USO PREVISTO

El PNAClamp™E] kit de deteccion de mutaciones PIK3CA estd disefiado para la deteccion de 15

mutaciones somaticas en el oncogén PIK3CA (Tabla 1). Puede detectar las mutaciones mas

prevalentes en genes PIK3CA conocidas hasta la fecha.

El kit de detecciéon de mutaciones PNAClamp ™ PIK3CA debe ser utilizado por profesionales
capacitados en un entorno de laboratorio, utilizando ADN derivado de muestras de ADN de plasma o

extraido de tejido quirurgico o tejido incrustado en parafina fijado con formalina.

No. Reactivo Exon acli?il:(:,;:igzs fl?:l:?t(; d((l:; Cosmic No.

p.E542G c.1625A> G 761
1 Mezcllaasj‘; PNA T p.E542V C.1625A> T 762
p.E542K ¢.1624G> A 760
p.E545K c.1633G> A 763
p.E545G c.1634A> G 764
p.E545D ¢.1635G>T 765
, | MezladePNa | p.QS46E c.1636C> G 6147
E5450 Q546 p.Q546K c.1636C> A 766
p.QS546P c.1637A> C 767

p.Q546R c.1637A> G 12459

p.ES45A C.1634A>C 12458
p.H1047Y ¢3139C>T 774
3 Mezi};ﬁ“’” 20 p.HI047L C.3140A> T 776
p.HI1047R ¢3140A> G 775

4 Mez;§§420 7 p.C420R c.1258 T> C 267862

Tabla 1. Genes diana detectados por este kit* Los nimeros cdsmicos se han tomado del "Catalogo de
mutaciones somaticas en cancer".

* Los nimeros coésmicos se han tomado del "Catalogo de mutaciones somaticas en cancer".

(http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic)

www.gentechbio.com - contacto@gentechbio.com

@ gentechbio® @gentechbio




2, PANAGENE

PRINCIPIO Y DESCRIPCION GENERAL

los El kit de deteccion de mutaciones PNAClamp ™ PIK3CA se basa en péptidofecnologia de
sujecion por PCR en tiempo real mediada por acido nucleico (PNA). El PNA es un andlogo de ADN
sintético en el que la cadena principal del fosfodiéster se reemplaza por una repeticion similar a un

péptido formada por unidades de (2-aminoetil) -glicina.

La sujecion por PCR en tiempo real mediada por PNA se basa en las dos propiedades unicas
siguientes de las sondas de PNA. En primer lugar, el PNA se hibridara con su secuencia diana de
ADN complementaria solo si la secuencia coincide completamente. Dado que los duplex de PNA /
ADN son termodindmicamente mas estables que los duplex de ADN-ADN correspondientes, incluso
con un solo desajuste, el PNA no se unira a la hebra de ADN complementaria, a diferencia del ADN.
En segundo lugar, los oligomeros de PNA no son reconocidos por las ADN polimerasas y no se
utilizaran como cebadores en la subsecuencia de PCR en tiempo real. En cambio, sirve como una
abrazadera selectiva de secuencia que evita la amplificacion durante la PCR posterior.

Cuandohay una mutacién en el gen diana y, por lo tanto, hay un desajuste, el duplex de ADN / PNA se
desestabiliza, lo que permite la elongacion de la cadena de un oligémero de ADN unido que sirve
como cebador de PCR. El resultado es la reaccion positiva en PCR en tiempo real de las muestras que

albergan el alelo mutante, mientras se suprime la amplificacion del gen de tipo salvaje.

Figura 1. Principio del kit de deteccion de mutaciones PNAClamp ™ PIK3CA

El kit puede detectar rapidamente (en 2 h) y con alta sensibilidad un gen PIK3CA mutado incluso con
una pequeiia cantidad de ADN (10 ng). El limite de deteccion del kit, cuando el gen mutado se mezcla

con un fondo de tipo salvaje, es inferior al 2%.
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INFORMACION DE SEGURIDAD
La hoja de datos de seguridad del material (MSDS) esta disponible a pedido.

EQUIPOS Y MATERIALES SUMINISTRADOS POR EL USUARIO

v Reactivos y equipos para extraccion de ADN
Pipetas (capacidad 10 pl, 20 pl y 200 pl)
Puntas de pipeta con filtro

Microcentrifuga de mesa

Mezclador Vortex

A NN

Guantes desechables, sin polvo

Tabla 2. Lista de instrumentos de PCR en tiempo real compatibles

Empresa Modelo
Bio-Rad CFX 96
Roche Ciclador de luz 480 11
ABI ABI 7500
ABI StepOnePlus
ABI QuantStudio 5
Qiagen Rotor-Gene Q
ABI ABI 7900

Para otros instrumentos, puede ser necesaria una ligera optimizacion.
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ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES
v

v

AN

AN

<

AN

v

Lea atentamente las instrucciones y familiaricese con todos los componentes del kit antes
de usarlo.

