DISPOSICION N° 0 8 7 0

Mimsterio de Safud
Secretaria de Politicas, Regulacion
¢ fnstitetos
ANMAT

BUENOS AIRES 2 3 ENE 2015

VISTO, el expediente n® 1-47-8247/14-5 del Registro de la

Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica v,

CONSIDERANDO:

Que por las presentes actuaciones la firma BIOSYSTEMS S.A. solicita
autorizacidén para la venta a laboratorios de analisis clinicos del Producto para
diagnéstico de uso “in Vitro” denominado IgH Rearrangements Molecular An_alysis
Kit / permite detectar la presencia de clonalidad en procesos IInfoproIiferati\{os de
célutas B, mediante la amplificacién de los segmentos reordenados VD] ide la
region hipervariable de la cadena pesada de las inmunoglobulinas (IgH).

Que a fs, 119 consta el informe técnico producido por el Servicio de

Productos para Diagndstico que establece que el producto relinen las condiciones
de aptitud requeridas para su autorizacion.

Que la Direccidn Nacional de Productos Médicos ha tomado la
intervencion de su competencia.

Que se ha dado cumplimiento a los términos que establece ta Ley
16.463, Resolucidn Ministerial N° 145/98 y Disposicion AN M A T N° 2674/99.

Que la presente se dicta en virtud de las facultades conferidas por el

Articulo 8¢ inciso 11) del Decreto N°© 1490/92 v 1886/14.
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Por ello;

EL ADMINISTRADOR NACIONAL DE LA ADMINISTRACION NACIONAL DE
MEDICAMENTOS, ALIMENTOS Y TECNOLOGIA MEDICA
DISPONE:

ARTICULO 1°.- Autorizase la venta a laboratorios de analisis clinicos del Producto
para diagndstico de uso “in Vitro” denominado IgH Rearrangements Molecular
Analysis Kit / permite detectar la presencia de clonalidad en procesos
linfoproliferativos de células B, mediante la amplificacion de los segmentos
reordenados VD] de la regién hipervariable de la cadena pesada de las
inmunoglobulinas (IgH) que serd elaborado por Master Diagndstica S.L., Avda.
Del Conocimiento N°100, Pt Ciencias de la salud, 18007 Granada (ESPAR!A) e
importado por BIOSYSTEMS S.A. a expenderse en envases conteniendo mix FR1-

JH of IgH gene (Tubos color rojo: 20 x 46 ul), mix FR2-IH of IgH gene {Tubos
color verde: 20 x 46 ul), mix FR3-JH of IgH gene (Tubos color violeta: 20 x 46
wl), Internal Control mix (Tubos color amarillo: 20 x 46 pl), Phire® Hot Start II
DNA Polymerase (2 X 60pl), Clonal B Positive Control DNA (50 ul), Polyclonal
Positive Contro! DNA(50 pul), para 20 test;cuya composicion se detalla a fojas 50

con un periodo de vida util de 15 (QUINCE) meses desde la fecha de elaboracion

conservado a ~ 20 °C.

ARTICULQ 29.- Acéptense los rétulos y manual de instrucciones obrantes a fojas
4. 104 y 116 a 118 , desglosandose las fojas 54 a 65, 90 a 94 y 116 debiendo
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constar en los mismos que la fecha de vencimiento es la declarada por el
elaborador impreso en los rétulos de cada partida.

ARTICULO 39.- Extiéndase e! Certificado correspondiente.

ARTICULO 4°.- LA ADMINISTRACION NACIONAL DE MEDICAMENTOS,
ALIMENTOS Y TECNOLOGIA MEDICA, se reserva el derecho de reexaminar los
métodos de control, estabilidad y elaboracién cuando las circunstancias asi io
determinen.

ARTICULO 5°.- Registrese; girese a Direccidon de Gestién de Informacién Técnica
a sus efectos, por Mesa de Entradas de la Direcciéon Nacional de Productos
Médicos notifiquese al interesado y hagasele entrega de la copia autenticada de
la presente Disposicion junto con la copia de los proyectos de rdétulos, manual

de instrucciones y el Certificado correspondiente. Cumplido, archivese.-

Expediente n°: 1-47-8247/14-5.-
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'F 3t Av. Dorrego 673
N f‘ng t A 1414 - Buenos Aires
g EF“'J ys eiils Tel.: 54-11-4854-7775 |
Fax: 54-11-4857-0884 159500
e-mail: info@biosystems.com.ar

PROYECTOS DE ROTULO

» PROYECTO DE ROTULO EXTERNO

1 - Nombre del producto:

» KIT PARA ANALISIS MOLECULAR DEL GEN IgH

Rdtulo Externo

KIT PARA ANALISIS MOLECULAR DEL GEN
IgH

-FR1-JH (6-FAM)

20 tubos PCR color rojo (46 pl)
-FR2-JH (6-FAM)

20 tubos PCR color verde (46 HI)
-FR3-JH (6-FAM)

