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Instrucciones para su Uso

IdentiClone® TCRB Gene Clonality Assay

Para la Identificacion de Reordenamientos Clonales de Genes Codificantes para la Cadena Beta del Receptor de la Célula T.

Para Diagndstico In Vitro

{ Conditions de Conservation: -852C to -652C
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(Los controles de ADN pueden separarse del resto de los materiales del ensayo

y mantenerse a una temperatura entre 2°Cy 8°C)
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Uso Previsto

El IdentiClone TCRB Gene Clonality Assay, es una prueba diagndstica in vitro basada en la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR), disefiada para la identificacién de reordenamientos clonales de genes codificantes para la cadena beta del receptor de
la célula T en pacientes con sospechas de enfermedades linfoproliferativas. Especificamente, el TCRB Gene Clonality Assay
puede utilizarse con los siguientes fines:

Identificar clonalidad en enfermedades linfoproliferativas atipicas

Sustentar un diagnostico diferencial entre lesiones reactivas y neoplasias de células T y/o de algunas neoplasias de células
B inmaduras

Determinar el linaje celular involucrado en enfermedades linfoproliferativas diferenciadas

Monitorizar y evaluar recurrencias de la enfermedad

Resumen y descripcidn del ensayo

Los reordenamientos de los genes que codifican los receptores antigénicos ocurren durante la ontogenia de los linfocitos Ty
B. Dichos reordenamientos genéticos generan productos que son Unicos tanto en longitud como en secuencia genética para
cada célula. Por lo tanto, los ensayos basados en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se pueden utilizar para
identificar poblaciones de linfocitos que derivan de una Unica célula mediante la deteccion del reordenamiento especifico de
los genes V-J, presente dentro del locus del receptor antigénico.> El ensayo de PCR IdentiClone emplea multiples
oligonucledtidos iniciadores (cebadores) consenso que hibridan regiones genéticas conservadas dentro del gen codificante
para la cadena beta del receptor de la célula T. Este ensayo se utiliza para la deteccién de una gran mayoria de neoplasias
clonales de linfocitos T a partir de ADN. Los productos resultantes de la amplificacion se pueden analizar mediante el uso de
diferentes métodos de deteccidn entre los que se incluyen la electroforesis en geles y la electroforesis capilar.

El andlisis de los reordenamientos genéticos también se puede realizar mediante técnicas basadas en Southern Blot (SB).
Aunque el andlisis mediante SB es muy fiable, estd siendo reemplazado cada vez mas por las técnicas de PCR debido a la
mayor eficiencia y sensibilidad de estas Ultimas. Mds aun, las técnicas de PCR son relativamente faciles, menos laboriosas y
requieren mucha menos cantidad de ADN de alto peso molecular que los ensayos de SB. Por otro lado, a menudo la PCR
puede ser realizada en ADN extraido de muestras de tejido fijado y embebido en parafina, mientras que no ocurre lo mismo
para SB, ya que con frecuencia el ADN en estas muestras esta degradado. Debido a todo lo anterior, existe una gran
necesidad de reemplazar el analisis mediante SB por técnicas fiables de PCR.

El ensayo IdentiClone de Invivoscribe representa una nueva propuesta para la determinacion diagndstica de clonalidad
basada en la PCR. Estos ensayos estandarizados fueron rigurosamente optimizados analizando muestras controles positivas y
negativas empleando multiples master mixes (mezclas de reaccién). El desarrollo del ensayo fue seguido por un extenso
proceso de validacion que incluia la determinacién analitica de mas de 400 muestras clinicas clasificadas segun la Clasificacién
Revisada Europea/Americana de Linfomas (REAL). Las determinaciones fueron hechas en mas de 30 centros de diagndstico
destacados e independientes diseminados a través de toda Europa en el marco de un estudio de colaboracién conocido como
la Accion Concertada BIOMED-2. Los resultados del estudio BIOMED-2 se encuentran publicados en Leukemia, una revista
especializada lider en el drea.?

Los ensayos basados en la deteccion con fluorescencia ABI no son capaces de detectar de manera fiable poblaciones clonales
que representen menos del 1% de la poblacién total de linfocitos. Debe enfatizarse que los resultados de los ensayos
moleculares de clonalidad deben interpretarse siempre en un contexto conjunto de datos clinicos, histolégicos e
inmunofenotipicos.

El presente ensayo incluye 4 mezclas de reaccién. Los Tubos TCRB Ay B (TCRB Tubes Ay B) hibridan en las regiones de
entramado dentro de la regidn variable y de la region de union del locus de la cadena beta del TCR. El Tubo TCRB C (TCRB
Tube C) hibrida en las regiones de diversidad y union. Finalmente, la mezcla de reaccién Specimen Control Size Ladder
(control de muestra con marcador de tamafio) hibrida con varios genes amplificando una serie de productos de 96, 197, 297,
397 y 602 pares de bases para asegurar que la calidad y cantidad de ADN inicial es la adecuada para generar un resultado
valido. Entodos nuestros ensayos de clonalidad se utiliza un Unico programa de termociclador y metodologias de deteccion
similares con lo que se mejora la consistencia interna y facilita el entrenamiento en una gama amplia de ensayos diferentes.

Este ensayo se basa en la accién concertada EuroClonality/BIOMED-2 BMH4- .. e =
CT98-3936. eeC Clonallty
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3. Principios del Procedimiento

3.1

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Los ensayos de PCR son utilizados de manera rutinaria para la identificacion de poblaciones clonales de células T. Estos
ensayos amplifican el ADN situado entre los cebadores que hibridan en las secuencias conservadas (FR) de las regiones
variables (V) y en las regiones conservadas de union (J) (TCRB Tubes A & B), asi como el que se encuentra entre las
regiones de diversidad (D) y de unién (TCRB Tube C). Estas regiones conservadas se encuentran a ambos lados en un
area dentro de la region V-J donde se llevan a cabo los reordenamientos genéticos programados durante la
maduracién de los linfocitos By T. Los genes de receptores antigénicos que sufren reordenamientos son aquellos
genes que codifican las cadenas pesadas y ligeras en las células B, y los genes que codifican para el receptor de células
Ten las células T. Cada célula B o T tiene un Unico reordenamiento V-J productivo con una longitud y secuencia
nucleotidica caracteristica. Por lo tanto, cuando el ADN de una poblaciéon normal o policlonal se amplifica utilizando
cebadores que flanquean las regiones V-J, los productos generados forman una distribucién normal o Gaussiana
dentro de un rango de tamafios determinado. Esta distribucién Gaussiana refleja la poblacién heterogénea de
reordenamientos V-J. (En ciertos casos, cuando el ADN de linfocitos no esta presente, no se observa producto alguno).
La amplificacion del ADN de muestras que contienen una poblacién clonal, genera uno o dos productos de
amplificacién prominentes (amplicones mayoritarios) dentro de un espectro minoritario de productos de amplificacién
policlonales de fondo.