Todos los experimentos deben realizarse en condiciones estériles adecuadas con técnicas
asépticas. Recomendé que los usuarios tuvieran pipetas dedicadas y puntas de pipeta con filtro
separadas para agregar la plantilla de ADN y durante la preparacion de reactivos.

Utilice siempre guantes sin talco cuando manipule el kit.

Para evitar la congelacion y descongelacion repetidas, coloque alicuotas de todos los reactivos
en volimenes adecuados y almacénelos congelados hasta su uso. Descongele los volumenes
apropiados de reactivos antes de cada experimento.

Todos los procedimientos experimentales deben realizarse a temperatura anfliiente.
embargo, la exposicion de la premezcla PIK3CA PNA 2X a temperatura ambiente debe
minimizarse para una amplificacién optima.

Disuelva los reactivos completamente y mézclelos completamente con vortex.

los La solucion de premezcla PIK3CA PNA 2X contietmrante fluorescente y debe
mantenerse en la oscuridad.

Si se extrajo ADN de un bloque de parafina, es posible que se requieran pasos de purificacion
adicionales.

Los tubos de PCR deben centrifugarse débilmente antes de su uso.

El uso de un volumen no recomendado para el reactivo no solo da como resultado una pérdida
de rendimiento, sino que también aumenta la posibilidad de resultados falsos.

El uso de un volumen y una concentracién no recomendados para la muestra de ADN objetivo
no solo provoca una pérdida de rendimiento, sino que también aumenta el cambio de resultados
falsos.

No intercambie ni mezcle diferentes lotes u otros productos de fabricacion.

Al utilizar instrumentos, utilice inicamente los consumibles recomendados. De lo contrario, los
instrumentos no se podran utilizar o pueden aparecer resultados falsos.

Es posible que sea necesario realizar pruebas de validacion adicionales por parte del usuario
cuando se utilizan instrumentos no recomendados.

No reutilice los reactivos restantes después de que se complete la amplificacion por PCR.

v No utilice los reactivos después de la fecha de caducidad.
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CONDICION DE ALMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD

El kit de deteccion de mutaciones PNAClamp ™ PIK3CA debe almacenarse inmediatamente después
de recibirlo a menos de -20 ° C. Cuando almacenado en las condiciones de almacenamiento

recomendadas en el paquete, el kit es estable hasta la fecha de vencimiento etiquetada.

Después de abrir el kit, los reactivos se pueden almacenar en su embalaje original epor deba jo de-

20 ° C. durante 90 dias o hasta la fecha de vencimiento, lo que ocurra primero.

CONTENIDO DEL KIT

€ Se pueden analizar un total de 25 muestras con un Kkit.

Tabla 3. Reactivos proporcionados en el Kit de deteccion de mutaciones PNAClamp ™ PIK3CA

No. | Nombre del componente Descripcion Volumen |Etiqueta de tapa
1 Mezcla sin PNA Solo cebadores 130 pl PIK CA
2 Mezcla de PNA E542 E542 PNA y cebadores 130 pl PIK Co
3 | Mezclade ES457Q346 | psys ) 9546 PNA y cebadores 130 pl PICSCA
PNA 3
4 Mezcla H1047 PNA H1047 PNA y cebadores 130 pl
5 Mezcla C420 PNA C420 PNA y cebadores 130 pl PIKCA
6 Premezcla PIK3CA PNA Premezcla de reaccion de PCR 800 u.l / vial, PIK3CA
2X 2 viales Premezcla 2X
L . . PIK3CA
7 Control de sujecion ADN de tipo salvaje 500 pl Controlar
250 ul PIK3CA
8 Control positivo ADN de tipo mutante oK ordenador
2 viales
personal

* Cada kit contiene material suficiente para analizar 25 muestras de ADN para todas las mutaciones.
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PROCEDIMIENTOS

Figura 2. Flujo de trabajo del Kit de deteccion de mutaciones PNAClamp ™ PIK3CA

1. Preparacion y almacenamiento de muestras
Los reactivos de recoleccion de muestras y extraccion de ADN no estan incluidos en el kit y deben ser
proporcionados por el usuario.

1) Se pueden utilizar como muestras tejidos incluidos en parafina fijados con formalina (FFPE),

tejidos frescos, tejidos de biopsia y plasma.
2) Transporte de la muestra: utilice la metodologia patoldgica estandar para garantizar la calidad de
la muestra.
3) Para la extraccion de ADN, se recomienda utilizar los siguientes kits de extraccion de ADNn
la Tabla 4.
Tabla 4. La lista de kits de aislamiento de ADN recomendados

muestra Modelo Empresa Numero de
catalogo
Kit de NA circulante QIAamp Qiagen 61504
DSP
Kit de preparacion de muestras Roche
Plasma cobas® cfDNA Diagnostics 07247737190
Tubo de reactivo TANBead® Taiwan Advanced 71CS46
OptiPure cfDNA Nanotech Inc.
Tejido Kit de preparacion de plantillas de .Roche‘ 11796828001
eluid PCR de alta pureza Diagnostics
;?:ﬁ‘rl:a %2&0 Kit de tejido QIAmp DNA FFPE Qiagen 56404
p /3 Mini kit QITAmp DNA Qiagen 51304
con formalina . - —
(FFPE) Kit de purificacion de ADN Promega AS1135
Maxwell® 16 FFPE Plus LEV

