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Health in Code S.L. le garantiza que todos sus productos estan libres de defectos, tanto
en los materiales empleados como en su proceso de fabricacion. Esta garantia se hace
extensible hasta la fecha de caducidad, siempre que se sigan las condiciones de
conservacion especificadas en este manual.

Este producto esta disefiado para uso en diagnéstico in vitro. Health in Code S.L. no le
ofrece ninguna otra garantia, expresa o implicita, que se extienda mas alla del
funcionamiento correcto de los componentes de este kit. La unica obligacion de Health in
Code S.L respecto de las garantias precedentes, sera la de reemplazar los productos, o bien
devolver el precio de la compra de estos, a voluntad del cliente, siempre y cuando se
pruebe la existencia de un defecto en los materiales, o bien en la elaboracion de sus
productos. Health in Code S.L. no sera responsable de ningun dano, directo o indirecto, que
resulte en perdidas econdmicas o en dafios que pudieran producirse por el uso de este
producto por parte del comprador o usuario.

Todos los productos comercializados por Health in Code S.L. son sometidos a un riguroso
control de calidad. EL kit Imegen® SCAs ha superado todas las pruebas de validacién
internas, que garantizan la fiabilidad y reproducibilidad de cada lote fabricado.

Para cualquier consulta sobre las aplicaciones de este producto o sobre sus protocolos,
puede contactar con el Departamento Técnico:

Q434963212340

D< tech.support@healthincode.com

Imegen® es una marca registrada de Health in Code SL. en Espana.

Modificaciones de las instrucciones de uso (IFU)

Version 10 DIC 2023 R%vmonl y actuahzaoon de los" apartados "3. Caracteristicas tecnicas
y “8. Analisis de los resultados”.

Cambio del control positivo (aplicado a partir del lote 15223C017),
modificaciones en los apartados 5 y 8 (cambios en tabla 5, figura 3 y tabla 6
relacionados con el cambio de control positivo). Se afiaden tabla 7 y 8.
Actualizacion tabla 1.

Version 09 JUN 2023

Cambio de direccién del fabricante: Health in Code S.L, Calle de la Travesia s/n,

version 08 - NOV 2022 1oe pace 5, Valencia 46024, Esparia.

Version O7 SEP 2022  Cambio de la identificacion del fabricante: de Imegen S.L, a Health in Code S.L.

Version 06 FEB 2022  Revision del contenido del documento.

Version 05 MAY 2021  Revision del contenido del documento.

Version 04 JUL 2019  Actualizacién de los rangos de referencia del nimero de repeticiones.

Version 03 ENE 2019 Actualizacion del documento por marcado CE-IVD del producto.
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INnformacion general

IMG-152 V.10

Las ataxias espinocerebelosas (SCAs) comprenden un gran grupo, heterogéneo, de
desordenes neurodegenerativos caracterizados fundamentalmente por ataxia cerebelar
progresiva con anomalias motoras, disartria, sintomas piramidales y extrapiramidales,
retinopatia pigmentaria, neuropatia periférica y disfunciéon cognitiva entre otros sintomas.

Este grupo de enfermedades presenta un patron de herencia autosomico dominante.
Hasta la fecha, han sido identificados 40 tipos de SCAs, clasificados del SCAT al SCA40.

La prevalencia de los SCAs en la poblacion general ha sido estimada del 0.001-0.005%. La
frecuencia de cada SCA varia en las distintas poblaciones, siendo los mas frecuentes SCA],
SCA2, SCA3, SCAB, SCA7, SCA12 y SCAT7.

Han sido descritos distintos genes asociados con esta patologia, cuya variante patogénica
consiste generalmente en la expansion de la repeticion CAG. Excepto en el caso de SCATY
que se caracteriza con la expansion de los trinucledtidos CAG y CAA. Por tanto, el
diagnostico de SCAs se lleva a cabo por la identificaciéon del niumero de repeticiones del

trinucledtido que genera la expansion.

