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BUENOS AIRES 9 3 ENE 2015

VISTO, el expediente n® 1-47-7246/14-5 dei Registro de la

Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologfa Médica v,

CONSIDERANDO:

Que por las presentes actuaciones la firma EIOSYSTEMS S.A. solicita
autorizacion para la venta a laboratorios de andlisis clinicos del Producto p;ara
diagnéstico de uso “in Vitro” denominado TCR Gamma Rearrangements Molecular
Analysis Kit / permite detectar la presencia de clonalidad en procesos
linfoproliferativos de origen T, mediante la amplificacién de los segmentos
reordenados V] del gen TCRgamma

Que a fs. 121 consta el informe técnicoe producido por el Servicio de
Productos para Diagndstice que establece que e! producto rednen las condiciones
de aptitud requeridas para su autorizacion.

Que la Direccién Nacional de Productos Médicos ha tomado Ia
intervencion de su competencia,

Que se ha dado cumplimiento & los términos qué establece la Ley
16.463, Resolucion Ministerial N© 145/98 y Disposicion A N M A T NO 2674/99,

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

Articulo 8% inciso 11) del Decreto N© 1490/92 y 1886/14.
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Ministerio de Seafud
Secretaria de Politicas, Regulacion

A DISPOSICIAN N° 08 7 1

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

ARTICULO 19.- Autorizase la venta a laboratorios de andlisis clinicos del Pronucto
para diagnostico de uso “in Vitro” denominado TCR Gamma Rearrangements
Molecular Analysis Kit / permite detectar !a presencia de clonalidad en Procesos
linfoproliferativos de origen T, mediante la amplificacién de los segmentos
reordenados VJ del gen TCRgamma que sera elaborado por Master Diagnostica
5.L., Avda. Del Conocimiento N°100, Pt Ciencias de la salud, 18007 Granada
(ESPANA) e importado por BIOSYSTEMS S.A. a expenderse en envlases
conteniendo mix VJ-A of TCR gene (Tubos color azul: 20 x 46 pl), mix V1-B of
TCR gene (Tubos color naranja: 20 x 46ul), Inte;nai Control mix {Tubos color
amarillo: 20 x 46 pl), Phire® Hot Start II DNA Polymerase (80ul), Cional T
Positive Control DNA (50ul), Polyclonal Positive Control DNA(50ul), para 20 test
;Cuya composicion se detalla a fojas 51 con un periodo de vida Gtil de 15
(QUINCE) meses desde la fecha de elaboracién conservado a - 20°C.
ARTICULO 2°.- Acéptense los rotulos y manual de instrucciones obrantes a fojas
56 a 106 y 118 a 120, desglosandose las fojas 56 a 67, 92 a 96 y 118 debiendo
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 el Certificado correspondiente.
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ARTICULO 4°.- LA ADMINISTRACION NACIONAL DE MEDICAMENTOS,
ALIMENTOS Y TECNOLOGIA MEDICA, se reserva el derecho de reexaminar los
metodos de control, estabilidad y elaboracién cuando las circunstancias asi !o
determinen.

ARTICULO 5°.- Registrese; girese a Direccion de Gestion de Informacion Técnica
a sus efectos, por Mesa de Entradas de la Direccidn 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 rétulos, manual

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

Expediente n°: 1-47-7246/14-5.-
DISPOSICION Ne: 0 8 ? ﬁ
V. "

ing. ROGELIO LOPE‘Z
iatrador Naclonal
mmmA.N MLAT
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KIT PARA ANALISIS MOLECULAR DEL GEN TCRgamma

N° CAY. MAD-0039924TP-2/5 (20 DETERMINACIONES)

