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QIAGEN: tecnologias para la preparacion de
muestras y ensayos de biologia molecular

QIAGEN es el proveedor lider de tecnologias innovadoras para la preparacién
de muestras y ensayos de biologia molecular que permiten el aislamiento y la
deteccion del contenido de cualquier muestra biolégica. Nuestros productos y
servicios de vanguardia y méxima calidad garantizan el éxito, desde la muestra
hasta el resultado.

QIAGEN define los estandares en los siguientes campos:

Purificacién de ADN, ARN y proteinas
Ensayos de dcidos nucleicos y proteinas
Investigacién con microARN y ARNi

Automatizacién de tecnologias de preparacién de muestras y ensayos de
biologia molecular

Nuestra misién es ayudarle a superar sus retos y a alcanzar un éxito
excepcional. Para obtener mds informacién, visite www.qiagen.com.
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Uso previsto

Los kits ipsogen JAK2 MutaScreen estén disefiados para la deteccion de la
mutacion V617F/G1849T del gen JAK2 en el ADN gendémico de sujetos con
posible neoplasia mieloproliferativa. La ausencia de la mutacion V617F/G1849T
del gen JAK2 no descarta la existencia de otras mutaciones de dicho gen. En el
caso de que existan otras mutaciones en los codones 615 a 619 (1) el ensayo
puede dar resultados negativos falsos.

Nota: el kit debe utilizarse de acuerdo con las instrucciones recogidas en este
manual, junto con reactivos y equipos validados. Cualquier uso no autorizado
de este producto o modificaciéon de los componentes eximird a QIAGEN de
posibles responsabilidades.

Resumen y explicacién

En 2005 se identificé la mutacién somatica recurrente V617F, que afecta al
gen Janus tirosinquinasa 2 (JAK2) (2-5), lo que constituyé un gran avance en
la comprensién, la clasificacién y el diagnéstico de las neoplasias mieloprolife-
rativas (NMP). JAK2 es una molécula de senalizacién intracelular bésica para
determinadas citocinas, como la eritropoyetina.

La mutacién JAK2 V617F se detecta en >95% de pacientes con policitemia
vera (PV), en el 50-60% de pacientes con tfrombocitemia esencial (TE) y en el
50% de pacientes con mielofibrosis primaria (MFP). También se ha detectado
la mutacién JAK2 V617F en unos pocos casos de leucemia mielomonocitica
crénica, sindrome mielodispldsico, mastocitosis sistémica y leucemia neutréfila
crénica, pero en el 0% de LMC (6).

La mutacién corresponde al cambio de un solo nucleétido en la posicién 1849
del gen JAK2 en el exdén 14, lo que provoca la sustitucion aislada de una
valina (V) por una fenilamina (F) en la posicién 617 de la proteina (dominio
JH2). Esto conlleva la activacién constitutiva del gen JAK2, la transformacién
hematopoyética in vitro y la formacién de colonias eritroides independientes

de la eritropoyetina (EEC) en todos los pacientes con PV y en gran parte de los
pacientes con TE y MFP (7). La mutacién JAK2 V617F representa un factor clave
en la transformacién de células hematopoyéticas en NMP, pero todavia no se
conocen exactamente los mecanismos patolégicos mediante los que, con la
misma mutacién Unica, se generan entidades clinicas y biolégicas tan diferentes.

Tradicionalmente el diagndstico de las NMP se basaba en criterios clinicos,
histolégicos de médula ésea y citogénicos. El descubrimiento de un marcador
molecular especifico de estas enfermedades ha simplificado el proceso y ha
permitido mejorar la precisiéon del diagnéstico. La detecciéon de la mutacién
JAK2 V617F forma parte de los criterios de referencia de la OMS de 2008 para
el diagndstico de las NMP negativas para el BCR-ABL (tabla 1) y la presencia
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de esta mutacién se considera un criterio fundamental para la confirmacién
del diagnéstico.

Tabla 1. Criterios de la OMS para el diagnéstico de NMP (adaptados
de la referencia 8)

Criterios para el diagnéstico de policitemia vera (PV)
Principales 1. Hemoglobina (Hgb) >18,5 g.dl' (hombres) o0 >16,5 g.dl
(mujeres), o
Hgb o hematocrito (Hct) > 99 del rango de referencia para edad,
sexo o altitud de la residencia, o
Hgb >17 g.dlI"" (hombres) o >15 g.dI" (mujeres) si se asocia con un
incremento sostenido de =2 g.dl"' desde la referencia no atribuible
a la correcciéon de la ferropenia, o
Masa eritrocitaria elevada més del 25% por encima del valor medio
habitual previsto
( 2. Presencia de JAK2V617F o una mutacién similar |
Secundarios 1. Mieloproliferacién trilineal en médula ésea
2. Nivel sérico de eritropoyetina anémalo
3. Formacién endégena de colonias eritroides (ECC)
Criterios para el diagnéstico de trombocitopenia esencial (TE)
Principales 1. Recuento de plaquetas =450 x 107 |
2. Proliferacién megacariocitica con morfologia grande y madura
Escasa o inexistente proliferacién granulocitica o eritrocitica
3. Incumplimiento de los criterios de la OMS para leucemia mieloide
crénica (LMC), PV, mielofibrosis primaria (MFP), sindrome
mielodispldsico (SMD) u otras neoplasias mieloides
[ 4. Manifestacién de JAK2V617F u otros marcadores clénicos, o |
Ausencia de indicios de trombocitosis reactiva
Secundarios -
Criterios para el diagnéstico de mielofibrosis primaria (MFP)
Principales 1. Proliferacién megacariocitica y atipia acompafiadas de fibrosis
reticulinica y/o coldgena, o
En ausencia de fibrosis reticulinica, los cambios megacariociticos
deben ir acompafiados de un aumento en la celularidad de la
médula ésea, la proliferaciéon granulocitica y, con frecuencia, una
disminucién de la eritropoyesis (por ejemplo, MFP prefibrética)
2. Incumplimiento de los criterios de la OMS para LMC, PV, SMD
u otras neoplasias mieloides
[ 3. Manifestaciéon de JAK2V617F u otros marcadores clénicos, o]
Carencia de indicios de fibrosis reactiva en la médula ésea
Secundarios 1. Leucoeritroblastosis
2. Aumento del nivel sérico de deshidrogenasa lactica (DHL)
3. Anemia
4. Esplenomegalia palpable
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Recientemente, expertos internacionales han propuesto criterios para la
realizacién de ensayos terapéuticos de PV y TE. A partir de datos sobre
aloinjertos, el interferén alfa o la hidroxiurea, se ha incorporado la cuantifi-
cacién de la mutacién JAK2V617F como una herramienta que podria resultar
préctica para la monitorizacién de la respuesta al tratamiento (9). Se ha
observado una disminucién de la carga de JAK2 V617F como respuesta a
algunos de los nuevos férmacos anti-JAK2 especificos en fase de desarrollo
clinico (10).

Principio del procedimiento

En un ensayo de discriminacién alélica se utilizan dos sondas TagMan® en un
ensayo multiplexado. Una es perfectamente complementaria de la secuencia
del alelo 2 (por ejemplo, el alelo nativo) y la otra lo es del alelo 1 (por
ejemplo, el alelo con una mutacién). Cada sonda esté marcada con un
fluoréforo caracteristico en su extremo 5’ (indicador), como FAM™ or VIC®,

y contiene un supresor no fluorescente en el extremo 3’. Las sondas contienen
también un ligando de unién al surco menor (MGB™) que permite el uso de
sondas mds cortas con una mayor estabilidad y, por tanto, una discriminacién
alélica mads precisa.

Durante la fase de extensién de la PCR, la sonda perfectamente emparejada se
escinde por la actividad 5'—3' exonucleasa de la polimerasa Tag ADN, proceso
que separa el fluoréforo indicador del supresor de la sefal y, por tanto, libera
fluorescencia detectable. La sonda que no esté perfectamente emparejada serd
desplazada, no escindida, por la polimerasa Tag ADN vy, por lo tanto, no se
liberaré fluorescencia. La sefnal fluorescente (VIC o FAM) generada se recoge
al final de la PCR (fase final) e indica inmediatamente la presencia de las
secuencias diana en la muestra (el alelo nativo, el alelo mutado o ambos) sin
necesidad de etapas largas y laboriosas de procesamiento tras la PCR, que
también aumentan el riesgo de contaminacién. No se determina la cantidad
real de la secuencia diana.

El kit ipsogen JAK2 MutaScreen utiliza esta tecnologia como se muestra en la
ilustracién (ilustracién 1).

6 Manual del kit ipsogen JAK2 MutaScreen 06/2016



*— .I Degradacién de la sonda
s
Aumento considerable

de la senal FAM

Sonda 1
Coincidencia
{‘::?- O is
Sonda 2 . Degradacién de la sonda
[y .
Coincdencio—> ) S W Aumento considerble
de la sefal VIC

L\ esplazamiento
Sonda 1 de la sonda
Error de .- . .
o Sin senal
comadencm
ELK Desplazamiento
Sonda 2 de la sonda
Error de ..
o Sin senal
comadencm

llustracién 1. Ensayo multiplexado con sonda TagMan. El kit ipsogen JAK2 MutaScreen
utiliza esta tecnologia para la discriminacién alélica.

|
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Materiales suministrados

Contenido del kit

Kit ipsogen JAK2 MutaScreen (10) (24)
N.2 de referencia 673022 673023
NUmero de reacciones 24 10
V617F Posi’ri\{e Control* PC-VF 30 ul 30 ul
(control positivo V617F)

V617F Negative Controlt NC-VF 30 ul 30 ul

(control negativo V617F)

Cut-Off Sample 30 ul

(muestra discriminatoria) COS-VF 304l
Primers and probes mix JAK2 V617F#
(mezcla de primers y sondas JAK?2 PPM-VF 10x 70 ul 145 ul

V617F)

ipsogen JAK2 MutaScreen Kit Handbook
(manual de uso en inglés)

* Control positivo: 100% ADN V617F.
t Control negativo: 100% ADN nativo; 0% Vé17F.

* Mezcla de primers inversos y directos especificos para el gen JAK2, sonda FAM especifica
para la mutacién V617F y sonda VIC para ADN nativo.

Nota: centrifugue los tubos brevemente antes de usarlos.

Nota: para analizar muestras desconocidas con el kit ipsogen JAK2 MutaScreen
es necesario extraer ADN gendémico. Los reactivos necesarios para realizar

la extraccién de ADN (p. ej., QIAGEN® QIAamp® DNA Mini Kit, n.° de
referencia 1304) no se suministran y deben ser validados para su funciona-
miento con el kit.
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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 correspondientes sobre seguridad
(SDS), que puede solicitar al proveedor del producto.

Reactivos
B Agua exenta de nucleasas de calidad PCR

B  Tampén TE exento de nucleasas 1x, pH 8,0 (p. ej., Thermo Fisher Scientific
Inc., n.° de referencia 12090015)

B  Tampén y polimerasa Tag ADN: Los reactivos validados son TagMan
Universal PCR Master Mix (Master Mix PCR 2x) (Thermo Fisher Scientific
Inc., n.° de referencia 4304437) y LightCycler TagMan Master (Master Mix
PCR 5x) (Roche, n.° de referencia 04535286001)

B Reactivos para gel agarosa 0,8-1% en 0,5x de tampdn de electroforesis
TBE

Consumibles

B Puntas de pipeta para PCR estériles, libres de nucleasas, resistentes
a aerosoles y con filtros hidréfobos

M Tubos para PCR exentos de DNAsa y RNasa de 0,5 ml 0 0,2 ml
M Hielo

Equipo
M Pipetas especificas para PCR (1-10 ul; 10-100 ul; 100-1000 ul)

M Centrifuga de mesa* con rotor para tubos de reaccién de 0,2 ml/0,5 ml
(capaz de alcanzar 10.000 rpm)

M Espectrofotrémetro* para cuantificacién de ADN

B Equipo para PCR en tiempo real:* Rotor-Gene Q 5plex HRM u otro equipo
Rotor-Gene; LightCycler 2.0 o 480; Applied Biosystems 7300 Real-Time
PCR System, Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System, ABI

PRISM 7000 SDS, ABI PRISM 7700 SDS o ABI PRISM 7900HT SDS y el
material especifico asociado.

B Equipo* para electroforesis en gel de campo pulsado

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

Para uso de diagndstico in vitro

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 correspondientes sobre seguridad
(SDS). Puede obtenerlas en linea en el préctico y compacto formato PDF en
www.giagen.com/safety, desde donde también podrd buscar, ver e imprimir
las hojas de datos SDS de todos los kits y componentes de los kits QIAGEN.

Deseche los residuos de muestras y ensayos conforme a los requisitos de
seguridad local.

Precauciones generales

Las pruebas de Q-PCR exigen la adopcién de buenas précticas de laboratorio
gue cumplan los reglamentos vigentes y las normas aplicables, especificas para
laboratorios de biologia molecular, entre ellas el buen mantenimiento del
equipo.

