03/2017
v1. SEQPLEXING

ONCOGENBASIC-P2

INSTRUCCIONES DE UTILIZACION

Y%

Pseoplexing

KIT PARA LA OBTENCION DE AMPLICONES DE LOS GENES PICK3CA Y AKT PARA SU ANALISIS
MEDIANTE EL SISTEMA MISEQ (ILLUMINA)

CONTENIDOS

©ENDU pWNE

10.

USO PREVISTO

ANTECEDENTES

MATERIALES PROPORCIONADOS
CONSERVACION

REACTIVOS NECESARIOS NO PROPORCIONADOS
EQUIPAMIENTO NECESARIO

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES
RECOMENDACIONES PARA EL TRABAJO CON PCR
MUESTRAS APTAS PARA ONCOGENBASIC-P2
PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO

10.1 PRIMERA REACCION DE AMPLIFICACION
10.2 SEGUNDA REACCION DE AMPLIFICACION
10.3 RECOMENDACIONES PARA LA PREPARACION DE LAS MUESTRAS PARA SECUENCIAR

11.
12,

13.
14.
15.

CONTROL DE CALIDAD
LIMITACIONES

LECTURA DE RESULTADOS. PROBLEMAS POSIBLES

ASISTENCIA
GLOSARIO

O OV oW W NOOTUUhA,BE,PRP,WW WWNDNIN



03/2017 "‘

v1. SEQPLEXING .sequeXinq

CONTENIDOS

1. USO PREVISTO

ONCOGENBASIC-P2 es un producto en formato “kit” que contienen todos los reactivos para la
obtencion de amplicones de los genes PIK3CA y AKT de las regiones que contienen las mutaciones
descritas hasta el momento con interés cientifico y/o clinico. La finalidad del kit es detectar dichas
mutaciones en sélo dos reacciones consecutivas y secuenciacion mediante el sistema MiSeq
(Hlumina).

Tabla 1: Genes incluidos en OncoGenBasic-P2 y las regiones analizadas donde se han descrito las
principales mutaciones somaticas en tumores y regién analizada en cada fragmento. Los exones
indicados se analizan al completo, por lo que se incluyen todos los codones que estan incluidos en
los mismos.
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2. ANTECEDENTES

En los Ultimos afios se estd investigando intensamente en las bases genéticas de diferentes tipos de
tumores y en cémo las diferentes alteraciones genéticas afectan en la respuesta al tratamiento, la
evolucién y el prondstico. Recientemente, se han desarrollado diferentes farmacos anticancerigenos
cuya eficacia aumenta o disminuye considerablemente en funcién de la presencia de determinadas
mutaciones somaticas en diferentes tipos tumorales. La investigaciéon en nuevos farmacos vy la
necesidad de saber si diferentes mutaciones afectan a los farmacos que ya se estan utilizando ha
hecho imprescindible el estudio de estas mutaciones. Para realizar estos estudios se debe trabajar a
partir de ADN obtenido de tejido tumoral, normalmente incluido en parafina. La inclusién en parafina
produce la alteracién del ADN y su fragmentacion en diferente grado, por lo que se necesitan técnicas
especificas para trabajar con este material genético.

Por otro lado, las mutaciones somaticas en los tumores pueden encontrarse en una baja proporcion
respecto a la secuencia normal en el ADN, obtenido de una muestra tumoral, debido a que parte de
las células tumorales presentan la mutacion o a que haya una baja proporcion de estas células en la
muestra; si bien, normalmente el ADN mutado supera el 10% del ADN total. Para poder detectar las
mutaciones de interés en esta situacién no sirven protocolos basados en secuenciacién convencional,
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dado el alto indice de falsos negativos que necesita que la mutacién esté presente en mds del 25 o el
30% para detectarla. Para solucionar esta problematica se han desarrollado nuevas técnicas que
permiten detectarlas, aunque la mutacion sélo esté presente en el 1-5% del ADN obtenido de una
muestra. Estos protocolos sirven solamente para detectar las mutaciones ya identificadas y requieren
numerosos estudios individuales para detectar todas las posibles mutaciones de interés. Estos
métodos son Utiles en algunos genes donde se producen una o unas pocas mutaciones, normalmente
de ganancia de funcién, pero no son viables cuando se necesita estudiar varios genes y/o en genes
gue presentan numerosas mutaciones diferentes.

3. MATERIALES PROPORCIONADOS

El kit OncoGenBasic-P2 incluye reactivos para 24 ¢ 96 reacciones que permiten las dos amplificaciones
consecutivas de las regiones de interés.