El diagndstico de los linfomas malignos es una de las areas que més dificultad reviste dentro de la
histopatologia. Si bien muchos casos se diagnostican a través de los dales histomarfolégicos e
inmunchistoguimicos, ocasionalmente el diagnéstico diferencial entre un proceso reactivo y un linfoma
maligno es dificil de establecer. En estos casos, la deteccién de clonalidad mediante andlisis molecular por
PCR de recrdenamientos de los genes de las inmunoglobulinas (Ig) y TCR, es un instrumento de gran valor
en el diagnéstico de los procesos linfoproliferatives B v T. Los reordenamientos para Ig y TCR se dan en las
regiones hipervariables de dichos genes, cada linfocito maduro presenta un reordenamiento especifico con
una longitud y secuencia (nicas en estas regiones. Per tanto si lo que se amplifica es el ADN de una
poblacién linfoide normai o reactiva, el resultade serdn mditiples fragmentos dentro de un rango de tamano
determinado, con una distribucién Gaussiana. Cuando se amplifica ADN procedente de un proceso tumoral,
clonal, todos los fragmentos resultantes seran idénticos en secuencia y tamafio, obteniéndose una banda o
pico Unico mayoritario,

El gen TCRgamma es una diana preferencial para andlisis de clonalidad T, ya que se reordena muy
tempranamente durante el desarrolle linfoide T, probablemente justo después de TCRdslta, tanto en los
precursores TCRyS como TCRaf.

Este kit permite detectar la presencia de clonalidad en procesos linfoproliferatives de origen T, mediante }a
amplificacidn de ios segmentos recrdenados VJ del gen TCRgamma. Dada la diversidad de secuencias de
estos genes TCR, se emplean multiples cebadores dirigidos frente a regiones conservadas gue flanguean
los segmentos V y J, con objeto de detectar el mayor niimero posible de reordenamientos clonales,

Caracteristicas del kit:

- Contiene dos mezclas de reaccion multiplex (Mix A y Mix B) de la regién V-J del gen TCRgamma y un
centrol interne {C1) de amplificacién, para comprobar la calidad del ADN.

- Las mezclas de amplificacién se presentan en formato “monotest” en tubos de PCR de 0.2 - 0.5 ml,
identificades con diferente color.

- Todas las mezclas de PCR incluyen cehadores marcados en su extremo 5' con el fluoracromo 6-FAM, 1o
que permite hacer un analisis automatico de fragmentos por electroforesis capilar en GeneScan.

- Todas tas amplificaciones se pueden realizar con un dnico programa en el termociclador.
- L.a enzima Phire® Hot Start {l ADN Polimerasa es suministrada en el kit.

- Se incluyen controles positivos de ADN clonal y peliclonal.

Este producto es para diagnostico in vitro
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Componentes in¢luidos en el kit:

Tabla 1. Composicién de reactivos:

REACTIVO REFERENCIA COMPONENTES CANTIDAD
VJ-A (6-FAM)
(mezcla A de oligonucledtidos de las regiones 20 tubos P?H color
Vy ¥ Jy del gen TCRgamma, dNTP y solucién ( r "
Mezclas de tamponada) H
amplificacion VJ-B (6-FAM)
{monotest en MAD-003984TP-2/-5 | (mezcla B de oligonucledtides de las regiones 20 tubg:r;?;i color
tubos de 0,2 6 0.5 V, y Jy del gen TORgamma, dNTP y solucién 145 gl
ml} tarmpanada} M
Mezcla control interno (C1) (6-FAM) 20 tubos PCR color
{oliganucledtidos especfiicos del gen p53 amarilio
gx6n 5, dNTP y solucidn tamponada} {46 ul)
ADN poli MAD-F122-1 Phire® Hot Start | 1x80ul
climerasa - -
P ADN Polimerasa” b
) ADN Control positivo clonal T
Controles MAD-003994T2 (50ug/mi) 1x50u
positivos de ADN ) ADN Caontrol positive policional
MAD-003594B3 (100pg/mi) 1 x50

* Aspectos legales:

Ef precio de venta de este producto incluye una licencia fimitada, no transterible, protegida por pafentes de EEUU y olras (5.500 363 y
5.352.778), propledad de New Engfand Biolabs, Inc., para ef uso de este producio. Ninguna ofra licencia bajo estas patentes es
otorgada al cliente, expresamente o por implicacidn, por fa compra de este producto.

El precio de venta de este producta incluye una ficencia firmitada, na iransferible, protegida por patemes de EEUL y oiras, propiedad de

BIO-RAD Laboratories, inc para el usa de este producto. Ninguna otra licencia bajo estas patentes es otorgada al cliente,
expresamente o por implicacidn, por la compra de este progucto.

