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Secretaria de Politicas, Regulacion
e Institutos
ANMAT

BUENOS AIRES ' 03 OCT 2015

VISTO, el expediente n° 1-47-3110-1663/14-6 del Registro de la

Administraciéon Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica v,

CONSIDERANDO:

Que por las presentes actuaciones la firma BIOSYSTEMS S.:IQ. solicita
autorizacion para la venta a laboratorios de andlisis clinicos del Prodiucto para
diagnédstico de uso “in Vitro” denominado TCR Beta Rearrangements Molecular
Analysis Kit / deteccidn de clonalidad en procesos linfoproliferativos dejorigen T,
mediante la amplificacion de los segmentos reordenados VB18 y DBIB del gen
TCRB.

Que a fs. 95 consta el informe técnico producido por el Scirvicio de

Productos para Diagndstico que establece que el producto redne las condiciones
de aptitud requeridas para su autorizacidn.
Que la Direccién Nacional de Productos Médicos ha toimado la
intervencion de su competencia.
Que se ha dado cumplimiento a los términos que establece la Ley
16.463, Resolucién Ministerial N© 145/98 y Disposicion AN M AT N° 2674/99.
Que se actua en virtud a las atribuciones conferidas por ell Decreto

CA/ No 1490/92, por el Decreto N© 1886/14 y el Decreto N°® 1368/15.
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e Institutos .

ANMAT DISPOSIn a0

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 def Producto

para diagnostico de uso “in Vitro” denominado TCR Beta Rearrangements

Molecular Analysis Kit / deteccidén de clonalidad en procesos linfoproliferativos de

origen T, mediante la amplificacion de los segmentos reordenados VBIB vy

DpJp del gen TCRP que serd elaborado por Master Diagnostica S.L., Avda. Del
Conocimiento N°100, Pt Ciencias de la salud, 18007 Granada (ESPA&A) e
importado por BIOSYSTEMS S.A. a expenderse en envases conteniendo mix

VBIB-A of TCRB gene (Tubos color rojo: 20 x 46 ul), mix VBIA-B of TCRB gene
(Tubos color verde: 20 x 46 ul), mix DBIB-B of TCRB gene (Tubos color ptlrp:)ura: 20 x

46 nl), Internal Control mix (Tubos color amarillo: 20 x 46 pl), Phire Ho& Start I

DNA Polymerase (2 x 60ul), Clonal T Positive Control DNA JURKAT (50 ul),|Clonal T

Positive Control DNA MOLT3 (20 pl), Polyclonal Positive Control DNA(50 ul), para
20 test;cuya composicion se detalla a fojas 90 con un periodo de vida Util de 15
(QUINCE) meses desde la fecha de elaboracién conservado a -20°C.

ARTICULO 20.- Acéptense los rétulos y manual de instrucciones obrantes a fojas
7 a 51 y 83 a 85, desglosandose las fojas 7 a 17, 40 a 43 y 83 debiendo| constar
en los mismos que la fecha de vencimiento es la declarada por el elaborador

impreso en los rétulos de cada partida.
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ARTICULO 39.- Extiéndase el Certificado correspondiente.

ARTICULO 4°.,- LA ADMINISTRACION NACIONAL DE MEDICAiMENTOS,
ALIMENTOS Y TECNOLOGIA MEDICA, se reserva el derecho de reexar!‘ninar los
métodos de contro!, estabilidad y elaboraciéon cuando las circunstanci'as asi lo
determinen,.

ARTICULO 5°.- Registrese; girese a Direccion de Gestién de Informacion Técnica

I
a sus efectos, por el Departamento de Mesa de Entradas notifiquese al

I
. ’ . - . Y
interesado y hagasele entrega de la copia autenticada de la presente Dlslposmon
junto con la copia de los proyectos de rotulos, manual de instruccionlpes y el

Certificado correspondiente. Cumplido, archivese.-

Expediente n°: 1-47-3110-1663/14-6.

