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NOMBRE DEL PRODUCTO

Nombre del producto: Kit de deteccion de mutaciones PNAClamp™

Nombre de la marca: Kit de deteccion de mutaciones PNAClamp™ JAK?2

USO PREVISTO

El kit de deteccion de mutaciones PNAClamp ™ JAK2 es una prueba de diagndstico in vitro destinada a la
deteccion de la mutacion somatica en el oncogén JAK?2 (Tabla 1) y proporcionarad una evaluacion cualitativa
del estado de la mutacion. El kit de deteccion de mutaciones PNAClamp™ JAK?2 debe ser utilizado por
profesionales de laboratorio capacitados, en un entorno de laboratorio, utilizando (por ejemplo) ADN extraido
de muestras de sangre.

El kit es para uso diagnostico in vitro.

Lea atentamente las instrucciones antes de su uso.

El Kit de deteccion de mutaciones PNAClamp™ JAK?2 es un dispositivo de diagndstico con la marca CE de

acuerdo con la Directiva de dispositivos médicos de diagndstico in vitro 98/79 / EC de la Union Europea.

Tabla 1. Mutaciones de JAK2 detectaghas este kit

. . . | Cambio de )
No. Reactivo Exén |Cambio de aminoacid: nuclestidos Cosmic No.
1 | Mezcla JAK2 PNA 14 p.V617F C.1849 G>T 12600

* Los niimeros cosmicos se han tomado del "Catalogo de mutaciones soméaticas en cancer".
(http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic)
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PRINCIPIO Y DESCRIPCI6N GENERAL

El kit de deteccion de mutaciones PNAClamp ™ JAK?2 se basa en la tecnologia de sujecion de PCR en tiempo
real mediada por acido péptido nucleico (PNA). El PNA es un analogo de ADN sintético en el que la cadena
principal del fosfodiéster se reemplaza por una repeticion similar a un péptido formada por unidades de (2-

aminoetil) -glicina.

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

durante la PCR posterior.

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

alelo mutante, mientras que se suprime la amplificacion del gen de tipo salvaje.
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Figura 1. Principio del Kit de deteccion de mutaciones PNACTaiiK2

El kit puede detectar rapidamente la mutacién JAK2 (en 2 h) con alta sensibilidad incluso con una pequefia
cantidad de ADN (10 ng). El limite de deteccidn del kit, cuando el gen mutado se mezcla con un fondo de tipo

salvaje, es inferior al 1%.

INFORMACIS6N DE SEGURIDAD

La hoja de datos de seguridad del material (MSDS) esta disponible a pedido.

EQUIPOS Y MATERIALES SUMINISTRADOS POR EL U SUARIO

Reactivos y equipos para extraccion de ADNO
Tubos o placas de PCR sin ADNasa de 0,2 mlO
PipetasO

I

Un instrumento de PCR en tiempo real equipado con un detector que permite la evaluacion del tinte

SYBR Greenl]

Tabla 2. Lista de instrumentos de PCRtienimpo reatompatibles

Empresa Modelo
Bio-Rad CFX 96
Roche Ciclador de luz 480 1II
ABI ABI 7500
ABI ABI 7900
Qiagen Rotor-Gene Q
ABI QuantStudio 5

Para otros instrumentos, puede ser necesaria una peqpéimizacio.
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ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

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

71 El kit de deteccion de mutacioRMAClamp™ JAK2 es para uso diagndstico in vitro.

[0 Todos los experimentos deben realizarse en condiciones estériles adecuadas con técnicas asépticas. Es
recomendado que los usuarios dispongan de pipetas y puntas de pipeta con filtro dedicadas
independientes para afiadir la plantilla de ADN y durante la preparacion de los reactivos. O

[0 Utilice siempre guantes sin talco Cuando usted manejar el equipo.d

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

[1 Todo procedimiento experimental deberia de ser realizado a temperatura ambiente. Sin embargo,

exponerJAK2 La premezcla PNA 2X a temperatura ambiente debe minimizarse para una amplificacion

optima. [

Disuelva los reactivos completamente y mézclelos completamente con vortex. O

La solucién de premezcla JAK2 PNA 2X contiene colorante fluorescente y debe mantenerse oscura. O

