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Biotype GmbH vyvija, vyraba a distribuuje aplikacie zalozené na PCR pre lekdrsku
diagnostiku.

Nage testovacie sady Mentype® zarucujli nejvy$siu Standardu kvality.

Pre informécie a ndvrhy sme Vam radi k dispozicii. Kontaktujte nas alebo navstivte
naSu domovsku stranku www.biotype.de.
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Mentype® DIPquant

1. Pouzitie v sulade s uréenim

Aplikacie Mentype® DIPquant sUi zaloZené na in vitro diagnostike zalozené na PCR (qPCR)
v realnom case pre alelicky Specifickl a kvantitativnu analyzu molekularneho chimérizmu po
alogennej transplantdcii kostnej drene a krvnych kmenovych buniek pomocou delece /
inzercie polymorfismov (DIP, tiez oznacované ako INDELS, viz 14 Reference).

Aplikacie Mentype® DIPquant st uréené wyhradne pre profesiondine pouZitie v
Specializovanych laboratoriach. Persondl by mal byt vySkoleny v technikdch gPCR a
pouzivaniu diagnostickych zdravotnickych prostriedkov in vitro.

2. Podkladové informacie

Analyza molekularneho chimérizmu po alogennej transplantécii kostnej drene a krvnych
kmeriovych buniek je zasadné pre sledovanie rastu transplantétu alebo pre véasné odhalenie
hroziacej odmietavej reakcie. Molekuldrna chimérickd analyza sa vykondva pomocou
detekcie individualne Specifickych polymorfismov deleci / inzerciou DNA, ktoré su velmi
vhodné pre analyzu pomocou alelovo Specifickych gPCR, v porovnani s inymi sekvenciami
DNA.

V nadvaznosti na identifikaciu informativnych lokusov DIP pacienta a darcu pomocou CE-MD
kit Mentype® DIPscreen, mozno so  zodpovedajlcimi  testami.  Singleplex
Mentype® DIPquant vykonat' kvantitativnu analyzu chimérizmom. Flexibilny format testu
umozriuje analyzu jednotlivych vzoriek i velkych objemov vzoriek s minimalnymi nakladmi
na material. Pretoze je vysoka citlivost gPCR spojend s obmedzenou presnostou pri
zmieSanom chimérizmom, odpordca sa pre vzorky zmieSaného chimérizmom analyza
pomocou kitu Mentype® DIPscreen (smernica o alogénnej transplantacii kmeriovych buniek
Nemeckej asocidcie pre transplantaciu kostnej drene a krvi (DAG-KBT), Bader et al. 2016).

3. Popis produktu Mentype® DIPquant

Specifické Singleplex testy Mentype® DIPquant mozno pouZit’ k individudlnej analyze 55
DIP alel a dvoch chromozomalnych oblasti spojenych s Y (srov. Tabul'ka 1). Referencie (REF)
pre relativnu kvantifikaciu je gen B-globinu. Parametry gPCR sU nastavené univerzaine , aby
analyza réznych testov Mentype® DIPquant pecifickych pre prijemca a analyza viacerych
vzorkov pacientov mohla byt vykonana paralelne v jednom behu gPCR.

Chimérizmus sa po¢ita podl'a AA metddy Cp [Cp (crossing point) pristroja Lightcycler® gPCR
firmy Roche a odpoveda hodnote Ct (cycle threshold) inych pristrojov qPCR]. Pre relativnu
kvantifikdciu chimérizmu je preto potreba kvantifikacie referenéného genu B-globinu
(house-keeping), ktoré prebieha paralelne s kvantifikaciou cielového I6kusu prijemca.
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Pre kalibraciu analyzy musi byt analyzovana recipientna DNA izolovana pred transplantaciou
(Kalibrator), spolo¢ne s referencnym testom (B-globin) a prisluSnym gPCR testom
Specifickym pre prijemca (srov. Kapitola 9.1).

3.1 Nastroj qPCR

Testy Mentype® DIPquant boli overené a validované na pristroji real-time PCR Lightcycler®
480 Il (Roche Diagnostics International AG, Rotkreuz, CH).