Reacciones :
Componente Almacenamiento
24 96
Tubo 1 Mix-A x1 x4 -20°C
Tubo 2 Mix-B x1 x4 -20°C
Tubo 3 PCR2 x1 x4 -20°C

4. CONSERVACION

El kit debe de ser conservado a -202C desde su recepcion.

5. REACTIVOS NECESARIOS NO PROPORCIONADOS

= Sistema de extraccion de ADN a partir de parafina “cobas® DNA SamplePreparation Kit” (Roche),
“High Pure FFPET DNA Isolation Kit” (Roche) o Maxwell 16 LEV RNA FFPE Purification Kit (Promega).
Consultar a Segplexing.

= Secuencias “Barcode” para secuenciar con el sistema MiSeq (lllumina)

= Sistema de Purificacion MagSi-NGS PREP (MagnaMedics) o Ampure (AgencourtAMPure XP, Ref.
A63881; BeckmanCoulter). Consultar a Segplexing.

= Cuantificacion por fluorometria con QuantiFluor® dsDNA System (Promega). Consultar a
Segplexing.

= Reactivos de Miseq para secuenciar con oligos Nextera.

6. EQUIPAMIENTO NECESARIO

Termociclador de 96 pocillos con tapa térmica para placas de 96 o tubos de 200 pl; el protocolo se
ha realizado en diferentes termocicladores de ThermoFisher Scientific (AppliedBiosystems
antiguamente), y en Eppendorf.

Pipetas para volumenes entre 2 y 100 pl (aconsejable una 0.5 a 10, otra de 2-20 y otra de 10-100
o hasta 200).

Centrifuga para strips o placas de 96 pocillos.
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Sistema de electroforesis que permita identificar las bandas amplificadas, puede ser en gel de
agarosa, Bioanalizador (Agilent Technologies), Qiaxcel (Qiagen), etc.

Fluorimetro (necesario para calcular la concentracion con picogreen antes de pasar al
procedimiento de secuenciacion).

Sistema MiSeq (lllumina).

7. ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

= Asegurese de cerrar bien todos los tubos previamente a su centrifugacién o almacenamiento.

= Trate todas las muestras de sangre o de células bucales como si fueran potencialmente peligrosas,
tomando las recomendaciones universales para su manipulacion.

= Manipule correctamente los reactivos y las muestras de ADN para evitar la contaminacién de los
reactivos. El correcto funcionamiento del Kit puede verse afectado por cualquier fuente de
contaminacion.

= Conserve los reactivos del ensayo segln se indica en las etiquetas individuales.

8. RECOMENDACIONES PARA EL TRABAJO CON PCR

El sistema desarrollado es muy sensible y puede detectar cualquier contaminaciéon que haya entre
muestras o procedente de reacciones anteriores. Por ello se debe evitar siempre cualquier fuente de
contaminacion y evitar que las muestras se contaminen entre ellas.
= Verificar que se dispone de todo lo necesario.
= Es aconsejable habilitar una zona para preparar la PCR, donde no se trabaje nunca con productos
de PCR o productos derivados de éstos, para evitar contaminar las muestras o las reacciones de
PCR con este ADN. Las pipetas sélo se deben utilizar en esta area.
= Los productos de PCR se deben manipular en areas especificas de facil limpieza y diferente a la
zona de preparaciéon de PCRs. Las pipetas deben ser especificas de esta zona y los guantes
utilizados en esta area no deben usarse en otras zonas del laboratorio.
= Antes de empezar cualquier experimento se debe limpiar la zona de trabajo y todas las superficies
del material presente en esta zona con productos para la eliminacién de ADN. Todo el material
(pipetas, banco, campana, gradillas, etc.) se debe limpiar con productos que eliminen el ADN.
= Siempre se deben utilizar puntas de pipeta con filtro.
= Utilizar siempre guantes limpios en cada procedimiento de amplificacién.
= Se debe evitar siempre tocar la parte interior de los tapones de las tiras de tubos y tapas, de las
muestras, de las diluciones, etc.
= Para evitar errores se debe:
- Identificar todos los tubos que se vayan a utilizar (si se utilizan de forma independiente).
Cuando se utilizan placas de PCR, se pueden identificar mediante las coordenadas de las placas
e identificando la placa. Si se utilizan tubos, es conveniente marcarlos en el lateral del tubo para
evitar que se borre con la tapa termostatizada.
- En cada experimento se debe incluir, como minimo, un control negativo.
= La secuenciacion de las muestras amplificadas con este kit se puede hacer en combinacién con
las muestras amplificadas con otros kits OncoGenBasic.

