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La empresa Biotype GmbH desarrolla, produce y distribuye aplicaciones basadas en PCR
para diagnosticos médicos.

Nuestros kits de ensayo Mentype® garantizan los maximos estandares de calidad.

Estamos a su entera disposicion para mas informacion y sugerencias. Péngase en
contacto con nosotros o visite nuestro sitio web www.biotype.de.
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Mentype® AMLplex®s

1. Uso previsto

El kit Mentype® AMLplex® estd destinado a la deteccion cualitativa de 34 variantes
transcripcionales que pueden generarse en determinados casos de leucemia mieloica aguda
(AML) por translocaciones cromosdmicas (mutaciones somaticas) bajo la influencia de 11
fusiones génicas diferentes.

Las aplicaciones de Mentype® AMLplex® estdn destinadas al uso exclusivamente
profesional en laboratorios especializados. El personal debe estar capacitado para el uso de
técnicas PCR y de diagndsticos en vitro.

2. Informacion basica

La deteccion de aberraciones cromosémicas especificas tiene una gran importancia como
prondstico y, por lo tanto, son indispensables en el diagndstico de leucemias agudas. La
identificacion de las translocaciones genéticas especificas permite clasificar los subtipos de
leucemia para adaptar las terapias al paciente y reducir riesgos.

El kit Mentype® AMLplexs hace posible una sdlida identificacion, de facil realizacion en las
rutinas de diagnostico, de las aberraciones cromosomicas que subyacen a la leucemia
mieloica aguda (AML).

3. Descripcion del producto Mentype® AMLplex2s

Mentype® AMLplex® identifica mediante una formula multiparametro 34 variantes de
transcripciones de los siguientes genes de fusion: RUNX1-RUNX1T1, BCR-ABL, PICALM-
MLLT10, CBFB-MYH11, DEK-NUP214, KMT2A-MLLT4, KMT2A-MLLT3, KMT2A—ELL,
KMT2A-PTD, NPM1-MLF1 y PML-RARA (ver Tabla 1).

Los resultados de Mentype® AMLplex@ estdn asegurados por dos controles internos. El
control interno de PCR (Quality Sensor “control QS”) indica el éxito de la reaccion de
amplificacion; un “control ADNc” (control ABL) se encuentra incluido en el kit para mostrar
la calidad el ADNc utilizado.

El ensayo consiste en analizar la longitud de los fragmentos mediante electroforesis capilar
en gel. El cebador esta marcado con los colorantes fluorescentes 6-FAM, BTG o BTY.
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Fusion de genes

Aberracion cromosomica

Tabla 1 Fusiones de genes y variantes de transcripciones que pueden ser detectadas con
Mentype® AMLplex®s

Variante

RUNX1-RUNX1T1
(AML1-ETO)
BCR-ABL

PICALM-MLLT10
(CALM-AF10)

CBFB-MYH11

DEK-NUP214 (DEK-CAN)
KMT2A-MLLT4 (MLL-AF6)
KMT2A-MLLT3 (MLL-AF9)

KMT2A-ELL (MLL-ELL)

KMT2A-PTD (MLL-PTD)

NPM1-MLF1
PML-RARA

1(8;21) (422,022

1(9;22) (a34;911)

(10;11) (p13;914)

inv(16) (p13;922)

t6:9) (p23;034)
t(6;11) (a27;023)
t9;11) (p22;023)

1(11;19) (923;p13.1)

Partial Tandem Duplication

1(3;5) (425.1;034)
1(15;17) (922;921)

ela3

ela2

b3a2

b3a3

b2a2

b2a3
MLLT10_240-PICALM_1987
MLLT10_240-PICALM_2092
Tipo A
Tipo B
Tipo C
Tipo D
Tipo E
Tipo F
Tipo G
Tipo H
Tipo |
Tipo J
6A_(THP-1)
7A_(104)
8A_(MMB)
6B_(9B)
e10e2
e10e3
€9e3
e10e3
elle3
bert (PR-L)
ber2 (PR-V)
ber3 (PR-S)
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3.1 Instrumentos

Los kits Mentype® AMLplex® han sido verificados y validados para los siguientes
termocicladores de PCR:

e GeneAmp™ 9700 Silver Thermocycler (Applied Biosystems™)
e  Eppendorf Mastercycler ep-S (Eppendorf AG)
e  Biometra T1 (Analytik Jena AG)

Los kits han sido verificados y validados para los siguientes sistemas de electroforesis capilar
en gel utilizando POP-4™ (Applied Biosystems™) y una longitud capilar de 36 cm; se ha
verificado el uso de POP-7™:

e  ABIPRISM® 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems™)
e  ABIPRISM® 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems™)
e ABIPRISM® 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems™)

La evaluacion de los datos ha sido verificada con las siguientes versiones de software:

e  GeneMapper™ ID 3.2 (Applied Biosystems™)
e  GeneMapper™ ID-X 1.4 (Applied Biosystems™)

El uso de los kits Mentype® AMLplex@s en otros instrumentos o con software distintos a los
indicados mé&s arriba tiene que ser verificado y validado por el usuario bajo su
responsabilidad.

3.2 Tipo de muestras

Los kits Mentype® AMLplex® han sido validados con ADNc, sintetizado a partir de ARN que
fue aislado de sangre entera con citrato.

El producto Mentype® AMLplex2S estd validado para el uso de 1 pL de ADNc sintetizado a
partir de 1 pg de ARN en un volumen de reaccion de 20 pL. El uso de mayores cantidades
de ADNc tiene que ser validado por el usuario.
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4. Advertencias e indicaciones de seguridad

Por favor, observe las hojas de datos de seguridad (SDS) de los productos Biotype que
ponemos con agrado a su disposicion previa solicitud (support@biotype.de). Solicite las
hojas de datos de seguridad de los reactivos que no estén incluidos en el kit de ensayo al
fabricante respectivo.

Lea atentamente las instrucciones de uso antes de utilizar el producto.

Revise todos los componentes en el momento de recibir el producto y controle la cantidad,
el tipo y el envasado (ver el capitulo 5.1, Contenido del kit), el correcto marcado, la
congelacion de los reactivos y el estado del embalaje de los reactivos.

Utilice guantes, bata de laboratorio y, dado el caso, proteccion ocular para manipular el
ensayo.

Evite la contaminacion de las muestras con nucleasas (DNasa / RNasa) empleando puntas
de pipeta desechables sin DNasa/ RNasa con filtro absorbente de aerosoles.

Utilice zonas de trabajo separadas para la preparacion de las muestras (pre-PCR), la
preparacion de las mezclas maestras y el tratamiento posterior y andlisis de las muestras
(post-PCR). Conserve los controles positivos separados fisicamente de los componentes del
kit.

En funcion de las directivas o de las disposiciones de la normativa local, nacional y/o federal,
asi como de organizaciones de acreditacion, pueden ser necesarios controles adicionales.

No utilice los componentes del kit con la fecha de caducidad sobrepasada y no mezcle las
cargas.

Deseche los residuos de las muestras y de los ensayos siguiendo las disposiciones locales
de seguridad.

Para lote LEUK01095 (Reaction Mix A lote CH2001597)
Este kit de ensayo contiene la siguiente sustancia potencialmente peligrosa.