Esto producto esta profegido por una licencia bajo patente US 5.436.149 propiedad de TaKaAa
Shuza Co. Lid.

ElL producto se vende bajo licencia de Affibody AB. Suecia.

Phire® and DyNAzyme ™™ son marcas registradas de Finnzymes Oy, una compania del grupo Thermo Fisher Scientific.
Affibody® es una marca registrada de of Affibody A8, Suecia.

Material necesario no suministrade en el Kit:

instrumentacion especifica:
Termociclador
Microcentrifuga
Bafo termostatizado/estufa
Fuente de alimentacién
Cubeta de electroforesis para ACN
Transiluminador para luz uliravioleta
Sistema de documentacion de geles
Equipo de secuenciacion con elecirofaresis capilar

!
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Material fungible:
Xileno {opcional)
Etanal 100%
Tampén PBS (para extraccidn de linfocites a partir de sangre total)

Tampén TE 1x (10 mM Tris, 1 mM EDTA pH 8.0)

Tuhos eppendorf 1,5/0,6/0,2 ml liores de DNasa/RNasa

Reactives para llevar a cabo la extraccién de ADN gendmico a partir de muestras de sangre, botones
celulares, tejidos frescos, o tejidos fijados en formalina tampenada e incluides en parafina. Todos los
reactivos estan incluidos en el Kit de Master Diagndstica S.L.: KIT DE EXTRACCION DE DNA
TOTAL Ref: MAD-003951M

Reactivos para llevar a cabo la electroforesis del ADN amplificado {(geles de agarosa o
poliacrilamida y reactivos auxiliares de electroforesis). Todos los reactivos estan incluidos en los
Kits de Master Diagndstica S. L.: ELECTROFORESIS DE ADN EN GELES DE AGAROSA y
POLIACRILAMIDA Ref: MAD-003980M y MAD-003990M respectivamente.

Reactivos para analisis de fragmentos por GeneScan: Polimero POP-4, estandar de peso molecular
GeneScan 400HD ROX, tampdn EDTA y formamida desionizada.

Precauciones:

Durante tedo el desarrolle de la técnica es aconsejable el empleo de guantes desechables.

Dada la elevada sensibilidad de |a téeonica de amplificacion de ADN se recomienda que la reaccién de
amplificacién se lleve a cabo utilizando puntas de pipeta con filtro para evitar contaminacion.

La mayor fuente de contaminacién suele ser el propio producto amplificade, por lo cual es recomendable
llevar a cabo la manipulacion de los productos amplificados y la posterior electroforesis en zonas de trabajo
separadas de la zona donde se procesen las muestras y emplear pipetas distintas en cada caso. Es
convehiente delimitar tres dreas de trabajo: la zona de procesamiento y preparacién de las muestras de
ADN, la zona de amplificacién y |a zona de deteccién (electroferesis). £l flujo de trabajo debe ir siempre en
una Unica direccion, desde la zona de preparacién de las muestras y amplificacidn hasta la zona de
deteccién y nunca en direceidn opuesta.

Se recomienda incluir controles negativos de amplificacién gue contengan todos los reactives manejados en
el Kit, con excepcién de la muestra de ADN, con objete de detectar y controlar cualquier posible
contaminacién de los reactivos 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 solucién de lisis se puede guardara 4° G i
sin necesidad de volver congelar. Los ADN control incluidos en cada kit también se deben almacenar a 4° C
una vez descongefados, i
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PROCEDRIMIENTO TECNICO

1. EXTRACCION DEL ADN GENOMICO

Antes de comenzar con la extraccién de ADN, descongelar los reactivos suministrados en el kit: aceite
mineral, solucién de lisis y un vial de solucidn de proteasa. Tras su uso, el aceite mineral y la solucién de
lisis se pueden almacenar a 42 C. La solucién de proteasa se debe almacenar congelada a -20 BC y evitar
repetidas congelaciones/descongelaciones.

1.1. SECCIONES DE TEJIDO INCLUIDO EN PARAFINA

i. Temar 1-4 secciohes de tejfido {segln la cantidad de material presente en cada seccidn) de 10 um de
grosar y colocar en tubo de microcenirifuga de 1,5 ml valiéndose de una aguja o unas pinzas finas,

2. Afadir 500 gl de aceite mineral (incluido en el ki) y calentar en blogue térmicc 2 min a 95° C.
Centrifugar 2 min a 8000 rpm en microcentrifuga.

