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Uso previsto

El kit therascreen PITX2 RGQ PCR es una prueba de PCR in vitro, en tiempo real y especifica
de metilacién concebida para la determinacién de la relacién porcentual de metilacidn
(percent methylation ratio, PMR) en el promotor 2 del homeobox 2 de la pituitaria (PITX2). La
prueba utiliza ADNg de conversién por bisulfito a partir de tejido FFPE obtenido de pacientes
con cdncer de mama de alto riesgo. La PMR ayudard a los médicos a predecir la respuesta
a la quimioterapia basada en antraciclina antineopldsica posquirirgica, con o sin tratamiento
endocrino, en pacientes con cdncer de mama negativos para HER2, positivos para receptores

de estrégeno y positivos para ganglios linfdticos de alto riesgo.

Este producto estd destinado a ser utilizado por usuarios cualificados, como técnicos y
médicos que hayan recibido formacién en técnicas de biologia molecular y en procedimientos

de diagnéstico in vitro.

El kit therascreen PITX2 RGQ PCR se utiliza con QIAGEN® Rotor-Gene Q MDx 5Plex HRM

Platform.

Resumen y explicacién

El kit QlAamp DSP DNA FFPE Tissue se utiliza para la purificacién de ADN procedente de
tejido FFPE. El homeobox 2 de la pituitaria (PITX2) es un factor de transcripcién inducido por
la via de sefializaciéon Whnt/B-catenina. El PITX2 funciona como efector de la sefializacién
Wnt mediante la obtencién y la interaccién con la B-catenina para aumentar la expresién de
genes diana implicados en la proliferacién celular, la migracién, la progresién de tumores y
la quimiosensibilidad (1-6). La actividad de la expresién génica del PITX2 se regula mediante
metilacién dentro de su regién promotora mediante la llamada "modificacién epigenética”.
Las moléculas pequefias, denominadas "grupos metilo", se unen a la citosina base del ADN

en la regién promotora de un gen. la actividad de un gen de este tipo, completa o
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parcialmente metilado, disminuye. En el cdncer de mama, se ha informado de que el PITX2
es un marcador pronéstico y predictivo para la respuesta a la quimioterapia endocrina o
basada en antraciclina. Algunos estudios clinicos han mostrado una correlacién estadistica
considerable entre la metilacién en la regién promotora del gen PITX2 y los valores de
resultados clinicos como, por ejemplo, la supervivencia sin progresién, la supervivencia sin

metdstasis, la supervivencia sin enfermedad y la supervivencia general (7-12).

El kit therascreen PITX2 RGQ PCR es un ensayo basado en PCR especifico de metilacién
(gMSP) en tiempo real. El tipo de muestra es ADNDbis, es decir, ADN genémico (ADNg) de
conversién por bisulfito. El ADNg se purifica primero a partir de tejido incluido en parafina y
fijado en formol (FFPE) de pacientes con cdncer de mama negativos para HER2, positivos
para receptores de estrégeno y positivos para ganglios linféticos de alto riesgo. Tras la
exposicién a bisulfito para distinguir entre PITX2 metilado y no metilado, la relacién porcentual
de metilacién (PMR) de tres motivos CpG del promotor 2 del gen PITX2 se cuantifica mediante
gMSP y se calcula con el software Rotor-Gene AssayManager® con el complemento Gamma
y el perfil de ensayo de PITX2. La PMR obtenida proporcionard informacién al médico
encargado del tratamiento acerca de la probabilidad de que el paciente responda a la
quimioterapia basada en antraciclina. Si la PMR obtenida es igual o inferior a 12, es probable
que el paciente responda a la quimioterapia basada en antraciclina. Por el contrario, si la
PMR obtenida es superior a 12, se puede proponer un tratamiento alternativo, ya que existe
una probabilidad menor de que el paciente responda a la quimioterapia basada en

antraciclina. (consulte "Validacién clinica limite", pdgina 80).

Principio del procedimiento

El kit therascreen PITX2 RGQ PCR utiliza PCR en tiempo real (PCRq) para determinar la
relacién porcentual de metilacién (PMR) en el promotor 2 del PITX2. El tipo de muestra para
el kit therascreen PITX2 RGQ PCR es ADNg de conversién por bisulfito. Esta conversién por
bisulfito se realiza usando el kit EpiTect Fast DNA Bisulfite (QIAGEN, n.° de referencia 59824
o 59826). El ADNg empleado para esta conversién se purifica a partir de tejido FFPE de
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pacientes con cancer de mama de alto riesgo con el kit QlAamp DSP DNA FFPE Tissue (n.°

de referencia 60404). El flujo de trabajo se muestra en la Figura 1.

Desparafinizacién . . .,
P o Xileno/etanol, histolemon/etanol o solucién de

1-2 secciones de muestra FFPE desparafinizacién
(5 pm)
Extraccién de ADN o Kit QlAamp DSP DNA FFPE Tissue
Cuantificacién de ADNg o Espectrofotémetro
Conversién por bisulfito y e Kit EpiTect Fast DNA Bisulfite
limpieza de ADNDbis e Termociclador

400 ng (min.: 200 ng;
madx.: 1000 ng)

}

therascreen PITX2 RGQ
Ensayo de PCR
Controles de datos
Determinacién de la PMR

4 pl de ADNbis

Rotor-Gene Q MDx

Rotor-Gene AssayManager V2.1
Complemento Gamma
AP_therascreen_PITX2_FFPE_CE

Figura 1. Flujo de trabajo del kit therascreen PITX2 RGQ PCR.
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El uso de gPCR permite la deteccién exacta de una secuencia de ADNbis especifica durante
la fase exponencial del proceso de amplificacién. Los datos de gPCR se pueden obtener con
rapidez, sin procesamiento posterior a la PCR, mediante la defeccién en tiempo real de

sefales fluorescentes durante el ciclado de PCR.

El ensayo del kit therascreen PITX2 RGQ PCR aprovecha el principio de hidrélisis de
oligonucledtidos de qPCR de las sondas TagMan®, en combinacién con cebadores no
especificos de metilacién (Figura 2, pdgina siguiente). Este ensayo utiliza un par de cebadores
que amplifican todas las secuencias diana de conversién por bisulfito. Se obtienen dos sefiales
distintas con esta amplificacién mediante el uso de dos sondas TagMan marcadas con dos
fluoréforos distintos. Estas sondas, formadas por oligonucledtidos marcados con un fluoréforo
indicador en el exiremo 5' [FAM™ o HEX™) y un fluoréforo supresor en sentido descendente en
el extremo 3', se hibridan con secuencias diana dentro del producto de la PCR. Una sonda es
especifica de las secuencias de ADNbis de secuencias metiladas, tefiidas con FAM. La ofra es
especifica de las secuencias de ADNbis de secuencias no metiladas, tefiidas con HEX. El andlisis
mediante gPCR de TagMan aprovecha la actividad de la exonucleasa 5’3’ de la ADN
polimerasa Thermus aquaticus (Tag). Cuando la sonda estd intacta, la proximidad del fluoréforo
indicador al fluoréforo supresor provoca la supresién de la fluorescencia del indicador debido,
principalmente, a la transferencia de energia de tipo Férster. Durante la PCR, si la diana que
nos interesa estd presente, tanto el cebador directo como el inverso se hibridan especificamente
con la sonda y la rodean. Se bloquea el extremo 3' de la sonda para evitar la extensién de la
misma durante la PCR (Figura 3, pdgina 11). Durante la fase de polimerizacién, la actividad
de la exonucleasa 5'— 3’ de la ADN polimerasa escinde la sonda, lo que causa la liberacién
del fluoréforo supresor y la emisién de la sefial de fluorescencia del indicador. A continuacién,
los fragmentos de la sonda se separan de la diana y continda la polimerizacién de la hebra.
Este proceso tiene lugar en cada ciclo y no inferfiere en la acumulacién exponencial del producto
(Figura 3, pdgina 11). El aumento de la sefial de fluorescencia se detecta Gnicamente si la
secuencia diana es complementaria a los cebadores y la sonda y, por consiguiente, se amplifica
durante la PCR. El valor de Cr es el ciclo de PCR en el que la fluorescencia de una determinada
reaccién cruza los valores umbral predefinidos (determinados con el software therascreen PITX2

Assay Package).
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Los resultados del ensayo del kit therascreen PITX2 RGQ PCR son dos valores Cr uno para
FAMy uno para HEX. Se calcula una PMR a partir del valor ACr entre ambas sefiales (Figura

2, siguiente pdgina). El cdlculo de la PMR se basa en la siguiente férmula (11):

100

PMR = 1 + 2C;FAM-CLHEX

La PMR obtenida proporcionard informacién al médico encargado del tratamiento acerca de
la probabilidad de que el paciente responda a la quimioterapia basada en antraciclina. Si
la PMR obtenida es igual o inferior a 12, es probable que el paciente responda a la
quimioterapia basada en antraciclina. Por el contrario, si la PMR obtenida es superior a 12,
se puede proponer un tratamiento alternativo, ya que existe una probabilidad menor de que

el paciente responda a la quimioterapia basada en antraciclina.

El tiempo necesario para realizar todas las tareas, desde la purificacién de ADNg hasta el

andlisis de los datos, es inferior a dos dias de trabajo.
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Secuencias metiladas de ADNg Secuencias no metiladas de ADNg

CH3 CH3 CH3

N N N
m—C o C o CC e CG e CG o G e CC o C o CC e —C o C o= CC e (G = (G e CG e CC o C o CC e
—G—G-GG—GC\—GC\—GC\—GG-G—GG— = G = G = GG == GC == GC == GC e GG = G = GG =

CH3 CH3 CH3

l Conversién por bisulfito

Ciclo 1

— A= A AA = GC == GC == GC e e — A= A AR AC == AC == AC e
Amplificacién por PCR
Ciclo 2

L] \ .
—— e —  TeIerTeN

—— A== A= AA = GC = GC = GC ——AA—A=—AA- — A== A= AA == AC =— AC == AC =———AA—A—AA~

Valor de Cr de FAM

Determinacién de la relacién porcentual de
metilacién (PMR)

Figura 2. Principio del ensayo del kit therascreen PITX2 RGQ PCR.

Manual de uso del kit therascreen PITX2 RGQ PCR 11/2017 10



Hibridacién de cebadores y sonda

—
3% ’ Polimerizacién
—— O Desplazamiento de la hebra
1
4 ——
A
VAT
<( > OD g
£TA 0O
Vo o] e Escisién
- -.}
1 Conlleva la liberacién del fluoréforo
4. """ — supresor y la emisién de la sefial de
fluorescencia del indicador
vhg
4905 o o o 0
v o @
- °© ‘ Polimerizacién completada
—_——— = = = = = = — — @] 2
! 1 Producto de la PCR completado
4-. —————————— —

Indicador ~ *______#¥ Sonda especifica ==

® Supresor -==% Producto @ Polimerasa Tag
de la PCR

Figura 3. Principio del ensayo de PCR en tiempo real de TagMan.

y acumulacién de la sefial de fluorescencia

en cada ciclo

Cebadores directos e inversos
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Materiales suministrados

Contenido del kit

- Instructions for Use (Handbook) (Instrucciones de uso
(manual))

therascreen PITX2 RGQ PCR Kit (8)

N.° de referencia 873211

Nomero de reacciones 8

Parpura PITX2 RGQ PCR Mater mix (Mezcla maestra para 660 pl
PITX2 RGQ PCR)

Azul PITX2 RGQ PCR Primer Probe Mix (Mezcla de sonda 192yl
de cebadores para PITX2 RGQ PCR)

Amarillo PITX2 RGQ PCR Reference 50 (Referencia 50 de PITX2 12 pl
RGQ PCR)

Naranja PITX2 RGQ PCR Reference Low (Referencia baja de 12 pl
PITX2 RGQ PCR)

Verde PITX2 RGQ PCR Negative Control (Control negativo de 12 pl
PITX2 RGQ PCR)

Incoloro PITX2 RGQ PCR NTC (NTC de PITX2 RGQ PCR) 12 pl

1

Materiales requeridos pero no suministrados

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

guantes desechables y gafas protectoras. Para obtener mds informacién, consulte las hojas

de datos sobre seguridad (safety data sheets, SDS) correspondientes, que puede solicitar al

proveedor del producto.
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Compruebe que los equipos se han revisado y calibrado segin las recomendaciones del
fabricante. Asegirese de que todos los reactivos de los kits no hayan caducado y se hayan

transportado y almacenado en las condiciones adecuadas.

Reactivos

e Etanol (calidad molecular 96 %-100 %)

Nota: No utilice alcohol desnaturalizado, ya que contiene otras sustancias como

metanol o metiletilcetona.

Equipo

® Termomezclador, incubador orbital térmico, bloque térmico o bafio de agua que permita
la incubacién a 56 °C y 90 °C.

Nota: Tenga en cuenta los requisitos de forma de tubo del termomezclador para

seleccionar el tamano de tubo adecuado (p. ej., tubos de 2 ml o 1,5 ml)
® Pipetas ajustables* especificas para PCR (1-10 pl; 10-100 pl; 100-1000 pl)
Se recomienda un minimo de dos juegos de pipetas: uno para la preparacién y la

distribucién de las mezclas de reaccién de PCR y otro para manipulacién de ADNbis

y controles, incluida la carga del molde de PCR.

e Puntas de pipeta de PCR sin nucleasa, resistentes a aerosoles y estériles con filtros
hidréfobos (se recomiendan puntas de pipeta con barreras de aerosol para evitar la

contaminacién cruzada).

® 1.5 ml or 2 ml microcentrifuge tubes (Tubos de microcentrifugadora de 1,5 ml 0 2 ml)
(tubos de 1,5 ml, disponibles en Eppendorf, n.° de referencia 0030120.086, o en
Sarstedt, n.° de referencia 72.690)

e Centrifuga de mesa con rotor para tubos de reaccién de 0,5 ml, 1,5 mly 2,0 ml (capaz
de alcanzar 20 000 x g)

* Compruebe que los equipos se han revisado y calibrado segin las recomendaciones del fabricante.
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Agitador vorticial

Espectrofotémetro, p. ej. equipo NanoDrop® o QlAxpert® (complemento QlAamp:

medicién de dcido nucleico total)”

Guantes desechables

Reactivos opcionales para control de flujo de trabajo

One vial containing one section (15 or 20pm) of KRAS G13D Reference Standard (Un
vial que contiene una seccion (15 o 20 pm) de estandar de referencia KRAS G13D)

(Horizon Discovery, n.° de referencia HD216).

Para purificacién manual del ADN

QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (Kit QlAamp DSP DNA FFPE Tissue) (n.° de referencia
60404)

Deparaffinization Solution (Solucion de desparafinizacion) (n.° de referencia 19093),
xileno o histolemon (Carlo Erba, n.° de referencia 454911)

Importante: La solucién de desparafinizacién, xileno o histolemon no se suministra con
el kit QlAamp DSP DNA FFPE Tissue y debe solicitarse por separado.