Tabla 2 Componentes potencialmente peligrosos de los kits Mentype® AMLplex2s

Componente Sustancia quimica Riesgo

Toxico en caso de ingestion, desarrolla

‘ Reaction Mix A Azida de sodio NaNs gases toxicos al contacto con cidos

4.1 Control de calidad

Todo el contenido de los kits de ensayo es sometido a estrictos controles de calidad por
Biotype GmbH. La calidad de los kits de ensayo es verificada de forma continua para
certificar su aplicabilidad. Por favor, envie todas sus preguntas sobre los controles de calidad
a la direccion de correo electronico support@biotype.de.
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5. Material incluido

5.1 Gontenido del kit

Los kits Mentype® AMLplex®S contienen los componentes siguientes en cantidad suficiente
para la realizacion de 25, 100 o 400 reacciones.

Tabla 3 Tamarios de envase y componentes de los kits Mentype® AMLplex2$

Etiqueta Contenido Volumen por tamafio de envase
25 reac. 100 reac. 400 reac.
Nuclease-Free Water ﬁggéggz de 1,5mL 2x15mL  6x1,5mL
Reaction Mix A Mezcla de reaccion A 250 pL 500 pL 2x1,0mL
'F\,"rier?]tgfﬁjx“”""'exus Mezcla de cebador 6341 250l 4x 250
mlytrlngarg@si DNA s ?aD(;\lzpollmerasa Multi 1041 401 160 1L
I’\\l:gl]itg péi(?el\ranlex“S Escalera alélica 25l 25 L 4x251L
(%I\%)Sme Standard 550 z%t,(log 5doe (Ié)?gl)tud de 13 4L 50 4L 200 L

Tenga en cuenta que los componentes de los diferentes lotes de kits no deben mezclarse.
Se puede encontrar una vista general de los nimeros de lote en la etiqueta situada en el
interior de la tapa de la caja. No esta permitido utilizar alicuotas de los componentes del kit
en otros recipientes de reaccion.

5.2 Informacion para pedidos

Por favor, envie su pedido por escrito a la direccion de correo electronico sales@biotype.de.
El pedido tiene que contener los nimeros de pedido indicados en las tablas Tabla 4 y Tabla
, pagina 29.

Nota: Tenga en cuenta que el tamafio de embalaje 10 para reacciones ya no esta a la venta.

Tabla 4 Numeros de pedido de los kits Mentype® AMLplex®

Producto Tamaiio N° de ped.

Mentype® AMLplex2s 25 reacciones 45-31220-0025
Mentype® AMLplex® 100 reacciones 45-31220-0100
Mentype® AMLplex2s 400 reacciones 45-31220-0400
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5.3 Otros reactivos y equipos necesarios (no incluidos en el kit)

Para la calibracion inicial del equipo de electroforesis capilar en gel a los colorantes
fluorescentes especificos de los kits Menytpe® AMLplex® es necesario realizar una
calibracion espectral con el siguiente reactivo de Biotype GmbH (Tabla 5).

Tabla 5 Otros reactivos necesarios de Biotype GmbH

Reactivo Aplicacion Tamaiio N° de ped.
q Calibracion espectral del sistema
z?:t:g S 1 de electroforesis capilar en gel 5x25 L 00-10411-0025
9 (un capilar)
) Calibracion espectral del sistema
mﬁmx Standard BT5 de electroforesis capilar en gel 25 L 00-10421-0025
(varios capilares)
) Calibracion espectral del sistema
mﬁmx Standard BTS de electroforesis capilar en gel 2x25 L 00-10421-0050
(varios capilares)

Para la amplificacion de PCR se necesitan los siguientes materiales e instrumentos:

centrifuga de mesa con un rotor para recipientes de reaccion de 2 mL
e  placas de reaccion de 96 pocillos o tubos de reaccion de 0,2 mL; tapas o films
adecuados para las placas de 96 pocillos, una centrifuga con rotor para placas
de microtubos
agitador vortex, apto para placas de 96 pocillos o tubos de 0,2 mL
pipetas, puntas de pipeta con filtros (desechables)
guantes desechables sin polvo
kit apropiado para el aislamiento de ARN (ver el capitulo 7.1.1, Aislamiento de
ARN)
e instrumento adecuado para la medicion cuantitativa de la concentracion de ARN
tras el aislamiento y la purificacion (ver el capitulo 7.1.1, Aislamiento de ARN)
e kit apropiado para la sintetizacion de ARN en ADNc (ver 7.1.2, Transcripcion de
RNA a ADNc )
bloque de hielo para la conservacion temporal de la polimerasa
termociclador de PCR apropiado (ver el capitulo 3.1, Instrumentos)
formamidas Hi-Di™ (Applied Biosystems™)
reactivos y consumibles para el sistema de electroforesis capilar en gel
instrumento apropiado para la electroforesis capilar en gel (ver el capitulo 3.1,
Instrumentos)

Aviso: verifique si todos los equipos estan correctamente instalados, mantenidos y calibrados
de acuerdo con las especificaciones del fabricante. Compruebe si estan disponibles todos
los reactivos para la realizacion de la PCR y para el sistema de electroforesis capilar en gel
(ver las instrucciones de uso del fabricante respectivo).
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6. Almacenamiento

El envio de los kits Mentype® AMLplex®s se efectia en hielo seco. Los componentes del kit
llegan congelados. Si alguno de los componentes no esta congelado a su llegada o los tubos
han sufrido dafios durante el transporte, consulte las medidas a tomar con Biotype GmbH

(support@biotype.de).

La conservacion de los componentes en almacén tiene que efectuarse a una temperatura
entre -25 °Cy -15 °C. El ADNc de control y los reactivos para la post-PCR (escalera alélica
y estandar de tamafio de ADN BTO) deben estar separados de los reactivos para PCR.

Debe evitarse la descongelacion y congelacion frecuentes. No se permite sobrepasar 20
ciclos de descongelacion y congelacion.

Los kits Mentype® AMLplex@S tienen que estar protegidos de la luz.

La caducidad de los kits de ensayo estd indicada en la etiqueta del envase.
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7. Etapas de trabajo de Mentype® AMLplex?s
7.1 Preparacion de las muestras y el volumen de aplicacion de ADNc

7.1.1 Aislamiento de ARN

La calidad del ARN aislado influye de forma decisiva sobre el rendimiento y la capacidad de
todo el sistema de ensayo. Es imprescindible garantizar que el sistema empleado para el
aislamiento del ARN sea compatible con la tecnologia PCR.

Los siguientes kits han sido probados para el aislamiento de ARN y son aptos para la
aplicacion:

o RNeasy Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden, DE)

e RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden, DE)
El uso de kits de aislamiento de ARN alternativos tiene que ser validado por el usuario bajo
su responsabilidad.

Aviso: para la exactitud de los resultados es necesaria una cuantificacion de ARN (p. €j.
mediante espectroscopia ultravioleta visible UV/VIS con A260 nm y la determinacion de
calidad con un cociente de A260 / A280, que deberia situarse entre 1,7 y 2,0).

7.1.2 Transcripcion de RNA a ADNc

Tras realizar con éxito el aislamiento y la cuantificacion del ARN tiene lugar la sintetizacion
del ADNc con ayuda de los kits comerciales disponibles en el mercado. Se ha validado una
reaccion de transcripcion con 1 pg de ARN en un volumen de reaccion de 20 pL.