3. Eliminar ef aceite mineral sin arrastrar restos de tejido.

4, Repetir los pases 2 y 3. (Los restos de aceite mineral no interfieren en el proceso de extraccion de
ADN).

5. Preparar una mezcla de solucidn de lisis y solucién de proteasa en proporcion 50:1 (por cada 50
ul de sol. de lisis afiadir 1 pl de sol. de proteasa) en volumen suficiente para procesar las muestras de
tgjido.

6. Al botén de tejido resultante afiadir un volumen adecuado de la mezcla anterior (50-500 jl}, hasta
conseguir gue el tejide quede en suspensidn en la solucidn. (Este punto es muy importanie para
conseguir un buen rendimiento de ADN y degradar los resios celulares contaminantes, que podrian
interferir en la posterior amplificacién de dicho ADN).

7. Agitar varias veces con la micropipeta para hormogenizar, centrifugar 5 segundos para eliminar las
burbujas ¢ incubar durante 24-48 horas a 55°C en bario termostatizado o blogue térmice.

8. Calentar a 85¢ C en blogue térmico durante 8-10 min para inactivar la proteasa.

3. Centrifugar 5 min a velocidad maxima. Tras centrifugar deben guedar dos fases, una superior que
corresponde a los restos de aceite mineral y una inferior acuosa que contiene el ADN en solucion. En
el fondo del tubo puede quedar un pequefic botdn de restos de tejido no digeridos. RECOGER LA
FASE ACUOSA (contiene el ADN) evitando tomar restos de tejide del fondo del tubo,

10. Usar 3 pl de esta solucién de ADN para amplificar. La muestra se puede almacenar, siendo estable a
4 °C durante una semana, 0 & -20/-80 2C durante varios meses.

1.2. TEJIDO CONGELADO

1. Conar 1-2 secciones de tejido en criostato o bien ayudandose con una hoja de bisturl y colocar en
iubo de microcentrifuga de 1,5 ml valiéndose de una aguja o unas pinzas finas.
2. Continuar con el paso 5 del protocolo anterior para secciones parafinadas.

Nota: Para evitar evaporacion de la solucion de fisis durante la incubacién a 55 °C se pueden afadir
unas gotas de aceite mineral incluido en el kit.

MASTER DIAGNOSTICA
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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 poblacién blanca mediante Buffy Coat: partir de 1,5 ml de sangre/médula con EDTA y
fraccionar centrifugande 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 limpio.

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

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

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

6. Centrifugar a 8000 rpm 5 min en microcentrifuga y eliminar el sobrenadants. '

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

Nola: Para evilar evaporacion de la solucion de fisis durante Ia incubacion a 55 °C se pueden afiadir unas
gotas de aceile mineral incluido en el kit.

2. REACCION DE AMPLIFICACION

Por cada muestra de ADN problema a analizar se amplificaran 3 mezclas: mezclas VJ-A y VJ-B del
gen TCRgamma y mezcla de control interno (Cl). Se recomienda preservar todas las mezclas de la luz,
ya gue contienen cebadaores marcados con fluorescencia.

2.1. PREPARACION DE LAS MUESTRAS

1. Descongelar 1 tubo azul (VJ-A), 1 tubo naranja (VJ-B) y un tubc amarillo (Cl) por cada muestra,
mantener en hiele y afadir a cada uno de ellos:

-1 pl de enzima Phire® Hot Start || ADN Polimerasa
- 3 yl de la muestra de ADN*

2. Mezclar bien v centrifugar 5 segundos en microcentrifuga para eliminar burbujas
*3i se dispene de ADN de concentracién conocida, se recomienda pener enire 200-500ng de ADN.

Nota: Es importante mantener fos tubos en hielo hasta el momento de colocar en ef termociclador, para
evitar uniones inespecificas de los “primers”.
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2.2. AMPLIFICACION

1. Colocar todos los tubos en el termaciclader y amplificar segin el siguiente programa:

98°C 2 min.

