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ADELLGENE FRIEDREICH's ATAXIA

Kit para el andlisis de la presencia de alelos sanos, premutados y mutados del
gen FXN de la ataxia de Friedreich, mediante analisis de fragmentos fluorescentes

C € Catalog No. AD-FA-16

Conservar:  Box 1de-30°C a-18°C
Box 2 de 20 a 2b°C
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ADELLGENE FRIEDREICH's ATAXIA
1-Uso

ELkit Adellgene Friedreich’s Ataxia para el diagndstico in vitro esta diseniado para detectar el nimero de repeti-
ciones del triplete GAA en el primer intron del gen FXN que codifica para la proteina frataxina, localizado en el
cromosoma 9y que da como resultado la enfermedad ataxia de Friedreich. Su objetivo es ayudar al diagnostico
clinico, caracterizado por signos y sintomas que pueden ser desde leves hasta graves.

El uso de este kit permite diferenciar a individuos sanos que tienen entre 5y 30 repeticiones GAA, pacientes
con fenotipo leve (30 - 49 repeticiones), y pacientes con fenotipo grave (50 - 1300). La reaccion se basa en
la tecnologia de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de ADN gendmico extraido de sangre periféri-
ca, sequida de un analisis fluorescente del tamario de los fragmentos de PCR en un analizador genético y la
conversion de ese tamaio en nimero de repeticiones GAA. EL kit consiste en dos Primer Mix: la Primer Mix 1
para la amplificacion de todas las muestras, detectando alelos heterocigotos y posibles alelos homocigotos
con un tamano menor de 200 repeticiones GAA; y la Primer Mix 2, para la confirmacidn de aquellas muestras
con posibles alelos homocigotos y deteccion de falsos homocigotos que presenten alelos de mayor rango que
el detectable mediante la Primer Mix 1.

Cno. del Pilon 86, Casa 7 Local. 50011 - Zaragoza (Spain) - www.bdrdiagnostics.com



adetigene

ADELLGENE FRIEDREICH s ATAXIA

2-Resumen y explicacion

La ataxia de Friedreich (1) es la ataxia hereditaria mas com(n, con una prevalencia estimada de una en cada
h0000 personas, y una frecuencia de portadores deducida de uno de cada 120 en poblaciones europeas (2).
La ataxia de Friedreich es una enfermedad degenerativa autosémica recesiva caracterizada por una progresiva
ataxia en las extremidades y actividades como la marcha, con pérdida de reflejos en las piernas, pérdida de
sentido de la posicidn, disartria y debilidad en las piernas (3). También se puede encontrar cardiomiopatia
hipertrdfica en casi todos los pacientes (4), y diabetes mellitus en alrededor del 10% (5). La edad de aparicion
de a sintomatologia es generalmente la pubertad y casi siempre antes de los 25 afios. Hasta el momento, no
hay tratamiento para retrasar la progresion de (a enfermedad.

El defecto genético mas comdn asociado a la ataxia de Friedreich es a expansion del polimorfismo de repe-
ticion del triplete GAA localizado en la secuencia Alu, dentro del primer intron del gen que codifica para la
proteina frataxina (gen FXN) en el cromosoma 9q13 (6).

Alrededor del 98% de los individuos con esta enfermedad son homocigotos para la expansion del triplete GAA. EL
resto de individuos son heterocigotos para la expansion de GAA y una mutacion puntual. Las expansiones alélicas
patogénicas se encuentran en el rango de 30 - 1300 repeticiones, existiendo dos rangos: 30 - 49 para el fenotipo
leve, y 50 - 1300 para el fenotipo grave. Entre 5y 30 repeticiones no se desarrolla la enfermedad (ver Tabla 1).

Condicion clinica Fenotipo Tamano de repeticion GAA
Sano Normal hadl

Leve Premutacion 30 a ~49

Grave Mutacion completa ~b0a ~1300

Tabla 1. Correlacion entre el fenotipo y la longitud de (as repeticiones GAA de la ataxia de Friedreich