9. MUESTRAS APTAS PARA ONCOGENBASIC-P2

Hemos disefiado un protocolo muy robusto y sencillo para amplificar las regiones indicadas en la tabla
1 e incluir las regiones necesarias para su secuenciacién con el sistema MiSeq. El kit ONCOGENBASIC-
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P2 permite detectar las mutaciones presentes en las regiones de interés en numerosos tumores hasta
en un 1-2% de la muestra. El procedimiento admite ADN obtenido de diferentes formas vy a partir de
muestras de diferente naturaleza, requiriendo una pequefia cantidad de ADN.

Debido a que en la mayoria de los casos el ADN se obtendra a partir de muestras incluidas en parafina
y que la calidad de este ADN suele ser muy baja, las concentraciones pueden variar mucho e, incluso,
pueden contener impurezas que pueden inhibir parcialmente las PCRs, el protocolo ha sido
desarrollado y testado con estas muestras, proporcionando excelentes resultados con estas muestras.
Si la muestra de partida es muy escasa o estd muy degradada, pueden no obtenerse los resultados
ideales.

Para muestras incluidas en parafina, hemos comprobado que se obtienen buenos resultados con los
kits “cobas® DNA SamplePreparation Kit” (Roche), “High Pure FFPET DNA Isolation Kit” (Roche) y
Maxwell 16 LEV RNA FFPE Purification Kit (Promega). Recomendamos la cuantificacion del ADN de
partida con PicoGreen para tener una cuantificacién mas fiable, aunque se pueden utilizar otros
sistemas. En nuestra experiencia, se pueden utilizar las muestras tal y como se obtienen con los kits
indicados ya que admite un amplio rango de concentraciones (entre 1 ng/uly 50 ng/ul).

Posteriormente al protocolo de nuestro kit se debe realizar la reaccion de secuenciacion mediante el
sistema MiSeq segun las indicaciones de lllumina. Los productos de PCR obtenidos deben ser
purificados segln las indicaciones de lllumina, recomendando su purificacion con Ampure
(AgencourtAMPure XP, Ref. A63881; BeckmanCoulter).

10. PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO

El protocolo, basado en las técnicas PCR multiplex y “Next Generation Sequencing” (NGS), consta de
dos reacciones de amplificacion consecutivas. Permite amplificar de forma sencilla las regiones
indicadas en la tabla 1 para su posterior secuenciacion en el sistema MiSeq.

10.1 PRIMERA REACCION DE AMPLIFICACION
El procedimiento a seguir para amplificar las regiones de interés en la muestra es el siguiente:

= Descongelar el tubo o tubos del reactivo Mix A y Mix B que se vayan a precisar, ponerlo en hielo
una vez descongelado y mezclado. Mezclar bien y centrifugar a maxima velocidad 10 segundos.

= Dispensar 11 pl de cada uno de los tubos Mix A y Mix B, en pocillos separados (1 por muestra),
donde se vaya a analizar una muestra.

= Afadir 4 pl de ADN problema (50 ng totales) a cada pocillo donde se ha dispensado el Mix A y Mix
B.

= Afadir 4 pl de agua a los pocillos correspondientes al control negativo.

= Sisevan aanalizar muchas muestras, es conveniente poner varios controles negativos.

= Una vez dispensadas las muestras se sella la placa con el film adhesivo, tomando la precaucién de
qgue queden bien sellados los extremos.

= Centrifugar la placa 10 segundos (verificar que todo el volumen estd en el fondo y que no hay
burbujas) y colocar en el termociclador.

= Realizar el siguiente programa:
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Temp (°C) Tiempo Num. Ciclos
98 15 min x1
98 30 seg
50 60 seg
55 60 seg
60 60 seg x 18
65 60 seg
70 60 seg
70 20 min x1
15 oo x1

= Unavez terminada la primera reaccién de amplificacién, el producto obtenido sera utilizado como
ADN molde de la segunda reaccion de amplificacién.

10.2 SEGUNDA REACCION DE AMPLIFICACION

= Descongelar los tubos del reactivo PCR2. Mezclar bien y centrifugar a maxima velocidad 10
segundos.

= Dispensar 12 ul del tubo PCR2 en cada pocillo donde se vaya a analizar una muestra (1 por
muestra).