Vp DB JB Figura 1. Representacion simple
—— - reordenado que codifica para la
VB family primers Jp primers cadena beta del receptor de la
célula T presente en el cromosoma
Tube A: 23 Vp primers + 6 JB1 primers and 3 JB2 primers 7 (7q35), mostrando la ubicacién
Tube B: 23 VB primers + 4 JBZ primers aproximada de.los o\igohuc\gétidos
cebadores sentido y antisentido. El
Tube C: 2 Dp primers + 13 J3 primers nimero de los oligonucledtidos
cebadores y su especificidad se
DB JB encuentran listados para cada
mezcla de reaccion de los Tubos A,
% - > [ ——- { O
DB1 primer DB2 primer JB primers

3.2.

Debido a que los genes codificantes para el receptor antigénico son polimérficos (consisten en una poblacion
heterogénea de secuencias de ADN relacionadas) es dificil emplear un Unico conjunto de cebadores que hibridicen en
todas las regiones flanqueantes conservadas del reordenamiento V-J. Adicionalmente, la diversidad de la regién Ny las
mutaciones somaticas, confieren aun mas heterogeneidad a las secuencias de ADN de estas regiones. Por lo tanto, y
para identificar la mayoria de los reordenamientos clonales posibles, es necesario emplear mezclas de reaccion con
varios cebadores que hibridicen en varias regiones FR. Como se ha mencionado anteriormente, los reordenamientos
clonales son identificados como productos prominentes de un tamafio concreto dentro de un fondo de productos
minoritarios de tamafios diferentes que conforman una distribucion Gaussiana alrededor de un reordenamiento de un
tamafio promedio favorecido estadisticamente.

Deteccién de Fluorescencia Diferencial

La deteccidn de fluorescencia diferencial normalmente se utiliza para resolver los amplicones de diferentes tamafios
utilizando un instrumento de electroforesis capilar. Los cebadores pueden ser marcados con diferentes moléculas
fluorescentes (fluoréforos) de manera que puedan producir diferentes espectros de emision tras la excitacién por un
laser en el instrumento de electroforesis capilar. De esta manera, marcadores fluorescentes diferentes pueden
corresponderse con diferentes regiones amplificadas. Este sistema de deteccién proporciona una sensibilidad
insuperada, una resolucion capaz de discriminar diferencias de sélo un nucledtido, una deteccion diferencial de los
productos y una cuantificacion relativa. Con este sistema ademas, se evita el uso de geles de agarosa y poliacrilamida,
asi como de agentes carcindgenos como el bromuro de etidio. Mds aun, la deteccidn diferencial permite una
interpretacion exacta, reproducible y objetiva de los productos de amplificacién especificos y el almacenamiento
automatico de los datos. La reproducibilidad intra- e inter-ensayo en la determinacion del tamafio utilizando
electroforesis capilar es de aproximadamente 1 a 2 nucledtidos. Esta reproducibilidad y sensibilidad junto con el
archivo automatico de los datos de las muestras posibilita el monitoreo, el seguimiento y la comparacién de los datos
de un determinado paciente a lo largo del tiempo.
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4, Reactivos

4.1. Componentes

Tabla 1. Kits Disponibles

Numero de Catalogo Producto Cantidad
92050011 IdentiClone TCRB Gene Clonality Assay — ABI Fluorescence Detection 33 Reactions
92050021 IdentiClone TCRB Gene Clonality Assay MegaKit — ABI Fluorescence Detection 330 Reactions

Tabla 2. Componentes

92050011 92050021
Cantidad Nro. de Nro. de
unidades unidades

T° de

. Numero de Componentes del reactivo
Reactivo o
Conservacién

Catdlogo (ingredientes activos)

TCRBTube A—6FAM & HEX
Muiltiples oligonucledtidos que hibridan en las
22050011CE regiones de entramado VB + JB1 + JB2 del gen de 1500 pL 1 10
la cadena beta del receptor de la célula T en
solucidn salina tamponada.

TCRBTube B —6FAM
Muiltiples oligonucledtidos que hibridan en las
22050021CE regiones de entramado VB + JB2 del gen de la 1500 pL 1 10
cadena beta del receptor de la célula T en solucién .65°C
-85°C-/H/

Mezclas de Reaccidn
(Master Mixes)

salina tamponada.

TCRBTube C—6FAM & HEX
Multiples oligonucledtidos que hibridan en las
22050031CE regiones de entramado DB +JB1 +JB2 del gen de 1500 pL 1 10
la cadena beta del receptor de la célula T en
solucién salina tamponada.

Mezcla Control de Specimen Control Size Ladder — 6FAM
Amplificacion de la 20960021 Multiples oligonucledtidos que hibridan en 1500 pL 1 10
Muestra diferentes genes enddgenos.

IVS-0009 Clonal Control DNA
40880490 05 1g/mL de ADN en solucién TE 1/10 100t ! >

40880190 100 pL 1 5

Controles Positivos 1VS-0004 Clonal Control DNA /Rfs"c
de ADN 200 pg/mL de ADN en solucién TE 1/10 2°C

6
1VS-0021 Clonal Control DNA /ﬁ/-65°c
40881210 200 pg/mL de ADN en solucion TE 1/10 100t ! > -85°C

Control Negativo 20920010 1VS-0000 Polyclonal Control DNA

(Normal) de ADN 200 pg/mL de ADN en solucién TE 1/10 100 ut 1 5

Nota: No se ha utilizado conservante alguno en la fabricacién de este producto.
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4.2. Precauciones y Advertencias

Este producto es para Uso en Diagndstico In Vitro

El kit de ensayo sera usado como un conjunto. Ningun reactivo debe sustituirse por otro reactivo similar
proveniente de otro fabricante. El realizar diluciones, reducir los volimenes de las mezclas de amplificacién o
cualquier otra desviacién del protocolo original pueden afectar la eficacia de este ensayo y/o anular cualquier
sublicencia limitada que se adquiera con la compra de este ensayo.