Este kit estd concebido para diagnéstico in vitro. Los reactivos y las instrucciones
suministrados con este kit han sido validados para ofrecer un rendimiento
6ptimo. La dilucién excesiva de los reactivos o un cambio en los tiempos y las
temperaturas de incubacién pueden causar resultados erréneos o dispares.

El reactivo PPM-VF puede alterarse si se expone a la luz. Todos los reactivos
estédn formulados de manera especifica para su utilizacién en este andlisis. Se
recomienda no sustituir ningin componente para garantizar un rendimiento
bptimo del ensayo.

Tenga la méxima precaucién para evitar:

B Lo contaminacién con desoxirribonucleasa, que podria degradar el molde
de ADN.

B Lo contaminacién por arrastre del ADN o de los productos de la PCR, que
podria producir sefiales positivas falsas.

Por lo tanto, se recomienda lo siguiente:

B Utilizar material de laboratorio (como pipetas, puntas de pipeta, tubos de
reaccién) libre de nucleasas y llevar guantes cuando se realice el ensayo.

B 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.

M Preparar la premezcla maestra (master mix) para PCR con el material
especifico (pipetas, puntas, etc.) en una zona delimitada donde no se
introduzcan matrices de ADN (ADN, plasmidos). Afadir los moldes de
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ADN en una zona aislada (preferiblemente una sala independiente) con
material especifico (pipetas, puntas, etc.).

Almacenamiento y manipulacién de reactivos

Los kits se envian en hielo seco, pero deben conservarse entre -30 °C y —-15 °C
tras su recepcion.

B Minimice la exposicion a la luz de las mezclas de primers y sondas
(tubo PPM-VF).

B Mezcle suavemente los tubos y centrifGguelos antes de abrirlos.
M Guardar todos los componentes del kit en los envases originales.

Estas condiciones de almacenamiento se aplican a los componentes abiertos
y a los no abiertos. El incumplimiento de las condiciones de almacenamiento
de los componentes que aparecen indicadas en las etiquetas podria afectar
negativamente a los resultados del ensayo.

La fecha de caducidad de cada reactivo figura en las etiquetas de cada
componente. Si se almacena adecuadamente, el producto conserva las
caracteristicas de rendimiento hasta la fecha de caducidad impresa en la
etiqueta.

No hay sefiales obvias que indiquen inestabilidad de este producto. No
obstante, deben realizarse simultdneamente controles positivos y negativos
con especimenes desconocidos.

|
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Procedimiento

Preparacion del ADN de la muestra

El ADN gendémico debe proceder de sangre completa, de linfocitos de sangre
periférica purificados, de polimorfonucleares o de granulocitos. Para permitir
la comparacién de resultados, se recomienda utilizar la misma fraccién celular
y el mismo método de extraccién de ADN. La extracciéon del ADN puede
realizarse por cualquier método comercial o propio.

La cantidad de ADN se determina midiendo la densidad éptica a 260 nm.
La calidad del ADN se evaluard mediante espectrofotometria o electroforesis
en gel.

El cociente A2s0/A280 deberia ser de 1,7 a 1,9. Los cocientes inferiores normal-
mente indican que existe contaminacién causada por productos quimicos
proteinicos u orgdnicos. El andlisis electroforético en gel de agarosa del 0,8%
al 1% permitird visualizar el ADN aislado como una banda nitida de unos

20 kb. Una ligera mancha es aceptable.

El ADN resultante se diluye a 5 ng/ul en tampén TE. La reaccion de gPCR esté
optimizada para 25 ng de ADN gendémico purificado.

Almacenamiento de dcidos nucleicos

Para el almacenamiento a corto plazo (hasta 24 horas), se recomienda alma-
cenar los dcidos nucleicos a una temperatura comprendida entre 2 y 8 °C.
Para el almacenamiento a largo plazo (mds de 24 horas), recomendamos
almacenar a una temperatura de -20 °C.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Protocolo: qPCR en equipos Rotor Gene Q con rotor de
72 tubos

Al utilizar este equipo, se recomienda realizar todas las mediciones por
duplicado, tal como se indica en la tabla 2.

Tabla 2. NUmero de reacciones de los equipos Rotor Gene Q MDx 5plex
HRM o Rotor Gene Q 5plex HRM con rotor de 72 tubos

Muestras Reacciones
Mezcla de primers y sondas JAK2 V617F (PPM-VF) (56 reacciones)

24 muestras de ADN 24 x 2 reacciones
3 x 2 reacciones (PC-VF, NC-VF,
3 controles de ADN y COS-VF, cada una analizada

por duplicado)

Control de agua 2 reacciones

|
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Procesamiento de muestras en los equipos Rotor-Gene Q con rotor
de 72 tubos

$253 83 54 54 g5

llustracién 2. Sugerencia de configuracién del rotor para un experimento con
el kit ipsogen JAK2 MutaScreen. PC-VF: control positivo; NC-VF: control negativo;
COS-VF: muestra discriminatoria; S: muestra de ADN; H,O: control de agua.

Nota: asegirese de colocar siempre una muestra de andlisis en la posicién 1
del rotor. De lo contrario, el equipo no se calibrard durante la fase de calibra-
cién y se obtendrdn datos de fluorescencia incorrectos.

Coloque tubos vacios en todas las demdés posiciones.

qPCR en equipos Rotor-Gene Q con rotor de 72 tubos

Nota: coloque los componentes en hielo en todos los pasos.

Procedimiento

1. Descongele todos los componentes necesarios y coléquelos en hielo.

Los componentes deben retirarse del congelador aproximadamente 10 min
antes de comenzar el procedimiento.
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2. Mezcle en vértex y centrifugue brevemente todos los tubos (aproxi-
madamente 10 s a 10.000 rpm) para recoger el liquido en el fondo
del tubo.

3. Prepare la siguiente mezcla de qPCR segun el nUmero de muestras
que vayan a procesdarse.

Todas las concentraciones se refieren al volumen final de la reaccién.

En la tabla 3 se describe el esquema de pipeteo para la preparaciéon de una
mezcla de reactivos, calculada para lograr un volumen de reaccién final de
25 ul. Se puede preparar un premezcla, segin el nimero de reacciones,
con la misma mezcla de primer y sonda. Se incluyen volUmenes extra para
compensar los errores de pipeteo.

En los equipos Rotor-Gene, el kit ipsogen JAK2 MutaScreen se puede utilizar
para analizar 24 muestras por duplicado en 1 experimento (ilustraciéon 2),
20 muestras por duplicado en 2 experimentos o 15 muestras por duplicado
en 3 experimentos.

Tabla 3. Preparaciéon de la mezcla de gPCR

Numero de reacciones (ul) Concentracién

Componente 1 56+1* 28+1f 18+1% final
TagMan

Universal PCR 12,5 712,5 362,5 237,5 1x
Master Mix, 2x

Mezcla de

primers y 2,5 142,5 72,5 47,5 1x

sondas, 10x

Agua exenta
de nucleasas

de calidad 5 285 145 95 —
PCR
Muestra 5en 5en 5en
(ahadir en 5 cada cada cada -
el paso 5) una una una
Volumen total 25 en 25 en 25 en

25 cada cada cada —

una una una

* 24 muestras; 1 experimento/kit
' 10 muestras; 2 experimentos/kit
t 5 muestras; 3 experimentos/kit

|
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4. Mezcle en vértex y centrifugue brevemente la mezcla de qPCR
(aproximadamente 10 s a 10.000 rpm) para recoger el liquido en el
fondo del tubo.

5. Dispense 20 ul de la premezcla de gPCR por tubo.

6. Agregue 5 ul del material de ADN de muestra o de controles en el
tubo correspondiente (volumen total: 25 pl).

7. Mezcle suavemente pipeteando arriba y abajo.

8. Cierre los tubos de PCR. Coloque los tubos en el rotor de 72 tubos
segun las recomendaciones del fabricante. Coloque tubos vacios en
todas las demds posiciones.

9. Asegurese de que el anillo de fijacién (accesorio del equipo Rotor-
Gene) se encuentra en la parte superior del rotor para evitar la
apertura accidental de los tubos durante el andlisis. Coloque el
rotor en el equipo Rotor-Gene Q segun las recomendaciones del
fabricante.

10. Para la deteccion de ADN de JAK2, cree un perfil de temperatura
a partir de los pasos siguientes.

Configuracién de los parametros llustraciones 3y 4
generales del ensayo

Amplificacion del ADN llustracién 5
Ajuste de la sensibilidad de los canales llustracion 6

de fluorescencia

Si desea obtener més informacién sobre cémo programar equipos
Rotor-Gene, consulte el manual de usuario del equipo. En las ilustraciones,
los pardmetros de configuracién del software aparecen resaltados dentro
de un cuadro en negrita. Las ilustraciones incluidas estdn destinadas a los
equipos Rotor-Gene Q.
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11. Inicie el software Rotor-Gene. En el cuadro de didlogo “New Run”
(Nueva serie), haga clic en “New” (Nueva).

2 New Run m
Quick Start  Advanced l

2% Imports the cycling

- Perform Last Run and acquisition and

.o sample definitions

*% Empty Run from the last run open
! in the software,

l_.

'S Three Step with Melt

._.

'S Two Step

\L‘j HRM™
7\Lj Other Runs

@ Instrument Maintenance

B Open A Template In Another Folder...

1

¥ Show This Screen When Software Opens

llustracién 3. Cuadro de didlogo “New Run Wizard” (Asistente para series
nuevas).
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12. En el cuadro de didlogo “New Run Wizard” (Asistente para series
nuevas) ajuste el volumen de la reaccion a 25 ul y pulse “Next”
(Siguiente).

New Run Wizard

This screen displays miscellaneous options for the run. Complete the fields, This box displays

; help on elements in

clicking Next when you are ready to move to the nest page. the wizard. For help
) on an item, hover

Operator : joe your mouse over the

— - itern for help. You
Programme PCR allelic discrimination can also click on a
combo box to display
help about its
available settings.

Notes :

Skip Wizard |

<« Back Next>> |l 2

llustracién 4. Configuracién de los pardmetros generales del ensayo.
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13. Haga clic en el botén “Edit Profile” (Editar perfil) situado en el
siguiente cuadro de didlogo “New Run Wizard” (Asistente para
series nuevas) y programe el perfil de temperatura tal como se
muestra en la tabla 4 y la ilustraciéon 5. Asegurese de anadir el
Ultimo paso de adquisicién a 60 °C, en cada ciclo, para ambos
canales: “Green” (Verde) (FAM) y “Yellow” (Amarillo) (VIC).

Tabla 4. Perfil de temperatura

“Hold” (Pausa) Temperatura: 50 °C
Tiempo: 2 min

“Hold 2” Temperatura: 95 °C

(Pausa 2) Tiempo: 10 min

“Cycling” 50 repeticiones

(Ciclado) 92° durante 15's
60° durante 1 min; modo de adquisicién Unico
(single)

Adquisicién de fluorescencia FAM en el canal
verde de ciclado A

Adquisicién de fluorescencia VIC en el canal
amarillo de ciclado A

4° Edit Profile E
€1 K

© G oo Hap
The run will take appicximately 110 minutels] to complete. The graph below iepiesents the iun to be perfoimed :

Wﬂ L L e o2

mlizusre L L LGS NS WIS L

Acqisition Configuration :
Available Channels Acquitng Channels

Click on a cycle below to modiyit Name | 5
Hold Insert aftes Crimson |G
il Yel
1 et before, i - al 5
Remove
2 A Ton sceite froem & channel, sslect it froe th Est in the el and click > Ta stop atqm ina from &
1 press + of - to add and remove steps for this cycle. channel, select it in the right-hand list and click <. To remove &l acquisitions, cick <
Timed Step | HE
60 deg 3 : |
..... | Dye Chai >> [ Ok Dontcauie | Help
3 Not Acquiing Dye Channel Selaction Chart
I Long Range — & 5
[ Touchdorm I 50 deg for 60 wcl Giesn | 470rm FAM-, SYBR Green 1, Fluctescein, EvaGreen-, Alexa Fluor 483
YVellow 530nm | 555nm JOEL_ VICY, HEX, TETY, CAL Fluce Gold 5407, v akima ‘Yellow
Diangs |585rm |610nm | ROXY, CAL Fluos Red 6107, Cy3.57, Texas Fled . Aleva Fluor 568+

i BEOnm Cy51, Quasar 6707, Alewa Fluor 6331
710hp Quasar705-, Alexa Fluor 630+

) \

llustracién 5. Amplificacién del ADN.
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14. El rango de detecciéon de los canales de fluorescencia se debe
determinar segun las intensidades de fluorescencia de los tubos de
PCR. Haga clic en “Gain Optimisation” (Optimizacién de ganancia)
en el cuadro de didlogo “New Run Wizard” (Asistente para series
nuevas) para abrir el cuadro de didlogo “Auto-Gain Optimisation
Setup” (Configuraciéon de la optimizaciéon de ganancia automatica).
Haga clic en “Optimise Acquiring” (Adquirir optimizacion)
(ilustracién 6) y, a continuacion, en “OK” (Aceptar) en los cuadros de
didlogo “Auto-Gain Optimisation Channel Settings” (Configuracion
del canal de optimizacién de ganancia automdatica) de cada canal
(“Green” [Verde] y “Yellow” [Amarillo], ilustracién 6). Asegurese de
que la casilla “Perform Optimisation Before 1st Acquisition” (Ejecutar
la optimizacién antes de la primera adquisiciéon) estd marcado para
cada canal (ilustracién 6).

