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Spole¢nost Biotype GmbH wvyviji, vyrabi a proddvéa aplikace pro lékaiskou diagnostiku,
zalozené na PCR (polymerazova retézova reakce).

Nae testovaci sady Mentype® zarucuji nejvy$si standardy kvality.

V pripadé informaci a podnéti jsme vam ochotné k dispozici. Kontaktujte nas nebo
navstivte naSi domovskou stranku www.biotype.de.
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Mentype® AMLplex®s

1. Pouziti v souladu s uréenim

Sada Mentype® AMLplex® je urcena pro kvalitativni dtikaz 34 variant genovych
transkriptd, které mohou vzniknout v pripadé urcitych subtypt akutni myeloidni leukémie
(AML) chromozomalnimi translokacemi (somatické mutace) s podilem 11 rznych genovych
flzi.

Aplikace Mentype® AMLplex2 jsou uréeny vyhradné pro profesionalni pouZiti ve
specializovanych laboratotich. Persondl by mél byt vySkolen pro techniky PCR a pouZiti
diagnostiky in vitro.

2. Zakladni informace

Dikaz specifickych chromozomalnich aberaci ma velky prognosticky vyznam, a je proto
nezbytny pro diagnostiku akutnich leukémii. Identifikace specifickych genetickych translokaci
umozriuje klasifikaci subtypd leukémie, ¢&mzZ podporuje lécbu pacientd, ktera je
prizpasobena riziku.

Sada Mentype® AMLplex® umoziuje robustni identifikaci pro I1é¢bu vyznamnych
chromozomalnich aberaci, které jsou zakladem akutni myeloidni leukémie (AML). Tuto
identifikaci Ize v rutinni diagnostice pomoci této sady snadno provést.

3. Popis produktu Mentype® AMLplex?

Mentype® AMLplex® identifikuie pi¥i metodé s vyuzZitim nékolika parametrd
34 transkripcnich variant ndsledujicich fuznich gent: RUNX1-RUNX1T1, BCR-ABL,
PICALM-MLLT10, CBFB-MYH11, DEK-NUP214, KMT2A-MLLT4, KMT2A-MLLT3, KMT2A -
ELL, KMT2A -PTD, NPM1-MLF1 a PML-RARA (srv. Tabulka 1).

Vysledky Mentype® AMLplex® jsou zabezpeceny dvéma internimi kontrolami. Interni
kontrola PCR (senzor kvality ,QS-Control*) zobrazuje UspéSnost amplifikacni reakce;
Lkontrola cDNA“ (ABL-Control) je pripojena k sadé pro zobrazeni kvality pouzité cDNA.

Test se provadi fragmentaéni analyzou pomoci kapilarni gelové elektroforézy. Primery jsou
znaceny fluorescenénimi barvivy 6-FAM, BTG nebo BTY.
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Tabulka 1 Genové flize a varianty transkript(i, které Ize prokézat pomoci Mentype® AMLplex?

Genova fiize Chromozomalni aberace Varianta
RUNX1-RUNX1T1 1(8;21) (422;022) -
(AML1-ETO)
BCR-ABL 1(9;22) (q34;q11) ela3
ela2
b3a2
b3a3
b2a2
b2a3
PICALM-MLLT10 t(10;11) (p13;q14) MLLT10_240-PICALM_1987
(CALM-AF10) MLLT10_240-PICALM_2092
CBFB-MYH11 inv(16) (p13;922) Type A
Type B
Type C
Type D
Type E
Type F
Type G
Type H
Type |
Type J
DEK-NUP214 (DEK-CAN) 1(6;9) (023;034) -
KMT2A-MLLT4 (MLL-AF6) 1(6;11) (027;023) =
KMT2A-MLLT3 (MLL-AF9) 1(9;11) (022;623) B6A_(THP-1)
7A_(104)
8A_(MM6)
6B_(9B)
KMT2A-ELL (MLL-ELL) t(11;19) (q23;p13.1) e10e2
€10e3
KMT2A-PTD (MLL-PTD) Parcialni tandemova duplikace ~ €9e3
e10e3
elle3
NPM1-MLF1 1(3;5) (425.1;q34) -
PML-RARA t(15;17) (922;921) bert (PR-L)
bcr2 (PR-V)
ber3 (PR-S)
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3.1 Nastroje
Sady Mentype® AMLplex@s byly verifikovany a validovany na téchto cyclerech PCR:

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

Sady byly verifikovany a validovany na téchto systémech kapilarni gelové elektroforézy za
pouziti POP-4TM (Applied Biosystems™) a délky kapilar 36 cm, pouziti POP-7™ bylo
verifikovano:

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

Vlyhodnoceni dat bylo verifikovano pomoci téchto softwarovych verzi:

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

Pouziti sad Mentype® AMLplex® na jinych nastrojich nebo s jinym softwarem nez s tim,
ktery je uveden vySe, musi byt uzivatelem validovano a verifikovano na vlastni odpovédnost.

3.2 Typ vzorka

Mentype® AMLplexs byly validovany s cDNA, transkribované z RNA, ktera byla izolovana z
plné krve s citratem.

Produkt Mentype® AMLplex®s je validovan pro pouziti 1 pL cDNA, ktera bude validovana z
1 ug RNA v reakénim objemu 20 pL. Pouziti vétSich mnoZstvi cDNA musi byt uzivatelem
validovano.
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4, Vystrazna a bezpecnostni upozornéni

Rid'te se prosim bezpe¢nostnimi listy (BL) produktt Biotype, které vam na vyzadani ochotné
zaSleme (support@biotype.de). Pro bezpecnostni listy reagencii, které nejsou obsazeny v
testovaci sadé, kontaktujte prosim prisluSného vyrobce.

Pied pouzitim produktu si pozorné prectéte navod k pouziti.

Po obdrZeni produktu a jeho slozek zkontrolujte, zda je kompletni - pocet, typ a pinéni (viz
kapitola 5.1, Obsah sady), spravné oznaceni, zmrazeny stav reagencii a neporusenost jejich
obalu.

P pouziti testd noste rukavice, laboratorni plaSt’ a pop¥. ochranu oéi.

Zabrarite kontaminaci vzorka nukleazou (DNaza / RNaza) pouzitim jednorazovych pipetovych
Spicek bez DNazy / RNazy s filtry absorbujicimi aerosol.

PouZijte oddélené pracovni prostory pro p¥ipravu vzorki (pre-PCR), preparaci mastermixu a
naslednou dpravu vzork a analyzu (post-PCR). Pozitivni kontroly skladujte v prostoru
oddéleném od slozek sad.

Podle smémic nebo pozadavkG mistnich, statnich a / nebo federdlnich predpist &i
akredita¢nich organizaci mohou byt pottebné dodate¢né kontroly.

lv\legouiivejte slozky sady, které prekrocily své datum skonéeni trvanlivosti a nemichejte
Sarze.

Odpady ze vzorka a testa likvidujte podle mistnich bezpeénostnich ustanoveni.

Do Sarze LEUK01095 (Reaction Mix A SarzeCH2001597):

V této sadé je obsazena nasledujici potencidlné nebezpecéna latka:

Tabulka 2 Potencialné nebezpe¢né slozky sad Mentype® AMLplex?