Los materiales son estables hasta la fecha de caducidad que se indica en la etiqueta cuando son manipulados,
conservados y almacenados de acuerdo a las instrucciones. No utilizar los productos una vez sobrepasada la fecha
de caducidad

El cumplimiento riguroso de las instrucciones de uso y el seguimiento del protocolo asegurara un funcionamiento
analitico y reproducibilidad éptimos. Debe asegurarse de que el programa del termociclador usado sea el
correcto, ya que el uso de otros programas puede dar lugar a datos erréneos o inexactos, como resultados falsos
positivos y falsos negativos.

No mezclar o combinar los reactivos procedentes de kits con diferentes nimeros de lote.

Se recuerda al personal del laboratorio que deben usar todos los equipos de proteccién personal adecuados y
trabajar de acuerdo a las buenas practicas de laboratorio y a las recomendaciones universales para el trabajo con
muestras bioldgicas. Las muestras deben ser manipuladas en instalaciones homologadas de contencién de
seguridad bioldgica y abiertas solamente en cabinas de seguridad biolégica certificadas. Se recomienda el uso de
agua destilada de grado biologia molecular en la preparacién del ADN de la muestra.

Debido a la sensibilidad analitica de este ensayo, se debe tener un cuidado extremo para prevenir la
contaminacion de los reactivos o de las mezclas de amplificacién con las muestras, controles o materiales
amplificados. Todos los reactivos deben ser cuidadosamente examinados para detectar cualquier signo de
contaminacion (por ej. Controles negativos que generen sefiales positivas). Se debe descartar inmediatamente
cualquier reactivo con sospecha de contaminacion.

Para minimizar las posibilidades de contaminacion, se deben utilizar guantes limpios cuando se manipulen las
muestras y los reactivos. Las dreas de trabajo y las pipetas se deben limpiar de forma rutinaria antes de empezar a
realizar cualquier reaccion de PCR.

El proceso de esterilizacién en autoclave no elimina la contaminacion con ADN. El flujo de trabajo en el
laboratorio de PCR debe ir siempre en una sola direccion entre las diferentes areas de trabajo separadas;
comenzando en el drea de Preparacién de las Mezclas de Reaccion; siguiendo en el de la Preparacion de la
Muestra, pasando a continuacién al de la Amplificacion, y finalmente al de la Deteccion. No introducir ADN
amplificado en las dreas designadas para la preparacién de la muestra o de las mezclas de reaccion.

Todas las pipetas, puntas y cualquier otro equipamiento utilizado en un area particular debe ser utilizado y
mantenido dentro de esa area del laboratorio.

Con el objetivo de prevenir la contaminacion cruzada, y/o con RNasas y DNasas, siempre que sea posible, se debe
utilizar material plastico estéril y desechable.

4.3, Almacenamiento y Manipulacién

Si el producto no es usado de forma inmediata, el kit debe ser almacenado entre -85°Cy -65°C.

La temperatura de almacenamiento dptima para los controles de ADN es entre 2°Cy 8°C, aunque también pueden
ser almacenados entre -85°C y -65°C.

Todos los reactivos y controles deben ser descongelados y agitados vigorosamente antes de usarse para asegurar
gue se han resuspendido completamente. La agitacién excesiva puede causar roturas en el ADN y la separacion
de los cebadores de sus fluordforos conjugados.

Los materiales son estables hasta la fecha de caducidad indicada cuando son manipulados y almacenados de
acuerdo a las instrucciones. No deben utilizarse pasada su fecha de caducidad.

Debido a su alta concentracion salina, las mezclas de reaccion de PCR son sensibles a los ciclos de
congelado/descongelado. En caso necesario, las mezclas de reaccion se deben alicuotar en tubos estériles y
herméticos, con tapa de rosca y junta de goma.
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5. Instrumentos

5.1. Termociclador

Uso 6 Funcién: Amplificacion de muestras de ADN
Instrumento sugerido: Veriti™ Thermal Cycler or equivalent
Especificaciones y Caracteristicas de Funcionamiento:

Rango Térmico Minimo: de 15°C a 96°C
Velocidad Minima de la Rampa: 0.8°C/seg

Seguir los protocolos de instalacion, operacion, calibracion y mantenimiento del fabricante.
Ver la seccion 7.4 Amplificacion para el programa del termociclador.

5.2. Los Instrumentos de ABI por Electroforesis Capilar

Uso 6 Funcién: Deteccidn de los fragmentos y anélisis
Especificaciones y Caracteristicas de Funcionamiento:

Los siguientes instrumentos de electroforesis capilar cumplen con los requisitos de funcionamiento para este
ensayo:

ABI 310 Genetic Analyzer (1-capilar)

ABI 3100 Avant Genetic Analyzer (4-capilares)
ABI 3100 Genetic Analyzer (16-capilares)

ABI 3130 Genetic Analyzer (4-capilares)

ABI 3130xL Genetic Analyzer (16-capilares)
ABI 3500 Genetic Analyzer (8-capilares)

ABI 3500xL Genetic Analyzer (24-capilares)

Seguir los protocolos de instalacidon, operacion, calibracion y mantenimiento del fabricante.

El instrumento ABI utilizado debe estar calibrado con el grupo de fluoréforos 6FAM, HEX, NED, y ROX como se
describe en 7.2 Materiales Requeridos pero No Suministrados en el Kit.

Emplear las condiciones asignadas por defecto para el polimero y tipo de capilar utilizado.

Ver la seccién 7.5 Deteccion de Fluorescencia para la preparacion de la muestra.
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6. Recogiday Preparacion de la Muestra

6.1.

6.2.

6.3.

6.4.

6.5.

Precauciones

Las muestras biolégicas humanas pueden contener materiales potencialmente infecciosos. Todas las muestras deben
manipularse de acuerdo con las normas estandar OSHA sobre patégenos de transmision sanguinea o las normas de
bioseguridad de nivel 2.