Los siguientes kits han sido probados para la sintetizacion y son aptos para la aplicacion:
e High Capacity cDNA Transcription Kit (Applied Biosystems™)
e  (QuantiTect Reverse Transcription Kit (Qiagen GmbH, Hilden, DE)

El uso de kits de transcripcion alternativos tiene que ser validado por el usuario bajo su
responsabilidad.

7.1.3 Uso del ADNc molde

El kit Mentype® AMLplex@ ha sido optimizado para el uso de 1 uL de ADNc (sin diluir),
preparado como se describe en el capitulo 7.1.2.

La cantidad de ADNc molde puede aumentarse para muestras de pacientes criticos. Como
maximo se deberia utilizar 1/10 del volumen de la reaccion RT. En la solucion de reaccion
de los kits Mentype® AMLplex2 debe corregirse el volumen de agua sin nucleasas, de
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modo que el volumen total de la solucién para la PCR sea siempre de 25 pL. Este
procedimiento tiene que ser validado por el usuario bajo su propia responsabilidad.
7.2 Preparacion de la mezcla maestra

Antes de preparar la mezcla maestra es conveniente mezclar bien (en vortex) y centrifugar
brevemente (aprox. 10 seg.) todos los reactivos. Conserve el ADN polimerasa Multi Tag 2 en
un blogue de hielo durante la manipulacion.

El volumen total de la solucion para la PCR tiene que ser siempre de 25 L.

Tenga en cuenta los controles positivos y negativos en la cantidad de reacciones de PCR a
preparar. Afiada a la cantidad total una o dos reacciones para compensar los errores de
pipeta.

La tabla siguiente sefiala los volimenes de los componentes del kit empleados con un
volumen de muestra (ADNc molde) de 1,0 L en un volumen de reaccion de 25 pL.

Tabla 6 Solucion de mezcla magstra para una reaccion Mentype® AMLplex® con 1 L de ADNc

Nuclease-Free Water 16,1 L
Reaction Mix A* 5,0 uL
Mentype® AMLplex® Primer Mix 2,51L
Multi Tag 2 DNA Polymerase (hot start, 2,5 U/uL) 0,4 L
Volumen total de mezcla maestra 24,0 uL
ADNc molde 1,0 L

* Contiene Mg?*, dNTPs, BSA

7.2.1 Control positivo

En primer lugar, diluya el control positivo incluido en el kit Control cDNA Kasumi 1 con agua
sin nucleasas en la relacion 250 ng/uL (1:2, p. €j. 1 uL Control cDNA Kasumi 1 + 1 pL
Nuclease-Free Water).

Utilice para el control positivo el Control cDNA Kasumi 1 diluido en lugar de 1 pL de ADNc
molde del control positivo diluido. Pipetee el ADNc de control en lugar del ADNc molde en
los tubos de reaccion con la mezcla maestra para PCR preparada.

La tabla siguiente muestra los volimenes de los componentes del kit empleados con 1 pL
de ADNc de control y un volumen de reaccion de 25 L.
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Tabla 7 Solucién de mezcla maestra para una reaccion Mentype® AMLplex? con 1 L de control

positivo
Comparonte —————————vaumenporsomsionPih |

Nuclease-Free Water 16,1 uL

Reaction Mix A* 5,0 UL

Mentype® AMLplex®s Primer Mix 2,5 1L

Multi Tag 2 DNA Polymerase (hot start, 0.4 4L

2,5 UML)

Volumen total de mezcla maestra 24,0 uL

Control cDNA Kasumi 1 1,0 pL

* Contiene Mg?*, dNTPs, BSA

7.2.2 Control negativo

Como control negativo (No Template Control), pipetee en los tubos de reaccion 1 L de agua
sin nucleasas, en lugar del ADNc molde, con la mezcla maestra para PCR preparada.

La siguiente tabla muestra los volimenes de los componentes del kit utilizados con 1 L de
agua sin nucleasas y un volumen de reaccion de 25 |IL.

Tabla 8 Solucion de mezcla maestra de control negativo para una reaccion Mentype® AMLplex?

Componente Volumen por solucién PCR

Nuclease-Free Water 16,1 pL
Reaction Mix A* 5,0 L
Mentype® AMLplex®s Primer Mix 2,5 L
Multi Tag 2 DNA Polymerase (hot start, 2,5 U/uL) 0,4 L
Volumen total de mezcla maestra 24,0 uL
Agua sin nucleasas control negativo 1,0 uL

* Contiene Mg+, dNTPs, BSA
Como muestra de control negativo se puede agregar adicionalmente un ADNc negativo ya

conocido para las fusiones genéticas y translocaciones de deteccion. Esa debe ser
procesada como una muestra normal y aplicada en la PCR como reaccion extra.
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7.3 Volumen de reaccion

Pipetee 24 yL de la mezcla maestra de PCR en los recipientes de reaccion o en la placa
multipocillos. Afiada luego 1 L del ADNc o 1 pL del control positivo 0 negativo.

Tras el pipeteado hay que cerrar los tubos de reaccion o las placas multipocillos. Mezcle y
centrifuge brevemente los preparados para la reaccion y coloquelos a continuacion en el
termociclador de PCR para la amplificacion.
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8. Programa PCR y amplificacion

Se deberfa ejecutar un ciclo "hot start" con el fin de activar la ADN polimerasa Multi Taq 2
y evitar la formacion de productos inespecificos de la amplificacion.

Para determinar la cantidad optima de los ciclos de PCR necesarios se puede emplear el
control ABL interno como referencia. El pico en el resultado no deberia sobrepasar el rango
de medicion especifico del sistema (p. ej. de 500 a 5000 RFU en el sistema ABI 3130).

Si la concentracion de ADNc es demasiado baja pueden producirse errores estadisticos
(Allelic Dropouts) y picos desequilibrados. Pero al incrementar la cantidad de ciclos, aumenta
también la probabilidad de que se generen productos de amplificacion inespecificos.

Aviso: para un equilibrio dptimo del kit se deberia ajustar las velocidades de calentamiento
y enfriamiento a 4 °C/s.

Tabla 9 Parametros de amplificacion de la PCR para la realizacion de Mentype® AMLplex?

Temperatura Tiempo Ciclos
ot it et 01
96 °C 30s

61°C 120s 22-28 ciclos

72°C 7558

68 °C 10 min* 1 ciclo

10°C o hold

* Si se produjese un mayor porcentaje de -Adenin Peaks (-1 bp), se puede prolongar este paso a un méximo de 60
minutos.

La cantidad de ciclos depende de la cantidad de ADNc empleada y del nivel de expresion de
la variante de transcripcion a detectar. Se han realizado ensayos con cantidades entre 22 y
28 ciclos. Para las muestras de referencia, material de cultivo celular (tasa de expresion
elevada), recomendamos reducir los ciclos de PCR a 22. Para alcanzar la sensibilidad
maxima (11.1 Limite de deteccion) se recomienda emplear el nimero maximo de 28 ciclos.
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9. Electroforesis capilar en gel

9.1 Preparacion de los productos de PCR

Al final de la PCR, retire las muestras del termociclador y centrifiiguelas brevemente.
Descongele los reactivos formamida Hi-Di™ (no incluida en el kit) y DNA Size Standard 550
(BTO), mezcle los tubos de ensayo brevemente y centrifiguelos brevemente. Prepare la
composicion descrita en la tabla 10 de formamida Hi-Di™'y el patrén de tamafio BTO (550),
y afiada a la mezcla exceso para una o dos reacciones para compensar las variaciones
producidas por el pipeteo.

