos. Seleccione el nUmero de muestras que se van a procesar
simultaneamente.

Mezcle cuidadosamente invirtiendo el tubo o el frasco diez veces. Para evitar la formacion
de espuma, no realice una agitacion vorticial.

Nota: El procedimiento de preparacion de la muestra estd optimizado para un maximo de
1,0 yg de ARN transportador por muestra. Si ha comprobado que para su sistema de
amplificacion es preferible una cantidad menor de ARN transportador, transfiera solo la
cantidad necesaria de ARN transportador disuelto a los tubos que contienen el Buffer ACL.
Anada por cada microgramo de ARN transportador necesario por preparacion 5 pl de ARN
transportador disuelto en Buffer ACL. (El uso de menos de 1,0 ug de ARN transportador por
muestra puede resultar beneficioso y debe validarse para cada tipo de muestra y de ensayo
anterdgrado concreto.)

IF-2022-94848623-APN-INPM#ZANMAT
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Protocolo Breeze: Purificacion de acidos
nucleicos circulantes de 1-5 ml de plasma
sanguineo humano

Este protocolo estd indicado para la purificacion de ADN y ARN circulante de 1-5 ml de plasma
sanguineo humano y se ha optimizado para obtener tiempos de manipulacién y respuesta mas
bajos. Para los flujos de trabajo validados por el usuario existentes en los que se emplee el QIAamp
DSP circulating Kit version 1/R3, consulte el «Protocolo clasico: Purificacion de acidos nucleicos
circulantes de 1-5 ml de plasma sanguineo humano» (pagina 32).

Cuestiones importantes antes de comenzar

e Todos los pasos de centrifugacion se realizan a temperatura ambiente (15-25 °C).

e Desconecte el vacio entre pasos para garantizar que se aplique un vacio constante
y uniforme durante los pasos del protocolo.

e Nota: La presién de la bomba de vacio debe ser de —800 a —900 mbar.

® Deje que las muestras se equilibren a temperatura ambiente.

e Use tampon fosfato salino para llevar el volumen de la muestra al volumen mas exacto
posible (de 1 mla 5 ml).

e Configure el QIAvac 24 Plus tal como se describe en la pagina 19.

e Caliente un bafio de agua o un bloque térmico a 56 °C para usarlos con tubos para
centrifugadora de 50 ml en el paso 3.

e Deje que las columnas de centrifugacion QIAamp Mini se equilibren a temperatura
ambiente durante al menos 1 hora antes de usarlas.

e Asegurese de que el Buffer ACB, el Buffer ACW1 y el Buffer ACW2 se hayan preparado
(adicion de isopropanol o etanol) segun las instrucciones de la pagina 24.

e Afada ARN transportador reconstituido en Buffer AVE al Buffer ACL segln las

instrucciones de la Tabla 2.
IF-2022-94848623-APN-INPM#ANMAT

Pagina 163 de 199

QIAamp DSP Circulating NA Kit Manual de instrucciones de uso 09/2019 27



Tabla 2. Volumen de Buffer ACL y ARN transportador (disuelto en Buffer AVE) necesario para procesar muestras de 1-5 ml
de plasma sanguineo humano

Configuracién para A B C D E ARN transportador
ml de plasma Ll > mi 3 ml aml = mi en Buffer AVE (ul)
Numero de muestras Buffer ACL (ml)

1 0,9 1,8 2,6 3,5 4,4 5,6

2 1,8 3,5 5,3 7,0 8,8 11,3
3 2,6 53 7,9 10,6 13,2 16,9
4 3,5 7,0 10,6 14,1 17,6 22,5
5 4,4 8,8 13,2 17,6 22,0 28,1
6 5,3 10,6 15,8 21,1 26,4 33,8
7 6,2 12,3 18,5 24,6 30,8 39,4
8 7,0 14,1 21,1 28,2 35,2 45,0
9 7,9 15,8 23,8 31,7 39,6 50,6
10 8,8 17,6 26,4 35,2 44,0 56,3
11 9,7 19,4 29,0 38,7 48,4 61,9
12 10,6 21,1 31,7 42,2 52,8 67,5
13 11,4 22,9 34,3 45,8 57,2 73,1
14 12,3 24,6 37,0 49,3 61,6 78,8
15 13,2 26,4 39,6 52,8 66,0 84,4
16 14,1 28,2 42,2 56,3 70,4 90,0
17 15,0 29,9 44,9 59,8 74,8 95,6
18 15,8 31,7 47,5 63,4 79,2 101,3
19 16,7 33,4 50,2 66,9 83,6 106,9
20 17,6 35,2 52,8 70,4 88,0 112,5
21 18,5 37,0 55,4 73,9 92,4 118,1
22 19,4 38,7 58,1 77,4 96,8 123,8
23 20,2 40,5 60,7 81,0 101,2 129,4
24 21,1 42,2 63,4 84,5 105,6 135,0
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Procedimiento: Protocolo Breeze

1. Pipetee QIAGEN Proteinase K, plasma y Buffer ACL en este orden en un tubo para
centrifugadora de 50 ml (no suministrado).

Configuracion A B C D E
ProtK (pl) 100 200 300 400 500
Plasma (ml) 1 2 3 4 5
ACL (ml) 0,8 1,6 2,4 3,2 4

2. Cierre el tapon y mezcle mediante agitacion vorticial de pulsos 5 veces durante 2 segundos.

Asegurese de que se produzca un vortice visible en el tubo. Para que la lisis sea eficaz,
es esencial que la muestra y el Buffer ACL se mezclen bien hasta obtener una solucion
homogénea.

Nota: No interrumpa el procedimiento en este momento. Continle de inmediato con
el paso 3 para iniciar la incubacion de lisis.

3. Incube a 56 °C (£1°C) durante 15 (+1) minutos.
4. Vuelva a colocar el tubo sobre la mesa del laboratorio y desenrosque el tapdn.

5. Afada Buffer ACB al lisado que se encuentra en el tubo. Elija el volumen de acuerdo con
la configuracion del paso 1.

Configuracion A B C D E

ACB (ml) 1,8 3,6 5,4 7,2 9

6. Cierre el tapdn y mezcle bien mediante agitacion vorticial de pulsos durante 5 x 2 segundos.

Aseglrese de que se produzca un vértice visible en el tubo. Para que la lisis sea eficaz,
es esencial que el lisado y el Buffer ACB se mezclen bien hasta obtener una solucion
homogénea.
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7.

10.

11.

Incube la mezcla de lisado-Buffer ACB en el tubo durante 5 (1) minutos a temperatura
ambiente.

. Inserte la columna QIAamp Mini en el VacConnector del QIAvac 24 Plus (consulte

«Montaje del QIAvac 24 Plus vacuum manifold», pagina 19). Inserte un extensor de
columna de 20 ml en la columna QIAamp Mini abierta.

Aseglrese de que el extensor de columna esté firmemente insertado en la columna
QIAamp Mini para evitar la fuga de la muestra.

Nota: Mantenga el tubo de lavado para la centrifugacion en seco en el paso 13.

. Aplique con cuidado el lisado del paso 7 en el extensor de columna de la columna QIAamp

Mini. Encienda la bomba de vacio. Cuando se hayan extraido por completo todos los
lisados a través de las columnas, desconecte la bomba de vacio y libere la presion hasta
obtener 0 mbar. Retire con cuidado el extensor de columna y deséchelo.