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

Los tubos de PCR deben enclenque centrifugado antes de su uso.O

O o o o dg
O o o o d

Usando volumen no recomendado para reactivo no solo provoca una pérdida de rendimiento, sino que

también aumenta la posibilidad de un resultado falso.O

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

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

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

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

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

[1 No utilice los reactivos después de la fecha de caducidad.O
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CONDICI6N DE ALMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD

El kit de deteccién de mutaciones PNAClamp ™ JAK2 se envia en un paquete de hielo y ain debe estar

congelado a su llegada. Si el kit no esta congelado a la llegada, comuniquese con PANAGENE Inc. o con el

distribuidor local.

El kit de deteccion de mutaciones PNAClamp ™ JAK2 debe almacenarse inmediatamente después de

recibirlo a -15°C hasta -20°C. Cuando se almacena en las condiciones de almacenamiento recomendadas en el

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

Después de abrir el kit, la vida util es de 3 meses.

CONTENIDO DEL KIT

Tienda en -15°C hasta -20°C

No. ombre del compone Descripcion Volumen Etiqueta de tapa
1 Mezcla sin PNA Solo cebadores 90 pl
2 JAK2 Mezcla de PNA | V617 PNA y cebadores 90 pl
3 |JAK2 PremezclaPNA 2X|  TCR g:ilie;fla de 600 pl Premezcla JAK2 2X
4 Control de sujecion Salvaje-tipo de ADN 200 pl Control JAK2

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

Figura 2. Flujo ddrabajo del Kit de deteccion de mutaciones PNAClamp ™ JAK2

1. Preparacion de ADN
Los reactivos de recoleccion de muestras y extraccion de ADN no estan incluidos en el kit, por lo que
deben ser proporcionados por el usuario.
1) Las muestras de sangre se pueden utilizar como muestras.
2) Transporte de muestras: utilice la metodologia patologica estandar para garantizar la calidad de las
muestras.
3) Para la extraccion de ADN, se recomienda el kit de preparacion de plantillas de PCR de alta pureza

(Roche Diagnostics, numero de catalogo 11796828001).

4) El ADN extraido se puede almacenar a 4°C por hasta 24 horas, o en -20°C para almacenamiento a

largo plazo.
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2. Preparaion de la mezcla de PCR en tiempo real

Tabla 3. Preparar la mezcla de rezién segun la reaccion.

Componentes Volumen
JAK2 Premezcla PNA 2X (#3) 10 pl
Cada mezcla de PNA (# 1 ~#2) 3ul
ADN extraido (10 ng en total) o control de sujecion (#4) 7 ul
Volumen total 20 ul

1) Prepare 2 tubos de PCR para analizar un conjunto de muestras de ADN. Etiquételos como S1 y S2.
Prepare otro conjunto de 2 tubos para el control de sujecién (ADN de tipo salvaje) y etiquételos
como C1 y C2.

2) Aifada 10 pl de premezcla JAK2 PNA 2X (n° 3 del kit) a cada tubo.

3) Para cada tubo de PCR, agregue 3 pl de la mezcla de PNA correspondiente del # 1 ~ 2 del kit. Por
ejemplo, los tubos S1 y C1 tendran la mezcla n. ° 1 sin PNA n. °© 1, los tubos S2 y C2 tendran la mezcla
n. °2 deJAK2 PNA n. © 2.

4) Para los tubos de PCR S1 ~ S2, agregue 7 pl de muestra de ADN preparada (10 ng en total) a cada
tubo para obtener un volumen final de 20 pl.

5) Para los tubos de PCR C1 ~ C2, agregue 7 ul de control de sujecion (n® 4 del kit).

6) Si tiene mas de una muestra de ADN para analizar, prepare un conjunto de controles de sujecidon para
todo el experimento. En tal caso, se recomienda preparar una mezcla maestra que contenga 2X Premix
y cada mezcla de PNA para todas las muestras y alicuotas de 13 pl en cada tubo de PCR.