] Auto-Gain Optimisation Channel Settings

Auto-Gain Optimisation Setup

Optimization oh P :
Auto-Gain Optimisation wil read the fuoresence on the inserted zample at annel Jettings :
different gain levels until it finds one at which the luorescence levels are Channel - i 1men Tube Postin- ﬁ“““ j

=, acceptable. The range of fluorescence you are looking for depends on the
Taiget Sample Range : IE j Flupta |10 j FL

o chemistry you are performing.

Set temperature to |f —I degrees,

1 : S — oy %
Optneso ol Acceptable Gain Range: I 10 = o |10 5
3
Perform Optimization At 60 Degrees At Beginning OF Run | Cancel 1 HE|D ‘
Channel Settings :
[ o s |
Mame | Tube Position I Min Reading | Max Reading I Min Gain I Max Gain Edi... I Auto-Gain Optlmlsatlon Channel SE“II'IgS
Green 1 SFI 10F1 -10 10 = =
Velow 1 = 10l 10 10 Remove | Charnel Settings : =
Remave All | Channel: Y ellow Tube Pasition 1 =
ey = -
Target Sample Range: |5 | Flupto {10 ) Fl
Acceptable Gain Range: |10 g [ 10 -
| 1]
— I e Close Help I | Cancel | Help

llustracién 6. Ajuste de la sensibilidad de los canales de fluorescencia.

15. Los valores de ganancia determinados por la calibracién del canal
se guardan automdticamente y se enumeran en la Gltima ventana de
menu del procedimiento de programacién. Haga clic en “Start Run”
(Iniciar la serie) para iniciar el programa.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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16. Introduzca la configuracion del rotor en el software Rotor-Gene

(ilustracién 7).
L Dbt Sl FIES] _]Ja

Fil Edit Format Security
I Fotar Style ]

Settings :
Given Conc. Format |123455,?891 23467 j Lnit : |CoDieereactioj tore Options
Samples :
| IEEEIEIEIEE]
C-l ID_ |Name | Tvpe | Groups | Given Canc. -
1 PC Positive Control
- 2/ PC Positive Control
| EIGE:] MTC
4 Mone
- A MNC Megative Control
- G MNC Megative Contral
| IEED] MNTC
a8 Mone
- 9/ RS Uriknown
I '0rRs Urknown
11 Mone
12 Mone
1351 Uriknown
1451 Uriknown
15 52 Uriknown
16 52 Unknown
B 1753 Unknown
I 1853 Unknown
I 1954 Unknown
20 54 Uriknowen =
4 »
Fage :
Marne : [JAK2 Ipsogen J J Mew I Synchronize pages

Urido | Ok | Cancel | Help |

llustracién 7. Configuracion de Rotor-Gene: “Edit Samples” (Editar muestras).

Procedimiento de andlisis de fase final para la configuracién del equipo
Rotor-Gene Q 5plex HRM

17. Una fez finalizado el programa de PCR, haga clic en “Analysis”
(Andlisis) en la barra de herramientas (ilustracion 8).

-Analysis—ﬂnly Rotor-Gene [} Series Software YIRTUAL MODE - Prog Allelic discrimination 2010-01-26 {1}

File Analysis Gain  Wiew Window Help /\

| 9 o F B B W W) E B .
Open  Save Help Settings Profile  Temp. isf Reports Arrange
JChannels o Cycling &.Green . Cycling AYellow . Cyeling B.Green . Cycling B.Yellow |

llustracién 8. “Analysis” (Andlisis).

|
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18. En el cuadro de didlogo “Analysis” (Andlisis) (ilustracion 9), haga
doble clic en “Cycling A. Green” (Ciclado A. Verde) y, a continuacion,

en “OK"” (Aceptar). Repita el procedimiento para “Cycling A. Yellow”
(Ciclado A. Amairillo).

Analysis X
. el) | Other.. |
Tl Mer |

1 —-ﬂ CjJ[:IIWJAGIEﬂ
weling .Y eflow

At Least Two Standards Required

i The auto-find threshold feature requires that you have defined at least 2

selected standards. To set this up, nght-click on the sample list and select Edit
Samples...

[ Don't show this message in future.

[~ Auto-shrink window

Show J Hide |

llustracién 9. Cuantificacién: “Cycling A. Green” (Ciclado A. Verde).

19. Aparece una nueva ventana (ilustracién 10). Haga clic en “Slope

Correct” (Pendiente correcta) en ambos paneles, tal como se indica
en la ilustracién 10.

34 Voo
mapedll a2
Cuantitation Anatysh - Cycling A.Tellow (mspp01 o) - L~ e
I s H«:J.,—-.,— 7 Outter Romova.. b SoveDetouts 2| vy 'H:.,,.,.,- 3] Outter Removal... bud Stve Defousts -l| 2

£ 3 | X — ,g_“i_—“?——Z

I&I‘»‘

llustracion 10. Ajuste “Slope Correct” (Pendiente correcta).

20. Para exportar los datos, guarde la hoja de datos como un archivo
Excel®. Pulse “OK” (Aceptar), introduzca un nombre para el archivo
de exportaciéon y guarde el archivo de texto (*.txt).
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21. Abra el archivo de texto en Excel y seleccione la columna A. Haga
clic en “Data” (Datos) y, a continuaciéon en “Convert” (Convertir) y
en “Next” (Siguiente). Seleccione “Comma” (Coma) y después haga
clic en “End” (Finalizar). Los resultados aparecerdn como se muestra
en la ilustracién 11.

A L] c o L3 r GH I J K LMHOPQGRS T U ¥ W E ¥V 2 ASABACADAL AF AGAH A1 AJ AK AL AM AN A0 AP AC AR AS AT AU AV AW AX av | az BA
1 | Excel Raw Data Export
z | Copyright s QIAGEN Company. All rights reserved
3 | File Prog Allelic discrimination 2010-01-26 (f).rex
4 Date 262010
s Time  BEeERE
.
7 | Channel Cycling A.Green
s D MSPPOI 1 2 3 456783 R EHH BB R R EE R RN 43 50
s 1 pC | 567432 581973 586158 531928 8 6 6 6 6 BB B W W B BB R BB WA W R R R 63828 B3B3
. 2| pC 583912 59791 597858 602344 6 6 € 6 6 BB B W CH BB R R EEE R R R BRSO B4T205 5D
m " 3 nC 574617 579667 586331 581854 6 6 6 6 6 7777888888835 93993##%## 39923 10035624
[ 4 nC 610742 640127 641794 6418716 7 7 7 7 8838899388 HBNNNNINSSNSE 12478 12607975
q_) 3 5 15 6.MB24 624693 625727 630106 6 6 6 6 6 98889998811 &N &8 888 & MEET2 4076
— 1 I 5869 533827 53453 538132 6 6 6 6 6 7788899333 # 8 #10N1NKHSNSHE 120818 13302488
o 3 7 h2o 60612 613835 613298 66018 6 6 6 6 € 77777 7777777777 77777 740312 74200264
* 8  hao 577198 5854 590855 590239 6 6 6 6 6 2T RRTTTTNNTTTNRT77 TA3641) 7.2138062
.- 1 3 0 576232 584288 583174 5390M3 6 6 6 6 6 777888883999 99##%H8%%NHE 10405 10603087
U * 0 ] 5.61827 591948 592752 592732 6 6 6 6 6 7777788628999 99%#%#%#% 102008 10425509
* — " " 05 579913 682568 585641 534185 6 6 6 6 6 77788888399 99# %88 &8 10593 10745218
C 20 2 05 613069 616939 616846 620621 6 6 € & & 7777828899388 8%10N0ENHK 126759 12872076
£il
o —
2 | Channel Cyding A.vellow
(V) = |0 MSPPOI 1 2 3 4567838 I 43 50
e 1 pC | 453685 462247 46813 463471 5 555 5 66666667777777777688 733032 8082605
O s 2 pC | 486363 472433 471813 4747415 555 5 56666666777777788888 80614 8235294
) n 3 nC | 453005 467231 464528 4720715 55 5 5 BB B HH BB R R R B WA W R E R 42305 4262656
a 4 nC 5027395 505531 522326 522507 5§ 555 5 #E B E R B R RN R R RN R 511528 53465324
© 2z 5 S | 502092 501981 504675 512164 5§ 5 5 5 5 BB EHH BB R R EEE SRR R RS S75T7 4770882
) 6 15 471029 471646 476223 47172 65 555 5 R EHH BB R R EE R R R R R 42067 4220755
D » 7 h20 | 487286 493455 4.92543 500872 5 555 5 66666 6666666EEEEEEELE 6M52 60208579
»n 8 h20 | 456801 459861 46996 472888 5 5 55 5 5/5 5555 6666566666666 6 584573 58762493
» 3 0 462588 460861 471013 466348 5 5555 TH B HH BB R R EEEEE R R R E 443808 45ETTTTS
n w0 47104 487286 482816 430M7 5 5 5 5 5 434785 44.035357
] no 05 46817 472921 471081 472123 5 § 6 5 5 d 50 d | PC R 42478 42437756
* 1”08 48515 50297 504229 50483 5 5 5 5 5 47084382
: a ela
(2
O 3 10 MSPPUL T 4 3 T56L /IR BRRRENBEBERRENER RN BN R BB R B RN R RN
» 1 pC  524E-03 5O07E-03 489E-03 ATZE03 M E W W H B B B R A B B W B AR EEEHE00000 1111110
-O “ 2 pC RESSE02 299E03 ME03 IJEQT K B H M R M B W W H B B R A KR ERBH000000 111 ITTIIIITTITTTT
o) o 3 nC 41E-03 220E-03 205E-03 1SSE-D3 M % ® B H B B B R # B B H B H B E B B H B BB R R B EHHEESEROOHNENDDD000D0
< 4 nc T T 0N 100000000
N o LI N b d | BEHO0W 100000000
* — a 8§ 1S m #HEE C | m FAM 100000000
[ - - 7 h20 O re e 0 LRI 0 u na BRI
“ 8 h #HHE PE R R RN
(0] a 3 o e _I_ HE BB R RS RSN 0N DR RN RN ENO0RONKOD0OD0D
- 00 JII' BHH BB AR BB OB RR R RN AR AR RRO000000
-O - noo05 ¢ Ues ro HE R ERREOEHE A RERRE SRR AR RENROD00000000
c s 12 05 GA2E03 SWEDT 38IE03 2EZE0T K M B R H B B B H AR BB B H B BB R A EEHNHEHHENAENONER000000000
.
o |
L s |ID MSPPOI 1 2 3 456 78 3B T H R H R EHE B EE R EE R R R R R R R R R R R R
(7)) 54 1 pC A70E-03 J09E-03 248E-03 1STEDI M K B B K B B B B K B H 8B A B KB R E BB RHREOHEBERERNENB00000
5 2 pC AISE.04 7S4ED4 ITSE03 ISIEDT B B B B B B B W W H B B B B B B E B B W B E BB EEEEREEENEESER000000
GJ s 3 nC | 220E-03 244E03 263E-03 290EOT H H # M 4 O B K N & N R R H R F BN B 0000001V T UL T L1111
5 4 nC 264E-03 J09E-03 I54E03 J99E-03 W B B R K R B W W H B BN NN K]
st 5 (S 597E-03 528E-03 460E-03 392E-03 W B A B A B B W W H B E W IR
4] 5 6 (S B70E03 S79E-03 467E-03 J95E0T N B A B A B B H N H B BN Colulllna VlC 1111111
O “ 7 h20  733E04 102603 130E03 159E-03 B B B B B B B W W H B BN #HEEEEE
= “ 8 h20  227E04 BSEE04 IMEQO3 160E0T B B B B B B B W H H B BB B R R R R R W R E R R R EE NN R R E AR W RN
3 3 0 M7E02 LOIE-02 BATE-DD GBOE-03 # # M # # # & & # # B # 8 # # # # # 8 ## 000000 11 111111111111 111
(v} o W 0 57603 431E-03 40SE-03 322E-03 W B B # W B H W 4 B B B R H W E B A HHO0000D00 111111111111 11111 08040
“ M 05  SI6E-02 459E-03 402E-03 J4SE03 M B N W 4 B B B R K W BB RN EREE0D0000 111111111111 11111 078975
D “ 12 05 | BISE03 460E03 442E03 40E-03 B B B B H B B & W 4 B BB N E BB BO0EN000000 1111111111 11111 080987
“

llustracion 11. Ejemplo de resultados como aparecen en el archivo Excel.

Nota: el archivo contiene los datos iniciales y los datos normalizados. Sélo
deben considerarse los datos normalizados.