Tabla 10. Composicion de la mezcla de desnaturalizacion

Componentes Volumen por reaccion
Formamida Hi-Di™ 12,0 uL
DNA Size Standard 550 (BTO) 0,5pL

Pipetee 12 pL de la mezcla de desnaturalizacion de formamida y DNA Size Standard 550
(BTO) en la cantidad correspondiente de pocillos de una placa de PCR (adecuada para su
uso en un analizador genético). Después, afiada o bien 1 pL de producto de PCR, o bien
1 pL de escalera alélica (Allelic Ladder) de Mentype® AMLplex@s por pocillo. Tape la placa
de PCR con un cubre adhesivo adecuado, mézclela en el vortex y centrifugue la placa
brevemente. Retire el cubre adhesivo y tape la placa con la tapa del fabricante del aparato.

Nota: La escalera alélica se utiliza para determinar correctamente los fragmentos analizados
durante el andlisis de datos. En cada andlisis de fragmentos, la escalera alélica debe ser
analizada al menos una vez para garantizar el andlisis satisfactorio de los datos.

Nota: Los capilares del aparato de electroforesis en gel no deben estar secos. Si las
muestras no ocupan todas las posiciones de los capilares, rellene los pocillos restantes de
la placa con 12 L de formamida Hi-Di™ seguin el ndmero de capilares.

Desnaturalice los productos de PCR preparados en un termociclador de PCR durante
3 minutos a 95 °C, enfrie las muestras en un ciclador a 4 °C. Centrifugue brevemente las
muestras antes de ejecutar el andlisis de fragmentos.

9.2 Analisis de la fragmentos

Se pueden encontrar instrucciones generales sobre el analizador, la produccion de la matriz
y la aplicacion del software GeneMapper™ en el manual correspondiente AB/ PRISM ©
Genetic Analyzer User’s Manual .

Después de haber efectuado la calibracion espectral del dispositivo de electroforesis capilar
en gel con el reactivo Matrix Standard BT5 (Biotype GmbH), cree un modulo de
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funcionamiento especifico (ABI 310, ABI 3130) o un protocolo de instrumentos (ABI 3500)
con los siguientes parametros:

Tabla 11. Parametros de funcionamiento especificos para el andlisis de la fragmentos de
Mentype® AMLplex®s

ABI 310 ABI 3130 ABI 3500
Injections Voltage [kV] 15.0 3.0 3.0
Run Time 28 min 1560 s 1560 s
Injection Time [s] 5 10 8

No obstante lo dispuesto en los valores de la tabla 11, el tiempo de ejecucion puede ajustarse
para analizar todos los fragmentos (60-550 bp) del patrén de tamafio 550.

Nota: Siga las instrucciones del fabricante del equipo de electroforesis capilar en gel para
ajustar los parametros de funcionamiento especificos.

Nota: Tenga en cuenta asimismo la informacion adicional sobre calibracién y aplicacién de
los productos Mentype® en aparatos de electroforesis capilar en gel. Esta puede solicitarse
a Biotype GmbH a través de support@biotype.de.
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10. Evaluacion de datos

10.1 Programa y modelos de evaluacion

La evaluacion de datos se efectda con el programa GeneMapper™ ID o GeneMapper™ ID-
X (Applied Biosystems™).

Para facilitar la evaluacion de los datos, Biotype GmbH pone a disposicion parametros ya
ajustados en www.biotype.de (Tabla 12). Estos pueden ser importados en la version
correspondiente del GeneMapper™, permitiendo prescindir de la configuracion manual de
los parametros de analisis.

Aviso: La importacion y la asignacion de los alelos con ayuda de las plantillas de evaluacion
disponibles solo estd garantizada para el programa GeneMapper™ ID/ID-X. Si utiliza
GeneMapper™ pueden producirse problemas al importar algunas plantillas de evaluacion.

Aviso: las plantillas disponibles para los pardmetros de Bins y Panel definen la longitud de
los distintos fragmentos. Por las ligeras diferencias de capacidad de los distintos equipos de
electroforesis capilar en gel pueden producirse minimas variaciones entre los equipos.
Biotype GmbH puede efectuar un ajuste especifico de Bins y de Panel. Por favor, pongase
en contacto con nosotros support@biotype.de.

Tabla 12 Plantillas disponibles para la importacion en GeneMapper™ ID/ID-X

Plantilla Nombre
Panels AMLplex_Panels_v2/v2x 0 version superior
BinSets AMLplex_Bins_v2/v2x 0 version superior
Size Standard SST-BTO_60-550bp
Analysis Method AMLplex_HID_310_200RFU Recomendado
AMLplex_HID_3130_200RFU  Recomendado
Plot Settings PlotsBT5_4dyes
Table Setting Table for 10 Alleles
Table for 22 Alleles

A continuacion se exponen los parametros necesarios para la configuracion manual del
método de andlisis (Tabla 13).

Mentype® AMLplex® AMLIFUO1v3es
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Tabla 13 Parametros para la configuracin manual de un método de andlisis en GeneMapper™ ID/ID-

X
Parametro Ajuste
Peak Detection Algorythm Advanced
No specific stutter ratio, set all to 0.0
Allele
Amelogenin cut off: 0.0
Analysis: Full Range
Ranges

Sizing: All Sizes
Smoothing: Light
Smoothing and Baselining
Baseline Window: 51 pts
Size Calling Method Local Southern Method
Peak Amplitude Thresholds
B: 200; Y: 200; G: 200; R: 200; 0: 50
Min. Peak Half Width: 2 pts
Peak Detection
Polynominal Degree: 3
Peak Window Size: 15 pts*
Slope Thresholds: 0.0
Heterozygote Balance: 0.0

Peak Quality
Max expected alleles: 22

* Si es necesario se puede reducir el Peak Window Size a 11 pts.

10.2 Procedimiento de evaluacion de datos

10.2.1 Requisitos generales minimos para la evaluacion de datos

Los archivos fsa de la electroforesis capilar en gel son evaluados cualitativamente, es decir
que se verifica la presencia de picos de amplificacion. Un pico tiene que alcanzar un minimo
de 200 RFU y tener un tamario al menos 3 veces el ruido de fondo de la linea base. Estos
criterios se aplican a los picos de control (controles QS y ABL), asi como a los picos de las
fusiones genéticas.

La Unica excepcion es el estdndar de tamafo DNA Size Standard 550 (BTO), que solo tiene
que alcanzar una altura pico minima de 50 RFU.
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10.2.2 Control del estandar de tamaiio Size Standard 550 (BTO)

La determinacion de las longitudes exactas de los fragmentos de los productos amplificados
depende del estandar de longitud de ADN utilizado. Debido a la complejidad de algunos Loci
se deberia tomar el mayor nimero posible de puntos de referencia distribuidos
homogéneamente para determinar las longitudes. Utilice para ello el estandar de longitud de
DNA Size Standard 550 (BTO, Figura 1) con las longitudes de 60, 80, 90, 100, 120, 140,
160, 180, 200, 220, 240, 250, 260, 280, 300, 320, 340, 360, 380, 400, 425, 450, 475,
500, 525y 550 bp.