Tenga en cuenta que los grandes volumenes de lisado de muestra (aproximadamente 18
ml al comenzar con una muestra de 5 ml) pueden tardar hasta 20 minutos en atravesar la
membrana QIAamp Mini mediante una fuerza de vacio.

Para una liberacion rapida y conveniente de la presion de vacio, debe utilizarse el Vacuum
Regulator (parte del QIAvac Connecting System).

Nota: Para evitar la contaminacién cruzada, tenga cuidado de no cruzar las columnas
QIAamp Mini vecinas al quitar los extensores de columna.

Dispense 600 pl de Buffer ACW1 en la columna QIAamp Mini. Deje la tapa de la columna
abierta y conecte la bomba de vacio. Después de que se haya extraido todo el Buffer
ACWI1 a través de la columna QIAamp Mini, desconecte la bomba de vacio y libere la
presién hasta obtener 0 mbar.

Dispense 750 pl de Buffer ACW2 en la columna QIAamp Mini. Deje la tapa de la columna
abierta y conecte la bomba de vacio. Después de que se haya extraido todo el Buffer
ACW?2 a través de la columna QIAamp Mini, desconecte la bomba de vacio vy libere la
presion hasta obtener 0 mbar.

L 7—1""
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12.

13.

14.

15.

16.

Dispense 750 pl de etanol (96-100 %) en la columna QIAamp Mini. Deje la tapa de la
columna abierta y conecte la bomba de vacio. Después de que se haya extraido todo el
etanol a través de la columna de centrifugacion, desconecte la bomba de vacio y libere
la presion hasta obtener 0 mbar.

Cierre la tapa de la columna QIAamp Mini. Retirela del colector de vacio y deseche el
VacConnector. Coloque la columna QIAamp Mini en un tubo de lavado limpio de 2 ml
(del paso 8) y centrifugue a maxima velocidad (20.000 x g; 14.000 rpm) durante
3 (0,5) minutos.

Introduzca la columna QIAamp Mini en un tubo de lavado nuevo de 2 ml. Abra la tapa
e incube el conjunto a temperatura ambiente durante 3 minutos para secar la membrana
por completo.

Introduzca la columna QIAamp Mini en un tubo de elucidon limpio de 1,5 ml
(proporcionado) y deseche el tubo de lavado de 2 ml del paso 14. Dispense
cuidadosamente 20-150 pl de Buffer AVE en el centro de la membrana de la columna
QIAamp Mini. Cierre la tapa e incube a temperatura ambiente durante 3 (+0,5) minutos.

Importante: Asegurese de que el Buffer AVE de elucion esté equilibrado a temperatura
ambiente (15-25 °C). Si la elucidn se realiza en volimenes pequerios (<50 pl), el tampdn
de elucién se debe dispensar sobre el centro de la membrana para permitir la elucién
completa de los acidos nucleicos unidos.

El volumen de elucion es flexible y se puede adaptar seglin las necesidades de las
aplicaciones posteriores.

La elucién con volimenes mas pequefios de Buffer AVE conduce a concentraciones de
acido nucleico mayores, pero puede dar lugar a un rendimiento total mas bajo.

El volumen de elucién recuperado puede ser hasta 5 pl menor que el volumen de elucién
que se aplica a la membrana de la columna QIAamp Mini.

Nota: Para las muestras en las que se espera bajo acido nucleico, se recomienda utilizar
un tubo de baja union para elusion (no suministrado).

Centrifugue en una microcentrifugadora a maxima velocidad (20.000 x g; 14.000 rpm)
durante 1 minuto para eluir los écidos“n_L_|§6§E§9 4848623-APN-INPM#ANMAT
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Protocolo clasico: Purificacion de acidos
nucleicos circulantes de 1-5 ml de plasma

e e

sanguineo humano =]

Este protocolo constituye el protocolo sin cambios del Manual del QIAamp DSP circulating

NA Kit, revision 3 (R3) para su uso, por ejemplo, con flujos de trabajo existentes validados

por el usuario para 1-5 ml de plasma humano.

Cuestiones importantes antes de comenzar

e Todos los pasos de centrifugacion se realizan a temperatura ambiente (15-25 °C).

e Desconecte el vacio entre pasos para garantizar que se aplique un vacio constante
y uniforme durante los pasos del protocolo.
Nota: La presion de la bomba de vacio debe ser de —800 a —900 mbar.

e Deje que las muestras se equilibren a temperatura ambiente.

e Use tampon fosfato salino para llevar el volumen de la muestra al volumen mas exacto
posible (de 1 mla 5 ml).

e Configure el QIAvac 24 Plus tal como se describe en la pagina 19.

e Caliente un bafio de agua o un bloque térmico a 60 °C para usarlos con tubos para
centrifugadora de 50 ml en el paso 3.

e Caliente un bloque térmico a 56 °C para usarlo con tubos de lavado de 2 ml en el paso 14.

e Deje que las columnas de centrifugacién QIAamp Mini se equilibren durante al menos
1 hora a temperatura ambiente antes de usarlas.

e Asegurese de que el Buffer ACB, el Buffer ACW1 y el Buffer ACW2 se hayan preparado
(adicion de isopropanol o etanol) segun las instrucciones de la pagina 24.

e Afiada ARN transportador reconstituido en Buffer AVE al Buffer ACL segun las
instrucciones de la Tabla 3.
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Tabla 3. Volumen de Buffer ACL y ARN transportador (disuelto en Buffer AVE) necesario para procesar muestras de 1-
5 ml de plasma sanguineo humano

Configuracién para A B C D E ARN
il de plasma T zm sm am sm | Lopororen
Namero de muestras Buffer ACL (ml)

1 0,9 1,8 2,6 3,5 4,4 5,6

2 1,8 3,5 5,3 7,0 8,8 11,3
3 2,6 53 7,9 10,6 13,2 16,9
4 3,5 7,0 10,6 14,1 17,6 22,5
5 4,4 8,8 13,2 17,6 22,0 28,1
6 5,3 10,6 15,8 21,1 26,4 33,8
7 6,2 12,3 18,5 24,6 30,8 39,4
8 7,0 14,1 21,1 28,2 35,2 45,0
9 7,9 15,8 23,8 31,7 39,6 50,6
10 8,8 17,6 26,4 35,2 44,0 56,3
11 9,7 19,4 29,0 38,7 48,4 61,9
12 10,6 21,1 31,7 42,2 52,8 67,5
13 11,4 22,9 34,3 45,8 57,2 73,1
14 12,3 24,6 37,0 49,3 61,6 78,8
15 13,2 26,4 39,6 52,8 66,0 84,4
16 14,1 28,2 42,2 56,3 70,4 90,0
17 15,0 29,9 44,9 59,8 74,8 95,6
18 15,8 31,7 47,5 63,4 79,2 101,3
19 16,7 33,4 50,2 66,9 83,6 106,9
20 17,6 35,2 52,8 70,4 88,0 112,5
21 18,5 37,0 55,4 73,9 92,4 118,1
22 19,4 38,7 58,1 77,4 96,8 123,8
23 20,2 40,5 60,7 81,0 101,2 129,4
24 21,1 42,2 63,4 84,5 105,6 135,0

P e
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Procedimiento: Protocolo clasico

1. Pipetee QIAGEN Proteinase K, plasma y Buffer ACL en este orden en un tubo para
centrifugadora de 50 ml (no suministrado).