Slozka sady Chemikalie Nebezpeci

Toxicky pri polknuti, pii kontaktu s

Reaction Mix A Azid sodny NaNs kyselinou wyili toxické plyny

4.1 Zajistovani kvality

Cely obsah testovaci sady je podrobovan intenzivnimu zajisténi kvality ve spolec¢nosti Biotype
GmbH. Kvalita testovacich sad je nepietrzité kontrolovana, aby byla dokumentovana
neomezena pouzitelnost. V pripadé dotaz na zajisténi kvality nas prosim kontaktujte na e-
mailovou adresu info@biotype.de.
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5. Materialy dodané spolec¢né se sadou

5.1 Obsah sady

Sady Mentype® AMLplex2S obsahuiji tyto slozky, které postaci pro provedeni 25, 100 nebo
400 reakei.

Tabulka 3 Velikosti baleni a slozky obsazené v sadéch Mentype® AMLplex®

Titulek Obsah Objem na velikost baleni

25 reakei :::kci :ggkci
Nuclease-Free Water XSEE;QZ? bsahjci 1,5mL f)é il ?’é il
Reaction Mix A Reakéni smés A 250puL 500 4L 12’(‘) L
';Ar?nqltgfﬁﬁxAMLplexns Smels primert 63 L 250 L 421 5)(0 N
N Y TR
ol cONA Ko ﬁgrsﬁrr?wllirjljcm\% oo o
I’\\/:IeerllitgpLﬁ (?el\rllelexﬂs Alglicky Zebricek 25 1L 25 4x25 L
(%I\%)Size Standard 550 gglé(%?lg))vy standard 1341 50 4L 200 L

Méijte na paméti, Ze komponenty soupravy z riiznych SarZi soupravy nesmi byt smichany.
Prehled ¢isel SarZi je uveden na etiketé, ktera je umisténa na vnittni strané klopy krabice.
Rozdélovani komponent soupravy do jinych reakénich nadob neni povoleno.

5.2 Informace o objednavce

Pisemnou objednavku prosim zaSlete e-mailem na sales@biotype.de. Objednavka musi
obsahovat objednaci ¢isla podle Tabulka 4 a Tabulka 16, strana 28.

Poznamka: Méjte prosim na paméti, Ze reakce o velikosti baleni 10 se jiz neprodavaji.

Tabulka 4 Objednaci ¢isla sad Mentype® AMLplex?s

Produkt Velikost baleni

Mentype® AMLplex® 25 reakci 45-31220-0025
Mentype® AMLplex® 100 reakci 45-31220-0100
Mentype® AMLplex?s 400 reakci 45-31220-0400
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5.3 Reagencie a vybaveni, které jsou poti-ebné navic (nejsou soucasti sady)

Pro pocate¢ni kalibraci zatizeni pro kapilarni gelovou elektroforézu na specifickd
fluorescenéni barviva sady Menytpe® AMLplex® musi byt provedena spektraini kalibrace
pomoaci nasledujici reagencie firmy Firma Biotype GmbH (Tabulka 5):

Tabulka 5 Navic poZadované reagencie spolec¢nosti Biotype GmbH

Reagencie Pouziti Velikost baleni

Matrix Standard BT5 Spektralni kalibrace systému

single (Matricovy kapilarni gelové 5x25 L 00-10411-0025
standard) elektroforézy (jedna kapildra)

Matrix Standard BT5 Spektralni kalibrace systému

multi (Matricovy kapilarni gelové 251L 00-10421-0025
standard) elektroforézy (vice kapilar)

Matrix Standard BT5 Spektralni kalibrace systému

multi (Matricovy kapilarni gelové 2x25 L 00-10421-0050
standard) elektroforézy (vice kapilar)

K provedeni sady jsou potiebné tyto obecné materidly a néstroje:

stolni centrifuga s rotorem pro 2 mL reakéni nadoby

e  mikrotitra¢ni desti¢ky s 96 jamkami nebo 0,2 mL reakéni trubicky, v pipadé
pouziti mikrotitra¢nich desti¢ek s 96 jamkami vhodna vika nebo folie, centrifuga
s rotorem na mikrotitraéni desticky

e mixér Vortex, vhodny pro mikrotitraéni desticky s 96 jamkami nebo 0,2 mL
reakéni trubicky

e pipety, pipetové Spicky s filtry (jednorazoveé)

e  jednorazové rukavice bez pudru

e  Vhodna sada na izolaci RNA (srv. kapitola 7.1.1, Izolace RNA)

e vhodny nastroj pro kvantitativni méreni koncentrace RNA po izolaci a precisténi
(srv. kapitola 7.1.1, Izolace RNA)

e vhodnd sada pro transkripci RNA na cDNA (srv. 7.1.2, Transkripce RNA na cDNA)

e blok ledu pro kratkodobé skladovani polymerazy

e vhodny cycler PCR (srv. kapitola 3.1, Néstroje)

e Hi-Di™Formamide (Applied Biosystems™)

e reagencie a spotrebni materialy systému kapilari gelové elektroforézy

e vhodny nastroj na kapilarni gelové elektroforézu (srv. kapitola 3.1, Nastroje)

Upozornéni: Zajistéte, aby byly vSechny pristroje instalovany, provadéna jejich Udrzba a
kalibrovany podle podminek vyrobce. Piesvédcte se, Ze jsou k dispozici vSechny reagencie
k provozovani prislusného PCR a nastroje pro kapilamni gelové elektroforézu (viz navod k
pouziti od prisluSného vyrobce pristroje).
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6. Skladovani

Sady Mentype® AMLplex@s jsou expedovany na tuhém oxidu uhli¢itém. Slozky sady budou
doruceny zmrazené. Pokud by jedna nebo vice sloZek nebylo po obdrzeni zmrazenych, nebo
by doSlo k poSkozeni zkumavek béhem prepravy, obrat'te se pro dalSi podporu na spolecnost
Biotype GmbH (support@biotype.de).

Slozky musi byt skladovany pii -25 °C az -15 °C. Kontrolni cDNA a reagencie post-PCR
(alelické laddery a size standard BTO) by mély byt skladovany oddélené od reagencii PCR.

Zabrante opakovanému rozmrazeni a zmrazeni. Maximalni pocet 20 cyklt rozmrazeni a
zmrazeni nesmi byt prekrocen.

Sady Mentype® AMLplex2 musi byt uchovavany tak, aby byly chranény pred svétlem.

Trvanlivost testovaci sady je uvedena na obalovém Stitku.
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7. Pracovni postup Mentype® AMLplex?s
7.1 Piiprava vzorki a pouzité objemy cDNA

7.1.1 Izolace RNA

Kvalita izolované RNA ma rozhodujici vliv na vykon a kvalitu celého testovaciho systému. Musi
byt zajiSténo, aby byl systém pouZity k izolovani RNA kompatibilni s technologii PCR.
Nasledujici sady byly testovany pro izolaci RNA a jsou vhodné k pouZiti:

e RNeasy Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden, DE)
e RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden, DE)

Pouziti alternativnich sad pro izolovani RNA musi byt na viastni odpovédnost validovano
uZivatelem.