Compruebe en el electroferograma (canal naranja) de todas las muestras si estan presentes
todos los alelos del estandar de tamafio, si poseen una altura pico suficiente de al menos
50 RFU y si estan correctamente asignados (ver Figura 1).

1200

200

a0

1
60.0] [20.0]|[100.0] [120.0 [140.0] [160.0] [120.0] [200.0] [220.0] [240.0] [260.0] [280.0] [200.0] [z20.0] [240.0] [360.0| [z80.0 [e00.0] [s25.0] [s500] [a7s0| [soon| [s2so) [ssoo)
0.0 2500

Figura 1 Electroforegrama del DNA Size Standard 550 (BTO), analizado en ABI 3500, con el programa
GeneMapper™ ID-X 1.4, Template Files v3x, eje y: 55-560 bp, eje x: 0-1 500 RFU

Aviso: si no se han analizado todos los fragmentos del estandar de tamafio en las diferentes
muestras, la valoracion de la escalera alélica y de las muestras puede ser insuficiente.
Verifique siempre si se ha ejecutado correctamente el andlisis del estandar de tamafio.

10.2.3 Comprobacion de la escalera alélica /Allelic Ladder

La escalera alélica contiene todos los fragmentos detectables con el Mentype® AMLplexs
(ver Tabla 1'y Figura 2). Por consiguiente, esos fragmentos tienen que estar presentes en la
escalera alélica y ser detectados con al menos una altura de 200 RFU. Los genes de fusion
y las variantes de transcripcion asociadas se encuentran siempre en un canal de color (Tabla
14).
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Tabla 14 Distribucion de las fusiones genéticas en los canales de color

Canal azul Canal verde Canal amarillo
CBFB-MYH11 DEK-NUP214 (DEK-CAN) PML-RARA
BCR-ABL KMT2A-MLLT4 (MLL-AF6)

PICALM-MLLT10 (CALM-AF10) KMT2A-MLLT3 (MLL-AF9)

RUNX1-RUNX1T1 (AML1-ETO) KMT2A-ELL (MLL-ELL)

NPM1-MLF1 KMT2A-PTD (MLL-PTD)

Controles QS y ABL

Aviso: si utilizando los modelos de evaluacion (sobre todo de Bins y Panels) no se sefialan
automaticamente todos los fragmentos de la escalera alélica dirijase a support@biotype.de,
pues puede ser necesaria una adaptacion de las plantillas a su configuracion. En ese caso
podria producirse una calificacion errénea de los picos en las muestras.

Mentype® AMLplexas AMLIFUO1v3es


mailto:support@biotype.de

23

154 wava

d|

clg

see

6z

ez

¥ ELTIYELFD

clz

el

B3

3

¥§ Ll TINvELIT]| $LTTT VT LT | [P azaven 5367 QLd-VCLITH]
TV EL T LI 0TF T VELIT] 49 el TIYILIC] VS L TITYILIT) [FCdioEd]
Y N T 3 T T
S o soF civ B 3

ETTTa] [7ed 1avang]

geg 2l

2t

Figura 2 Electroforegrama de la escalera alélica, analizada en ABI 3500, evaluacion con el programa

GeneMapper™ ID-X 1.4, Template Files v3x, eje y: 55-550 bp, eje x: 0-5 500 RFU
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10.2.4 Comprobacion del Control cDNA Kasumi 1

El kit Mentype® AMLplexaS incluye el control positivo Control ¢cDNA Kasumi 1*, que es
positivo para la fusion genética RUNX1-RUNX1T1 (AML1-ETO).

Compruebe si los picos de control de QS y ABL tienen una altura suficiente. Compruebe si
el pico para la translocacion RUNX1-RUNX1T1 tiene una altura suficiente en el
electroforegrama (Figura 3). Compruebe que no se presente ningln producto secundario
inesperado en el electroforegrama.

* El cultivo celular para la obtencion de ADNc ha sido adquirido de: DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH, Braunschweig, Germany. El uso de ese ADNc esta previsto exclusivamente para el Mentype® AMLplex®s,

181

CEREE

RERR

Figura 3 Electroforegrama del Control cDNA Kasumi 1, analizado en ABI 3500, GeneMapper™ ID-X
1.4, Template Files v3x, eje y 55-550 bp, eje x 0-8 000 RFU

10.2.5 Comprobacion del control negativo

Compruebe que el electroforegrama no contenga ningun pico especifico superior a 200 RFU
para una translocacion (canal azul, verde, amarillo).

Control No-Template: compruebe que solo el pico de control de QS tenga suficiente altura,
pero no el pico de ABL-Control (Figura 4).

[ 15 s ns a8 a8 e 01 ats a5 4 58

Figura 4 Electroforegrama de un Non Template Control, analizado en ABI 3500, GeneMapper ID-X 1.4,
Template Files v3x, eje y 0-10 000 RFU, eje x 55-550 bp
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Muestra de control negativo: compruebe que, con un ADNc conocido, negativo para las
fusiones génicas y translocaciones a detectar, los picos de control de QS y ABL tengan

suficiente altura (Figura 5).
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Figura 5 Elsctroforegrama de una muestra de control negativa, analizada en ABI 3500, GeneMapper™

ID-X 1.4, Template Files v3x, eje y 0-10 000 RFU, eje x 55-550 bp

10.2.6 Evaluacion de los datos de las muestras

Una vez comprobados los estandares de tamafio, la escalera alélica y las muestras de control

tiene lugar la evaluacion de los datos de las muestras.

Aviso: Mentype® AMLplex es un ensayo puramente cualitativo. Se hace constar
explicitamente que no es posible una evaluacion cuantitativa, p. ej. en el marco de una

determinacion de MRD.

Utilizando los modelos de evaluacion de Biotype GmbH y tras la evaluacion correcta de la
escalera alélica del andlisis se sefialan automéaticamente los fragmentos de PCR
detectados. Encontrard una sinopsis de las longitudes de los fragmentos de los productos

PCR en Tabla 15.

Aviso: Mentype® AMLplex® ha sido validado y certificado con POP-4™. El uso de otro
polimero (p. &j. POP-7™ o POP-6™) puede modificar el comportamiento de los productos
de PCR especificos en el andlisis. En determinadas circunstancias puede ser necesario

adaptar las plantillas Biotype (Panels y BinSet). Por favor, dirijase a nuestro servicio técnico
(support@biotype.de). Se ha observado, ademas, que un cambio en el comportamiento de

los restos de colorantes fluorescentes libres provoca mayor ruido de fondo.