35 ciclos:
98¢C 10 s
GOQC 10s |
728C 15 5

722G 1 min

2. Mantener los tubos a 12-15 2C cuando finalice la reaccién. Si he se van a procesar las muestras en el
momento, se pueden almacenar a 4 °C ¢ a -20 *C hasta su uso.

2.3. CONTROLES DE AMPLIFICACION RECOMENDADOS

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

Para contrglar la posible presencia de contaminaciones de unas muestras con otras ¢ de alguno de los
reaciivos comunes usados durante la manipulacién de las muestras, se recomienda procesar una muestra
“pblanco” sin ADN. Esta muestra ilevarfa los mismos reactivas empleados en la extraccién del ADN de las
muesiras y seguiria un procesamiento similar al resto de las muesiras pero, al no contener ADN, e
resuliade tras la amplificacion deberia ser ausencia de sefal para todas las mezclas.

Asi mismo, aungue no e imprescindible, es aconsejable analizar cada muestra por duplicado; es decir
partiendo del mismo ADN gendmico realizar por duplicade las amplificaciones para fodes los
fragmentos. De esta forma se facilita la interpretacion de resultados dudosos y se verifica con el duplicado el
tamafo de picos monoclonales en el seno de una poblacidn policlonal reactiva.

3. ANALISIS DE LOS PRODUCTOS AMPLIFICADQS

———— - = -

3.1. ELECTROFORESIS EN GELES

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

El revelado de los productos amplificados se puede llevar a cabo tanto en geles de agarosa (4%) como en

geles de poliacrilamida {6-8%!) con tampén TBE 0.5X. La resolucidn en geles de poliacrilamida es superior a
la de los geles de agarosa.
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Master Diagnostica dispone de Kils para eleciroforesis de ADN tanto en geles de agarosa como de
poliacrilamida listos para uso gue incluyen ademas todos los reactives necesarios para llevar a cabo la
electreioresis: marcador pese molecular, tampén de carga, tampén TBE concentrado, EtBr. (N2 de Cat.:
MAD-003980M y MAD-003980M para agarosa y poliacrilamida respectivamente).

Con objeto de diferenciar productos derivades de poblaciones mono 6 policlonales, se recomienda llevar a
cabo un andlisis de “heteroduplex” de los productos de PCR, mediante desnaturalizacidn/renaturalizacion
de los productos amplificados.

Si ha ocurrido recrdenamiento clonal del gen TCRgamma, se obtendra un "homoduplex”, mientras gue en e
caso de poblacion policlonal, tras el proceso de desnaturalizaciénfrenaturalizacion se formaran
"heteroduplex” ¢con uniones heterogéneas.

3.1.1. PROCEDIMIENTO
1. Desnaturalizar los productos de PCH a 942 C, 5 min.
2. Re-naturalizar transfiriendo rapidamente a hielo (4 2C) 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, Tomar 20 pl de producto de PCR y mezclar con 4 pl de tampén de carga 6X.

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

6. Dejar transcurrir la electroforesis 1-2 h. a 100 Voltios. El voltaje y tiempo de corrido se pueden
adaptar dependiende del tipe de gel, cubeta de electroforesis, tamaiio del producto amplificado, efc.

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

3.2. ELECTROFORESIS CAPILAR

Todas las mezelas de PCR contienen primers marcados con el fluorocromo 6-FAM, lo gue permite gue
estos productos de PCR ademas de poder visualizarse por electroforesis convencional, se puedan analizar
mediante electroforesis capilar en GENESCAN.

Los secuenciadores automaticos basados en |a electroforesis capilar, como los equipos ABI PRISM® 310 y
3100-3500 Genetic Analyzers de Applied Biosystems, constituyen sistemas con una alta tasa de
reproducibilidad y sensibilidad en la secuenciacién y anélisis de fragmentos genémicos. La eticiencia supera
a la mayoria de los andlisis de secuencias basados en el uso de geles de acrilamida. Ademas, eslos
sistemas permiten el analisis de los resultados de un mede rapide y preciso mediante software
especificados.

3.2.1. PREPARACION DEL PRODUCTO DE PCR

1. Mezclar en un tubo eppendorf de 0.2 mt:
15 ul de formamida desionizada + 0.5 i del marcador 400HD ROX + 1 6 2 ul de ADN amplificado
(este volumen de producto amplificade se puede modificar si ta sefial fluorescente esta fuera del
rango optimo).