Pouzivanie testov Mentype® DIPquant na inych pristrojoch gPCR musi uzivatel' overit’ a
verifikovat',

3.2 Typ vzorkov
Mentype® DIPquant bol validovany citratovou DNA izolovanou z pinohodnotnej krvi.

Produkt Mentype® DIPquant je validovany pre pouzitie 250 ng DNA na reakciu. PouZitie
vacsich mnozstiev DNA musi byt uZivatel'om validované.

3.3 Senzitivita/Specifickost’

3.3.1 Rozsah merania chimérizmu

Vd'aka technologii je optimalny rozsah merania vzorkov chimérizmu pomocou testov
Mentype® DIPquant gPCR medzi 0,05 % - 12,5 % meraného obsahu DNA prijemcu alebo
darcu vo vzorku pacienta (zmieSany vzorek). V tejto oblasti je mozné pouZzit’ nastavenie qPCR,
ako je popisané v kapitole 9.2. Pre vzorky s > 12,5 % meraného obsahu DNA prijemcu alebo
darcu, ako aj pre zmieSané chimérické vzorky , sa doporucuje zvySit’ pocet replikatov alebo
pouzit' Mentype® DIPscreen.

3.3.2 Citlivost’ a Specifickost

Detekeny limit a citlivost’ kitu Mentype® DIPquant zavisi na kvalite a mnoZstve pouzitej
templatovej DNA. Tabulka 1 ukazuje citlivost’ alelovo $pecifickych Mentype® DIPquant
markerov v zmesiach DNA. Zmesi boli pouZzité s mnozstvom 250 ng DNA; deficitné DNA boli
homozygotné pre alelovo $pecificky Mentype® DIPquant marker.

Maximalna hodnota Cp uvedena v Tabul'ka 1 udava rozsah, do ktorého mozno Specificky
vyhodnotit’ signaly odpovedajtice testom Mentype® DIPquant.
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Tabul'ka 1 Specifické detekéné linie testov Mentype® DIPquant

Citlivost' a $pecifickost testov Mentype® DIPquant

Buneény ekvivalent DIP

alely / PCR 5 sall® ga | D s |80
Koncentracia [pg/PCR] 31,5 Ei 63 Ei 126 é‘i— 500 gi‘)
Podiel na £E £E §§ gé
20 /oG %] 0,013 0,025 0,05 02 -
23] 367 | 674 377 | 821 35 | 794 31,1
38 363 | 82D | 339 | 105D | 337 | 152D | 355
48 365 | 84D | 380 | 1401 | 350
53D | 375 | 1014 | 374 | 301D | 325
53 350 | 103D | 37.2
670 | 362 | 104D | 341
700 | 325 | 131D | 336
70- 356 | 1314 | 342
84 373 | 3050 | 339
88D | 356
88 316
91D | 341
91 35,2
971 36,4
1010 | 357
103-I 36,6
1041 | 355
= 1051 | 345
= 106D | 369
;é_ 106-1 34,2
£ 1104 | 356
% 1121 34,8
g 114D | 355
= 1144 | 374
2 116D | 359
1161 | 346
128-D 35,4
128- 32,7
1331 | 359
134D | 353
1344 | 356
1630 | 352
1631 | 350
3011 | 359
304D | 360
3051 | 356
307D | 359
3071 | 375
310D | 363
REF 36,0
SMey | 363
SRY 36,6
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4. Vystrahy a bezpec¢nostné upozornenie

Berte prosim na vedomie bezpecnostné listy (MSDS) produktov Biotype®, ktoré Vam radi
zaSleme na poziadanie (support@biotype.de). Ohl'adne bezpeénostnych listov reagenci,
ktoré niesu stcastou testovacej sady, sa obrat'te na prislusného vyrobcu.

Pred pouZitim produktu si pozorne preéitajte navod k pouzitiu.

Po dodani zkontrolujte produkt a jeho komponenty, & su Uplné, pokial’ ide o pocet, typ a
naplii (viz kapitola 5.1), spravne oznacenie, Statut zmrazenia a neporuSenost’ balenia
reagencii.