N° de repeticiones

Penetrancia

Localizacion Alelo Penetrancia
P Alelo normal . . - completa,
cromosomica incierto intermedia P
patolégico
6-35 CAGs 39-44 CAGs
SCAT! ininterrumpido 36-38 CAGs | ininterrumpido;
ATXNI 6p223 - 7 .
(MIM#164400) P 36-44 CAT ininterrumpido 46-70 CAT
interrumpido interrumpido
SCA2? 37-39
(MIM#183090) ATXNZ2 122413 <31 33-34 (>200)
SCA33
(MIM#109150) ATXN3 1493212 12-44 - 45-59 60-87
SCA6 4
(MIM#183086) CACNAIA 19p13.13 <18 19 - 20-33
SCA7°
(MIM#164500) ATXN7 3pl4l 7-27 28-33 34-36 37-460
SCA12 87
(MIM#604326) PPP2R2B 5032 7-31 - - 51-78
SCA17 8
(MIM#607136) TBP 6q27 25-40 - 41-48 > 49
9
DRPLA ATNI 12p13 6-35 36-47 - > 48

(MIM#125370)

Tabla 1 Rangos de referencia del numero de repeticiones de las SCAs analizadas mediante Imegen-SCAs.
Ultima revision 14/06/2023
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Adicionalmente, el kit Imegen® SCAs incluye el andlisis de la atrofia dentatorubral-
pallidoluysian (DRPLA) porque es un trastorno neurodegenerativo que muestra
similitudes con las SCA, como el tipo de herencia (autosdmica dominante), el tipo de
variante patogénica (expansion de un trinucledtido CAG) y algunos sintomas
(principalmente ataxia cerebelar).

Referencias

(1) Ramos A. et al, J Mol Neurosci. 2016 Jan,;58(1)-83-7. ttps://www.ncbinlm.nih.gov/books/NBK1184/

(2) Almaguer-Mederos LE. et al, Clin Genet. 2018 Oct;94(3-4):346-350.
https://www.ncbinlm.nih.gov/books/NBK1275/

(3) Costa Mdo C and Paulson HL. Prog Neurobiol. 2012 May,;97(2):239-57.
https.//www.ncbinlm.nih.gov/books/NBK1196/

(4) https://www.ncbinlm.nih.gov/books/NBK1140/

(5) https://www.ncbinlm.nih.gov/books/NBK1256/

(6) BahlS. et al, Ann Hum Genet. 2005 Sep,69(Pt 5):528-34
(7) Durr A. Lancet Neurol 2010 Sep;9(9)-885-94

(8) Toyoshima Y, Onodera O, Yamada M, Tsuji S, Takahashi H. Spinocerebellar Ataxia Type 17
[Internet] GeneReviews®. University of Washington, Seattle; 1993. Available:
http://www.ncbinlm.nih.gov/pubmed/20301611

(9) Veneziano L, Frontali M. DRPLA [Internet] GeneReviews®. University of Washington, Seattle;
1993 Available: http://www.ncbinlm.nih.gov/pubmed/20301664

> Sun Y-M, LuC, Wu Z-Y. Spinocerebellar ataxia: relationship between phenotype and genotype
- areview. Clin Genet. 2016;90: 305-314
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Uso previsto

Mediante el uso del kit Imegen® SCAs se pueden analizar las expansiones de tripletes CAG
o CAG/CAA asociados a ataxias cerebelosas y a la atrofia dentato-rubro-palido-luisiana
(DRPLA) mediante PCR convencional y electroforesis capilar. Ademas, el kit ofrece un
sistema de TP-PCR (triplet repeat primed PCR) para detectar las expansiones mayores de
SCA2 y SCA7, no detectables con la PCR convencional.

El ensayo de TP-PCR emplea un oligonucledtido marcado especifico de locus que flanquea
la repeticion, junto con oligonucledtidos emparejados que amplifican desde multiples sitios
de la expansion, permitiendo por PCR a tiempo final y posterior electroforesis capilar, la
deteccion de los alelos expandidos no detectables por la PCR convencional

Los productos de PCR seran separados por electroforesis capilar, y tanto la PCR como la
TP-PCR seran detectados mediante el marcaje 6-Carboxifluoresceina (6-FAM).

Los resultados proporcionaran al clinico una correlacion fenotipo-genotipo, que facilitara
el diagnostico diferencial, prediccion del curso de la enfermedad, monitoreo de los
sintomas y asesoramiento genético.

Imegen® SCAs es solo para uso diagndstico in vitro y esta dirigido a profesionales del
sector de la biologia molecular.

DE REVISION 29122023 HIC-PT-KIT O3-F-03 V.02 PAG. 6 DE 22



O3 Caracteristicas tecnicas

IMG-152 V.10

Este kit ha sido validado utilizando muestras objeto de analisis del interlaboratorio de
EMQN (European Molecular Genetics Quality Network), asi como materiales de referencia
procedentes de Coriell Institute y muestras analizadas previamente por el servicio de
genética meédica de Health in Code S.L., y permite detectar especificamente las
expansiones objeto de analisis de este kit.