DISPOSICION No:

8317

Adminlstrador naclonal
AN -
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KIT PARA ANALISIS MOLECULAR DgLoggN%ﬁetqk

La deteccién de clonalidad mediante andlisis molecutar por PCR  de reordenamientos de los genes{‘?d_éﬁ“a‘_'é@
inmunogiobulinas (Ig) y TCR, es un instrumentc de gran valor en el diagnostico de los procesos
linfoproliferativos B y T. Los reordenamientes para Ig y TCR se dan en las regiones hipervariables de cichos
genes, cada linfocito maduro presenta un reordenamiento especifico con una longitud y secuencia tnicas en
estas reglones Por tanto si lo que se amplifica es el ADN de una poblacién linfoide normal o reactiva, el
resultado serdn multiples fragmentos dentro de un rango de tamano determinado, con una distribucion
Gaussiana. Cuando se amplifica ADN procedente de un proceso tumoral, clonal, todos los fragmentos
resultantes seran idénticos en secuencia y tamafo, obteniéndose una banda o pico Unico mayoritario.

Los reordenamientos del gen TGR juegan un papel.importante en el desarrollo linfoide T. El locus TCR; e§
el primerc en reordenar, el locus TCR, se reordena después y si log reordenamientos son funcionales
conllevarian ta expresion fenctipica del receptor TCR,. A continuacién reordena el TCR; con posterior
delecion del TCR; y finalmente se reordena el gen TCR,. En el reordenamiento del gen TCRy, primero se
unen los segmentos Dg-Jn vy a continuacién se recombinan con el segmento V. Los reordenamientos del
locus TCR, tieren lugar en los estadios finales de! desarrollo linfoide T y si son reordenamientos funcu)nales
cenducen a la expresion del receptor TCR,,. Estas configuraciones TCR,s 0 TCR,y aparecen en las células
T post-timicas. La mayoria de ios linfomas de células maduras T expresan TCRys combinado con una
delecién bialélica de TCRs, mientras que sdlo una minoria expresan TCRy. . ;
El gen TCR; se encuentra reordenado en todas las células con fenotipo TCRyg, y también en muchas TCRya
En teoria todos los linfocitos con fenotipo TCR, tienen reordenados los genes TCR,, y la mayoria de los
positives para el fenotipo TCRy; han reordenadc los genes TCRs. El andlisis por PCR de Ios
reordenamientos del gen TCR, representa un estudic complementario a realizar cuando exista una
sospecha razonable de linfoma de células T con resultados de PCR-TCR, no concluyentes. La combinacién
de ambos estudios permitiria la deteccion de clonalidad T en un elevado porcentaje de las muesiras de
linformas de células T.

Este kit permite detectar la presencia de clonalidad en procesos linfoproliferativos de origen T, mediante la
amplificacion de los segmentos reordenados Vgdy ¥ Dplds del gen TCR;. Dada la diversidad de secuencias
de estos genes TCR, se emplean mdiltiples cebadores dirigidos frente a regiones conservadas que
flanguean los segmentos V, D y J, con objeto de detectar el mayor nimero posible de recrdenamientos
clonales.

Caracteristicas del kit;

i
I
|
- Contiene dos mezclas de reaccién (Mix A y Mix B} para amplificar la regién Vg-Js , una mezcla (Mix C) para ampfificar l
la regién Ds-Jg del gen TCRy y un control interno {C1) de amplificacién, para comprobar la calidad del ADN. !
' 1

I

|

- Las mezclas de amplificacion se presentan en formato “monotest” en tubos de PCR de 0.2 — 0.5 mi, identificados con
colores diferentes para cada mezcla.

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

- Las condiciones de amplificacién son las mismas para todas las mezclas de reaccidn por lo que se pueden realizar con
un dnico programa en e} iermociclador.

1
. La enzima Phire® Hot Start || ADN Polimerasa es suministrada en el kit. :
|

- Se incluyen controles positivos de ADN clonal y policlonal.

MASTER DIAGNOSTICA
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Componentes incluidos en el kit:

Tabla 1. Composicidn de reactivos:

diagnaostica

Q

7l
REACTIVO REFERENCIA COMPONENTES CANTIDAD ok
Vidg-A{B-FAM}
(mezcla A de oligonucledtidos de las regiones <0 tUboerEé:R color
Vy J del gen TCRp, dNTP y sclucion (4GJ )
tamponada) !
Vodp-B {6-FAM) '
Mezclas de (mezcla B de oligenucledtidos de las regiones 20 tubovse'lzj(éR color
amplificacion Vy J del gen TCHg, dNTP y sciucion (46 i)

{monotest en
tubes de 0.26 0.5

MAD-003923TP-2/-5

tamponada)