7) Cuando todos los reactivos estén cargados, cierre / selle firmemente el tubo de PCR o la placa de 96

pocillos. De lo contrario, los reactivos restantes pueden evaporarse.

3. Reaccion de PCR en tiempo real

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

UN CICLO
Pre-desnaturalizacion 94°C 5 minutos
CICLISMO DE CUATRO PASOS (40 CICLOS)
Desnaturalizacion 94°C 30 segundos
Sujecion PNA 70°C 20 segundos
Recocido 63°C 30 segundos
Extension* 72°C 30 segundos

* Configure la deteccion para leer SYBR Green en 72°C.
** Siusa Light Cycler 480 II, configure 45 ciclos para un ciclo de cuatro pasos.
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Evaluacion

* Consulte la guia del usuario del instrumentocisizado de Panagene para conocer el método

de analisis detallado.

1) Control de sujecion (control de ADN de tipo salvaje)

(1) Determine el valor Ct de cada reaccion de PCR. El numero de ciclo en el que se detecta una

sefial por encima de la fluorescencia de fondo se denomina umbral de ciclo (Ct).

)

Los valores de Ct del control de sujecion (tubo C1 ~ C2) deben caer en el rango indicado en la

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

Tabla 4. Lo aceptable Rango de CTsamtrol de sujecion

Ensayo

Rango de Ct aceptable

@ Mezcla sin PNA (C1)

23<X<26

Ensayo

Rango aceptable de at*

@ Mezcla de JAK2 PNA (C2)

<2

2) Muestras de ADN
(1) Determine los valores de Ct de cada muestra (S1 y S2).
i.  Valor Ct de la mezcla sin PNA (S1) debe ser 21 ~ 35.

ii.

pureza y la concentracion de ADN. Por lo tanto, la validez de la prueba puede decidirse por

* Ct-1 = [Ct estandar] - [Ct de muestra o Ct de control de sujecion]

El valor Ct de la mezcla sin PNA (S1) puede servir como control interno para indicar la

el valor Ct de la mezcla sin PNA (S1) como se muestra en la Tabla5.

Tunable 5. El aceptabilidad de las muestras

Aceptabilidad

Connecticutalor
de la mezcla no

Descripciones y recomendaciones

PNA (S1)
L 21 <Ct <30 La amplificacion y la cantidad de muestra de ADN son
optimo e
optimas.
El gen objetivo fue amplificado con baja eficiencia. Para
Aceptable 30< Ct <35 resultado mas fiable, se sugiere que repetir la PCR reaccion
con una mayor cantidad de ADN.
Ct <21 La posibilidad de falsos positivos es alta. Repita la
a reaccion de PCR con una menor cantidad de ADN.
Invalido La amplificacion falld. Verifique la cantidad y pureza del
35<Ct ADN. Es posible que se requiera una nueva preparacion

de ADN.
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(2) Calcule el Ct-1 restando los valores de la muestra de Ct de el estandarValores Ct. Si el Ct de las

muestras de ADN se muestra como NA (no aplicable), luego establezca el valor Ct en 38 para

calculos adicionales.

* Ct-1 = [Estandar Connecticut] - [Muestra Connecticut (S2) o control de sujecion Ct]

Tabla 6. El valor de Ct estandar

Instrumento
Ct estandar Bio-Rad Roche | ABI 7900 | ABI 7500 |Rotor-Gene [QuantStudio
CFX96 LC480 Q 5
Mezcla JAK2
PNA 35 35 35 35 35 35,5

(3) Calcular Ct-2 [Valor Ct de muestra restado por el valor Ct de PNA mezcla].
**  Ct-2 = [Samplio Connecticut (S2)] - [Mezcla sin PNA Connecticut (S1)]

(4) Evalue el resultado junto con los valores de Ct-1y  Ct-2 como se indica en la Tabla 7.