Configuracion A B C D E
ProtK (pl) 100 200 300 400 500
Plasma (ml) 1 2 3 4 5
ACL (ml) 0,8 1,6 2,4 3,2 4

2. Cierre el tapdn y mezcle mediante agitacion vorticial de pulsos durante 30 segundos.

Asegurese de que se produzca un vortice visible en el tubo. Para que la lisis sea eficaz,
es esencial que la muestra y el Buffer ACL se mezclen bien hasta obtener una solucion
homogénea.

Nota: No interrumpa el procedimiento en este momento. Continle de inmediato con
el paso 3 para iniciar la incubacion de lisis.

3. Incube a 60 °C (1 °C) durante 30 (+2) minutos.
4. Vuelva a colocar el tubo sobre la mesa del laboratorio y desenrosque el tapdn.

5. Afada Buffer ACB al lisado que se encuentra en el tubo. Elija el volumen de acuerdo con
la configuracion del paso 1.

Configuracion A B C D E

ACB (ml) 1,8 3,6 5,4 7,2 9

6. Cierre el tapon y mezcle bien mediante agitacion vorticial de pulsos durante 30 segundos.

Aseglrese de que se produzca un vortice visible en el tubo. Para que la lisis sea eficaz,
es esencial que el lisado y el Buffer ACB se mezclen bien hasta obtener una solucién
homogénea.
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10.

11.

. Incube la mezcla de lisado-Buffer ACB en el tubo durante 5 (£1) minutos en hielo.

. Inserte la columna QIAamp Mini en el VacConnector del QIAvac 24 Plus (consulte

«Montaje del QIAvac 24 Plus vacuum manifold», pagina 19). Inserte un extensor de
columna de 20 ml en la columna QIAamp Mini abierta.

Asegurese de que el extensor de columna esté firmemente insertado en la columna
QIAamp Mini para evitar la fuga de la muestra.

Nota: Mantenga el tubo de lavado para la centrifugacion en seco en el paso 13.

. Aplique con cuidado el lisado del paso 7 en el extensor de columna de la columna QIAamp

Mini. Conecte la bomba de vacio aplicando una presion de —800 a =900 mbar. Cuando
se hayan extraido por completo todos los lisados a través de las columnas, desconecte
la bomba de vacio y libere la presion hasta obtener 0 mbar. Retire con cuidado el extensor
de columna y deséchelo.

Tenga en cuenta que los grandes volimenes de lisado de muestra (aproximadamente 18
ml al comenzar con una muestra de 5 ml) pueden tardar hasta 20 minutos en atravesar la
membrana QIAamp Mini mediante una fuerza de vacio.

Para una liberacion rapida y conveniente de la presion de vacio, debe utilizarse el Vacuum
Regulator (parte del QIAvac Connecting System).

Nota: Para evitar la contaminacion cruzada, tenga cuidado de no cruzar las columnas
QIAamp Mini vecinas al quitar los extensores de columna.

Dispense 600 pl de Buffer ACW1 en la columna QIAamp Mini. Deje la tapa de la columna
abierta y conecte la bomba de vacio. Después de que se haya extraido todo el Buffer
ACWI1 a través de la columna QIAamp Mini, desconecte la bomba de vacio y libere la
presién hasta obtener 0 mbar.

Dispense 750 pl de Buffer ACW2 en la columna QIAamp Mini. Deje la tapa de la columna
abierta y conecte la bomba de vacio. Después de que se haya extraido todo el Buffer
ACW?2 a través de la columna QIAamp Mini, desconecte la bomba de vacio vy libere la
presion hasta obtener 0 mbar.

- —ﬂi"' -
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12.

13.

14.

15.

16.

Dispense 750 pl de etanol (96-100 %) en la columna QIAamp Mini. Deje la tapa de la
columna abierta y conecte la bomba de vacio. Después de que se haya extraido todo el
etanol a través de la columna de centrifugacion, desconecte la bomba de vacio y libere
la presidn hasta obtener 0 mbar.

Cierre la tapa de la columna QIAamp Mini. Retirela del colector de vacio y deseche el
VacConnector. Coloque la columna QIAamp Mini en un tubo de lavado limpio de 2 ml
(del paso 8) y centrifugue a maxima velocidad (20.000 x g; 14.000 rpm) durante
3 (0,5) minutos.

Introduzca la columna QIAamp Mini en un tubo de lavado nuevo de 2 ml. Abra la tapa
e incube el conjunto a 56 °C (x1 °C) durante 10 (£1) minutos para secar la membrana
por completo.

Introduzca la columna QIAamp Mini en un tubo de elucidon limpio de 1,5 ml
(proporcionado) y deseche el tubo de lavado de 2 ml del paso 13. Dispense
cuidadosamente 20-150 pl de Buffer AVE en el centro de la membrana de la columna
QIAamp Mini. Cierre la tapa e incube a temperatura ambiente durante 3 (+0,5) minutos.
Importante: Asegulrese de que el Buffer AVE de elucion esté equilibrado a temperatura
ambiente (15-25 °C). Si la elucidn se realiza en volumenes pequeios (<50 ul), el tampon
de elucion se debe dispensar sobre el centro de la membrana para permitir la elucién
completa de los acidos nucleicos unidos.

El volumen de elucion es flexible y se puede adaptar seglin las necesidades de las
aplicaciones posteriores.

La elucién con volimenes mas pequefios de Buffer AVE conduce a concentraciones
de acido nucleico mayores, pero puede dar lugar a un rendimiento total mas bajo.

El volumen de eluido recuperado puede ser hasta 5 pl menor que el volumen de elucion
que se aplica a la columna QIAamp Mini.

Nota: Para las muestras en las que se espera bajo acido nucleico, se recomienda utilizar
un tubo de baja union para elusion (no suministrado).

Centrifugue en una microcentrifugadora a maxima velocidad (20.000 x g; 14.000 rpm)
durante 1 minuto para eluir los écidos“n_L_|§6§E§9 4848623-APN-INPM#ANMAT
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Control de calidad

En cumplimiento del sistema de gestién de calidad con certificacion ISO de QIAGEN, cada
lote del QIAamp DSP Circulating NA Kit se analiza en relacidon con especificaciones
predeterminadas para garantizar la uniformidad de la calidad de los productos.

Limitaciones

Se ha establecido el rendimiento del sistema para el aislamiento de los acidos nucleicos libres
circulantes utilizando las muestras de plasma humano generadas a partir de los siguientes
tubos de recogida de sangre:

e K2-EDTA (Beckton Dickinson, n.° de referencia 367525)

e PAXgene Blood ccfDNA Tube (PreAnlaytiX, n.° de referencia 768115)

e Cell-Free DNA BCT (Streck, n.° de referencia 218962)

Es responsabilidad del usuario validar el rendimiento del sistema con los procedimientos

utilizados en cada laboratorio que no estén contemplados en los estudios de rendimiento de
QIAGEN.