Dpd (6-FAM}

20 tubos PCR color

mb) {mezcla de oligonucledtidos de las regiones D .
y J del gen TCRg, dNTP y solucion le;fspU:’)al
tamponada) u
Mezcla control interno (Cl} {6-FAM) 20 tubos PCR color
{cligonucledtidos especificos del gen p53 amarillo
exén 5, dNTP y sclucién tamponada) (46 iy
] Phire® Hot Start Il
ADN polimerasa MAD-F122-2 , * 2x 60 pi
ADN Polimerasa
ADN Control pesitive clonal T JURKAT
MAD-003993T2 {VaJg-A ¥ Dalg) 1 x 50 pl
Controles ADN Control positivo clonal T MOLT3
positivos de ADN MAD-003993T3 (Vpdp-B) 1x 20yl
: ADN Control positivo policlonal
MAD-00399483 {100ug/ml) 1 x 50ul

Este producto es para uso en diagndstico in vitro

* Aspectos legales:

El precio de venta de este producto incluye una licencia limitada, no transferible, protegida por patentes de EEUU y otras (5.500.363 y

5.352.778), propiedad de New England Biclabs, Inc., para el uso de este producte. Ninguna cotra licencia bajo estas patentes es
otorgada al cliente, expresamente o por implicacidn, per fa compra de este producto.

Ei precic de venta de este producto incluye una licencia fimitada, no transferible, protegida por patentes de EEUU y clras, propiedad ab

BIO-RAD Laboratories, Inc. para el uso de este producto. Ninguna otra licencia bajo estas patenies es olorgada al cliente,
expresamente o por implicacion, por ia compra de este producto,

Este producto esla protegido por una licencia baje patente US 5.436.149 propiedad de TaKaRa

Shuze Co. Lid.

EL producto se vende bajo ficencia de Affibody AB, Suiza.

Phire® and DyNAzyme™ son marcas registradas de Finnzymes Oy, una compafiia del grupo Thermo Fisher Scientific.
Atfibody® es una marca registrada de of Affibody AB, Suiza.
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Material necesario no suministrado en el kit: 53 i
1

Instrumentacion especifica:
Termaociclader
Microcenirifuga
Bario termostatizado/estufa
Fuente de alimentacién
Cubeta de electroforesis para ADN
Transiluminador para luz ultravioleta
Sistema de documentacion de geles
Equipo de secuenciacidn con electroforesis capilar

Material fungible:
Xileno (opcional)
Etancl 100%

Tampén PBS (para extraccion de linfocitos a partir de sangre total) I
Tampon TE 1x (10 mM Tris, 1 mM EDTA pH 8.0) i
Tubos eppendorf 1,5/0,6/0,2 ml libres de DNasa/RNasa :
Reactivos para IIevar a cabo la extraceion de ADN gendmico a partir de muestras de sangre botones
celulares, tejidos frescos, o tejidos fijados en formalina tamponada e incluidos 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 amplificadd {(geles de agarosa o
poliacrilamida y reactivos auxiliares de electroferesis). Todos fos reactivos estan incluidos en Ios
Kits de Master Diagnostica S. L.: ELECTROFORESIS DE ADN EN GELES DE AGAROSA ¥
POLIACRILAMIDA Ref: MAD-003980M y MAD-003990M respectivamente.
Reactivos para andlisis de fragmentos por GeneScan: Polimero POP-4, estandar de peso molecular
GeneScan 400HD ROX, tampon EDTA y formamida desionizada.

Precauciones:

Durante todo el desarrollc de la técnica es aconsejable el empleo de guantes desechabiles.
Dada la elevada sensibilidad de la técnica de amplificacion de ADN se recomienda que la reaccion de
amplificacién se lieve a cabo utilizande 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 maniputacion de los productos amplificades y la posterior eleciroforesis en zonas de trabajo
separadas de la zona donde se procesen las muestras y emplear plpetas distintas en cada caso. Es
conveniente delimitar tres 4reas de trabajo: la zona de procesamiento y preparacién de las muestras de
ADN, la zona de amplificacién y la zona de deteccidn (electroforesis). El flujo de trabajo debe ir siempre en
una Unica direccién, desde la zona de preparacion de las muestras y amplificacion hasta la zona de
deteccién y nunca en direccién opuesta.

Se recomienda incluir coniroles negativos de amplificacion 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 reactivos con ADN tanto procedente de muestras problema como de productos

amplificados.

Almacenamiento y transpotrte:

El Kit se transporta y almacena a -20° C. Una vez descongelada la solucién de fisis se puede guardar a 4* ¢
sin necesidad de volver congelar, Los ADN control incluidos en cada kit también se deben almacenar a 4° 0

una vez descongelados.