Sustancias que Interfieren

Se sabe que las siguientes sustancias interfieren en la reaccién de PCR:

Quelantes de cationes divalentes

Puntas de pipetas de retencién baja

EDTA (no significativo a bajas concentraciones)
Heparina

Requisitos de la Muestra y su Manipulacién

Este ensayo analiza ADN gendmico proveniente de las siguientes fuentes:

5 mL de sangre periférica, biopsia de médula dsea, o aspirado de médula ésea anticoagulado con heparina o EDTA
(conservado entre 2°Cy 8°Cy transportado a temperatura ambiente)

Un minimo de 5 mm cuadrados (5mm?) de tejido (conservado y transportado congelado; o conservado y
transportado en RPMI 1640 a temperatura ambiente o en hielo)

2 ug de ADN gendmico (conservado entre 2°Cy 8°Cy transportado a temperatura ambiente)

Muestras o cortes de tejido fijados en formol y embebidos en parafina (conservados y transportados a
temperatura ambiente)

Preparacion de la Muestra

Extraer el ADN gendmico de las muestras de los pacientes tan pronto como sea posible. Resuspender el ADN a una
concentracion final de 100 pg a 400 ug por mL en TE 1/10 (1 mM Tris-HCI, pH 8.0; 0.1 mM EDTA) o en agua grado
biologia molecular o grado USP. Este ensayo es un sistema robusto. Un amplio rango de concentraciones de ADN serd
capaz de generar un resultado vélido. Por lo tanto, generalmente no son necesarios la cuantificacién y el ajuste de las
concentraciones de ADN. El andlisis de la muestra problema de ADN con el Specimen Control Size Ladder asegurara
que existe ADN en cantidad y calidad suficientes para generar un resultado valido.

Conservacion de la Muestra

El ADN gendmico debe conservarse entre 2°Cy 8°C o entre -85°C y -65°C hasta el momento de su uso.
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7. Procedimiento del Ensayo

7.1. Materiales Suministrados en el Kit

Tabla 3. Materiales Suministrados en el Kit

22050011CE TCRB Tube A — 6FAM & HEX
22050021CE TCRB Tube B — 6FAM
22050031CE TCRB Tube C— 6FAM & HEX
20960021 Specimen Control Size Ladder — 6FAM
40880490 IVS-0009 Clonal Control DNA
40880190 IVS-0004 Clonal Control DNA
40881210 IVS-0021 Clonal Control DNA
40920010 IVS-0000 Polyclonal Control DNA
7.2. Materiales Requeridos pero No Suministrados en el Kit

Tabla 4. Materiales Requeridos pero No Suministrados en el Kit

. : . : Namero de
Reactivo/Material Reactivos/Materiales y Proveedores Recomendados (llja -

Roche:
e EagleTag DNA Polymerase 05206944190
ADN Polimerasa Invovoscribe : N/A
e FalconTag DNA Polymerase 60970130

o equivalente

Agua Bi-Destilada Grado
Biologia Molecular o N/A N/A libre de DNAsas y RNasas.
Agua Grado USP

Rainin: Deben ser capaces de medir
Pipetas Calibradas e Pipetas P-2, P-20, P-200, y P-1000 N/A volUmenes exactos entre 1 puly
e O pipetas SL-2, SL-20, SL-200, y SL-1000 1000 pL.
Bio-Rad:

e MJ Research PTC-100 o PTC-200, PTC-220, PTC-240

Termociclador Perkin-Elmer N/A N/A
e PE 9600 o PE 9700
Mezcladores Vortex N/A N/A N/A
Placas o tubos para PCR N/A N/A Estériles
Puntas de pipetas con Estériles, libres de
filtro N/A N/A Pir6genos/RNasas/DNasas
Tubos para

microcentrifuga N/A N/A Estériles

Instrumento de ) N
. . Thermo Fisher Scientific:
Electroforesis Capilar e Series ABI 310, 3100, 3130 0 3500 N/A N/A

ABI
. . Thermo Fisher Scientific:
Formamida Hi-Di e Hi-DI™ Formamide 4311320 N/A
InvivoScribe:
e Hi-Di Formamide w/ROX size standards for ABI 3100 60980061
Thermo Fisher Scientific:
Estandares de tamafio e Parainstrumentos ABI 3100 o 3130:
e  GeneScan™ - 400HD [ROX]™ 402985 N/A
e Parainstrumentos ABI 3500:
e GeneScan - 600 [LIZ]™ v2.0 4408399
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Tabla 4. Materiales Requeridos pero No Suministrados en el Kit

. : . : Namero de
Reactivo/Material Reactivos/Materiales y Proveedores Recomendados (llja télog:

Thermo Fisher Scientific:
e Parainstrumentos ABI 3100y 3130:

e  DS-30 Matrix Standard Kit (Dye Set D) 4345827
Calibracién Espectral de Para instrumentos ABI 310:
e NED Matrix Standard 402996 N/A
Colorantes o .
e Y Fluorescent Amidite Matrix Standards [6FAM, TET,
HEX, TAMRA, ROX] 401546
e Parainstrumentos ABI 3500:
e DS-33 Matrix Standard Kit (Dye Set G5) 4345833
Thermo Fisher Scientific:
e Polimero POP-4™:
e POP-4 for 310 Genetic Analyzers 402838
Polimero e POP-4 for 3100/3100-Avant Genetic Analyzers 4316355 N/A
e POP-4 for 3130/3130xL Genetic Analyzers 4352755
e Polimero POP-7™:
e POP-7 for 3130/3130xL Genetic Analyzers 4352759
e  POP-7 for 3500/3500%L Genetic Analyzers 4393714
Solucién tampén Thermo Fisher Scientific: Diluir 1:10 con agua estéril antes
e 10X Genetic Analyzer Buffer with EDTA 402824 de usar
7.3. Preparacion de los Reactivos

= Todas las muestras desconocidas deben ser analizadas usando la mezcla de reaccién del Specimen Control Size
Ladder. Esto se hace para asegurar que no estan presentes inhibidores de la amplificacién y que hay ADN en
cantidad y calidad suficientes para generar un resultado valido.

"  Los resultados generados con un analisis Unico son validos; no obstante, se recomienda realizar el andlisis de cada
muestra por duplicado siempre que sea posible. Si el andlisis por duplicado genera resultados inconsistentes, es
necesario volver a ensayar o analizar la muestra.

=  Los controles positivo, negativo y blanco deben ser analizados para cada una de las mezclas de reaccion.

=  Se recomienda maximizar el nimero de muestras en una misma carrera de secuenciacion para evitar quedase sin
control negativo (IVS-0000 Polyclonal Control DNA). En el caso de que el procesado de varias muestras
simultdneamente no sea practico en su laboratorio, es posible adquirir el control policlonal IVS-0000 por separado.