Pri pouZiti testov noste rukavice, laboratérny plast’ a pripadne ochranu o¢i.

Zabrarite kontaminacii vzorkov nukledzou (DNaza / RNaza) pouzitim jednorazovych DNaza /
Rnaza — free, aerosol - nepriepustnych pipetovych Spiciek s filtrami.

PouZite oddelené pracovné priestory pre pripravu vzorkov (pre-PCR), namieSanie mastermixu
a naslednu Upravu vzorkov a analyzu (post-PCR). Pozitivne kontroly skladujte v priestore
oddelenom od d'alSich komponentov kitu.

Podl'a smemic alebo poZadavkov miestnych, Statnych alebo federalnych predpisov &i
akredita¢nych organizacii mozu byt potrebné dodatocné kontroly.

NepouZivajte komponenty kitu, ktoré prekro¢ili datum expiracie a Sarze nemieSajte.
Odpady zo vzorkov a testov likvidujte podl’a miestnych bezpeénostnych ustanoveni.
Platné do vratane Sarza DIP01113 (Reaction Mix D Sarza CH1900491):

V tejto sprave su obsiahnuté nasledné potencionalne nebezpecéné latky:

Zlozka sady Chemikalie Nebezpecie

Toxicky pri poZiti, pri kontakte s kyselinou

Reaction Mix D Azid sodny NaN3 orf foxické plyny

4.1 Zaistenie kvality

Cely obsah testovacej stpravy podlieha intenzivnej kontrole kvality spolo¢nosti Biotype
GmbH. Kvalita testovacich stprav je priebezne preskimavand, aby sa preukdzala ich
neobmezena pouzitel'nost’. V pripade otdzok na kontrolu kvality nas prosim kontaktujte na
e-mailov( adresu support@biotype.de.
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5. Materialy dodané spolo¢ne so sadou

5.1 Obsah sady

Stpravy Mentype® DIPquant obsahujti nasledujlice zlozky dostatoéné k prevedeniu az 100
reakci.

Tabul'ka 2 Velkost' balenia a obsiahnuté komponenty kitu Mentype® DIPquant, * k dispozicii len ako
referenény test Mentype® DIPquant, * xxx definuje &islo polozky $pecifické pre lokus

Objem na velkost’ balenia

25 reakeii 100 reakcii*
Nuclease-Free Water Voda neobsahuijlica nukleazy 1,5mL 2x1,5mL
Reaction Mix D Reakéna zmes D 125 L 500 pL
Mentype® DIPquant
-HLDxxx*-D/-I Primer Mix

-SRY Primer Mix Zmes primerov 63 L 250 UL
-SMCY Primer Mix
-Reference Primer Mix

Multi Tag 2 DNA Polymerase ~ Multi Tag 2 DNA polymeraza 10 uL 40 UL

Majte na mysli, Ze komponenty stpravy z roznych SarZi slpravy nesmie byt zmieSany.
Prehl'ad ¢isel SarZi je uvedeny na etikete, ktord je umiestnena na vnutornej strane klopy
krabice. Rozdel'ovanie komponentov stpravy do inych reakénych nadob nieje povoleng.

5.2 Informacie pre objednanie

Pisomn objednavku prosim posielajte e-mailom na sales@biotype.de. Objedndvka musi
obsahovat’ objednacie ¢&isla podl'a Poznamka: Majte prosim na pamati, Ze reakcie o velkosti
balenia 50 sa uz nepredavaju.

Tabul'ka 3 a Tabul'ka 13, strana 22.
Poznamka: Majte prosim na paméti, Ze reakcie o velkosti balenia 50 sa uZ nepredavaju.