Para minimizar el riesgo de que se produzcan efectos negativos sobre los resultados
diagndsticos, deben utilizarse controles apropiados para las aplicaciones posteriores. Para
realizar validaciones adicionales se recomienda seguir las directrices de la International
Conference on Harmonization of Technical Requirements (ICH) detalladas en ICH Q2(R1)
Validation of Analytical Procedures: se recomienda Text And Methodology.

Todo resultado diagndstico que se genere debe interpretarse en combinacidn con otros datos
clinicos o de laboratorio.
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Simbolos =

Simbolo Definicién del simbolo

W Contiene suficientes reactivos para <N> pruebas
<N>

Fecha de caducidad

IVD Dispositivo médico para diagndstico in vitro

A su recepcion

BT ' Abrir a la entrega; guardar las columnas de centrifugacion QIAamp Mini a 2-8 °C

Numero de referencia

NUmero
Numero de lote

REF
MNUM
LOT
Nimero de material
Componentes
Volumen
Adicién

Limitacion de temperatura
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BRIJ 58
GTIN
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Fabricante

Consultar las instrucciones de uso

Anotar la fecha actual tras afadir etanol al frasco

Etanol

Anotar la fecha actual tras afiadir isopropanol al frasco

Isopropanol

Contiene

Conduce a

Tiocianato de guanidina

Clorhidrato de guanidina

BRIJ 58

Numero mundial de articulo comercial
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Informacion de contacto

Para recibir asistencia técnica y solicitar mas informacién, consulte nuestro Centro de
asistencia técnica en support.giagen.com o podngase en contacto con uno de los
departamentos de servicio técnico de QIAGEN o distribuidores locales (consulte la
contracubierta o visite www.giagen.com).
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Guia para la resolucion de problemas

Esta guia de resolucion de problemas puede ayudarle a resolver cualquier problema que

pueda surgir. Para obtener informacion de contacto, consulte la contraportada o visite

www.giagen.com.

Comentarios y sugerencias

Poco o ningun acido nucleico en el eluido

a)

b)

9)

d)

e)

9)

h)

Uso de plasma no
estabilizado

Tiempo prolongado entre la
extraccion de sangre y la
preparacion del plasma

Muestras congeladas
y descongeladas mas
de una vez

Baja concentracion de
ADN diana en las muestras

Lisis insuficiente de la
muestra en Buffer ACL

La mezcla de Buffer
ACL-ARN transportador
no se mezcl lo suficiente

Se usd un bajo porcentaje
de etanol en lugar de
96-100 %

Buffer ACB preparado
incorrectamente

Buffer ACW1 o Buffer
ACW?2 preparado
incorrectamente
Buffer ACW1 o Buffer

ACW?2 preparados con
etanol al 70 %

Las muestras de plasma no estabilizado pueden dar lugar a una degradacion
acelerada del ADN. Le recomendamos seguir CEN/TS 16835-3:2015. Repita
el procedimiento de purificacidn con nuevas muestras.

Los glébulos sanguineos nucleados pueden desintegrar y liberar ADN genémico
en el plasma, con lo que se diluye el 4cido nucleico diana.

Deben evitarse los ciclos repetidos de congelacién y descongelacion, ya que
pueden provocar la degradacion del ADN. Use siempre muestras frescas o
muestras que se hayan descongelado una sola vez.

Las muestras de plasma se dejaron reposar a temperatura ambiente durante
demasiado tiempo. Repita el procedimiento de purificacion con nuevas muestras

Nota: Algunos individuos pueden presentar una baja concentracion de acido
nucleico libre circulante en plasma; en este caso, se debe elegir un volumen de
muestra mayor y un volumen de elucion bajo.

Si se sometié a QIAGEN Proteinase K a temperatura elevada durante un periodo
de tiempo prolongado, es posible que pierda actividad. Repita el procedimiento
con muestras nuevas y QIAGEN Proteinase K fresca.

Mezcle el Buffer ACL con el ARN transportador invirtiendo con suavidad el tubo
de Buffer ACL-ARN transportador al menos 10 veces.

Repita el procedimiento de purificacion con nuevas muestras y etanol al
96-100 %. No utilice alcohol desnaturalizado, que contenga otras sustancias
como metanol o metiletilcetona.

Compruebe que el Buffer ACB concentrado se haya reconstituido con el volumen
correcto de isopropanol (no etanol, consulte la pagina 24).

Compruebe que los concentrados de Buffer ACW1 y Buffer ACW2 se hayan
diluido con el volumen correcto de etanol (consulte la pagina 24). Repita
el procedimiento de purificacién con nuevas muestras.

Compruebe que los concentrados de Buffer ACW1 y Buffer ACW2 se hayan
diluido con etanol al 96-100 % (consulte la pagina 24). Repita el procedimiento
de purificacion con nuevas muestras.

El ADN o ARN no tiene un buen rendimiento en reacciones enzimaticas anterogradas

a)

Poco o ningin ADN
en el eluido

Consulte la seccidn «Poco o ningln acido nucleico en el eluido» anterior para
conocer los posibles motivos. Aumente la cantidad de eluido que se afiade
a la reaccion, si es posible.
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Comentarios y sugerencias

b)  Se uso un volumen
de elucién inadecuado

c) Los tampones no
se mezclaron bien

d) Interferencia debido
al ARN transportador

Manipulacién general

a) Columna QIAamp Mini
obstruida

b)  Volimenes de elucion
variables

c) No se alcanzd una
presion de vacio de
—800 a —900 mbar

Determine el volumen maximo de eluido adecuado para su aplicacion posterior.
Reduzca o aumente el volumen de eluido afiadido a la aplicacidn posterior en
consonancia. El volumen de elucion se puede adaptar proporcionalmente.

Nota: La elucion con volimenes mas pequerios de Buffer AVE conduce a
concentraciones mas altas de acido nucleico pero puede dar lugar a un
rendimiento total mas bajo.

Los componentes de sal y etanol del Buffer ACW2 de lavado pueden haberse
desprendido después de haber quedado en reposo durante un periodo de
tiempo prolongado entre series. Siempre mezcle meticulosamente los tampones
antes de cada serie.

Si la presencia de ARN transportador en el eluido interfiere con la reaccidn
enzimatica anterdgrada, puede que sea necesario reducir la cantidad de ARN
transportador u omitirlo por completo.

Si se reduce la velocidad de flujo, se puede prolongar el tiempo de vacio.

De forma alternativa, cierre el VacValve, si se utiliza, y retire con cuidado
el conjunto del extensor de columna-VacConnector-VacValve de la columna
QIAamp Mini sin perder el lisado del extensor de columna.

Retire la columna QIAamp Mini del colector de vacio, coldquela en un tubo de
lavado de 2 ml y centrifiiguela a maxima velocidad hasta que la muestra haya
atravesado por completo la membrana. Vuelva a colocar el conjunto extensor
de columna-VacConnector-VacValve que contiene el lisado restante. Conecte la
bomba de vacio, abra la VacValve y contintie con la carga del lisado restante.

Repita el procedimiento anterior si la columna QIAamp Mini contintia obstruida.

Es posible que se hayan formado crioprecipitados en plasma debido a la
repeticion de los ciclos de congelacion y descongelacion. Estos pueden bloquear
la columna QIAamp Mini. No use plasma que se haya congelado

y descongelado mas de una vez.