Adicional para conversién por bisulfito

EpiTect Fast DNA Bisulfite Kit (Kit EpiTect Fast DNA Bisulfite) (n.° de referencia 59824 o
59826)

Tubos de reaccién de 0,2 ml o tiras de 8 pocillos
Microcentrifugadora para tubos de 0,2 ml

Termociclador con tapa térmica (ya que la reaccién de bisulfito no se superpone con
aceite mineral, solo los cicladores térmicos con tapas térmicas son adecuados para este

procedimiento)

" Esta no es una lista de proveedores completa.
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Para PCR en Rotor Gene Q MDx
® Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM (n.° de referencia 9002032) y accesorios suministrados

e Software Rotor-Gene AssayManager, versién 2.1.x (x = O o superior)

® Complemento Gamma, versién 1.0.x (x = O o superior) para Rotor-Gene AssayManager
v2.1

® Perfil de ensayo de therascreen_PITX2_FFPE_CE V1.0.x (x = 1 o superior)

® loading Block for 72x 0.1 ml Tubes (Bloque de carga para 72 tubos de 0,1 ml) (n.° de
referencia 9018901)

e 72-Well Rotor (Rotor de 72 pocillos) (n.° de referencia 9018903)

® Adaptor Locking Ring 72-Well Rotor (Anillo de fijacion del adaptador para el rotor de
72 pocillos) (n.° de referencia 9018904

® Rotor Holder (Soporte del rotor) (n.° de referencia 9018908

e Strip Tubes and Caps, 0.1 ml, for the Rotor-Gene Q MDX (Tubos y tapones de tiras de
0,1 ml, para el equipo Rotor-Gene Q MDx) (n.° de referencia 981103 o 981106)

e Hielo (o bloque de enfriamiento)

Advertencias y precauciones

Para uso diagnéstico in vitro
Informacién de seguridad

Siempre que trabaje con productos quimicos, utilice una bata de laboratorio adecuada, guantes
desechables y gafas protectoras. Para obtener mds informacién, consulte las hojas de datos
sobre seguridad (safety data sheets, SDS) correspondientes. Puede obtenerlas en linea en el
préctico y compacto formato PDF en www.qiagen.com/safety donde también podrd encontrar,

consultar e imprimir las hojas de datos SDS de todos los kits y componentes de los kits QIAGEN®.
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Para obtener informacién de seguridad sobre la solucién de desparafinizacién, xileno-etanol,
histolemon-etanol, el kit QlAamp DSP DNA FFPE Tissue o el kit EpiTect Fast DNA Bisulfite,
consulte los manuales correspondientes. Para conocer la informacién de seguridad relativa a

los equipos, consulte el manual de usuario de cada instrumento.
Precauciones generales

La utilizacién de pruebas de qPCR exige la adopcién de buenas précticas de laboratorio,
como la trazabilidad, el correcto mantenimiento de los equipos destinados a biologia

molecular, y el cumplimiento de los reglamentos y las normas aplicables vigentes.

Este kit estd concebido para diagnéstico in vitro. Los reactivos y las instrucciones suministrados

con este kit han sido probados para ofrecer un rendimiento 6ptimo.

® Todos los materiales quimicos y bioldgicos son potencialmente peligrosos. Las muestras

son material potencialmente infeccioso y deben tratarse como material biopeligroso.

@ Deseche los residuos de muestras y ensayos conforme a los procedimientos de seguridad

local.

® Los reactivos del kit therascreen PITX2 RGQ PCR ofrecen una dilucién éptima. No debe

realizarse una mayor dilucién de los reactivos puesto que podrian perder eficacia.

® No utilice volimenes de reaccién (mezcla de reaccién mds muestra) inferiores o

superiores a 20 pl.

® los procedimientos de control de calidad de QIAGEN emplean pruebas funcionales de
liberacién de kit para cada lote de kit por separado. Por lo tanto, no mezcle reactivos
de lotes distintos ya que podria perjudicar su rendimiento.

e Todo el flujo de trabajo de therascreen PITX2 requiere la transferencia de muestras en
tubos distintos. De este modo, se garantiza que la trazabilidad de las muestras se
mantiene adecuadamente en cada paso.

e Asegirese de que estdn instalados el perfil de ensayo de PITX2 y el complemento

Gamma de Rotor-Gene AssayManager v2.1 necesario.
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Para conocer mds advertencias, precauciones y procedimientos, consulte Rotor-Gene Q
MDx User Manual (manual de usuario del Rotor-Gene Q MDx) y el Rotor-Gene
AssayManager v2.1 Core Application User Manual (manual del usuario de la
Rotor-Gene AssayManager Core Application).

Un cambio en los tiempos y las temperaturas de incubacién puede causar resultados
erréneos o dispares.

Descongele todos los componentes de therascreen PITX2 RGQ PCR y las muestras en un
refrigerador, en hielo, en un bloque de enfriamiento o a temperatura ambiente durante
el tiempo que sea necesario.

Nota: Si la descongelacién se realiza a temperatura ambiente, compruebe con
regularidad si el material se ha descongelado, especialmente la mezcla maestra (MMx)
de PITX2 RGQ PCR, ya que contiene dNTP que son sensibles a la temperatura.

Nota: PITX2 RGQ PCR PPM se debe proteger de la luz, ya que contiene nucleétidos de

fluoréforo.

Nota: Se debe evitar la descongelacién y la congelacién repetidas y no se debe superar

un méximo de cuatro ciclos de congelacién-descongelacién.

Prepare todas las reacciones (mezcla de reaccién y la muestra) en hielo o en un bloque

de enfriamiento.

No utilice componentes caducados o mal almacenados.

Las mezclas de reactivos pueden verse alteradas si se exponen a la luz.

No se trague ningun reactivo.

Utilice pipetas individuales exclusivas para preparar la mezcla de reaccién y afadir moldes.
No abra el equipo Rotor-Gene Q MDx hasta que no haya terminado la serie analitica.

No abra los tubos del equipo Rotor-Gene Q MDx tras la finalizacién de la serie

analitica. Deseche los tubos conforme a los procedimientos de seguridad local.

Es importante controlar que las pruebas se realicen correctamente, haciendo especial
hincapié en la introduccién incorrecta de muestras, los errores de carga y los errores de

pipeteo.
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® Asegirese de que las muestras se manipulan de forma sistemdtica para garantizar la

correcta identificacion.

® Exireme la precaucién para evitar la contaminacién de la mezcla de reaccién con los
materiales contenidos en los reactivos de control de referencia 50 de PITX2 RGQ PCR y
de referencia baja de PITX2 RGQ PCR.

® Extreme la precaucién para evitar la contaminacién por arrastre de ADN o de productos

de la PCR, ya que podria generar una sefial positiva falsa.

e Extreme la precaucién para evitar la contaminacién por DNasa, que podria degradar el
molde de ADN.

Por lo tanto, recomendamos lo siguiente:

e Utilizar material de laboratorio (como pipetas, puntas de pipeta, tubos de reaccién) libre

de nucleasas y llevar guantes desechables cuando se redlice el ensayo.

e Utilizar puntas de pipeta resistentes a los aerosoles nuevas en todos los pasos del

pipeteado para evitar la contaminacién cruzada entre las muestras y los reactivos.

Preparar la mezcla de reaccién para PCR con el material especifico (pipetas,

puntas, efc.) en una zona delimitada donde no se intfroduzcan matrices de ADN (ADN,
pldsmidos o productos de la PCR). En la misma zona, afiada NTC de PITX2 RGQ PCR al
tubo adecuado (Figura 4, pdgina 41), pero cierre este tubo después de cargar todos los
demds controles y muestras para evaluar la contaminacién cruzada. Aiada muestras
para su andlisis: referencia 50 de PITX2 RGQ PCR, referencia baja de PITX2 RGQ PCR
y control negativo de PITX2 RGQ PCR en una sala aparte con material especifico

(pipetas, puntas, efc.).
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Almacenamiento y manipulacién de los reactivos

Condiciones de envio

El kit therascreen PITX2 RGQ PCR se suministra en hielo seco. Si alguno de los componentes
del kit therascreen PITX2 RGQ PCR no estd congelado a la llegada, si el embalaje externo se
ha abierto durante el transporte o si el envio no incluye la nota de embalaje o los reactivos,
péngase en contacto con el servicio técnico de QIAGEN o un distribuidor local (visite

www.qiagen.com).
Condiciones de almacenamiento

Tras recibirlo, debe almacenar el kit therascreen PITX2 RGQ PCR inmediatamente en un

congelador a una temperatura constante entre -30 °C y -15 °C y protegerlo de la luz.

Para obtener informacién de almacenamiento y manipulacién sobre la solucién de
despardfinizacién, xileno-etanol, histolemon-etanol, el kit QlAamp DSP DNA FFPE Tissue o el

kit EpiTect Fast DNA Bisulfite, consulte los manuales correspondientes.
Estabilidad

Si se almacena en las condiciones especificadas, el kit therascreen PITX2 RGQ PCR se

mantiene estable hasta la fecha de caducidad indicada.

Una vez abiertos, los reactivos deben almacenarse en el embalaje original a una temperatura
comprendida entre -30 °C y -15°C hasta la fecha de caducidad indicada en el embalaje. Se
debe evitar la descongelacién y la congelacién repetidas y no se debe superar un méximo

de cuatro ciclos de congelacién-descongelacién.
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Para obtener informacién de estabilidad sobre la solucién de desparafinizacion,
xileno-etanol, histolemon-etanol, el kit QlAamp DSP DNA FFPE Tissue o el kit EpiTect Fast DNA

Bisulfite, consulte los manuales correspondientes.

Debe prestar especial atencién a las fechas de caducidad y condiciones de almacenamiento
impresas en las cajas y efiquetas de todos los componentes. No utilice componentes

caducados o mal almacenados.

Manipulacién y almacenamiento de muesiras

El kit therascreen PITX2 RGQ PCR debe usarse con muestras de ADNbis. El ADN purificado
y de conversién por bisulfito procede de tejido tumoral FFPE, obtenido de lesiones primarias
de pacientes con cdncer de mama negativos para HER2, positivos para receptores de
estrégeno y positivos para ganglios linféticos de alto riesgo. Fije las muestras de tejidos en
formalina segin el protocolo del laboratorio (generalmente se acepta formalina neutra

tamponada al 10 %) lo antes posible tras la escisién quirdrgica.

® Lla muestra de tejido se debe fijar en formalina al 4 %-10 % tan rdpido como sea posible
después de la extraccién quirdrgica o la biopsia central.

® Lo mejor es aplicar un tiempo de fijacién de 14 a 24 horas (los tiempos de fijacién
superiores producen una fragmentacién més intensa del ADN, provocando un

rendimiento deficiente en los ensayos de qPCR/qMSP).

® Deshidrate las muestras meticulosamente antes de incorporarlas (los restos de formalina

pueden inhibir la digestién por la proteinasa K).
® las secciones de 5 pm de grosor se deben cortar del bloque de parafina.

® Para las secciones que tienen un drea tumoral <100 mm?, se recomienda procesar dos

secciones para aumentar el drea tumoral total hasta al menos 100 mm2.

e Etiquete, manipule y almacene las muestras tumorales, bloques, secciones y muestras

listos para la purificacién de una forma controlada segun los procedimientos locales.
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Conserve y almacena las secciones y los bloques FFPE a temperatura ambiente. Las

secciones se pueden usar rdpidamente para la purificacién del ADN.

El ADN purificado con el kit QlAamp DSP DNA FFPE Tissue se puede almacenar entre
2 °Cy 8 °C para un almacenamiento a corto plazo de hasta 24 horas, o bien entre

-30°C y -15 °C si se necesita almacenarlo a largo plazo.

El ADN de conversién por bisulfito obtenido empleando el kit EpiTect Fast DNA Bisulfite
se puede almacenar entre -30 °C y -15 °C durante al menos 9 meses sin que su calidad
o conversién disminuyan. Existen ofras investigaciones sobre el almacenamiento a largo
plazo que estdn en proceso. Pédngase en contacto con QIAGEN para obtener mds
informacién.

La seccién del estdndar de referencia KRAS G13D de control de flujo de trabajo
(Horizon Discovery, n.° de referencia HD216) se puede almacenar a temperatura

ambiente durante 36 meses a partir de la fecha de fabricacién.

Procedimiento

Purificacién y preparacién del ADN gendmico

El kit therascreen PITX2 RGQ PCR se ha validado en combinacién con la solucién de

despardfinizacién QIAGEN (n.° de referencia 19093) para desparafinizacién de seccién
FFPE, el kit QI Aamp DSP DNA FFPE Tissue (n.° de referencia 60404) para purificacién de
ADNg vy el kit EpiTect Fast DNA Bisulfite (n.° de referencia 59824 o 59826) para la
conversién por bisulfito del ADNg.

la desparafinizacién de la seccién FFPE se puede realizar usando solucién de

desparafinizacién, xileno-etanol o histolemon-etanol (la equivalencia de estos tres métodos de

despardfinizacién se ha demostrado durante el desarrollo del producto).
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Si se utiliza la solucién de desparafinizacién (n.° de referencia 19093), empiece por el
procedimiento "Desparafinizacién de la seccién FFPE con solucién de desparafinizacién de
QIAGEN" pdgina 22.

Si se utiliza xileno-etanol o histolemon-etanol, pase directamente al procedimiento,
"Purificacién manual de ADNg con el kit QlAamp DSP DNA FFPE Tissue" en la pégina 24.

Opcional: para determinar si la purificacién y la conversién por bisulfito se han realizado
correctamente, se puede usar un control de flujo de trabajo. El control de flujo de trabajo
validado para el flujo de trabajo del kit therascreen PITX2 RGQ PCR es la seccién del esténdar
de referencia KRAS G13D (Horizon Discovery, n.° de catdlogo HD216).

Asegirese de que los reactivos para la purificacién del ADNg no han caducado y se han
transportado y almacenado en las condiciones adecuadas. No utilice componentes

caducados o mal almacenados.

Material inicial

El material inicial para la purificacién del ADN debe consistir en secciones recién cortadas
de tejido FFPE. Se puede conservar toda la noche a temperatura ambiente si es necesario. Se
debe usar un mdximo de dos secciones, cada una con un grosor de 5 pm y un drea de

superficie total superior a 100 mm?2, como material inicial para la purificacién del ADNg.

Desparafinizacién de la seccién FFPE con solucién de

desparafinizacién de QIAGEN

IMPORTANTE: Si la desparafinizacién se realiza con xileno-etanol o histolemon-etanol,
continde con "Purificacién manual de ADNg con el kit QlAamp DSP DNA FFPE Tissue" en la
pdgina 24.

Manual de uso del kit therascreen PITX2 RGQ PCR  11/2017 22



Cuestiones importantes antes de comenzar

Realice todos los pasos de la centrifugacién a temperatura ambiente (15-25 °C).
Equilibre todos los tampones a temperatura ambiente; equilibre la solucién de
despardfinizacién entre 20 °C y 25 °C.

La solucién de desparafinizacién no se suministra con el kit QlAamp DSP DNA FFPE

Tissue y debe solicitarse por separado.

Antes de comenzar

Ajuste un termomezclador o un incubador orbital térmico a 56 °C para su uso en los
pasos 4 y 8. Si no dispone de un termomezclador o un incubador orbital térmico, puede
utilizar en su lugar un bloque térmico o un bafio de agua.

Si los tampones AL o ATL contienen precipitados, disuélvalos mediante calentamiento a
70 °C y agitando con suavidad.

Asegirese de que los tampones AW 1 y AW2 se han preparado siguiendo las
instrucciones del manual del QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit Handbook (kit QlAamp
DSP DNA FFPE Tissue).

Procedimiento (para un mdximo de dos secciones)

1.

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

secciones de 5 pm de grosor.

Nota: Si la superficie de la muestra ha estado expuesta al aire, elimine los primeros 2 a

3 cortes.

Coloque inmediatamente las secciones en un tubo de microcentrifugadora de 1,5 ml o

2 ml (no suministrado).
Afada 160 pl de solucién de desparafinizacién y agite con fuerza durante 10 segundos.

Centrifugue brevemente para que la muestra se deposite en el fondo del tubo.

. Incube la muestra a 56 °C durante 3 minutos y, a continuacién, permita que se enfrie a

temperatura ambiente (15 °C-25 °C).
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5. Afiada 180 pl de tampén ATL y mezcle mediante agitacién vorticial.

6. Centrifugue durante 1 minuto a 11 000 x g (10 000 rpm). Aparecen dos fases (azul y

transparente).

7. Afada 20 pl de proteinasa K a la fase inferior y transparente presionando la pipeta a

través de la fase superior. Mezcle suavemente pipeteando arriba y abaijo.