7.3.1. Usando guantes, sacar las mezclas de reaccidon de reaccién del congelador. Dejar que los tubos se descongelen
completamente y entonces mezclar suavemente.
7.3.2. En una cabina de contencién tomar una alicuota suficiente de cada mezcla de reaccion y transferirla a tubos de

microcentrifuga individuales, limpios y estériles.

= Los volumenes de las alicuotas deben ser de 45 pL para cada reaccién.

=  Serecomienda afiadir una reaccion extra por cada 15 reacciones, para compensar los errores de pipeteo.
De esta manera, para cada mezcla de reaccidn (excepto para el Specimen Control Size Ladder), el nimero
de reacciones (n) debe ser:

n= 2 x # de muestras (correr cada muestra por duplicado)
+1 control positivo de ADN (Ver Tabla 6)
+1 control negativo ADN (IVS-0000 Polyclonal Control DNA)
+1 control sin templado o blanco (agua)
+1 para compensar los errores de pipeto
n= 2 x # de muestras + 4 Total

=  Porlotanto el volumen total de alicuota para cada mezcla de reaccién deberia ser n x 45 pL.
=  Parala mezcla de reaccion del Specimen Control Size Ladder, el nimero de reacciones (m) deberia ser:

m = # de muestras (correr cada muestra por duplicado)
+1 control negativo de ADN (IVS-0000 Polyclonal Control DNA)
+1 control sin templado o blanco (agua)
+1 para compensar los errores de pipeto
m = # de muestras + 3 Total

= Porlo tanto el volumen total de alicuota para la mezcla de reaccién del Specimen Control Size Ladder
deberia ser m x 45 plL.
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7.3.3. Para los Tubos TCRBAy B: Afiadir 2.25 unidades (0 0.45 pulL a 5 unidades/ulL) de ADN polimerasa Taq por
reaccién a cada mezcla de reaccién.

= Eltotal de polimerasa Tag que es necesaria afiadir a cada mezcla maestra de reaccién debera ser n x 0.45
puL. Mezclar suavemente con vortex.

7.3.4. Para los Tubos 7CRBCy Specimen Control Size Ladder: Afiadir 1.25 unidades (0 0.25 plL a 5 unidades/uL) de ADN
polimerasa Taq por reaccién a cada mezcla de reaccion.

=  Eltotal de polimerasa Tag que es necesaria afiadir a cada mezcla maestra de reaccién debera ser n x 0.25
pL, y m x 0.25 ul para la mezcla de reaccién del Specimen Control Size Ladder.
= Mezclar suavemente con vortex.

7.3.5. Para cada reaccidn, alicuotar 45 L de la respectiva mezcla de reaccién + ADN polimerasa en cada pocillo de una
placa de PCR o tubo.
7.3.6. Afiadir 5 plL de la muestra correspondiente (muestra problema de ADN, control positivo de ADN, control

negativo de ADN, o agua) en cada pocillo que contenga las respectivas mezclas de reaccién. Mezclar
suavemente con la pipeta varias veces.
7.3.7. Tapar los tubos o cubrir la placa de PCR.

=  Las muestras estan ahora listas para ser amplificadas en un termociclador.

7.3.8. Si la amplificacién no puede realizarse inmediatamente después de la preparacion de los reactivos, la placa de
PCR o los tubos pueden ser conservados entre 2°Cy 8°C por un periodo de hasta 24 horas.

Gufa Répida

Para cada mezcla de reaccién de reaccién y n reacciones, mezclar:
n x 45 pL Mezcla de Reaccion
n x 0.25 pL or 0.45 pL* ADN polimerasa Taq
Vorterear suavemente para mezclar.
Alicuotar 45 pL de mezcla de reaccion + solucién de ADN polimerasa en cada reservorio de reaccion.
Agregar 5 pL del respectivo Templado a cada reservorio.

Volumen total de reaccién = 50 uL

*Nota: Usar 0.45 pL de ADN polimerasa Taq para los Tubos TCRB Ay By 0.25 pL de ADN polimerasa Taq para los Tubos
TCRB Cy Specimen Control Size Ladder

7.4. Amplificacién
7.4.1. Amplificar las muestras usando el siguiente programa de PCR:

= Usar la opcidn calculada para la medicion de la temperatura con los termocicladores PTC BioRad MJ
Research.

Tabla 5. Programa Estandar para Taq

1

1 95°C 7 minutos

2 95°C 45 segundos

3 60°C 45 segundos 35

4 72°C 90 segundos

5 72°C 10 minutos 1

6 15°C oo 1
7.4.2. Retirar los tubos o la placa de amplificacion del termociclador.

= Aungue el ADN amplificado es estable a temperatura ambiente durante largos periodos de tiempo, los
productos de PCR deben almacenarse entre 2°Cy 8°C hasta la deteccién. La deteccién debe realizarse
dentro de los 30 dias posteriores a la amplificacion.
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7.5. Deteccién de Fluorescencia ABI

No se recomienda analizar mezclas de productos de PCR de diferentes mezclas de reaccién, ya que esto resultard en
una reduccién global de la sensibilidad del ensayo.

Platformas ABI 310, 3100, o 3130

7.5.1.

7.5.2.

7.5.3.

7.5.4.
7.5.5.

7.5.6.
7.5.7.
7.5.8.

En un tubo de microcentrifuga nuevo, mezclar una cantidad apropiada (para un total de 10ul por reaccion de
PCR) de Formamida Hi-Di con estandares de tamafio ROX.? Mezclar bien con vortex.

En una nueva placa de PCR de 96 pocillos, pipetear 10 plL de Formamida Hi-Di con estandares de tamafio ROX en
cada pocillo para cada reaccion de PCR.

Afadir 1 plL de cada reaccion de PCR a los pocillos que contienen Formamida Hi-Di con estandares de tamafio
ROX. Afadir sélo una muestra por pocillo. Mezclar con la pipeta.

Tapar los tubos o cubrir la placa de PCR.

Desnaturalizar las muestras con calor a 952C durante 2 minutos, seguido de un enfriamiento en hielo durante 5
minutos.

Preparar una hoja de muestras y la lista de inyeccidn para las muestras a analizar.

Correr las muestras en el instrumento de electroforesis capilar siguiendo el manual del usuario.

Los resultados son automaticamente mostrados como picos de tamafio y color especificos. Revisar el trazado y
los controles y luego informar el resultado. (Ver secciones 8 Interpretacion de los Resultados y 10 Valores
Esperados debajo).

Plataformas ABI 3500:

Nota:

7.5.9.

7.5.10.

7.5.11.