4) El ADN extraido se puede almacenar a 4C hasta por 24 horas, o almacenado a -20C por hasta

largo plazo almacenamiento.
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2. Preparacion de la mezcla de PCR en tiempo real

Tabla 3. Preparar la mezcla de reaccion por reaccion

Componentes Volumen
Premezcla PIK3CA PNA 2X (# 6) 10 pl
Cada mezcla de PNA (# 1 ~#5) 4 ul
ADN extraido (10 ng en total) o control de sujecién (n. ° 7), control 6 ul
positivo (n. ° 8) K
Volumen total 20 pl

1) Prepare 5 tubos de PCR para analizar un conjunto de muestras de ADN. Etiquételos como S1,
S2, S3, S4 y S5. Prepare otro conjunto de 5 tubos para CC y PC y etiquételos como C1 ~ C5 y
P1 ~P5.

2) Suma 10 pl de PIK3CA PNA 2X Premix (n. ° 6 del kit) en cada tubo.

3) Para cada tubo de PCR, agregue 41l de la correspondiente mezcla de PNA del n. © 1 ~ 5 del
kit. Por ejemplo, los tubos S1 y C1 tendran la mezcla n. © 1 sin PNA, los tubos S2 y C2 tendran
lan. ° 2E542 PNA mezclar y asi sucesivamente.

4) Para tubos de PCR S1 ~ S5, agregue 6ul de muestra de ADN preparada (10 ng en total) a cada
tubo para obtener 20 pl volumen final.

5) Para tubos de PCR C1 ~C5y P1 ~ PS5, agregue 6 ul de CCy PC (# 7, # 8 del kit),

6) Si tiene mas de una muestra de ADN para analizar, prepare un juego de CC y PC para todo el
experimento. En tal caso, se recomienda preparar una mezcla maestra que contenga 2X Premix
y cada mezcla de PNA para todas las muestras y alicuotas de 14ul a cada tubo de PCR.

7) Cuando todos los reactivos estén cargados, cierre / selle firmemente el tubo de PCR o la placa

de 96 pocillos. De lo contrario, los reactivos restantes pueden evaporarse.
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3. Reaccion de PCR en tiempo real

1) Realice una PCR en tiempo real utilizando las condiciones de ciclo que se describen a

continuacion:
UN CICLO
Pre-‘ ., 94°C 5 minutos
desnaturalizacion

CICLISMO DE CUATRO PASOS (40 CICLOS)
Desnatu;allzacm 94°C 30 segundos
Sujecion PNA 70°C 20 segundos
Recocido 63°C 30 segundos
Extension*® 72°C 30 segundos

* Configure la deteccion para leer SYBR Green a 72°C.

4. Evaluaciéon

* Consulte la guia del usuario del instrumento especializado de Panagene para conocer el

método de analisis detallado.

A. Control de sujecion (control de ADN de tipo salvaje) / Control positivo (control de ADN de
tipo mutante)

1) Los valores Ct del CC (tubo C1 ~ C5) y PC (tubo P1 ~ P5) deben caer en el rango indicado en

la Tabla 4. El ensayo debe repetirse si los valores no estan en el rango recomendado.

Tabla 4. Los rangos aceptables de Ct de CC y PC

Ensayo Rango de Ct aceptable
1 Mezcla sin PNA (C1 y P1) 21 <X <30
Rango aceptable de ACt-2 *
ey Cs‘:,'}g‘i’}r,ﬂe Control positivo
2 Mezclade E542 PNA (C2y P2) 7< <7
(® Mezcla de E545X / Q546X PNA 6< <6
(C3yP3)
@ Mezcla de H1047 PNA (C4 y g < <8
P4)
(® C420R PNA Mix (C5 y P5) 8 < <8

* ACt-2 = [Ct de control de sujecion o Ct de control positivo] - [Ct de mezcla sin PNA]
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B. muestras de ADN

1) Determinar Ct valores de cada muestra (S1 ~ S4).
i. El valor Ct de la mezcla sin PNA (S1) debe ser 21 <Ct <30
ii. El valor Ct de la mezcla sin PNA (S1) puede servir como control interno para indicar la
pureza y la concentracion de ADN. Por lo tanto, la validez de la prueba puede decidirse por

el valor Ct de la mezcla sin PNA (S1) como se muestra en la Tabla 5.