En caso de que aparezcan crioprecipitados, elimine la muestra mediante
centrifugacion durante 5 minutos a 16.000 x g.

Diferentes muestras pueden afectar al volumen de eluido final. El volumen de
eluido recuperado puede ser hasta 5 pul menor que el volumen de elucion que
se aplica a la columna QIAamp Mini.

El conector de vacio no esta herméticamente cerrado. Presione la tapa del colector
de vacio después de activarlo. Compruebe si se alcanzd la presion de vacio.

La junta de la tapa de QIAvac esta gastada. Examine el sello del colector y sustitdyalo
si es necesario.

Las VacValves estan gastadas. Extraiga todas las VacValves e inserte VacConnectors
directamente en las extensiones luer. Inserte las columnas QIAamp Mini en los
VacConnectors, cierre la tapa de las columnas y conecte el vacio. Compruebe

si se alcanzo la presion de vacio. Sustituya las VacValves si es necesario.

La conexion con la bomba de vacio presenta fugas. Cierre toda la extension luer con
tapones luer y conecte la bomba de vacio. Compruebe que la presion de vacio sea
estable después de conectar la bomba (y que la valvula del Vacuum Regulator esté
cerrada). Intercambie las conexiones entre la bomba y el colector de vacio si es
necesario.

Si alin no se alcanza la presion de vacio, sustituya la bomba de vacio por una de
mayor potencia.
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Apéndice A: Recomendacién para la separacion
y el almacenamiento de plasma de sangre

Para los tubos de recogida de sangre de estabilizacion (p. €j., el tubo PAXgene ccfDNA o el
tubo Streck Cell-Free DNA), siga las instrucciones del fabricante para la separacion y el
almacenamiento de plasma. Le recomendamos validar estas condiciones de almacenamiento
junto con la aplicacion posterior especifica y la diana.

Para los tubos de recogida de sangre no estabilizados, recomendamos seguir las directivas
de CEN/TS 16835-3:2015.

Para aislar los acidos nucleicos libres circulantes de las muestras de sangre, recomendamos
seguir este protocolo que incluye un paso de centrifugacion de fuerza G de alta intensidad
para quitar los residuos celulares y asi reducir la cantidad de ADN y ARN celular o genémico
en la muestra.

1. Coloque la sangre completa conservada en EDTA en tubos BD Vacutainer® (u otros tubos
de sangre primarios que contienen EDTA como anticoagulante) en una centrifugadora
enfriada a 4 °C con rotor oscilante y huecos adecuados.

2. Centrifugue las muestras de sangre durante 10 minutos a 1900 x g (3000 rpm) a 4 °C.

3. Aspire con cuidado el sobrenadante de plasma sin romper la capa de interfaz entre célula
y plasma. Se puede obtener aproximadamente entre 4 y 5 ml de plasma del tubo de
sangre primario de 10 ml.

Nota: En esta etapa, se puede usar el plasma para la extraccion del acido nucleico
circulante. Sin embargo, la siguiente centrifugacion de alta velocidad eliminara los
residuos celulares adicionales y la contaminacion de los acidos nucleicos circulantes por
parte del ADN o ARN gendmico derivado de los glébulos sanguineos nucleados dafiados.

4. El plasma aspirado se transfiere a un tubo para centrifugadora nuevo.
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. Centrifugue las muestras de plasma durante 10 minutos a 16.000 x g (en un rotor de

angulo fijo) a 4 °C.
De esta manera se eliminaran los acidos nucleicos celulares adicionales adheridos a los
residuos celulares.

. Retire con cuidado el sobrenadante y transfiéralo a un tubo nuevo sin romper el sedimento.

. Si el plasma se utiliza para la extraccidn de acido nucleico en el mismo dia, consérvelo a

una temperatura de 2 a 8 °C hasta continuar con el procesamiento. Para una conservacion
mas prolongada, se pueden conservar partes de plasma de tubos de recogida de sangre
estabilizados y no estabilizados a —20 °C (ADN como diana) o a —80 °C (ARN como diana)
durante al menos 4 semanas. Antes de usar el plasma para la extraccion de acidonucleico
circulante, descongele los tubos de plasma a temperatura ambiente.

. Opcional: Para eliminar los crioprecipitados, centrifugue las muestras de plasma durante

5 minutos a 16.000 x g (en un rotor de angulo fijo).

Opcional: Transfiera el sobrenadante a un tubo nuevo y comience con el protocolo de
extraccién de acido nucleico circulante.

e ——"T'— =

E
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Apéndice B: Consideraciones generales sobre la
manipulacion del ARN

Manipulacion del ARN

Las ribonucleasas (ARNasas) son enzimas muy estables y activas que, en general, no
requieren cofactores para actuar. Dado que las ARNasas son dificiles de inactivar y que se
necesitan solamente cantidades mintsculas para destruir el ARN, no utilice ningiin material
de plastico o de vidrio sin eliminar antes una posible contaminacion con ARNasa. Deben
tomarse precauciones extremas para evitar introducir accidentalmente ARNasas en la muestra de
ARN durante el procedimiento de purificacion o después de este. Para crear y mantenerun
entorno libre de ARNasa, durante el tratamiento previo y el uso de los recipientes
desechables y no desechables y de las soluciones deben adoptarse las siguientes medidas de
precaucion mientras se trabaja con el ARN.

Manipulacion general

Siempre que se trabaje con ARN debe utilizarse una técnica microbioldgica aséptica
adecuada. Las manos y el polvo pueden ser portadores de bacterias y hongos y constituyen
las fuentes mas comunes de contaminacion por ARNasa. Al manipular los reactivos y las
muestras de ARN, use siempre guantes de latex o de vinilo para prevenir la contaminacion
con ARNasa procedente de la superficie de la piel o de un equipo de laboratorio con polvo.
Cémbiese los guantes con frecuencia y mantenga los tubos cerrados siempre que sea posible.
Mantenga el ARN purificado en hielo cuando pipetee las alicuotas para aplicaciones
posteriores.

Material de plastico desechable

Se recomienda usar tubos de polipropileno estériles, libres de ARNasa y desechables durante
todo el procedimiento. ————
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Informacion para pedidos

Producto Contenido N.C de

catalogo

QIAamp DSP Circulating NA Kit ~ Para 50 preparaciones: Columnas 61504
(50) QIAamp Mini, extensores de columna,

VacConnectors, QIAGEN Proteinase K,
reactivos, tampones y tubos de

recogida
Accesorios
QIAvac 24 Plus vacuum Colector de vacio para el 19413
manifold* procesamiento de 1 a 24 columnas
de centrifugacion: QIAvac 24 Plus
vacuum manifold, tapones luer
y acoplamientos rapidos
Vacuum Pump* Bomba de vacio universal 84010
[EE. UU.y
Canada]
84000
[Japdn]
84020
[resto del
mundo]
QIAvac Connecting System* Sistema para conectar el colector de 19419

vacio con la bomba de vacio: incluye
bandeja, frascos de residuos, tubos,
acoplamientos, valvula, calibre

y 24 VacValves

* Para el uso con protocolos de vacio.

e
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Para obtener informacion actualizada sobre licencias y exenciones de responsabilidad
especificas del producto, consulte el manual de uso o la guia del usuario del kit de QIAGEN
correspondiente. Los manuales y las guias del usuario de los kits de QIAGEN estan
disponibles en www.giagen.com o pueden solicitarse al servicio técnico técnicos de QIAGEN
0 a su distribuidor local.
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Historial de revisiones del manual

Fecha Cambios
R4 Cambio del uso previsto para acidos nucleicos libres circulantes de plasma
09/2019 humano solamente. Inclusion del protocolo «Breeze». No se incluyen protocolos

para orina y miRNA.
Actualizacion de la informacién de seguridad.