La presencia de a expansion de la repeticion GAA resulta en (a inhibicion de a expresion del gen FXN, dando
niveles reducidos del transcrito correcto de FXN y por tanto una insuficiencia de (a proteina. Parece que la for-
macion de un hibrido persistente ARN/ADN durante la transcripcion de la repeticion GAA impide la elongacidn
de la transcripcion (7). Ademas, se han encontrado evidencias de que la repeticion GAA también genera un
efecto de silenciamiento génico a nivel de la cromatina (8, 9). La dependencia con la edad y la inestabilidad
dependiente de tejido podria ser también determinante en el avance progresivo de la enfermedad (10-12).
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Las repeticiones en cromosomas normales son estables y se transmiten a la descendencia en igualdad de
tamanios en todos los tejidos (6, 13, 14), mientras que los alelos expandidos asociados a la enfermedad mues-
tran inestabilidad tanto meiotica como mitética (14-16). EL andlisis de familias con la enfermedad (6, 15) ha
mostrado que as expansiones transmitidas por linea materna se contraen y expanden con igual frecuencia,
mientras que las transmitidas por linea paterna casi siempre resultan en contraccién. Se ha demostrado la
inestabilidad mitdtica en diferentes tipos celulares del mismo paciente (16). En particular, muchas regiones
cerebrales muestran un patron muy complejo de tamanios alélicos, indicando una heterogeneidad muy extensa
(14). La hiperexpansion de la repeticion de GAA lleva a la supresidn de la expresion del gen de la frataxina, pro-
bablemente a través de un bloqueo transcripcional resultado de la formacion de una estructura no B de ADN (17).

9q13

NORMAL GENE FRIEDERICH ATAXIA GENE (FDRA)

EXON 1 INTRON1 ~ EXON2
R -~
(GAA),, (GAA)500
() O [ )
-
FRATAXIN

Figura 1. Representacion de los genes FXN y su transcripcion en funcion del grado de mutacidn.

Este mecanismo patogenético de pérdida de funcion encaja con el modelo de una enfermedad recesiva. Es mas,
a cantidad residual de ARN mensajero de frataxina es inversamente proporcional al tamano de la expansidn
(Campuzano et al., submitted). Este efecto gradual ofrece una base bioldgica para la correlacion entre tamafios
de expansion y caracteristicas fenotipicas, incluyendo la edad de aparicion asi como la severidad y (a extension
de la enfermedad, tal y como ha sido estudiado por diferentes autores (16, 18, 19). EL proceso que subyace a la
hiperexpansion de alelos todavia es desconocido. EL descubrimiento de un fuerte desequilibrio de ligamiento
entre a ataxia de Friedreich y marcadores genéticos vecinos sugiere que, o bien uno o varios eventos ances-
trales dieron lugar a la expansidn (20-22), o que existen expansiones recurrentes en alelos en riesgo (23). La
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segunda hipétesis esta apoyada por (a observacion de hiperexpansidn de novo de alelos premutados. Ademas,
las caracteristicas de la secuencia Alu que contiene el triplete GAA repetido pueden ayudar a conocer los me-
canismos de expansion y polimorfismo de los alelos normales.

La Primer Mix 1 del kit estd optimizada para la deteccion de alelos de hasta aproximadamente 200 repeti-
ciones GAA, asi como para cuantificar el nimero de repeticiones de individuos sanos heterocigotos (5-30
repeticiones), pacientes con fenotipo leve heterocigotos (30-49) y pacientes con fenotipo grave heterocigotos
(50-1300, pero s6lo hasta 200). La Primer Mix 2 estd disenada para levar a cabo una TP-PCR (PCR de tripletes
cebados) de forma que las muestras que s6lo mostraban un pico en la reaccién con la Primer Mix 1 pueden ser
diferenciadas entre homocigotas sanas y heteracigotas con alelo sano y alelo de mutacion completa. Ambas
determinaciones se basan en el analisis de fragmentos generados con primers fluorescentes y su lectura en
un analizador genético de electroforesis capilar, y su analisis correspondiente con el software apropiado para
su deteccion e interpretacion.

OQABDR

BLACKHILLS DIAGNOSTIC RESOURCES

Cno. del Pilon 86, Casa 7 Local. 50011 - Zaragoza (Spain) - www.bdrdiagnostics.com



adetigene

ADELLGENE FRIEDREICH's ATAXIA

3-Principios del procedimiento

El método de deteccion empleado por el kit Adellgene Friedreich's Ataxia se basa en la amplificacion especi-
fica a partir de ADN gendmico del primer intron del gen que codifica para la frataxina (FXN), que contiene la
repeticion de GAA. La Primer Mix 1 incluye dos primers, uno marcado con fluorescencia para la subsecuente
deteccion en el analizador genético. El tamario de los fragmentos de PCR se convierte a nimero de repeticiones
GAA utilizando un factor de conversion dependiente de tamafio y movilidad. Se recomienda el uso del marcador
de tamano molecular ROX™ 1000. La Primer Mix 2 incluye un grupo de primers para (a realizacién de una TP-
PCR que permita la amplificacion de todos los tripletes.