Cuadro 5. La aceptabilidad de las muestras

Valor Ct de la
Aceptabilidad | mezcla sin PNA Descripciones y recomendaciones
(S
s La amplificacion y la cantidad de muestra de ADN son
optimo 21 <Ct <25 c’)ptimaz. y
El gen diana se amplifico con baja eficacia. Para
Aceptable 25< Ct <30 obtener un resultado mas confiable, se sugiere repetir
la reaccion de PCR con una mayor cantidad de ADN.
Ct<2l La posibilidad de falsos positivos es alta. Repita la
- reaccion de PCR con una menor cantidad de ADN.
Invalido La amplificacion fallo. Verifique la cantidad y pureza
30<Ct del ADN. Es posible que se requiera una nueva
preparacion de ADN.

2) Calcular ACt-2 [Valor Ct de la muestra restado por el valor Ct de la mezcla sin PNA].
** ACt-2 = [Sample Ct (S2, S3, S4 0 S5)] - [Non PNA mix Ct (S1)]

3) Evalue el resultado junto con los valores de ACt-2 como se indica en la Tabla 7.

Tabla 7. Evaluacion del resultado

Mezcla de PNA ACt-2 Evaluacion
ACt-2<7 Mutante
Mezcla de E542 PNA 7 <ACt-2 Salvaje
ACt-2<6 Mutante
Mezcla de E545 / Q546 PNA 6 <ACt-2 Salvaje
ACt-2<8 Mutante
Mezcla PNA H1047 8 <ACt-2 Salvaje
Mezcla C420 PNA ACL2=b Saiae
ezcla 8 <ACt-2 Salvaje
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EJEMPLOS DE ANALISIS
1. Uso de Bio-Rad CFX96

1) Perfil de control de sujecion

Amplification

Ensayo

Control de sujecion
Ct

Aceptar Rango
de CT

Resultado

1 No PNA (C1)

24,38

21 <X <30

Aceptable
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Control de Aceptar
Ensayo et (0 ACt-2 Rango ACt-2 Resultado
2 Mezcla de PNA E542 (C2) 40,00 15,62 7< Aceptable
3 Mezcla PNA E545 o Q546 37,67 13.29 6< Aceptable
(C3)
4 Mezcla de H1047 PNA (C4) 38,35 13,98 8 < Aceptable
5 Mezcla de C420 PNA (C5) 40,00 15,62 8 < Aceptable
2) Perfil de control positivo
Amplification
Ensayo Control positivo Ct Aceptar Rango Resultado
de CT
1 NoPNA (C1] 22.36 21 <X <30 Acewtable
Control Aceptar
Ensayo st (6 ACt-2 Rango ACt-2 Resultado
2 Mezcla de PNA E542 (C2) 25.01 2,65 <7 Aceptable
3 Mezcla PNA E545 o Q546 2611 3.74 <6 Aceptable
(C3)
4 Mezcla de H1047 PNA (C4) 23,96 1,59 =8 Aceptable
5 Mezcla de C420 PNA (C5) 25,86 3,50 <8 Aceptable
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2) Perfil de las muestras de ADN

& PANAGENE

Amplification

Amplification

Cycles Cycles
Amiplification Amplification
e R SR R
o= 0 . . .
=
L I
E T S P Y R S E B T T R S ]
wodo ] wd S ., f
P T U S SE SO : ; ;
b == ! e
o 10 20 Q 10 2:3 ' =0 40
Cycles Cycles
Amplification
800 r r T r
oo b T ¥
3 L _,
B oo )
S RO S L % ]
Cycles
Tabla 8. Ejemplo de valores Ct de muestra
Muestra No. | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | ACE2
Ensayo 1(Cy) 2 (Cy) 3 (Cy) 4 (Ct) 5 (Ct)
(1) Mezcla sin PNA (S1) 24.07 24,26 24.25 24,28 24,26
(C?z;v{ez"la dePNAES42 | 3057 | 4000 | 3830 | 40,00 | 4000 | @D
(3) Mezcla PNA E545 o
Q546 (S3) 40,00 29,36 37.19 36,75 40,00 3-)
(4) Mezcla de H1047
PNA (S4) 40,00 34,28 29,42 37,67 34,96 @®-»
((g)siwezcm 420 PNA 40,00 40,00 37.13 31.00 40,00 -0
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* ACt-2 = [Sample Ct] - [Non PNA mix Ct (S1)]

Cuadro 9. Analisis de datos

Muestr | Muestr | Muestr | Muestr | Muestr
Muestra No. al a2 a3 a4 as
Ensayo ACt-2 | ACt-2 | ACt2 | ACt-2 | ACt=2
%21;4“"13 de PNA E342 6,50 15,74 | 14.05 | 1572 | 15,74
(3 Mezcla PNA E545 o
Q546 (S3) 15,93 5.11 12,94 12.47 15,74
(@ Mezcla de HIOATPNA | 1503 | 1005 | 597 | 1339 | 1070
(S4)
(5) Mezcla C420 PNA (S5) | 1593 | 1574 | 12,88 | 6,72 | 15,74
Mutante
Mutante Mutante | Mutante .
Resultados E542 13225;1456/ H1047 C420 Salvaje