8. Incube a 56 °C £ 3 °C durante >1 hora (o hasta que la muestra se haya lisado

completamente).
9. Incube a 90 °C + 5 °C durante 1 hora + 5 minutos.

La incubacién a 90°C en tampédn ATL invierte parcialmente la alteracién de los dcidos
nucleicos por el formaldehido. Los tiempos de incubacién més largos o las temperaturas
de incubacién mayores pueden provocar una fragmentacién mds intensa del ADN.
Nota: Si emplea un Unico bloque calefactor, deje la muestra a temperatura ambiente
(15 °C-25 °C) tras la incubacién a 56 °C del paso 8 hasta que el bloque calefactor haya
alcanzado los 90 °C del paso 9.

10.Centrifugue brevemente el tubo de 1,5 ml para eliminar las gotas del interior de la tapa.

11.Transfiera la fase inferior y transparente a un nuevo tubo de microcentrifugadora de

2 ml (no suministrado).
Nota: No transfiera ninguna fase azul.

12.Continle con el paso 14 de "Purificacién manual de ADNg con el kit QlAamp DSP
DNA FFPE Tissue" en la pdgina 24.

Purificacién manual de ADNg con el kit QlAamp DSP DNA FFPE

Tissue

La purificacién manual de ADNg se realiza con el kit QlAamp DSP DNA FFPE Tissue (n.° de
referencia 60404) segin el manual del kit QlAamp DSP DNA FFPE Tissue (QlAamp DSP DNA
FFPE Tissue Kit Handbook).
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Cuestiones importantes antes de comenzar

® Redlice todos los pasos de la centrifugacién a temperatura ambiente (15-25 °C).
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Antes de comenzar

e Equilibre todos los tampones a temperatura ambiente.

® Ajuste un termomezclador o un incubador orbital térmico a 56 °C para su uso en el

paso 12.

® Sino dispone de un termomezclador o un incubador orbital térmico, puede utilizar en su

lugar un bloque t#érmico o un bafio de agua.

e Silas soluciones tampén AL o ATL contienen precipitados, disuélvalos mediante

calentamiento a 70 °C y agitando con suavidad.

® Asegirese de que los tampones AW1 y AW?2 se han preparado siguiendo las
instrucciones del manual del kit QlAamp DSP DNA FFPE Tissue (QlAamp DSP DNA FFPE
Tissue Kit Handbook).

Procedimiento

Nota: Si se utiliza solucién de desparafinizacién QIAGEN, los pasos del 1 al 14 se deben
sustituir mediante el procedimiento descrito en "Desparafinizacién de la seccién FFPE con

solucién de desparafinizacién de QIAGEN", en la pdgina 22.

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

2. Corte de 1 a 2 secciones de 5 pm de grosor para alcanzar al menos 100 mm? de

superficie tumoral (consulte "Material inicial", pagina 22).
Si la superficie de la muestra ha estado expuesta al aire, elimine los primeros 2 a 3 cortes.

3. Coloque inmediatamente las secciones en un tubo de microcentrifugadora de 1,5 ml o

2 ml (no suministrado).

4. Afada 1 ml de xileno o histolemon a la muestra. Cierre la tapa y mezcle con fuerza

mediante agitacién vorticial durante >10 segundos.

5. Centrifugue a velocidad méxima durante 2 minutos + 30 segundos a temperatura

ambiente.

6. Elimine el sobrenadante mediante pipeteado. No elimine ninguna parte del sedimento.
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Afada 1 ml de etanol (96 %-100 %) al sedimento y mezcle mediante agitacién vorticial.
El etanol extrae el xileno residual de la muestra.

Centrifugue a velocidad méxima durante 2 minutos + 30 segundos 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.

10.Abra el tubo e incibelo a una temperatura entre 15 °C y 40 °C. Incibelo durante

10 minutos + 1 minuto o hasta que se haya evaporado todo el etanol residual.

11.Resuspenda el sedimento en 180 pl de tampén ATL. Afiada 20 pl de proteinasa K'y

mezcle mediante agitacién vorticial.

12.Incube a 56 °C + 3 °C durante > 1 hora (o hasta que la muestra se haya lisado

completamente).

13.Incube a 90 °C + 5 °C durante 1 hora + 5 minutos.

La incubacidn a 90°C en tampén ATL invierte parcialmente la alteracién de los dcidos
nucleicos por el formaldehido. Los tiempos de incubacién més largos o las temperaturas
de incubacién mayores pueden provocar una fragmentacién mds intensa del ADN.

Si emplea un dnico bloque calefactor, deje la muestra a temperatura ambiente tras la

incubacién a 56 °C hasta que el bloque calefactor haya alcanzado los 90 °C.

14.Centrifugue brevemente el tubo para eliminar las gotas del interior de la tapa.

Nota: Si se utiliza solucién de desparafinizacién, continde con el paso 15.

15.ARada a la muestra 200 pl de tampén AL y mezcle a fondo mediante agitacién vorticial.

A continuacién, afiada 200 pl de etanol (96 %-100 %) y mezcle de nuevo a fondo

mediante agitacién vorticial.

Es esencial que la muestra, el tampén AL y el etanol se mezclen inmediatamente

y a fondo mediante agitacién vorticial o pipeteando hasta conseguir una solucién
homogénea. El tampén Al y el etanol pueden mezclarse previamente y afadirse juntos
en un solo paso para ahorrar tiempo cuando se procesan varias muestras. Es posible
que se forme un precipitado blanco al afiadir el tampén AL y el etanol. Este precipitado

no interfiere con el procedimiento QlAamp.
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16.Centrifugue brevemente el tubo para eliminar las gotas del interior de la tapa.

17 Transfiera cuidadosamente el lisado completo a la columna QlAamp MinElute®

(en un tubo de recogida de 2 ml) sin mojar el borde, cierre la tapa y centrifugue

a aproximadamente 6000 x g durante =1 minuto. Introduzca la columna QlAamp
MinElute en un tubo de recogida limpio de 2 ml (proporcionado) y deseche el tubo de
recogida 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 QlAamp MinElute

quede vacia.

18.Abra con cuidado la columna QlAamp MinElute y afiada 500 pl de tampén AW1 sin

mojar el borde. Cierre el tapén y centrifugue a aproximadamente 6000 x g durante
> 1 minuto. Introduzca la columna QlAamp MinElute en un tubo de recogida limpio de

2 ml (proporcionado) y deseche el tubo de recogida que contiene el liquido.

19.Abra con cuidado la columna QlAamp MinElute y afiada 500 pl de tampén AW?2 sin

mojar el borde. Cierre el tapén y centrifugue a aproximadamente 6000 x g durante
> 1 minuto. Introduzca la columna QlAamp MinElute en un tubo de recogida limpio de

2 ml (proporcionado) y deseche el tubo de recogida que contiene el liquido.

Debe evitarse el contacto entre la columna QlAamp MinElute y el liquido. Algunos
rotores de centrifugadora pueden vibrar durante la deceleracién y hacer que el liquido
que contiene etanol entre en contacto con la columna QlAamp MinElute. Tenga cuidado

al retirar la columna QlAamp MinElute y el tubo de recogida del rotor, de modo que el

liquido no entre en contacto con la columna QlAamp MinElute.

20.Centrifugue a velocidad méxima (aproximadamente 20 000 x g) durante > 3 minutos
para secar completamente la membrana.
Este paso es necesario, ya que el arrastre de etanol hacia el eluato puede inhibir las

reacciones de qPCR realizadas.
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21 .Introduzca la columna QlAamp MinElute en un tubo de microcentrifugadora limpio de
1,5 ml (proporcionado) y deseche el tubo de recogida que contiene el liquido. Abra con
cuidado la tapa de la columna QlAamp MinElute y aplique 50 pl de tampdn ATE en el

centro de la membrana.

22 .Cierre la tapa e incube a temperatura ambiente (15 °C-25 °C) durante 5 minutos.

Centrifugue a velocidad maxima (aproximadamente 20 000 x g) durante > 1 minuto.
Cuantificacién de ADN

El tampdn ATE utilizado para la elucién en los kits de purificacién de ADNg contiene azida
sédica como conservante. La absorbancia de la azida sédica tiene lugar a 260 nm y, por lo
tanto, debe realizarse una medicién del blanco con tampén ATE para calibrar el

espectrofotémetro.

La concentracién de ADN se determina mediante la medicién de la absorbancia a 260 nm
después del procedimiento con el equipo utilizando QlAxpert de QIAGEN, por ejemplo
(complemento QlAamp: medicién de écido nucleico total) o un equipo NanoDrop*. Las
lecturas de absorbancia a 260 nm deben estar comprendidas entre 0,1y 1,0 para ser
exactas. Una absorbancia de 1 unidad a 260 nm corresponde a 50 pg de ADN por mililitro
(A2¢0 = 1 = 50 pg/ml). Cantidad total de ADN purificado (ng) = concentracién de ADN

(ng/pl) x volumen de la muestra (pl).
Nota: Si se utiliza el complemento QlAamp, se resta automdticamente un espectro de blando

de ATE de los calores OD, por lo que no es necesaria una muestra de ATE de blanco adicional

con esta configuracién.

* Esta no es una lista completa de los espectrofotémetros posibles para la medicién de OD2so nm.
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De manera ideal, una concentracién minima de ADNg es 10 ng/pl", pero pueden procesarse
muestras de 5 ng/pl con el riesgo de obtener resultados no vdlidos de "Low input" (entrada

baja).
Conversién por bisulfito de ADNg con el kit EpiTect Fast DNA Bisulfite

Este protocolo permite la conversién por bisulfito de cantidades de ADN de 200, 400 y hasta
1000 ng (medido empleando una medicién de OD2s0o nm) en un volumen de hasta 40 pl. La
entrada de ADN recomendada por reaccién de conversién por bisulfito es de 400 ng. Sin
embargo, en caso de un rendimiento bajo de ADN, se pueden usar entradas de ADN de
200 ng y, en caso de repeticién de pruebas debida a un indicador de "entrada baja" en el
andlisis de qPCR (consulte "Indicadores", pdgina 63), se deben usar 1000 ng o una cantidad

tan cercana a esta como sea posible.

Nota: La entrada de ADNg se refiere a una cuantificacién de ADNg con medicién de
OD 260 (p. ej., empleando un equipo NanoDrop o QlAxpert con el complemento QlAamp

para la medicién de dcido nucleico total).

Material inicial

e EI ADN genémico se debe usar para el tratamiento de bisulfito sin ningin paso de

digestién de restriccién anterior.

Cuestiones importantes antes de comenzar

e Asegirese de que los reactivos de conversién por bisulfito no han caducado y se han
transportado y almacenado en las condiciones adecuadas. No utilice componentes

caducados o mal almacenados.

" 10 ng/pl para obtener 400 ng de entrada de ADNg (entrada recomendada) para conversién por bisulfito, ya que
el volumen méximo de ADNg para conversién es 40 pl.
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El tampén protector de ADN debe pasar de verde a azul tras afiadir la mezcla de
solucién de bisulfito de ADN, lo que indica que se ha mezclado lo suficiente y que el pH
es correcto para la reaccién de conversién de bisulfito. Un pH incorrecto podria afectar

a la fijacién del ADN convertido en la columna.

Realice todos los pasos de la centrifugacién a temperatura ambiente (15-25 °C).

La solucién de bisulfito se puede almacenar a temperatura ambiente (15-25 °C) durante
al menos 6 meses.

Puede que se formen precipitados de color blanco en la mezcla de etanol/tampén BD
tras algln tiempo de almacenamiento. Estos precipitados no afectardn al rendimiento
del tampdn BD. No obstante, evite transferir precipitados a la columna de centrifugado
de ADN MinElute.

Antes de comenzar

Prepare los reactivos del kit como se describe en la seccién "Preparacién de reactivos"
del EpiTect Fast Bisulfite Conversion Handbook (manual de conversion por bisulfito
rapida EpiTect) .

Equilibre las muestras y tampones a temperatura ambiente.

Opcional: establezca un termomezclador, un bloque térmico o un incubador orbital

térmico a 60 °C para disolver la solucién de bisulfito.
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Manipulacién de las columnas de centrifugacién de ADN MinElute

Dada la sensibilidad de las tecnologias de amplificacién de los dcidos nucleicos, cuando se

manipulen las columnas de centrifugacién de ADN MinElute deben adoptarse las siguientes

medidas de precaucién con el fin de evitar una posible contaminacién cruzada entre las

preparaciones de muestras:

® Pipetee la muestra o la solucién en la columna de centrifugacién de ADN MinElute sin
mojar el borde de la columna. Evite tocar la membrana de la columna de centrifugacién
de ADN MinElute con la punta de pipeta.

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

e Abra cada vez solamente una columna de centrifugacién de ADN MinElute y tenga
cuidado para no generar aerosoles.

e Use guantes durante todo el procedimiento. Si los guantes entran en contacto con la
muestra, cdmbieselos inmediatamente.

Centrifugado

® Las columnas de centrifugacién de ADN MinElute se pueden utilizar en la mayoria de
tubos de microcentrifugadora de 1,5 ml-2 ml convencionales. Se suministra un conjunto
de tubos de recogida de 2 ml para el paso de centrifugado en seco.

e Todos los pasos de centrifugado deben realizarse a temperatura ambiente (15-25 °C).

® Procese las columnas de centrifugacién de ADN MinElute en una microcentrifugadora.

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

® Para llevar a cabo un procesamiento paralelo eficaz de varias muestras, recomendamos

llenar una gradilla con tubos de recogida a los que se pueden transferir las columnas de
centrifugacién de ADN MinElute después del centrifugado. Los tubos de recogida

pueden utilizarse varias veces.
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Procedimiento

1.

Descongele ADN para su uso en las reacciones de conversién por bisulfito. Asegirese

de que la solucién de bisulfito se ha disuelto por completo.

Nota: Si es necesario, caliente la solucién de bisulfito a 60 °C y mézclela mediante

agitacién vorticial hasta que todos los precipitados se hayan disuelto de nuevo.
Nota: No coloque solucién de bisulfito disuelta en hielo.

Prepare las reacciones de bisulfito en tubos para PCR de 200 pl (no suministrados)
segln la Tabla 1, en la pdgina siguiente. Aiada cada componente en el orden que
aparece en la lista.

Nota: El volumen combinado de ADN y agua libre de RNasa debe ser un total de 40 pl.

Nota: Para determinar el volumen adecuado de entrada de ADNg de interés, use la

siguiente férmula:

Volumen de ADNg necesario para Entrada de interés (ng)
una conversién por bisulfito (pl) ~  Concentracién de ADNg promedio (ng/yl)

Nota: Cuando se usa el kit therascreen PITX2 RGQ PCR, el protocolo de "concentracién
baja" del manual de conversién por bisulfito répida EpiTect debe usarse siempre,
incluso con la entrada de 1000 ng, ya que la concentracién de ADNg purificado de

muestras FFPE suele ser baja.

Nota: La mezcla de bisulfito debe mezclarse inmediatamente mediante agitacién
vorticial durante 5 segundos después de afadir el tampén protector de ADN para

proteger las muestras contra la degradacién.
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Tabla 1. Componentes de la reaccién de bisulfito

Componente Volumen por reaccién (pl)
ADN Variable* (40 pl maximo)
Agua libre de RNasa Variable*
Solucién de bisulfito 85

Tampén protector de ADN 15

Volumen total 140

El volumen combinado de ADN y agua libre de RNasa debe ser un total de 40 pl.

3. Cierre los tubos para PCR y mezcle inmediatamente las reacciones de bisulfito a fondo.

Almacene los tubos a temperatura ambiente (15-25 °C).

Nota: El tampén protector de ADN debe pasar de verde a azul tras afiadir la mezcla de
solucién de bisulfito de ADN, lo que indica que se ha mezclado lo suficiente y que el pH
es correcto para la reaccién de conversién por bisulfito, o unién del ADN a la columna
de centrifugacién de ADN MinElute.