Se recomienda utilizar un control positivo con un niimero de repeticiones GAA conocido (ver seccidn 6).
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4-Contenido del kit

Referencia AD-FA-16
Caja1de?
© AD-FA-PM1: Primer Mix 1. T vial x 79 pL
© AD-FA-POMT: Polymerase Mix 1. 1 vial x 344 pL
© AD-FA-PM2: Primer Mix 2. 1 vial x 162 pL
© AD-FA-POM2Z: Polymerase Mix 2. 1 vial x 344 pL
Caja 2 de 2
* AD-PUR-16: reactivos de purificacion para 16 tests. 1 unidad:
» AD-CB: Buffer de captura: 1vial x 9.8 mL

* AD-WB: Buffer de lavado: 1 vial x 2,0 mL (ver como preparar en seccién Procedimiento
de uso /D)

* AD-EB: Buffer de elucion: T vial x 300 pL
» AD-CT: Tubos colectores: 17 tubos

» AD-MC: Microcolumnas: 17 columnas
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h-Almacenamiento del kit

* Todos los reactivos de la Caja 1 deben ser conservados entre -30°C y -18°C. Los reactivos de la Caja 2
deben ser almacenados entre 20 y 25°C. A estas temperaturas, son estables hasta (a fecha de caducidad.

* Dejar que los reactivos (excepto AD-FA-POM1 y AD-FA-POM?2) alcancen la temperatura ambiente antes
de su uso. Agitar bien todos los reactivos (excepto AD-FA-POM1 y AD-FA-POM2) después de la descon-
gelacion.

* Antes de abrir los tubos de los reactivos, realizar una centrifugacion breve de cada componente para que
el reactivo se deposite en el fondo del tubo y no se pierda nada por as paredes.

* El test debe realizarse manteniendo los reactivos en hielo o sobre soporte frio.

» No realizar més de tres ciclos de congelacion / descongelacion a los viales de Primer Mix (AD-FA-PM1y
AD-FA-PM2) y Polymerase Mix (AD-FA-POM1 y AD-FA-POM2), ya que esto podria reducir la sensibilidad
del ensayo y alterar los resultados.

« Debido a la naturaleza fotosensible de algunos componentes de los reactivos AD-FA-PMTy AD-FA-PM2,
evitar su exposicion continuada a la luz.
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6-Material necesario no suministrado

Reactivos de extraccidn y purificacion

* Los reactivos para la extraccion del ADN de (a sangre no estan incluidos. EL ADN puede ser extraido
mediante cualquier método validado en el laboratorio que asegure una alta calidad y el ADN intacto.

« Ftanol absoluto

Reactivos para la electroforesis capilar (recomendados)
* Analizador genético para polimero POP-7 (ABI: 3130, 3730 6 3500).
* Polimero POP-7 (ABI, Ref: 4363785 0 equivalente)
* Formamida de alta pureza (Hi-Di Formamide; ABI, Ref.: 4311320 o equivalente)
* Calibradores para los fluordforos FAM y ROX (ABI, Ref.:4345827 o equivalente)
* Marcador de tamafio estandar ROX 1000 (ABI, Ref.: 401098; Eurogentec, Ref.: MW-0195-80R0X]

Equipos
* Equipamiento general de laboratorio dedicado exclusivamente a realizar la PCR.
« Termociclador (ABI, 9700, Veriti o equivalente)
» Centrifuga para placas de 96 pocillos
* Agitador (Vortex]
* Microcentrifuga
* Pipetas (P1000, P200, P20 and P2) y puntas con filtro especificas para ellas.
* Placas de PCR de 96 pocillos (opcional).

* Sellador de placas de PCR (opcional).

Control positivo

* El estandar OMS recomendado para la ataxia de Friedreich o cualquier linea celular cuyo ADN se corres-
ponda con una muestra validada.

10
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7-Recoleccion y preparacion de muestras

* Todas las muestras bioldgicas y de sangre deben tratarse como potencialmente infecciosas. Al manipu-
larlas, observe las precauciones basicas o “universales”. Cualquier manipulacion de las muestras debe
efectuarse con la apropiada proteccion personal, como gafas, guantes y ropa adecuada.

* Este test dnicamente puede ser utilizado con muestras de sangre completa recogidas en tubos con los
agentes anticoagulantes EDTA o ACD. La heparina puede interferir con la PCR y no debe utilizarse en
este procedimiento. No deben utilizarse muestras de sangre hiperlipémicas, hemolizadas, ictéricas o
con proteinemia.

* La contaminacion con DNasas puede producir degradacion del ADN, por lo tanto deben utilizarse puntas
con filtro y tubos libres de DNasas. Toda manipulacion, pipeteado y uso de equipos debe realizarse con
el maximo cuidado para evitar el fallo de la PCR.

* No mezclar componentes de distintos lotes. No utilizar los reactivos mas alla de su fecha de caducidad.