Los resultados de la Muestral ~ 5 deben estar en el rango dado en la Tabla 7, la muestra se considera

mutada [
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2. Uso de ABI QuantStudio® 5

1) Perfil de control de sujecion

Amplification Plot
=  Clamping control @'
= AEE27
::- ) r : .:’.::(@
H-. o 4 - 4 = -_',-:_ @
P . = 3-. m W B B B ® = B B &
Control de sujecion Aceptar Rango
Ensayo Ct de CT Resultado
1 NoPNA(C]) 24 21 <X <30 Aceptable
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Control de Aceptar
Ensayo s ACt-2 Rango ACt-2 Resultado
2 Mezcla de PNA E542 (C2) 32,90 8,90 7< Aceptable
3 Mezcla PNA E545 0 Q546 37,40 13.40 6< Aceptable
(€3
4 Mezcla de H1047 PNA (C4) 36,50 12,50 8 < Aceptable
5 Mezcla de C420 PNA (C5) 40,00 16.00 8< Aceptable
2) Perfil de control positivo
Ampiification Plat @
| Positive control 3 @
- 5
o [ A8
e [ [ 7®
§ e /! pL v
Ensayo Control positivo Ct Aceptar Rango Resultado
de CT
1 NoPNA(C1) 23.00 21 <X <30 Aceptable
Control Aceptar
Ensayo positivo Ct ACt-2 Rango ACt-2 Resultado
2 Mezcla de PNA E542 (C2) 27.20 4.20 <7 Aceptable
3 Mezcla PNA E545 o Q546 25.90 2.90 <6 Aceptable
(C3)
4 Mezcla de H1047 PNA (C4) 26,50 3,50 <8 Aceptable
5 Mezcla de C420 PNA (C5) 27.40 4,40 <8 Aceptable
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2) Perfil de las muestras de ADN

L) Pt Ay A ficmnon inar
—a|  Samplel @ == sample2 @
- B = )
Bl / = @
g [ @ = %
e / @® ==
‘-. e ﬁ_/‘@ E 5
ey g s w e e @ e
= Sampled _'E Sampled @
= @ = 2
= @ - @
. g -
- o @
E Pz ®
o Samples @
- (@) Non PNA mixe
= @3 (@ E542 PNA mixe
= /% ® E545/Q546 PNA mixe
- @ H1047 PNA mix+
o (5) C420 PNA mixe
Tabla 8. Ejemplo de valores Ct de muestra
Muestra No. | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | ACE2
Ensayo 1(Ct 2 (Ct) 3(Ct) 4 (Ct) 5(Ct)
(1) Mezcla sin PNA (S1) | 24.10 23,90 23.00 22,90 24.00
(C?Z;V[ez"la dePNAESH2 1 2890 | 3320 | 3320 | 3290 | 3320 | @@
(3) Mezcla PNA E545 o
Q546 (S3) 36,40 26.10 35,70 37,40 35,70 ®-1
(4) Mezcla de H1047
PNA (S4) 36,40 35,90 27.20 36,50 33,70 @®-»
(C,?S;“mla 420 PNA 36,80 37.10 37.10 27,70 37.10 ®-0

* ACt-2 = [Sample Ct] - [Non PNA mix Ct (S1)]

www.gentechbio.com - contacto@gentechbio.co
@ gentechbio® @gentechbio




Cuadro 9. Andlisis de datos

Muestr | Muestr | Muestr | Muestr | Muestr
MuestraNo. | 41 a2 a3 a4 as
LBIRFNO ACt2 | ACt-2 | ACt-2 | ACt-2 | ACt-2
@ Mezcla de PNA E542 480 | 930 | 1020 | 1000 | 920
(S2)
(8 Mezcla PNA E545 o
12. 2.2 12,70 14,50 11,70
Q546 (S3) 30 20 ’ ’ ’
(@84;\462‘:13 de HIOA7PNA | 1530 | 1200 | 420 | 1360 | 9.70
@ Mezcla C420 PNA (S5) 12,70 13.20 14.10 4,80 13.10
Mutante
Mutante Mutante | Mutante .
Resultados E542 1365;1:6/ H1047 C420 Salvaje

Los resultt—s de la Muestral ~ 5 deben estar en el rango dado en la Tabla 7, la muestra se considera

mutada ().
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3. Uso de ABI 7500 Fast / StepOnePlus

1) Perfil de control de sujecion

Amghfication Plot
MR clamping control @
400,000 |
5 400,000 @
200,000 { -
| 3
100,000 - f @
[ c— - — #_"‘.‘