= Afadir 1 pl de barcode de concentracién 5 uM a cada pocillo (1 por muestra). Reactivo no
suministrado (refs OG-BC-01, 0G-BC-02, OG-BC-03, OG-BC-04).

= Afiadir 2 ul de ADN molde (producto obtenido en la PCR1) a cada pocillo. Para ello, afiadir 1 ul del
producto obtenido en cada una de las dos primeras reacciones de amplificacion realizadas a cada
muestra.

= Afadir 2 ul de agua en el control negativo. Si se van a analizar muchas muestras, es conveniente
poner varios controles negativos.

= Una vez dispensadas las muestras se sella la placa con el film adhesivo, tomando la precaucién de
gue queden bien sellados los extremos.

= Centrifugar 10 segundos (verificar que todo el volumen estd en el fondo y que no hay burbujas) y
colocar en el termociclador.

= Realizar el siguiente programa:

Temp (°C) Tiempo Ndm. Ciclos
98 15 min x1
98 20 seg
60 30 seg x 38
72 60 seg
70 10 min x1
4 oo

= Una vez terminada la reaccion de amplificacién, visualizar el resultado de las muestras
amplificadas y de los controles mediante un sistema de deteccién de DNA en electroforesis (por
ejemplo, un sistema Qiaxcel de Qiagen, cargar al menos 2 ul segun instrucciones del equipo mas
8ul de dilution buffer); o en gel de agarosa de alta sensibilidad para ver fragmentos entre 80 y
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400 bp (por ej. 2-3% agarosa alta sensibilidad y 1% agarosa normal; cargar 3-5 ul de cada muestra
y un marcador de tamafios entre 50 y 400). Los resultados deben ser similares a los mostrados en
la Figura 2.

el

400

Figura 2: Resultados obtenidos tras la segunda reaccion de amplificacién o de marcado. Bandas correctas en muestras de ADN de
parafina (carreras del D4-D8), el control positivo (carrera D9) y el control negativo (D10). Resultados obtenidos con el sistema Qiaxcel (Qiagen).

COMENTARIOS:

= Siel ADN esta en las condiciones apropiadas se observara una banda ancha sobre los 300 bp o
varias bandas préximas segun la resolucién del sistema y no se observaran bandas diferentes a
las anteriores. Todas deben tener un aspecto similar a los resultados mostrados en las muestras
en la Figura 2.

= En el control negativo no deben verse bandas superiores a 200 bp aunque pueden verse bandas
de menor tamafio correspondientes a “primer-dimer”, normalmente en torno a las 100-200bp.

= Sise observa en alguna muestra sélo bandas inferiores a 200 bp intensas, la muestra no deberd
analizarse puesto que los productos de PCR obtenidos son principalmente primer-dimers, estos
producirdn un gran numero de secuencias que no son Utiles y que no son Utiles al sélo contener
secuencias de los primers. Consultar a Segplexing para que de las recomendaciones mas
adecuadas para ese tipo de muestras e intentar que se puedan analizar.

10.3 RECOMENDACIONES PARA LA PREPARACION DE LAS MUESTRAS PARA SECUENCIAR

Se debe proceder segun las instrucciones del sistema Miseq para la secuenciacion mediante el
sistema MiSeq de amplicones. Nuestras recomendaciones son:

= Descartar para los siguientes pasos aquellos productos que presenten bandas inferiores al
tamafio esperado, especialmente aquellas de 100-150bp (que posiblemente son “primer-
dimer”). Estos productos producirdn una reduccion en las lecturas Utiles.

= Purificar los productos obtenidos con nuestro kit MagSi-NGS PREP (MagnaMedics) o con
Ampure (AgencourtAMPure XP, Ref. A63881; BeckmanCoulter).

= Es necesario poner la misma cantidad de cada muestra, por lo que es importante cuantificar el
producto purificado con picogreen segln procedimientos estandar.

= Ajustar la concentracién a 10 nM (4.0 ng/ul) de cada muestra con Tris-Tween 20 al 0.1%
(preparado segun indicaciones de Illumina). En el calculo de lecturas a obtener por muestra se
debe considerar que se analizan 32 amplicones.

=  Afadir 5 pl de cada muestra en un tubo limpio (no incluir control negativo ni muestras que no
se hayan amplificado correctamente)

= Vortex durante 1 minuto para mezclar bien

= Estalibreria se puede conservar congelada a -202C para utilizar otro dia.
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=  Para realizar la secuenciacidn se deben seguir a partir de este punto las indicaciones del sistema
MiSeq.