Tabul'’ka 3 Obecna forma objednacich &isel testov Mentype® DIPquant, * xx definuje objednacie ¢islo
testu Mentype® DIPquant Specifického pre lokus

Mentype® DIPquant 25 reakcii Obj. ¢. 45-015xx* -0025 (*srov. Tabul'ka 13)
®

Mentype™ DIPquant oy oocii  Opj. &. 45-01591-0100

Reference

5.3 Pozadované reagencie a vybavenie niest sucast'ou obsahu Kitu

Pre selekciu informativnych darcovskych a podla pacienta Specifickych testov
Mentype® DIPquant v multiplexnej PCR je K dispozicii nasleduijtici kit:
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Tabul'ka 4 Informacie pre objednanie kitu Mentype® DIPscreen, * yyy definuje velkost’ balenia

Reagent Dodavatel’ Objednacie ¢islo
‘ Mentype® DIPscreen (urcovanie genotypu)  Biotype GmbH 45-45410-0yyy* ‘

Upozornenie: Miesta nasadenia primerov u kitu Mentype® DIPquant sa ligia od miest
nasadenia primerov v kitu Mentype® DIPscreen. Vo vzacnych pripadoch mozu mutécie,
ktoré sa vyskytuji v miestach nasadenia primerov, spdsobit’ alelické vypadky (allelic
dropouts). Z tohoto dbvodu moZu medzi testami Mentype® DIPquant a
Mentype® DIPscreen nastat’ genotypové rozdiely. Vysledky Mentype® DIPscreen by preto
mali byt vzdy verifikované predom vybranymi informativnymi testami Mentype® DIPquantk
overené pred tym, nez sa pouziju pri monitorovani chimérizmu (viz tieZ kapitola 9.1).

Pre amplifikaciu gPCR su vyZadované nasledujlice reagencie a pristroje:
e Vhodny pristroj real-time PCR (viz kapitola 3.1)

e Vhodna stprava pre izolaciu DNA (srov. Kapitola 7.2.1)

e  Vhodny nastroj pre kvantitativne meranie koncentracie DNA po izolacii a ¢isteni
(srov. kapitola 7.2.1)

e Stolna centrifliga s rotorom pre 2 mL reakénej skimavky

e  Mikrotitracné dosticky s 96 jamkami alebo reakéné skimavky, v pripade pouzitia
mikrotitracnych dosticiek s 96 jamkami vhodné uzavery alebo folie, centrifiga s
rotorom na mikrotitra¢né dosticky

e Vortex, vhodny pre mikrotitracné doSticky s 96 jamkami alebo pre 0,2 mL
reakéné skimavky

e pipety, pipetové Spicky s filtrami (jednorazoveé)
e  jednorazové rukavice bez pudru

Upozornenie: Zaistite, aby boli vSetky pristroje instalované, udrzované a kalibrované podl'a
podmienok vyrobcu. Uistite sa, ze su pritomné vSetky reagencie pre ovladanie prisluSného
pristroja gPCR (viz navod k pouZitiu od prisluSného vyrobcu néstroja).

6. Skladovanie

Testy Mentype® DIPquant sa dodavaji na suchom lade. ZlozZky testov budi dorugené
zmrazengé. Ak by jedna alebo viaceré zlozky neboli po obdrzani zmrazeng, alebo ak by doslo
k poSkodeniu zkimaviek pocas prepravy, obratte sa pre d'alSiu podporu na spolo¢nost
Biotype GmbH (support@biotype.de).
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Komponenty musia byt skladované pri -25°C az -15°C. Zabrante opakovanému
rozmrazeniu a zmrazeniu. Maximalny pocet 8 cyklov rozmrazenia a zmrazenia nesmie byt
prekroceny.

Stpravy Mentype® DIPquant by mali byt skladované chranené pred svetiom.

Trvanlivost' zkiSobnej stpravy je uvedena na etikete obalu.