* Antes de utilizar el kit, asequrarse de que el equipo (termociclador, analizador genético) ha sido calibra-
do de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

Las propiedades toxicoldgicas del kit no han

sido estudiadas en profundidad, por lo que

se recomienda evitar el contacto con la piel y
membranas mucosas. No ingerir. Existen Fichas
de Datos de Sequridad (MSDS) a disposicion del
consumidor.
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8-Procedimiento de uso

A. Extraccion del ADN

La extraccion del ADN a partir de muestras de sangre total recogidas con EDTA utilizando métodos estandar
es compatible con el uso de este kit. Se recomienda realizar a evaluacion de la cantidad y calidad del ADN
obtenido mediante medidas de absorbancia a 260 nm (0D260; concentracién) y de la relacidn entre las medidas
a 260y 280 nm (A260/A280, 0D; pureza). ELADN obtenido puede ser almacenado a -20°C hasta su utilizacidn.
La cantidad adecuada de ADN para cada reaccin de PCR es de aproximadamente 40-50 ng (por ejemplo, 1 ul
de ADN de concentracidn a 40-50 ng/ul, 0 2 ul de ADN a 20-25 ng/ul).

B. Preparacion y condiciones de la PCR

eDescongelar todos los componentes del kit antes
de comenzar el ensayo, mezclar y centrifugar.

eTrabajar sobre hielo o en un blogue frio.

* La PCR se debe montar en la zona pre-PCR, con
todas las precauciones mencionadas anteriormente.

e Utilizar s6lo puntas con filtro y tubos de 1,5 ml
autoclavados.

e Utilizar siempre guantes y bata.

1. Preparar la mezcla de Primer Mix y Polymerase Mix para n+1 muestras. Utilizar los componentes de la
reaccion 1 para las muestras regulares y los componentes de la reaccion 2 para confirmar aquellas que sélo
mostraron un pico en la amplificacion de la reaccion 1 (ver secciones 1y 2).

12
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Reactivo Vol. para cada muestra (pL)
AD-FA-PM1 4.3

AD-FA-POM1 18.7

Volumen total por reaccion 23

Reactivo Vol. para cada muestra (pL)
AD-FA-PM2 8.8

AD-FA-POM? 18.7

Volumen total por reaccion 21.5

» Agitar la muestra con cuidado entre 3-5 veces antes de distribuirla en los tubos de PCR para asegurar
su completa homogeneizacion.

» Realizar un pulso de centrifugacion para asegurar que no queden burbujas ni muestra en las paredes.
NOTA: Un exceso de AD-FA-PM1/2 podria inhibir la reaccidn de PCR.

2. Pipetear 23y 27,5 pl respectivamente de estas mezclas en una placa o tubo de PCR estéril, y anadir el
volumen de ADN o de control negativo en el caso del pocillo de control de contaminacidn. En el caso de tener
una concentracion muy baja de ADN, podria anadirse un volumen de ADN mayor, independientemente del volu-
men final de PCR, pero hay que tener en cuenta que concentraciones muy bajas o muy altas pueden disminuir
considerablemente la calidad de los resultados.

3. Sellar las placas o los tubos con (as cubiertas adecuadas y realizar un pulso de centrifugacion para asegurar
la mezcla y que no haya burbujas.

4. Colocar la placa o los tubos en el termociclador y llevar a cabo la reaccion de PCR con las siguientes con-
diciones:
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Nimero Temperatura Tiempo
de ciclos (°C) (mm:ss)
DESNATURALIZACION 1 98 05:00
97 00:45
CICLOS 3h 04 00:45
68 03:00+ 00:10SEG/CY
EXTENSION FINAL 1 72 30:00
ENFRIAMIENTO 1 4 00

C. Confirmacion de productos de amplificacion

La confirmacion de que la amplificacion se ha realizado de manera adecuada se puede comprobar con un sis-
tema apropiado como la electroforesis en geles de agarosa. Preparar un gel de agarosa a una concentracion de
1-1,2% p/v validado segtn el protocolo del laboratorio y analizar 2 ul de cada amplificado para certificar que
la PCR ha salido bien.

D. Preparacion de las muestras para la electroforesis capilar

1. Purificacion de muestras

realizar este paso solo en caso de

procesamiento de productos de la reaccion de
componentes 2. Si esta analizando productos
de la reaccion de componentes 1, vaya
directamente a la seccion 8.D.2

14
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» Usar la caja 2 de 2 (reactivos de purificacion). Usar 18 ul del producto de PCR para obtener un volumen
de PCR purificado de 18 ul. Estos volumenes han sido determinados para obtener un buen resultado en
el analizador genético. Brevemente, el protocolo es:

La primera vez que se haga uso de la Caja 2, es necesario anadir 8ml de
etanol absoluto al vial Wash Buffer. Marcar (a casilla correspondiente en la
etiqueta de dicho vial para indicar que se ha realizado a adicion.