El material necesario para este estudio es ADN gendmico procedente, principalmente,
de sangre periférica. La cantidad total de ADN necesario es 50 ng para cada sistema
de amplificacion.

FECHA DE REVISION 29122023 HIC-PT-KIT 03-F-03 V.02 PAG.7DE 22
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y precauciones
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Se recomienda seguir estrictamente las instrucciones de este manual, especialmente
en cuanto a las condiciones de manipulacion y almacenamiento de los reactivos.

No pipetear con la boca.

No fumar, comer, beber ni aplicarse cosmeticos en las zonas donde se manipulan
kits y muestras.

Se debe proteger debidamente cualquier afeccion cutanea, asi como cortes, abrasiones
y otras lesiones de la piel.

No verter los restos de reactivos a la red de agua potable. Se recomienda utilizar los
contenedores de residuos establecidos por la normativa legal y gestionar su
tratamiento a través de un gestor de residuos autorizado.

En caso de un derrame accidental de alguno de los reactivos, evitar el contacto con
la piel, los ojos y las membranas mucosas y limpiar con abundante agua.

Las hojas de datos de seguridad (MSDS) de todos los componentes peligrosos
que contiene este kit estan disponibles bajo peticion.

Este producto requiere la manipulacion de muestras y materiales de origen humano.
Se recomienda considerar todos los materiales de procedencia humana como
potencialmente infecciosos y manipularlos conforme a la norma de la OSHA sobre
Bioseguridad de nivel 2 de los patdgenos de transmision sanguinea o se deben
utilizar otras practicas pertinentes de bioseguridad para los materiales que contienen
0 se sospecha que puedan contener agentes infecciosos.

Los reactivos incluidos en este kit no son toxicos, explosivos, infecciosos, radiactivos,
magneticos, corrosivos ni causantes de contaminacion ambiental biologica.

Este kit ha sido validado con unos equipos y en unas condiciones especificas que
podrian variar sensiblemente en otros laboratorios. Se recomienda por tanto que cada
laboratorio realice una validacion interna cuando vaya a utilizar por primera vez el kit.

El fabricante no responde del mal funcionamiento del ensayo cuando los reactivos
incluidos en el kit son sustituidos por otros reactivos no suministrados por Health
in Code S.L.

El fabricante no garantiza la reproducibilidad del ensayo cuando el usuario introduce
reactivos no validados por Health in Code S.L., por considerarlos equivalentes a los
suministrados en el kit

REVISION 29122023 HIC-PT-KIT O3-F-03 V.02 PAG. 8 DE 22



05 Contenido y condiciones

de almacenamiento del kit

Este kit contiene reactivos suficientes para la realizacion de 12 determinaciones.
La relacion de reactivos incluidos en el kit es la siguiente:

Ataxia A Master Mix: Master Mix de PCR con las cantidades de nucledtidos, betaina,
MgCl, y tampon necesarios para llevar a cabo las reacciones: Pocillos A, B, C, D, Ey
F de la tira SCAs Master Mix.

Ataxia B Master Mix: Master Mix de PCR con las cantidades de nucleotidos, betaina,
MgCl, y tampon necesarios para llevar a cabo las reacciones de PCR: Pocillos G y H
de la tira SCAs Master Mix y de TP-PCR.

|

General Master Mix lll: DNA polimerasa necesaria para llevar a cabo las reacciones
de PCR: Pocillos A, B, C, D, E y F de la tira SCAs Master Mix.

|

General Master Mix IV: DNA polimerasa necesaria para llevar a cabo las reacciones
de PCR: Pocillos G y H de la tira SCAs Master Mix y de TP-PCR.

|

TP SCAZ2 y TP SCA7 Master Mix: Contiene los oligonucleotidos necesarios para llevar a
cabo las TP-PCRs incluidas en el kit.

|

Positive Control: ADN genomico de una muestra de referencia con alelos normales
(ver genotipo en el apartado 8 de este documento), a la concentracion optima de
amplificacion.

|

Tira SCAs Master Mix: La tira de 8 pocillos contiene los oligonucledtidos necesarios
para llevar a cabo la amplificacion por PCR convencional de las regiones diana del kit.
Ver disposicion de cada Master Mix especifico en tabla 2.