2. Homogeneizar en vortex y dar un pulso.
3. Desnaturalizar a 95°C x 5 min, enfriar a 4° C y cargar en secuenciador
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Condiciones de eleciroforesis:

Gel: polimerg 3100 POP4
Bufter: 3100 bufier con EDTA 1x
Electraforesis: 25-30 minutos aprox.

Intensidad optima de fluorescencia: hasia un maximo de 10.000 unidades

3.2.2. CONDICIONES OPTIMAS PARA CARGAR LAS MUESTRAS

Para comprobar que la muestra de ADN ha side procesada cofrectamente y gue hay ADN en cantidad y
calidad suficientes para generar un resultade vélide 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 producte de PCR en la electroforesis capilar, se pueden artefactuar
los picos tanto en el estandar de peso molecular como en el producto, resultando falsas lecturas. Asf, un
exceso de una muestra clonal puede resultar en un patrén de picos gue simularia lo que podria ser una
muestra policlonal.

Para evitar este problema hay que asegurarse gue la intensidad de la sefial fluorescente sé mantiene
entre 400-7000 unidades de fluorescencia en los modeles 310 y 3100,

4. INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

4.1. CONTROL INTERNO DE AMPLIFICACION (CI)

En todas las muestras debe aparacer una banda intensa (un pico, si se carga en GeneScan) de 274 pares
de bases, lo que indica que el proceso de manipulacion de la muestra y la calidad del ADN han sido
adecuados. Este control de amplificacién es imprescindible, sobre tode en aquellas muestras obtenidas de
material incluido en parafina, en donde |a calidad y cantidad del ADN cbtenido son desconocidas.

Si no aparece banda/pico de amplificacién con el Cl, no se puede valorar un resultado negativo de
amplificacién de los fragmentos TCR,. Puede deberse a que no se haya obtenide 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 del ADN prolongando la incubacién del tejido con el tampdn de lisis+proteasa
durante 24-48 horas mas.

Si fras repetir el proceso no se consigue amplificacion, la muestra tendria gue informarse como: "no
valorable para andlisis de fragmentos del gen TCR, por PCR".
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4.2. REORDENAMIENTOS DE FRAGMENTOS TCRgamma

En la siguiente tabla se indica el rango de tamafios esperado de los fragmentos amplificados para cada una
de las mezclas de amplificacion:

Tabla 2.
Mezcia de Ranga de ADN control Color
cebadores Tamano positivo clonal (tubo PCR)
Vd-A 145-255 pb 184 y 210 pb Azul
VJ-B 80-140 pb 115 pb Naranja
160-220 pb
4,2,1 CONTROLES POSITIVOS Y NEGATIVOS DE AMPLIFICACION: |

El control negativo de amplificacién realizado con una muestra “blanco” tendria que dar ausencia de
amplificacién en todas las mezclas ensayadas (incluide Cl). Si se detecta producto amplificade en alguna

mezcla de PCR, estaria indicando la presencia de contaminacion de los reactivos y habria que repetir el
ensayo para validarlo.

El control positivo policlonal deberia dar miltiples bandas (gel) o picos {GeneScan) dentro del rango
de tamafio indicado en la tabta 2 para cada mezcla de amplificacion.

El control positivo clenal dard una banda o pico Unice para cada una de las mezclas de PCR
ensayadas, cuyo tamafio se indica en la tabla 2.

Cualquier resultado diferente al esperado, obtenido tras analizar los ADN controles positivos, estaria
indicando que e} 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 positives como negativos hayan sido correctos. |
J

GELES DE AGAROSA- POLIACRILAMIDA

El recrdenamiento clonal del gen TCRgamma, se visualiza mediante electroforesis por la presencia
de una Unica banda intensa y nilida dentro de! range de tamafio esperado {(Figura 1}. Se considera
que uha muestra es “positiva” cuando se detecta una banda con ambas o alguna de las dos
mezclas de amplificacion ensayadas: VJ-A y VJ-B. l