20 tubos PCR color plrpura (46 pl)
-Mezcla control interno (6-FAM)
20 tubos PCR color amarillo (46 pl)

CsAle Q Diez,
Apoderado
BioSystems S.A.
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Av. Dorrego 673

igSystems 1414 - Buenos Alres

Tel.: 54-11-4854-7775
Fax: 54-11-4857-0884

e-mail: info@biosystems.com.ar

PROYECTOS DE ROTULO

» PROYECTO DE ROTULO EXTERNO

1 - Nombre de! producto:

» KIT PARA ANALISIS MOLECULAR DEL GEN IgH

2 - Nombre del establecimienio elabarador:

MASTER DIAGNOSTICA Avda. Conocimiento 100, P. T. Ciencias de la Salud 18016-Granada (Espatia).
2a - Nombre de! establecimiento importador:

Biosystems S.A.

Av, Dorrego 673

CKB1414- Buenos Aires

Argentina

3 - Leyenda “Autorizado por ¢l MS y AS”: AUTORIZADO POR ANMAT Certificado N°:

4 - Namero de lote o partida:

5 - Fecha de Vencimicento:

6 - Constitucién del equipo:

7 - Unidades métricas: Kit para 20 Test

8 - Levenda “Uso in vitro”

9 - Finalidad o uso al que esta destinado: “Ver Instrucciones de Uso”
10-Precauciones: “Ver Instrucciones de Uso”

11- Condiciones de conservacion, almacenamiento y transporte: -20°C
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Importado por:

BioSystems S.A

Domicilio: Av. Dorrego 673

Tel. 54-011-4854-7775

Directora Técnica: Farm. Silvina Zanela
USO PROFESIONAL EXCLUSIVO
AUTORIZADO POR ANMAT Certificado N°:
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Proyecto de Rotulo Interno

-Rotulo interno cn la caja

Las mezclas A, B y de control interno no llevan etiqueta en el propio tubo. Tal y como indica la Ficha -
Técenica vienen identificadas por colores.

Adicionalmente, en ¢l interior de la caja hay una etiqueta que indica a que color corresponde cada mezcla

lgH REARRANGEMENTS L
MOLECULAR ANALYSIS KIT

Red tube mc FR1H of 19X gane ()
Grean lube mix FR2-JH of IgH gene ()
Purple tube mix FR3-JH of IgH gere (Y
velow tuhe Internal contro! mux {}

{*) This mixture Includes a primear (&belied
with 6-FaM fluerochrome
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o REARRANGEMENTS
MOLECULAR ANALYSIS KIT

Restune mx FR7 .M of 19 zene 7
Green tube s FRZ.0H oF igh gene .
Furple tube mx FRY.H of ‘GH gene
i b interral corroi moyx m

"} This mivturs includes a primer labeflad
with 6-FAM fuorockrome




-Rotulos internos

Phire Hot Start it DNA Polymerase
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KIT PARA ANALISIS MOLECULAR DEL GEN IgH

N° CAT. MAD-003994BP-2/5 (20 DETERMINACIONES)

El diagnéstico de los linfomas malignos es una de las areas que mds dificultad reviste dentro de la
histopatologfa. Si bien muchos casos se diagnostican a través de los datos histomorfologicos e
inmunachistoquimicos. ocasionaimente el diagndstico diferencial entre un proceso reactive y un linfoma
maligne es dificil de establecer. En estos cascs, la deteccion de clonalidad mediante andlisis molecular por
PCR de reordenamientos de los genes de las inmunoglobulinas {Ig) y TCR, es un instrumento de gran valor
en el diagnéstico de los procesos linfoproliferativos B y T. Los reordenamientos para Ig y TCR se dan en las
regiones hipervariables de diches genes, cada linfocite maduro presenta un recrdenamiento especifico con
una {ongitud y secuencia dnicas en estas regiones. Por tanto si lo que se amplifica es el ADN de una
poblacién linfoide normal o reactiva, el resultado serdn miiliiples fragmentos dentro de un rango de tamario
determinado, con una distribucién Gaussiana, Guando se amplifica ADN procedente de un proceso tumoral,
clonal, todas los fragmentos resultantes seran idénticos en secuencia y tamafio, obteniéndose una banda o
pico Unico mayorifario.

Este kit permite detectar la presencia de clonalidad en procesos linfoproliferativos de células B, mediante la
amplificacién de ios segmentos reordenados VDJ de la region hipervariable de la cadena pesada de las
inmunoglobulinas (IgH), empleando miltiples cebadores consenso gue hibridan con regiones conservadas
dentro de dichos genes.

Caracteristicas del kit;

- Contiene una mezcla de amplificacion para cada ung de los segmentes FR1-JH, FR2-JH y FR3-JH y un
control interno (C1) de amplificacion, para comprobar la calidad del ADN.,

- Las mezclas de amplificacién se presentan en formate “monotest” en tubos de PCR de 0.2 6 0.5 ml,
identificadas con diferentes colores.