Mentype® AMLplex2s
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Tabla 15 Llongitudes de fragmentos de cada translocacion en la escalera alélica del
Mentype® AMLplex®s, determinadas empleando POP-4™: ¥ para la variante KMT2A-MLLT3_6A se
esperan dos amplicones; * debido a la longitud variable del amplicon del PML-RARA_bcr2 (aprox.
173 bp) no es posible la calificacion automatica de la variante, pero si puede ser detectada con el
cebador del Mentype® AMLplex?s

Panel / translocacion Panel / translocacion Tamaiio
[bp]
Canal azul Canal verde
CBFB-MYH11_TypeG 63 DEK-NUP214 78
CBFB-MYH11_Typel 66 KMT2A-PTD_e9e3 87
QS-Control 72 KMT2A-MLLT3_6A_S* 113
BCR-ABL_b2a3 107 KMT2A-MLLT3_6B 191
CBFB-MYH11_TypeJ 141 KMT2A-PTD_e10e3 218
CBFB-MYH11_TypeC 146 KMT2A-ELL_e10e3 242
CBFB-MYH11_TypeD 160 KMT2A-MLLT3_7A 245
CBFB_MYH11_TypeH 165 KMT2A-ELL_e10e2 289
CBFB_MYH11_TypeF 175 KMT2A-MLLT4 303
BCR-ABL_h3a3 183 KMT2A-PTD_e11e3 333
BCR-ABL_e1a3 206 KMT2A-MLLT3_8A 360
MLLT10_240-PICALM_2092 265 KMT2A-MLLT3_6A_L* 498
CBFB-MYH11_TypeA 271 Canal amarillo
BCR-ABL_b2a2 282 PML-RARA_ber1 220
RUNX1-RUNX1T1 301 PML-RARA_bcr3 288
BCR-ABL_h3a2 358 PML_RARA_bcr2*
CBFB-MYH11_TypeE 365
MLLT10_240-PICALM_1987 371
BCR-ABL_e1a2 380
NPM1-MLF1 389
CBFB-MYH11_TypeB 486
ABL-Control 518
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11. Troubleshooting

Gracias a la evaluacion post-PCR descrita mas arriba, la calificacion automatica de los alelos
garantiza una diferenciacion exacta y fiable de las transcripciones genéticas de fusion y sus
variantes. Por favor, compruebe la correcta calificacion de los alelos en la escalera alélica
de cada proceso.

11.1 Limite de deteccion

En los ensayos con plasmidos se ha determinado un limite de deteccion < 1 000 copias para
32 de 34 variantes de transcripcion con 25 ciclos. Las variantes de transcripcion CBFB-
MYH11_tipo C y KMT2A-MLLT4 (MLL-AF6) difieren de ello. Con 28 ciclos se pueden
determinar 1 000 copias de CBFB-MYH11_tipo Cy 10 000 copias de KMT2A-MLLT4 (MLL-
AF6). Si se dispone de las copias indicadas, se pueden alcanzar picos > 200 RFU .

Esta aplicacion es una herramienta de diagnostico basada en PCR que ha sido desarrollada,
validada y certificada para la clasificacion de subtipos de AML. No es apta para la
cuantificacion o la monitorizacion de una enfermedad residual minima (MRD por sus siglas
en inglés).

11.2 Superposicion (Pull-up Peaks)

Se pueden producir superposiciones entre los paneles de color cuando se ha empleado una
matriz inadecuada para el andlisis o las alturas de los picos del producto de PCR se sittan
fuera del rango de deteccion lineal del equipo. Estas se presentan en la misma posicion que
los picos especificos en otros paneles de color (por regla general con bajas intensidades de
sefal).

Aviso: si es necesario, diluya los productos PCR antes de la electroforesis capilar en gel
para obtener resultados evaluables de forma inequivoca. Si se producen superposiciones a
pesar de que las alturas de fluorescencia son Optimas se deberia renovar la matriz.

11.3 Adherencia de nucledtidos independiente de la plantilla

Debido a su actividad transferasa terminal, la ADN polimerasa Multi Tagq afiade
preferentemente una adenosina al extremo 3" del fragmento de ADN amplificado. Cuando el
sistema de PCR no dispone de tiempo suficiente para la extension o cuando las secuencias
de cebadores no favorecen la extension, no se produce esta adherencia. Este artefacto
puede ser identificado por la aparicion de un fragmento de base més corta (-1 bp peak).
Todos los cebadores Biotype estan disefiados para minimizar esta formacion de artefactos.
También se reduce la formacion del artefacto con el Ultimo paso de la extension en el
protocolo de PCR (68 °C durante 10 min.). La altura de pico del artefacto aumenta con
cantidades de ADNc elevadas. Para evaluar los picos, cada laboratorio deberia definir valores
limite propios para ello.
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11.4 Artefactos

La temperatura ambiente puede influir en gran medida en el comportamiento de los
productos PCR en los sistemas capilares y provocar escalones o dobletes (split peaks) si la
temperatura es demasiado baja. También puede afectar a la calificacion automética de los
alelos. Cuando se observen estos efectos, se recomienda inyectar de nuevo las muestras,
eventualmente también con varias escaleras alélicas por andlisis. Tenga en cuenta, por
favor, que es necesario respetar la temperatura de trabajo recomendada por el fabricante
del aparato. Las condiciones Optimas son > 22 °C de temperatura ambiente.

11.5 Influencia del tipo de polimero

Mentype® AMLplex® ha sido validado y certificado con POP-4™. El uso de otro polimero
(p. €j. POP-7™ o POP-6™) puede modificar el comportamiento de los productos PCR
especificos en el proceso. En determinadas circunstancias puede ser necesario adaptar las
plantillas Biotype (Panels y BinSet). Por favor, dirfjase a nuestro servicio técnico
(support@biotype.de). Se ha observado, ademas, que un cambio en el comportamiento de
los restos de colorantes fluorescentes libres provoca mayor ruido de fondo.

Mentype® AMLplex2s AMLIFUO1v3es


mailto:support@biotype.de

29

12. Informacion para pedidos

Tabla 16 Informacion detallada para los pedidos de los kits Mentype® AMLplex®

Tamaiio Numero de pedido
Mentype® AMLplex?® 25 reacciones 45-31220-0025
Mentype® AMLplex® 100 reacciones 45-31220-0100
Mentype® AMLplex?® 400 reacciones 45-31220-0400

Mentype® AMLplex® AMLIFUO1v3es
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14. Marcas y exencion de responsabilidad

Los nombres, marcas, etc. registrados utilizados en este documento no deben ser
considerados como no protegidos aunque no estén marcados explicitamente como tales:
Biotype®, Mentype® (Biotype GmbH); ABI PRISM®, GeneMapper™, Hi-DI™ Formamide,
POP-4™ POP-6™, POP-7™ Applied Biosystems™ (Thermo Fisher Scientific Inc.); FAM™
(Life Technologies Ltd.).

Los kits Mentype® AMLplex@s son kits con el marcado CE de conformidad con la Directiva
europea 98/79/CE para los diagnosticos en vitro. Los kits no estan disponibles como
diagnosticos en vitro fuera de ese rango regulatorio.
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Verificacion y validacion de los kits de amplificacion para PCR
Mentype® AMLplex2 PCR

A
A a)

Ab)

Validacion analitica

Determinacion de la reaccion estandar y de las tolerancias especificas
de carga

Objetivos: determinar la reaccion estandar y las tolerancias especificas de carga
en relacion a las alturas de sefial absolutas (RFU), el equilibrio de las alturas de
sefial de la PCR mudltiple y de la linea base. Asi como, en funcion de los
resultados, fijar los ajustes del sistema especificos del ensayo para la
genotipificacion por electroforesis capilar en gel (Bins y Panels), empleando los
modelos de evaluacion de los sistemas de secuenciacion automatica de ADN.