MASTER DIAGNOSTICA |
Avda. Conocimiento, 100, P.T. Ciencias de la Salud, 18016-Granada (Espafia)
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Antes de comenzar con la extraccion de ADN, descongelar los reactivos suministrados en el kit: aceite
mineral, solucién de lisis y un vial de solucién de proteasa. Tras su uso, €l aceite mineral y ia soiucidn de
lisis se pueden almacenar a 4% C. La sclucidn de proteasa se debe almacenar congelada a -20 °C y evitar
repetidas congelaciones/descongelaciones. |

r

1. EXTRACCION DEL ADN GENOMICO

1.1. SECCIONES DE TEJIDO INCLUIDQ EN PARAFINA

1. Tomar 1-4 secciones de tejido (segln 1a cantidad de material presente en cada seccidn) de 10 um de
grosor y colocar en tubo de microcentrifuga de 1,5 ml valiéndose de una aguja o unas pinzas finas. !
2. Anadir 500 yl de aceite mineral {incluido en el kit) y calentar en blogue térmico 2 min a 952 c.
Centrifugar 2 min a 8000 rpm en microcentrifuga. '

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

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

5. Preparar una mezcla de solucion 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.

6. Al botdn de tejida resultante afiadir un volumen adecuado de la mezcia anterior (50-500 pi}, hasta
conseguir que el tejido guede en suspensién en la solucion. (Este punto es muy importante para
conseguir un buen rendimiento de ADN y degradar los restos celulares contaminantes, que podrian
interferir en |a posterior amplificacién de dicho ADN). |

t

7. 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 termostatizado ¢ blogue térmico. i

8. Calentar a 952 C en blogue térmico durante 8-10 min para inactivar la proteasa.

9. Centrifugar 5 min a velocidad méxima. Tras centrifugar deben quedar dos fases, una superior gque
corresponde a los restos de aceite minerat y una inferior acuosa que contiene el ADN en solucion. En
el fondo del tubo puede quedar un peguefio botén de restos de tejido no digeridos. RECOGER LA
FASE ACUOQSA (contiene el ADN) evitando tomar restos de tejido 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, o a -20/-80 *C durante varios meses.

1.2. TEJIDO CONGELADO

i. Cortar 1-2 secciones de tejido en criostato o bien ayudandose con una hoja de bisturi y colocar en
tubo 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 evaporacidn de la solucion de lisis durante la incubacion a 55 °C se pueden aﬁadir
unas gotas de aceite mineral incluido en el kit.

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

master@vitroweb.com  www.masterdiagnostica.com 4711

Mﬁz%ﬂmez

BioSysterns S.A.



mailto:master@vitroweb.com
http://www.masterdlagnostica.com

master
@Q diagnaostica

1.3. MUESTRAS DE SANGRE PERIFERICA/MEDULA OSEA

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

1. Aislar poblacién blanca mediante Bulfy 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

separara una fase superior de plasma, una inferior con la poblacion roja y una delgada interfase entr‘le
ambas con las células blancas {buffy coat). (En una centrifuga clinica tipica 1500-2000 x g equivale a

3000-3400 rpm).
2. Recoger la poblacidn blanca intermedia y pasar a un tube limpio.

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

{
4. Centrifugar a 3000 rpm 5 min para precipitar las células blancas. {
5. Resuspender el botdn celular en 1 ml de tampon TE 1X y pasar a un tubo eppendarf de 1,5 mi. l
6. Centrifugar a 8000 rpm 5 min en microcentrifuga y eliminar el sobrenadante. |
7. Continuar con el paso 5 del protocolo 1.1 para muestras parafinadas, i

Nota: Para evitar evaporacion de la solucién de lisis durante fa incubacién a 55 °C se pueden afiadir unas
gotas de aceite mineral incluido en el kit.

2. REACCION DE AMPLIFICACION

Por cada muestra de ADN problema a analizar se amplificaran 4 mezclas: mezclas Vplg-A, ViJs-B Y
Dpls-C del gen TCR; y mezcla de control interno (CI). Se recomienda preservar todas las mezclas de la
luz, ya que centienen cebadores marcados con fluorescencia.

2.1, PREPARACION DE LAS MUESTRAS

1. Descongelar 1 tube rojo (Vals-A), 1 fubo verde (VgJs-B), 1 tubo plrpura (Dgls-C) y un tubo amarlllo
(C) por cada muestra, mantener en hielo y aftadir a cada uno de ellos:

- 1 yi de enzima Phire® Hot Start [1 ADN Polimerasa
- 3l de la muestra de ADN* ;

2. Mezclar 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: Es importante mantener los fubos en hielo hasta el momento de coiocar en el termociclador, para
evitar uniones inespecificas de los "primers”.