7.5.12.
7.5.13.

7.5.14.
7.5.15.
7.5.16.

Debido a que pueden existir variaciones en el desempefio de la plataforma ABI 3500 cuando se la utiliza en diferentes
instrumentos, las cantidades de formamida, muestra problema y estandares de tamafio detalladas en el protocolo son
orientativas y a ser usadas como punto de partida. Es probable que sea necesario optimizar el protocolo para
determinadas Plataformas ABI 3500.

En un nuevo tubo de microcentrifuga, mezclar una cantidad apropiada (9.5 ulL por reaccion de PCR) de
Formamida Hi-Di con Estandares de Tamafio LIZ.2 Mezclar bien con vortex.

En una nueva placa de PCR de 96 pocillos, afiadir 9.5 pL de Formamida Hi-Di con Estandares de Tamafio LIZ a
cada pocillo para cada reaccion de PCR.

Transferir 0.5 pL de cada reaccion de PCR a los pocillos que contienen Formamida Hi-Di con Estdndares de
Tamafio LIZ. Afiadir sélo una muestra por pocillo. Mezclar mediante pipeteo.

Tapar o cubrir la placa de PCR.

Desnaturalizar las muestras con calor a 952C durante 3 minutos, seguido de un rapido enfriamiento en hielo
durante 5 minutos.

Preparar una hoja de muestras y |a lista de inyeccidn para las muestras a analizar.

Correr las muestras en un instrumento de electroforesis capilar ABI 3500 de acuerdo con su manual del usuario.
Los resultados son automaticamente mostrados como picos de tamafio y color especificos. Revisar el trazado y
los controles y luego informar el resultado. (Ver las secciones 8 Interpretacion de los Resultados y 10 Valores
Esperados).

7.6. Control de Calidad

En el kit se suministran controles positivos y negativos (o normales) y deben ser analizados cada vez que se desarrolla
el ensayo para asegurar el desarrollo apropiado del mismo. Adicionalmente, se debe incluir un control sin DNA (por ej.
agua) para controlar la posible contaminacién de la mezcla de reaccidon o la contaminacion cruzada de las reacciones
de PCR debidas al empleo de técnicas asépticas inadecuadas. También se debe incluir un control de la solucién
tampon para asegurar que el tampon utilizado para resuspender las muestras no ha sido contaminado. Los valores de
los controles positivos se encuentran en la seccion 10.1 Tamafio Esperado de los Productos Amplificados. Controles
adicionales y controles de sensibilidad (diluciones de los controles positivos en el control negativo) se encuentran
disponibles en Invivoscribe.
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7.7. Controles Positivos Recomendados

Los tamafios de los productos amplificados mostrados en la tabla se obtuvieron usando una plataforma ABI. Los
tamafios de los productos amplificados obtenidos en su instrumento de electroforesis capilar especifico pueden diferir
en 1 a 4 base par (bp) de los que se encuentran en la tabla, dependiendo de la plataforma de deteccién y de la versién
del programa de analisis utilizados. Una vez identificado, el tamafio del amplicon determinado en su plataforma
especifica serd consistente entre diferentes electroforesis. Esta reproducibilidad es extremadamente Util cuando se
hace un seguimiento de enfermedad recurrente.

Nota: “Color” indica el color de los productos generados con la mezcla de reaccion cuando se usan las asignaciones de color por
defecto de los sistemas de deteccién de fluorescencia ABI.

Tabla 6. Controles Positivos Recomendados

Mezcla de Reaccién SR Color ADN Control NI AR 612 Tamario del Producto (bp)
Blanco Catdlogo

Azul (JB2.X) + Rango de Tamafios Valido 240 - 285
TCRE Tube A VB +IB1/2 Verde JB1X)  IVS-0009 Clonal Control DNA 40880490 | 264
Rango de Tamarios Valido 240 - 285
TCRBTube B VB +JB2 Azul (JB2.X) IVS-0004 Clonal Control DNA 40880190 253
IVS-0021 Clonal Control DNA 40881210 267
Azul (JB2.X) + Rango de Tamafios Valido 170 - 210 (DB2), 285 - 325 (DB1)
TCRE Tube C DB +JB1/2 Verde (JB1.X) IVS-0009 Clonal Control DNA 40880490 309
Specimen Control Genes Azul Rango de Tamafios Vélido 96, 197, 297, 397 602°
Size Ladder Mdltiples IVS-0000 Polyclonal Control DNA 40920010 | 96, 197, 297, 397, 6022
aNota: Debido a que los fragmentos de PCR de menor tamafio son preferencialmente amplificados, es normal que el fragmento de 602 bp presente una

sefial disminuida o que se pierda completamente. Durante los tiempos normales de electroforesis en los equipos ABI, el pico de 602 bp puede no llegar a
aparecer. Mas aun, el tamafio de este pico puede diferir en 30bp cuando el tamafio del fragmento es calculado utilizando el estdndar de tamafio
GeneScan - 400HD [ROX].

8. Interpretacion de los Resultados

Aungue un resultado positivo es altamente sugestivo de un proceso neoplasico, tanto los resultados positivos como los negativos deben
interpretarse en un contexto global con toda la informacion clinica y los resultados de los ensayos del laboratorio. El rango de tamafios para
cada una de las mezclas de reaccion ha sido determinado analizando muestras control positivas y negativas. Para una interpretacion exacta y
significativa es importante tener en cuenta que se deben ignorar las bandas que aparezcan fuera del rango de tamafios valido para cada una de
las mezclas de reaccion.

8.1. Andlisis

8.1.1. Muestras que no amplifican después de ser ensayadas repetidamente deber ser informadas como “No se puede
informar un resultado de esta muestra debido a que no se obtiene ADN en cantidad o calidad suficiente para su
analisis”.

8.1.2. Muestras que generan un resultado negativo deben ser repetidas si el control positivo de la reaccién no
amplifico.

8.1.3. Si las muestras analizadas por duplicado generan resultados diferentes, el ensayo debe ser repetido o vuelto a
evaluar para aclarar un posible cambio de muestras.

8.1.4. Todos los controles del ensayo deben ser examinados previamente a la interpretacion de los resultados de la

muestra problema.
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Tabla 7. La siguiente tabla describe el andlisis de cada uno de los controles y las acciones a seguir basandose en los resultados obtenidos.

Tipo de Control Resultado Esperado Resultado Aberrante

Control Sin Templado No presenta amplificacion, continuar con el anélisis. Amplificacion presente, repetir el ensayo.