Estos datos se proporcionan en las secciones de andlisis cuantitativo de los
canales verde y amarillo de ciclado A de la tabla. Los datos para la
interpretacién son los adquiridos en el ciclo nimero 50 de la PCR (en los
circulos de la derecha).
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Protocolo: qPCR en equipos Applied Biosystems
y ABI PRISM

Al utilizar un equipo de gPCR con placa de 96 pocillos, se recomienda realizar
todas las mediciones por duplicado, tal como se indica en la tabla 5.

Tabla 5. NUmero de reacciones para equipos Applied Biosystems 7300
y 7500, ABI PRISM 7000, ABI PRISM 7700 o ABI PRISM 7900HT

Muestras Reacciones

Mezcla de primers y sondas JAK2 V617F (PPM-VF)
(56 reacciones)

24 muestras de ADN 24 x 2 reacciones
3 x 2 reacciones (PC-VF, NC-VF,
3 controles de ADN y COS-VF, cada una analizada

por duplicado)

Control de agua 2 reacciones

Procesamiento de muestras en equipos Applied Biosystems 7300y 7500,
ABI PRISM 7000, ABI PRISM 7700 o ABI PRISM 7900HT

” [1HamsIsI?IeIQIqum

[II@ITImIva‘JImI}]

. vy

llustracién 12. Sugerencia de configuraciéon de la placa para un experimento con el
kit ipsogen JAK2 MutaScreen. PC: control positivo; NC: control negativo; COS: muestra
discriminatoria; S: muestra de ADN; H,O: control de agua.
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qgPCR en equipos Applied Biosystems 7300 y 7500, ABI PRISM 7000,
ABI PRISM 7700 o ABI PRISM 7900HT

Nota: coloque los componentes en hielo en todos los pasos.

Procedimiento

1. Descongele todos los componentes necesarios y coléquelos en hielo.

Los componentes deben retirarse del congelador aproximadamente 10 min
antes de comenzar el procedimiento.

2. Mezcle en vértex y centrifugue brevemente todos los tubos
(aproximadamente 10 s a 10.000 rpm) para recoger el liquido en el
fondo del tubo.

3. Prepare la siguiente mezcla de qPCR segun el nUmero de muestras
que vayan a procesarse.

Todas las concentraciones se refieren al volumen final de la reaccién.

En la tabla 6 se describe el esquema de pipeteo para la preparacién de
una mezcla de reactivos, calculada para lograr un volumen de reaccién
final de 25 ul. Se puede preparar un premezcla, segin el nUmero de
reacciones, con la misma mezcla de primer y sonda. Se incluyen volUmenes
extra para compensar los errores de pipeteo.

En los equipos Applied Biosystems 7300 y 7500, ABI PRISM 7000, ABI
PRISM 7700 o ABI PRISM 7900HT, el kit ipsogen JAK2 MutaScreen se
puede utilizar para andlisis de 24 muestras por duplicado en 1 experi-
mento (ilustracién 12), 20 muestras por duplicado en 2 experimentos
o 15 muestras por duplicado en 3 experimentos.
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Tabla 6. Preparaciéon de la mezcla de gPCR

NUmero de reacciones (ul) Concentracion

Componente 1 56+1* 28+1f 18+1% final
TagMan

Universal PCR 12,5 712,5 362,5 237,5 1x
Master Mix, 2x

Mezcla de

primers y 2,5 142,5 72,5 47,5 1x

sondas, 10x

Agua exenta
de nucleasas

de calidad 3 285 145 95 -
PCR
Muestra 5en 5en 5en
(afadir en el 5 cada cada cada -
paso 4) una una una
Volumen total 25 en 25 en 25 en

25 cada cada cada —

una una una

* 24 muestras; 1 experimento/kit
' 10 muestras; 2 experimentos/kit
t 5 muestras; 3 experimentos/kit

4. Mezcle en vértex y centrifugue brevemente la mezcla de qPCR
(aproximadamente 10 s a 10.000 rpm) para recoger el liquido en el
fondo del tubo.

5. Dispense 20 pl de la premezcla de qPCR por pocillo.

6. Agregue 5 ul del material de ADN de muestra o de controles en el
pocillo correspondiente (volumen total: 25 pl).

7. Mezcle suavemente pipeteando arriba y abajo.

8. Cierre la placa y centrifugue brevemente (300 x g, aproximadamente
10 s).

9. Coloque la placa en el termociclador segin las recomendaciones del
fabricante.

10. Programe el termociclador con el programa de ciclado térmico tal
como se indica en la tabla 7 e inicie el andlisis.
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Tabla 7. Perfil de temperatura para equipos Applied Biosystems

y ABI PRISM

“Hold” (Pausa) Temperatura: 50 °C
Tiempo: 2 min

“Hold 2” Temperatura: 95 °C

(Pausa 2) Tiempo: 10 min

“Cycling” 50 repeticiones

(Ciclado) 92 °C durante 15 s
60 °C durante T min

Andlisis del procesamiento poslectura para equipos Applied Biosystems
y ABI PRISM

Si desea obtener informacién detallada sobre la programacién de equipos
Applied Biosystems 7300 y 7500, ABI PRISM 7000, ABI PRISM 7700, o ABI
PRISM 7900HT, consulte la guia de usuario del equipo. Para obtener una
mejor visidn general, los pardmetros de configuracién del software
aparecen resaltados dentro de un cuadro en negrita.

11. Una vez finalizado el ensayo, seleccione “Start/Program” (Inicio/
Programa) y, a continuacién, “File/New” (Archivo/Nuevo).

12. En el cuadro de didlogo “New Document Wizard” (Asistente para
documentos nuevos), haga clic en la lista desplegable “Assay”

(Ensayo) y seleccione “Allelic Discrimination” (Discriminacién alélica)
(ilustracién 13).
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13. Acepte la configuracién predeterminada para los campos
“Container” (Contenedor) y “Template” (Molde) (“96-Well Clear”
(Placa vacia de 96 pocillos) y “Blank Document” (Documento en
blanco), ilustraciéon 13). En el campo “Plate Name” (Nombre de
placa), introduzca AD Post-read (poslectura) (ilustracién 13) y, a
continuaciéon, “Next>" (Siguiente) para acceder al cuadro de didlogo
“Select Markers” (Seleccionar marcadores).

Hew Document Wizard EI

Define Document
Select the aszay, container, and template for the document, and enter the operatorn name and
comments,
1 Agssay 0] sllelic Discrimination -]
Contairer : E
2 Template : |Qlank D e urmerit Browwse .,
Fun Mods : | Standard 7500 -
Operator : [Sdministeatar
Comments :
—
Fiate Name 1 AD Post-read |
| == |

llustracién 13. Configuracién predeterminada para crear un nuevo procesa-
miento poslectura (“New Document Wizard” [asistente para documentos nuevos]).

14. Si el panel “Markers in Document” (Marcadores del documento) del
cuadro de didlogo “Select Markers” (Seleccionar marcadores)
contiene un marcador adecuado para la aplicacién, continte con el
paso 18. En caso contrario, continGe con el paso 15.
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15. Para crear detectores y marcadores, proceda como se indica
a continuaciéon. Haga clic en “New Detector” (Nuevo detector)
(ilustraciéon 14).

Salact Markars
Select the markers pou will be using in the document
Fired - | - I Passive Relarerce: |Ii||I-I 'v|
Markesr Hame | Detector 1 Markers inDocument |
Acd > |
Remove ]
< >
New Detoactor, Il MWewe b arkar ]
< Back | Mext > | Finish | Cancel I

llustracién 14. El panel “Markers in Document” (Marcadores del documento) no
contiene un marcador adecuado para la aplicacién.

16. En el cuadro de didlogo “New Detector” (Nuevo detector), introduzca

Allele A (alelo A) en el campo “Name” (Nombre) (ilustraciéon 15).
Deje la configuraciéon de “Reporter Dye” (Fluoréforo indicador) en
“FAM”. Haga clic en el botén “Color” (Color), seleccione un colory,
a continuacién, pulse “OK"” (Aceptar) (ilustracion 15). Haga clic en
“Create Another” (Crear otro) (ilustraciéon 15).

=

Hew Detector E

M anine: nf-\llete =Y

Deseription: |

Feporter Diype: nFAM

g I

Quencher Dype: I[nonc]

I Create Amthh [ 0k I Cancel [

llustraciéon 15. Creacidén de detectores.
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17. En el siguiente cuadro de didlogo “New Detector” (Nuevo detector),
intfroduzca Allele B (alelo B) en el campo “Name” (Nombre).
Seleccione “VIC” en el campo “Reporter Dye” (Fluoréforo indicador).
Haga clic en el botén “Color” (Color), seleccione un color y, a con-
tinuacién, haga clic en “OK” (Aceptar).

18. Haga clic en “New Marker” (Nuevo marcador) en el cuadro de
didlogo “Select Markers” (Seleccionar marcadores) (consulte la
ilustracion 14).

19. En el cuadro de didlogo “New Marker” (Nuevo marcador), intro-
duzca JAK en el campo “New Marker Name” (Nombre del nuevo
marcador) (ilustraciéon 16). Seleccione los detectores “Allele A”
(Alelo A) y “Allele B” (Alelo B) creados en los pasos 16 y 17 (o ya
definidos) y haga clic en “OK” (Aceptar) (ilustracién 16).

Hewvr Marker @

Mewe M arker Mamer.l JAKZ hl 1
Calact o debactors for ez marker
Ll e D=t clanr Haarm e Reporter | Ouencher
I~ Allele B A [rone
2 [+ Aullele L F A o

3 HTI Cancel |

llustraciéon 16. Creaciéon de marcadores.

|
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20. En el cuadro de didlogo “Select Markers” (Seleccionar marcadores),
seleccione el marcador “JAK2"” creado anteriormente o bien un
marcador predefinido adecuado y, a continuacién, haga clic en
“Add>>" (ARadir>>) (ilustracién 17).

Nota: para quitar un marcador, selecciénelo y haga clic en “Remove”

(Eliminar).
Hew Document Wizard g|
Select Markers
Select the markers pou will be using in the document
Fenl | ‘I - | Pattive Reterence: [RO% -]
Marker Hame Detector 1 | Detector 2 I Markers in Document |
1 —l JAK2 Abele B Allele 2,
Lede ) 2
Aemove
Hew Detecton N Mardosr
< Back Hest > Firish Cancd 3

llustraciéon 17. Seleccién de marcadores.

21. Haga clic en “Next>" (Siguiente>).

22. En el cuadro de didlogo “Setup Sample Plate” (Configurar placa de
muestras), haga clic y arrastre para seleccionar el marcador de los
pocillos que contienen muestras. Haga clic en “Finish” (Finalizar).

23. Seleccione la pestaina “Instrument” (Equipo) y cambie el volumen de
la muestra a 25 ul.

24. Seleccione “File/Save” (Archivo/guardar) y, a continuacién, haga clic
en “Save” (Guardar) para conservar el nombre que asigné al crear
la placa.

25. Cargue la placa de reaccién en el equipo segun las recomendaciones
del fabricante.
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26. Inicie el procesamiento poslectura. Haga clic en “Post-Read”
(Poslectural).

El equipo realizaré un ensayo de 1 ciclo durante 60 segundos a 60 °C.
Durante el ensayo, el equipo recoge las fluorescencias FAM y VIC de cada
pocillo (ilustracién 18).

E File Wiew Tools Instrument Aralysie  Window  Help
IDEd| SR EEE kMO »T?
FSetup¥instrument Results |

—Instrernent Control — Temperatirea
Estimated Timea Remaining (hhmm): Sanmple: Haat Sink:
Cover: Block:
Fost-Read |
—Cwcle

Disconnact Status: Stage: Fep:
Time (mm:ss): Step:

State:

—Thermal Cycler Protocal
Thermal Profile IAJ.I‘ID Incremant | Ramp Fale

[60.0_]
At ey | Daar | s | A BiesuLieto Stey Deleic Help
Setings

SempleVolume (- |5

Fun kode ISinr:dur:! 7500 LI

Data Callzction : IHIngs 1, Step 1 (BO.0 = 0:30) L]

llustracién 18. Procesamiento poslectura.
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27. Seleccione “File/Export” (Archivo/exportar) y, a continuacién, haga
clic en “Results” (Resultados) para exportar los resultados a un
archivo Excel. Los resultados aparecerdn como se muestra en la
ilustraciéon 19.