5 no hay reordenamiento clonal y la muestra problema estd compuesta por una poblacion
heterogénea policlonal de células T, se formard un heteroduplex y el resultado tras la electroforesis
serd una multitud de bandas dentro de! rango de tamafio, que se visualizan en el gel como una
mancha o “smear” ancha y difusa (Figura 1).
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ELECTROFORESIS CAPILAR

Los productos de amplificacién marcades con fluorocreme son separados medianie electroforesis
capilar en funcidn de su tamano v se detectan automaticamente con un laser,

El resultado puede ser una distribuclén gausiana de mdltiples picos, representando mdltiples
praductos amplificades con diferente iamafio (dentro del rango de tamano esperado), en el caso de
un proceseo linfoproliferativo policlonal (Figura 2} v se informara como "la muestra analizada no
presenta reordenamiento cional para el gen TCR, con las condiciones de este ensayo”.

Cuando aparecen uno o dos picos (nicos o prominentes dentro del range de tamafo, con las dos
o una de las mezclas de cebadores ensayadas, se correspenderia con un proceso linfoproliferative
clonal (Figura 2). Estos resultades se informarfan como: “la muestra analizada presenta
reordenamiento clonal para el gen TCR, con las condiciones de este ensayo™.

A veces aparecen en un mismo electroferograma mdltiples picos de diferente tamafio, alguno de los
cuales resalta en aftura frente a los demas. El criterio para considerar uno o dos picos positivos es
gue tengan una altura como minimo 2,5 veces superior a la altura del reste de los picos
adyacentes que representan el fondo policlonal. Igualmente ayuda a discriminar un plco
positive, el que el tamafio de dicho pico coincida en el duplicade, si se ha realizado un
duplicado de amplificacién. Si no supera ese valor, todos los picos se considerarian como
correspondientes a una poblacion policlonal. Si el pico ¢ picos que resaltan esta al limite de altura
minima necesaria para ser considerados clonales y no coinciden en tamario en &l duplicado de la
muestra, habria que pensar que son picos pseudo-clonales, obtenidos de una amplificacién a partir
de una muestra de ADN que conliene escaso nlmerc de células T en el seno de un proceso
linfoproliferativo benigho.

Figura 1. Analisis de resultados en gel de agarosa 4%. 1. Estandar MW, 2, Mezcla VJ-A, muestra monoclonal T; 3.
Mezcla VJ-A, Linea celular T; 4. Mozcla VJ-B, muestra monoclonal T; 5, Mezcla VJ-B, Linea celular T; 6. Mezcla VJ-A,
muestra policlonal T; 7. Mezcla VJ-A, amigdala; 8. Mezcla VJ-B, muestra policlonal T; 8. Mezcla VJ-B, amigdala.

404 ph
331 pb
242 pb
190 pb
147 pb

110 pb

VJ-A{ tubo azul) y VJ-B (tubo naranja)
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Figura_ 2. Analisis de resultados por electroforesis capilar en GeneScan, Tipica distribucién gausiana de una
poblacidn paliclonal y picos menoclonales obtenidos con los productos de PCR VJ-A (A) y VJ-B (B).
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5. LIMITACIONES DEL ENSAYO

En una muestra gue contenga una mezcla de células T tumerales (clonales) y una poblacién de células T
reactivas acompafianta, puede ocurrir que la banda nitida indicativa de clonalidad gquede enmascarada por
el resto de las mdliiples bandas y no sea posible su visualizacién mediante electroforesis en gel o
GeneScan.

Este método es capaz de detectar entre 2 y 5 ¢élulas tumorales entre 100 células normales {Tabla 3}. Los
resultados se han obtenido tras ensayar las tres mezclas de amplificacion con diluciones seriadas de una
muestra de ADN procedente de la Iinea celular de linfoma T (JURKAT) con un ADN de linfocitos de sangre
periférica.

Tabla 3. Resultados de limite de deteccion

Mezcla Limite de deteccion :
VJ-A 4 ng ADN clgnal {2 % en 0.2 pg totales)
VJ-B 10 ng ADN clonal (5 % en 0.2 pg totales) i

El gen TCRgamma estd reordenado en mas del 90% de las leucemias linfobl@sticas agudas T (T-ALL),
leucemias promielociticas de células T (T-PLL), leucemias linfociticas granulares de células grandes T (T-
LGL), y linfomas periféricos T (T-NHL), y en un 75 % de los linfomas anaplasicos de células grandes T. Asi
mismo este gen también reordena en alrededor del 60 % de las leucemias linfoblasticas agudas de estirpe B
(B-ALL}, lo que sugiere que este marcador no se puede usar para el establecimiento de |a estirpe celular B o
T en los procesos linfoproliferativos inmaduros (Brilggeman et al, 2007).