Método: el kit de ensayo incluye el ADNc de control de la linea celular KASUMI-
1 (ACC220, Leibniz-Institut DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen GmbH, Braunschweig) que contiene la fusion genética AML1-
ETO con la aberracion cromosomica t(8; 21) (922; g22) [7]. Se ha empleado,
ademas, una mezcla molde equimolar de plasmidos artificial que contiene 33 de
las 34 variantes a detectar. La reaccion estandar fue ejecutada con el ADNc de
control en la concentracion de referencia de 250 ng por solucién de PCRy 25
ciclos de PCR. La mezcla molde fue ajustada de tal modo que, tras 25 ciclos de
PCR, se alcanzaron alturas se sefial en el rango de medicion lineal de los
sistemas de analisis empleados (méx. 5 000 RFU). Se ha llevado a cabo una
determinacion cuadruple con cuatro valores ciegos (no template control, NTC) sin
ADN.

Resultados: para la mezcla de cargas especifica del cebador para PCR se han
determinado las especificaciones siguientes: utilizando un analizador ABI
PRISM® 310 Genetic Analyzer se han alcanzado alturas de sefial de 1 000-
4 000 RFUy empleando un ABI PRISM® 3130 Genetic Analyzer alturas de 1 000-
5 000 RFU con el uso de la mezcla molde. Se han detectado sefiales especificas
a partir de una altura de sefial de 200 RFU. En el intervalo de escalonamiento no
se han detectado sefiales inespecificas en los valores ciegos (sin colorantes,
artefactos) > 200 RFU (linea base).

Verificacion de la fidelidad de medicion

Objetivos: obtener informacion acerca de la fidelidad del método de medicion y
un resumen suficientemente detallado de los datos que permita valorar si el
medio es adecuado para la determinar la fidelidad. Las mediciones de fidelidad
son aplicables tanto para los ensayos cuantitativos como cualitativos Unicamente
si se dispone de una norma o método de referencia.

Método: el kit ha sido validado a través de la participacion periédica en ensayos
cooperativos, verificandose la fidelidad cualitativa de los resultados (diagnostico).
Biotype participa regularmente desde el 03/06/2013 en los ensayos cooperativos
de United Kindom National Quality Assessment Schemes (UKNEQAS,
www.uknegas.org.uk) para la deteccion de las translocaciones BCR-ABL y AML.
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Esos ensayos tienen lugar periodicamente (2 veces) al afio y son evaluados por
organismos oficiales. Los resultados (Performance Status), también en
comparacion con los otros participantes, son enviados tras la participacion.

Resultados: el “performance status” de Biotype es hasta ahora "green". Ha
quedado demostrado que el producto es apto para la deteccion de variantes BCR-
ABL y translocaciones de AML y, en comparacion con otros métodos genéticos
moleculares, arroja resultados correctos (cualitativos).

Verificacion de la especificidad analitica

Verificacion de la especificidad analitica en base a ADNc negativo
pretipificado

Objetivos: las pruebas han servido para evitar resultados positivos erréneos
consecuencia de una reactividad de interferencia y cruzada con los ADNc
seleccionados de muestras negativas pretipadas (pacientes y donantes sanos).

Método: andlisis de 22 ADNc pretipados como negativos para las variantes de
translocacion a detectar con el kit de ensayo. Las cantidades utilizadas debian
cubrir el rango de las concentraciones esperables en la préctica clinica y
ascendieron desde 145 ng hasta un maximo de 934 ng ADNc por solucion de
PCR con 25 ciclos.

Resultados: en el intervalo de alelos fijado por los Bins y Panels (plantillas) no
se ha generado ninguna reactividad cruzada (> 200 RFU). La sefial de medicion
para el control interno de ADNc (gen ABL) superd > 200 RFU en 21 ADNc, y en
solo un caso aprox. 50 RFU. El valor limite para la calificacion automatica de
alelos ha sido fijado en 200 RFU.

Verificacion de la especificidad analitica en base a ADNc positivo
pretipado

Objetivos: las pruebas han servido para excluir resultados positivos erréneos
consecuencia de una reactividad por interferencia y cruzada del cebador con los
ADNc seleccionados de pacientes positivos pretipados.

Método: andlisis de 20 ADNc pretipados como positivos para las variantes de
translocacion a detectar con el kit de ensayo. La cantidad utilizada fue fijada en
250 ng cDNA por solucion de PCR. El programa de PCR ha sido ejecutado con
25 ciclos.

Resultados: se ha podido detectar claramente todas las mutaciones somaticas
predeterminadas. No se ha establecido ninguna reactividad cruzada (> 50 RFU)
en el intervalo de los alelos. Las sefiales de medicion para las mutaciones
somaticas y el control con ADNc interno (gen ABL) superaron > 200 RFU en 16
muestras sobre 20 muestras y > 50 RFU en 3 muestras sobre 20. Una muestra
alcanzo unicamente valores inferiores a 50 RFU, si bien aln era detectable la
variante del gen de fusion. El valor limite para la calificacion automética de alelos
ha sido fijado en 200 RFU.
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Verificacion de la sensibilidad analitica

Objetivos: estas pruebas han servido para determinar el limite analitico
demostrable de los ensayos (sensibilidad).

Método: andlisis de una serie diluida con 1 pg hasta 31,25 ng de ADNc de
referencia (Kasumi-1) en una determinacion cuadruple. El programa de PCR ha
sido ejecutado con 25 ciclos. Ademas, para cada variante de transcripcion a
detectar, se han analizado series diluidas de un molde de referencia de
fabricacion artificial (plasmidos, GeneArt, Life Technologies) con un nimero de
copias definido en una determinacion doble.

Resultados: hasta una concentracion de ADNc de 62,5 ng se ha podido detectar
intensidades de sefial > 200 RFU, tanto para la translocacion especifica como
también para el control de ABL. Con 31,25 ng las intensidades de sefial de la
variante especifica alcanzaron > 200 RFU y del control ABL > 50 RFU. Valores
oOptimos en relacion al intervalo de medicion del secuenciador capilar se
alcanzaron en el rango de 150 ng — 250 ng. Las mediciones de los diluidos de
plasmidos arrojaron que se puede alcanzar un limite de deteccion > 200 RFU de
100-1 000 copias para todas las variante de translocacion.

Verificacion de diferentes termocicladores de PCR

Objetivos: los termocicladores de diferentes marcas se diferencian en sus
especificaciones. Pueden ser diferentes velocidades de calentamiento y
enfriamiento o diferentes técnicas de regulacion de la temperatura.

Método: realizacion de ensayos de reacciones estandar con ADN de control en
la concentracion de 250ng con los termocicladores siguientes en
determinaciones cuadruples con la misma mezcla maestra y 2 muestras ciegas
sin ADN: termociclador Eppendorf Mastercycler ep-S (Eppendorf AG, Hamburg),
Applied Biosystems® GeneAmp 9700 con bloque de plata (Life Technology
GmbH, Darmstadt), Applied Biosystems® GeneAmp 9700 con blogue de aluminio
(Life Technology GmbH, Darmstadt).

Resultados: en todos los tipos de amplificadores se ha podido constatar una
correcta calificacion de todos los productos amplificados. Todos los fragmentos
de la mezcla molde han sido amplificados correctamente.

Verificacion de la influencia de diferentes temperaturas de
alineamiento en la PCR

Objetivos: para determinar la robustez de las PCR se han simulado oscilaciones
de temperatura en la etapa de adicion de cebador (alineamiento) de la PCR
multiple. Esa fase de temperatura es critica para la sensibilidad y especificidad
de las PCR.