- Todas las mezclas de PCR incluyen cebadores marcados en su extremo 5' con el fluorocromo 6-FAM, lo
que permite hacer un andlisis automatico de fragmentos por electroforesis capilar en GeneScan.

- Todas las amplificaciones se pueden realizar con un Unice programa en ¢! termociclador.
- La enzima Phire® Hot Start Il ADN Polimerasa es suministrada en el kit.

- Se incluyen controles positives de ADN clenal y policlonal,

Este producio es para diagndstico in vitro

MASTER DIAGNOSTICA
Avda. Cornocimiento, 100, P.T. Ciencias de la Salud 18016-Granada (Espafia)

master@vitroweb.com www.masterdiagngstica.com 1/12
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Componentes incluidos en el kit:

Tabla 1. Compaosicién de reactivos:

REACTIVQ REFERENCIA COMPONENTES CANTIDAD
FR1-JH (6-FAM)
{mezcla de oligonucledtidos de las regiones 20 tubosml?CR color
FR1 y JH del gen IgH, dNTP y solucion jo
tamponada) {46 pl)
FR2-JH (G'F,AM} \ , 20 tubos PCR color
Mezclas de {mezcla de oligonucledtidos de las regiones verde
amplificacion FR2 y JH del gen IgH, dNTP y solucian 46 Ul
P MAD-003994BP-2/-5 | tamponada) 46 uh
{monotest en tubos FR3-JH (B-FAM)
de 0.2 6 0.5 mi} (mezcla de oligonucledtidos de 1as regiones 20 tubo:quC;R color
FR3y JH dei gen IgH, dNTP y selucién purpura
tamponada} (46 i)
Mezcla control interno (6-FAM) 20 tubos PCR color
{oligonucleélidos especificos del gen p53 amarillo
exon 5, dNTP y solucién tamponada) {46 pl)
ADN pol MAD-F122-2 Phire® Hot Start 2% 60
olimerasa - -
P ADN Polimerasa” XoOH
‘ ADN Control positivo clonal B
Controles positivos MAD-003894B2 {50ug/mil} 1x50u
de ADN ADN Control positivo policlonal
MAD-003994B83 (100ug/ml) 1 x 50ul

*
Aspertos legales:

Ef precio de venta de este producte incluye una licencia limitada, no transferible, protegida por patentes de EEUL y ofras (5.500.363 y

5.352.778), propiedad de New England Biolabs, Inc., para el uso de este producto. Ninguna olra licentia bajo estas pafentes es
otorgada af cliente, expresamente 0 por implicacion, por la compra de este producto.

El pracio do venta de ssfe producto inchive una ficencia fimifada, no transferible, protegida por patentes de EEUU y otras, propiedad de

BIO-RAD Laboratones, inc. para of uso de este producto. Ninguna ofra ficencia bajo estas patenfes es otorgada al ciiente,
expresamente o por implicacidn, por fa campra de este producto.

Este producto estd protegido por una licencia bajo patente US 5.436.149 propledad de TaKaRa

Shuzo Co. Lid.

EL producto se vende bajo ficencia de Affibody AB. Suecia.

Phire® and DyNAzymo™ son marcas registradas de Finnzymes Oy, una compafiia del grupo Thermo Fisher Scientific.
Alfibody® es una marca registrada de of Affibody AB, Suecia,

MASTER DIAGNOSTICA

Avda. Conocimiento, 100, P.T. Ciencias de la Salud 18016-Granada (Esparia)
master@vitroweb.com  www.masterdiagnostica.com
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Material necesario ho suministrado en el kii:

Instrumentacion especifica:
Termaociclador
Microcentrifuga
8aiio termostatizado/estufa
Fuente de alimentacién
Cubeta de electroforesis para ADN
Transiluminador para luz ultravicleta
Sistema de documentacidn de geles
Equipe de secuenciacidn con eleciroforesis capilar

Material fungible:
Xileno {opcional)
Etanol 100%
Tampén PBS (para extraccién de linfocitos a partir de sangre total}
Tampdn TE 1x (10 mM Tris, 1 mM EDTA pH 8.0)
Tubos eppendorf 1,5/0,6/0.2 ml libres de ADNsa/RNasa
Reactivos para llevar a cabo la extraccién de ADN gendmico a partir de muestras de sangre, botones
celulares, tejidos frescos, o tejidos fijados en formalina {amponada e incluides en parafina. Tedos los
reactivos estan incluides en el Kit de Master Diagnostica S.L.; KIT DE EXTRACCION DE DNA
TOTAL Ref: MAD-003951M
Reactivas para llevar a cabo la electroforesis del ADN amplificado (geles de agarosa o
poliacrilamida y reactivos auxiliares de electroforesis). Tedos lfos reactivos estdn incluidos en los
Kits de Master Diagndstica S. L.: ELECTROFORESIS DE ADN EN GELES DE AGAROSA y
POLIACRILAMIDA Ref: MAD-0039801M y MAD-003930M respectivamente.
Reactivos para analisis de fragmentos por GeneScan: Polimero POP-4, estandar de peso molecular
GeneScan 400HD ROX, tampén EDTA y formamida desicnizada.