2.2. AMPLIFICACION

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

MASTER DIAGNOSTICA
avda. Conocimiente, 100, P.T. Ciencias de la Salud, 18016-Granada (Espafia) |

master@vitroweb.com www.masterdiagnestica.com 5/11

BloSysTems S.A.



mailto:master@vitroweb.com

master
@5 diagnostica

98%C 2 min.

35 ciclos:
98¢ C10s
60:C 10 s
72°C 15 s

72:C 1 min i

2. Mantener los tubos a 12-15 °C cuando finalice la reaccion. Si no se van a procesar las muestras en e
momento, se pueden almacenar a 4 °C 0 a -20 2C hasta su uso. :
2.3. CONTROLES DE AMPLIFICACION RECOMENDADOS

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

[2]

Para controlar la posible presencia de contaminaciones de unas muestras con otras o de alguno de lo
reaclivos comunes usades durante la manipulacion de las muestras, se recomienda procesar una muestr;
“planco” sin ADN. Esta muestra llevaria los mismos reactivos empleados en la extraccion cel ADN de ia
muestras y seguirfa un procesamiento similar al resto de las muestras pero, al no contener ADN, 8

resultado tras la amplificacién deberia ser ausencia de sefial para todas las mezclas.

2o TRTm

Asi mismo, aungue no es imprescindible, es aconsejable analizar cada muestra por duplicado; es decjr
partiendo del mismo ADN gendmico realizar por duplicado [as amplificaciones para todos los
fragmentos. De esta forma se facilita la interpretacion de resultados dudoscs y se verifica con el duplicado el
tamafio de picos monoclonales en el seno de una peblacion policlonal reactiva. ‘

3. ANALISIS DE LOS PRODUCTOS AMPLIFICADOS

3.1. ELECTROFOQRESIS EN GELES

jPrecauciones!. Dada la elevada sensibilidad de la técnica de amplificacidn que genera cantidades
elevadas de un fragmento especifico de ADN, dicho producto amplificado representa una potente fuente de
contaminaciér en el laboratorio. Es recomendable llevar a cabo la manipulacion y electroforesis de los
productos amplificados en una zona de trabajo alejada del lugar donde se realiza el procesamiento de Ias
muestras, para evitar la contaminacion de éstas con el ADN amplificado, que podria conducir a resultados
falsos positives.

El revelado de los productos amplificados se puede llevar a cabo tanto en geles de agarosa (4%) como eh
geles de poliacrilamida (6-8%) con tampén TBE 0.5X. La resolucién en geles de poliacrilamida es superior a
la de los geles de agarosa. ‘
Master Diagnéstica dispone de Kits para electroforesis de ADN tanto en geles de agarosa coma de
poliacrilamida listos para usc que incluyen ademds todos los reactivos necesarios para llevar a cabo la
electroforesis: marcador peso molecular, tampon de carga, tampén TBE concentrado, EtBr. (N2 de Cati:
MAD-003980M y MAD-003990M para agarosa y poliacrilamida respectivamente).

Con objeto de diferenciar productos derivados de poblaciones mono 6 pcliclonales, se recomienda llevar
cabo un analisis de “heteroduplex” de los productos de PCR, mediante desnaturalizacion/renaturalizacio
de los productos amplificados.

o o1
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Si ha ocurrido reordenamiento clenal del gen TCRa, se obtendrd un "homoduplex”, mientras gque i::TP
muestra es policlonal, tras el proceso de desnaturalizacién/renaturalizacion se formaran “heterodupiex” con
uniones heterogéneas. !

3.1.1. PROCEDIMIENTO
1. Desnaturalizar los productos de PCR a 94% C, 5 min.
2. Re-naturalizar transfiriendo rapidamente a hielo (4 °C) y mantener 10-60 min.

3. Colocar el gel de agarosa o poliacrilamida en su cubeta correspondiente y cubrir con tampon de
eleciroforesis TBE 0,5X.

4, Tomar 20 pl de producto de PCR y mezclar con 4 pl de tampon de carga 6X.

5. Cargar las muestras en los pocillos del gel y colocar en uno de los carriles 10 p! 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 dependiendo del tipo de gel, cubeta de electroforesis, tamafo del producto amplificado, etc.