0 2 4 & B W OB W OE W D IZ N3 EITE NN ODQ

Cycie

Control de sujecion Aceptar Rango

Ct de CT Resultado

Ensayo

1 No PNA(Cl1) 24,60 21 <X <30 Aceptable
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Control de Aceptar
Ensayo sujecién Ct ACt-2 Rango ACt-2 Resultado
2 Mezcla de PNA E542 (C2) 35,70 11.10 7< Aceptable
3 Mezcla PNA E545 0 Q546 40,00 15.40 6 < Aceptable
(C3)
4  Mezcla de H1047 PNA (C4) 35,20 10.60 8§ < Aceptable
5 Mezcla de C420 PNA (C5) 40,00 15.40 8 < Aceptable
2) Perfil de control positivo
Amplification Piot
m'ml Positive control
400,000 {
|
mn.uml
1m,mui
0] m— — v —
&J‘lI-I-1l1IJIIHHJIJ!IJI:llilI?JrI'Jd-'.IIIII'¢lE
Cycle
Ensayo Control positivo Ct Aceptar Rango Resultado
de CT
1 NoPNA(CI) 23,60 21 <X <30 Aceptable
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Control Aceptar
Ensayo et ACt-2 Rango ACt-2 Resultado
2 Mezcla de PNA E542 (C2) 27,70 4.10 <7 Aceptable
(C3)
4 Mezcla de H1047 PNA (C4) 27.30 3,70 <8 Aceptable
5 Mezcla de C420 PNA (C5) 28,20 4.60 <8 Aceptable
2) Perfil de las muestras de ADN
st Py i g i
00800 ¢ @ ot o @
Samplel Sample? @
0 00a @ B 0 |
i w00 3 5 W @
g .@. ot | @
LB ] y 10600 |
bl A7 LV SR 0
tii411BUNNBRTRABETNANEE 1iil10cnnnagassnisssee
e toh
Apeptfic g Pt @ vy b e P
) ol 3 60 |
s SAMple3 e S3Mpled 0
o % = %
¥ et b = 15 g e Y
Illillﬂllll;._lhllllhll Q i.,,lﬁﬁ-pii:':'ljﬂl..hiﬁi
ArpricgonPa
! amplet @ (@) Non PNA mix«
g (2) E542 PNA mix+
- (3) E545/Q546 PNA mix+
s L BNF % (@ H1047 PNA mixe
4NN EN ;_I E® 2 P ER N EDBDEG @ C42{] PNAmjx‘-l
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Tabla 8. Ejemplo de valores Ct de muestra

Muestra No. | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | ACE2

Ensayo 1(CH | 2(CtH) | 3(Ct) | 4(Ct | 5(CH
g;\’lez‘ﬂa sin PNA 2440 | 2330 | 2510 | 24,60 | 2430
@ Mezcla de PNA 3030 | 40,00 | 40,00 | 3520 | 36,10 | @-(D
E542 (S2) ‘ : : : : -
(3) Mezcla PNA E545

0 Q546 (S3) 3560 | 2640 | 40,00 | 40,00 | 40,00 | ®-(D
(4) Mezcla de H1047
PNA (S4) 34,50 33,80 30.30 34,90 3512 | (@-(D
((?5;\462013 CA20PNA 1 4000 | 420,00 | 4000 | 3080 | 4000 | ®-®

* ACt-2 = [Sample Ct] - [Non PNA mix Ct (S1)]

Cuadro 9. Andlisis de datos

Muestr | Muestr | Muestr | Muestr | Muestr
Muestra No. al a2 a3 a4 as

Ensayo ACt-2 | ACt-2 | ACt-2 | ACt2 | ACt-2
%;;/Iezcla de PNA E542 5.90 16,70 14,90 10.60 11.80
(3 Mezcla PNA E545 o

0546 (3) 11.20 3.10 14,90 15.40 15,70
(Q;)“;\/Iezcla de H1047 PNA 10.10 | 10,50 5.20 1030 | 10,82

() Mezcla C420 PNA(S5) | 15,60 | 16,70 | 1490 | 6,20 | 15,70

Mutante
Mutante Mutante | Mutante .
Resultados E542 ]?25;1456/ H1047 C420 Salvaje

Los resultados de la Muestral ~ 5 deben estar en el rango dado en la Tabla 7, la muestra se considera

mutada. [
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CONTROL DE CALIDAD

Cada lote del kit de deteccion de mutaciones PNAClamp ™ PIK3CA se prueba con especificaciones
predeterminadas para garantizar una calidad constante del producto de acuerdo con el sistema de

gestion de calidad certificado ISO 9001 e ISO 13485 de PANAGENE.

PRUEBA DE RENDIMIENTO

1. Sensibilidad analitica
La sensibilidad analitica se determind probando las lineas celulares mutantes PIK3CA estandar
con el kit de deteccion de mutaciones PNAClamp ™ PIK3CA.
El ADN extraido se mide como 10 ng. Cada 10 ng de ADN se diluyo para tener 100, 50, 10, 4, 2,
1 y 0,5% de diferente proporciéon de mutantes. Se realizaron ocho pruebas con estas 7
condiciones de ADN para 3 lotes diferentes del kit.