4. Redlice la conversién de ADN de bisulfito con un ciclador térmico. Programa el ciclador
térmico como se indica en la Tabla 2, en la pdgina siguiente.
El ciclo completo debe durar aproximadamente 30 minutos.

Nota: Si se usa un ciclador térmico que no le permite introducir el volumen de reaccién
(140 pl), establezca el instrumento en el ajuste de volumen més elevado que esté

disponible.
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Tabla 2. Condiciones del ciclador térmico para la conversién por bisulfito

Paso Tiempo Temperatura
Desnaturalizacién 5 min 95 °C
Incubacién 10 min 60 °C
Desnaturalizacién 5 min 95 °C
Incubacién 10 min 60 °C
Mantener Indefinido* 20°C

* EI ADN convertido se puede dejar en el ciclador térmico durante la noche sin que se vea afectado
su rendimiento.

Coloque los tubos para PCR que contienen las reacciones de bisulfito en el ciclador
térmico. Inicie la incubacién de ciclado térmico.

IMPORTANTE: Ya que la reaccién de bisulfito no se superpone con aceite mineral, solo
los cicladores térmicos con tapas t#érmicas son adecuados para este procedimiento.

Es importante usar tubos para PCR que se cierren herméticamente.

Nota: El ADN convertido se puede dejar en el ciclador térmico durante la noche sin que

se vea afectado su rendimiento.

Limpieza de ADN de conversién por bisulfito

6.

Una vez completada la conversién por bisulfito, centrifugue brevemente los tubos para
PCR que contienen las reacciones de bisulfito y, a continuacién, transfiera las reacciones

de bisulfito completas para limpiar tubos de microcentrifugadora de 1,5 ml.

La transferencia de los precipitados de la solucién no afectaréd el rendimiento o a la
produccién de la reaccién.

Afada 310 pl de tampén BL a cada muestra. Mezcle la solucién mediante agitacién

vorticial y, a continuacién, centrifiguela brevemente.
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8. Afada 250 pl de etanol (96 %-100 %) a cada muestra. Mezcle las soluciones mediante
agitacién vorticial con pulsos durante 15 segundos y centrifiguelas brevemente para

eliminar las gotas del interior de la tapa.

9. Coloque el nimero necesario de columnas de centrifugacién de ADN MinElute y de
tubos de recogida en una gradilla adecuada. Transfiere toda la mezcla de cada tubo

(paso 8) a la columna de centrifugacién de ADN MinElute correspondiente.

10.Centrifugue las columnas de centrifugacién a velocidad maxima durante 1 minuto.
Deseche el liquido y coloque las columnas de centrifugacién de nuevo en los tubos de

recogida.

11.ARada 500 pl de tampén BW (tampén de lavado) a cada columna de centrifugacién
y centrifugue a maxima velocidad durante 1 minuto. Deseche el liquido y coloque las

columnas de centrifugacién de nuevo en los tubos de recogida.

12.Afada 500 pl de tampén BD (tampédn de desulfonacién) a cada columna de

centrifugacién e incube durante 15 minutos a temperatura ambiente (15 °C-25 °C).
Si hay precipitados en el tampén BD, evite que se transfieran a las columnas de
centrifugacién.
IMPORTANTE: El frasco que contiene tampén BD debe cerrarse inmediatamente después
su uso para evitar la acidificacién del diéxido de carbono en el aire.
Nota: Es importante cerrar las tapas de las columnas de centrifugacién antes de la
incubacién.

13.Centrifugue las columnas de centrifugacién a velocidad méxima durante 1 minuto.
Deseche el liquido y coloque las columnas de centrifugacién de nuevo en los tubos de
recogida.

14.Afada 500 pl de tampén BW a cada columna de centrifugacién y centrifugue a
méxima velocidad durante 1 minuto. Deseche el liquido y coloque las columnas de

centrifugacién de nuevo en los tubos de recogida.
15.Repita el paso 14 una vez.

16.ARada 250 pl de etanol (96 %-100 %) a cada columna de centrifugacién y centrifugue

a maxima velocidad durante 1 minuto.
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17.Coloque las columnas de centrifugacién en tubos de recogida nuevos de 2 ml
(suministrados) y centrifugue las columnas de centrifugacién a velocidad maxima

durante 1 minuto para eliminar todo liquido residual.

18.Coloque las columnas de centrifugacién con las tapas abiertas en un tubo de
microcentrifugadora de 1,5 ml (no suministrado) e incube las columnas durante
5 minutos a 60 °C en un bloque térmico. Este paso garantiza la evaporacién de todos

los restos de liquido.

19.Afada 15 pl de tampén EB (tampén de elucién) directamente al centro de la membrana
de cada columna de centrifugacién y cierre las tapas con cuidado.
Nota: No realice la elucién con menos de 15 pl de tampén, ya que el volumen de eluato
seria demasiado escaso para continuar con el paso de qPCR.

20.Incube las columnas de centrifugacién a temperatura ambiente durante 1 minuto.

21 .Centrifugue durante 1 minuto a 15 000 x g (12 000 rpm) para eluir el ADN.
Nota: Recomendamos almacenar el ADN purificado a una temperatura entre 2 °C y

8 °C durante un méximo de 24 horas. Cuando se almacene ADN purificado durante un

periodo superior a 24 horas, recomendamos un almacenamiento a una temperatura

entre =30 °Cy -15 °C.
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Protocolo: gPCR en el equipo Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM

El kit therascreen PITX2 RGQ PCR debe ejecutarse en el equipo Rotor-Gene Q MDx 5Splex
HRM* con la inferpretacién automatizada de los resultados del software Rotor-Gene

AssayManager v2.1.

Témese su tiempo para familiarizarse con el equipo Rotor-Gene Q MDx y con el software
Rotor-Gene AssayManager v2.1 antes de iniciar el protocolo. Consulte los manuales de
usuario del equipo, del software Rotor-Gene AssayManager v2.1 y del complemento Gamma

para obtener mds informacién.

Nota importante: Si estd usando el software Rotor-Gene AssayManager v2.1, el complemento
Gamma vy el perfil de ensayo por primera vez, consulte la seccién "Instalacion del software
Rotor-Gene AssayManager v2.1, el complemento Gamma e importacién del perfil de ensayo"
en la pdgina 54 para ver las instrucciones de instalacién. Si el software Rotor-Gene
AssayManager v2.1 software, el complemento Gamma vy el perfil de ensayo ya se han

instalado e importado en su ordenador, continGe con las siguientes instrucciones:

Configuracién de la gPCR

El kit therascreen PITX2 RGQ PCR contiene productos para analizar ocho muestras en un

méximo de tres series.

* Si corresponde, equipo Rotor-Gene Q 5plex HRM con una fecha de produccién de enero de 2010 o posterior. La
fecha de produccién 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 produccién en digitos, "aa" indica los dos
0ltimos digitos del afio de produccién y "nnn" indica el identificador exclusivo del equipo.
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Antes de comenzar

Enfrie un bloque de carga de 72 tubos de 0,1 ml durante 10 minutos en un congelador

o bien durante al menos 1 hora a temperatura de refrigeracién.

Descongele todos los componentes del kit therascreen PITX2 RGQ PCR y las muestras en
un refrigerador, en hielo, en un bloque de enfriamiento o a temperatura ambiente

durante el tiempo que sea necesario.

Nota: Si la descongelacién se realiza a temperatura ambiente, compruebe con
regularidad si el material se ha descongelado ya, especialmente la mezcla maestra
(MMx) de PITX2 RGQ PCR, ya que contiene dNTP que son sensibles a la temperatura.
Nota: PITX2 RGQ PCR PPM se debe proteger de la luz solar, ya que contiene
nucleétidos de fluoréforo.

Coloque los productos descongelados en hielo, en un bloque de enfriamiento o en un
refrigerador hasta que vuelvan a estar a una temperatura entre —30 °C y —15 °C fras su uso.
Nota: Los componentes del kit therascreen PITX2 RGQ PCR se pueden mantener a una
temperatura entre 2 °C y 8 °C y se deben proteger de la luz durante un méximo de

6 horas si se utiliza varias veces en el mismo dia.

Nota: Los componentes del kit therascreen PITX2 RGQ PCR se pueden usar durante un
méximo de cuatro ciclos de congelacién-descongelacién.

Limpie la zona de trabajo dedicada a la preparacién de la mezcla de PCR para reducir
el riesgo de contaminacién de moldes y nucleasas.

Aplique agitacién vorticial a los tubos (entre 10y 12 segundos) y, a continuacién,
centrifiguelos brevemente antes de su uso. Excepto la mezcla maestra (MMx) de PITX2
RGQ PCR, que se mezcla mediante pipeteo hacia arriba y hacia abajo, ya que contiene

polimerasa Tagq.
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Procedimiento

1. Prepare la mezcla de reaccién de qPCR de PITX2 en hielo (o empleando un bloque de
enfriamiento) en un tubo de 1,5 ml 0 2 ml (no suministrado) en funcién del nimero de

muestras que se vayan a procesar.

El esquema de pipeteo para la preparacién de la mezcla de reaccién de PITX2 que
aparece en la Tabla 3 (pdgina siguiente) se ha calculado para alcanzar volimenes de
reaccién finales de 20 pl tras afadir 4 pl de muestra de ADNbis o control. Se incluye un
volumen adicional para compensar los errores de pipeteo y permitir la preparacién de
suficiente mezcla de reaccién para cuatro muestras analizadas por duplicado més
cuatro controles. Si se analizan menos muestras, la mezcla de reaccién se puede
preparar en consonancia. Recuerde permitir un volumen adicional para compensar los
errores de pipeteo (un pocillo adicional para un méximo de 10 pocillos y dos pocillos

adicionales para un maximo de 20 pocillos).

Tabla 3. Preparacién de la mezcla de reaccién de therascreen PITX2 RGQ PCR

1 reaccién Ejemplo de placa de 12 pocillos:
Componente (pl) 1242 reacciones adicionales (pl)*
Mezcla maestra para PITX2 RGQ PCR 10 140
Mezcla de sonda de cebadores para PITX2 RGQ PCR 6 84
Volumen total de mezcla de reaccién para gPCR (pl) 16 224
Distribucién de mezcla de reaccién para qPCR 16 pl por tubo
Distribucién de muestras 4 pl por tubo
Volumen total de reaccién de gPCR 20 pl

* Se incluye un volumen de reaccién adicional para compensar los errores de pipeteo: un pocillo adicional para un
mdximo de 10 pocillos y dos pocillos adicionales para un méximo de 20 pocillos.

2. Aplique agitacién vorticial (entre 10 y 12 segundos) y centrifugue brevemente la mezcla
de reaccién de gPCR de PITX2. Coloque los tubos de tira para gPCR en un bloque de
carga enfriado previamente para 72 tubos y dispense 16 pl de la mezcla de reaccién
de gPCR de PITX2 por cada tubo de tiras segin el ejemplo de configuracién del bloque

de carga que se muestra en la Figura 4.
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Nota: Se recomienda dispensar los 16 pl de la mezcla de reaccién mediante pipeteo

inverso.

REF50 9 [Sample 3|17 NA 25 NA 33 NA 41 NA 49 NA 57 NA 65 NA
10 | Sample 3 [ 18 NA 26 NA 34 NA 42 NA 50 NA 58 NA 66 NA
11 [Sample 4] 19 NA 27 NA 35 NA 43 NA 51 NA 59 NA 67 NA
12 | Sample 4| 20 NA 28 NA 36 NA 44 NA 52 NA 60 NA 68 NA
Sample 1[ 13 NA 21 NA 29 NA 37 NA 45 NA 53 NA 61 NA 69 NA

Sample 1] 14 NA 22 NA 30 NA 38 NA 46 NA 54 NA 62 NA 70 NA

15 NA 23 NA 31 NA 39 NA 47 NA 55 NA 63 NA 71 NA

o(N|ov[o]|a|w|Nd|=

16 NA 24 NA 32 NA 40 NA 48 NA 56 NA 64 NA 72 NA

Figura 4. Configuracién del bloque de carga para un experimento con el kit therascreen PITX2 RGQ PCR, andlisis de
cuatro muestras. Los nimeros indican posiciones en el bloque de carga e indican la posicién final del rotor. Las

posiciones de los controles se establecen en el perfil de ensayo de PITX2 y no se pueden cambiar. Si los controles no
se colocan como se indica, no se puede realizar el andlisis automatizado de los resultados. REF50: referencia 50 de
PITX2 RGQ PCR; REFlow: referencia baja de PITX2 RGQ PCR; NC: control negativo de PITX2 RGQ PCR, NTC: NTC de
PITX2 RGQ PCR (NTC); Muestra de 1 a 4: muestras de ADNbis, NA: pocillo vacio.

Aplique agitacién vorticial (entre 10 y 12 segundos) y centrifugue brevemente las
muestras de ADNbis, la referencia 50 de PITX2 RGQ PCR (Ref50), la referencia baja de
PITX2 RGQ PCR (Reflow), el control negativo de PITX2 RGQ PCR (NC) y el NTC de
PITX2 RGQ PCR (NTC).

Anada 4 pl de muestra o material de control al tubo correspondiente segin la
configuracién que se indica en la Figura 4 para obtener un volumen total de 20 pl.

Mezcle suavemente 5 veces pipeteando arriba y abajo.

Nota: Extreme la precaucién a la hora de cambiar las puntas entre tubos para evitar
resultados falsos positivos como consecuencia de la contaminacién por molde no
especifico.

Cierre todos los tubos y compruebe que no haya burbujas en el fondo de los mismos.
Vuelva a almacenar todos los componentes y las muestras del kit therascreen PITX2 RGQ
PCR segin las condiciones de almacenamiento adecuadas para evitar la degradacién

de los materiales.
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Preparacién del equipo Rotor-Gene MDx

Se recomienda encarecidamente ejecutar la serie lo antes posible después de la preparacién;
no obstante, si la placa se prepara pero no se puede ejecutar directamente (debido a que el
equipo no estd disponible), es posible almacenar la placa a una temperatura entre 2 °C y

8 °C y protegida de la luz durante un méximo de 24 horas (consulte "Periodo en uso", pégina
80).

7. Coloque un rotor de 72 pocillos en el soporte del rotor Rotor-Gene Q MDx.

8. Llene el rotor con tubos de tiras ya preparados segin las posiciones asignadas,

comenzando en la posicién 1, como se muestra en la Figura 5.

9. Complete las posiciones vacias con tubos vacios y cerrados para llenar el rotor por

completo.

Nota: Asegirese de insertar el primer tubo en la posicién 1y de orientar correctamente
los tubos de tiras y colocarlos en las posiciones adecuadas (es importante para la

validez y la trazabilidad de la muestra en la serie), tal como se muestra en la Figura 5.

Nota: Mantenga siempre los cuatro controles (REF50, REFlow, NC y NTC) en las

posiciones de la 1 a la 4 de forma que la optimizacién de la ganancia (realizada en la
posicién de tubo 1) se realice siempre en la misma amplificacién. Asegurese de que los
controles se cargan en el orden correcto para el andlisis automatizado de los controles

(si se invierten los controles, se invalidard el andlisis mediante el perfil de ensayo

de PITX2).
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Figura 5. Configuracién del rotor para un experimento con el kit therascreen PITX2 RGQ PCR. REF50: referencia 50 de
PITX2 RGQ PCR; REFlow: referencia baja de PITX2 RGQ PCR; NC: control negativo de PITX2 RGQ PCR, NTC: NTC de
PITX2 RGQ PCR (NTC); S1 a S4: muestras de ADNbis. Nota: El resto de posiciones '~/ debe llenarse con tubos vacios.

10.Coloque el anillo de fijacién.
11.Cargue el equipo Rotor-Gene Q MDx con el rotor y el anillo de fijacién. Cierre la tapa

del equipo.
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Creacién de una lista de trabajo e inicio del andlisis de gPCR

Nota: La lista de trabajo se puede crear y guardar antes de preparar las muestras o bien

cuando el experimento se configura en el equipo como se describe en este manual.