El tamafio del producto es consistente con el tamafio

esperado de acuerdo a la lista de la seccién 10.1 Tamario ) .
Presenta reordenamientos clonales, repetir el

Control Policlonal Esperado de los Productos Amplificados No hay ensavo
reordenamientos clonales presentes. Continuar con el Yo
analisis.
CEo?trtoI Pg;lltlvo q - El tamafio del producto es consistente con el tamafio
(Este a‘n,q en pus € ser un control de esperado de acuerdo a la lista de la secciéon 10.1 Tamario Gama de tamafio del producto no esperado.
extraccion si se afiade un material . . .
. . Esperado de los Productos Amplificados. Continuar con el Repetir el ensayo.
control positivo a través de los o
. analisis.
procesos de extraccidn)
Si todos los picos de 96, 197, 297, 397 y 602 bp estan Si no se observan bandas, repetir el ensayo a
Specimen Control Size Ladder presentes, continuar con el analisis. Debido a que los menos que la muestra resulte positiva. Sisélo
(Este control de amplificacion es fragmentos de PCR de menor tamafio son preferencialmente se observan 1, 2, o 3 bandas, re-evaluar la
esencial para muestras de calidad y amplificados, es normal que el fragmento de 602 bp muestra para determinar una posible
cantidad desconocida.) presente una sefial disminuida o que se pierda degradacion del ADN a menos que la muestra
completamente. Continuar con el analisis. resulte positiva.
8.2. Interpretacion de la Muestra Problema

®  Cuando los controles generan los resultados esperados, las muestras clinicas deben ser interpretadas como se
detalla a continuacion:

o Uno o dos picos positivos prominentes? dentro del rango de tamafios valido se informa como:
“Positivo para la deteccién de reordenamiento(s) clonal(es) del gen de la cadena beta del receptor de la célula T es
consistente con la presencia de una poblacion celular clonal. En un contexto global de criterios diagndsticos, las
poblaciones celulares clonales pueden indicar la presencia de una neoplasia hematoldgica.”

O

La ausencia de picos positivos? dentro del rango de tamafios valido se informa como:
“Negativo para la detecciéon de reordenamientos clonales del gen de la cadena beta del receptor de la célula T.”

aNota: Los criterios para definir un pico positivo son los siguientes:

"  Los productos generados de muestras al diagndstico que caen dentro del rango de tamafios vélido y tienen una
amplitud de al menos tres veces la amplitud del tercer pico mds grande del fondo policlonal, son consistentes con
un pico positivo.

" Los productos generados de muestras recolectadas después del diagnostico inicial que caen dentro del rango de
tamanios valido y son: bien 1) de una amplitud de al menos tres veces la amplitud del tercer pico mas grande; o
bien, 2) exceden la amplitud de los picos vecinos adyacentes y son idénticos en tamafio a los productos clonales
amplificados previamente en muestras del mismo paciente usando la misma mezcla de reaccién, son consistentes
con un pico positivo.

9. Limitaciones del Ensayo

=  Este ensayo no identifica el 100% de las poblaciones celulares clonales.

"  Este ensayo no puede detectar de manera fiable una cantidad menor de 1 célula positiva por cada 100 células normales.

=  Los resultados de las pruebas moleculares de clonalidad siempre deben ser interpretados en el contexto global de datos
clinicos, histolégicos e inmunofenotipicos.

"  Los ensayos basados en la técnica de PCR estan sujetos a interferencia por la degradacion del ADN o por la inhibicién de la
PCR debida a EDTA, heparina y otros agentes.
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10. Valores Esperados

10.1. Tamafio Esperado de los Productos Amplificados

Los tamafios de los productos amplificados mostrados en la tabla se obtuvieron usando una plataforma ABI. Los
tamafios de los productos amplificados obtenidos en su instrumento de electroforesis capilar especifico pueden diferir
en 1 a4 base par (bp) de los que se encuentran en la tabla, dependiendo de la plataforma de deteccién y de la versién
del programa de analisis utilizados. Una vez identificado, el tamafio del amplicon determinado en su plataforma
especifica serd consistente entre diferentes electroforesis. Esta reproducibilidad es extremadamente Util cuando se
hace un seguimiento de enfermedad recurrente.

Nota:  “Color” indica el color de los productos generados con la mezcla de reaccién cuando se usan las asignaciones de color

por defecto de los sistemas de deteccion de fluorescencia ABI.

Tabla 8. Tamafio Esperado de los Productos Amplificados

b SR Color ADN Control NI 612 Tamario del Producto (bp)
Reaccién Blanco Catélogo

Rango de Tamafios Valido 240 - 285
Azul (JB2.X) + = IVS-0000 Polyclonal Control DNA 40920010 240 - 285, 2712
TCRB Tube A VB +B1/2 Verdi (JB1.X) = IVS-0009 Clonal Control DNA 40880490 264
IVS-0004 Clonal Control DNA 40880190 295
Rango de Tamarios Valido 240 - 285
IVS-0000 Polyclonal Control DNA 40920010 240 - 285,221°
TCRBTube B VB +JB2 Azul (JB2.X) = IVS-0009 Clonal Control DNA 40880490
IVS-0021 Clonal Control DNA 40881210 267
IVS-0004 Clonal Control DNA 40880190 253
Rango de Tamafios Valido 170-210 (DB2), 285 - 325 (DR1)
Azul (JB2.X) + = 1VS-0000 Polyclonal Control DNA 40920010 128,170 - 210, 285 - 325, 337°
+
TCRB Tube € DB +1B1/2 Verdi (JB1.X) = IVS-0009 Clonal Control DNA 40880490 309
IVS-0004 Clonal Control DNA 40880190 295
Specimen Control Genes Azul Rango de Tamafios Vélido 96, 197, 297, 397 602°
Size Ladder Multiples IVS-0000 Polyclonal Control DNA 40920010 96, 197, 297, 397, 602¢
aNota: La banda de 271 bp se ve particularmente en muestras con bajo nimero de células linfoides contaminantes.
"Nota:  Bajo condiciones sub-6ptimas, pueden ser detectados productos inespecificos de 221 bp (en el Tubo B) y de 128 bp y 337 bp (en el Tubo C). De
encontrarse presentes, estas bandas se visualizaran como desvanecidas.
‘Nota: Debido a que los fragmentos de PCR de menor tamafio son preferencialmente amplificados, es normal que el fragmento de 602 bp presente una sefial
disminuida o que se pierda completamente. Durante los tiempos normales de electroforesis en los equipos ABI, el pico de 602 bp puede no llegar
a aparecer. Mas aun, el tamafio de este pico puede diferir en 30 bp cuando el tamafio del fragmento es calculado utilizando el estdndar de
tamafio GeneScan - 400HD [ROX].
10.2.  Resultados de la Muestra