Precauciones:

Durante todo el desarrollo de |a técnica es aconsejable el empleo de guantes desechables.

Dada la elevada sensibilidad de la técnica de amplificacién de ADN se recomienda que la reaccion de
ampiificacién se lleve a cabo utilizando puntas de pipeta con filiro para evitar contaminacién.

La mayor fuente de contaminacién suele ser el propio producto amplificado, por to cual es recomendable
llevar a cabo la manipulacion de los productos amplificados y la postetior electroforesis en zonas de trabajo
separadas de la zona donde se procesen las muestras y emplear pipetas distintas en cada caso. Es
conveniente delimitar tres dreas de trabajo: la zona de procesamiento y preparacion de las muestras de
ADN, la zona de amplificacion y la zona de deteccidn (electroforesis). El flujo de trabajo debe ir siempre en
una Unica dircccion, desde la zona de preparaciéon de las muestras y amplificacién hasta la zona de
deteccidn y nunca en direccidn opuesta.

Se recomienda incluir controles negativos de amplificacién que contengan todos los reactivos manejados en
el kit, con excepcién de la muestra de ADN, con objeto de detectar y controlar cualquier posible
contaminacion de los reactivas con ADN tanto procedente de muestras problema como de productos
amplificados.

Almacenamiento y transporte:

El Kit se transporta y almacena a -20°C. Una vez descongelada la solucion de lisis se puede guardar a 4°C
sin necesidad de volver congelar. Los ADN contro! incluidos en cada kit también se deben almacenar a AC
una vez descongelados.,

MASTER DIAGNOSTICA
Avda. Canocimiento, 100, P.T. Ciencias de la Salud 18016-Granada {Esparia)

master@vitroweb.com www, masterdiagrnostica.com

BipSystems S.A.
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PROCEDIMIENTQ TECNICO

1. EXTRACCION DEL ADN GENOMICO

Antes

de comenzar con la exiraccidn de ADN, descongelar los reactivos suministrados en el kit: aceite

mineral, solucion de lisis y un vial de solucién de proteasa. Tras su uso, el aceite mineral y la solucién de
lisis se pueden almacenar a 4% C. La solucién de proteasa se debe almacenar congelada a -20 *C y evitar
repetidas congelaciones/descongelaciones.

1.1.5

1,

10

12T

1.

2.

ECCIONES DE TEJIDO INCLUIDO EN PARAFINA

Tomar 1-4 sccciones de tejido (segun la cantidad de material presente en cada seccion) de 10 pm de
grosor y colacar en tubo de microcentrifuga de 1,5 ml valiéndose de una aguja ¢ unas pinzas finas.

Afadir 500 pl de aceite mineral {incluido en el kit) y calentar en blogue térmico 2 min a 95° C.
Centrifugar 2 min a 8000 rpm en micracentrifuga.

Eliminar ef aceite mineral sin arrastrar restos de tejide.

Repetir los pasos 2 y 3. (Los restos de aceite mineral no inferfieren en el proceso de extraccion de
ADN).

Preparar una mezcla de solucidn de lisis y solucién de proteasa en proporcién 50:1 (por cada 50
ul de sol. de lisis afadir 1 pl de sol. de proteasa) en volumen suficiente para procesar las muestras de
tejido.

. Al botén de tejido resultante afadir un volumen adecuado de la mezcla anterior (50-500 pl), hasta

conseguir que el tejido quede en suspension en la solucidn. (Este punto es muy imporiante para
conseguir un buen rendimiento de ADN y degradar los restos celulares contaminantes, que podrian
inerierir en la posterior amplificacién de dicho ADN).

. Agitar varias veces con la micropipeta para homogenizar, centrifugar 5 segundos para eliminar las

burbujas e incubar durante 24-48 horas a 55%C en bafio termosiatizado o blogue térmico.
Calentar a 958 C en bloque térmico durante 8-10 min para inactivar la proteasa.

Centrifugar 5 min a velocidad méaxima. Tras centrifugar deben quedar dos fases, una superior que
corresponde a los restos de aceite mineral y una inferior acuosa gue contiene el ADN en solucién. En
el fondo del tubo puede quedar un pequefo botén de restos de tejido no digeridos. RECOGER LA
FASE ACUOSA (contiene e ADN) evitando tomar restos de tejido del fondo del tubo.

. Usar 3 pl de esta solucién de ADN para amplificar. La muestra se puede almacenar, siendo estable a
4 9C duranic una semana. ¢ a -20/~80 ?C durante varios meses.

EJIDO CONGELADO

Cortar 1-2 secciones de tejido en criostate o bien ayudandose con una hoja de bisturi y colocar en
tubo de microcenlrifuga de 1,5 ml valiéndose de una aguja o unas pinzas finas.
Continuar con el paso 5 del protocolo anterior para secciones parafinadas.

Neta: Para evilar evaporacion de la solucion de lisis durante la incubacion a 55 2C se pueden anadir
unas golas de aceite mineral incluido en el kit.