L124Comments: Muestra VIC 1 Muestra FAM 1

| 13{SDS v1.2

14 \

| 15 |Well  Sample Name Marker |Task Passive Ref Allele X Allele ¥ “gAllele X Rn |Allele Y Quality Value Method

| 16 |A1 sample 1 VIC Unknown 247.897 JAK2-VIC JAK2-FAM 2.184 6.221 Undetermined 100.00 Manual Call
|17 |A2 sample 1 WIC Unknown 295.565 JAKZVIC JAK2-FAM 2.451 6.805 Undetermined |100.00 Manual Call
118 |A3 sample 2 vIC Unknown 351.338  JAKZ2-VIC JAK2-FAM 2.595 6.2 Undetermined ' 100.00 Ianual Call
119 | A4 sample 2 vIC Unknown 379.808  JAKZ2-VIC JAK2-FAM 2.553 6.01 Undetermined ' 100.00 Manual Call
120 |AS sample 3 VIC  Unknown 372895 JAK2VIC JAK2-FAM 2913 5329 Undetermined 100.00 Manual Call
|21 |AB sample 3 vIiC Unknown 359717  |JAK2-VIC JAK2-FAM 2806 5.278 Undetermined 100.00 Manual Call
|22 |A7  sample wt VIC Unknown 343536  JAK2-VIC JAK2-FAM 2563 1.948 Undetermined 100.00 Manual Call
| 23 |AB sample wi WIC Unknown 277 677 JAK2-WVIC JAK2-FAM 2684 2015 Undetermined 100.00 Manual Call
|24 |A9  C- VIC Unknown 330.943  JAK2-VIC JAK2-FAM 2.623 1.967 Undetermined 100.00 Manual Call
|25|A10  C- VIC  |Unknown 314623  JAK2-VIC JAK2-FAM 2.672 2013 Undetermined 100.00 Manual Call
126 |A11  |C- vIC Unknown 269.500  JAK2-VIC JAKZ2-FAM 2.82 1.892 Undetermined | 100.00 Manual Call
|27 [A12  [C+ VIC  |Unknown 211520 | JAK2-VIC JAK2-FAM 1.249 614 Undetermined 100.00 Ianual Call
128 |B1 C+ vIC Unknown 270623  JAKZ-VIC JAK2-FAM 1346 5894 Undetermined 100.00 Manual Call
|29 |B2 C+ WIC Unknown 365.112 JAK2-VIC JAK2-FAM |1.265 6.528 Undetermined 100.00 Manual Call
130 |B3 ER vIC Unknown 372.150 JAKZ-VIC JAK2-FAM 2214 2.03 Undetermined |100.00 Manual Call
|31 |B4 ER VIC  |Unknown 404.145  JAKZVIC JAK2-FAM 2.419 2.295 Undetermined 100.00 Manual Call
132 |B5 ER WIC Unknown 410977  JAK2-VIC JAK2-FAM 2681 252 Undetermined 100.00 Manual Call
|33|B6  H20 VIC Unknown 395431 JAKZ-VIC JAK2-FAM 0.655 1.346 Undetermined 100.00 tanual Call
| 34 |B7 H20 VIC  |Unknown 415223  JAK2-VIC JAK2-FAM 0.727 1.241 Undetermined 100.00 Ianual Call
|35|B8 | H20 VIC Unknown 366885  JAKZ-VIC JAK2-FAM 0606 1.277 Undetermined 100.00 Manual Call

llustracion 19. Ejemplo de resultados como aparecen en un archivo Excel.
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Protocolo: qPCR en el equipo LightCycler 480

Al utilizar un equipo de gPCR con placa de 96 pocillos, se recomienda realizar
todas las mediciones por duplicado, tal como se indica en la tabla 8.

Tabla 8. NUmero de reacciones para el equipo LightCycler 480

Muestras Reacciones
Con la mezcla de primers y sondas JAK2 V617F (PPM-JAK2)

24 muestras de ADN 24 x 2 reacciones
3 x 2 reacciones (PC-VF, NC-VF,
3 controles de ADN y COS-VF, cada una analizada

por duplicado)

Control de agua 2 reacciones

Procesamiento de muestras en el equipo LightCycler 480
4

[1IQISI4I5I6I7I8I9I1OIHI12]\
Y OGN G oo
............

[II@ITIWIDIﬁIwI}J

. vy

llustracién 20. Sugerencia de configuracién de la placa para un experimento con el
kit ipsogen JAK2 MutaScreen. PC: control positivo; NC: control negativo; COS: muestra
discriminatoria; S: muestra de ADN; H,O: control de agua.
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gPCR en el equipo LightCycler 480

Nota: coloque los componentes en hielo en todos los pasos.

Procedimiento

1. Descongele todos los componentes necesarios y coléquelos en hielo.

Los componentes deben retirarse del congelador aproximadamente 10 min
antes de comenzar el procedimiento.

2. Mezcle en vértex y centrifugue brevemente todos los tubos (aproxi-
madamente 10 s a 10.000 rpm) para recoger el liquido en el fondo
del tubo.

3. Prepare la siguiente mezcla de qPCR seguUn el nUmero de muestras
que vayan a procesarse.

Todas las concentraciones se refieren al volumen final de la reaccién.

En la tabla 9 se describe el esquema de pipeteo para la preparacién de
una mezcla de reactivos, calculada para lograr un volumen de reaccién
final de 25 ul. Se puede preparar un premezcla, segin el nUmero de
reacciones, con la misma mezcla de primer y sonda. Se incluyen volimenes
extra para compensar los errores de pipeteo.

En el equipo LightCycler 480, el kit ipsogen JAK2 MutaScreen se puede
utilizar para analizar 24 muestras por duplicado en 1 experimento
(ilustracién 20), 20 muestras por duplicado en 2 experimentos o

15 muestras por duplicado en 3 experimentos.
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Tabla 9. Preparaciéon de la mezcla de gPCR

NUmero de reacciones (ul) Concentracion

Componente 1 56+1* 28+1f 18+1% final
TagMan

Universal PCR 12,5 712,5 362,5 237,5 1x
Master Mix, 2x

Mezcla de

primers y 2,5 142,5 72,5 47,5 1x

sondas, 10x

Agua exenta
de nucleasas

de calidad 5 285 145 95 —
PCR
Muestra 5en 5en 5en
(afadir en el 5 cada cada cada -
paso 6) una una una
Volumen total 25 en 25 en 25 en

25 cada cada cada —

una una una

* 24 muestras; 1 experimento/kit
' 10 muestras; 2 experimentos/kit
t 5 muestras; 3 experimentos/kit

4. Mezcle en vértex y centrifugue brevemente la mezcla de qPCR
(aproximadamente 10 s a 10.000 rpm) para recoger el liquido en el
fondo del tubo.

5. Dispense 20 pl de la premezcla de qPCR por pocillo.

6. Agregue 5 ul del material de ADN de muestra o de controles en el
pocillo correspondiente (volumen total: 25 pl).

7. Mezcle suavemente pipeteando arriba y abajo.

8. Cierre la placa y centrifugue brevemente (300 x g, aproximadamente
10 s).

9. Coloque la placa en el termociclador segin las recomendaciones del
fabricante.

10. En la pdgina de inicio, seleccione “New Experiment” (Nuevo
experimento).
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11. Con LightCycler 480 I, siga el paso 11a. Con LightCycler 480 Il, siga
el paso 11b.

Si desea obtener informacién detallada sobre la programacién del equipo
LightCycler 480, consulte la guia de usuario del equipo. Para obtener

una mejor visidn general, los pardmetros de configuracién del software
aparecen resaltados dentro de un cuadro en negrita.

11a. LightCycler 480 I: Seleccione “Multi Color Hydrolysis Probe” (Sonda
de hidrélisis multicolor), haga clic en “Customize” (Personalizar) y, a
continuacién, compruebe que estén seleccionados los canales “FAM
(483-533)" y “Hex (533-568)" (VIC) (ilustraciéon 21). Configure el
volumen de reacciéon en “25” ul (ilustracién 21) y proceda con el

paso 12.
[Run Protacal | | lun ﬂelu | 2
1 ———""| Detection Formafitiulti Color Hydrolysis Probe <l CustomizeY Block Type | Plate 10 | Reaction Volum = . 4
Experi
Frograms
Program Name Cycles Analysis Mode
. b Progras 1 Zlauancaticarion  +)
@
i
Ei ll y
@ A Temperamme Targets m
Target ("G} Acquisition Made Hold (hhzmim:ss) Ramp Rate (Cs)  Acquisitions (per *C) | Sec Target (€} Step Size (0 | Step Delay fcycles)
Repait b eo =|00:01:00 2a.a = 2o Zo =0 = @
~
Datection Format  Multi Calar Hydialysis Probe
Intequation Time Mode
100 [I’;‘ Dynamic " Manual l &
S
: Active Filter Combination [&]
- B =500) |
s v FAR (483-533 3
& T
- » Hax (£33-560 J
e =810)
% 55 Cy 5 (615-670) =]
==
. @®
£ ®
]
0
00 a0s (33 116
Extirnated Ties {hanmessh
Apply it B
=AY =

llustracién 21. LightCycler 480 I: Configuracion del formato de deteccion.
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11b. LightCycler 480 Il: Seleccione “Dual Color Hydrolysis Probe” (Sonda
de hidrdlisis de dos colores), haga clic en “Customize” (Personalizar)
y, a continuacién, compruebe que estén seleccionados los canales
“FAM (465-510)" y “VIC / HEX / (533-580)" (ilustracién 22). Con-
figure el volumen de reacciéon en “25” ul (ilustracién 22) y proceda
con el paso 12.

3
Fstrument:  Vinual Lilj htd yll o1 480 96 '.\y":lelll 1/ Hot Connected Database: ﬂ]’ Lomputer {Research)
Window:  [Wew Expariment -l User: System Admin
. ’ " "
Exmath Rumn Prstocal Data ] oim o ] 2
1 oot | Senp
I
: E i [ ] B 4
Subsat
Collor Comp 1D TestID | @
A Praguams
Sample Program Name Cyeles: Analysis Mode
Edber b Progeas 1 *[wone - %
@ @ | Detection Farmats @
A Detection Format  Dual Calar Hydialysis Probe | UPL Probe
Sersit Integration Time Mode l
A ’VI‘E‘ Dynamie " Manual =
H Target (0} Ay Step Size (4 Step Delay (cycles)
» a5 - [None o = 0
- FAN (465-510) 3
@ - WIC / HEX / ¥ellowS5S (533-580) ®
A
100 f
1l
g
E 60
g
A0
0l—
[} 4 FC -1
Estmated Time [homm: s3]

Template |I] End Program + 10 Cycles Syart R

llustracién 22. LightCycler 480 ll: Configuracién del formato de deteccién.
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12. Programe el termociclador con el programa de ciclado térmico tal
como se indica en la tabla 10 e inicie el andlisis.
Nota: cuando describa la configuracién de la placa en el equipo,
seleccione “Endpt Geno” (Gen. fase fin.) en el apartado “Step 1: select
workflow” (Paso 1: seleccionar flujo de trabajo).

Tabla 10. Perfil de temperatura para el equipo LightCycler 480

“Hold” (Pausa) Temperatura: 50 °C

Tiempo: 2 min
“Hold 2” Temperatura: 95 °C
(Pausa 2) Tiempo: 10 min
“Cycling” 50 repeticiones
(Ciclado)

92 °C durante 15 s; modo de adquisicién
Unico (single)

60 °C durante 1T min; modo de adquisicién
Unico (single)

“Hold 3” 60 °C durante 1 min; modo de adquisicién
(Pausa 3) Unico (single)
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Procedimiento de andlisis de fase final para el equipo LightCycler 480

13. Una vez finalizada la serie, haga cic en “Analysis” (Andlisis).

14. En el cuadro de didlogo “Create New Analysis” (Crear nuevo
andlisis), seleccione “Endpoint Genotyping” (Genotipado de fase
final) y, a continuacién, seleccione el subtipo que vaya a analizarse
en el menu “Subset” (Subtipo) (ilustracion 23).

[

Create new analysis
Analysis Type -*-IEndpDint GERnoTYp ing j
Subset -IFIH-:u Subset 1 j
Program *Iprogram j
rCreate New Analysis: Name -ik-lind.puim Genotyping for New Subset
kb= Quant/2Znd Derivative Max 1 Fl,"‘_ 5 il 7 |8 iﬁmﬂ =
hb= Quant/Fit Points
Advanced Relative Quantification |T |_ — 2
Bazic Relative Quantification ﬂ
Color Compensation c
1— Endpoint Genotyping —
Helt Curve Genotyping D =]
Tm Calling E [
F [
o |
O [ r
LK r /|

llustracién 23. Seleccién del tipo y el subtipo de andlisis que se va a realizar.

15. En la siguiente ventana, seleccione la fluorescencia “Hex” (VIC) para
“Allele X" (Alelo X) y la fluorescencia “FAM” para “Allele Y” (Alelo Y)
(ilustracion 24).

Allele X Allele ¥

1-pEm * \ i

llustracién 24. Seleccién de la fluorescencia para “Allele X” (Alelo X) y “Allele Y”
(Alelo Y).