Acuerdo de licencia limitada para el QIAamp DSP Circulating NA Kit
La utilizacion de este producto implica por parte de cualquier comprador o usuario del producto la aceptacién de los siguientes términos:

1. El producto debe utilizarse exclusivamente de acuerdo con los protocolos proporcionados con el producto y este manual de uso, asi como con los componentes
contenidos en el kit. QTAGEN no ofrece licenda alguna bajo ninguna de sus propiedades intelectuales para utilizar o incorporar los componentes suministrados en
este kit con componentes no incluidos en el mismo, excepto seguin se describe en los protocolos proporcionados con el producto, este manual de uso y otros protocolos
disponibles en www.giagen.com. Algunos de estos protocolos adicionales han sido proporcionados por usuarios de QIAGEN para usuarios de QIAGEN. QIAGEN
no ha probado ni optimizado estos protocolos en profundidad. Por ello, QIAGEN no los garantiza ni asegura que no infrinjan los derechos de terceros.

2. Aparte de las licencias expresamente especificadas, QIAGEN no garantiza que este kit y su uso no infrinjan los derechos de terceros.

3. Este kit y sus componentes tienen licencia para un solo uso y no se pueden reutilizar, reacondicionar ni revender.

4. QIAGEN renuncia especificamente a cualquier otra licencia, explicita o implicita, distinta de las licencias expresamente especificadas.

5. El comprador y el usuario del kit aceptan no llevar a cabo ni permitir que otros lleven a cabo medidas que puedan conducir a acciones prohibidas en las
especificaciones anteriores o que puedan fadilitarlas. QIAGEN se reserva el derecho de emprender acciones legales ante cualquier tribunal para el cumplimiento de
las prohibiciones especificadas en este Acuerdo de licencia limitada y recuperara todos los gastos derivados de la investigacion y de los gastos judiciales, incluidas las
costas procesales, en cualquier accién emprendida para hacer cumplir este Acuerdo de licencia limitada o cualquier otro derecho de propiedad intelectual en relacion

con este kit o con sus componentes.

Para consultar los términos actualizados de la licencia, visite www.giagen.com.

Marcas comerciales: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIAamp® (QIAGEN Group); BD Vacutainer® (Becton, Dickinson and Company); Tween® (ICI Americas Inc.). No
debe considerarse que los nombres registrados, marcas comerciales, etc., que se utilizan en este documento no estan protegidos por la ley aunque no se hayan
identificado especificamente como tales.

1118364 10/2019 HB-0466-005 © 2019 QIAGEN. Reservados todos los derechos.

IF-2022-94848623-APN-INPM#ZANMAT

Pagina 184 de 199

48 QIAamp DSP Circulating NA Kit Manual de instrucciones de uso 09/2019
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PROYECTO DE ROTULOS - PM-1252-194

|

tecnolab
PROYECTO DE ROTULOS EXTERNOS

therascreen® PIK3CA RGQ PCR Kit (Numero de Catalogo: 873111)
Para 24 determinaciones

RO

[eluls ol
B |

therascreen®
PIK3CA RGQ PCR Kit

GTIN| 0405322803471

| 1151234588 -15°C
& 2019-12-30 Jf e
-30°C
% @A 1117018 A

u QIAGEN GmbH, QIAGEN Strasse 1, 40724 Hilden, GERMANY
Tel: +49-2103-29-0

ooooo
therascreen®

PIK3CA RGQ PCR Kit

10 lubes
REF| 873111 Vs W (]
g3

IVD
11170181912301151234588

Product of Germany

=
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PROYECTO DE ROTULOS - PM-1252-194

\

tecnolab

therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit
w7 [om] x[T5WT)
mafA Reaction | 1 x750u1 1108795
} 4
:I"K:!zCA Reaction 1x750p (1108796
1) 4
amgA Reaction 1 x750 i 1108797
IX
:lhlﬂ‘CA Reaction 1x750u 1108798
X
gpgA Reaction | 1x750m |1108799
) 4
PIKICA Reaction | 1x750 41 | 1108800
Mix 6

PIK3CA Positive 1 x250u (1108801
Control

Water for NTC 1x1.9ml |1067627

!_V'mor for sample | 1 x1.9ml |1067630
.

Taq DNA 1 x85u 1073892

Polymerase

fIMPORTADOR: TECNOLAB S.A. Estomba N2 964 - c1427cco. C.A.B.A. Argentina. Teléfon)
54-11- 4-555-0010.

DIRECTOR TECNICO: Biog. Marisol Masino.

ORIGEN DE ELABORACION: QIAGEN GmbH, QIAGEN Strasse 1, 40724 Hilden, Alemania.

\ APROBADO POR A.N.M.A.T. CON PM-1252-194 j
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PROYECTO DE ROTULOS - PM-1252-194

|

tecnolab

QIAamp® DSP DNA FFPE Tissue Kit — Numero de Catalogo: 60404

Para 50 determinaciones

PR
QIAamp® DSP DNA
FFPE Tissue Kit

60404

IVD C€

weps [BTIN] 04053228002871
z 1151234567
8 2018-12-31
60404

Ve v [

/ﬂ/ 25°C
15°C

8°C
QlAamp MinElute QQCJ/- k

W QIAGEN GmbH, QIAGEN Strasse 1, 40724 Hilden, GERMANY, Tel: +49-2103-29-0

=
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PROYECTO DE ROTULOS - PM-1252-194

| |
tecnolab
PRGSO
QlAamp® DSP DNA
FFPE Tissue Kit

REF | 60404
[EO"] X [Fat]
QlAamp MinElute [coL] 50x1 1025951
ATE EuTeur] 1x12ml 1062617
AL 1x12ml ' 1025148
ATL 1x10ml 1062604
PK 1x1.25ml 1062618
AW1 WAS F]1 ] CONC 1x19ml 1025032
AW2 [wasH] sur 2 | conc | 1x13ml 1025031
ET 1x /50 1025029
LT [1¥s ] TuBE) 1 x ¥/ 50 1025027
wT 3 x50 1025146

AR 0RO

006040418123
Product of Germonv

(IMPORTADOR: TECNOLAB S.A. Estomba N2 964 - c1427cco. C.A.B.A. Argentina. Teléfon)
54-11- 4-555-0010.

DIRECTOR TECNICO: Biog. Marisol Masino.

ORIGEN DE ELABORACION: QIAGEN GmbH, QIAGEN Strasse 1, 40724 Hilden, Alemania.