7. Pracovny postup

7.1 Prehl'ad analyzy chimérizmu produkty Mentype®DIP

| Odber vzorkov |

'

| lzolécia DNA a kvantifikécia |

'

| |dentifikacia informativnych alel

v .

| Vlyber Specifickych alel

'

| Relativne kvantifikacie alel

I -

| Analyza stavu chimérizmu

Mentype® DIPscreen

Mentype® DIPquant

Obrazok 1 Od vzorkovania po analyzu - analyza chimérizmu pomocou Mentype® DIPscreen a Mentype® DIPquant

7.2 Priprava vzorkov a mnozstvo pouzitej DNA

7.2.1 Izolacia DNA

Kvalita izolovanej DNA ma rozhoduijlci vplyv na parametry a kvalitu celého testovacieho
systému. Musi byt zaistené, Ze systém pouzivany pre izolaciu DNA je kompatibilny s
technoldgiou gPCR.
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Pre izolaciu DNA st vhodné nasledujuce kity:
- NucleoSpin® Blood L (Macherey Nagel GmbH, Diiren, DE)
- QlAamp® DNA Blood Midi Kit (Qiagen GmbH, Hilden, DE)

Pre izolaciu DNA mdzu byt pouzité tiez alternativne kity, ale ich vhodnost’ musi byt overena
uzivatel'om.

Upozornenie: Pre ziskanie presnych vysledkov je nutng kvantifikacia DNA (napr. UV / VIS
spektroskopickou kvantifikaciou DNA pri A260 nm a stanoveni kvality pomocou pomeru
A260 / A280, ktory by mal byt mezi 1,7 a 2,0).

7.2.2 Templatova DNA

Alelicky Specificka zmes primerov je optimalizovana pre pouzitie 250 ng purifikovanej DNA,
¢o odpoveda pouzitiu 41 666 buniek (6 pg DNA/bunka). Pre optimalne vysledky sa
doporucuje pouzit’ 250 ng DNA.

7.3 Priprava master mixu

VSetky reagencie by mali byt’ pred pridanim do mastermixu dobre premieSané (vortexované)
a kratko centrifugované (cca 10 s).

Mnozstvo pouzitej DNA zavisi na jej koncentracii. Pre dosiahnutie optimalnych vysledkov
doporucujeme kvantitu pridanej DNA upravit’ na 250 ng DNA na reakciu.

Celkovy objem PCR reakcie by mal byt vzdy 25 L.

Zvézte pozitivne a negativne kontroly pre pocet reakcii gPCR, ktoré maju byt pouzité v
analyze. Pridajte k celkovému objemu jednu alebo dve reakcie pre kompenzaciu chyb
pipetovania.

Nasledujuca tabul'ka ukazuje objemy jednotlivych reagencii kitu pri pouZiti s 5,0 uL vzorku
(templatové DNA) a v reakénom objeme 25 pL.

Tabul'ka 5 ZloZenie Mastermixu pre reakciu Mentype® DIPquant pri pouiti 5 L DNA

Komponenty Objem na davku qPCR

Nuclease-Free Water 12,1 uL
Reaction Mix D* 5,0 L
Mentype® DIPquant Primer Mix 2,5 L
Multi Tag 2 DNA Polymerase (hot start, 2,5 U/uL) 0,4 L
Gelkovy objem mastermixu 20,0 uL
Templat DNA (50 ng/uL) 5,0 pL
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* obsahuje Mg?*, dNTPs, BSA

Upozornenie: DNA ried'te a uchovavajte v 1 x TE (10 mM Tris HCI, pH 8,0 a 1 mM EDTA)
alebo 0,1 x TE alebo vo vode neobsahuijlicej nukledzy.
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7.3.1 Pozitivna kontrola

Pre pozitivnu kontrolu pouZite miesto templatovej DNA 5 L otypované, alelovo Specifické
kontrolné DNA (5 ng/uL). Pipetujte kontrolnd DNA namiesto templatovej DNA do skimaviek
obsahujdcich mastermix gPCR.

Nasledujlci prehl'ad ukazuje objemy zloziek supravy pouzité s 5,0 uL kontrolnej DNA a
reakény objem 25 LIL.

Tabul'ka 6 ZloZenie Mastermixu pre reakciu Mentype® DIPquant pri pouZiti 5 ng/pL vzorku pozitivnej

kontroly
Nuclease-Free Water 12,1 L
Reaction Mix D* 5,0 UL
Mentype® DIPquant Primer Mix 2,5 1L
Multi Tag 2 DNA Polymerase (hot start, 2,5 U/uL) 0,4 uL
Celkovy objem mastermixu 20,0 uL
Kontrolné DNA (5 ng/L) 5,0 L

* obsahuje Mg?*, dNTPs, BSA

7.3.2 Negativna kontrola

Ako negativnu kontrolu napipetujte 5 pL vody bez nukledzy miesto templatovej DNA do
skimaviek obsahujdcich mastermix gPCR.