Los resultados que se muestran a continuacion fueron generados utilizando las mezclas de reaccién indicadas. Los productos amplificados fueron
resueltos en un instrumento ABI.
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Figura 2. TCRB Tube A - 6FAM & HEX
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Figura 5. Le Specimen Control Size Ladder — 6FAM
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11. Caracteristicas Analiticas

El IdentiClone TCRB Gene Clonality Assay, es un procedimiento rapido y fiable, que es mucho mas sensible que el analisis
mediante Southern Blot (SB) para la deteccién de clonalidad en casos de sospecha de enfermedades linfoproliferativas. El
diagnostico final clinico-histopatoldgico se correlaciona muy bien con los resultados de PCR en un gran nimero de pacientes
en comparacion con los resultados de SB. Esto fue evidenciado por dos trabajos relevantes, uno publicado en 2003 en la
revista Leukemia por van Dongen et al. y el otro publicado en 2005 en la revista Journal of Molecular Diagnostics (JMD) por
Sandberg et al.

Tabla 9. Comparacién de PCR y deteccion Southern Blot
Concordancia PCR/SB (Leukemiz?): Concordancia PCR/SB (JMD®):

IGH:  93% sensitivity/ 92% specificity
IGH + IGK: 85% sensitivity

IGK:  90% sensitivity/ 90% specificity

IGL:  86% sensitivity/ 92% specificity
TCRB:  86% sensitivity/ 98% specificity TCRB: 85% sensitivity

TCRG:  89% sensitivity/ 94% specificity

TCRD:  83% sensitivity/ 95% specificity

Tabla 10. Andlisis PCR vs. SB en relacion a la histopatologia y al diagndstico final:

Concordancia PCR/SB: Sendibilidad de la PCR: Sendibilidad de la SB:
IGH + IGK: 85% 98% 39%
TCRB: 85% 96% 35%

El estudio realizado por Sandberg et al. fue un estudio independiente en 300 muestras de pacientes, con una gran variedad
de tipos de muestras. En los casos donde se realizaron anélisis de PCR y SB, y los resultados pudieron ser correlacionados con
la histopatologia y el diagnodstico final, la exactitud diagndstica de los ensayos IdentiClone fue determinada como de al menos
un 96%. Por tanto, el analisis mediante PCR fue mucho mas exacto que el analisis mediante SB que fallé en detectar 23 casos
claros y 7 casos probables de enfermedad neoplasica en este estudio. Usando los ensayos IdentiClone, no se detectaron
resultados falsos positivos claros y se observd un alto nivel de precisién.® Ademas, un claro beneficio de este ensayo fue que
los resultados clonales generados por el mismo permitieron una deteccién subsecuente de reordenamientos genéticos
especificos de paciente y de tumor para la deteccion de enfermedad minima residual.
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12. Servicio Técnicoy al Cliente

Los representantes técnicos y de atencidn al cliente estan disponibles de lunes a viernes para responder a todas sus
preguntas, mediante consultas telefdénicas, por correo electrénico o en la web.

Datos de Contacto

“ Invivoscribe, Inc

10222 Barnes Canyon Road | Building1 | San Diego | California 92121-2711 | Estados Unidos

Téléfono: +1 858 224-6600 | Fax: +1 858 224-6601 | Horario comercial: De 07:00 a 17:00 PST/PDT

Servicio técnico: support@invivoscribe.com | Atencidn al cliente: sales@invivoscribe.com | Sitio web: www.invivoscribe.com
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15. Aspectos Legales

15.1.  Garantiay responsabilidad

Invivoscribe, Inc. (Invivoscribe®) se compromete a proporcionar productos de la mas alta calidad. Invivoscribe®
garantiza que los productos cumplen o superan los estandares de rendimiento descritos en las Instrucciones de uso, en
cuanto a los productos con dicho inserto. Si un producto esta cubierto por las especificaciones del producto y no
funciona como se especifica, nuestra politica es reemplazar el producto o acreditar el precio total de compra.
Invivoscribe® no ofrece ninguna otra garantia de ningun tipo, expresa o implicita. La responsabilidad de Invivoscribe®
no excederd el precio de compra del producto. Invivoscribe no sera responsable por dafios directos, indirectos,
consecuentes o incidentales que surjan del uso, los resultados del uso o la imposibilidad de usar sus productos; la
eficacia del producto bajo condiciones controladas por el comprador en el laboratorio del comprador debe
establecerse y monitorearse continuamente a través de procesos definidos y controlados por el comprador, que
incluyen, entre otros, pruebas de controles positivos, negativos y en blanco cada vez que se analiza una muestra. El
pedido, la aceptacién y el uso del producto constituyen la aceptacidon por parte del comprador de la responsabilidad
exclusiva de garantizar la eficacia del producto y el acuerdo del comprador con la limitacién de responsabilidad
establecida en este parrafo.

Este producto es un producto de diagndstico in vitro que no esta disponible para la venta o uso en América del Norte.

15.2.  Patentesy Marcas Registradas

Este producto esta cubierto por uno o mas de los siguientes: nimero de patente europea 1549764, nimero de
patente europea 2418287, niumero de patente europea 2460889, nimero de patente japonesa 4708029, patente de
Estados Unidos 8859748 y solicitudes pendientes y futuras relacionadas. Todas estas patentes y solicitudes tienen
licencia exclusiva para Invivoscribe®. Las patentes adicionales con licencia para Invivoscribe que cubren algunos de
estos productos se aplican en otros lugares. Muchos de estos productos requieren métodos de amplificacion de acido
nucleico como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Ninguna licencia bajo estas patentes para usar procesos
de amplificacién o enzimas se transmite expresamente o implicitamente al comprador por la compra de este producto.

Identiclone® es una marca registrada de Invivoscribe®

©2023 Invivoscribe, Inc. Todos los derechos reservados. Las marcas comerciales mencionadas aqui son propiedad de
Invivoscribe, Inc.y / o sus afiliados o (en cuanto a las marcas comerciales de otros utilizados aqui) sus respectivos
propietarios.
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