Upozornéni: Pro piesné vysledky je zapotiebi kvantifikace RNA (napt. pomoci kvantifikace
RNA prostirednictvim UV/VIS spektroskopie pri A260 nm a stanoveni kvality prostrednictvim
poméru A260 / A280, ktery by mél byt v rozmezi 1,7 az 2,0).

7.1.2 Transkripce RNA na cDNA

Po provedeni izolace a kvantifikace RNA se provede transkripce na cDNA pomoci bézné
dostupnych sad. Pouziti RNA 1 pg v reakéni sestavé 20 pl. Transkripéni reakce byla
validovana.

Nasleduijici sady byly testovany pro transkripci a jsou vhodné k pouZiti:
e High Capacity cDNA Transcription Kit (Applied Biosystems™)
e  QuantiTect Reverse Transcription Kit (Qiagen GmbH, Hilden, DE)

Pouziti alternativnich transkripénich sad musi byt na vlastni odpovédnost validovano
uZivatelem.

7.1.3 Pouziti vzorii cDNA

Sada Mentype® AMLplex® byla optimalizovana pro pouZiti 1 uL cDNA (bez ziedéni), ktera
byla pripravena tak, jak je popsanov 7.1.2.

MnoZstvi vzora mtize byt v pripadé kritickych vzorkt pacienta zvySeno. Maximainé by méla
byt pouzita 1/10 objemu reakce RT. V reakéni sestavé sady Mentype® AMLplex®s je tieba
upravit objem vody bez nukledzy upravit tak, aby byl celkovy objem smési PCR vzdy 25 pL.
Tento postup musi validovat uzivatel na vlastni odpovédnost.
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7.2 Priprava master mixu

Vechny reagencie by mély byt pred nasazenim mastermixu dobte smichany a krétce
centrifugovany (cca 10 s). Multi Tag 2 DNA polymerazu ulozte béhem manipulace na blok
ledu.

Celkovy objem PCR reakce musi byt vzdy 25 pL.

U poc¢tu nasazovanych reakci PCR vzdy prihlizejte k pozitivnim a negativnim kontrolam. K
celkovému poctu pridejte jednu nebo dvé reakce, abyste kompenzovali chybu pipetovani.

Nasledujici prehled ukazuje objemy pouZitych slozek sady s 1,0 pL objemem vzorkd (vzory
cDNA) a reakénim objemem 25 L.

Tabulka 6 Sestava master mixu pro reakci Mentype® AMLplex®S pii pouziti 1 pL cDNA

Soucast Objem na sestavu 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/pl) 0,4 L
Celkovy objem mastermixu 24,0 uL
Template cDNA 1,0 L

* obsahuje Mg?*, dNTPs, BSA

7.2.1 Pozitivni kontrola

Kontrolni pozitivni kontrolu cDNA Kasumi 1, obsaZenou v sad&, nejprve naiedte
beznukledzovou vodou na 250 ng/uL (1:2, napt. 1 pL Control cDNA Kasumi 1 + 1 pL
Nuclease-Free Water).

Pro pozitivni kontrolu pouZijte misto vzoru cDNA 1 plL ziedéné pozitivni kontroly Control cDNA
Kasumi 1. Do reakéni nadoby s master mixem PCR napipetujte misto vzoru cDNA kontrolni
cDNA.

Nasleduijici prehled ukazuje objemy pouzitych slozek sady s 1 L kontrolni cDNA a reakénim
objemem 25 L.
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Tabulka7 Sestava master mixu pro reakci Mentype® AMLplex® s pouzitim 1 pl vzorku pozitivni

kontroly
Nuclease-Free Water 16,1 L
Reaction Mix A* 5,0 uL
Mentype® AMLplex? Primer Mix 2,5 L
Multi Tag2 DNA Polymerase (hot start, 2,5 U/pl) 0,4 uL
Celkovy objem mastermixu 24,0 uL
Mentype® AMLplex® Control cDNA Kasumi-1 1,0 L

* obsahuje Mg?*, dNTPs, BSA

7.2.2 Negativni kontrola

Jako negativni kontrolu (No Template Control) napipetujte do reakénich nadob s
piedlohovym master mixem PCR 1 pL beznukledzové vody.

Nasledujici prehled ukazuje objemy pouzitych slozek sady s 1 uL ,beznukledzové vody a
reakénim objemem 25 LIL.

Tabulka 8 Sestava master mixu negativni kontroly pro reakci Mentype® AMLplex2s

Soucast Objem na sestavu 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
Celkovy objem mastermixu 24,0 uL
Negativni kontrola - beznukledzova voda 1,0 uL

* obsahuje Mg?*, dNTPs, BSA

Navic Ize rovnéz vést jiz znamou cDNA, kterd je ohledné prokazatelnych genovych fuzi a
translokaci negativni, jako negativni kontrolni vzorek. Je tfeba ji zpracovat jako normaini
vzorek a pouzit v PCR jako extra reakci.

7.3 Reak¢ni objem

Napipetujte 24 pL master mixu PCR do reakénich nadob nebo na multimikrotitraéni desticku.
Pak pridejte 1 pL cDNA nebo 1 pL pozitivni &i negativni kontroly.

Po pipetovani musite reakéni nadoby, resp. multimikrotitraéni desticky zaviit. Reakéni smési
kratce promichejte a centrifugujte a poté je dejte do cycleru PCR za Uc¢elem amplifikace.
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8. Program PCR a amplifikace

Pro aktivaci DNA polymeréazy Multi Tag 2 a pro potlaceni tvorby nespecifickych amplifikacnich
produktd by mél byt proveden ,hot start,.

Aby byl stanoven pocet potiebnych cykld PCR, muze byt jako reference pouzita interni
kontrola ABL. V disledku toho by vySka piku neméla prekrocit specifikovany méfici rozsah
zarizeni (nap¥. 500 az 5 000 RFU u ABI 3130).

Z davodu prili§ nizké koncentrace cDNA maZe dojit ke statistickym vypadkam (Allelic
Dropouts) a nevyvazenostem vySek pikt. Se zvySujicim se poétem cykla stoupa
pravdépodobnost nespecifickych amplifikacnich produkti.

Upozornéni: Pro optimalini rovnovahu sady by méla byt rychlost ohfevu a chlazeni pristroja
PCR nastavena na 4 °C/s.

Tabulka 9 Parametry amplifikace PCR pro implementaci p¥ipravku Mentype® AMLplex?s

Teplota Cas Pocet cyklii

96 °C 4 min. 1 x (hot gtart pro aktivaci Multi Tag2 DNA
polymerazy)

96 °C 30s

61 °C 120s 22 -28x

72 °C 758

68 °C 10 min.* X

10°C " hold

Pokud dojde ke zvy$enym hladinam adeninovych pikd (-1 bp), miZe byt tento krok prodiouzen na max. 60 min.