Pocillo SCA Master Mix

A SCAT
B SCA3
C SCA6
D SCA12
E SCAT7
F DRPLA
G SCA2
H SCA7

Tabla 2. Distribucion cada Master Mix especifico en la tira de 8 pocillos

IMG-152 V.10 FE DE REVISION 2912.2023 HIC-PT-KIT O3-F-03 V.02 PAG. 9 DE 22
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Reactivos Color Cantidad Conservacion
Ataxia A Master Mix Disco Blanco 720 ul -20°C
Ataxia B Master Mix Disco Amarillo 710 pl -20°C
General Master Mix Il Tapa Blanca 360 pl -20°C
General Master Mix IV Tapa Amarilla 10 pl -20°C
Tira SCAs Master Mix Tira de 8 pocillos 60 x pocillo -20°C
TP SCA2 Master Mix Disco Verde 60 pl -20°C
TP SCA7 Master Mix Disco Morado 60 pl -20°C
Positive Control Tapa Azul 200 -20°C

Tabla 3 Componentes del kit Imegen® SCAs

DE REVISION 29122023
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Equipos, reactivos
y materiales
que No se suministran

Equipos:

Termociclador convencional

Micropipetas (10 pL, 20 pL, 200 pL y 1000 L)
Pipeta multicanal (0.5-10 pL)

Vortex

Centrifuga

Equipo de electroforesis capilar

Reactivos:

GeneScan™ 500 LIZ® (Applied Biosystems cat. no. 4322682)
Hi-Di™ formamide
Agua libre de nucleasas

Materiales:

Puntas de pipetas con filtro (10 pL, 20 pL, 200 pL y 1000 pL)

Tubos esteriles de 15 mL.

Tubos de 0.2 mL

Placas de 96 pocillos compatibles con el equipo de electroforesis capilar
Film para placas de 96 pocillos

Guantes de latex

NOTA: Este kit no incluye los reactivos necesarios para llevar a cabo la electroforesis capilar.

Kits complementarios

Para el analisis de expansiones implicadas en otras enfermedades neurodegenerativas,
Health in Code SL., también ofrece los kits Imegen® DM1 (Ref: IMG-173), Imegen® SBMA
(Ref: IMG-153), Imegen® Huntington (Ref: IMG-154), Imegen® Friedreich (Ref: IMG-155).
Todos ellos, junto con el kit Imegen® SCAs, han sido disefiados usando el mismo
programa de PCR, por lo que se pueden analizar conjuntamente.

DE REVISION 29122023 HIC-PT-KIT O3-F-03 V.02 PAG. N DE 22
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Protocolo de ensayo

071 | Preparacion de las reacciones de amplificacion

El kit Imegen® SCAs ha sido disenado para llevar a cabo 10 reacciones por cada muestra
que se desea analizar (8 de PCR y 2 de TP-PCR) para un total de 12 determinaciones.

En cada ensayo se recomienda afiadir un control negativo de PCR para comprobar que los
reactivos empleados no estan contaminados con ADN y un control positivo que permita
comprobar el funcionamiento de todos los sistemas de amplificacion y normalizar el
resultado obtenido en base al tamarfo del fragmento obtenido para cada tipo de analisis.

Para estimar la cantidad de reactivos necesaria, se debe tener en cuenta el nimero de
muestras y controles a analizar simultaneamente. Recomendamos realizar los calculos,
considerando una reaccidon mas, o bien, incrementando un 10% el volumen de cada reactivo.

Se prepararan 2 mixes distintos, uno para las reacciones de PCR de SCAI, SCA3, SCASB,
SCA12, SCAT7 y DRPLA (Mix A), y otro para las reacciones de PCR de SCA2, SCA7 y TP-PCR
de SCA2 y SCA7 (Mix B).

A continuacion, se muestra el protocolo recomendado para la preparacion de las
reacciones de amplificacion:

01 Descongelar todos los reactivos y el ADN de las muestras. Agitar en vortex cada
uno de los reactivos y mantener en frio.

02 Enuntubo de 15 mL preparar el Mix A de PCR afadiendo los siguientes reactivos.
Agitar en vortex y dar un spin.

Reactivos Cantidad por muestra
Ataxia A Master Mix 60 pL
General Master Mix Il 30 uL

03 Enuntubo de 15 mL, preparar el Mix B de PCR y TP-PCR anadiendo los siguientes
reactivos. Agitar en vortex y dar un spin.