MASTER DIAGNOSTICA
Avda. Conocimiento, 100, P.T. Ciencias de la Salud 18016-Granada (Espafia)

master@vitroweb.com www.masterdiagnostica.com 4/12
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1.3. MUESTRAS DE SANGRE PERIFERICA/MEDULA OSEA

Nota: No usar sangre total heparinizada. Se recomienda el uso de EDTA o Citrato Sédico como
anticoagulantes.

1. Aislar poblacidn blanca mediante Buffy Coat: partir de 1,5 ml de sangre/médula con EDTA y
fraccionar centrifugando a 1500-2000 x g durante 10-15 min a temperatura ambiente, Este proceso
separard una fase superior de plasma, una inferior con la poblacion roja y una delgada interfase entre
ambas con las células blancas (buffy coat). (En una centrifuga clinica tipica 1500-2000 x g equivale a
3000-3400 rpm).

2. Recoger la poblacién blanca intermedia y pasar a un tubo limpic.

3. Lavar con 5 ml de tampén TE 1X e incubar 10 min a 372 C para lisar los restos de hematies.

4. Cenirifugar a 3000 rpm 5 min para precipitar las células blancas.

5. Resuspender el boidn celular en 1 ml de tampén TE 1X y pasar a un tubo eppendorf de 1,5 ml.

8. Centrifugar a 8000 rpm 5 min cn microcentrifuga y eliminar el sobrenadante.

7. Continuar con el paso 5 del protocolo 1.1 para muestras parafinadas,

Nota: Para evitar evaporacion de la solucion de lisis durante fa incubacion a 5& °C se pueden afadir unas
gotas de aceite mineral incluide err el kit.

2. REACCION DE AMPLIFICACION

Por cada muestra de ADN problema a analizar se amplificaran 4 mezclas: una para cada fragmento
FR1, FR2 y FR3 y otra para el control interno (Cl). Se recomienda preservar las mezclas de la luz, ya que
contienen ¢cebadores marcados con fluorescencia.

2.1. PREPARACION DE LAS MUESTRAS

i. Descongelar 1 tubo rojo (FR1-JH), 1 tubo verde {(FR2-JH), un tubo violeta {FR3-JH} y un tubo
amarillo (C1) por cada muestra, mantener en hielo y afiadir a cada uno de ellos:

« 1 ul de enzima Phire® Hot Start || ADN Polimerasa
- 3 ul de la muestra de ADN*

2. Mezelar bien y centrifugar 5 segundos en microcentrifuga para eliminar burbujas
*Si se dispone de ADN de concentracion conocida, se recomienda poner entre 200-500ng de ADN.
Nota: Fs importante mantener los lubos en hielo hasta el momento de colocar en el termociclador, para

evitar urnones inespecificas de los "primers”,

2.2. AMPLIFICACION

1. Colocar todos los tubos en el termociclador y amplificar segun el siguiente programa:

MASTER DIAGNOSTICA
Avda, Conocimiento, 100, P.T. Ciencias de la Salud 18016-Granada (Espafia)

master@vitroweb.com  www.masterdiagnostica.com
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98°C 2 min.

35 ciclos:
98:C 10 s
60¢C 10 s
72¢C 15 s

722C 1 min

2. Mantener los tubos a 12-15° C cuando finalice la reaccidn. St no se van a procesar las muestras en el
mamenio, se pueden almacenar a 4° C o a -20? G hasta su uso.

2.3. CONTROLES DE AMPLIFICACION RECOMENDADOS

En el kit se suministran unos ADNs controles positivo clonal y policlonal. Se recomienda amplificar estos
ADNSs con cada tanda de muestras analizadas.

Para conltrelar |a pasible presencia de contaminaciones de unas muestras con otras o de alguno de los
reactives comunes usados durante la manipulacidn de las muestras, se recomienda procesar una muestra
“bhlanca” sin ADN. Esia muestra llevaria los mismos reactives empleados en la extraccion del ADN de las
muestras y seguirfa un procesamiento similar al resto de las muestras pero, al no contener ADN, el
resultado Iras |a amplificacion deberia ser ausencia de sefal para todas las mezclas.

Asi mismo, aunque no es imprescindible, es aconsejable analizar cada muestra por duplicade; es decir
partiendo del mismo ADN genémico realizar por duplicado las amplificaciones para todos los
fragmentos. De esta forma se facilita la interpretacién de resultados dudosos y se verifica con el duplicado el
tamafio de picos manoclonales en el seno de una poblacion policlonal reactiva.

3. ANALISIS DE LOS PRODUCTOS AMPLIFICADOS

3.1. ELECTROFORESIS EN GELES

jPrecauciones!: Dada la elevada sensibilidad de la técnica de amplificacién que genera cantidades
elevadas de un fragmento especifico de ADN, dicho preducto amplificado representa una potente fuente de
contaminacién en el laboratorio. Es recomendable llevar a cabo la maniputacién y electroforesis de los
productos amplificados en una zona de trabajo alejada del lugar donde se realiza el procesamiento de las
muestras, para evitar la contaminacién de éstas con el ADN amplificado, que podria conducir a resultados
falsos positivos.