Pocet cykl je zavisly na pouzitém mnozstvi cDNA a Urovni exprese detekované transkripéni
varianty. Byly testovany pocty cykld mezi 22 a 28. Pro referenéni vzorky z materidlu bunééné
kultury (vysoka mira exprese) doporucujeme snizeni cykla PCR na 22 cykld. Pro dosazeni
maximalni citlivosti (11.1 Detekeni limit) doporucujeme pouzit maximaini pocet 28 cykld.
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9. Kapilarni gelova elektroforéza

9.1 Priprava produktt PCR

Po dokonceni PCR odeberte vzorky z cykléru a kratce odstred'te. Rozmrazte reagencie Hi-
DI™ formamid (neni soucasti soupravy) a DNA Size Standard 550 (BTO), zkumavky kratce
promichejte a krétce odstred'te. Pripravte si smés Hi-Di™ Formamidu a DNA Size Standard
550 (BTO) popsanou v tabulce 10, pridejte jednu nebo dvé reakce navic pro kompenzaci
chyb pipetovani.

Tabulka 10 SloZeni denaturaéni smési

Soucasti Objem na reakci
Hi-Di™ formamid 12,0 uL
DNA Size Standard 550 (BTO) 0,5 uL

Pipetujte 12 yL denaturované smeési formamidu a DNA Size Standard 550 (BTO) do
prisluSného poctu jamek na PCR desti¢ce (vhodné pro pouZiti v genetickém analyzatoru).
Pak pridejte bud’ 1 pL PCR produktu nebo 1 pL alelického markeru (Allelic Ladder)
Mentype® AMLplex2S na jamku. PCR desti¢ku ut&snéte vhodnou folii, vortexujte a kratce
odstied’te.

Upozornéni: Alelicky marker se pouziva ke spravné identifikaci fragment hodnocenych
béhem analyzy dat. V kazdém béhu fragmentacni analyzy musi byt alelicky marker
analyzovan alespon jednou, aby byla zajiSténa Uspésna analyza dat.

Upozornéni: Kapilary piistroje pro gelovou elektroforézu by nemély béZet nasucho. Pokud
se vzorky nenachazeji ve viech pozicich kapilar, dopltite dalsf jamky desticky 12 pL Hi-Di™
formamidem podle ¢isla kapilary.

Pripravené PCR produkty denaturujte v PCR cykléru po dobu 3 minut pii 95 °C, poté
ochlad'te v cykléru na 4 °C. Vzorky kratce pied fragmentaéni analyzou odstied’te.

9.2 Analyza délky fragmentu (fragmentacni analyza)

Obecné pokyny pro analyzator, pripravu matrice a pouZiti softwaru GeneMapper™ naleznete
v prislu§ném prévodci ABI PRISM® Uzivatelska prirucka pro geneticky analyzator.

Po Uspésném dokonceni spektralni kalibrace pristroje pro kapilarni gelovou elektroforézu se
standardem Matrix BT5 (Biotype GmbH) vytvorte specificky ,run modul“ (ABI 310, ABI 3130)
nebo ,instrument protokol“ (ABI 3500) s nasledujicimi parametry:
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Tabulka 11 Specifické parametry pro run module, nebo instrument protokol p¥istroje pro kapilarni
gelovou elektroforézu, Mentype® AMLplex®

ABI 310 ABI 3130 ABI 3500

Injections Voltage

15.0 3.0 3.0
(kv]
Run Time 28 min 1560 s 15608
Injection Time [s] 5 10 10

Na rozdil od hodnot uvedenych v tabulce 11 Ize ,run time* upravit tak, aby se analyzovaly
vSechny fragmenty (60-550 bp) velikostniho standardu 550.

Upozornéni: Pfi nastavovani specifickych parametrd analyzy postupujte podle pokynt
vyrobce pristroje na kapildmi gelovou elektroforézu.

Upozornéni: Vezméte na védomi také dalsi informace o kalibraci a aplikaci produktd

Mentype® na kapilarni gelové elektroforéze. Jsou k dispozici na vyZadani na adrese
support@biotype.de od Biotype GmbH.
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10. Vyhodnoceni dat

10.1 Software a piedlohy pro vyhodnoceni

Vyhodnocovani dat se provadi pomoci softwaru GeneMapper™ ID nebo GeneMapper™ ID-X
(Applied Biosystems™).

Pro jednoduché vyhodnoceni dat nabizi firma Biotype GmbH na www.biotype.de hotova
nastaveni (Tabulka 12), ktera mohou byt importovana do prislusné verze GeneMapper™ a
nahrazuji manualni vytvoieni analytickych parametra.

Upozornéni: Import a prifazeni alel pomoci nabizenych piedioh vyhodnoceni mize byt
garantovano jen pro software GeneMapper™ ID/ID-X. Pokud byste pouZili GeneMapper™,
muze dojit k problémam pri importu nékterych predloh vyhodnoceni.

Upozornéni: Dostupné prediohy pro biny a sadu panelt definuji délku jednotlivych
fragmentt. Nasledkem mimych rozdild ve vykont jednotlivych pristrojt pro kapilarni
gelovou elektroforézu mize dojit k lehkym odchylkdm mezi pristroji. Spole¢nost Biotype
GmbH mutiZe biny a panely specificky upravit. Za tim Gc¢elem nas prosim kontaktujte na
support@biotype.de.

Tabulka 12 Pishled dostupnych piedioh pro import do GeneMapper™ ID/ID-X

Predloha Nazev

Panely AMLplex_Panels_v2/v2x Nebo vys$si verze
BinSets AMLplex_Bins_v2/v2x Nebo vysSi verze
Size Standard SST-BTO_60-550bp

Analysis Method AMLplex_HID_310_200RFU Doporucéeno

AMLplex_HID_3130_200RFU  Doporuceno
Plot Settings PlotsBT5_4dyes
Table Setting Table for 10 Alleles

Table for 22 Alleles

Pokud by byla analytickd metoda vytvorena manudlné, je tieba zvolit tyto parametry
(Tabulka 13):
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Tabulka 13 Parametry pro manualni vytvoi'eni analytické metody v GeneMapper™ ID/ID-X

Parametr Nastaveni

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: Svétlo
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

* Pokud je to tieba, je mozné zmensit velikost okna piku na 11 pts.

10.2 Postup pri vyhodnocovani dat

10.2.1 VSeobecné minimalni pozadavky pii vyhodnocovani dat

Soubory fsa kapilarni gelové elektroforézy jsou kvalitativné vyhodnocovany. To znameng, Ze
je u nich kontrolovana ptitomnost amplifikatovych pikt. Plati, Ze pik musi dosahnout
minimalni vySe 200 RFU a pritom by mél byt alespon trikrat tak velky jako hluk pozadi
zakladni linie. Tato kritéria plati pro kontrolni piky (kontrola QS a ABL) i pro piky genovych
fazi.

Jedinou vyjimku tvori standard velikosti DNA Size Standard 550 (BTO), zde je tieba
dosahnout minimalni vysky piku 50 RFU.
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10.2.2 Kontrola standardu délky DNA Size Standard 550 (BT0)

Stanoveni presnych délek fragmentt amplifikovanych produktd je zavislé na pouzitém
standardu délky DNA. Z divodu komplexnosti nékterych mist by k uréeni délky mélo byt
pouZito co nejvice rovnomeérné rozlozenych referenénich boda. PouZijte standard délky DNA
Size Standard 550 (BTO, Obrazek 1) s délkami fragmentd 60, 80, 90, 100, 120, 140, 160,
180, 200, 220, 240, 250, 260, 280, 300, 320, 340, 360, 380, 400, 425, 450, 475, 500,
525 a 550 bp.