Reactivos Cantidad por muestra
Ataxia B Master Mix 59.2 uL

General Master Mix IV 08 puL

04 En una placa de 96 pocillos dispensar 15 pL del Mix A a los pocillos correspondientes

DE REVISION 29122023 HIC-PT-KIT O3-F-03 V.02 PAG. 12 DE 22
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alasfilas A, B, C, D, E y F de la placa. Habra que rellenar tantas columnas como
numero de muestras o controles se vayan a analizar simultaneamente.

05 De la misma manera, dispensar 15 pL del Mix B a los pocillos correspondientes a las filas
Gy Hde la placa para las reacciones de PCR de SCA2 y SCA7. Habra que rellenar tantas
columnas como numero de muestras o controles se vayan a analizar simultaneamente.

06 Una vez dispensados los mixes para las reacciones de PCR, dispensar 15 pyL del Mix B
a los pocillos en los que se deseen llevar a cabo las reacciones de TP-PCR de los
SCA2 y SCA7.

07 Con una pipeta multicanal, afadir 5 uL de los Master-Mix especificos de cada SCA
incluidos en la tira de 8 pocillos del kit a cada columna segun el niumero de muestras
o controles.

08 Anadir 5 pL de los Master Mix especificos de cada TP-PCR (TP SCA2 Master Mix
y TP SCA7 Master Mix) a los pocillos donde se vayan a llevar a cabo estas reacciones.

09 Anadir 5 pL de las muestras diluidas a una concentracion de 10 ng/pL a cada pocillo
05 pL de agua si se trata de un control negativo de PCR o 5 pl del control positivo,
el cual ya se encuentra a la concentracion optima de amplificacion.

10 Colocar los tubos en el termociclador y ejecutar el siguiente programa de amplificacion:

Campos Acl?tﬁ?/ggi:’)n SizlpRl 2
P vacl PCR o TP-PCR
enzimatica
30 ciclos 1 ciclo
N° de Ciclos 1 ciclo inicial L Unidn de y Finalizacion de la PCR
Desnaturalizacion Extension -
cebadores y conservacion
Temperatura 94°C 94°C 60°C 72°C 72°C 4°C
Tiempo 5 minutos I minuto 1 minuto 2 minutos | 10 minutos o

Tabla 4. Programa de PCR y TP PCR, dptimo para los equipos T3 de Biometra, SimpliAmp Thermal Cycler y GENEAMP®
PCR System 2720 de Applied Biosystems.

N Es posible detener el protocolo en este punto. Los productos de PCR pueden almacenarse a 4 °C

sise va a continuar con el protocolo en las proximas 24 horas o a -20 °C para periodos de tiempo
superiores.

072 | Configuracion del programa PCR a tiempo real

Para llevar a cabo la electroforesis capilar, hay que preparar los productos de PCR y TP-PCR
(fragmentos) en una placa de 96 pocillos compatible con el equipo de electroforesis capilar,
tal y como se indica a continuacion:

01 Anfadir aun tubo de 15 mL los siguientes reactivos:

Reactivos Cantidad por reaccién
Formamida 18 L
Marcador GeneScan™ 500 LIZ O5uL

Recomendamos realizar los calculos considerando una reaccién mas, o bien, incrementando
en un 10% el volumen de cada reactivo.

IMG-152 V.10 FE DE REVISION 29122023 HIC-PT-KIT O3-F-03 V.02 PAG. 13 DE 22
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NOTA: El volumen del marcador de tamano puede ser aumentado o disminuido para ajustar la intensidad
de los picos observados en el electroferograma.

02 Dispensar 185 plL de la mezcla anterior en cada pocillo.

03 Anadir 1yl del ADN obtenido en las reacciones de PCR y TP-PCR.

NOTA: El volumen de muestra puede ser aumentado o disminuido (diluyendo las muestras con agua
libre de nucleasas) para ajustar la intensidad de los picos observados en el electroferograma.

04 Sellar la placa con un film, dar un spin y desnaturalizar en un termociclador durante

5 minutos a 98°C.

05 Guardar a 4°C la placa hasta el momento de introducirla en el secuenciador.

073 | Electroforesis capilar

Una vez preparada la placa de fragmentos, las reacciones deben ser sometidas a
electroforesis capilar. Dependiendo del modelo de secuenciador utilizado, se emplearan
las condiciones de electroforesis recomendadas por el fabricante.

Para programar las condiciones de electroforesis capilar se debe tener en cuenta que el
rango de amplificacion varia aproximadamente entre 100-500 pb, que se emplean
cebadores marcados con 6-FAM y que el patron de peso molecular esta marcado con
GeneScan™ 500 LIZ.