Los resultados mostraron que se detecté a una concentracion de linea celular de ADN mutante

del 1-10%.

Exén Mutacion Panel | Cambio de nucledtidos | ID CoSMICO LOD (%)

E542K c.1624G> A 760 1%

E542X E542G c.1625A> G 761 1%

E542V c.1625A>T 762 2%

E545A c.1634A>C 12458 4%

E545K c.1633G> A 763 4%

9 E545G c.1634A> G 764 4%

E545X o E545D c.1635G>T 765 2%

Q546X Q546E c.1636C> G 6147 4%

Q546K c.1636C> A 766 10%

Q546P c.1637A>C 767 4%

Q546R c.1637A> G 12459 4%

H1047Y c.3139C>T 774 1%

20 H1047X | HI1047L c.3140A>T 776 1%

H1047R c.3140A> G 775 1%

7 C420R C420R c.1258T>C 757 2%

2. Especificidad analitica
La especificidad analitica se determind probando la linea de células silvestres sin ADN mutante.
Se realizaron tres pruebas en tres lotes del kitutilizando ADN (10 ng) extraido de la linea celular
de tipo salvaje (A549). Las tres pruebas mostraron ubicaciones de tipo salvaje. Las pruebas de 10
ng de ADN de las lineas celulares E542K, E542G, E542V, E545A, E545K, E545G, E545D,
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Q546E, Q546K, Q546P, Q546R, H1047Y, H1047L, H1047R, C420R mutadas mostraron

ubicaciones de tipo salvaje, excepto para cada mutante ubicacion sin reactividad cruzada.

3. Reproducibilidad
Se realizaron experimentos para evaluar la reproducibilidad de mezclar cada fragmento de
dsDNA de tipo mutante PIK3CA con ADN genémico humano de tipo salvaje PIK3CA al 4,2 y
0% de diferente proporcion de mutantes, para dos lotes, entre dos operadores, durante cinco dias.
El kit de deteccion de mutaciones PNAClamp ™ PIK3CA tenia una tasa de llamadas correcta del

100%. Todos los resultados mostraron poca variacion, con CV (%) <10%.

www.gentechbio.com - contacto@gentec
@ gentechbio® @gentechbio



2, PANAGENE

ADJUNTO ARCHIVO

1. Método de calculo del valor Ct para el kit de deteccion de mutaciones PNAClamp ™
PIK3CA

1) Recopilacion y suavizado de datos
Recopile el numero de ciclo de la fase de amplificacion (etapa III de la condicion de PCR) y
los datos (por cada canal fluorescente y por cada pocillo) medidos en cada ciclo de la
siguiente manera, y repita el suavizado de datos dos veces.

[Recopilacion de datos]

El nimero de ciclo en el n-ésimo paso de medicion de la fase de amplificacion (un numero
entero positivo con n = 1 N, un numero entero positivo con n = 1 N) se llama Ciclo (n) (n =
un numero entero positivo conn =1 N),

y el valor de la sefial fluorescente en el enésimo paso de medicion de la fase de
amplificacion se llama Flu (n),

[Suavizado de datos]
Para el Flu (n) anterior, se realiza el siguiente procedimiento para cada suavizado de datos.

i) n=10N,
Gripe (n) = Gripe (n)
i) 2<n<N-1,

Gripe (n) = (Gripe (n-1) + Gripe (n) + Gripe (n + 1))/ 3

2) Calcular la primera curva diferencial y suavizar
Calcule la primera curva diferencial usando los datos de ciclo (n) y flujo (n) en 1) y repita el
suavizado de datos dos veces.

[Calcular la primera curva diferencial ]
Los datos de la primera curva diferencial calculados a partir del ciclo (n) (n es un nimero
entero positivo de 1 a N) se llama CycleDev1 (n) (n es un nimero entero positivo de 1 a N),
y los datos del primer circuito diferencial calculados a partir de Flu (n) (n es un numero
entero positivo de 1 a 1 N) es un nimero entero positivo de los datos del primer circuito
diferencial de 1 a 1 N (N),
1) 1<n<N-l,
CycleDevl (n) = (Ciclo (n) + Ciclo (n+ 1)) /2
FluDev1 (n) = Gripe (n + 1) - Gripe (n)

[Suavizado de datos]
Para el FluDevl (n) anterior, se realiza el siguiente procedimiento en cada suavizado de

datos.
i) n=10N-1,
FluDev1 (n) = FluDevl (n)
i) 2<n<N-2,
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FluDev1 (n) = (FluDev1 (n-1) + FluDev1 (n) + FluDevl (n+ 1))/ 3

3) Calcular la segunda curva diferencial y suavizar

Calcule la segunda curva diferencial usando los datos CycleDevl (n) y FluDevl (n) en 2) y
repita el suavizado de datos cuatro veces.