Create new analysis ‘
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16. La siguiente ventana (ilustraciéon 25) muestra la configuraciéon de la
placa (1, parte superior izquierda), los resultados de fluorescencia
de cada muestra (2, parte inferior izquierda) y el diagrama de
dispersion con la discriminacién alélica (3, derecha; fluorescencia
FAM y VIC medida en el ciclo nUmero 50 de la PCR).

sy it s str 1
= 48,000 oy
46,000
44,000-
42,000
40,000
38,000-
26,000-
Endpoint Genotype results -l 34.000
32,000
] I,-‘:u-.l.- X B EBoth :‘..||..|.n @ Allele Y 300
B Unknown @ MNegative 2 20000
R —— &
Samples Endpoint Fluorescence Re % 26,000- 3
.. C.. Pos MName 523568 483533 Call £ 24.000
v A5 10D% -2 10,97 46,34 § 22000
v A6 100% -z 0,30 0,39 sm
v A7 100% -2 0,37 0,43 =2
v A10 H2O 0,21 0,29 Ly
v All H2O 0,23 0,32 16,000
v K12 HZO 0,20 0,26 14,000
v BS 78% -Z0 26,73 48,40 12,000
2- v B6 78% -20 27,13 48,26 10,000
v B7 78% -20 26,80 47,38
v C5 S0% -20 32,03 4z, 50 Ll
v c6 50% -20 33,28 44,09 6.000
v C7 S0% -20 33,26 44,76 4,000
v DS 31% -20 34,58 38,54 2,000
v D6 31% -20 32,55 <l ¢
v Oy SR =Hly Sk Il 5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000 40000 45000
v ES 12.5% - 32,79 25,03 Fluorescence (523-568)
v E6 12.5% - 34,93 27,79
a - ‘ | New Call = Apply

T Y] CEee e

llustraciéon 25. Resumen de los datos.

17. Para exportar los datos, haga clic con el botén derecho del ratén en
el molde de resultados de la muestra y seleccione “Export Table”
(Exportar tabla). El archivo se guardard en formato de texto (.txt).
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18. Para ver y analizar los resultados, abra el archivo con Excel. Los
resultados aparecerdn como se muestra en la ilustraciéon 26.

| Microsoft Excel - test
@j Fichier Edition Affichage Insertion Format Outils Données Fenétre 7

D & $B2Ra-<¢ -zl W, 3 ]|yl
Al - £ Experiment: OB 08-12-16 Active filters: FAM (483-533) Hex ($23-568)

A B C D E F G VIC
1L |E'1Eer|ment:§ﬁ. 08-12-16 Active filters: FAM {483-533), Hax f523—ﬂ5-:»$ FAM
2 Include Calor Pas MName 523-568 483-533 Call Score
3 True L0789024 AS 100%:-20 10,971 45,335 0,00
4 True 10789024 Ae L00%-20 0,302 0,392 0,00
5 True 10789024 AT 100%-20 0,369 0425 0,00
6 True 10789024 ALD H2O 0,207 0,290 0,00
7 True 10789024 All H2O 0,233 0,319 0,00
8 True 10789024 Al2 H2O 0,203 0,261 0,00
9 True 10789024 BS 78%-20 26,731 43 396 0,00
10 (True 10789024 Be 78%-20 27,125 43262 0,00
11 (True 10789024 B7 78%-20 26,803 47383 0,00
12 (True 10789024 C5 50%-20 32,035 424495 0,00
13 (True 10789024 Cé B0%-20 33,278 44 086 0,00
14 (True 10789024 C7 S0%-20 33,261 44 760 0,00
15 (True 10789024 DS 31%-20 34,5384 38,536 0,00
16 (True 10789024 D& 31%-20 32549 35,766 0,00
17 (True 10759024 D7 31%:-20 33262 37.78 000
1% (True 10789024 ES 12.5%-20 32,794 25,028 0,00
19 (True 10789024 E6 12.5%-20 34,932 27,788 0,00
20 (True 10789024 E7 12.5%-20 35,089 27 848 0,00
21 |True 10789024 FS 5% -20 35,838 20,289 0,00
22 (True 10789024 F& 5% -20 36,736 21487 0,00
23 [True 10789024 F7 5% -20 36,546 21,319 0,00
24 (True 10789024 &5 %-20 35,082 17,334 0,00
25 (True 10789024 G6& 2% -20 35,834 17,589 0,00
26 (True 10789024 &7 22%6-20 34,299 17,124 0,00
27 |True 10759024 HS 0% -20 34 449 14,315 0,00
28 (True L0789024 HE 0% -20 33520 14012 0,00
29 (True 10789024 HT 026 -20 34,125 14,335 0,00
30

llustracion 26. Ejemplo de resultados como aparecen en un archivo Excel.
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Protocolo: qPCR en el equipo LightCycler 2.0

Nota: debido a requisitos tecnolégicos particulares, los experimentos con

LightCycler 2.0 tienen que realizarse con reactivos especificos. Recomendamos

utilizar LightCycler TagMan Master. Siga las instrucciones del fabricante para
preparar Master Mix 5x.

Al utilizar un rotor de 32 capilares, se recomienda realizar todas las mediciones

por duplicado, tal como se indica en la tabla 11.

Tabla 11. N0mero de reacciones para el equipo LightCycler 2.0

Muestras Reacciones

Mezcla de primers y sondas JAK2 V617F (PPM-VF) (32 reacciones)

12 muestras de ADN 12 x 2 reacciones
3 x 2 reacciones (PC-VF, NC-VF,
3 controles de ADN y COS-VF, cada una analizada

por duplicado)

Control de agua 2 reacciones

Procesamiento de muestras en el equipo LightCycler 2.0

H,o 501 sol

S 09 S 09 508

llustracién 27. Sugerencia de configuracién del rotor para un experimento con el
kit ipsogen JAK2 MutaScreen. PC: control positivo; NC: control negativo; COS: muestra
discriminatoria; S: muestra de ADN; H,O: control de agua.
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gPCR en el equipo LightCycler 2.0

Nota: coloque los componentes en hielo en todos los pasos.

Procedimiento

1. Descongele todos los componentes necesarios y coléquelos en hielo.

Los componentes deben retirarse del congelador aproximadamente 10 min
antes de comenzar el procedimiento.

2. Mezcle en vértex y centrifugue brevemente todos los tubos (aproxi-
madamente 10 s a 10.000 rpm) para recoger el liquido en el fondo
del tubo.

3. Prepare la siguiente mezcla de qPCR seguUn el nUmero de muestras
que vayan a procesarse.

Todas las concentraciones se refieren al volumen final de la reaccién.

En la tabla 12 se describe el esquema de pipeteo para la preparacién de
una mezcla de reactivos, calculada para lograr un volumen de reaccién
final de 20 ul. Se puede preparar un premezcla, segin el nUmero de
reacciones, con la misma mezcla de primer y sonda. Se incluyen volimenes
extra para compensar los errores de pipeteo.

En el equipo LightCycler 2.0, el kit ipsogen JAK2 MutaScreen se puede
utilizar para analizar 12 muestras por duplicado en 1 experimento
(ilustraciéon 27).

44 Manual del kit ipsogen JAK2 MutaScreen 06/2016



Tabla 12. Preparacién de la mezcla de qPCR para el equipo
LightCycler 2.0

NUmero de reacciones
(k) Concentraciéon

Componente 1 32+1 final
LightCycler TagMan
Master Mix, 5x 4 132 Ix
Mezcla de primers y 9 66 Ix
sondas, 10x
Agua exenta de
nucleasas de calidad 9 297 ~
PCR
Muestra (afiadir en el 5 5 en cada _
paso 4) una
Volumen total 20 20 en cada B

una

10.

Mezcle en vértex y centrifugue brevemente la mezcla de qPCR
(aproximadamente 10 s a 10.000 rpm) para recoger el liquido en el
fondo del tubo.

Dispense 15 ul de la premezcla de qPCR por capilar.

Agregue 5 pl del material de ADN de muestra o de controles en el
capilar correspondiente (volumen total: 20 ul).

Mezcle suavemente pipeteando arriba y abajo.

Coloque los capilares en el adaptador suministrado con el equipo y
centrifugue brevemente (700 x g, aproximadamente 10 s).

Cargue las muestras en el termociclador segun las recomendaciones
del fabricante.

Programe el termociclador (ilustracién 28) con el programa tal como
se indica en la tabla 13.

Si desea obtener informacién detallada sobre la programacién del equipo
LightCycler 2,0, consulte la guia de usuario del equipo. Para obtener una
mejor visiéon general, los pardmetros de configuracién del software
aparecen resaltados dentro de un cuadro en negrita.

Nota: asegurese de establecer el ajuste en cuantificacién y adquisicién
Unicas de fluorescencia FAM y adquisicién Unica de fluorescencia VIC
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tanto en el paso de amplificacién/ciclado como en la fase de pausa final a

60 °C.

P [ S S e e IR TS (TS e (L= <]

[lre o vee o wrde s

|5 one . [ Pae— £ O & s - L5 Tomgiun . G P s

e gy P ey

e yxsspsssazssssi

Cotin Comnp 100} + | brnstsmsrs Mo LE_ W & LE 60T

gt 11 okt B e ) Pamp Pate 1C/01 Sec Tawget (C) Swpbam(C)  Somp Doty bepuienl e gt o

Ovarview

llustracién 28. Pantalla de programacién de LightCycler 2.0.

Tabla 13. Perfil de temperatura para el equipo LightCycler 2.0

“Hold” (Pausa)

“Hold 2"
(Pausa 2)

“Cycling”
(Ciclado)

“Hold 3"
(Pausa 3)

Temperatura: 55 °C

Tiempo: 2 min

Rampa: 20

Temperatura: 95 °C

Tiempo: 10 min

Rampa: 20

50 repeticiones

92 °C durante 15 s; rampa: 20
60 °C durante T min; rampa: 20

60 °C durante 1 min; rampa: 20

46
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Procedimiento de andlisis de fase final para el equipo LightCycler 2.0

11. Cuando acabe la serie de amplificacién, haga clic en la pestana
“Online Data Display” (Pantalla de datos en linea) (ilustraciéon 29).
Abra el ment de visualizacién situado en la parte superior izquierda
de la ventana “Current Fluorescence” (Fluorescencia actual) y
escriba 51 en “Acquisition no.” (N.2 de adquisicién).
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llustracién 29. Resultados e historial de “Online Data Display” (Pantalla de datos
en linea).

12. Haga clic con el botén derecho del ratén en el grafico “Current
Fluorescence” (Fluorescencia actual) y seleccione “Export” (Exportar).
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13. Haga clic en la opcién “Excel” de “Export chart” (Frdfico de
exportacion) (ilustracion 30). Introduzca un nombre en el campo de
dialogo “Filename” (Nombre del archivo). Seleccione un destino de
exportacion para el archivo de resultados con el botén . Haga clic
en “Export” (Exportar).

|| Eretrogen | +10Coctes | Color Comp (0M) + | Instiument Name: LC_6312 10: LC_6912

Oriine Dala Displey | Run Notes |
n
dele...

s [EETC 1ol
0s| Name
15ompls e Data |

2i5anpiel[| s = Include:
3 Empty P 0 | [V Point Index

4 Sample - Format: [V Point Labels
5 Sample et -

= Header
6 Sample WML ~H

;gx C HTML Table Delimier

10 Sample

11 Sample
12 Sample
13 Sample
14 Sample
15 Sample
16 Sample
17 Sanple
18 Sanple
195
205

o —T=

23 Sample
24 Sample

2 TN |

2

Filename: I

llustracién 30. Seleccién del formato de exportaciéon y el destino del archivo
de datos.

14. Para ver y analizar los resultados, abra el archivo con Excel.
Los resultados de LightCycler 2.0 se mostrardn tal como se indica
a continuacion.

Posicion

T3 &k [iIM[ N TolP[ & R[5 [ U=
X Bar Text X Bar Text X Textf Bar —
129709  1: Sample 1 (B10) 1 82734 1: Sample 1 (860) 1 1: Sample 1 (530) 14,9943

2 30182 2 Sample 2 (810) 2 58,4428 2 Sample 2 (560) 26,7659] 2: Sample 2 (530) 2)5.0767

3 29496 3: Sample 3 (510 3: Sample 3 (560) 3|6,5568] 3: Sample 3 (530) 3]4.9699

4129526 4 Sample 4 (510) 4 82857 4 Sample 4 (560) 4|6 B163) 4: Sample 4 (530) 4]4 9119

5 29450 5 Sample 5 (B10) 5 82689 5 Sample 5 (560) 5]66209) 5 Sample 5 (530) 5]4 9638

5 29969 6 Sample 6 (B10) 6 84184 B Sample B (560) B}6.7674] B Sample B (530) 65,1209

7 30045 7 Sample7 (B10) 7 845200 7: Sample 7 (560) 7)6,7506] 7: Sample 7 (530) 750507

8 32822 B: SampleB{E10) B8 9,1936 8: Sample 8 (560) 87,3960 8: Sample 8 (530) B8]55314

9 30274 9 Sample 9 {610y 9 85557 9: Sample 9 (560) 9§6,8437] 9: Sample 8 (530) 95,0843

10 28336 10: Sample 10 {B10
1128275 11: Sample 11 {610
12 28351 12: Sample 12 (510
13 29511 13: Sample 13 {10
14 28367 14: Sample 14 (B10
15 29308 15: Sample 15 {610
1628885 16: Sample 16 (B10
17 30152 17: Sample 17 (510

11 79774 11: Sample 11 (560) 11}6,3674)11: Sample 11 (530) 11]4,7669
12 80171 12: Sample 12 (560) 12J6.4118]12: Sample 12 (530) 12]4 7944
13 83726 13 Sample 13 {(560) 13]6 6957 13: Sample 13 (530) 1314 9659
14 80217 14: Sample 14 (560) 14]6 44398 14: Sample 14 (530) 14)4 7654
15 84337 15: Sample 15 (560) 1546,7445]15: Sample 15 (530) 1515,0523
16 8,1498 16: Sample 16 (560) 16) 65568 16: Sample 16 (530) 16)4 9577
17 8,4901 | 17: Sample 17 (560) 17]6.8193417: Sample 17 (530) 1751225

VIC FAM

e e e e

)
)
)
)
)
)
)
10 7 9713 10: Sample 10 (560 10} 6,3905] 10: Sample 10 (530) 10} 4,7883
)
)
)
)
)
)
)

llustracion 31. Ejemplo de resultados de LightCycler 2.0 como aparecen en un
archivo Excel.
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Interpretacion de los resultados

Obtenga un archivo adecuado para extraer los datos exportados para todos
los equipos (Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM u otro equipo Rotor-Gene,
LightCycler 2.0 6 480, sistema de PCR en tiempo real Applied Biosystems 7300
6 7500, ABI PRISM 7000 SDS, 7700 SDS o 7900HT SDS) y compruebe los
niveles de fluorescencia (los de los duplicados deben ser uniformes).