\ APROBADO POR A.N.M.A.T. CON PM-1252-194 j

| F-2022-94848623- APNCINPM#ANMAT

Firma y Sello

Pagina 4 de 14
Pégina 189 de 199



PROYECTO DE ROTULOS - PM-1252-194

\

tecnolab

QIAamp® DSP Circulating Nucleic Acid Kit — Nimero de Catalogo: 61504
Para 50 determinaciones

e e T
QIAamp® DSP Circulating
NA Kit ¥50, version 1

IVD
25°C
15°C X
8'C
&] QlAamp Mini Spin 20: X k

ey [EIN] 04053228002963
[to7] 1151234567
g 2018-12
[®EF] 61504
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PROYECTO DE ROTULOS - PM-1252-194

\

tecnolab

i e SN
QIAamp® DSP Circulating
NA Kit V50, version 1

61504
ESFr (L)
QlAamp Mini Spin 50 1 ! 1025959
Carrier 1 310 pg 1077888
AVE EoTEo] 5 2 ml 1025037
PK a 7 ml 1065051
ACL 1 220 ml 1065037
ACB 1 300 ml 1065040
ACWI 1 19 mi 1065043
ACW2 1 13 ml 1065046
EXT == Wl 2 ¥ 25 1065056
ET = | 1 ¥ so 1025029
ve [Vac [con] 1 ¥ so 1025016
wT [WAsH | TUsE ] 1 ¥ so0 1025146
HB, v1 [F8] | 1 1 1062688

Wl QUAGEN GmbH, QIAGEN Strasse 1, 40724 Hilden, GERMANY, Tel: +49-2103-29.0

12001151234567

006150418 0

Praduct of Germony

1

[IMPORTADOR: TECNOLAB S.A. Estomba N2 964 - c1427cco. C.A.B.A. Argentina. TeléfonD
54-11- 4-555-0010.

DIRECTOR TECNICO: Biog. Marisol Masino.

ORIGEN DE ELABORACION: QIAGEN GmbH, QIAGEN Strasse 1, 40724 Hilden, Alemania.

\ APROBADO POR A.N.M.A.T. CON PM-1252-194 j
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PROYECTO DE ROTULOS - PM-1252-194

\

tecnolab

PROYECTO DE ROTULOS INTERNOS

therascreen® PIK3CA RGQ PCR Kit (Nimero de Catalogo: 873111)

Para

24 determinaciones

PIK3QA . PIK3CA PIK3CA
@ Reaction Mix 1 ° Reaction Mix 2 = Reaction Mix 3
8 750 pl e 3 750 pl g 3 750 pl i
= RBonena J = 8 20181231 X = Rovsat X o
24 -30°C 29508 -30°C
$2338 [o7) 1181234567 85298 [or] 1181234567 = £8288 [or] 1181234567 x
PIK3CA PIK3CA PIK3CA
-4 Reaction Mix 4 2 Reaction Mix 5 g Reaction Mix 6
g 750 pl s 750 pl 3 3 750 pl RP
= E 2018-12-31 t = B 2018-12:31 -/l/ e § 8 2018-12-31 X
egaen -30°C 1 -30°C
E] 35328 [ror] 1181234567 [ﬂ 33338 (o) 1181234567 x EI 25388 [or] 1181234567 x
Tag PIK3CA Water for somple
§ DNA Polymerase 5 Positive Control § dilution
o 85 pl E 250 pl § 1.9 ml
o -15°C -15"C -
e & 2018-12-31 X = B 2018-12-31 r = 8 201812331 15e
T3 -30°C = 0
s
&‘ag«z fL5T) 00000000 ;lﬁ-umm g’”'“-ﬂum

m 1067630

Water for sample
dilution

1.9 ml

8 201&1201 -1

Qucen [tor] mszussw
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PROYECTO DE ROTULOS - PM-1252-194

\

tecnolab

QIAamp® DSP DNA FFPE Tissue Kit — Nimero de Catalogo: 60404
Para 50 determinaciones

QlAamp MinElute COL |
(7711025951 A 2-8°C
[LOT|0123456789 332013-07

e

WT
0
3
o
¥/ 50 x 2 ml 8
QIAGEN GmbH, =
QIAGEN Snasse 1, 1181234567
40724 Hilden, GERMANY
lel: +49.2103.29.0 Produd ol Germany

2000
[~ | [
QIAGEN

ET

o
o™~
a
¥ 50x1.5ml o
QIAGEN Strasse 1. 1181234567
40724 Hilden, GERMANY
Tel: +49.2103.29.0

Product of Germany
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PROYECTO DE ROTULOS - PM-1252-194

\

tecnolab

[ e e

ATL
| TIS | LYS | BUF | p:
10 ml §
Jr-?S’C o
QIAGEN GmbH, 15 -m
QIAGEN 9 . =
40724 Hitden, CEAMANY [50] 1151234567 82018-12-31
Tel: +49-2103-29-0 Product of Germany
e -
AL
[EonT 12 ml g
Gurc 25°C o
w A @ E
AN g . oo
1, 3
40724 Hilden, GERMANY | [EEE] 1151234567 § 2018-12-31
Tel: +49-2103-29.0 Product of Germany

AW1
WASH | BUF | 1 JCONC
19 ml &
Fowe [55] 25 mi [E57] 3
[Gunct i &
25°C 2
m 15°C X E
QIAGEN GmbH,
90774 Mitden, GERwany | [E5E]11151234567 8 2023-08-13
Yok +492300-20.8 Product of Germany

|F-2022-94848623-APNINPM#ANMAT

Firma y Sello

Pagina 9 de 14
Pégina 194 de 199



PROYECTO DE ROTULOS - PM-1252-194

\

tecnolab

AW2
I WASH l BUF | 2 ICONCI _
(V]
13 ml 3
fow] __ [A00]30 ml 2
Y G
15°C
QIAGEN GmbH,
‘umom Stase |, (5] 1151234567 8 2023-08-13
:2(7"4";";';851(;: 0 y Product of Germany
sesee
SRemmtomipe. - o asregy M v
ATE
.
12 ml o
o

25%
O*c&u GmbH, 151:—*-

QIAGEN SiIrosse |,

40724 Hilden, GERMAN
e o @"5’23‘55; of Gemgn‘;ow_ﬁ-u
P 7o)
o
2 @ =
g 1.25 ol
= 2019-12-31 X
oro0a 15°C
25228 Mor 11151234567

|F-2022-94848623-APNINPM#ANMAT

Firma y Sello

Pagina 10 de 14
Pagina 195 de 199



PROYECTO DE ROTULOS - PM-1252-194

\

tecnolab

QIAamp® DSP Circulating Nucleic Acid Kit — Niamero de Catalogo: 61504
Para 50 determinaciones

QIlAamp Mini Spin ' coL
[RiT] 1025959 f 2-8°C
Rovi0123456789 201307

e
QIAGEN
EXT

cor
/25 x 20 ml

QIAGEN GmbH,
QNAGEN Strasse 1,
40724 Hilden, GERMANY 1151234567
Tel: +49.2103-29-0

[M&T] 1065056

IVD

Product of Germany

10000
E e
QIAGEN

WT

[WASH]TUBE |
¥/ 50 x 2 ml

QIAGEN GmbH,
QIAGEN Stasse 1, 1181234567

40724 Hilden, GERMANY
Tel: +49.2103.29.0 Product ol Germany

["aT] 1025146
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PROYECTO DE ROTULOS - PM-1252-194