TODO EL PROCESO DE PURIFICACION Y PREPARACION DE LAS MUESTRAS PARA SECUENCIACION DEBE
SEGUIR LAS INDICACIONES DE LOS PROTOCOLOS DE MISEQ (ILLUMINA) Y LA REACCION DE
SECUENCIACION Y ANALISIS SE DEBEN REALIZAR SEGUN ESTOS MISMOS PROTOCOLOS. LOS
BARCODES DEBEN SER INTRODUCIDOS SEGUN LAS INDICACIONES DE ILLUMINA PARA MISEQ.

11. CONTROL DE CALIDAD

La reactividad de cada nuevo lote es verificada antes de su uso.

12. LIMITACIONES

La principal técnica de laboratorio requerida es la de pipeteo. Una buena técnica de laboratorio es
esencial para el rendimiento adecuado de este ensayo. Debido a la alta sensibilidad analitica de esta
prueba, deben extremarse las medidas para preservar la pureza de todos los reactivos y evitar
cualquier tipo de contaminacion.
= Elkit ONCOGENBASIC-P2 es para uso con muestras de ADN de una integridad y calidad adecuada
por lo que es recomendable comprobar su integridad. Si el ADN esta deteriorado puede dar
lugar a resultados extrafios.
= El kit ONCOGENBASIC-P2 ha sido validado para termociclador de 96 pocillos. Para
termocicladores de otra capacidad se aconseja verificar y validar el protocolo previamente.
= El kit ONCOGENBASIC-P2 ha sido validado con el Sistema MiSeq (lllumina).
= El kit ONCOGENBASIC-P2 amplifica todas las regiones que contienen mutaciones de interés
clinico y/o cientifico de los genes PIK3CA y AKT.
= Los resultados carecen de valor diagndstico por si solos y para su validez clinica deben ser
interpretados por un facultativo médico.

13.LECTURA DE RESULTADOS. PROBLEMAS POSIBLES

= No se amplifican bandas (en ningun caso): verificar que todos los pasos del protocolo se han
realizado correctamente. Verificar que las muestras utilizadas contienen ADN, la pureza del ADN
es elevada. Si hay suficiente ADN se pueden volver a purificar. Si las muestras tienen baja
concentracion y baja pureza consultar con Seqplexing por si se puede hacer algiin cambio en el
protocolo y poder analizar esas muestras.

= El control negativo presenta varias bandas similares a la figura 2: ha habido una contaminacion
en la reaccion. Se deberia proceder a descontaminar todo el material utilizado en la preparaciéon
de la reaccion de PCR y de las areas de trabajo, etc.

= Elcontrol negativo sale similar a las muestras: existe una contaminacion importante y se deberia
realizar una descontaminacion a fondo de las areas de trabajo y de todo el material utilizado.

Existen varias causas por las que obtengamos un resultado de “NO ANALIZABLE”:

=  Extraccion no vaélida: La presencia de inhibidores o un fallo en la extraccion de la muestra, no
permite la amplificacion de las mutaciones y/o de los controles de amplificacién y de extraccién,
para resolverlo es necesario repetir todo el proceso.

= Amplificacion no vélida: La ausencia de amplificacion en uno de los tubos y presencia de
amplificacion en otros tubos, indicara que se ha realizado una correcta extraccion pero que ha
habido un fallo en la amplificacion de alguno de los tubos. Para resolverlo se deben amplificar
de nuevo los tubos correspondientes y continuar el proceso.
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14. ASISTENCIA

Y%

Pseoplexing

Para hacer un pedido pdngase en contacto con Seqgplexing a través del area de cliente de su pagina

web, www.segplexing.com, por correo electronico escribiendo a info@seqplexing.com o por teléfono
llamando al +34 963 543 263, de lunes a viernes, de 8:30 a.m. a 5:30 p.m.

15. GLOSARIO

0G-P2-24 kit con formato 24 reacciones
REF 0G-P2-96 kit con formato 96 reacciones

Ce

SEQUENCING MULTIPLEX S.L
C/Catedréatico José Beltran N2 2
CP 46980 Paterna Valencia,

Espafia

Marcado CE (Directiva Europea
C € 98/79/CE sobre productos

sanitarios para diagndéstico in vitro.

Temperatura de
almacenamiento:
-15/-25°C

I Fabricante

No reutilizable

Referencia: N° de catalogo

REF

=

Consulte las instrucciones
de uso

Cadigo del lote

LOT

g Estable hasta AAAA/MM/DD
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