Anadir 500 ul de Buffer de Captura (AD-CB) a 18 ul de volumen de PCR. Si fuera necesa-
rio, transferir el producto de PCR a un tubo mds grande.

Mezclar bien.

Comprobar que el Buffer de Captura (AD-CB) con el volumen de PCR es de color amarillo
0 naranja palido.

[ Para] cada purificacidn a realizar, colocar una Microcolumna (AD-MC) en un Tubo Colector
AD-CT).

Centrifugar el Buffer de Captura (AD-CB) con el volumen de PCR brevemente para recoger
el volumen al fondo del tubo.

Cargar la mezcla en una Microcolumna (AD-MC) montada en un tubo colector.
Centrifugar a 16000xg 30 segundos.

Descartar el contenido del Tubo Colector (AD-TC). Colocar la Microcolumna (AD-MC) de
nuevo en el Tubo Colector (AD-CT).

Afadir 500 ul de Buffer de Lavado (AD-WB) a la Microcolumna (AD-MC).
Centrifugar a 16000xg 30 segundos.

Descartar el Tubo Colector (AD-CT) y transferir la columna a un nuevo tubo de 1,5 ml libre
de DNasas (aportado por el usuario).

[ Aﬁadi]r 18 ul de Buffer de Elucion (AD-EB) al centro de la membrana de la Microcolumna
AD-MC).

Incubar a temperatura ambiente 1 minuto.
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Centrifugar a 16000xg 1 minuto para recoger el ADN purificado.

Proceder con el protocolo general.

2. Preparacion de muestras para el analizador de ADN

La siguiente mezcla de reaccion debe anadirse al producto de PCR:

Reactivo Vol. para cada muestra (pL)
Producto de PCR Reaccidn 1 2

Hi-Di-Formamide 10

Marker ROX1000™ 0.5

Volumen total por reaccion 12.5

Se recomienda utilizar 2-3ul del producto de PCR para el equipo 3130/3130XL y 1-2 ul para el
analizador 3730x(, o comprobar el volumen dptimo entre 1y 3.

Reactivo Vol. para cada muestra (pL)
Producto de PCR Reaccidn 2 1

Hi-Di-Formamide 10

Marker ROX1000™ 0.5

Volumen total por reaccion 11.5

Se recomienda utilizar 1-2ul del producto de PCR para el equipo 3130/3130XL y 0.5-Tul para el
analizador 3730x(, o comprobar el volumen dptimo entre 0.5y 2.

Sellar la placa, agitar y centrifugar para retirar (as burbujas e introducir en el termociclador.

Calentar la mezcla a 95°C durante 2 minutos para desnaturalizar el ADNy colocar en hielo, protegiendo la
placa de la luz hasta la inyeccidn en el secuenciador. Se recomienda usar un control positivo, en el que el
nimero de repeticiones sea conocido (ver seccidn 6).

16
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3. Mddulo del analizador de ADN

Se recomiendan los siguientes madulos de trabajo para los distintos analizadores genéticos:

' ANALIZADORES DE ADN
PARAMETROS 3130/3130xL* 3730x1
Oven Temperature 60 °C 63 °C
Poly Fill Vol 7300 steps 6500 steps
Current Stability 5.0 uAmps 5.0 uAmps
Pre Run Voltage 15.0 KVolts 15.0 KVolts
Pre Run Time 180 sec 180 sec
Injection voltage 3.0 KVolts 1.6 KVolts
Injection time 15 sec 30 sec
Voltage Number of steps 20 nK 20 nK
Voltage Step Interval 15 sec 15 sec
Data Delay Time 60 sec 60 sec
Run voltage 15.0 kVolts 15.0 kVolts
Run time 3000 sec 2200 sec

En ambos casos se recomienda el uso del polimero POP7 y capilar de 36 cm.

17
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9-Resultados e interpretacion

1. Reaccidn de componentes 1

La reaccion 1 del kit Adellgene Friedreich's Ataxia es una técnica cuantitativa para identificar el nimero de
repeticiones del triplete GAA entre 5y al menos 200 (ver seccion 2).

ELkit incluye una serie de reactivos que garantizan la amplificacion de esta region y permite la determinacion
del nimero de repeticiones para diferenciar entre individuos sanos y enfermos. Por otro lado, las muestras que
solo tengan un pico deberan proceder a la reaccion de componentes 2 para confirmar la presencia de un alelo
homocigoto sano o la presencia de un alelo con mutacion completa.

Utilizando los reactivos suministrados en este kit, y las condiciones descritas en la seccion previa (8.0.3), si la
muestra tiene b repeticiones GAA, el tamaio del fragmento amplificado sera de 301 bases (Tabla 1). EL resto
de tamanos obtenidos pueden compararse con esta tabla para conocer el nimero de repeticiones GAA al que
corresponden. La introduccion del marcador de tamano permite conocer a traves del software del analizador
genético el tamano del amplificado directamente y por tanto podemos conocer el tamaiio del triplete GAA. No
es necesario utilizar una referencia pasiva.