12.Encienda el equipo Rotor-Gene Q MDx.

b7
13.Abra el software Rotor-Gene AssayManager haciendo clic en el icono: 4 7 Se abre

la ventana de Rotor-Gene AssayManager (Figura 6).

Rotor-Gene AssayManager
e
QLAGEN

User ID

Password

Mode

Closed b

Figura 6. Pantalla de inicio de sesién de Rotor-Gene AssayManager.

14.Inicie sesién como usuario con la funcién "Operator" (Operador) en el modo cerrado.
Haga clic en "OK" (Aceptar). Se abre la ventana de Rotor-Gene AssayManager

(Figura 7, siguiente pdgina).

15.Compruebe que el RGQ se detecta correctamente con el software antes de ejecutar la
serie.

16.Seleccione la pestafia "Setup" (Configuracién).

Nota: Las funciones generales del entorno "Setup" y de "Creating/Editing a Work List"
(Creacién/edicién de una lista de trabajo) se describen en el manual de usuario de

Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application.

17 .Haga clic en "New work list" (Nueva lista de trabajo") (Figura 7).
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Figura 7. Descripcién de las distintas pestafias presentes en el software RGAM.

1 Pestafia "Setup" Esta pestafia permite gestionar 5 Pestafia "Service" (Servicio) Muestra el informe de

o aplicar listas de trabaijo. un seguimiento de auditoria de cada archivo que
el software ha generado.

2 Comprobacién de listas de trabajo aplicadas. 6  Ficha "Configuration" (Cofiguracién). Permite
Muestra solamente listas de trabajo nuevas. configurar todos los pardmetros del software.
Ya se ha realizado una "lista de trabajo aplicada".

3 Pestafia "Approval" (Aprobacién) Esta pestaia 7  lconos de Rotor-Gene Q MDx (RGQ):
le permite buscar experimentos anteriores.

4 Pestaiia "Archive" (Archivo) Le permite buscar - No conectado ﬂ Conectado

experimentos antiguos que ya se han aprobado.

18.Seleccione el perfil de ensayo de PITX2 de la lista de perfiles de ensayo disponibles
(Figura 8).
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Create work list | Select assay profiles and define assay details
Available assoy profies Selected sasay profiles

Assay profile name a Vers. Req P Assay profite name Short name Version Req. Pos. o samples | New st e
Kt informatice Ipsogen_JAK2_blood_US 004 14

[eraseresn_PITHa_FFPE_CE 501 4 |[

Samplen

Properties

Messages

Free positons [Z] e coment ok st does ot contin an sssay proie. At sn assay pofie. (470014)

Pt Bt | w |
]

Figura 8. Importacién de perfil de andlisis.

19.Transfiera el perfil de ensayo seleccionado a la lista de perfiles de ensayo
seleccionados. Para ello, haga clic en la flecha (a la derecha del nombre del perfil de
ensayo). Ahora, el perfil de ensayo deberia mostrarse en la lista "Selected assay

profiles" (Perfiles de ensayo seleccionados) (Figura 8).

20.En la pestafia "Assays" (Ensayos), complete los campos de color amarillo: Ndmero de

muestras (hasta 8) segin la configuracién de su placa (Figura 9).

Nota: El nimero de muestras no corresponde con el nimero de pocillos y no incluye
controles. Las muestras se analizan por duplicado y, por tanto, una muestra corresponde
a dos pocillos. Por ejemplo, se van a insertar 4 muestras para la placa de 12 pocillos

que se presenta en la Figura 4 (pdgina 41).
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| Create work list | Select assay profiles and define assay details
pEFT— Fr—
Assay protia name Ve Rea - nssay profie name Short name Version Reg. Pos. 2 i e stp tube
| Kt intocmation therascreen_PITY2_FFPE_CE P 001 4
| |
| |
Properties
Messages
£ gl Enter the number of samples far axsay profile therascreen_PITX2_FFPE_CE. (470015)
[0 Show only compatie Assey Preties
[Eem——

I i coseo oo
Figura 9. Introduccién del ndmero de muestras.

21.Seleccione la pestafia "Kit Information" (Informacién del kit). Inserte la informacién del
kit; para ello, puede seleccionar "Use kit bar code" (Usar cédigo de barras del kit) y
escanear el cédigo de barras, o bien seleccionar "Enter kit information manually"
(Introducir informacién del kit manualmente) e insertar manualmente la informacién del

kit que se encuentra en la etiqueta de la caja del kit therascreen PITX2 RGQ PCR:

Niémero de material

g Fecha de vencimiento
Ndmero de lote
22.Seleccione la pestafia "Samples" (Muestras). Se muestra una lista con informacién
detallada de las muestras. Esta lista representa la distribucién prevista del rotor.
23.Introduzca la identificacion de la muestra, asi como toda informacién de la muestra

opcional, como comentario en cada muestra (Figura 10).
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Creato wark list | Edit samples

| Ay | Sargie detads

Pos. | |strhe [l Sarriie © ten | Sarsple trew Torgels sy e ——
FAM, Mefylated 7
Tead FM,_ Mebrplated_ T
(] il Memyimed_7
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Figura 10. Ajustes de muestra.
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24 .Seleccione "Properties" (Propiedades) e introduzca un nombre de lista de trabajo

(Figura 11).

Croate work fist | Edit properties

| Ay Properiee Menagrs
| . W 21 @ ::;‘;-T:é;.':l-;w-u!ntlu
s o e g (S

2

Figura 11. Creacién de la lista de trabajo.

25.Marque la casilla de verificacién "worklist is complete (can be applied)" (lista de trabajo
completa, se puede aplicar).

26.Guarde la lista de trabajo.
Opcional: Pulse "Print work list" (Imprimir lista de trabajo) para imprimir la lista de
trabajo. La impresién de la lista de trabajo puede facilitar la preparacién y la
configuracién de la serie. La informacién detallada de las muestras se incluye como

parte de la lista de trabajo.
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27 .Seleccione la lista de trabajo correspondiente del gestor de listas de trabajo y haga clic
en "Apply" (Aplicar). Si la lista de trabajo sigue abierta, simplemente haga clic en el
botén "Apply".

Nota: Compruebe que el Rotor-Gene Q MDx se detecta correctamente con el software
antes de ejecutar la serie.

28.Introduzca el nombre del experimento.

29.Seleccione el termociclador que se va a utilizar en "Cycler selection" (Seleccién del

termociclador).
Nota: Debe utilizarse un termociclador Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.
30.Compruebe que el anillo de fijacién esté bien colocado y confirmelo en la pantalla.

31.Haga clic en "Start run" (Iniciar serie). La serie gPCR deberia empezar.

Liberacién y comunicacién de los resultados de la gPCR

La funcionalidad general del entorno "Approval" se describe en el Rotor-Gene AssayManager
v2.1 Gamma Plug-in User Manual (manual de usuario del complemento Gamma de Rotor-

Gene AssayManager v2.1).

Una vez finalizada la serie y liberado el termociclador, el experimento se guarda en la base
de datos interna. El andlisis de los datos adquiridos se realiza autométicamente en funcién

del las normas y pardmetros definidos en el perfil de ensayo.
Nota: Se necesita la funcién de usuario "Approver" [Aprobador) para aprobar una serie.

1. Cuando la serie haya finalizado, haga clic en "Finish run" (Finalizar serie) para analizar

y exportar los datos.

Nota: El experimento se guarda en la base de datos interna solamente cuando ha

finalizado este paso.

2. Después de hacer clic en "Finish run", introduzca la contrasefia y haga clic en "Release

and go to approval" (Liberar y pasar a aprobacién) (Figura 12).
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Figura 12. Duracién de la serie.

Los usuarios que hayan iniciado sesién con la funcién "Approver" pueden hacer clic en
"Release and go to approval".

Los usuarios que hayan iniciado sesién con la funcién "Operator" pueden hacer clic en
"Release" (Liberar).

Si ha hecho clic en "Release and go to approval", se mostrardn los resultados del
experimento en el entorno "Approval".

Si un usuario con la funcién "Operator" ha hecho clic en "Release", ofro usuario con la
funcién "Approver" deberd iniciar sesién y seleccionar el entorno "Approval.

Nota: En la pestafia "Approval", se pueden andlizar los experimentos cambiando entre
pestaiias (es decir, experimento, ensayo, seguimiento de auditoria, serie, control, resultados).

3. Compruebe las curvas de amplificacién de cada muestra, marque la primera casilla
del lado derecho de la columna "flags" (indicadores) y la columna se volverd verde
(Figura 13).
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Figura 13. Comprobacién de la curva de amplificacién.

4. Haga clic en "Release/report data" (Liberar/notificar datos), que se encuentra en la
parte inferior derecha de la ventana), para crear un informe en .pdf y guardar el archivo
del LIMS (se guarda automdticamente una copia en C:\Documents and setftings\
AllUsers\Documents\QIAGEN\RotorGeneAssayManager\Export\Reports).

5. Cierre el archivo pdf y vuelva a Rotor-Gene AssayManager. Haga clic en "OK" cada
vez que se solicite.

6. Vaya a la pestafia "Archive" para exportar el archivo .rex. Compruebe que los valores
de "start date" (fecha de inicio) y "end date" (fecha de finalizacién) son correctos y
haga clic en "apply filter" (aplicar filiro). Seleccione el experimento que va a exportar y,

a continuacién, haga clic en "Show assays" (Mostrar ensayos) (Figura 14).
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Figura 14. Exportar los datos de la serie.

7. Exporte el archivo .rex (el archivo se guarda en C:\Documents and settings\
AllUsers\Documents \QIAGEN\RotorGeneAssayManager\Export\Experiments).

Nota: El software genera automdticamente un archivo del LIMS en C:\Documents and
settings\All Users\Documents\QIAGEN\RotorGeneAssayManager\Exporf\LIMS

8. Descargue el equipo Rotor-Gene Q MDx y deseche los tubos de tiras conforme a los

requisitos de seguridad local.

Nota: Se necesita un paquete de asistencia de la serie para recibir asistencia durante la
resolucién de problemas por parte del Centro de servicio técnico de QIAGEN. Los
paquetes de asistencia pueden generarse desde los entornos "Approval" o "Archive".
Para obtener mds informacién, consulte el apartado "Creating a support package"
(Creacién de un paquete de asistencia) en el manual del usuario de la Rotor-Gene

AssayManager v2.1.
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Ademés del paquete de asistencia, también puede resultar Gtil el seguimiento de
auditoria de +1 dia relacionado con el incidente. El seguimiento de auditoria puede
obtenerse desde el entorno "Service". Para obtener mds informacién, consulte el manual

del usuario de la Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application.

Instalacién del software Rotor-Gene AssayManager v2.1, el complemento Gamma
e importacién del perfil de ensayo

El software Rotor-Gene AssayManager v2.1 debe estar instalado en el ordenador conectado
al equipo Rotor-Gene Q MDx. El software puede descargarse desde la seccién "Operating
Software" (Software operativo) situada en la pestafia "Product Resources" (Recursos del
producto) de la  pdgina del producto  Rotor-Gene  AssayManager v2.1:

www.giagen.com/Products/Rotor-GeneAssayManager_v2_1.aspx.

Para obtener mds informacién sobre la instalacién del software Rotor-Gene
AssayManager v2.1 consulte el manual de usuario de la Rotor-Gene AssayManager v2.1
Core. Para obtener mds informacién sobre el software adicional necesario en los ordenadores
conectados, consulte la Rotor-Gene AssayManager v2.1 Quick-Start Guide (guia de inicio

rapido de Rotor-Gene AssayManager v2.1).

Para la interpretacién automdtica de los resultados con el kit therascreen PITX2 RGQ PCR con
el software Rotor-Gene AssayManager v2.1, se debe instalar el complemento Gamma mds
reciente en su Rotor-Gene AssayManager v2.1. Consulte "Product Resources" (Recursos del
producto" en la pdgina del producto Rotor-Gene AssayManager v2.1:
www.qiagen.com/Products/Rotor-GeneAssay Manager_v2_1.aspx para acceder a la dltima

versién del complemento.
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El kit therascreen PITX2 RGQ PCR también necesita un perfil de ensayo. El perfil de ensayo
contiene todos los pardmetros necesarios para realizar el ciclado y el andlisis del ensayo de
PITX2. Estos pardmetros estdn bloqueados para la serie. El perfil de ensayo de PITX2
(AP_therascreen_PITX2_FFPE_CE) corresponde a un archivo ".iap" que se puede descargar
desde la pdgina del producto del kit therascreen PITX2 RGQ PCR:
www.qiagen.com/shop/detection-solutions/personalized-healthcare /therascreen-pitx2-rgq-
per-kit-ce/ en la pestaiia "Product Resources" en "Protocol Files" (Archivos del protocolo). El

perfil de ensayo debe importarse al software Rotor-Gene AssayManager v2.1.

Los detalles sobre la instalacién del complemento Gamma y la importacién del perfil de

ensayo al software Rotor-Gene AssayManager v2.1 son los siguientes.

1. Descargue el complemento Gamma de www.qgiagen.com.

2. Inicie el proceso de instalacién haciendo doble clic en el archivo
GammaPlugin.Installation.msi y siguiendo las instrucciones de instalacién. Para ver una
descripcién detallada de este proceso, consulte el apartado sobre la instalacién de
complementos del AssayManager Core Application User Manual (manual del usuario de

la AssayManager Core Application).

3. Tras instalar correctamente el complemento, un usuario con derechos de administrador
del software Rotor-Gene AssayManager deberd importar el perfil de ensayo como se

indica a continuacién:

4. Vaya al explorador de Windows y guarde el perfil de ensayo en el siguiente archivo:
"C:\Documents and Settings\All Users\Documents\QIAGEN\Rotor-
GeneAssayManager\Import\AssayProfiles".

5. Abra el software Rotor-Gene AssayManager haciendo clic enel 4 icono.

#

6. Inicie sesidn en Rotor-Gene AssayManager con su ID de usuario y su contrasefia. No
cambie el "Closed mode" (Modo cerrado). Haga clic en "OK". Se abre la ventana de

Rotor-Gene AssayManager.

7. Seleccione el entorno de configuracién (Figura 15).
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Figura 15. Ficha "Configuration" (Configuracién).

8. Seleccione la pestafia "Assay Profiles" (Perfiles de ensayo).
9. Haga clic en "Import" (Importar).

10.Seleccione el perfil de ensayo AP_therascreen_PITX2_FFPE_CE_V1.0.x.iap (x = 1 o

superior) que se va a importar en el cuadro de didlogo y haga clic en "Open" (Abrir).

11.Una vez que el perfil de ensayo se ha importado correctamente, se puede utilizar en el

entorno "Setup".
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Interpretacién de los resultados

Andlisis de los datos

El andlisis de los resultados del kit therascreen PITX2 RGQ PCR con cada control y cada
muestra se realiza automdticamente mediante el software Rotor-Gene AssayManager v2.1
junto con el complemento Gamma v1.0 y el perfil de ensayo de PITX2, a partir de ahora

denominado PITX2 Assay Package (paquete de ensayo de PITX2).

PITX2 Assay Package analiza curvas de amplificacién y puede invalidar curvas que no se
ajustan en funcién de su forma y de la amplitud del ruido. En este caso, se asociard un
indicador con la curva invalidada. Se pueden mostrar también indicadores de advertencia
en el caso de anomalias de curva que no invalidadas (consulte la lista de indicadores en la

seccién "Indicadores", pagina 63).

Para determinar la validez del ensayo, PITX2 Assay Package analiza ademds los controles de
serie, es decir, la referencia 50 de PITX2 RGQ PCR (REF50), la referencia baja de PITX2 RGQ
PCR (REFlow), el control negativo (NC) de PITX2 RGQ PCR y el NTC de PITX2 RGQ PCR
(NTC). La validez de cada control se basa en el cumplimiento de los valores de Cry/o PMR
con especificaciones predefinidas (consulte "Resultados globales de las muestras", en la

pégina 61, y "Indicadores”, en la pagina 63).