Nasledujlica tabul’ka znazortiuje objemy komponentov kitu pri pouZiti 5,0 L vody (nuclease-
free), v reakcénom objeme 25 pL.

Tabul'ka 7 Zlozenie Mastermixu pre reakciu Mentype® DIPquant pri pouZiti 5 pL negativnej kontroly

(vody)
Nuclease-Free Water 12,1 L
Reaction Mix D* 5,0 L
Mentype® DIPquant Primer Mix 2,5 L
Multi Taq 2 DNA Polymerase (hot start, 2,5 U/pL) 0,4 uL
Celkovy objem mastermixu 20,0 uL
,Voda neobsahujtca nukleazy* 5,0 pL

* obsahuje Mg?*, dNTPs, BSA
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7.4 Reakény objem

Pipetujte 20 pL reakéné zmesi gPCR do skiimaviek (optické dosticky) alebo do viacjamkovej
dosticky (optické viacjamky). Potom pridajte 5 pL Specifické DNA (viz schéma pipetovania v
kapitolach 9.1 a 9.2) alebo 5 L pozitivnej alebo negativnej kontroly.

Pokial’ je to mozné, pre pristroj qPCR by mali byt pouZité biele dosticky alebo skiimavky,
pretoze to zaisti Gcinnu detekciu fluorescenénych signdlov. Optimalizovana detekcia
fluorescencie mdze zvysit’ citlivost’ testu.

Po pipetovani by mali byt skamavky alebo viacjamkové dosti¢ky spol'ahlivo uzavreté (optické
uzavery, optické tesnenie).

Kratko odstred'te a potom vloZte do pristroja pre analyzu.

8. Program qPCR a amplifikacia

8.1 Nastavenie pristroja a parametry amplifikacie

Pomocou nizSie uvedenych parametrov vytvorte protokol pre amplifikéciu a detekciu gPCR.
Nastavenie pre konkrétny pristroj najdete v prirucke prisluSného vyrobcu pristroja alebo sa
obrat'te na naSu technicku podporu (support@biotype.de).

8.2 Parametry detekcie

6-FAM sluzia ako referenéné fluorescencné farbivo pre vSetky testy. Venujte pozornost
vyberu spravnej sady filtrov v softwaru pristroja real-time PCR.

8.3 Parametry amplifikacie qPCR*

Multi Tag2 polymeraza je pri nizSej teplote reverzibilne inaktivna, ¢o sluzi k potlaceniu tvorby
neSpecifickych amplifikacnych produktov. Pre aktivaciu enzymu by mal byt vykonany ,hot
start,.

Tabul'ka 8 qPCR Amplifikaéné parametry pre vykonavanie testov Mentype® DIPquant

Teplota
94 °C 4 min (hot start pre aktivaciu Multi Tag 2 DNA polymerazy)
94 °C 30s
45 cykla
62 °C 45s

* Validované pomocou Roche Light Cycler® LC480 (s $tandartnymi rychlostami zahrievania priblizne 4,4 °C/s a
rychlostou chladenia 2,2 °C/s).
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K zberu dat by malo dojst’ behom faze annealingu primerov a behom elongacie pri 62 °C.

Vlytvorte protokol testovania vzorkov s prisluSnym nastavenim analyzy.