A continuacion, se muestra una imagen con las condiciones optimizadas para el
secuenciador 3730xl DNA Analyzer (ThermoFisher Scientific), usando el polimero POP-7™

Run Module Settings

e ik RLange
[Gven_temperature ] &3 18..70 DegC
Buffer_Temperalura 35 30...35 DegC
PreRun_Voltage 15.0 015K
PreRun_Time 180 1. 1800 sec
Injection_Voltage 1.6 015K
Injection_Time 15 1...90 sec
First_ReadOut_Timse 200 10016000 ms
Second_ReadOul_Time 200 10016000 ms
Run_Volage a.n 015K
Voltage_MNumber_Of_Steps | 10 0..100 Steps
Voltage_Step_lnterval 0 0..180 secs
Voltage_Tolerance 0.6 0..6.0 kY
Current_Stability 30.0 0. 2000 uA
Ramp_Delay 1 1..1800 sec
Data_Delay 350 1...1800 sec
Run_Time 7000 | 300.14000 sec

—

Figura 1. Pardmetros optimizados para el secuenciador 3730x({ DNA.

La intensidad de la deteccion puede variar entre los distintos equipos, dependiendo del
modelo, del estado del sistema optico del equipo y del tiempo y voltaje de inyeccion.
Por ello, puede ser necesario, aumentar o disminuir la cantidad de marcador de tamafio
o de producto de PCR requeridos para llevar a cabo la electroforesis capilar.

HIC-PT-KIT O3-F-03 V.02 PAG. 14 DE 22
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Analisis de los resultados

Para un correcto analisis de los resultados se recomienda seguir las siguientes indicaciones:

O Para analizar las muestras hay que emplear un software especifico y el fichero fsa
obtenido como resultado de la electroforesis capilar.

& Comprobar que en el control negativo de PCR no hay presencia de picos de 130-300
pares de bases en el electroferograma. En caso de detectarse amplificacion se recomienda
repetir el ensayo para descartar que se haya producido una contaminacion accidental.

O Andlisis de las muestras:

Interpretacion utilizando una muestra control o el control positivo del kit

Para calcular el nimero de repeticiones se puede utilizar una muestra control o el
control positivo del kit ya que tiene un numero de repeticiones conocido (tabla 5).
Esta forma de interpretacion es la recomendada por Health in Code, SL. puesto que
minimiza las posibles variaciones entre diferentes ensayos y laboratorios:

Tamafiioge;o x — Tamaiiogero controt
3

Numero Repeticiones = + n2rep alelo control
Siendo:

« Tamano alelo X: tamanio (pb) del pico obtenido de la muestra analizada
+ Tamano del alelo control: tamano (pb) del pico obtenido del control positivo.

« N°rep alelo control: el nUmero de repeticiones del control positivo (tabla 5)
dependiendo del sistema.

N° pares de bases (pb) N° repeticiones
Sistema
SCAT 224 227 28 29
SCA2 163 166 22 23
SCA3 229 232 23 24
SCA6 129 132 1 12
SCA7 277 283 10 12
SCAT2 151 163 9 13
SCA17 237 240 37 38

DRPLA 161 161 16 16
Tabla 5. Repeticiones y tamaro de los alelos del control positivo en cada sistema
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Por ejemplo, para la muestra de la figura 2 aplicando la férmula anterior, los resultados
obtenidos se muestran en la tabla 6. Se pueden utilizar los valores del Alelo 1o del
Alelo 2 del control positivo de manera indiferente, pero se recomienda utilizar el de
mayor intensidad de fluorescencia para facilitar la interpretacion.

28 repeticiones

ﬂ 43 repeticiones o
$AAJ\ A/\A . . [

wool L e J\
A

P - -~ N

Figura 2. Muestra con un alelo normal y un alelo expandido para el sistema SCAI.

Tamano Tamano N° rep muestra

Sistema Alelo X Alelo Control Alelo 1 Alelo 2

SCAI 2245 2671 224 28 43

Tabla 6. Numero de repeticiones de una muestra con un alelo normal y otro expandido para el sistema SCAT,
teniendo en cuenta el tamano y el numero de repeticiones de los alelos del control positivo.

224,5 — 224
—+

2
3 8

Numero Repeticiones Alelo 1 =

267,1 — 224
Numero Repeticiones Alelo 2 = — 3 + 28

A continuacion, en la figura 3 se muestran los alelos normales del control positivo para
cada uno de los SCAs analizados en el kit.
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Figura 3. Resultados esperados del control positivo para cada uno de los sistemas de PCR incluidos en el kit,
siendo el control positivo una muestra de referencia con alelos normales para todos los SCAS.