Cuadro 7. Evaluacion del resultado

Ct-1 Ct-2 Evaluacion
2< Ct-1 Todo el valor Mutante JAK2 V617
Connecticut-2 <4 Mutante JAK2 V617
0<Ct-1<2
4 < Connecticut-2 Salvaje
Ct-1 <0 Todo el valor Salvaje
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EJEMPLOS DE ANALISIS

1. Uso de BidRad CFX96
1) Perfil deReprimicioncontrolar
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Ensayo Control de sjecion Ct | Aceptar rang¢ Resultado
(D Mezcla sin PNA (C1) 24,04 23<X <26 Aceptable
Control de Aceptar
Ensayo sujecion C Ct-1 Rango Ctl Resultado
Mezcla de JAK2 PNA
@ Mezcla de 36.96 11,96 ) Aceptable
(€2
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Mesa 9. Ejemplo dmuestrasvalores de Ct

Muestra No, Muestra 1| Muestra 2| Muestra 3 Ct
-Ensaye Ct Gt Gt estandar T o2 T o
(@) Mezcla sin PNA (S1) 26,31 31.05 25.15
@ Mezcla de JAK2 PNA
2878 33.84 38.79 35.(3) 3-D 3-Q
(S2)
* Ct-1 = [Estandar Ct] - [Muestra Ct o control de sujecion Ct]
** (Ct-2 = [Muestras Ct] -[Mezcla sin PNACt (S1)]
Mesa 10. Analisis de los datos
Muestra No. Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
Ensayo ACt-2 ACt-1 ACt-2 ACt-1 ACt-2 ACt-1
@ Mezcla de JAK2 PNA| - 6.22 | dieciséis | 13,64 :3.79
(82)
Resultados V617 mutante V617 mutante Salvaje

1. Cuando Ct-1 es igual o mayor que 2 (), se evalua que la muestra estd mutada.

2. Si ACt-1 es mayor que 0 y menor que 2 (),

[

@ Ct-2 es mayor que 4, se considera que la muestra es silvestre.

@ Ct-2 es igual o menor que 4(), se considera que la muestra estd mutada.
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2. Utilizando ABI QuantStudio 5

1) Perfil deReprimicioncontrolar

— [T —————
s @
i @
Ensayo Control de sujecion Ct| Aceptar rango Resultado
No Mezcla de PNA (C1) 24,50 23<X 26 Aceptable
Control de Aceptar
Ensayo sujecion C Ct-1 Rango Ctl Resultado
Mezcla de JAK2 PNA
el ce 37.08 41,58 ) Aceptable
(€2)
2) Perfilde muestras
L Arnpisd i Fns Ampification Pat
~~ Muestra 1 @ || ~=Muestra 2
T @ || o
it i @
e _ = @
~~Muestra 3 @
=
= @

(D Mezcla sin PNA (2 Mezcla JAK2 PNA
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Mesa 11. Ejemplo dmuestravalores de Ct

Muestra No. Muestra 1| Muestra 2| Muestra 3 L
Ctestandar ** Ct-2 | * Ct-1
‘Ensaye Ct Ct Ct
@ Mezcla sin PNA (S1) 23,74 30,95 24,92
@ Mezcla de JAK2 PNA
27,93 3432 37.21 35,5(3) R-D ®-@
(bz) 7 7T
* Ct-1 = [Estandar Ct] - [Muestra Ct o control de sujecion Ct]
** (Ct-2 = [Muestra Ct] -[Mezcla sin PNACt (S1)]
Mesa 12. Analisis de los datos
Muestra No. Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
Ensayo ACt-2 ACt1 ACt-2 ACt-1
@ Mezela de JAK2 PNA| 4 g 7.57 12.29 1,71
(S2)
Resultados V617 mutante V617 mutante Salvaje

1. Cuando Ct-1 es igual o mayor que 2 (), se evalua que la muestra estd mutada.

2. Si ACt-1 es mayor que 0 y menor que 2 (),

—

@ Ct-2 es mayor que 4, se considera que la muestra es silvestre.