En el cualquier caso, se recomienda emplear una muestra como control de repeticiones GAA. La conversion
del tamano del fragmento a nimero de repeticiones debe realizarse extrapolando la informacion de la muestra
control.

En las Figuras 2, 3y 4 se muestran graficos del analisis de fragmentos de la reaccion de componentes 1. Los
resultados corresponden a un individuo homocigoto sano (Fig. 2), un individuo heterocigoto sano (Fig. 3), y a
un individuo enfermo (Fig. 4).
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Figura 2. Individuo homocigoto sano (3 rep, 3rep)
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Figura 3. Individuo heterocigoto sano (3 rep, 16 rep)
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Figura 4. Individuo portador (15 rep, >200 rep (expandido))
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Tablal. Correlacion entre el tamaiio de los fragmentos y el numero de repeticiones GAA

Repeticiones GAA Tamano de fragmento  Repeticiones GAA Tamaio de fragmento
b 307 105 607
10 316 110 616
15 331 115 631
20 346 120 046
25 367 125 661
30 376 130 676
3b 391 135 691
40 406 140 706
4b 421 145 121
b0 436 150 736
bb 4b1 155 751
60 466 160 766
65 481 165 781
70 496 170 796
7h h11 175 811
80 b6 180 826
85 b4 185 841
90 bbb 190 8b6
95 b71 195 871
100 b6 200 886

Los numeros en negro indican alelos sanos. Los nimeros en dorado indican alelos con premutacion o mutacidn
completa.
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2. Reaccidn de componentes 2

La reaccion 2 del kit Adellgene Friedreich’s Ataxia es una técnica complementaria para (a confirmacidn del
numero de tripletes GAA obtenidos en la reaccion 1. En el caso de que una muestra tenga sélo un pico en la
primera determinacion, ha de determinarse mediante este procedimiento la presencia de homocigosis o de un
alelo con mutacion completa.

El electroferograma resultante muestra la longitud total de los productos de PCR generados por todas las repe-
ticiones de GAA amplificadas mediante la TP-PCR. Estos picos estan separados entre si por 3 pb. El perfil de los
picos aporta la informacion sobre la muestra: sélo un pico corresponde a un alelo de <8 GAA; un grupo de picos
desde 170pb sin pérdida en la intensidad de la sefal corresponden a un alelo de longitud normal; sierra de picos
decreciente en intensidad a lo largo del electroferograma corresponde a alelos con mas de 200 repeticiones GAA.

En las figuras b, 6y 7 se muestran andlisis de fragmentos de las reacciones de componentes 1y 2 resultantes
de un individuo homocigoto sano (Fig 5), un individuo heterocigoto sano (Fig 6) y un individuo heterocigoto
enfermo (Fig 7).

Figura 5. Individuo homocigoto sano (8 rep, 8 rep)
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NOTA: alelos con un nimero de repeticiones GAA menor de 8 mostraran un patrdn de solo un pico en el electrofero-
grama de (a reaccion 2.
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Figura 6. Individuo heteracigoto sano (10 rep, 24 rep)
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NOTA: alelos con un nimero mayor de 8 repeticiones GAA mostrardn un patrdn de varios picos en el electrofero-
grama de (a reaccidn 2, correspondientes a la longitud total de los fragmentos de PCR generados en a TP-PCR.
Estos fragmentos estardn separados por 3 pb.

Figura 7. Individuo heterocigoto portador (15 rep, >200 rep (expandido))
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10-Control de calidad

Debido a la naturaleza cuantitativa de este test, es necesario realizar la calibracién de los fluoréforos FAM y
ROX en el analizador genético.

Ademads, tal y como se describe en este procedimiento, se requiere anadir el marcador ROX™ 1000 para la
determinacion del tamafio de los fragmentos de ADN obtenidos.

La reaccién deberia incluir un control negativo, sustituyendo la muestra de ADN por agua destilada, y un control
positivo con fragmentos de tamafio conocido (ver seccion 6).

El usuario deberia considerar las precauciones nombradas en el apartado 7 y las limitaciones del procedimien-
to en el apartado 12.

Los tests deberian llevarse a cabo de acuerdo a las recomendaciones de este protocolo, asi como a otros pro-
cedimientos de calidad establecidos por agencias certificadoras locales o estatales.
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11-Datos especificos de funcionamiento

1. Especificidad y sensibilidad analitica

Los primers de los componentes de este kit son especificos para el gen FXN de (a ataxia de Friedreich y com-
prenden a region de repeticiones de GAA dentro delintron 1 del gen. La amplificacion especifica de esta region
fue verificada por secuenciacion de muestras de ADN de individuos sanos y enfermos bien caracterizadas. No
se han reportado casos de reactividad cruzada con algun otro gen de ADN gendmico.