Nota: Si hay al menos un control no vdlido, los resultados obtenidos con todas las muestras

de la prueba se consideran invdlidos y no se muestra ningin resultado de PMR.

PITX2 Assay Package también analiza las muestras mediante la comprobacién de la validez
de los duplicados y la validez de la entrada (consulte "Resultados globales de las muestras”,
en la pdgina 61, "Indicadores", en la pagina 63). Finalmente, se asigna un valor de PMR sin
digitos a las muestras segin el significado de los dos resultados de PMR obtenidos con cada

repeticién de muestra. La PMR obtenida con cada paciente proporcionard informacién al
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médico encargado del tratamiento acerca de la probabilidad de que el paciente responda a
la quimioterapia basada en antraciclina. Si la PMR obtenida es igual o inferior a 12, es
probable que el paciente responda a la quimioterapia basada en antraciclina. Por el
contrario, si la PMR obtenida es superior a 12, se puede proponer un tratamiento alternativo,
ya que existe una probabilidad menor de que el paciente responda a la quimioterapia basada

en antraciclina (Figura 16).

PMR de la muestra de
paciente

!

La PMR de la muestra No

Existe una probabilidad
alta de que el paciente

. — .
del paciente es responda al tratamiento
superior a 12 con antraciclina
l Si
Existe una

probabilidad més baja
de que el paciente
responda al
tratamiento con
antraciclina

Figura 16. Interpretacién de los resultados de PMR de muestras de un paciente con el kit therascreen PITX2 RGQ PCR.

Los resultados de las muestras de la prueba, definidos y analizados automdticamente por el
software PITX2 Assay Package, tienen que ser aprobados y liberados por un usuario que haya
iniciado sesién con la funcién "Approver". Los resultados de las muestras por aprobar tienen
tres botones de aprobacién adicionales al final de la fila que les corresponde. Estos botones se
utilizan para aceptar o rechazar interactivamente los resultados de las muestras. Para obtener
mds informacién, consulte el manual de usuario del complemento Gamma de Rotor-Gene

AssayManager v2.1.
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Nota sobre el control de flujo de trabajo: la muestra HD216 (control de flujo de trabajo) debe
generar un valor de PMR entre 30 y 50. Si esta PMR se obtiene con este control de flujo de
trabajo, se puede validar tanto el paso de purificacién de ADNg como el de conversién por
bisulfito.

Si existen resultados no vélidos, consulte "Guia de resolucién de problemas”, en la pagina 68.

Repeticién del andlisis

Si existen resultados no vdlidos, se deben repetir las pruebas. Si el ensayo no es vélido, es
decir, si uno de los cuatro controles no es vdlido, se debe volver a realizar la serie completa
con todas las muestras analizadas. Si el ensayo es vélido pero una o varias muestras no son
vélidas, las muestras no vélidas se deben volver a analizar tras investigar el tipo de error
(consulte "Indicadores", en la pagina 63, Tabla é y Tabla 7, en las pdginas 64-65). En la

Figura 17 se muestra un flujo de trabajo del procedimiento de repeticién de prueba.
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Figura 17. Flujo de trabajo de repeticién de andlisis del kit therascreen PITX2 RGQ PCR.

Muestra de ADNg

Conversién por
bisulfito

|

Serie del kit
therascreen PITX2
RGQ PCR

iSi

Se determina la
PMR de la muestra

No Volver a procesar todas
las muestras analizadas
Indicador de Nuevo andlisis
—> invalidacion* —»| 400 ng de muestra no
vélida de ADNg*
—> APMR alta
No Volver a analizar 400
— o 1000 ng de muestra
Una repeticién no no vdlida de ADNg'
vélida
Nuevo andlisis
—> Entrada baja —| 1000 ng de muestra

* Consulte Tabla 6 y Tabla 7, paginas 64-65.

t Se puede usar una entrada de 200 ng si no hay disponible suficiente ADNg; no obstante, el riesgo de obtener un

resultado no vélido debido a un indicador de "entrada baja" es mayor.

no vdlida de ADNg
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Visualizacién de los resultados

Dianas y dianas combinadas

Los resultados de cada reaccién del kit therascreen PITX2 RGQ PCR se muestran bajo los

siguientes nombres de diana y de diana combinada:

e "FAM_Methylated_1": resultados del canal verde de todos los controles y de la

repeticién 1 de las muestras de la prueba.

e "FAM_Methylated_2": resultados del canal verde de la repeticién 2 de las muestras de
la prueba.

e "HEX_Unmethylated_1": resultados del canal amarillo de todos los controles y de la
repeticién 1 de las muestras de la prueba.

e "HEX_Unmethylated_2": resultados del canal amarillo de la repeticién 2 de las muestras
de la prueba.

® "PMR": estas dianas son combinadas; el resultado correspondiente tiene en cuenta la

validez de los controles. Estas dianas se muestran para todos los controles y muestras de

la pruebaq, si son vdlidas.

® "Mean_PMR": estas dianas son combinadas; el resultado correspondiente tiene en
cuenta la validez de los controles. Estas dianas se muestran para todas las muestras de

la pruebaq, si son vdlidas.

Resultados globales de las muestras

La conclusién del andlisis para cada muestra y control se indica en la columna "Overall

Sample Result" (Resultado global de la muestra) del informe (Tabla 4).
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Tabla 4. Resultados globales de la muestra y acciones

Resultado global de  Tipo de muestra Descripcién Accién
la muestra
Vdlido REF50, REFlow, El control o la muestra de la prueba es N/D
NC, NTC y muestra  vdlido
de la prueba*
No vdlidot REF50, REFlow, El control no es vélido Repetir toda la serie
NC, NTC y muestra
de la prueba
No vélido Muestra de la La muestra de la prueba no es vélida Configurar una nueva

No vélida, una
repeticién no vdlida

No vdlida, PMR delta
alta?

prueba

Muestra de la
prueba

Muestra de la
prueba

Si una de las dianas
(FAM_Methylated_1,
FAM_Methylated_2,
HEX_Unmethylated_1 o
HEX_Unmethylated_2) no es vélida, la
muestra se considera no vdlida

El valor de la PMR delta entre la primera
repeticién y la segunda repeticién es
superior a un valor especifico ¢, la
muestra se considera no vdlida

serie para repetir las
muestras no vélidas

Configurar una nueva
serie para repetir las
muestras no vélidas

Configurar una nueva
serie para repetir las
muestras no vélidas

*

La interpretacién del resultado de la PMR vélido de la muestra de la prueba se explicé anteriormente (consulte la

Figura 16).

Cuando los controles no son vélidos, los valores de Cr no vdlidos y los resultados de la PMR se muestran entre
corchetes para ofrecer informacién.

Cuando una muestra no es vdlida debido a una PMR delta alta, los valores de Cr y los resultados de la PMR de
ambas repeticiones, asi como la PMR media, se muestran para ofrecer informacién. Sin embargo, la muestra se
debe volver a analizar para obtener un resultado vélido.

El valor especifico varia en funcién del valor de PMR obtenido con cada muestra (consulte Tabla 5, pagina

siguiente).
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Tabla 5. Criterios de PMR delta

Mean-PMR Duplicados de PMR delta
0-1 <1

1-5 <5

5-10 <7

10-15 <9

15-35 <13

35-65 <15

65-85 <18

85-100 <6

Indicadores

los indicadores se muestran para ofrecer informacién adicional sobre los resultados
obtenidos, en concreto sobre los resultados no vélidos. Las anomalias no problemdticas
pueden marcarse con un indicador de advertencia que no genera un resultado no vélido.
Para conocer los indicadores universales incluidos en el complemento Gamma, consulte

también el manual de usuario del complemento Gamma de Rotor-Gene AssayManager v2.1.

El andlisis automatizado del ensayo del kit therascreen PITX2 RGQ PCR puede proporcionar
indicadores especificos de ambos ensayos (Tabla 6, pdgina siguiente) e indicadores

generales (Tabla 7, pagina 65).
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Tabla 6. Indicadores especificos del ensayo

Indicador especifico del ensayo  Tipo de Descripcién Accién
muestra

Indicadores especificos del
ensayo para controles

BELOW_ACCEPTED_RANGE REF50, El resultado de PMR es inferior al rango  Repetir toda la serie
REFlow aceptado (<36 para REF50, <2 para
REFlow).
ABOVE_ACCEPTED_RANGE REF50, El resultado de PMR es superior al rango  Repetir toda la serie
REFlow aceptado (>65 para REF50, >13 para
REFlow).
NO_SIGNAL REF50 El valor de Cr de FAM_Methylated_1 Repetir toda la serie
y/o HEX_Unmethylated_1 diana es >32
NO_SIGNAL REFlow El valor de Cr de HEX_Unmethylated_1 Repetir toda la serie

diana es >32

Indicadores especificos del ensayo para
muestras de la prueba

PMR_ABOVE_OR_EQUAL_92* Muestra de El resultado de PMR es superior al limite Ninguna
la prueba de defeccién determinado para la sonda
que establece como diana secuencias no
metiladas anteriores. Este indicador no
es de invalidacién, sino de advertencia.

PMR_BELOW_OR_EQUAL 4*  Muestra de El resultado de PMR es inferior al limite Ninguna
la prueba de deteccién determinado para la sonda
que establece como diana secuencias
metiladas anteriores. Este indicador no
es de invalidacién, sino de advertencia.

LOW_INPUT_RETEST_NEEDED  Muestra de El valor de Cr de FAM_Methylated_1 y Aumentar la
la prueba HEX_Unmethylated_1 o entrada de ADNg
FAM_Methylated_2 y en la conversién
HEX_Unmethylated_2 diana es >32,5 por bisulfito y
repetir la serie

*

Ya que los resultados de PMR se proporcionan sin digitos pero el software calcula la PMR con digitos, el indicador
del limite de defeccién puede estar presente o no para el valor en el limite de PMR, es decir, 4 y 92. De hecho, hay
indicadores presentes de los resultados de PMR >92 e <4; de este modo, por ejemplo, un resultado de PMR en 4,1
o en 91,8, redondeados respectivamente en 4 y 92, no se indicarén como inferiores o superiores al limite de
deteccién, respectivamente.

Nota: Todos los indicadores que se muestran son de invalidacién, excepto los dos relacionados con el limite de
deteccién. Cuando las repeticiones no son vdlidas, los valores de Cr se muestran entre corchetes para ofrecer
informacién, pero no se muestra el resultado de PMR no vélido. La PMR media de ambas repeticiones no se muestra.
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Tabla 7. Indicadores generales
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Indicador general Comportamiento  Descripcién Accién

CONSECUTIVE_FAULT No vélido Una diana utilizada para el céleulo de Repetir la muestra o la
esta diana no es vdlida. serie si se debe a un

control no vdlido

ASSAY_INVALID No vélido El ensayo no es vdlido porque como Repetir toda la serie.
minimo un control no es vdlido.

ANALYSIS_FAILED No vélido El ensayo se ha definido como no vdlido  Péngase en contacto
porque el andlisis ha sido erréneo por con el servicio técnico
varios motivos. de QIAGEN.

CURVE_SHAPE_ No vdlido La curva de amplificacién de datos Repetir la muestra o la

ANOMALY iniciales muestra una forma que se serie si esfo se observa
desvia del comportamiento establecido  en un control.
para este ensayo. Existe una
probabilidad elevada de resultados
incorrectos o de una interpretacién
errénea de los resultados.

FLAT_BUMP No vdlido La curva de amplificacién de datos Repetir la muestra o la
iniciales muestra una forma similar a un  serie si esto se observa
badén aplanado que se desvia del en un control.
comportamiento establecido para este
ensayo. Existe una probabilidad
elevada de resultados incorrectos o de
una interpretacién errénea de los
resultados (p. ej., determinacién
incorrecta del valor de Cy).

INVALID_CALCULATION  No vdlido El célculo de esta diana ha sido Repetir la muestra o la

LOW_FLUORESCENCE_
CHANGE

LOW_REACTION_
EFFICIENCY

MULTIPLE_THRESHOLD_
CROSSING

NO_BASELINE

Advertencia

Advertencia

No vélido

No vélido

erréneo.

La variacién del porcentaje de
fluorescencia para esta muestra en
relacién con el tubo de muestra con la
mayor variacién de fluorescencia es
inferior al limite definido.

La eficiencia de la reaccién para esta
muesira no ha alcanzado un limite
definido.

La curva de amplificacién excede el umbral
en més de una ocasién. No se puede
determinar un valor de Cr inequivoco.

No se ha encontrado ninguna referencia
inicial. No se puede realizar el andlisis
posterior.

serie si esto se observa
en un control.

Ninguna

Ninguna

Repetir la muestra o la
serie si esto se observa
en un control.

Repetir la muestra o la
serie si esfo se observa
en un control.
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RUN_FAILED

RUN_STOPPED

SATURATION

SATURATIONL_IN_
PLATEAU

SPIKE

SPIKE_CLOSE_TO_CT

STEEP_BASELINE

STRONG_BASELINE_DIP

STRONG_NOISE

STRONG_NOISE_IN_
GROWTH_PHASE

WAVY_BASE_
FLUORESCENCE

No vélido

No vdlido

No vélido

Advertencia

Advertencia

No vdlido

No vélido

No vdlido

No vélido

No vélido

No vélido

El ensayo se ha definido como no vdlido
debido a un problema con el termociclador
o con la conexién del termociclador.

El ensayo se ha definido como no vélido
porque la serie se ha detenido
manualmente.

La fluorescencia de los datos iniciales
presenta una saturacién elevada antes
del punto de inflexién de la curva de
amplificacién.

La fluorescencia de los datos brutos
muestra saturacién en la fase de meseta
de la curva de amplificacién.

Se ha detectado un pico en la
fluorescencia de los datos iniciales en la
curva de amplificacién pero fuera de la
regién en la que se determina el valor

de Cr.

Se ha detectado un pico en la curva de
amplificacién préximo al valor de Cr.

Se ha detectado una referencia con
crecimiento abrupto para la
fluorescencia de los datos iniciales en la
curva de amplificacién.

Se ha detectado un descenso abrupto en
la referencia para la fluorescencia de
los datos iniciales en la curva de
amplificacién.

Se ha detectado una sefal de ruido
fuerte fuera de la fase de crecimiento de
la curva de amplificacién.

Se ha detectado una sefial de ruido fuerte
en la fase de crecimiento (exponencial)
de la curva de amplificacién.

Se ha detectado una referencia ondulante
para la fluorescencia de los datos
iniciales en la curva de amplificacién.

Repetir toda la serie.

Repetir toda la serie.

Repetir la muestra o la
serie si esfo se observa
en un control.

Ninguna

Ninguna

Repetir la muestra o la
serie si esto se observa
en un control.

Repetir la muestra o la
serie si esto se observa
en un control.

Repetir la muestra o la
serie si esto se observa
en un control.

Repetir la muestra o la
serie si esfo se observa
en un control.

Repetir la muestra o la
serie si esto se observa
en un control.

Repetir la muestra o la
serie si esto se observa
en un control.

Nota: En el caso de repeticiones de muestra que presentan un indicador de invalidacién, los valores de Cr se muestran
entre corchetes para ofrecer informacién, pero no se muestra el resultado de PMR no vélido. La PMR media de ambas
repeticiones no se muestra.

57 Manual de uso del kit therascreen PITX2 RGQ PCR  11/2017



Guia de resolucién de problemas

Esta guia de resolucién de problemas puede ayudarle a resolver cualquier problema que
pueda surgir durante la determinacién del promotor 2 de PITX2 mediante el kit therascreen
PITX2 RGQ PCR. Los cientificos del servicio técnico de QIAGEN se encargardn de responder
cualquier pregunta que tenga sobre la informacién y/o los protocolos de este manual, asi
como sobre las tecnologias para la preparacién de muestras y ensayos de biologia molecular

(encontrard la informacién de contacto en www.giagen.com).