Método: variacion de +1°C y =2°C en la temperatura de alineamiento
especifica del kit de 60 °C para la reaccion estandar con ADN de control en la
concentracion nominal de 250 ng. Le siguid una determinacion triple con la
misma mezcla maestra.
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Resultados: el kit es estable en torno a la temperatura de alineamiento
especificada con oscilaciones técnicas del sistema de + 1 °C. Se han alcanzado
alturas de sefial dptimas en todos los sistemas con la temperatura de
alineamiento de 61 °C.

Verificacion de diferentes cargas tampon de PCR

Objetivos: las relaciones de concentracion de los ingredientes en la mezcla de
reaccion tampon A para la PCR (dNTPs, concentracion idnica, en particular Mg2+)
son decisivas para la sensibilidad, la especificidad y el equilibrio de las sefiales
en la PCR multiple. Por eso se ha verificado la robustez del ensayo frente a las
oscilaciones de las cargas del tampdn para PCR suministrado.

Método: prueba de 3 cargas REM-A independientes en la reaccion estandar con
ADN de control, en la concentracidn nominal de 250 ng, asi como de la escalera
alélica y de una linea de ADNc con expresion débil (MLL-AFG).

Resultados: cada carga REM A creada nueva es analizada con el kit de
amplificacion Mentype® AMLplex®S. La autorizacion de la carga REM A solo se
produce cuando los resultados obtenidos con el Mentype® AMLplex® se
encuentran dentro de la especificacion.

Caducidad después de abierto

Objetivos: probar la estabilidad de los reactivos del kit PCR tras la repeticion de
fases de congelacion y descongelacion.

Método: someter a los reactivos del kit a 20 ciclos de congelacion y
descongelacion. La congelacion se ha realizado durante al menos 1 h a -20 °C.
La descongelacion se ha efectuado a temperatura ambiente y los reactivos han
sido homogeneizados antes del uso mediante agitacion. Finalmente se ha
gjecutado una reaccion estandar con ADN de control en la concentracion nominal
de 250 ng y valores ciegos adicionales sin ADN en determinaciones triples. La
evaluacion se realizd mediante la comparacion con una reaccion estandar sin
ciclos de congelacion y descongelacion.

Resultados: la desviacion de las alturas promedio de los picos en comparacion
con la reaccion estandar fue de un maximo del 20 % (sobre todo pérdida de
sefial). En los valores ciegos no se constataron picos adicionales > 50 RFU dentro
del intervalo de escalonamiento.
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Datos de rendimiento clinico
Toma de muestras, aspectos éticos y regulatorios

Se ha llevado a cabo un control para evaluar el rendimiento segun los articulos
20 a 24 de la Ley alemana de productos médicos (DE). El Instituto Federal de
Farmacos y Productos Médicos ha otorgado la exencion de aprobacion obligatoria
para productos médicos con bajo riesgo para la seguridad segun el articulo 7 del
reglamento relativo a controles clinicos de productos médicos. Habia constancia
de voto aprobatorio de la comision ética competente y de declaraciones de
consentimiento de los pacientes.

Se ha empleado sangre entera venosa de 297 pacientes y de 10 personas de
experimentacion sanas.

Ensayo comparativo

El objetivo primario es determinar las sensibilidades y especificidades del
diagnostico en comparacion con los métodos de referencia. Para una seleccion
de las translocaciones se disponia de métodos citogenéticos estandarizados
(cariotipo, andlisis FISH) [8]. Para las translocaciones que no podian ser
representadas por métodos citogenéticos se han empleado ensayos PCR
monoplex-nested validados y establecidos [9, 10].

Extraccion de ADN y purificacion

Mediante centrifugacion con gradiente de densidad se han obtenido células
mononucleares (MNC) a partir de sangre entera heparinizada. A continuacion se
ha obtenido el ARNm completo empleando los kits de extraccion de ARNm
comerciales (RNeasy Mini Kit, Qiagen GmbH, Hilden, DE). A partir de ese se ha
sintetizado el ADNc también con kits comerciales (QuantiTect Reverse
Transcription Kit, Qiagen GmbH, Hilden, DE). La calidad del ADNc ha sido
verificada por medio de una Realtime-PCR (In-House-Test validado). Cada gen
de fusion individual o mutacion ha sido comprobado con PCR individuales
validadas.

Resultados

El kit de amplificacion de PCR Mentype® AMLplex2S no ha localizado ninguna
mutacion en el ADNc de las 10 personas de experimentacion. Esos resultados no
han sido considerados en los otros calculos de resultados. A continuacion se han
analizado 297 muestras de pacientes. 5 de ellas no pudieron ser evaluadas (sefial
de control para ABL inferior al valor umbral recomendado). De las 292 muestras
restantes, 199 fueron identificadas correctamente como negativas en
comparacion con el cariotipado, FISH y/o la PCR de control. 56 de las muestras
negativas correctas mostraron en el cariotipo modificaciones genéticas
(anomalias cromosoémicas) que no han podido ser detectadas con el kit de
ensayo. Esto se explica porque, si bien es cierto que el kit de amplificacion de
PCR Mentype® AMLplex?s contiene las translocaciones mas frecuentes, solo
cubre un 37 % de las anomalias genéticas mas observadas en la AML [8]. Los
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resultados de las diferentes pruebas de verificacion estan recogidos en la tabla
17.

En conjunto se ha obtenido una sensibilidad de diagnéstico del 94 % y una
especificidad de diagnéstico del 99,5 %. Con la PCR de control [9, 10] se ha
podido confirmar inequivocamente los diagnésticos citogenéticos verificados.

Tabla 17: Resultados de las pruebas de evaluacion de rendimiento

Biomarcador Evaluacion de rendimiento de pruebas clinicas (n=292)
Aberracion Variante Pre- Correcta Emonea Emonea Sensibilidad Especificidad
cromosomica i it negativa positiva negativa de de diagndstico
diagndstico %]
[%]
RUNX1- 18,21) (@22,022) NA 7 14 217 0 1 B3 100.0
RUNX1T1
BCR-ABL 19,22) (@34,q11) ela3 1 1 291 0 0 100.0 100.0
ela2
b3a2
b3a3
b2a2
b2a3
PICALM- 1(10;11) (p13;014) MLLTI0.2 1 0 262 0 0 NA 1000
MLLT10 40-
PICALM_1
987
MLLT10_2
40-
PICALM_2
092
CBFB- inv(16) (p13;022) Tipo A 5 25 264 1 2 26 996
MYH11 Tipo B
TipoC
TipoD
TipoE
TipoF
Tipo G
TipoH
Tipol
TipoJ
DEK- 1(6:9) (p23,034) NA 1 3 289 0 0 1000 1000
NUP214
KMT2A- 1(6;11) (@27,023) NA <05 0 292 0 0 NA 100.0
MLLT4
KMT2A- 19,11) (p22,23) 6A_(THP-1) 1 4 287 0 1 80.0 1000
MLLT3 7A_(104
8A_(MM6)
6B_(9B)
KMT2A-ELL (11,19 €10e2 1 0 291 0 1 0 1000
23p13.1) €10e3
KMT2A- Partial €93 57 23 269 0 0 100.0 100.0
PTD Tandem €10e3
Duplication el1e3
NPM1- 135 (425.1,034) NA <05 1 291 0 0 100.0 100.0
MLF1
PML-RARA 1(15;17) (@22;,021) bert PRL 13 8 284 0 0 100.0 1000
ber2 (PR-V)
ber3 PR-S)
Total 37 i 207 1 5 940 995
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