Un resullade negativo de clonalidad con este ensayo, no excluye el diagnéstico de linfoma por otro tipo de
datos clinicos, morfolégicas e inmunofenotipicos. |
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PROYECTOS DE ROTULO

» PROYECTO DE ROTULO EXTERNO

| - Nombre del producto:

» KIT PARA ANALISIS MOLECULAR DEL GEN TCR gamma

2 - Nombyre del establecimiento elaborador:

MASTER DIAGNOSTICA Avda. Conocimiento 100. P. T. Ciencias de la Salud 18016-Granada (Espafia).
Za - Nombre del establecimiento importador: '
Biosystems 8.A.,

Av, Dorrego 673

CKB1414- Bucnos Aires

Argentina

3 - Leyenda “Autorizado por el MS y AS”: AUTORIZADO POR ANMAT Certificado N°:
4 - Nimero de lote o partida: }

S - Fecha de Vencimiento:

6 - Constitucion del equipo:

7 - Unidades métricas: Kit para 20 Test

8 - Leyenda “Uso in vitro”

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

11- Condiciones de conservacién, almacenamiento y transporte: -20°C
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Rotulos internns
-Rotule interno en la caja

Las mezclas A, B y de control inferno no llevan etiqueta en el propio tube. Tal y como indica la Ficha Técnica
vienen identificadas por colores.
Adicionalmente, en el interior de la caja hay una etiqueta que indica a que coler corresponde cada mezcla.

TCRgamma
REARRANGEMENTS
MOLECULAR ANALYSIS KIT

Biue tube mix VJ-A of TCRg gene (7)
Grange tube; mix VJ-B of TCRg gene ("}
Yeliow lube intermal gonue! mix {*}

{*} This mixture includes a primer {abetied
with 8-FAM flugrochrome
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-Rotulo interno
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PROYECTOS DE ROTULO

#» PROYECTO DE ROTULO EXTERNO

1 - Nombre del producto:

¥ KIT PARA ANALISIS MOLECULAR DEL GEN TCR gamma

Rétulo Externo

KIT PARA ANALISIS MOLECULAR DEL GEN
TCR gamma

- V1-A (6-FAM)
20 tubos PCR color azul (46 pil)

-V3-B (6-FAM)
20 tubos PCR color naranja {46 i)

-Mezcla control interno (CI) {(6-FAM)
20 tubos PCR color amarillo (46 pl)
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CERTIFICADO DE AUTORIZACION DE VENTA
DE PRODUCTOS PARA DIAGNOSTICO DE USO IN'VITRO

Expediente n®;1-47-7246/14-5

Se autoriza a la firma BIOSYSTEMS S.A.a con:iercializar el Producto para
Diagnéstico de uso “in vitro” denominado TCR Gamma  Rearrangements
Molecular Analysis Kit / permite detectar la presencia de clonalidad en procesos
linfoproliferativos de origen T, mediante la amplificacién de los segmentos
reordenados V] del gen TCRgamma, en envases conteniendo mix VI-A of TCR

gene (Tubos color azul: 20 x 46ul), mix VI-B of TCR gene (Tubos color naranja:
20 x 46 ul), Internal Contro! mix {Tubos color amarillo: 20 x 46 ul), Phire.® Hot
Start II DNA Polymerase (80ul), Clonal T Positive Control DNA (50ul), Polyclonal
Positive Control DNA({50ul), para 20 test.Se le asigna la categoria: Venta a

laboratorios de Analisis 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
elaboracidon: Master Diagnéstica S.L., Avda. Del Conocimiento N°100, Pt Ciencias
de la salud, 18007 Granada (ESPANA). Periodo de vida util:15 (QUINCE) meses
desde la fecha de elaboracion conservado conservado a -20°C. En las etiquetas
de los envases, anuncios y Manual de instrucciones deberd constar PRODUCTO
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