Para obtener informacién sobre la resolucién de problemas de la solucién de
despardfinizacién (n.° de referencia 19093), el kit QI Aamp DSP DNA FFPE Tissue (n.° de
referencia 60404) y el kit EpiTect Fast DNA Bisulfite (n.° de referencia 59824 o 59826),

consulte los manuales de uso correspondientes.

Para obtener informacién sobre la resolucién de problemas del equipo Rotor-Gene Q MDx
y el software Rotor-Gene AssayManagerv2.1, consulte los manuales de usuario

correspondientes.

Comentarios y sugerencias

Rendimiento bajo de ADNg

La cantidad de ADNg Se puede usar una entrada de 200 ng; no obstante, el riesgo de obtener un
purificado es inferior a los resultado no vélido debido a un indicador de "entrada baja" es mayor.
400 ng recomendados para

llevar a cabo el flujo de

trabajo del kit therascreen

PITX2 RGQ PCR

Ensayo no vdlido debido a REFlow y/o REF50 no validol(s)

a) No se ha afadido un Compruebe que la mezcla de reaccién se haya preparado correctamente
componente de la mezcla (Tabla 3, pagina 40). Compruebe que se hayan afiadido todos los
de reaccién componentes de la mezcla de reaccién de qPCR. Repita la serie de PCR.
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Comentarios y sugerencias

b)

q

d

e)

f

h)

Error del equipo Rotor-Gene
Q MDx

Error de los accesorios del
equipo Rotor-Gene Q MDx

Degradacién de la mezcla
de reaccién

Inversién de tubos de tiras
y/o ID de muestra

Faltan controles o se han

cargado en una posicién

incorrecta

Mezcla insuficiente de las

muestras de control

Volumen de pipeteo
incorrecto

Cierre del tubo ineficaz

Compruebe los registros de mantenimiento del equipo.

Por ejemplo, una alineacién incorrecta de la lente puede ocasionar una sefal
de fondo més alta. Si la alineacién de la lente no forma parte de su plan de
mantenimiento, péngase en contacto con el servicio técnico de QIAGEN
para obtener més informacién y una posible intervencién.

El rotor de 72 pocillos puede estar mal cerrado. Repita la serie de PCR.

El kit se ha congelado/descongelado mds de cuatro veces, o bien el contenido
del kit no se ha almacenado a una temperatura entre ~30 °C 'y -15 °C, o bien
la PPM o la mezcla de reaccién no se han protegido de la luz.

Compruebe las condiciones de almacenamiento y la fecha de caducidad de
los reactivos (en la etiqueta) y, si es necesario, utilice un kit nuevo. Repita la
serie de PCR.

Revise el esquema de pipeteo y la configuracién de la reaccién. Repita la
serie de PCR.

Asegurese de que se ha cargado el control correcto en la posicién correcta.

La descongelacién de los controles no se completé antes de la carga o el
mezclado de los controles con la mezcla de reaccién (pipeteo hacia arriba 'y
abajo) no se realizé correctamente. Repita la serie de PCR.

Revise el esquema de pipeteo y la configuracién de la reaccién. Compruebe
que se haya afiadido un volumen de 4 pl de control y un volumen de 16 pl
de mezcla de reaccién de qPCR. Realice una inspeccién visual de todos los
volimenes pipeteados.

Compruebe las pipetas y, si es necesario, vuelva a calibrarlas antes se
repetir el paso de qPCR.

El tubo no se ha tapado eficazmente, lo que causa evaporacién durante la
serie de qPCR.
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Comentarios y sugerencias

Ensayo no vdlido debido a control sin molde (NTC) o control negativo (NC) no valido(s)

a)

b)

<)

d

e)

Contaminacién cruzada o
contaminacién de reactivos

No se ha afiadido un
componente de la mezcla
de reaccién

Inversién de tubos de tiras
y/o ID de muestra

Degradacién de la mezcla
de reaccién o las sondas

Curva de amplificacién
incorrecta (artefactos)

Manipule siempre las muestras, los componentes del kit y los fungibles segin
las précticas recomendadas para evitar la contaminacién por arrastre.

Asegurese de cambiar las puntas cada vez que pipetee reactivos distintos o
al cargar tubos distintos. Prepare la mezcla de reaccién para PCR con
material especifico (pipetas, puntas, efc.).

Prepare la mezcla de reaccién para PCR y la reaccién NTC en una zona

delimitada donde no se infroduzcan matrices de ADN (ADN, plésmidos o
productos de la PCR).

Repita la serie de PCR.

Compruebe que la mezcla de reaccién se haya preparado correctamente
(Tabla 3, pagina 40). Compruebe que se hayan afadido todos los
componentes de la mezcla de reaccién de qPCR. Repita la serie de PCR.

Revise el esquema de pipeteo y la configuracién de la reaccién. Repita la
serie de qPCR.

Almacene el contenido del kit entre =30 °C y =15 °C y proteja el tubo de
PPM de la luz.

Compruebe las condiciones de almacenamiento y la fecha de caducidad de
los reactivos (en la etiqueta) y, si es necesario, utilice un kit nuevo. Repita la
serie de PCR.

Revise la amplificacién correspondiente en busca de curvas inusuales (p. ej.,
lineas rectas).

Repita la serie de qPCR.

Muestra no vélida debido a indicador de "entrada baja"

a)

b)

q

Condiciones del bloque
FFPE

Preparacién del bloque

FFPE

Volumen de pipeteo
posiblemente incorrecto

Compruebe las condiciones de transporte/almacenamiento del bloque FFPE
usado.

Asegurese de que la mezcla se ha fijado entre un 4 % y un 10 % de
formalina. Compruebe que una o dos secciones de 5 pm de grosor se ha
cortado para obtener 100 mm? de superficie de tejido para garantizar una
cantidad suficiente de células.

Revise el esquema de pipeteo y la configuracién de la reaccién. Compruebe
que se haya afiadido un volumen de 4 pl de muestra y un volumen de 16 pl

de mezcla de reaccién de gPCR. Realice una inspeccién visual de todos los

volémenes pipeteados.

Compruebe las pipetas y, si es necesario, vuelva a calibrarlas antes se
repetir el paso de qPCR.
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Comentarios y sugerencias

d)

e)

f

g

h)

Error en la conversién por
bisulfito o en la purificacién

de ADNg

Inversién de tubos de tiras
y/o ID de muestra

Mala calidad de la muestra

de ADNg

Cierre del tubo ineficaz

No se ha cargado la
muestra

Compruebe si el control de flujo de trabajo ha generado resultados
inesperados. Asegirese de que el protocolo de flujo de trabajo del kit
therascreen PITX2 RGQ PCR se haya seguido, como se describe
anteriormente. Asegirese de que los kits no hayan caducado y los reactivos
se hayan preparado correctamente (p. ej., se ha afiadido etanol y se ha
evitado la transferencia de precipitados a la columna de centrifugacién de
ADN MinElute). Compruebe que la temperatura ambiente no sea inferior a
15 °C durante la manipulacién para evitar que los tampones se cristalicen.
Compruebe las condiciones de transporte y almacenamiento.

Repita todo el flujo de trabaijo.

Compruebe el esquema de pipeteo, que haya un tubo vacio en la posicién
correcta y que la configuracién de la reaccién sea correcta. Repita la serie
de PCR.

Repitala con mds material. Se pueden usar hasta 1000 ng de entrada de
ADN, medida con un método de OD de 260 nm.

El tubo no se ha tapado eficazmente, lo que causa evaporacién durante la
serie de qPCR.

Asegurese de que la mezcla se haya cargado en ambos pocillos.

Muestra no valida debido a "PMR delta alta"

a) Degradacién de la mezcla  Almacene el contenido del kit entre =30 °C y —15 °C y mantenga las mezclas
de reaccién de reaccién protegidas de la luz.
Compruebe las condiciones de almacenamiento y la fecha de caducidad de
los reactivos (en la efiqueta) y, si es necesario, utilice un kit nuevo. Repita la
serie de PCR.
b) Volumen de pipeteo Revise el esquema de pipeteo y la configuracién de la reaccién. Compruebe
posiblemente incorrecto que se haya afiadido un volumen de 4 pl de control/muestra y un volumen
de 16 pl de mezcla de reaccién de gPCR. Realice una inspeccién visual de
todos los volimenes pipeteados.
Compruebe las pipetas y, si es necesario, vuelva a calibrarlas antes se
repetir el paso de qPCR.
c) Inversién de tubos de tiras Revise el esquema de pipeteo y la configuracién de la reaccién. Repita la
y/o ID de muestra serie de PCR.
d) Curva de amplificacién Revise el diagrama de amplificacién correspondiente en busca de curvas
posiblemente incorrecta inusuales.
Vuelva a repetir con la muestra no vélida.
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Comentarios y sugerencias

e) Sefial atrasada debido a
una cantidad baja que
produce resultados de MPR
més variables

) Mezcla insuficiente de las
muestras de control

g) Cierre del tubo ineficaz

Repitala con mds material. Se pueden usar hasta 1000 ng de entrada de
ADN, medida con un método de OD de 260 nm.

La descongelacién del control no se completé antes de la carga o el
mezclado de los controles con la mezcla de reaccién (pipeteo hacia arriba y
abajo) no se realizé correctamente. Repita la serie de PCR.

El tubo no se ha tapado eficazmente, lo que causa evaporacién durante la
serie de qPCR.

Muestra no vélida debido a "una repeticién no valida"

a) No hay material suficiente
(cerca del limite)

b) Volumen de pipeteo
posiblemente incorrecto

c) Inversién de tubos de tiras
y/o ID de muestra

d) Curva de amplificacién
posiblemente incorrecta

e) Mezcla insuficiente de las
muestras de control

f)  Cierre del tubo ineficaz

g) No se ha cargado un
pocillo de los dos pocillos
para muestras

Repitala con mds material. Se pueden usar hasta 1000 ng de entrada de
ADN, medida con un método de OD de 260 nm.

Revise el esquema de pipeteo y la configuracién de la reaccién. Compruebe
que se haya afiadido un volumen de 4 pl de control/muestra y un volumen
de 16 pl de mezcla de reaccién de gPCR. Realice una inspeccién visual de
todos los volimenes pipeteados.

Compruebe las pipetas y, si es necesario, vuelva a calibrarlas antes se
repetir el paso de qPCR.

Revise el esquema de pipeteo y la configuracién de la reaccién. Repita la
serie de PCR.

Revise el diagrama de amplificacién correspondiente en busca de curvas
inusuales.

Repita la serie de PCR.
La descongelacién del control no se completé antes de la carga o el
mezclado de los controles con la mezcla de reaccién (pipeteo hacia arriba y

abajo) no se realizé correctamente. Repita la serie de PCR.

El tubo no se ha tapado eficazmente, lo que causa evaporacién durante la
serie de qPCR.

Asegurese de que la mezcla se haya cargado en ambos pocillos.

Error de la serie debido a una seiial de fluorescencia inconsistente en controles y/o muestras (en todos los tubos)

Error de los accesorios del
equipo Rotor-Gene Q MDx

Compruebe los registros de mantenimiento del equipo.

El rotor de 72 pocillos puede ser defectuoso.
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Control de calidad

De acuerdo con el sistema de gestién de calidad con certificacién 1ISO de QIAGEN, cada
lote del kit therascreen PITX2 RGQ PCR se analiza en cuanto a las especificaciones

predeterminadas para garantizar la uniformidad de la calidad de los productos.

Se ha realizado un control de calidad completo en el equipo Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.
Este kit se ha fabricado con arreglo a la norma ISO 13485. Los certificados de los andlisis

pueden solicitarse en www.giagen.com/support.

Limitaciones

Este kit se ha disefiado para uso profesional. El rendimiento del sistema se ha establecido
empleando solamente tejidos de cdncer de mama incluidos en parafina y fijados en formol
(FFPE).

El kit therascreen PITX2 RGQ PCR solo se ha validado para tejido FFPE procedente de
pacientes con céncer de mama negativos para HER2, positivos para receptores de estrégeno

y positivos para ganglios linféticos de alto riesgo.

Este producto solo lo deben usar usuarios cualificados, como técnicos y médicos que hayan
recibido formacién en técnicas de biologia molecular y en procedimientos de diagnéstico in

vitro.

Este kit debe utilizarse de acuerdo con las instrucciones recogidas en este manual de uso,
junto con equipos validados especificados en "Materiales requeridos pero no suministrados”,

en la pdgina 12.
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Todos los reactivos suministrados con el kit therascreen PITX2 RGQ PCR se suministran para

su uso exclusivo con otros reactivos del mismo kit.

Debe prestar especial atencién a las fechas de caducidad impresas en la etiqueta de la caja.

No utilice componentes caducados.

El kit therascreen PITX2 RGQ PCR solo se ha validado para su uso con solucién de
despardfinizacién (n.° de ref. 19093), xileno-etanol o histolemon-etanal, el kit QlAamp DSP
DNA FFPE Tissue (n.° de ref. 60404) y el kit EpiTect Fast DNA Bisulfite (n.° de ref. 59824 o
59826).

Solo se ha validado el equipo Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM (para PCR).

Cualquier uso no autorizado de este producto o modificacién de los componentes eximird a
QIAGEN de posibles responsabilidades.

Todos los diagnésticos deben realizarse en combinacién con oftros resultados clinicos o de

laboratorio.

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.
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Caracteristicas de rendimiento

En los casos en los que se han usado muestras bioldgicas para los estudios de esta seccién,
el paso de desparafinizacién anterior a la extraccién de ADNg se ha realizado empleando
solucién de desparafinizacién de QIAGEN. No obstante, tenga en cuenta que se ha mostrado

la equivalencia entre la solucién de desparafinizacién y el xileno o histolemon.
Limite de blanco

El limite de blanco (LoB) se ha determinado a partir de los puntos de datos que corresponden
al percentil inferior y superior del 95 % de los resultados obtenidos con muestras cuya MPR
es 0y 100, respectivamente, como se describe en CLSI/NCCLS EP17-A2 (14). Las muestras
analizadas corresponden a muestras artificiales generadas con nimeros de copias distintos
(100, 200, 500 y 750 copias) de pldsmido no diana (diana de la otra sonda) en un fondo
de ADNg no convertido. Los resultados del LoB se basan en é4 y 63 mediciones para las
sondas que establecen como diana secuencias metiladas anteriores, asi como 64 y 61
mediciones para las sondas que establecen como diana secuencias no metiladas anteriores,
por cada lote y con lotes piloto de kits distintos. Los resultados del LoB se resumen en la Tabla

8.

Tabla 8. Resumen de los resultados del limite de blanco

Muestras con PMR 0 Muestras con PMR 100
LoB medido, PMR LoB final, PMR LoB medido, PMR LoB final, PMR
Lote 1 0 99
Lote 2 0 0 98 98
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Limite de deteccién

Si se sigue el enfoque del método Probit descrito en CLSI/NCCLS EP17-A2 (14), el limite de
deteccién (LoD) es el valor de PMR en el que el 95 % de las mediciones superan el LoB. El
LoD se ha determinado para cada sonda en la entrada de ADNg minima de 200 ng y en la
entrada de ADNg recomendada de 400 ng empleando dos lotes piloto del kit therascreen
PITX2 RGQ PCR distintos. Se usaron tres muestras por cada entrada analizada (200 ng y
400 ng) y para cada sonda. Estas muestras se produjeron en nimeros de copias amplificables
totales, es decir, 50, 100 y 150 copias para una entrada de ADNg de 200 ng y 100, 200
y 300 copias para una entrada de ADNg de 400 ng. Por tanto, se produjeron 60 muestras
en total para el estudio del LoD. Las muestra analizadas corresponden a muestras artificiales
producidas a partir de mezclas de plésmidos diana y no diana (con cinco niveles de PMR
tedricos distinfos por muestra) en un fondo de ADNg no convertido. Con cada sonda
analizada en cada entrada, los resultados de LoD se obtienen a partir de al menos 20
mediciones por cada lote piloto del kit therascreen PITX2 RGQ PCR para cada nivel de PMR
de cada muestra. El LoD para muestras con MPR baja es 4 y para muestras con PMR alta es
92 (Tabla 9).