V elektroferogramu (oranzovy kanal) vSech vzork® zkontrolujte, Ze jsou k dispozici vSechny
alely standardu velikosti, maji dostate¢nou vySku piku alespori 50 RFU a byly spravné
prirazeny (srv. Obrazek 1).

1200
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0
00| [z0.0||[100.0] [120.0] [40.0] [160.0] [120.0] [200.0] [220.0] [2¢0.0] 260.0] [280.0] [200.0] [220.0] [240.0] [260.0) [380.0] s00.0| [s25.0] [4s0.0] [a7s5.0] [soon| [sase| [sson
90,0 230.0

Obrazek 1 Elektroferogram standardu velikosti Size Standard 550 (BTQ), analyzovany na ABI 3500,
software GeneMapper™ ID-X 1.4, Template Files v3x, osa y: 55-560 bp, osa x: 0-1 500 RFU

Upozornéni: Pokud by v raznych vzorcich nebyly analyzovany vSechny fragmenty standardu
velikosti, mohou byt alelicky ladder a vzorky nedostate¢né vyhodnoceny. Proto vzdy
zkontrolujte UspéSnou analyzu standardu velikosti.

10.2.3 Kontrola alelického ladderu/Allelic Ladder

Alelicky ladder obsahuje vSechny fragmenty, které Ize prokdzat pomoci
Mentype® AMLplex®s (srv. Tabulka 1 a Obrézek 2). Tyto fragmenty museji byt v alelickém
ladderu analogicky pritomné a mit prokazatelnou vySku alesponi 200 RFU. Flzni geny a
prisluSné varianty transkriptd se vzdy nachazeji v barevném kandlu (Tabulka 14).
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Tabulka 14 Prehled rozlozeni genovych flizi na barevné kanaly

Modry barevny kanal Zeleny barevny kanal Zluty barevny kanal
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)

Kontrola QS a ABL

Upozornéni: Pokud by vSechny fragmenty alelického ladderu nebyly p¥i pouZiti
vyhodnocovacich vzort (predevSim bind a sad panelt) automaticky pojmenovany, obratte
se prosim na support@biotype.de, protoze miize byt nutné piizpdsobit templaty vaSemu
nastaveni. V takovém pripadé muaze chybét ptitazeni pikd ve vzorcich.
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Obrazek 2 Elektroferogram alelického ladderu, analyzovany na ABI 3500, vyhodnoceni pomoci

GeneMapper™ ID-X 1.4, Template Files v3x, osa y: 55-550 bp, osa x: 0-5 500 RFU

AMLIFUO1v3cz
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10.2.4 Test Control cDNA Kasumi 1

Sada Mentype® AMLplex2 obsahuje pozitivni kontrolu Control cDNA Kasumi 1*, ktera je
pozitivni pro genovou flizi RUNX1-RUNX1T1 (AML1-ETO).

Zkontrolujte, zda se vyskytuji kontrolni piky QS-Control a ABL-Control s dostate¢nou vyskou.
Zkontrolujte, zda se v elektroferogramu vyskytuje pik pro translokaci RUNXT-RUNX1T1 s
dostate¢nou vySkou (Obrazek 3). Zkontrolujte, zda se v elektroferogramu nevyskytuji Zadné
neocekavané vedlejsi produkty.

*Bunéena kultura pro vytvoreni cDNA byla odebrana od: DSMZ - Deutsche Sammiung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH,
Braunschweig, Némecko. PouZiti této cDNA je uréeno vyhradné pro Mentype® AMLplex®.

181

IRAR]

SARR)

Obrazek 3 Elektroferogram Control cDNA Kasumi 1, analyzovany na ABI 3500, GeneMapper™ ID-X
1.4, Template Files v3x, osa y 55-550 bp, osa x 0-8 000 RFU

10.2.5 Test negativni kontroly

Zkontrolujte, zda se v elekiroferogramu (kandl modry, zeleny, Zluty) nevyskytuji piky
specifické pro translokaci, které jsou vétsi nez 200 RFU.

No-Template Control: Zkontrolujte, zda se vyskytuje jen kontrolni pik QS-Control s
dostatecnou vySkou, nikoli v3ak pik ABL-Control Peak (Obrazek 4).

s

Y

Obrazek 4 Elektroferogram Non Template Control, analyzovany na ABI 3500, GeneMapper™ ID-X 1.4,
Template Files v3x, osa y 0-10 000 RFU, osa x 55-550 bp
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Negativni kontrolni vzorek: Zkontrolujte, zda se v p¥ipadé znamé cDNA, ktera je pro
prokazatelné genoveé flze a translokace negativni, vyskytuji kontrolni piky QS-Control a ABL-
Control s dostate¢nou vySkou (Obrazek 5).
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Obrazek 5 Elektroferogram negativnino kontrolniho vzorku, analyzovany na ABI 3500, GeneMapper™
ID-X 1.4, Template Files v3x, osa y 0-10 000 RFU, osa x 55-550 bp

10.2.6 Vyhodnoceni dat vzorki

Po provedeni kontroly standardi velikosti, alelického ladderu a kontrolnich vzorka probéhne
vyhodnoceni dat vzorki.

Upozornéni: Mentype® AMLplex®s je ¢isté kvalitativni test. Kvantitativni vyhodnoceni,
napi-. v rdmci MRD, vyslovné neni mozné.

Pri pouZziti vyhodnocovacich predioh od spole¢nosti Biotype GmbH a UispéSném vyhodnoceni
alelického ladderu béhu budou detekované fragmenty PCR automaticky pojmenovany.
Prehled délek fragmentd produktt PCR najdete v Tabulka 15.

Upozornéni: Byla provedena validace a certifikace Mentype® AMLplex@ na POP-4™.
PouZiti jiného polymeru (napt. POP-7™ nebo POP-6™) mize zménit vlastnosti béhu
specifickych produktt PCR. Podle okolnosti je nutnd tprava templatt Biotype panelt a sady
bind). Prosim obratte se na naSi technickou podporu (support@biotype.de). Déle byl
pozorovan zvySeny Sum pozadi z divodu zménénych vlastnosti volnych zbytkid
fluorescencnich barviv.
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Tabulka 15 Prehled délek fragmentt

jednotlivych

translokaci

v alelickém

25

ladderu

Mentype® AMLplex®s, stanoveny za pouziti POP-4™: 1 pro variantu KMT2A-MLLT3_6A jsou ocekavany
dva amplikony; * Z dtvodu proménlivé délky amplikonu PML-RARA_bcr2 (cca 173 bp) nemtize byt
varianta automaticky prirazena, Ize ji viak detekovat pomoci primeréi Mentype® AMLplexas

Panel/translokace Velikost [bp] Panel/translokace Velikost [bp]
Modry kanal Zeleny kanal
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_b3a3 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 Zluty kanal
BCR-ABL_b2a2 282 PML-RARA_ber1 220
RUNX1-RUNX1T1 301 PML-RARA_bcr3 288
BCR-ABL_b3a2 358 PML_RARA_bcr2*
CBFB-MYH11_TypeE 365
MLLT10_240-PICALM_1987 371
BCR-ABL_et1a2 380
NPM1-MLF1 389
CBFB-MYH11_TypeB 486
ABL-Control 518
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11. Reseni problémi

\ySe popsané vyhodnoceni Post-PCR s automatickym ptirazenim alel zaru€uje presné a
spolehlivé rozliSeni transkriptd genovych flzi a jejich variant. V kazdém béhu prosim
zkontrolujte spravné prirazeni alel v alelickém ladderu.