Interpretacion en ausencia de una muestra control o el control
positivo del kit

Otra forma de calcular el nimero de repeticiones en ausencia de una muestra
control o del control positivo del kit es teniendo en cuenta el tamario del producto
de PCR obtenido con cada uno de los sistemas de amplificacion, se aplicaria
aplicara la siguiente formula:

Tamanogeo x — X
3

Numero Repeticiones =
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Siendo:

« Elvalor "X": un valor fijo para cada uno de los sistemas de acuerdo con la Tabla 7.
+ Tamano alelo X: tamano (pb) del pico obtenido de la muestra analizada.

SCAs X pb

SCAI 139
SCA2 97
SCA3 160
SCAG6 96
SCA7 248
SCAIT2 123
SCAT7 127
DRPLA 12

Tabla 7. Valores de amplicones X" para cada sistema de PCR

NOTA: El valor de X procede de una conversion del tamafio de amplicon obtenido con los
oligonucleotidos disefiados para este kit, confirmado tanto in silico, como en nuestros laboratorios
durante la validacion del kit.

Por ejemplo, para la muestra de la figura 2 con un alelo expandido y un alelo normal
para el sistema de SCAly aplicando la formula anterior se obtienen los resultados
de la tabla 8.

N° rep muestra

SSEE Tamario Alelo X (pb)

Alelo 1 Alelo 2

SCAI 2245 2671 28 43

Tabla 8 Numero de repeticiones de una muestra con un alelo normal y otro expandido para el sistema SCA],
siendo el valor de X 139 pb.

224,5—-139

Numero Repeticiones Alelo 1 = 3

267,1 — 139

Numero Repeticiones Alelo 2 = 3

Sin embargo, la forma mas adecuada para calculo del nimero de repeticiones es
utilizando una muestra control o el control positivo del Kit.

Debido a la presencia de restos de cebadores marcados no consumidos durante la PCR

y TP-PCR y a dimeros de primers, se pueden detectar picos inespecificos, pero siempre
fuera del rango de analisis, por lo que no interfieren con la buena interpretacion de los
resultados. Ademas, estos picos nunca presentaran las caracteristicas de los picos
debidos a repeticiones en tandem de trinucledtidos: presencia de un pico real de tamafo
mayor, y uno o varios picos de tartamudeo, siempre inferiores al real y separados de
éste por tres pares de bases.
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081 | Resultados de TP-PCR

Es necesario evaluar los resultados de la TP-PCR (Triplet Repeat primed Polymerase Chain
Reaction) en aquellas muestras donde se esté analizando SCA2 y SCA7 y solo se haya
observado un alelo (un pico) en el electroferograma resultante de la PCR de SCA2 y SCA7.
Por tanto, la TP-PCR permite diferenciar las muestras homocigotas para alelos normales, de
las muestras con alelos expandidos que no pueden ser detectados por PCR convencional,
debido a su gran tamano.

Esta técnica permite la deteccion de expansiones de cualquier tamario, aunque la
identificacion del alelo de mayor tamafo generalmente no permite la determinacion
del nimero de repeticiones.

A continuacion, se muestran una serie de imagenes de los resultados obtenidos de la TP-PCR.
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Figura 4. Resultados de una TP-PCR para el sistema de SCA2: a) Alelo expandido de una muestra analizada b) Alelo
no expandido del control positivo del kit
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Figura 5. Resultados de una TP-PCR para el sistema de SCA7: a) Alelo expandido de una muestra analizada b) Alelo
no expandido del control positivo del kit.
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Troubleshooting

La tabla siguiente representa los resultados que podrian ser obtenidos en las muestras
analizadas, el control positivo, el marcador de tamario y el control negativo. En caso de
obtener un resultado inesperado, la interpretacion y la razén mas probable de dicho
resultado se muestran en la siguiente tabla:

Muestras Positive Marcador Control

Problema analizadas  control  de tamafo negativo Resultados / Interpretacion
v Resultado esperado
Cantidad y/o calidad del ADN
Sefal de v v molde insuficiente
fluorescencia ADN molde impuro ?
debil o nula v v v v Fallo en la electroforesis capilar ?
Fallo en la desnaturalizacion 4
v v v Fallo enla PCR®
Sefnal de v
fluorescencia Cantidad excesiva de ADN ©
excesiva v v
v v v Contaminacion ’
Presencia de — —
mas picos de v Contaminacién’; Mosaicismo °
los esperados v v Artefactos caracteristicos
de las expansiones @

Tabla 9. Interpretacion de los posibles resultados con el kit Imegen® SCAs

(1) Cantidad y/o calidad de ADN molde insuficiente: Comprobar que el ADN ha sido correctamente cuantificado y
usar la cantidad indicada de ADN molde. En caso de que el ADN haya sido correctamente cuantificado, comprobar
su integridad y llevar a cabo una nueva extraccién si es necesario.