\

tecnolab

ET ‘
EUARCES o
(@]
n
¥ 50x1.5ml o
o] =)
QIAGEN GmbH,
QIAGEN Strasse 1. 1181234567 -
40724 Hilden, GERMANY
Tel: +49.2103.29.0

Product of Germany

ﬁI
I

0
[VAC [ CON] S
o~
¥ 50 =
QIAGEN GmbH, li!i:’ @
QIAGEN Siross= 1, 1181234567 -
40724 Hilden, GERMANY
Tel: +49-2103-29-0 Product of Germany

<:::> < : > _ OO0 -

[CoNT)[FaTSs] [Eric]
[ LYS | BUF |
220 ml

- 5¢ o]
QIAGEN GmbH, 1 5“CJR/

QIAGEN Strasze 1,

40724 Hilden, GERMANY 1151234567 8 2018-12
Tel: +49.2103-29-0

[#a7] 1065037

Product of Germany
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PROYECTO DE ROTULOS - PM-1252-194

\

tecnolab

L S -

[BinD [BUF|cONC |

300 ml

[coNT |[Bris 58 || GITC |

@ 200 ml = 500 ml ACB [[i]
IPA

[®aT] 1065040

/H/ 25°C
15°C
QIAGEN Strasse 1,

40724 Hilden, GERMANY 1151234567 8 2018-12
Tel: +49-2103-29-0

QIAGEN GmbH,

Product of Germany

°0000 .
ACW1
WASH | BUF | 1 JCONC
19 ml ”
== 3
[Gunct] N— 25 ml §
25°C .
(B el :
QIAGEN GmbH,
e ey | EEEIV 151204507 & 2023-08-13
Tal: +42:2W0-29:0 Product of Germany

ACW2
[WASH | BUF ] 2 JCONC]
[OH

13 ml
%1 [Ao0]30 ml [E0H]
QIAGEN GmbH,

25°C
G 4
QIAGEN Stasse 1,

40724 Hilden, GERMANY 1151234567 8 2023-08-13

Tel +49 2103290

[AT] 1065046

Producl of Germany
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PROYECTO DE ROTULOS - PM-1252-194

\

tecnolab

AVE

(o]

2ml g

82019-12-31 X A
s3a2s 15C

Qe [157] 1151234567

1025037

PK
- 3
25°C

= wed S
QIAGEN CmbM,
QIACE rosse 1,
QUACEN B e 1 - 5] 1151234567 gaoms.2
Tel: +49.2103.29.0 Product of Germany

.  Camier

-

S 310

e £9 25°C

2019-12-31 Jr
@ L3133 's‘c

s 1151234567
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Republica Argentina - Poder Ejecutivo Nacional
Las Malvinas son argentinas

Certificado - Redaccion libre

Numero: CE-2022-105835344-APN-ANMAT#MS

CIUDAD DE BUENOS AIRES
Martes 4 de Octubre de 2022

Referencia: EX-2020-71964099-APN-DGA#ANMAT

CERTIFICADO DE AUTORIZACION E INSCRIPCION

PRODUCTOS PARA DIAGNOSTICO IN VITRO

N° EX-2020-71964099-APN-DGA#ANMAT

La Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica (ANMAT) certifica que, de
acuerdo con lo solicitado por la firma TECNOLAB S.A., se autoriza la inscripcion en el Registro Nacional de
Productores y Productos de Tecnologia Médica (RPPTM), de los nuevos productos médicos para diagnéstico in
vitro con los siguientes datos identificatorios caracteristicos:

NOMBRE COMERCIAL: 1) therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit; 2) QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit; 3)
QIAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit.

MODELOS: 1) N° de catdogo 873111, 2) N° de catdl ogo 60404; 3) N° de catdlogo 61504.

INDICACION DE USO: 1) Prueba cualitativa de PCR en tiempo real para la deteccion de 11 mutaciones en €
gen PIK3CA utilizando ADN gendmico extraido de tejido tumoral mamario incluido en parafina y fijado en
formol (FFPE) o ADN tumoral circulante de plasma derivado de sangre total periférica anticoagulada con EDTA
K2. El ensayo esta disefiado para ayudar aidentificar a pacientes con cancer de mama que pueden ser aptos para
el tratamiento con PIQRAY® (apelisib); 2) disefiado para procesar el material de la muestra tumoral FFPE; 3)
disefiado para procesar €l material de la muestra de plasma de sangre total venosa periférica anticoagulada con
EDTA K2.

FORMA DE PRESENTACION: 1) Envase para 24 determinaciones conteniendo: 6 viales x 750 pl cada uno
con seis mezclas de reaccidn, 1 via x 85 pl de ADN Taq polimerasa, 1 via x 250 pl de control positivo, 1 via x



1,9 ml de control negativo, 1 vial x 1,9 ml de agua libre de nucleasas, 1 manual de instrucciones; 2) envase para
50 determinaciones conteniendo: 50 columnas QlAamp MinElute con tubos de lavado, 3 envases x 50 tubos de
lavado, 50 tubos de elucion, 1 vial x 10 ml de tampdn delisistisular, 1 vial x 12 ml de tampdn delisis, 1 via x 19
ml de tampdn de lavado 1 concentrado, 1 vial x 13 ml de tampo6n de lavado 2 concentrado, 1 via x 12 ml de
tampon de €eucion, 1 vial x 1,25 ml de proteinasa K, 1 manua de instrucciones;, 3) envase para 50
determinaciones conteniendo: 50 columnas QlAamp Mini con tubos de lavado, 2 envases x 25 extensores de
columnas, 50 tubos de lavado, 50 tubos de elucion, 50 conectores VacConnector, 1 botella x 220 ml de tampon de
lisis, 1 botellax 300 ml de tamp6n de union concentrado, 1 botellax 19 ml de tamp6n de lavado 1 concentrado, 1
botella x 13 ml de tampdn de lavado 2 concentrado, 5 viales x 2 ml de tampén de elucion, 4 viales x 7 ml de

proteinasa K, 1 vial x 310 pg de transportador de ARN, 1 manual de instrucciones.

PERIODO DE VIDA UTIL Y CONDICIONES DE CONSERVACION: 1) 12 (DOCE) meses desde la fecha
de elaboracion conservado entre -30 °C y -15 °C; 2) y 3) 24 (VEINTICUATRO) meses desde la fecha de
elaboracion conservado entre 15°Cy 25 °C.

NOMBRE Y DIRECCION DEL FABRICANTE: QIAGEN GmbH, Qiagen Strasse 1, 40724 Hilden
(ALEMANIA).

CONDICION DE USO/CATEGORIA: USO PROFESIONAL EXCLUSIVO.

Se extiende el presente Certificado de Autorizacion e Inscripcion del PRODUCTO MEDICO PARA
DIAGNOSTICO IN VITRO PM-1252-194

N° EX-2020-71964099-APN-DGA#ANMAT

AM

Digitally signed by Gestion Documental Electronica
Date: 2022.10.04 14:18:22 -03:00

Valeria Teresa Garay
Subadministradora Nacional

Administracion Naciona de Medicamentos, Alimentosy Tecnologia
Médica
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