2. Especificidad diagnostica

ELkit Adellgene Friedreich’s Ataxia es un ensayo especifico para la amplificacion del intron 1 del gen FXN y a
deteccién del nimero de repeticiones GAA que contiene. La presencia de mutaciones (puntuales, inserciones,
deleciones) en los lugares de hibridacion de los primers puede dar como resultado la pérdida de amplificacion
del alelo. Otras tecnologias podrian ayudar en estos casos para resolver el tipaje.

3. Rangos

» Concentracion de ADN

Se realizaron pruebas con una muestra heterocigota, con cantidades de ADN desde 5 ng hasta 200 ng, para
determinar el mejor rango de cantidad a utilizar. La asignacion de los picos obtenidos fue independiente de
la cantidad de ADN utilizada. El rango recomendado de trabajo es entre 40-50 ng de ADN por PCR.

* Resultados del kit

El método de este kit puede asignar el nimero de tripletes GAA a alelos que tengan entre by 200 re-
peticiones. Mediante el uso de este kit, se pueden determinar aquellos individuos que sean sanos, por
tener entre 5y 30 repeticiones GAA, pacientes con fenotipo leve (30 - 49 repeticiones) y pacientes con
fenotipo grave (50-1300).

4. Precision

» Asignacion de tamanios de fragmentos en la reaccion 1

La asignacion de tamanios a los picos se realiza en funcion de su forma y del tamafio del amplicon
obtenido. Si se obtienen varios picos juntos, se considerara el pico central y mas alto. La precision del
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numero de repeticiones obtenido se determind comparando muestras secuenciadas con los tamafios
obtenidos con este kit, obteniéndose una variabilidad de +1 repeticiones en alelos normales y +3 repe-
ticiones en alelos expandidos. General testing

* Andlisis general
Regidn Intron 1/FXN
NO muestras testadas 68
N individuos sanos b4
N% individuos portadores 8
N9 individuos enfermos b

* |nterferencias

Algunas sustancias que pueden estar presentes en sangre periférica podrian interferir con las tecno-
logias basadas en la PCR, inhibiendo la actividad polimerasa como se ha descrito en la literatura. Por
lo tanto, es necesario que el ADN obtenido tenga la pureza requerida para evitar dicha interferencia. La
mayoria de los métodos de extraccion de ADN eliminan estas sustancias y se recomienda utilizar un
método que esté validado de esta forma.
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12-Limitaciones del procedimiento

* El método cuantifica el tamaio de todos los alelos entre by 200 repeticiones GAA, y es capaz de detectar
la presencia de alelos por encima de este tamafio (ver seccidn 9).

* |as condiciones de PCR descritas deben ser controladas de forma precisa. Cualquier desviacion de esos
parametros puede conducir a resultados erroneos.

» Todo el trabajo con el kit Adellgene Friedreich’s Ataxia debe llevarse a cabo de acuerdo a buenas practi-
cas de laboratorio y en cumplimiento de regulaciones locales y estandares internacionales.

« EL termociclador debe ser utilizado segun las instrucciones del fabricante y dentro de los limites que
determine.

* No mezclar componentes de otros kits o lotes.
* No utilizar el kit después de la fecha de caducidad.

» No utilizar el kit en caso de sospecha de pérdida de reactividad, contaminacion, deterioro del envase 0
cualquier otro incidente que haya podido ocurrir.

* |a interpretacion de los resultados y el genotipado debe ser revisado por personal cualificado.

* Eliminar reactivos caducados de acuerdo a las regulaciones aplicables.
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13-Guia de solucion de problemas

Control negativo de PCR da resultado positivo
e Contaminacion de la Primer Mix
- Repetir el experimento con nuevas alicuotas de Primer Mix / Control negativo.

- Manejar los componentes del kit de acuerdo a las practicas aceptadas cominmente y evitar
contaminaciones.

- Comprobar las condiciones de almacenamiento y manejo.
- Descartar reactivos contaminados.

e Contaminacion en zona pre-PCR
- Confirmar que se han tomado las precauciones necesarias para a zona pre-PCR.
- Comprobar posibles contaminaciones en otras técnicas de PCR.
- Confirmar la idoneidad de los consumibles utilizados (tubos, puntas de pipetas).
- Confirmar que (a Tag no esta contaminada.

e Error de pipeteo

- Verificar que la muestra afadida a una determinada posicion siempre corresponde a (a asignada
en (a hoja de trabajo.