11.1 Detekéni limit

V experimentech s plazmidy byl v piipadé poc¢tu 25 cykl stanoven detekéni limit < 1 000
kopii pro 32 ze 34 variant transkriptG. Od nich se odliSuji varianty transkriptt CBFB-
MYH11_Type C a MLL-AF6 . V pripadé poctu 28 cykld miaze byt uréeno 1 000 kopii CBFB-
MYH11_Type C a 10 000 kopii KMT2A-MLLT4 (MLL-AF6). Pokud jsou uvedené pocty kopif
k dispozici, mtize byt dosazeno vySek pikd > 200 RFU.

U této aplikace se jedna o screeningovy nastroj, zalozeny na PCR, ktery byl vyvinut, validovan
a certifikovan pro klasifikaci subtyp AML. Tato aplikace neni vhodna pro kvantifikaci nebo
monitoring minimalini rezidualni choroby (MRD).

11.2 Prasvity (Pull-up Peaks)

Pokud byla pouzita nevhodna matrice pro analyzu nebo jsou vySky pikt produktu PCR mimo
oblast linearni detekce zatizeni, mtze dojit k prisvitim mezi barevnymi panely. Objevi se

signalu).

Upozornéni: Pokud je to nutng, nared’te pied kapilami gelovou elektroforézou produkty
PCR, abyste ziskali vysledky, které Ize jednoznac¢né vyhodnotit. V piipadé prasvitu navzdory
optimalnim vy$kam fluorescence by méla byt matrice obnovena.

11.3 Piidani nukleotidi, které je nezavislé na vzoru

Na zakladé své terminaini transferazové aktivity pridava Multi Tag 2 DNA polymeraza
prednostné na 3'-konec amplifikovaného fragmentu DNA adenosin. Pokud nema systém
PCR na extenzi dostatek ¢asu, nebo primarni sekvence extenzi nepodporuji, toto piidani se
neuskuteéni. Tento artefakt je identifikovatelny na zakladé vyskytu fragmentu zkraceného o
bézi (-1 bp pik). VSechny primery Biotype jsou upraveny tak, aby byla tvorba tohoto artefaktu
minimalizovdna. Navic je tvorba artefakiu omezena zavére¢nym extenznim krokem v
protokolu PCR (68 °C po dobu 10 min.). VySka piku artefakiu se v pripadé vysokého
mnozstvi cDNA zvySuje. Pro hodnoceni pikt by méla kazda analytické laborator stanovit
vlastni limitni hodnoty.
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11.4 Artefakty

Teplota mistnosti maZe vlastnosti béhu produktG PCR produktd na kapildrnich zatizenich
silné ovlivnit a p#li§ nizka teplota zptsobi vyskyt dvojitych pikd (Split Peaks). Navic miize
byt negativné ovlivnéno automatické prirazeni alel. Pokud by byly tyto efekty pozorovany,
doporucujeme opétovné nastitknuti vzork, pripadné i s vice alelickymi laddery na jeden
béh. Dbejte prosim na to, aby byla dodrZena pracovni teplota doporucena vyrobcem zaxizeni.
Optimalni jsou stabilni pokojové teploty > 22 °C.

11.5 Vliv typu polymeru

Byla provedena validace a certifikace Mentype® AMLplex® na POP-4™, Pouziti jiného
polymeru (napi. POP-7™ nebo POP-6™) muze zménit vlastnosti béhu specifickych
produktd PCR. Podle okolnosti je nutna dprava templatd Biotype panelt a sady bind). Prosim
obrat'te se na naSi technickou podporu (support@biotype.de). Déle byl pozorovan zvySeny
Sum pozadi z ddvodu zménénych vlastnosti volnych zbytkd fluorescenénich barviv.
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12. Objednaci informace

Tabulka 16 Podrobné objednaci informace o sadach Mentype® AMLplex®

Velikost baleni Objednaci cislo
Mentype® AMLplex?® 25 reakci 45-31220-0025
Mentype® AMLplex?® 100 reakef 45-31220-0100
Mentype® AMLplex?® 400 reakci 45-31220-0400
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14. Znacky a vylouceni ruceni

Registrované nézvy, znacky atd.. pouzité v tomto dokumentu, nelze povazovat za
nechranéng, i kdyZ nejsou jako registrované vyslovné oznaceny: 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.).

Sady Mentype® AMLplexS jsou sady s oznacenim CE podle evropské smérnice 98/79/ES
pro diagnostika in vitro. Sady nejsou dostupné jako diagnostika in vitro mimo tuto regulacni
oblast.
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Verifikace a validace sad Mentype® AMLplex? pro amplifikaci PCR

A
A a)

Ab)

Analyticka validace
Stanoveni standardni reakce a toleranci specifickych pro $arze

Gil: Stanoveni standardni reakce a toleranci specifickou pro Sarze vzhledem k
absolutnim vySkam signalu (RFU), vyvazenosti vySek signalu multiplexni PCR a
zakladni linie. Dale budou podle vysledki stanovena test specifickd nastaveni
zarizeni pro genotypizaci pomoci kapilarni gelové elektroforézy (biny a panely) za
pouziti vyhodnocovacich piedioh automatickych sekvenatort DNA.

Metodika: K testovaci sadé je pipojena kontrolni cDNA bunééné linie KASUMI-
1 (ACC220, Leibnitziv ustav DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen GmbH, Braunschweig), ktera obsahuje genovou flzi AML1-ETO
a chromozomalni aberaci (8;21) (g22; g22) [7]. Dale byla pouzita uméla
ekvimolarni vzorova smés plazmidd, kterd obsahuje 33 ze 34 detekovatelnych
variant. Standardni reakce se uskutec¢nila pomoci kontrolni cDNA ve jmenovité
koncentraci 250 ng na sestavu PCR a 25 cykld PCR. Vzorova smés byla
nastavena tak, aby bylo po 25 cyklech PCR dosazeno vySek signalu v linedrnim
méricim rozsahu pouzitych analytickych zarizeni (max. 5000 RFU). Bylo
provedeno étyrnasobné uréeni s rovnéz ctyimi slepymi hodnotami (no template
control, NTC) bez DNA.

Vysledky: Pro smichani primer PCR, specifické pro SarZi, byly stanoveny tyto
specifikace: P¥i pouZiti genetického analyzatoru ABI PRISM® 310 bylo docileno
vySek signdlu 1 000-4 000 RFU a pri pouziti genetického analyzatoru ABI
PRISM® 3130 bylo docileno vy$ek signalu 1 000-5000 RFU pfi pouziti
templatové smési. Specifické signdly jsou detekovany od vySky signalu 200 RFU.
V rozsahu méritka nebyly u slepych hodnot detekovany 7adné nespecifické
signaly (volna barviva, artefakty) > 200 RFU (zakladni linig).