El revelado de los producics amplificados se puede llevar a cabo tanto en geles de agarosa (4%) como en
geles de poliacrilamida (6-8%) con tampdn TBE 0.5X. La resolucién en geles de poliactilamida es superior a
la de los geles de agarosa.

Master Diagnostica dispone de Kits para electroforesis de ADN tanto en geles de agarosa como de
poliacrilamida listos para uso que incluyen ademas todos los reactivos necesarics para llevar a cabo la
elactroforosis: marcador peso molecular, tampén de carga, tampén TBE concentrado, EtBr. {N? de Cat.:
MAD-003980M y MAD-003990M para agarosa y poliacrilamida respectivamente).
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Con objeto de diferenciar produclos derivados de poblaciones mono 6 policionales, se recomignd Vv
cabo un andlisis de “heteroduplex” de los productos de PCR, mediante desnaluraIizac[énfreQu?gaz?

de los producios amplificados.

Si ha ocurride reordenamiente clonal de los genes IgH se obtendra un “homoduplex”, mientras gue en el
case de poblacidn policlonal, ras el procesc de desnaturalizacidn/renaturalizacién se formardn
"heleroduplex” con uniones heterogéneas.

3.1.1. PROCEDIMIENTO
1. Desnaturalizar los productos de PCR a 942 G, 5 min.
2. Re-naturalizar transfiriendo rapidamente a hielo (4 °C) y mantener 10-60 min,

3. Ensamblar el gel de agarosa o poliacrilamida en su cubeta correspondiente y cubrir con tampén de
electroforesis TBE 0,5X.

4. Tamar 20 pl de producto de PCR y mezclar con 4 il de tampén de carga 6X.

5. Cargar las muestras en los pocillos del gel y colocar en uno de los cartiles 10 pi del marcador de
peso molecular.

6. Dejar transcurrir la electroforesis 1-2 h. a 100 Voltios. E} voltaje y tiempo de corrido se pueden
adaplar dependiendo del tipo de gel, cubeta de electroforesis, tamafio del producto amplificado, etc.

7. Tedir con 0.5pg/ml EtBr en agua o TBE 0,5X y visualizar en transiluminador con luz ultravioleta.

3.2. ELECTROFORESIS CAPILAR

Las mezclas de PCR FR1-JH, FR2-JH, FR3-JH y Control intermno, centienen primers marcados con el
fluorocromo 6-FAM, lo que permite que estos productos de PCR ademas de poder visualizarse por
elactroforesis convencional. se puedan analizar mediante electroforesis capitar en GENESCAN.

Los secuenciadares automaticos basados en la electroforesis capilar, como los equipos ABI PRISM® 310 y
3100 Genetic Analyzers de Applied Biosystems, constituyen sistemas con una alta tasa de reproducibilidad
y scnsibilidad en la secuenciacion y andlisis de fragmentos genémicos. La eficiencia supera a la mayoria de
los andlisis de socuencias basados en el uso de geles de acrilamida. Ademas, estos sistemas permiten el
analisis de ios resultados de un modo répido y precise mediante software especificados.

3.2.1. PREPARACION DEL PRODUCTO DE PCR

1. Mezclar en un tubo eppendort de 0.2 ml:
15 ! de formamida desionizada + 0.5 pl del marcador 400HD ROX + 1 6 2 ul de ADN amplificado
{este volumen de producto amplificado se puede modificar si la sefial fluorescente esta fuera del
rango dptimay).

2. Homogeneizar en vortex y dar un pulse.

3. Desnaluralizar a 95%C x 5 min, eniriar a 4¢ C y cargar en secuenciador
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Caondiciones de electroforesis:
Gel: polimero 3100 POP4
Builer: 3100 buifer con EDTA 1x

Electraloresis: 25-30 minutos aprox,

Intensidad éptima de fluorescencia: hasta un maxime de 10.000 unidades

3.2.2. CONDICIONES OPTIMAS PARA CARGAR LAS MUESTRAS

Para comprobar que la muestra de ADN ha sido procesada correctamente y que hay ADN en cantidad y
calidad suficienles para generar un resultade valido en el electroforograma, se recomienda cargar una
alicucta de los productos de PCR (incluido el Cl) en una electroforesis convencional tefiida con EtBr,

antes de analizar por GeneScan.

Si se carga una cantidad excesiva de producto de PCR en la electroforesis capilar, se pueden artefactuar
ios picos tanto en el estandar de pese molecular como en el producto, resultando falsas lecturas. Asf, un
exceso de una muestra clonal puede resultar en un patrén de picos que simularia lo que podria ser una

muestra policlonal.

Para evitar este problema hay que asegurarse que la intensidad de la sefial fluorescente se mantiene
entre 400-7000 unidades de fluorescencia en los modelos 310 y 3100.

4. INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

4.1. CONTROL INTERNOC DE AMPLIFICACION (CI)

En todas las muestras debe aparecer una banda intensa (un pico, si se carga en GeneScan) de 274 pares
de bases, lo que indica que el proceso de manipulacién de la muestra y la calidad del ADN han sido
adecuados. Fste control de amplificacién es imprescindible, sobre todo en aquellas muestras obtenidas de
material incluids en paraiina, en donde la calidad y cantidad del ADN obtenide son desconocidas.

Si no aparece banda de amplificacién con el CI, no se puede valorar un resultado negativo de amplificacién
de los fragmenios lgH. Puede deberse a que no se haya cbienido ADN suficiente en el proceso de
extraccién, o a que el ADN esté parcialmente degradado. En estos casos se puede mejorar el rendimiento y
la calidad dol ADN prelongande fa incubacién del tefido con el tampén de lisis+proteasa durante 24-48

horas mas.
Si tras repetir el proceso no se consigue amplificacion, la muestra tendria que informarse como: “no

valorable para analisis de fragmentos del gen tgH por PCR™.

4.2, REQRDENAMIENTOS DE FRAGMENTOS IgH

En la siguicnte tabla se indica el range de tamafos esperado de los fragmentos amplificados para cada una
de las moezclas do amplificacian:
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Tabla 2.
Mezcla de Rango de ADN control Color
cebadores Tamario positive clonal {tubo PCR}
FR1-JH 310-360 pb 338 pb Rojo
FR2-JH 250-295 pb 274 pb Verde
FR3-JH 100-170 pb 133 pb Parpura

4.2.1 CONTROLES POSITIVOS Y NEGATIVOS DE AMPLIFICACION:

El control negativo de amplificacién realizado con una muestra “blanco” tendria que dar ausencia de
amplificacion en todas las mezclas ensayadas {incluido Cl}. Si se detecta producte amplificado en alguna
mezcla de PCR, estaria indicando la presencia de contaminacién de los reactivos y habrfa que repetir el
ensayo para validario.

El control positive policlenal deberia dar multiples bandas (gel) o picos (GeneScan) dentro del rango
de tamaric indicado cn la tabla 2 para cada mezcla de amplificacion.

El control positive clonal dara una banda o pico Onico para cada una de tas mezclas de PCR
ensayadas. cuyo tamafio se indica en |a tabla 2.

Cualquier resultado diferente al esperado, obtenido tras analizar los ADN centroles positivos, estaria
indicando gue el ensayo no es vélido y las muestras problema no podrian ser interpretadas.

4.2.2 ANALISIS DE LA MUESTRA PROBLEMA:

Antes de interpretar los resultados obtenidos con la muestra problema es necesario que todos
los controles incluidos en el test, tanto positivos como negativos hayan sido correctos.

GELES DE AGARQSA- POLIACRILAMIDA

£l reardenamiento clonal del gen IgH, se visualiza mediante electroforesis por la presencia de una
(inica banda intensa y nitida dentro del rango de tamafc esperado (Figura 1}, Se consldera que una
muestra es “positiva” cuando se detecta una banda con todas o alguna de las tres mezclas de
amplificacian ensayadas: FR1-JH, FR2-JH o FR3-JH.

Si no hay reordenamiento clonal y la muestra problema estd compuesta por una poblacion
heterogénea polictonal de células B, se formara un heteroduplex y el resultade tras la electroforesis
sera una multitud de bandas dentro del rango de tamafao, que se visualizan en el gel como una
mancha o “smear” ancha y difusa {Figura 1}.

ELECTROFORESIS CAPILAR

Los productos de amplificacion marcados con fluorogrome son separados mediante electroforesis
capilar en funcidén de su tamafio y se detectan autcmaticamente con un laser.

Ef resultado puede ser una distribucién gausiana de multiples picos, representanda multiples
producias ampliticados con diferenie tamario {dentro del rango de tamano esperado), en el caso de
un proceso linfoproliferativo policlonal {Figura 2) y se informard como “la muestra analizada no
presenta reordenamiento clonal para el gen IgH con las condiciones de este ensayoc”.
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Cuando aparecen une o dos picos Unicos o prominentes, dentro del rango de tamana, con todas o
alguna de las mezclas de cebadores ensayadas FR1, FR2 ¢ FR3, se corresponderia con un procesc
linfoproliferative clonal (Figura 2}. Esios resultados se informarian como: “la muestra analizada
preserta reorderamiento ¢lonal para el gen IgH con las condiciones de este ensayo”.