9. Doporucené nastavenie analyzy

Za ucelom rieSenia optimalneho meracieho rozsahu qPCR by mal byt zmerany podiel
recipienta v zmieSanom vzorku (viz kapitola 3.3.1)

Pre relativnu kvantifikdciu chimérizmu sa doporucuje priprava testov gPCR podl'a
nasledujiceho schématu:

- 3r6zne alely Specifické pre recipienta (,allele of interest”, AQI)
v duplikatoch (viz Tabul'ka 9, Tabulka 12, Tabul’ka 13), alebo

- 2r6zne alely $pecifické pre recipienta(,allele of interest”, AOI)
v triplikatoch (viz Tabul’ka 10)

- Podl'a DNA a ¢asu, musia byt aktivne referencie (REF, 3-globin) merané aspor v
duplikatoch (lepsie v triplikatoch)

- negativne (NTC) a pozitivna kontrola (PC) by mala byt' stc¢astou kazdého
testovania

Tabulka 9 Nastavenie 1: Pouzitie 3 $pecifickjch Mentype® DIPquant v duplikitoch a
Mentype® DIPquant referenéného testu v triplikatoch

Replikacie Pocet vySetrovanych lokusov
Specifické testy DIPquant 2 3
Referenény test (B-globin) 3 -

Tabulka 10 Nastavenie 2: Pouzitie 2 3pecifickych Mentype® DIPquant v triplikdtoch trojitym
vyhotovenim a Mentype® DIPquant referenéného testu v triplikatoch

Replikacie Pocet vySetrovanych lokusov
Specifické testy DIPquant 3 2
Referencny test (B-globin) 3 -

9.1 Kvantifikacie pred transplantaciou (pre-HSCT)

DNA recipienta pred transplantaciou (kalibrator pre-HSCT) by mala byt’ analyzovana spolo¢ne
s referenénym testom (B-globinovy gen) a prisluSnymi gPCR testami Specifickymi pre
recipienta pre kalibraciu analyzy. Hodnota tejto kvantifikacie je stanovena ako 100 % podielu
recipienta.
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Pre zaistenie Specificnosti gPCR testov Specifickych pre recipienta by mala byt urobena
analyza DNA darcu. To odpoveda 0 % podielu recipienta.

Tabul’ka 11Priklad nastavenia viacjamkovej dosticky pred transplantaciou (kalibrator)

1 2 3 4

Ref AQI-1 AQI-2 AQI-3

A preTx preTx preTx preTx

Ref AQI-1 AQI-2 AQI-3

B preTx preTx preTx preTx
Ref AQI-1 AQI-2 AOI-3
C NTC NTC NTC NTC
Ref AQI-1 AQI-2 AOI-3
D PC PC PC PC
AOI-1 AQI-2 AQI-3
E Dérce* Dérce* Dérce*
AOI-1 AQI-2 AQI-3
F Darca* Darca* Darca*

Ref: Referen¢ny test; AOI 1-3: Test épecif[cky pre recipienta; preTx: Vzorek recipienta ako kalibrator; Darca *: Volitelny
vzorek darcu ako test Specifickosti; NTC: Ziadna kontrola §ablén; PC: Pozitivna kontrola

9.2 Kvantifikacia po transplantacii / sledovanie (po HSCT)

Chimérické monitorovanie by malo byt vykonavané s DNA pacienta, ktora bola ¢erstvo
izolovana v prisluSnych ¢asoch monitorovania. Pre bezpec¢nl analyzu by mala byt zahmuta
referencia, tri alely Specifické pre recipienta, ako aj pozitivne a negativne kontroly (viz nizSie).

Tabul'ka 12 Priklad nastavenia viacjamkovej dostic¢ky po transplantacii (sledovania)

1 2 3 4
Ref AOI-1 AQI-2 AQI-3
A Monitorovanie 1 Monitorovanie 1 Monitorovanie 1 Monitorovanie 1
Ref AQI-1 AQI-2 AOI-3
B Monitorovanie 1 Monitorovanie 1 Monitorovanie 1 Monitorovanie 1
Ref AQI-1 AQI-2 AOI-3
c NTC NTC NTC NTC
Ref AQI-1 AQI-2 AOI-3
D PC PC PC PC

Ref. Referencny test; AOI 1-3: Testy Specifické pre recipienta; Sledovanie 1: Prvy monitorovaci vzorek po transplantacii;
NTC: Ziadna kontrola $ablon; PC: Pozitivna kontrola;
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10. Vyhodnotenie

10.1 Analyza dat

Pozrite amplifikacné krivky celého behu gPCR. Podrobny proces analyzy nezpracovanych dat
zavisi na pouzitom pristroji real time PCR.