7. Tenir con 0.5ug/ml EtBr en agua o TBE 0,6X y visualizar en transiluminador con luz ultravicleta.

3.2. ELECTROFORESIS CAPILAR

Todas las mezclas de PCR contienen cebadores marcados con el flucrocromo 6-FAM, lo gque permite que
estos productos de PCR ademas de poder visualizarse por electroforesis convencional, se puedan analizar
mediante electroforesis capitar en GENESCAN.

Los secuenciadores automéaticos basadoes en la electroforesis capilar, como los equipos AB[ PRISM® 310y
3100 Genstic Analyzers de Applied Biosystems, constituyen sistemas con una alta tasa de reproducibilidad
y sensibilidad en la secuenciacion y andlisis de fragmentos genémicos. La eficiencia supera a la mayoria de
los analisis de secuencias basados en el uso de geles de acrilamida. Ademas, estos sistemas permiten el
analisis de los resultados de un medo rapido y preciso mediante software especificades.

3.2.1. PREPARACION DEL PRODUCTO DE PCR

1. Mezclar en un tubo eppendorf de 0.2 ml:
15 ul de formamida desionizada + 0.5 ul del marcador 400HD ROX + 1 6 2 ul de ADN amplificado
(este velumen de producte amplificado se puede modificar si la sefial fluorescente esta fuera del
range optimo).

2. Homogeneizar en vortex y dar un pulso.
3. Desnaturalizar a 95°C x 5 min, eniriar a 42 G y cargar en secuenciador.
Condiciones de electroforesis: ,.»*""

Gel: polimere 3100 POP4

Buffer: 310C buffer con EDTA 1x

Electroforesis; 25-30 minutos aprox.

Intensidad éptima de fluorescencia: hasta un maximo de 10.000 unidades
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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 suficientes para generar un resuitado valido en el electroforograma, se recomienda cargar una
alicuota de los productos de PCR (incluide 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. Asl, uh
exceso de una muestra clonal puede resultar en un patron de picos gue simularia lo que podria ser una
muestra policlonal. i

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 INTERNQ DE AMPLIFICACION (Cl)

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. Este controf de amplificacion es imprescindible, sobre todo en aquellas muestras obtenidas de
material incluido en parafina, en donde la calidad y cantidad del ADN obtenido son desconocidas.

Si no aparece banda/pico de amplificacion con el Cl, no se puede valorar un resultado negativo dfe
amplificacién de los fragmentos TCR;. Puede deberse a que no se haya obtenido ADN suficionte en el
proceso de extraccion, o a que el ADN esté parcialmente degradado. En estos casos se puede mejorar el
rendimiento y la calidad del ADN prolongando la incubacion del tejido con el tampén de Iisis+proteasi'=1
durante 24-48 horas mas.

Si tras repetir el proceso no se consigue amplificacién, la muestra tendria que Informarse como: “no
valorable para andlisis de fragmentos del gen TCRg por PCR"

4.2, REORDENAMIENTOS DE FRAGMENTOS TCRj,

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

Tabla 2.
Mezcla de Rango de ADN control Color
cebadores Tamafio positivo clonal (tubo PCR)
Vada-A 240-280 pb JURKAT (265 pb) rojo
Vadp-B 240-285 pb MOLT 3 (263 pb) verde
Dads 170-210pb  JURKAT (309 pb} parpura
285-325 pb
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4.2.1 CONTROLES POSITIVOS Y NEGATIVOS DE AMPLIFICACION:

El control negativo de amplificacin realizado con una muestra “blanco” tendria que dar ausencia de
ampiificacién en todas las mezclas ensayadas (incluido Cl). Si se detecta producte amplificado en alguna
mezcla de PCR, estaria indicando la presencia de contaminacion de los reactivos y habria que repetir él
ensayo para validarlo. :
El control positivo policlonal deberia dar maitiples bandas (gel) o picos (GeneScan) dentro del rango
de tamafo indicado en |a tabla 2 para cada mezcla de amplificacion, !

El control positivo clonal dard una o varias bandas o picos para cada una de las mezclas de PCR
ensayadas, cuyo tamano se indica en |a tabla 2. I
Cualquier resultado diferente al esperado, obtenido tras analizar los ADN controles positivos, estari
indicando gque el ensayo no es valido y las muestras problema no pedrian ser interpretadas.