A veeoes aparecen on un mismao electroferograma miltiples picos de diferente tamafio, alguno de los
cuales resalla en allura irente a los demas. El criterio para considerar uno o dos picos posilivos es
que tengan una allura como minimo 2,5 veces superior a la altura del resto de los picos
adyacentes que representan el fondo policlonal. Igualmente ayuda a discriminar un plco
positivo, el que ¢l tamafio de dicho pico coincida en el duplicado, si se ha realizado un
duplicado de amplificacion. Si no supera ese valor, todos los picos se considerarfan como
correspondientes a una poblacidn policlonal. Si el pico o picos que resaltan esta al limite de altura
minma necesaria para ser considerados clonales y no coinciden en tamario en el duplicado de la
muestra, habria que pensar gue son picos pseudo-clonales, obtenidos de una amplificacion a partir
de una muestra de ADN gue contiene escaso ndmero de células B en el seno de un procese
linfogroliferative benigno.

Figura 1. Andlisis de resuilados en gel de agarosa 4%. A. Mix FR1-JH: 1. Estandar MW, 2. muestra monoclonal B,
3. muestra monoclonal B, 4. muestra manoalonal B, 5. muestra policlonal B, 6. muestra monoclonal B, 7. Linea celular
B, 8. Amigdala. B. Mix FR2-JH: 1. Estandar MW, 2. Lineca celular B, 3. muestra monoclonal B, 4. muestra monoclonal
B, 5. muestra paliclonal 8, 6. muestra policlonal B, 7, muestra policlonal B, 8. Amigdala. C. Mix FR3-JH: 1. Estandar
MW, 2. amigdala, 3. Linca celular B, 4. case monoclonal B, 5, caso policlonal B, 6. caso monoclonat B, 7. caso paliclonal
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Figura 2. Analisis de resuitados por electroforesis capilar en GeneScan. A. Tipica distribucidn gausiana de una
poblacion oocliclonal obtenida con los producios de PCR FR3-JH, FR2-JH y FR1-JH. B. Picos menaclonales obtenidos
con fos productos de PCR FR3-JH, FR2-JH y FR1-JH.
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5. LIMITACIONES DEL ENSAYO

En una muestra gue contenga una mezela de eélulas B tumorales (clonales) y una poblacién de células B
reactivas acompanante, puede ocurrir que la banda nitida indicativa de clonalidad quede enmascarada por
el resto de las muttiples bandas y no sea posible su visualizacion mediante electroforesis en gel o
GeneScan.

Este méiode es capaz de detectar un minime de 1.5 a 2 células tumcrales entre 100 células normales
{Tabta 3}. Los resultados se han oblenido tras ensayar las tres mezclas de amplificacién con diluciones
serfadas do una muestra de ADN procedente de ia linea celular de linfoma B {RAMOS)} con un ADN de
linfocitos e sangre periférica.

Tabla 3. Resultados de limite de deteccion

Mezcla Limite de deteccidn

FR1-JH 4 ng ADN clonal (2 % en 0.2ug totales)
FR2-IH 4 ng ADN clonal (2 % en 0.2ug totales)
FR3-JH 2 ng ADN clonal {1,5% en 0.2ug totales)

La amplificacién monoclonal combinando las tres mezclas de cebadores {(FR1-2-3/J) incluidas en este kit, es
especifica de Ia linea B, y nermitiria detectar hasta un 90 % de los procesos linfoprofiferativos de células
maduras B. Sin cmbargo un resuliado negative de clonalidad con este ensayo, no exciuye el diagndstico de
linfoma aor otro tipo de datos clinicos, morfelégices e inmunofenotipicos.
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CERTIFICADO DE AUTORIZACION DE VENTA
DE PRODUCTQOS PARA DIAGNOSTICO DE USO IN VITRO
Expediente n°:1-47-8247/14-5
Se autoriza a la firma BIOSYSTEMS S.A. a comercializar e! Producto para
Diagnostico de uso “in vitro” denominado IgH Rearrangements Molecular
Analysis Kit / permite detectar la presencia de clonalidad en proéesos
linfoproliferativos de celulas B, mediante la amplificaciéon de los segmentos
reordenados VD] de la region hipervariable de la cadena pesada dé las
inmunoglobulinas (IgH), en envases conteniendo mix FR1-JH of IgH gene (Tubos
cotor rojo: 20 x 46 ui), mix FR2-JH of IgH gene (Tubos color verde: 20 x 46 pl),
mix FR3-JH of IgH gene (Tubos color violeta: 20 x 46 pl), Internal Control mix
(Tubos color amarilio: 20 x 46 ul), Phire® Hot Start 1T DNA Polymerase (2 X 60p),
Clonal B Positive Control DNA (50 ul), Polyclonal Positive Control DNA(50 ul), para
20 test.Se le asigna la categoria: Venta a laboratorios de Andlisis clinicos por
hallarse comprendido en las condiciones establecidas en la Ley 16.463, y
Resolucion M.S. y A.S. N° 145/98. Lugar de elaboracion: Master Diagnéstica
S.L., Avda. Del Conocimiento N°100, Pt Ciencias de la salud, 18007 Granada
(ESPANA). Periodo de vida Gtil: 15 (QUINCE) meses desde la fecha de
elaboracion conservado a -20°C. En las etiquetas de los envases, anuncios y
Manual de instrucciones deberg constar PRODUCTO PARA DIAGNOSTICO DE USO
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