Prepare una representacion grdfica (diagrama de dispersién) de los datos de
fluorescencia. El eje x es la fluorescencia VIC y el eje y es la fluorescencia FAM.

Representacion grdfica y criterios de control de calidad

En la ilustracién 32 se muestra un ejemplo de diagrama de dispersién.

0,6
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S o05¢t
3 §
un
[

04t
-g & < Muestras
; > mPC-VF
< 037 = + NC-VF
L 5) &
8 ® COS-VF
(8}
S 02} H20
o
b

@

¢ 4
S 01t
('8

0,0 . . :

0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Fluorescencia VIC Rn de 560 nm

llustracién 32. Diagrama de dispersion de un experimento de discriminacién alélica
representativo. Equipos: Rotor-Gene Q, Applied Biosystems, ABI PRISM y LightCycler 480.

Las muestras deben ubicarse en el arco que conecta los controles
negativos (NC) con los controles positivos (PC).

La aparicién de cualquier control en una posicién incorrecta puede indicar
un error experimental.

M Los controles positivos deben ubicarse en la parte superior izquierda.
B Los controles negativos deben ubicarse en la parte inferior derecha.

B Lo ubicacién inadecuada de un control negativo puede indicar que
existe contaminacion.

M La muestra discriminatoria debe aparecer por encima de los controles
negativos.
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B Los controles de agua deben estar situados en la parte inferior izquierda.

B Lo apariciéon de un control de agua en una posicién incorrecta (por
encima del NC para la medida del FAM o por encima del PC para el
VIC) puede indicar que existe contaminacién.

Nota: la posicién de los controles puede ser diferente en el andlisis de datos
del equipo LightCycler 2.0 (consulte la ilustraciéon 33). Sin embargo, los
controles de agua también deben estar situados en la parte inferior izquierda.
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o 80 ® eNC-VF
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3 @ PC-VF
S 60
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=
E .w XMuestra nativa
g 40 Muestra
o -+
5 mutada
b OH,O
® 20
S
T [m]
0,0
0,0 2,0 4,0 6,0 8,0

Fluorescencia VIC Rn de 560 nm

llustracién 33. Diagrama de dispersion de un experimento de discriminacién alélica
representativo. Equipo: LightCycler 2.0.

Cdlculo del cociente FAM/VIC normalizado y genotipado

Calcule los cocientes FAM/VIC de todas las muestras. Calcule los cocientes
FAM/VIC del control positivo (PC), la muestra discriminatoria (COS) y el control
negativo (NC). Los cocientes de los duplicados deben ser uniformes. Calcule el
cociente medio de todos los duplicados.

Calcule el cociente normalizado (Valor NRatio) para la muestra
discriminatoria (COS) y para todas las muestras:

Cocientemuestra

VGIOF NRQ“OSample = B
Cocientenc

Nota: la zona gris (GZ) de una prueba se define como un drea de valores
donde el rendimiento discriminatorio no es lo suficientemente preciso. Un valor
en la zona gris indica que no se puede determinar si el marcador diana estd
presente o ausente. Esta zona gris debe calcularse para cada experimento.
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Calcule la zona gris o drea de incertidumbre en torno al cociente normalizado

del COS (NRatiocos):
GZ: [(NRatiocos x 0,94); (NRatiocos x1,06)]

Compare el cociente normalizado de cada muestra con el NRatiocos de la GZ.
En la tabla 14 se ofrece una interpretacion de los resultados y la tabla 15
proporciona un ejemplo de célculo e interpretacién de datos.

Tabla 14. Interpretacién de resultados de genotipado mediante
cocientes normalizados

Resultados Interpretacion

NRatiomuestra > NRatiocos x 1,06 Se ha detectado el alelo V617F del
JAK?2

NRatiomuesra < NRatiocos x 0,94 No se ha detectado el alelo V617F
del JAK2

NRatiomuestra dentro del NRatiocos Resultado no concluyente

de la GZ
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Tabla 15. Ejemplo de cdlculo e interpretaciéon de datos de fluorescencia

Cociente Valor
Mvuestra VIC FAM Cociente medio NRatio Interpretacién
NC 2,415 1,782 0,738 0747 o0o Mutacion no
NC 2,46 1,861 0,757 ' ' detectada
PC 1241 5,606 4,517 y

4,672 6,253 g"““’c'?
PC 1,182 5,706 4,827 etectaca
CcOS 1,91 1,832 0,959

0,958 1082 Muestra
CcCOS 2,035 1,946 0,956 discriminatoria
S T 2,311 1,783 0,772 0745 099y Mufacion no
S 1 2555 1,818 0,712 ' ' detectada
$2 1,097 5,745 5,237 .

4276 5723 g"”*"c";”
S2 1,437 4,764 3,315 etectada
53 2,265 2,149 0,949 0,997 a7 Restltado no
53 2,435 2,206 0,906 ' ' concluyente
S 4 2,385 2,063 0,865 0904 210 Resultado no
S 4 2,322 2,191 0,944 ' ' concluyente
GZ 1,205 1,359
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Guia de resoluciéon de problemas

Esta guia de resolucién de problemas puede resultarle de utilidad para resolver
cualquier problema que pueda surgir. Para obtener mds informacién, también
puede consultar la pdgina de Preguntas frecuentes (Frequently Asked Questions)
de nuestro Centro de Servicio Técnico (Technical Support Center):
www.qiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Los cientificos del servicio técnico de
QIAGEN se encargardn de responder cualquier pregunta que tenga sobre la
informacién y los protocolos de este manual, asi como sobre las tecnologias
para la preparaciéon de muestras y ensayos de biologia molecular (encontraré
la informacién de contacto en “Informacién de contacto”, en la pdgina 64).

Comentarios y sugerencias

Control positivo, seial negativa

a) Error de pipeteo Revise el esquema de pipeteo y la
configuracién de la reaccién.
Repita la PCR.
b) Almacenamiento Almacene el kit ipsogen JAK2 MutaScreen
incorrecto de los a una temperatura de entre =30y =15 °C
componentes del kit y mantenga la mezcla de primers y sondas

(PPM) protegida de la luz. Consulte
“Almacenamiento y manipulacién de
reactivos”, en la pdgina 11.

Evite congelar y descongelar repetidamente.

Alicuotee los reactivos para su
almacenamiento.

Los controles negativos son positivos
Contaminacién cruzada  Sustituya todos los reactivos criticos.

Repita el experimento con nuevas alicuotas
de todos los reactivos.

Manipule siempre las muestras, los
componentes del kit y los fungibles segin
las prdcticas habitualmente aceptadas
para evitar la contaminacién por arrastre.
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Comentarios y sugerencias

Ausencia de senal, ni siquiera en los controles positivos

a) Error de pipeteo u Revise el esquema de pipeteo y

omisién de reactivos la configuracién de la reaccién.
Repita la PCR.

b) Efectos inhibidores del Repita la preparacién del ADN.

material de la muestra
causados por una
purificaciéon insuficiente

c) LightCycler: se ha Configure el ajuste de canal en F1/F2
seleccionado un canal 6 530 nm/640 nm.
de deteccién incorrecto

d) LightCycler: no se Compruebe los programas del ciclo.
ha programado la

it ol Seleccione el modo de adquisicién Unico
adquisicién de datos

(single) al final de cada segmento de
annealing del programa de PCR.

Ausencia de senal o senal baja en las muestras, pero los controles
positivos son correctos

Calidad de ADN baja o Verifique siempre la calidad y la con-
concentracién reducida centracién del ADN antes de empezar.

LightCycler: intensidad de fluorescencia demasiado baja

a) Almacenamiento Almacene el kit ipsogen JAK2 MutaScreen
incorrecto de los a una temperatura de entre =30y =15 °C
componentes del kit y mantenga la mezcla de primers y sondas

(PPM) protegida de la luz. Consulte
“Almacenamiento y manipulacién de
reactivos”, en la pédgina 11.

Evite congelar y descongelar repetidamente.

Alicuotee los reactivos para su
almacenamiento.

b) Cantidad inicial de ADN  Aumente la cantidad de ADN de la muestra.

diana demasiado baja Nota: segin el método seleccionado para la

preparacién del ADN, pueden producirse
efectos inhibidores.
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Comentarios y sugerencias

LightCycler: la intensidad de la fluorescencia varia

a) Error de pipeteo La variabilidad causada por el llamado “error

de pipeteo” puede reducirse analizando los
datos en el modo F1/F2 6 530 nm/640 nm.

b) Centrifugacion La mezcla para PCR preparada todavia puede
insuficiente de los estar en el conducto superior del capilar, o
capilares puede que una burbuja de aire esté atrapada

en la punta del capilar.

Centrifugue siempre los capilares cargados
con la mezcla de reaccién como se describe
en el manual de uso especifico del equipo.

c) Superficie externa de la Utilice siempre guantes cuando manipule los
punta del capilar sucia capilares.

Conirol de calidad

En cumplimiento del sistema de gestiéon de calidad con certificacién ISO de
QIAGEN, cada lote del kit ipsogen JAK2 MutaScreen se analiza en relacién con
especificaciones predeterminadas para garantizar la uniformidad de la calidad
del producto. Los certificados de los andlisis pueden solicitarse desde
www.qiagen.com/support/.

Limitaciones

Antes de utilizar este dispositivo, los usuarios deben recibir la formacién
pertinente y estar familiarizados con esta tecnologia. Este kit debe utilizarse de
acuerdo con las instrucciones recogidas en este manual, junto con un equipo
validado especificado en “Materiales requeridos pero no suministrados”, en la
pdgina 9.

La interpretacién de los resultados de diagndstico obtenidos debe realizarse en
combinacién con otros 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.

Debe prestar especial atencién a las fechas de caducidad impresas en las cajas
y etiquetas de todos los componentes. No utilice componentes caducados.
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Caracteristicas de rendimiento

Estudios no clinicos

Se realizaron estudios no clinicos para establecer el rendimiento analitico del
kit ipsogen JAK2 MutaScreen.

Precision

Se analizaron tres niveles de dilucién de ADN gendémico de lineas celulares
que incluian la mutaciéon JAK2 V617F en ADN nativo con el kit ipsogen JAK2
MutaScreen. Las diluciones correspondian a cargas de mutacién del 1%, el 2%
y el 3%. Se obtuvieron lotes de dilucién independientes para cada nivel y se
analizaron réplicas de estas diluciones en 3 experimentos independientes.

Se compararon los cocientes obtenidos para cada muestra de ADN
(Cocientemyesira) con el cociente del control negativo (100% ADN nativo de
JAK2, Cocientenc). Los resultados se resumen en la tabla 16.

Tabla 16. Datos de precisiéon para estudios no clinicos

Nivel de mutacién Cocientemuesira>Cocientenc  %CV (cociente)
ADN con V617F al 1%  100% (n = 183) 6,8
ADN con V617Fal 2%  100% (n = 72) 4,5
ADN con V617F al 3%  100% (n = 135) 5,1

Datos analiticos entre laboratorios

Se realizé un estudio en varios centros que incluia 13 laboratorios. Los datos
analiticos se recopilaron a partir de diluciones de ADN gendémico que incluian
la mutacién JAK2 V617F en ADN nativo. Se realizaron tres experimentos en
cada laboratorio. Para cada experimento, se analizaron las siguientes muestras
de ADN de lineas celulares:

B 1 control negativo (NC) con 0% V617F
1 control positivo (PC) con 100% V617F
1 muestra discriminatoria (COS) con 2% V617F

3 muestras que incluian cargas de mutacién intermedias (20%, 50%
y 80%)

56 Manual del kit ipsogen JAK2 MutaScreen 06/2016



Los experimentos se llevaron a cabo en 7 modelos de equipos diferentes:
M ABI PRISM 7000 SDS

Sistema de PCR en tiempo real Applied Biosystems 7300

Sistema de PCR en tiempo real Applied Biosystems 7500

ABI PRISM 7700 SDS

ABI PRISM 7900 SDS

LightCycler 2.0

iCycler®

Los resultados se resumen en la tabla 17.