4.2.2 ANALISIS DE LA MUESTRA PROBLEMA:

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

GELES DE AGAROSA- POLIACRILAMIDA t

El reordenamiento clonal del gen TCRg, se visualiza mediante electroforesis por la presencia de una o
varias bandas Intensas y nitidas dentro del rango de tamafio esperado (Figura 1). Se considera que
una muestra es “positiva” cuando se detectan una o varias bandas con alguna de las mezclafs
de amplificacion ensayadas: VgJg-A, Vgds-B ¥ Dpdp. Los reordenamientos de las regiones Vi y DJ
pueden coexistir dentro de un mismo clon, En algunos casos pueden aparecer reordenamientgs
oligoclonales.

Si no hay reordenamiento clonal y la muestra problema esta compuesta por una poblacion
heterogénea policlonal de células T, se formara un heteroduplex y el resultado tras la electroforesis
sera una multitud de bandas dentro del rango de tamafio, que se visualizan en el gel como una
mancha o “smear” ancha y difusa (Figura 1). |

ELECTROFORESIS CAPILAR |

Los productos de amplificacion marcados con fluorocromo son separados mediante electroforesi
capilar en funcidn de su tamafic y se detectan automaticamente con un laser. E
El resultado puede ser una distribucién gausiana de multiples picos, representando ml]ltiplefs
productos amplificados con diferente tamafio {dentro del rango de tamario esperado), en el caso de
un proceso linfoproliferativo policlonal {Figura 2} y se informara como “la muestra analizada no
presenta recrdenamiento clonal para el gen TCRB con las condiciones de este ensayo”. '

Cuando aparecen uno o varios picos unicos o prominentes dentro del rango de tamafo, con
alguna de las mezclas de cebadores ensayadas, se corresponderia con un proceso linfoproliferativo
clonal (Figura 2). Estos resultados se informarian como: "la muestra analizada presenta
reordenamiento clonal para el gen TCRB con las condiciones de este ensayo”, ‘

|

A veces aparecen en un mismo electroferograma multiples picos de diferente tamarfio, alguno de los
cuales resalta en altura frente a los demas, El criterio para considerar uno o varios pices (un maximo
de 4) positives es que tengan una altura 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
pico positive, el que el tamaro de dicho pico coincida en el duplicado, si se ha realizado un
duplicado de amplificacién. Si no supera ese valor, todos los picos se considerarfan como
correspondientes a una poblacién policlonal. Si el pico o picos que resaltan esta al {imite de altura
minima necesaria para ser considerados clonales y no coinciden en tamafio en el duplicado de la
MASTER DIAGNOSTICA
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Figura 1. Analisis de resultados en gel de agarosa 4%. 1. Estdndar MW, 2. Mezcla VgJg-A, Iinea celular JURKAT; 3.
Mezcla Vada-B, Linea celular MOLT 3; 4. Mezcla Dgdg, linea celular JURKAT; 5. Mezcla Vgda-A, amigdala; 6. Mezcla
Vdp-B, amigdala; 7. Mezcla DgJg, amigdata.

Figura 2. Andlisis de resultados por electroforesis capilar en GeneScan. Tipica distribucidn gausiana de una
poblacién peliclonal {A) y picos monoclanales (B) ebtenides con los productos de PCR Vidp-A | Vpdp-B y Dpdg
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5, LIMITACIONES DEL ENSAYO

En una muestra gue contenga una mezcla de células T tumorales {clonales) y una peblacién de células T
reactivas acompanante, puede ocurrir que la banda nitida indicativa de clonalidad quede enmascarada por
el resto de las multiples bandas y no sea posible su visualizacién mediante electroforesis en gel [o
GeneScan.

Este método es capaz de detectar entre 5 y 10 ¢élulas tumorales en 100 células nermales. Los resultades

se han obtenido tras ensayar las tres mezclas de amplificacion con diluciones seriadas de una muestra de

ADN procedente de Iinea celular de linfoma T con un ADN de linfocitos de sangre periférica. C]
e

El gen TCRRB esta reordenado en mas del 80% de los linfomas T peritéricos, leucemias promielociticas
células T (T-PLL), leucemias linfociticas granulares de células grandes 7 (T-LGL), y en un 75 % de Ids
linfomas anaplasicos de células grandes T.

Un resultado negativo de clonalidad con este ensayo, no excluye el diagnastico de linforma por otro tipo de
datos clinicos, morfolégicos e inmunofenotipicos.
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PROYECTOS DE ROTULO

» PROYECTO DE ROTULO EXTERNQO

1 - Nombre del producto:

» KIT PARA ANALISIS MOLECULAR DEL GEN TCR beta

2 - Nombre del establecimiento elaborador: .