Testovani presnosti méreni

Cil: Informace o spravnosti mérici metody a dostatec¢né podrobné shrnuti dat,
které umozZriuje vyhodnotit, zda jsou prostiedky ke zjiStovani spravnosti
primétene. Méreni spravnosti jsou pro kvantitativni i kvalitativni testy pouzitelna
jen tehdy, pokud je dostupna referenéni norma nebo metoda.

Metodika: Sada je validovana pravidelnou Ucasti na kruhovych testech a
kontrolovana ohledné spravné kvalitativni vypovédi (diagnostika). Biotype se od
03.06.2013 pravidelné zdcastiiuje kruhovych testi United Kindom National
Quality Assessment Schemes (UKNEQAS, www.ukneqgas.org.uk) pro detekci
BCR-ABL a translokaci AML. Ty se konaji pravidelné (2 x) ro¢né a vyhodnocuje
je urad. Vysledky (Performance Status) i v porovnani s jinymi Gcéastniky jsou
zasilany po Ucasti.

Vysledky: Dosavadni performance status je ,zeleny“. Produkt je prokazatelné
vhodny pro dtikaz variant BCR-ABL a translokaci AML a v porovnani s ostatnimi
molekularné genetickymi metodami dosahuje spravnych vysledka (kvalitativné).

Mentype® AMLplex2s AMLIFUO1v3cz



Ac)
Ac)a)

Ac)h)

Ad)

33

Testovani analytické specifi¢nosti

Testovani analytické specificnosti podle predbézné negativné
typizovanych cDNA

Cil: Zkoumani slouzi k vylouceni chybné pozitivnich vysledkd v dasledku
interferenéni a kiiZové reaktivity s vybranymi cDNA piedbézné negativné
typizovanych vzorki (pacienti a zdravi darci).

Metodika: Bylo testovano 22 cDNA, které byly v translokacnich variantach
prokazovanych v testovaci sadé predbéiné negativné typizovany. Pouzita
mnozstvi méla pokryt rozsah koncentraci, o¢ekavanych v klinické praxi, a cinila
145 ng az max. 934 ng cDNA na sestavu PCR s 25 cykly.

Vysledky: V alelické oblasti stanovené hiny a panely (Sablony) (> 200 RFU)
nebyla zjisténa 7adna kiizova reaktivita. Mé¥ici signal pro interni kontrolu cDNA
(gen ABL) ¢inil u 21 ¢cDNA > 200 RFU, v jednom pripadé cca 50 RFU. Limitni
hodnota pro automatické pritazeni alel byla nastavena na 200 RFU.

Testovani analytické specifi¢nosti podle piredbézné pozitivné
typizované cDNA

Gil: Zkoumani slouzilo k vylou¢eni chybné pozitivnich vysledkd v duasledku
interferencni a kiiZové reaktivity primerd s vybranymi cDNA od predbéiné
pozitivné typizovanych pacientd.

Metodika: Bylo testovano 20 cDNA, které byly v transloka¢nich variantach
prokazovanych v testovaci sadé piedbézné pozitivné typizovany. Pouzité
mnozstvi bylo stanovena na 250 ng cDNA na sestavu PCR. Program PCR byl
proveden s 25 cykly.

Vysledky: VSechny predem urcené somatické mutace byly jednoznacné
prokazany. V alelické oblasti nebyla zjisténa zadna krizova reaktivita (> 50 RFU).
Mérici signaly pro somatické mutace a interni kontrolu cDNA (gen ABL) ¢inily u
16/20 vzorkd > 200 RFU a > 50 RFU u 3/20 vzorki. Jeden vzorek dosahl jen
hodnot nizSich nez 50 RFU, varianta fuznich gend vSak byla stale jeSté
detekovatelnd. Limitni hodnota pro automatické piitazeni alel byla nastavena na
200 RFU.

Testovani analytické senzitivity

Cil: Zkoumani slouzila k urceni analytické hranice dokazatelnosti testu
(senzitivita).

Metodika: Bylo testovano sériové redéni s 1 ug aZ 31,25 ng referenéni cDNA
(Kasumi-1) ve ¢tyindsobném urceni. Program PCR byl proveden s 25 cykly. Dale
byla pro kazdou dokazovanou variantu transkriptu testovana sériova redéni
uméle vyrobeného referencniho vzoru (plazmidy, GeneArt, Life Technologies).

Vysledky: Az do koncentrace cDNA 62,5 ng byly pro specifickou translokaci u
pro kontrolu ABL prokdzany signaly o intenzité > 200 RFU. Pri 31,25 ng ¢inily

Mentype® AMLplex2s AMLIFUO1v3cz



34

Ae)

Af)

Ag)

intenzity signalu specifické varianty > 200 RFU, intenzity signdlu kontroly ABL
> b50 RFU. Optimalnich hodnot vzhledem k rozsahu méreni kapilarniho
sekvenatoru bylo dosazeno v oblasti 150 ng—250 ng. Z méteni plazmidovych
ziedéni vyplynulo, Ze pro vSechny translokaéni varianty mdze byt dosazeno
hranice dokazatelnosti > 200 RFU z 100-1 000 Kopii.

Testovani riznych termocycler PCR

Cil: Termocyclery PCR raznych vyrobcd se lisi svymi specifikacemi. Mohou
existovat zejména rozdilné rychlosti ohievu a chlazeni i rozdilné techniky regulace
teploty.

Metodika: Testovani standardnich reakci pomoci kontrolni DNA ve jmenovité
koncentraci 250 ng byla provedena témito termocyclery ve ¢tyrfnasobném urcent
se stejnym master mixem a 2 slepymi zkouSkami bez DNA: Termocycler
Eppendorf Mastercycler ep-S (Eppendorf AG, Hamburg), Applied Biosystems®
GeneAmp 9700 se stribrnym blokem (Life Technology GmbH, Darmstadt),
Applied Biosystems® GeneAmp 9700 s hlinikovym blokem (Life Technology
GmbH, Darmstadt).

Vysledky: Na vSech typech termocyclert bylo moZné provést spravné piirazeni
vSech amplifikdtd. V8echny fragmenty vzorové smési byly (spéSné
amplifikovany.

Testovani vlivu riznych teplot annealingu v PCR

Cil: Pro urceni odolnosti PCR je simulovano kolisani teploty pro krok hybridizace
primera (annealing) multiplexni PCR. Tento teplotni krok je kriticky pro senzitivitu
a specifiénost PCR.

Metodika: Pro sadu specificka teplota annealingu 60 °C standardni reakce
pomoci kontrolni DNA ve jmenovité koncentraci 250 ng byla zménéna o = 1 °C
a = 2 °C. Bylo provedeno trojnasobné urceni se stejnym master mixem.

Vysledky: Sada je pri kolisani = 1 °C, zptisobeném technikou p¥istroje stabilni
0 vykdzanou teplotu annealingu. Optimalnich vySek signalu vSech systémt je
dosahovano s teplotou annealingu 61 °C.

Testovani riiznych pufrovych Sarzi PCR

Cil: Poméry koncentrace obsazenych latek pufru PCR - reakéni smés A (dNTP,
koncentrace iontt, zejména Mg?*) jsou rozhodujici pro senzitivitu, specifi¢nost a
vyvazenost signalt v multiplexni PCR. Proto je testovana odolnost testu vici
kolisani SarZi zaroveni dodaného pufru PCR.