[

@ Ct-2 es igual o menor que 4(), se considera que la muestra estd mutada. g
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CONTROL DE CALIDAD

Cada lote de Kit de deteccion de mutaciones PNAClamp™ JAK2 se prueba con especificaciones
predeterminadas para garantizar una calidad constante del producto de acuerdo con el sistema de gestion de

calidad certificado ISO 9001 y 13485 de PANAGENE

PRUEBA DE RENDIMIENTO

1. Sensibilidad analitica
La sensibilidad analitica se determiné probando la linea celular mutante JAK2 estandar con el kit de
deteccion de mutaciones PNAClamp ™ JAK?2.
El ADN extraido se mide como 10 ng y 25 ng. Cada ADN de 10 ng y 25 ng se diluyé para tener 100, 10,
1 y 0% de diferentes proporciones de mutantes. Se realizaron tres pruebas con estas 4 condiciones de
ADN para 3 lotes diferentes del kit.

Los resultados mostraron que se detecté una mutacion del 1% para todos los casos, las concentraciones

de la linea celular de ADN mutante.

2. Especificidad analitica
La especificidad analitica se determind probando las lineas de células silvestres sin ADN mutante. Se
realizaron tres pruebas en tres lotes del kit utilizando ADN (10 ng y 25 ng) extraido de lineas celulares de
tipo salvaje como A549, K562 y HeLa. Las tres pruebas mostraron ubicaciones de tipo salvaje. Para la
evaluacion de la reactividad cruzada por ubicacion mutante, las pruebas de ADN de la linea celular
mutante JAK2 (10 ng) a 100, 10, 1 y 0% de diferentes proporciones mutantes mostraron ubicaciones de

tipo salvaje, excepto para cada ubicacion mutante, y no mostrd reactividad cruzada.

3. Reproducibilidad
Se realizaron experimentos para evaluar la reproducibilidad de los ADN de la linea celular mutante JAK2
estandar (10 ng) al 100, 10, 1 y 0% de diferentes proporciones de mutantes, para tres lotes, entre tres
operadores y durante tres dias. El kit de deteccion de mutaciones PNAClamp ™ JAK2 tenia una tasa de

llamadas correcta del 100%. Todos los resultados mostraron poca variacion, con CV < 5%.

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




' PANAGENE

REFERENCIAS

1. Steensma DP et al., JAK2 V617F en trastornos mieloides: técnicas de diagndstico molecular y su utilidad
clinica: un articulo del Simposio 2005 del Hospital William Beaumont sobre Patologia Molecular. J Mol
Diagn. Septiembre de 2006; 8 (4): 397-411.

2. Tefferi A et al., Inhibidores de JAK para neoplasias mieloproliferativas: aclarar hechos de mitos. Sangre.
2012 22 de marzo; 119 (12): 2721-30.

3. Cankovic M et al., Rendimiento clinico de los ensayos de deteccion de mutaciones JAK2 V617F en un
laboratorio de diagnostico molecular: evaluacion de métodos de deteccion y cuantificacion. Soy J Clin
Pathol. Noviembre de 2009; 132 (5): 713-21.

4. Speletas M et al., Correlaciones de la mutacion JAK2-V617F con hallazgos clinicos y de laboratorio en
pacientes con trastornos mieloproliferativos. Leuk Res. 2007 Agosto; 31 (8): 1053-62.

5. McLornan D et al., JAK2 V617F: una sola mutacién en el grupo de trastornos mieloproliferativos. Ulster

Med J. Mayo de 2006; 75 (2): 112-9.

EXPLICACISN DE LOS SiMBOLOS EN LA ETIQUETA

LOT Codigo de lote E Usar antes de (AAAA.MM.DD)

d Fabricante il [ Representante EC

IVD Dispositivo médico de diagndstico in vitro H E F Numero de catalogo

_/Y Limitacién de temperatura C € Conformidad europea

PANAGENE Inc. MT Promedt Consulting GmbH
54, Techno 10-ro, Yuseong-gu, Daejeon, 34027, Corea Altenhofstrasse 80, 66386 St. Ingbert, Alemania
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