Tabla 9. Resumen de los resultados del limite de detecciéon

Muestra Cantidad de  Lote Valor de LOD Limite inferior Limite superior
muestra (ng)
Muestra con PMR baja 200 Lote 1 3 3 5
200 Lote 2 3 3 4
400 Lote 1 3 2 6
400 Lote 2 4 3 6
Muestra con PMR alta 200 Lote 1 92 92 92
200 Lote 2 > 92 N/D N/D
400 Lote 1 94 93 95
400 Lote 2 95 93 95

N/D: No aplicable.
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Introduccién de ADN

Se analizaron cinco entradas de ADNg distintas (50, 100, 200, 400 y 1000 ng), cada una
con siete niveles de PMR distintos (0, 5, 10, 25, 40, 50 y 75). La entrada de ADNg mdxima
se definié en 1000 ng por motivos técnicos, ya que una cantidad mayor seria dificil de
obtener en una situacién real. El rango de entrada de ADNg aceptable para el kit therascreen

PITX2 RGQ PCR se determiné mediante la regresién de Deming, empleando un lote piloto del
kit therascreen PITX2 RGQ PCR y un equipo Rotor-Gene Q MDx.

El estudio mostré lo siguiente:

® la entrada de ADNg recomendada para utilizarse con el kit therascreen PITX2 RGQ
PCR es de 400 ng de ADNg

® la entrada de ADNg minima aceptable es de 200 ng y la entrada de ADNg méxima es
de 1000 ng.

® la entrada de ADNg minima se debe analizar solamente si la enfrada recomendada no
puede alcanzarse, ya que aumenta el riesgo de obtener un resultado no vélido debido a una
entrada baja, haciendo asi muy probable la necesidad de repetir la prueba. Se recomienda
analizar la entrada de ADNg méxima cuando una entrada de ADNg de 400 ng produce un

resulfado de PMR no vdlido debido, por ejemplo, a un indicador de entrada baja.
Linealidad

El estudio de linealidad se llevé a cabo en cumplimiento de CLSI/NCCLS EP4-A (15). La
linealidad del kit therascreen PITX2 RGQ PCR se determiné con siete muestras en niveles distintos
de PMR (0, 5, 10, 25, 40, 50 y 75), preparadas a partir de cinco entradas de ADNg distintas
(200, 400 y 1000 ng incluidos). El estudio se realizé utilizando un lote piloto del kit therascreen
PITX2 RGQ PCR en un instrumento Rotor-Gene Q MDx por parte de un operador. El estudio
mostré que la linealidad se confirma con muestras cuya PMR se encuentra entre 5 y 50 en las
entradas de ADNg aceptables (es decir, entre 200 y 1000 ng).
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Repetibilidad y reproducibilidad

La repetibilidad y la reproducibilidad del kit therascreen PITX2 RGQ PCR se determinaron en el
transcurso de un estudio de precisién en un solo centro y de un estudio de precisién multicéntrico,
ambos llevados a cabo en cumplimiento de CLSI/NCCLS EP5-A3 (16); consulte la Tabla 10 y
la Tabla 11. Los estudios de precisién se realizaron con tres muestras bioldgicas cuya PMR era
muy baja, bajay dlta (9, 16y 77, respectivamente). En el estudio de precisién en un solo centro,
las fuentes de variabilidad se evaluaron en 23 dias de trabajo no consecutivos por parte de tres
operadores que utilizaron tres lotes piloto del kit therascreen PITX2 RGQ PCR distintos y tres
equipos Rotor-Gene Q MDx. Se obtuvieron dos mediciones por muestra en cada serie. Se
realizaron dos series idénticas cada dia con al menos dos horas entre cada serie. El tiempo de
ejecucion de la serie ha variado a lo largo del dia de trabajo, esperando al menos dos horas
enfre cada serie para introducir mds aleatoriedad en las pruebas. El estudio de precisién
multicéntrico se realizé en fres centros distintos, en los que un solo operador utilizé un solo lote
piloto del kit therascreen PITX2 RGQ PCR en un solo equipo Rotor-Gene Q MDx. Se obtuvieron
cinco mediciones por muestra en cada serie. Se realizé una serie cada dia en cada centro,

alternando entre la mafiana y la tarde.

Tabla 10. Resumen de los resultados del estudio de precision en un solo centro

Fuente de variabilidad (%)

Muestra Intraserie Serie Lote Instrumento  Operador Dia Total
PMR muy baja 12,29 4,20 0,00 12,54 0,00 9,49 20,39
PMR baja 19,99 0,00 0,00 3,09 0,00 8,04 21,76
PMR alta 3,90 0,00 0,00 0,00 0,00 1,64 4,23

Tabla 11. Resumen de los resultados del estudio de precision multicéntrico

Fuente de variabilidad (%)

Muestra Interserie Dia Centro Total
PMR muy baja 13,90 8,43 4,72 16,93
PMR baja 28,72 0,00 0,00 28,72
PMR alta 4,25 0,00 1,77 4,61
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Sustancias interferentes

El estudio de sustancias interferentes se llevéd a cabo en cumplimiento de CLSI/NCCLS EP7-
A2 (17). La concentracién final de cada sustancia empleada durante el flujo de preparacién
de la muestra se evalué primero (teniendo en cuenta el efecto de dilucién en cada paso).
Partiendo de la relevancia de la concentracién final de cada sustancia en el material inicial
para el kit therascreen PITX2 RGQ PCR (es decir, ADNbis), se analizaron todas las sustancias
interferentes empleando un lote piloto del kit therascreen PITX2 RGQ PCR. Los resultados no
han mostrado ninguna influencia interferente de las sustancias empleadas durante el flujo de
trabajo del kit therascreen PITX2 RGQ PCR (Tabla 12).

Tabla 12. Sustancias interferentes analizadas

Sustancia andlizada Volumen final analizado en 30 pl
Solucién de desparafinizacién 1,4x 10"

Histolemon 2,10 x 10%

Etanol (96 %-100 %) 0,50

Solucién de bisulfito 7,2 x 109

Tampén protector de ADN 2,26 x 107°

Tampén BL 3,44 x 10%

Tampén BW 0,1102

Tampén BD 0,002

Contaminacién cruzada

Se evalué la contaminacién cruzada entre muestras negativas y positivas empleando un lote
piloto del kit therascreen PITX2 RGQ PCR y dos equipos Rotor-Gene Q MDx. Se analizaron
seis condiciones empleando NTC y/o control negativo como muestras negativas, con o sin
una muestra de ADNbis, generando una PMR baja como muestra positiva. Se evalué la

contaminacién cruzada en el 1,3 %.
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Periodo en uso

El periodo méximo entre la preparacién de la placa y la ejecucién de la serie de gPCR se
determiné empleando un lote piloto del kit therascreen PITX2 RGQ PCR y una muestra artificial
generada a partir de plasmidos diana y no diana con una PMR media. El periodo de tiempo
méximo aceptable es de 24 horas; no obstante, se recomienda ejecutar la serie de gPCR del
kit therascreen PITX2 RGQ PCR lo antes posible tras preparar la placa (es decir, tras cargar

todas las muestras que se van a analizar).
Validacién clinica limite

Se realizé un andlisis prospectivo para validar el limite clinico del kit therascreen PITX2 RGQ
PCR con tejido FFPE de 145 pacientes con cdncer de mama negativos para HER2, positivos
para receptores de estrégeno y positivos para ganglios linféticos de alto riesgo. Las muestras
incluidas en el estudio consistieron en tejido FFPE archivado que cumplia con los criterios

siguientes:

® Céncer de mama invasivo histolégicamente confirmado

e Estadio del tumor primario pT1, pT2 y pT3

® Afectacién de los ganglios linféticos histolégicamente confirmada (>N1)

® Quimioterapia basada en antraciclina antineopldsica posquirirgica estédndar
e Sin terapia de dosis densa

® Sin ofra quimioterapia sistémica primaria (sin taxanos adicionales), excepto la terapia

hormonal

Se midié la PMR en cada muestra empleando el formato final del kit y las instrucciones del

manual de uso.
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La supervivencia sin enfermedad (SSE) fue el criterio de valoracién primario y se definié como
el tiempo entre la cirugia primaria y el primer evento de SSE documentado. La fecha de la
cirugia primaria se tomé como fecha inicial del seguimiento. Los eventos de SSE incluyeron
la recidiva del cdncer (recidiva local o metdstasis a distancia), neoplasias malignas
secundarias que se consideran potencialmente mortales y la muerte por cualquier causa. En
el caso de pacientes que murieron sin recidiva del cancer, se aplicé el andlisis de riesgos

competitivos segin Fine y Gray (13).

Se realizé el andlisis para el tiempo de seguimiento de SSE censurado a los 10 afos. Las
curvas de supervivencia se calcularon segin la funcién de incidencia (13). El valor limite
predefinido de PITX2 con 12 de PMR mostré una diferenciacion significativa desde el punto
de vista estadistico entre los dos grupos de la SSE del criterio de valoracién primario, con un
nivel de significancia de p<0,05 (doble; valor alfa). Por tanto, la fase de metilacién del
promotor de PITX2, evaluada con el ensayo del kit therascreen PITX2 RGQ PCR ha mostrado
un valor predictivo para la quimioterapia basada en antraciclina en pacientes con céncer de
mama negativos para HER2, positivos para receptores de estrégeno y positivos para ganglios

linféticos de alto riesgo.
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Simbolos

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

Definicién del simbolo

Contiene suficientes reactivos para <N> reacciones

j @«
3
o
o
o
A
z
v

Fecha de caducidad

Dispositivo médico para diagnéstico in vitro
Marcado CE de conformidad europea
Nomero de referencia

LO Nomero de lote

Nimero de material

Némero mundial de articulo comercial

Limitacién de temperatura

"n" es el nimero de revisién

Revisién del manual, donde

Fabricante

Consultar las instrucciones de uso

=R

{d
v

Y
/]

Mantener alejado de la luz solar

")

Precaucién

>
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Informacidén de contacto

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

distribuidores locales (consulte la contraportada o visite www.giagen.com).
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Informacién para pedidos

Producto

Indice

N.° de

referencia

Kit therascreen PITX2 RGQ PCR: para la determinacién de la relacién

porcentual de metilacién (PMR) en el promotor 2 de PITX2

therascreen PITX2 RGQ PCR Kit
(8)

Plataforma, software y accesorios de

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM
Platform

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM
System

Para 8 reacciones: Mezcla maestra de
PITX2 RGQ PCR, mezcla de sonda
para cebador PITX2 RGQ PCR,
referencia 50 de PITX2 RGQ PCR,
referencia baja de PITX2 RGQ PCR,
control negativo de PITX2 RGQ PCR y
NTC de PITX2 RGQ PCR

Rotor-Gene Q MDx

Termociclador para PCR en tiempo real
y analizador HRM con 5 canales
(verde, amarillo, naranja, rojo 'y
carmesi) mds un canal HRM,
ordenador portétil, software,
accesorios: incluye 1 afio de garantia
en piezas y mano de obra, instalacién
y formacién no incluidas

Termociclador para PCR en tiempo real
y analizador HRM con 5 canales
(verde, amarillo, naranja, rojo y
carmesi) mds un canal HRM,
ordenador portétil, software,
accesorios: incluye 1 afio de garantia
en piezas y mano de obra, instalacién
y formacién

873211

9002032

9002033
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Producto indice N.° de
referencia
Rotor-Gene AssayManager v2.1 Software para la realizacién de 9024203
pruebas rutinarias en combinacién con
los equipos Rotor-Gene Q y Rotor-
Gene Q MDx.
Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes  Bloque de aluminio para preparacién 9018901
manual de reacciones con una pipeta
monocanal en 72 tubos de 0,1 ml
72-Well Rotor Para almacenar tubos de tiras y 9018903
tapones de 0,1 ml; requiere el anillo
de fijacién del rotor de 72 pocillos
Locking Ring 72-Well Rotor Para fijar tubos y tapones de tiras de 9018904
0,1 ml en el rotor de 72 pocillos
Rotor Holder Soporte metdlico independiente para 9018908
el montaje de tubos y Rotor-Discs® en
los rotores
Strip Tubes and Caps, 0.1 ml 250 tiras de 4 tubos y tapones para 981103
(250) 1000 reacciones
Strip Tubes and Caps, 0.1 ml 10 x 250 tiras de 4 tubos y tapas para 981106
(2500) 10 000 reacciones
Productos relacionados
QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Para 50 preparaciones de ADN: 60404
Kit (50) 50 columnas QlAamp MinElute,
proteinasa K, tampones, tubos de
recogida
Deparaffinization Solution Solucién de desparafinizacién de 19093

(16 ml)

16 ml
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Producto

indice

N.° de

referencia

EpiTect Fast DNA Bisulfite Kit
(200)

EpiTect Fast DNA Bisulfite Kit
(50)

Para 200 conversiones de ADN:
Solucién de bisulfito, tampén protector
de ADN, columnas de centrifugacién
de ADN MinElute, ARN portador y
tampones

Para 50 conversiones de ADN:
Solucién de bisulfito, tampén protector
de ADN, columnas de centrifugacién
de ADN MinElute, ARN portador y

tampones

59826

59824

Para obtener informacién actualizada sobre licencias y exenciones de responsabilidad

especificas del producto, consulte el manual o la guia del usuario del kit QIAGEN

correspondiente. Los manuales y los manuales del usuario de los kits de QIAGEN estdn

disponibles en www.qgiagen.com o pueden solicitarse al Servicio t#écnico de QIAGEN o al

distribuidor local.
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Esta pdgina se ha dejado intencionadamente en blanco.
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Esta pdgina se ha dejado intencionadamente en blanco.
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Este producto estd destinado para el diagnéstico in vitro. Los productos QIAGEN no deben ser revendidos, modificados para reventa ni utilizados para fabricar otros
productos comerciales sin autorizacién por escrito de QIAGEN.

La informacién del presente documento puede ser modificada sin previo aviso. QIAGEN no asume ninguna responsabilidad por los errores que puedan aparecer en
este documento. Este documento se considera integro y exacto en el momento de su publicacién. QIAGEN declina toda responsabilidad por dafios fortuitos,
especiales, miltiples o derivados del uso de este documento.
-

es ir

Se garantiza que los productos QIAGEN cumplen las La Onica
sustitucién de los productos sin cargo en el caso de que estos no funcionen de acuerdo a la garantia.

de QIAGEN y la Gnica compensacién al cliente se limitan a la

Marcas comerciales: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAamp®, QlAxpert?, EpiTect®, MinElute®, therascreen®, Rotor-Disc®, Rotor-Gene®, Rotor-Gene AssayManager®
(grupo QIAGEN); FAM™, HEX™, NanoDrop® (Thermo Fisher Scientific Inc.); TagMan® (grupo Roche).

Acuerdo de licencia limitada para el manual de uso del kit therascreen PITX2 RGQ PCR
La utilizacién 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 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.giagen.com. Algunos de estos protocolos adicionales han sido proporcionados por usuarios de QIAGEN para ofros 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 renuncia especificamente a 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 ningén 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 recuperaré todos los gastos derivados de la investigacién 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 infelectual con relacién a
este panel y con sus componentes.

Para obtener los términos actualizados de la licencia, visite www.qiagen.com.
Nov-17 HB-2370-001 © 2017 QIAGEN, reservados todos los derechos.
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