MASTER DIAGNOSTICA Avda. Conocimiento 100. P. T. Ciencias de la Salud 18016-Granada (EJ
2a - Nombre del establecimiento importador:

Biosystems S.A.

Av. Dorrego 673

CKB1414- Buenos Aires
Argentina

3 - Leyenda “Autorizado por el MS y AS”: AUTORIZADO POR ANMAT Certificado N°:
4 - Niimerc de lote o partida:
5 - Fecha de Vencimiento:

6 - Constitucion del equipo:

7 - Unidades métricas: Kit para 20 Test

8 - Leyenda “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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Rotulos internos
-Rotulo interno en la_caja

Las mezclas A, B y de control interno no Ilevan etiqueta en el propio tubo. Tal y como indica la Ficha Técmca
vienen identificadas por colores.
Adicionalmente, en el interior de la caja hay una etiqueta que indica a que color corresponde cada mezcla

TCRB REARRANGEMENTS ' ‘
MOLECULAR ANALYSIS KIT

Red tube: mix VB-JA-A of TCRA gene [} ,

Greon tube: mix VE-JE-8 of TCRS gene (1) :
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PROYECTOS DE ROTULO

» PROYECTO DE ROTULO EXTERNO

1 - Nombre del producto:

» KIT PARA ANALISIS MOLECULAR DEL GEN TCR beta

Sobrerdtulo Externo

GEN TCR beta
-VBIB-A(6-FAM)
20 tubos PCR color (46 pl)

-V3)3-B (6-FAM)
20 tubos PCR color (46 pl)

-DBIB (6-FAM)
20 tubos PCR (46 pl)

-Mezcla control interno (CI) (6-FAM)
20 tubos PCR (46 )

KIT PARA ANALISIS MOLECULAR DEL

*+* A demds de este sobrerotulo, se coloca otro sobrerotulo (ya presentado) con los datos del Importadc
Direccidn Técnica, ndmero de certificado de autorizacion por ANMAT y leyenda “Uso Profesicnal Ex
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CERTIFICADO DE AUTORIZACION DE VENTA

DE PRODUCTOS PARA DIAGNOSTICO DE USO IN VITRO
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Expediente n®:1-47-3110-1663/14

Se autbri'za a la firma BIOSYSTEMS S.A. a comercializar el Producto para
Diagnéstico de uso “in vitro” denominado TCR Beta Rearrangements|Molecular
Analysis Kit / deteccion de clonalidad en procesos linfoproliferativos de origen T,

mediante la amplificacién de los segmentos reordenados VBIB y DBJB del gen

TCRB, en envases conteniendo mix VBIB-A of TCRB gene (Tubos color rojo: 20 x 46
ul), mix VBIB-B of TCRB gene (Tubos color verde: 20 x 46 ul), mix DBJB-B of TCRBG

gene (Tubos color purpura: 20 x 46 pl), Internal Control mix (Tubos color amarillo:

20 x 46 ul), Phire Hot Start II DNA Pofymerase (2 x 60ul), Clonal T Positi\|/e Controi
|

DNA JURKAT (50 ul), Clonal T Positive Control DNA MOLT3 (20 ul), Polyclonal

Positive Control DNA(50 pul), para 20 test.Se le asigna la categoria:| Venta a

laboratorio de Andlisis clinicos por hallarse comprendido en las condiciones

establecidas en la Ley 16.463, y Resolucién M.S. y A.S. N® 145/98.'Lugar de
elaboracién: Master Diagndstica S.L., Avda. Del Conocimiento N°100, PL Ciencias
de la salud, 18007 Granada (ESPANA). Periodo de vida Gtil: 15 (QUINCE) meses
desde la fecha de elaboracién conservado a -200C. En las etiquetas de los

, . i
envases, anuncios y Manual de instrucciones debera constar PRODUCGTO PARA

DIAGNOSTICO DE USO "IN VITRO” USO PROFESIONAL EXCLUSIVO AUTORIZADO
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POR LA ADMINISTRACION NACIONAL DE MEDICAMENTOS, ALIMENTOS Y
TECNOLOGIA MERI ._

Certificado no:ﬁ(0 8 3 0 4

ADMINISTRACION NACIONAL DE MEDICAMENTOS, ALIMENTOS Y TECNOLOGIA
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