Tabla 17. Datos analiticos entre laboratorios obtenidos de diluciones
de ADN genémico de lineas celulares que incluyen la mutacién JAK2
V617F en ADN nativo

Deteccion de Muestras positivas Muestras negativas
muestras

JAK2 V617F 177* 0

JAK2 nativa 0 36

* Las muestras positivas incluian 36 controles positivos (PC-VF), 36 muestras discriminatorias
(COS-VF; 2% V617F), 34 muestras con 20% de JAK2 V617F, 35 muestras con 50% de JAK2
V617F y 36 muestras con 80% de JAK2 V617F.

Estudios clinicos

Comparacién entre el kit ipsogen JAK2 MutaScreen y el método ARMS®

Se analizaron muestras de ADN de 141 pacientes con posible NMP en paralelo
con el kit ipsogen JAK2 MutaScreen y un ensayo de gPCR basado en el principio
del sistema de mutacién refractario a la amplificacién (ARMS) (11). Los resul-
tados de la comparacién se muestran en la tabla 18 (tabla de contingencia de
2 x 3) y en la tabla 19 (porcentaje de concordancia).
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Tabla 18. Comparaciéon entre métodos: kit ipsogen JAK2 MutaScreen
y ARMS

Resultados del método
de andlisis de ARMS
JAK?2 JAK2 nativa
V617F >2% (JAK2 V617F <2%) Total

JAK2 V617F
Resultados  Mutacién 91 0 91
del método  detectada
de andlisis
del kit Resultado no 1 ) 3
. concluyente
ipsogen
JAK2 JAK2 nativa
MutaScreen Mutaciéon no 1 46 47

detectada
Total 93 48 n = 141

Tabla 19. Comparacién entre métodos: kit ipsogen JAK2 MutaScreen
y ARMS

Concordancia IC del 95%*
(%) (%)

Datos positivos
Concordancia entre el kit ipsogen 98,9 94,1-99,8
JAK2 MutaScreen y ARMS

Datos negativos

Concordancia entre el kit ipsogen 100 92,3-100
JAK2 MutaScreen y ARMS
Concordancia total 99,3 96,0-99,9

* Los intervalos de confianza se calcularon conforme a la directriz EP12-A del CLSI: “User
Protocol for Evaluation of Qualitative Test Performance; Approved Guideline” (Protocolo de
usuario para la evaluacién del rendimiento de la prueba cualitativa; directriz aprobada).

Comparacion entre el kit ipsogen JAK2 MutaScreen y la secuenciacion

Se analizaron muestras de ADN de 51 pacientes con posible NMP en paralelo
con el kit ipsogen JAK2 MutaScreen y la técnica de referencia, la secuenciacién
directa. No se pudo interpretar una muestra debido a un fallo en la secuen-
ciacién. Las comparaciones de los resultados obtenidos de las 50 muestras
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interpretables se resumen en la tabla 20 (tabla de contingencia de 2 x 3) y en
la tabla 21 (porcentaje de concordancia).

Tabla 20. Comparaciéon entre métodos: Kit ipsogen JAK2 MutaScreen
y secuenciacion

Resultados de la secuenciaciéon directa
JAK2 JAK2 nativa
V617F >2% (JAK2 V617F <2%) Total
JAK2 V617F
Resultados  Mutacién 26 1 27
del método  detectada
de andlisis
del kit Resultado no 0 1 1
. concluyente
ipsogen
JAK2 JAK2 nativa
MutaScreen Mutaciéon no 2 20 22
detectada
Total 28 22 n =50

Tabla 21. Comparaciéon entre métodos: Kit ipsogen JAK2 MutaScreen
y secuenciacion

Concordancia IC del 95%*
(%) (%)

Datos positivos

Concordancia entre el kit

ipsogen JAK2 MutaScreen 92,9 77,4-98,0
y la secuenciacién

Datos negativos
Concordancia entre el kit
ipsogen JAK2 MutaScreen 95,2 77,3-99,2

y la secuenciacién

Concordancia total 93,9 83,5-97,9

* Los intervalos de confianza se calcularon conforme a la directriz EP12-A del CLSI: “User
Protocol for Evaluation of Qualitative Test Performance; Approved Guideline” (Protocolo de
usuario para la evaluacién del rendimiento de la prueba cualitativa; directriz aprobada).

|
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Estudio realizado en varios centros con 228 muestras de pacientes

Las muestras de ADN de los pacientes se analizaron con técnicas propias en
13 laboratorios, lo que ayudd a constituir un estudio entre laboratorios.

En cada uno de los laboratorios, se realizaron 3 experimentos con ADN de
lineas celulares, tal como se describe en los datos de precisién no clinicos
(consulte més atrés), y con el ADN de 10 pacientes disponible en el
laboratorio.

Las 228 muestras con genotipo de JAK2 conocido se analizaron en paralelo
con el kit ipsogen JAK2 MutaScreen y con métodos propios, como la PCR
cualitativa, la PCR especifica de alelos, la transferencia de energia de
resonancia fluorescente (FRET), la secuenciacién, la PCR de oligonucleétidos
especifica de alelos, el RFLP y la discriminacién alélica. Los resultados de las
comparaciones se muestran en la tabla 22 (tabla de contingencia de 2 x 3) y
en la tabla 23 (porcentaje de concordancia).

Tabla 22. Comparaciéon entre métodos: Kit ipsogen JAK2 MutaScreen
y métodos propios

Resultados del andlisis propio
Mutacién Mutacién no
detectada detectada
JAK2 V617F JAK2 nativa Total
JAK2 V617F
Resultados  Mutacién 139 3 142
del método detectada
de andlisis Resultado n
del kit esufiaco no 5 17 22
. concluyente
ipsogen
JAK2 JAK2 nativa
MutaScreen Mutacién no 3 61 64
detectada
Total 147 81 n=228

|
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Tabla 23. Comparaciéon entre métodos: Kit ipsogen JAK2 MutaScreen
y métodos propios

Concordancia IC del 95%*
(%) (%)

Datos positivos
Concordancia entre el kit ipsogen
JAK2 MutaScreen y el andlisis 97.9 74,0-99,3
propio
Datos negativos
Concordancia entre el kit ipsogen
JAK2 MutaScreen y el andlisis 95,3 87,1284
propio
Concordancia total 97,1 93,8-98,7

* Los intervalos de confianza se calcularon conforme a la directriz EP12-A del CLSI: “User
Protocol for Evaluation of Qualitative Test Performance; Approved Guideline” Protocolo de
usuario para la evaluacién del rendimiento de la prueba cualitativa; directriz aprobada”.

|
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Solidez: andlisis de muestras de donantes sanos

Se analizaron muestras de ADN de 103 donantes de sangre sanos con el kit
ipsogen JAK2 MutaScreen RS. Todas las muestras fueron identificadas como
JAK2 nativas. La ilustraciéon 34 presenta un andlisis de 38 muestras realizado
con el equipo LightCycler 480.
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llustracién 34. Andlisis de donantes sanos. Andlisis con LightCycler 480 de 38 donantes
sanos (#) realizado con el kit ipsogen JAK2 MutaScreen RS (n.° de referencia 673123). Los
resultados positivos por duplicado (®) corresponden a una escala de referencia suministrada

con el kit. Los valores de fluorescencia VIC aparecen representados en el eje x y los valores
FAM en el eje y.
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Simbolos

El embalaje y las etiquetas pueden incluir los siguientes simbolos:

<N> Contiene suficientes reactivos para <N> reacciones

Fecha de caducidad

I

IVD Dispositivo médico para diagnéstico in vitro

N.° de referencia

NUmero de lote

Ndmero de material

GTIN Global Trade Item Number

Ndmero mundial de articulo comercial
Fabricante

Consultar las instrucciones de uso

= el ILRCRC

Informacidén de contacto

Para recibir asistencia técnica y solicitar mds informacién, visite nuestro
Centro de servicio técnico en el sitio www.giagen.com/Support, llame al
00800-22-44-6000, 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

Contenido

Referencia

ipsogen JAK2
MutaScreen Kit (10)

ipsogen JAK2
MutaScreen Kit (24)

Para 10 reacciones: control positivo
V617F, control negativo V617F,
muestra discriminatoria V617F,

mezcla de primers y sondas JAK2
nativa y JAK2 V617F

Para 24 reacciones: control positivo
V617F, control negativo V617F,
muestra discriminatoria V617F,

mezcla de primers y sondas JAK2
nativa y JAK2 V617F

Rotor-Gene Q MDx: para el andlisis de PCR en tiempo real
validado para IVD en aplicaciones clinicas

Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM Platform

Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM System

Termociclador para PCR en tiempo
real y analizador de fusién de alta
resoluciéon (HRM) con 5 canales
(verde, amarillo, naranja, rojo,
carmesi) mds un canal HRM, equipo
portdtil, software, accesorios, 1 afo
de garantia en piezas y mano de
obra, instalacién y formacién no
incluidas

Termociclador para PCR en tiempo
real y analizador de fusién de alta
resoluciéon (HRM) con 5 canales
(verde, amarillo, naranja, rojo,
carmesi) mds un canal HRM, equipo
portdtil, software, accesorios, 1 afo
de garantia en piezas y mano de
obra, instalacién y formacién

673022

673023

9002032

9002033

Para obtener informacién actualizada sobre licencias y exenciones de respon-
sabilidad especificas del producto, consulte el manual de usuario o el manual
de uso del kit de QIAGEN correspondiente. Los manuales y las guias del
usuario de los kits de QIAGEN estdn disponibles en www.qiagen.com o
pueden solicitarse a los servicios técnicos de QIAGEN o a su distribuidor local.
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Esta pdgina se ha dejado en blanco intencionadamente.
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Este producto estd destinado para el Diagnéstico in Vitro. Los productos ipsogen 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 dafos fortuitos, especiales, multiples o derivados del uso de este documento.

Se garantiza que los productos ipsogen cumplen las especificaciones indicadas. La Gnica obligacién de QIAGEN y la Gnica compensacién al cliente
se limitan a la sustitucién de los productos sin cargo en el caso de que estos no funcionen de acuerdo a la garantia.

Este producto se comercializa bajo un acuerdo de licencia con Epoch Biosciences para uso exclusivo de diagnéstico in vitro y no se debe utilizar con
fines de investigacién, comerciales, de investigacién clinica o de cualquier otro tipo fuera del dmbito del diagnéstico in vitro.

La mutacién JAK2 V617F y los usos que se hagan de ella, estédn protegidos por derechos de patente, entre los que se incluyen la patente europea
EP1692281, las patentes estadounidenses 7,429,456 y 7,781,199, las solicitudes de patente en Estados Unidos US20090162849 y US20120066776,
y sus equivalentes en ofros paises.

La compra de este producto no confiere ningin derecho de empleo en ensayos clinicos de fdrmacos dirigidos a JAK2 V617F. QIAGEN desarrolla
programas de licencia especificos para tales usos. Péngase en contacto con nuestro departamento juridico a través de jak2licenses@qiagen.com.

Marcas comerciales: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIAamp®, ipsogen®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group); ABI PRISM®, Applied Biosystems®, FAM™,
VIC® (Life Technologies); ARMS® (AstraZeneca Ltd.); Excel® (Microsoft Corporation Corporation); iCycler® (Bio-Rad Laboratories, Inc.); LightCycler®,
TagMan® (Roche Group); MGB™ (Epoch Biosciences).

Acuerdo de licencia limitada

La utilizacién de este producto implica por parte de cualquier comprador o usuario del kit ipsogen JAK2 MutaScreen la aceptacién de los siguientes
términos:

1. El kit ipsogen JAK2 MutaScreen debe utilizarse exclusivamente de acuerdo con el Manual del kit ipsogen JAK2 MutaScreen y sélo para uso con
los componentes que se incluyen en el kit. QIAGEN no ofrece licencia alguna bajo ninguna de sus propiedades intelectuales para utilizar o
incorporar los componentes suministrados en estos kits con componentes no incluidos en los mismos, excepto segin se describe en el Manual
del kit ipsogen JAK2 MutaScreen y en protocolos adicionales disponibles en www.qiagen.com.

Aparte de las licencias expresamente especificadas, QIAGEN no garantiza que estos kits ni su uso no infrinjan los derechos de terceros.
Estos kits y sus componentes tienen licencia para un solo uso y no se pueden reutilizar, reacondicionar ni revender.

QIAGEN renuncia especificamente a cualquier ofra licencia, explicita o implicita, distinta de las licencias expresamente especificadas.

o > w0 BN

El comprador y el usuario del kit aceptan no realizar ni permitir a otros realizar ningin 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 las costas judiciales, incluidos los honorarios de abogacia, por cualquier accién emprendida para garantizar el cumplimiento de este Acuerdo
de licencia limitada o cualquier otro derecho de propiedad intelectual con relacién a este kit y con sus componentes.

Para obtener los términos actualizados de la licencia, visite www.qiagen.com.

HB-1371-003 © 2013-2016 QIAGEN, reservados todos los derechos.
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