(2) ADN molde impuro: Altas concentraciones de sales o un pH alterado pueden inhibir la PCR. Si usa un ADN
molde disuelto en un tampon de elucion con un pH diferente de 8 o con concentraciones altas de EDTA, el
volumen de ADN no deberia exceder el 20% del total de la reaccion. Restos de los reactivos usados durante la
extraccion también pueden afectar a la reaccion de PCR. Si es asi, limpie el ADN o prepare una nueva extraccion.

(3) Fallo en la electroforesis capilar: Revise si los parametros del equipo son los especificados
y reinyecte las muestras.

(4) Fallo en la desnaturalizacion: Para una correcta desnaturalizacion las muestras deben ser calentadas el tiempo
indicado en el apartado 7 de este documento, y posteriormente mantener en frio hasta la carga en el secuenciador.

(5) Fallo en la PCR: Compruebe que el programa de PCR es el indicado.

(6) Cantidad excesiva de ADN: AsegUrese de estar usando la cantidad adecuada de ADN. Si es asi, diluya el
producto de PCR en agua estéril desionizada y prepare de nuevo la desnaturalizacion y carga en el secuenciador.

(7) Contaminacion: Puede ser producida por otro ADN molde o por un ADN previamente amplificado. La
contaminacion cruzada puede dar lugar a falsos positivos y negativos, derivando todo ello en problemas en la
interpretacion de los resultados. Use puntas de pipeta con filtro y cambie los guantes regularmente.

(8) Artefactos caracteristicos de las expansiones: La amplificacion de expansiones genera artefactos que
aparecen como picos mas pequenos, y alejados 3 pares de bases del pico predominante.

(9) Mosaicismo: En algunos SCAs, como el SCA2 y el SCAB, han sido descritos casos de mosaicismo, por lo tanto,
es posible, aunque poco probable, encontrar mas de un genotipo en una muestra. En este caso aconsejamos
repetir la PCR, y en caso de obtener el mismo patron, utilizar una nueva muestra del paciente, a ser posible de
otro tejido (ej. mucosa bucal).

DE REVISION 29122023 HIC-PT-KIT O3-F-03 V.02 PAG. 20 DE 22



IMG-152 V.10

FE

L1mitaciones

101 | Equipos

Imegen® SCAs ha sido validado usando los siguientes termocicladores de PCR:

SimpliAmp Thermal Cycler (ThermoFisher Scientific)
GeneAmp PCR System 2720 (ThermoFisher Scientific)
T3000 Thermocycler 48 (Biometra)

Siusa otra marca o modelo de termocicladores, podria necesitar ajustar el programa
de amplificacion. Por favor, contacte con nuestro soporte tecnico para cualquier
consulta o aclaracion.

Imegen® SCAs ha sido validado usando la siguiente plataforma de secuenciacion:

3730xI DNA Analyzer (ThermoFisher Scientific)

Este kit es valido para los polimeros compatibles con el marcaje 6-Carboxifluoresceina
(6-FAM). En caso de utilizar otro equipo diferente al mencionado anteriormente, seguir
las especificaciones del protocolo de dichas plataformas.

102 | Reactivos

Imegen® SCAs se ha validado empleando los reactivos incluidos en el kit y los
recomendados en el apartado 6 de este documento (Equipos, reactivos y materiales
necesarios que no se suministran).

Para la electroforesis capilar se recomienda emplear los reactivos recomendados por
el proveedor del secuenciador: ThermoFisher Scientific.

En caso duda o consulta, por favor contacte con el departamento técnico.

103 | Estabilidad del producto

El funcionamiento ¢ptimo de este producto esta confirmado siempre que se apliquen
las condiciones recomendadas de almacenamiento especificadas dentro de la fecha
optima del producto asociada a cada lote de produccion.
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Contacte con nuestro Departamento Técnico para
cualquier consulta sobre las aplicaciones de este
producto o sobre sus protocolos:

& tech.support@healthincode.com
Q 434963212340
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