[Calcular la segunda curva diferencial]
Datos de la segunda curva diferencial calculados a partir de CycleDev1 (n) (n es un nimero
entero positivo de 1 a 1 N-1),
y los datos de la segunda curva diferencial calculados a partir de FluDevl (n) (n es un
nimero entero positivo de 1 a N-2).
1) 1<n<N-2
CycleDev2 (n) = (CycleDevl1 (n) + CycleDevl (n+ 1)) /2
FluDev2 (n) = FluDevl (n+ 1) - FluDev1 (n)

[Suavizado de datos]
Para el FluDev2 (n) anterior, se realiza el siguiente procedimiento en cada suavizado de

datos.

i) n=10N-2,
FluDev2 (n) = FluDev2 (n)
i) 2<n<N-3,

FluDev2 (n) = (FluDev2 (n-1) + FluDev2 (n) + FluDev2 (n+ 1))/ 3

4) Calcular la tercera curva diferencial y suavizar
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Calcule la tercera curva diferencial utilizando los datos CycleDev2 (n) y FluDev2 (n) en 3), y
repita el suavizado de datos 10 veces.

[Calcular la tercera curva diferencial]
Los datos de la tercera curva diferencial calculados a partir de CycleDev2 (n) (n es un
nimero entero positivo de 1 a N-2) se llama CycleDev3 (n) (n es un niimero entero positivo
de 1 a N-3),
y los datos de la tercera curva diferencial calculados a partir de FluDev3 (n) (n es un nimero
entero positivo de 1 a N-2),
1) 1<n<N-3,
CycleDev3 (n) = (CycleDev2 (n) + CycleDev2 (n+ 1)) /2
FluDev3 (n) = FluDev2 (n+ 1) - FluDev2 (n)

[Suavizado de datos]
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Para el FluDev3 (n) anterior, se realiza el siguiente procedimiento en cada suavizado de
datos.
i) n=10N-3,
FluDev3 (n) = FluDev3 (n)
i) 2<n<N-4,
FluDev3 (n) = (FluDev3 (n-1) + FluDev3 (n) + FluDev3 (n+ 1))/ 3

5) Analisis de pico y calculo del valor Ct para la curva diferencial Calcular la tercera curva
diferencial y suavizar

1  Los datos de la tercera curva diferencial calculados en 4) se trazaran en el plano xy (X,
y) = (CycleDev3 (n), FluDev3 (n), n = un nimero entero positivo de 1 a N-3), y el valor
x de contacto con y = 0 se calculard de la siguiente manera y se determinara como
valores candidatos de Ct.

[Calcular los valores candidatos de Ct]

i) 2<n<N-+4,
ii) C1 =CycleDev3 (n), C2 = CycleDev3 (n + 1), F1 = FluDev3 (n), F2 = FluDev3 (n +
1),

Si F1 x F2 <0, Ct valor candidato = C1 + (C2 - C1) ((|F1 |/ (|F1 |+ |F2))

2 Trazar los datos de la segunda curva diferencial calculados en 3) en el plano xy (x, y) =
(CycleDev2 (n), un entero positivo de 1 a N-2 n), y se estima que un valor y para los
valores candidatos de Ct sea x, y se estima el segundo valor pico para cada valor
candidato de Ct.

[Calcule 2DPH de cada valor candidato de Ct]

i) 2<n<N-+4,
Si el valor n de CycleDev2 (n) con un valor maximo menor que el candidato Ct es a,
Cl1 = CycleDev2 (a-1), C2 = CycleDev2 (a), C3 = CycleDev2 (a + 1), C4 =
CycleDev2 (a + 2), F1 = FluDev2 (a-1), F2 = FluDev2 (a), F3 = FluDev (a), F3 =
FluDev (a) +4,

H1 = (F2 - F1)/(C2 - C1) x (Ct valor candidato) + ((F2 + F1) - (F2 - F1)/ (C2 - C1)
x (C2+Cl1))/2

H2 = (F4 - F3) / (C4 - C3) x (Ct valor candidato) + ((F4 + F3) - (F4 - F3) / (C4 - C3)
x (C4+C3)) /2

2DPH = (H1 + H2) /2

3 El valor Ct candidato que cumple los criterios a continuacion se determina como el valor

A GENT
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[Criterios de confirmacion del valor Ct final]
Se cumpliran los dos criterios siguientes.

i)  Valor candidato de Ct para 2DPH mayor que el estandar de corte para cada agente

i) 1) Valor candidato de Ct que indica el valor de 2DPH mas grande entre los valores
candidatos de Ct que cumplen los criterios anteriores
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EXPLICACION DE SIMBOLOS

IVD In vitro Dispositivo médico de
diagndstico

Fabricante

LOT Cédigo de lote

Contiene suficiente para <n> pruebas

REF Numero de catalogo

Limite superior de temperatura de
almacenamiento

Representante europeo autorizado

Usar por

Em Consultar instrucciones de uso

Este producto cumple los requisitos
de la Directiva Europea 98/79 EC
para dispositivos médicos de
diagnostico in vitro.
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