Metodika: Testovani 3 nezavislych Sarzi REM-A probéhlo ve standardni reakci s
kontrolni DNA jmenovité koncentrace 250 ng, alelickym ladderem a linii cDNA se
slabou expresi (MLL-AF6).
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Vysledky: Kazda nové vyrobena SarZe je testovana amplifika¢ni sadou
Mentype® AMLplex®S. Sar7e REM A je uvolnéna jen tehdy, pokud se dosazené
vysledky s Mentype® AMLplex2S nachazsji uvniti: specifikace.

Ah) Trvanlivost po otevi-eni

Cil: Byla testovana stabilita reagencii sady PCR po opakovaném zmrazeni a
rozmrazeni.

Metodika: Reagencie sady byly podrobeny cyklu dvacetinasobného zmrazeni a
rozmrazeni. Zmrazeni bylo provedeno minimainé na 1 hod. pri -20 °C.
Rozmrazeni probéhlo pii pokojové teploté a reagencie byly pied pouZitim
homogenizovany proti-epanim. Poté byla provedena standardni reakce s kontrolni
DNA jmenovité koncentrace 250 ng a dopliiujicimi slepymi hodnotami bez DNA
v trojndsobném uréeni. Bylo provedeno hodnoceni v porovnani se standardni
reakci bez cyklu zmrazeni a rozmrazeni.

Vysledky: Odchylka zjisténych vySek piki v porovnani se standardni reakci ¢inila
maximalné 20 % (zejména ztrata signalu). U slepych hodnot nebyly zjiStény zadné
dodatecné piky > 50 RFU v rdmci rozsahu méritka.
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Klinické udaje o vykonu
0dbér vzorkii, eticka a regulacni hlediska

Byla provedena kontrola hodnoceni vykonu podle § 20 az § 24 zakona o
lékatskych vyrobcich (DE). ZproSténi schvalovaci povinnosti pro Iékairské vyrobky
S nizkym bezpecnostnim rizikem podle § 7 natizeni o klinickych zkouSkach
lékar'skych vyrobkd bylo udéleno Spolkovym Ustavem pro Ié¢iva a lékarské
vyrobky. K dispozici bylo kladné hlasovani prislusné etické komise a prohlaseni o
souhlasu pacienta.

Byla pouZita pIna vendzni krev od 297 pacientd a 10 zdravych proband.
Srovnavaci testovani

Primarni cilovou veli¢inou je stanoveni diagnostickych senzitivit a specificnosti v
porovnani s referenénimi metodami. Pro vybér translokaci byly k dispozici
standardizované cytogenetické metody (karyotypizace, analyzy FISH) [8]. Pro
translokace, které nemohly byt znazornény cytogeneticky, byly pouZity validované
a etablované testy monoplex-nested PCR [9, 10].

Extrakce DNA a pieciSténi

Z heparinizované piné krve byly pomoci centrifugace v gradientu hustoty ziskany
mononuklearni buriky (MNC). Nasledné byla s pouZzitim extrakénich sad mRNA,
které Ize zakoupit, ziskana celkova mRNA (RNeasy Mini Kit, Qiagen GmbH, Hilden,
DE). Ta byla pomoci komer¢né dostupnych sad transkribovana na cDNA
(QuantiTect Reverse Transcription Kit, Qiagen GmbH, Hilden, DE). Kvalita cDNA
byla testovana pomoci PCR v realném ¢ase (validovany test in-house). Jednotlivé
fizni geny, resp. mutace, byly zkontrolovany pomoci validovanych jednotlivych
PCR.

Vysledky

Sada pro amplifikaci PCR Mentype® AMLplex® nevykazala pomoci cDNA 10
zdravych probandd Zadné mutace. K témto vysledkim nebylo pii dalSich
vyslednych vypoctech prihlédnuto. Nasledné bylo zkoumano 297 vzorkd od
pacientd. Z toho nebylo mozné vyhodnotit 5 vzorki (kontrolni signal pro ABL pod
doporucenou prahovou hodnotou). Ze zbylych 292 vzorki bylo 199 identifikovano
v porovnani s karyotypizaci, FISH a/nebo kontrolni PCR jako spravné negativnich.
Ze spravné negativnich vzorkd vykazalo 56 vzorkd v karyogramu genetické
zmény (chromozomové anomalie), které nebyly testovaci sadou rozpoznany. To
|ze vysvétlit tim, Ze sada pro amplifikaci PCR Mentype® AMLplex®s sice zahrnuje
nejcastéjsi translokace, avSak pokryva jen 37 % genetickych abnormalit, které
jsou u AML ¢asto pozorovany [8]. Jednotlivé vysledky srovnavacich testovani jsou
shruty v tabulce 17.

Celkoveé bylo dosazeno diagnostické senzitivity 94 % a diagnostické specifiénosti
99,5 %. VSechny nalezy, verifikované pomoci kontrolni PCR [9, 10], byly
jednoznacné potvrzeny.
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Genova
fuze

RUNX1-
RUNX1T1
BCR-ABL

PICALM-
MLLT10

CBFB-
MYH11

DEK-
NUP214
KMT2A-
MLLT4
KMT2A-
MLLT3

KMT2A-
ELL
KMT2A-
PTD

NPM1-
MLF1
PML-
RARA

Total

37

Tabulka 17: Piehled vysledka kontroly hodnoceni vykonu, * [8]

Biomarker Hodnoceni klinického vykonu (n=292)
Chromozom Varianta Prevalenc Spravn Spravné Chybn Chybné Diagnosticka
alni e [ negativni é negativni senzitivita
aberace [%] * pozitiv pozitiv [%]

ni ni

1(8;21) NA 7 14 277 0 1 933
(922;022)
1(9;22) ela3 1 1 291 0 0 100.0
(a34;q11) ela2

b3a2

b3a3

b2a2

b2a3
1(10;11) MLLT10_240- 1 0 262 0 0 NA
(p13;014) PICALM_1987

MLLT10_240-

PICALM_2092
inv(16) Type A B 25 264 1 2 92.6
(p13;022) Type B

Type C

Type D

Type E

Type F

Type G

Type H

Type |

Type J
1(6;9) NA 1 3 289 0 0 100.0
(p23;034)
(6;11) NA <0,5 0 292 0 0 NA
(027,023)
1(9;11) 6A_(THP-1) 1 4 287 0 1 80.0
(p22;023) 7A_(10A)

8A_(MM6)

6B_(9B)
t(11;19) e10e2 1 0 291 0 1 0
(23;p13.1) e10e3
Partial €93 5-7 23 269 0 0 100.0
Tandem e10e3
Duplication elle3
1(3;5) NA <0,5 1 291 0 0 100.0
(025.1,934)
1(15;17) bert (PR-L) 13 8 284 0 0 100.0
(q22;921) ber2 (PR-V)

ber3 (PR-S)

37 79 207 1 5 94.0

Diagnostic
ka
specifitnos
t

[%]

100.0

100.0

100.0

99.6

100.0
100.0

100.0

100.0

100.0

100.0

100.0

995
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