Senal débil o ausente en los productos de PCR
» Calidad de las muestras de ADN baja.
- Repetir la extraccidn de ADN.
e Concentracion de ADN de las muestras baja.
- Comprobar (a concentracidn de ADN.
e Concentracion de ADN de las muestras muy alta

- Realizar una evaluacion previa del sistema de extraccion mediante un test de diluciones de la
muestra.

* Presencia de inhibidores de la PCR en la muestra de ADN gendmico.

- Evitar el uso de sangre completa obtenida con el anticoagulante heparina. Extraer de nuevo
el ADN y repetir (a PCR cuando sea posible.
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* No se afiadio ADN polimerasa a la mezcla maestra, o no fue bien mezclada con la Primer Mix.
- Repetir a PCR asegurandose de que se afiaden y mezclan todos los componentes.
* Problemas con el termociclador.

- Comprobar los parametros del termociclador y asegurar que esta operando de acuerdo a las
especificaciones del fabricante, asi como su mantenimiento.

* No afiadir bromuro de etidio (u otros colorantes de ADN).
- Asegurar que el bromuro de etidio se anade al gel y al tampon de electroforesis.
N o tamaiio incorrectos de bandas.
e Kit utilizado incorrecto.
- Comprobar que se utiliza el kit adecuado.
e Programa de termociclador utilizado incorrecto.
- Comprobar los pardmetros del termociclador.
e Contaminacion de la PCR

- Comprobar el control negativo. Proceder con los protocolos de descontaminacién y repetir la
PCR para identificar el origen de la contaminacidn.

Senal débil en los electroferogramas

» Degradacion del kit
- Confirmar que el kit se almacena en (as condiciones adecuadas.
- Evitar realizar més de 3 ciclos de congelacion / descongelacion a los reactivos.
- Realizar alicuotas de los reactivos si es necesario.
- Repetir la PCR con reactivos frescos.

e La actividad de la Taq polimerasa se ha perdido
- Confirmar a actividad de la Polymerase Mix
- Repetir la PCR con un nuevo vial de Polymerase Mix.

e Producto de PCR débil
- Comprobar la imagen del gel y proceder de forma adecuada.
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* Producto de PCR en el analizador genético insuficiente
- Comprobar los pardmetros del instrumento.
* Proceso de purificacion incorrecto
- Tomar precauciones en el proceso de purificacion.
Control negativo da un resultado positivo
e Contaminacion cruzada

- Manejar los componentes del kit de acuerdo a las practicas comunmente aceptadas para
evitar la contaminacion.

e Error de pipeteo

- Verificar que la muestra anadida a una determinada posicion siempre corresponde a la
asignada en (a hoja de trabajo.

Intensidad de fluorescencia muy alta
e Demasiado producto de PCR
- Comprobar la imagen del gel. Diluir el producto de PCR.
» Demasiado producto de PCR en el analizador genético
- Comprobar los pardmetros del instrumento.
e Error de pipeteo
- Verificar que el volumen afadido en cada pocillo coincide con el correcto.
Mucha seial de fondo
e Producto de PCR contaminado
- Ver mas arriba.
* Purificacion de ADN deficiente

- Asegurar que el proceso de purificacion se realiza de acuerdo a las instrucciones del
fabricante.
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15-Aviso al comprador

» Este producto esta concebido para uso en diagndstico in vitro.

* Los productos de BLACKHILLS DIAGNOSTIC RESOURCES, S.L.U. no deben ser revendidos, modificados
para reventa ni utilizados para fabricar otros productos comerciales sin autorizacion de BLACKHILLS
DIAGNOSTIC RESOURCES, S.L.U.

* La informacion del presente documento puede ser modificada sin previo aviso. BLACKHILLS DIAGNOSTIC
RESOURCES, S.L.U. no asume ninguna responsabilidad por los errores que puedan encontrarse en este
documento. Este documento se considera completo y exacto en el momento de su publicacion. En nin-
gun caso sera BLACKHILLS DIAGNOSTIC RESOURCES, S.L.U. responsable por daios fortuitos, especiales,
multiples o derivados del uso de este documento.

* [.a compra de este producto concede derechos al comprador bajo ciertas patentes de Roche, utilizandose
solo para proporcionar servicios de diagnastico in vitro. La compra no concede ninguna patente general
ni otra licencia de ningun tipo aparte de este derecho de uso especifico por la compra.

» FAM™y ROX™ son marcas comerciales de Life Technologies Corporation.

» FAM™y ROX™ podrian estar cubiertas por una o mas de las patentes propiedad de Applied Biosystems,
LLC. EL precio de compra de este producto incluye derechos limitados, no transferibles.

» ADELLGENE es una marca comercial de BLACKHILLS DIAGNOSTIC RESOURCES, S.L.U.
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