Definicia prahovej hodnaty ,baseline noise levels* by mala byt’ stanovend automaticky, alebo
by mala byt predefinovana pre Specifické cykly (napr. 3-15). K urcéeniu prahovej hodnoty
pouzite NTC.

PretoZe sa pre kvantifikaciu pouziva metdda AACp, nemaju individuéine nastavené hodnoty
thresholdu Ziadny vplyv na vysledky, pokial’ su analyzované vSetky testy na vzorku so
rovnakym thresholdom.

Informécie o exportu a spracovani dat najdete v prirucke vyrobcu zariadenia real-time PCR.
Exportujte nézov vzorku ,Nazov vzorku“ a hodnoty Cp pre nasledné vypocty.

10.2 Kontrola vysledkov

QPCR bola tspesna, ked’ st hodnoty Cp pozitivnej kontroly vyhodnotite'né podl’a hodnét v
Tabulka 1 a negativna kontrola je bez amplifikacie < 45 cyklov.

Pomocou donorovej DNA pre kontrolu Specifi¢nosti testu by nemali byt detekovatelné Ziadne
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11. Kvantifikacie

Ak Udaje vyhodnocujete rucne, pouzite metddu relativnej kvantifikacie. Individudine
nastavengé prahové hodnoty (threshold) pocas analyzy prvotnych dat nemaju ziadny vplyv na
kvantifikaciu metodou AACp, pokial' su analyzované vSetky testy na vzorku so stejnym
thresholdom.

Pomocou NTC vyhl'adajte vhodny threshold.

Vypocet

11.1 Kvantifikacie vzorkov pred HSCT

1.

Vypocitajte jednotlivé hodnoty Cp pre referencéné (REF) a ciel'ovo sledované alely
(AQI) pre DNA recipienta

Vypocitajte ACp pre kazdy AOI pre REF (ACp C = Cp AOI — Cp REF)
ACp vrati hodnotu kalibratoru (ACp C) vo vypocte po HSCT (100% prijemca)

11.2 Kvantifikacie vzorkov po HSCT

1.

o~ N

Vypocitajte jednotlivé hodnoty Cp pre referencéné (REF) a cielovo sledované alely
(AQI) pre DNA pacienta

Vlypocitajte ACp pre kazdy AOI pre REF (ACp C = Cp AOI — Cp REF)
Tato ACp hodnota sa pouZziva pre vypocet neznameho stavu (ACp U)
Vypocitajte AACp pre kvantifikaciu chimérizmu (AACp = ACp U - ACp C)

Vypocitajte % zlozky recipienta v zavislosti na Ucinnosti gPCR; % recipienta =
((1+E)"@AC) x 100. Pokial’ je t¢innost gPCR 100 %, pouzite nasledujlici vzorec:
(2-8A%0) x 100.
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12. Interpretacia neobvyklych vysledkov

12.1 Nizka sila signalu alebo bez detekovaného signalu

Do reakénej zmesi nebola pridand jedna alebo viac zloZiek: Skontrolujte amplifikdciu
pozitivnej kontroly a v pripade potreby opakuijte qPCR.

Pre analyzu bol pouZity nespravny test: Uistite sa, Ze alelovo-Specifické testy si kompatibilné
s testami, Specifickymi pre prijemcu.

Suboptimélne podmienky gPCR: Skontrolujte nastavenie gPCR. Zaistite, aby prebehla
akfivacia Multi Tag2 DNA polymerdzy pri 94 °C po dobu 4 min. Skontrolujte teplotu
annealingu a elongacie. Uistite sa, Ze rychlost’ ohrevu pristroja je nastavena na 4 °C/s a
rychlost’ ochladzovania pristroja je nastavena na 2 °C/s.

QPCR bola inhibovand: Po extrakcii DNA neboli inhibitory PCR Uplne odstranené. Nezabudnite
preto DNA dékladne purifikovat' podl'a pokynov vyrobcu stpravy. Purifikuite DNA znovu
alebo zried'te vzorek. Opakujte gPCR s purifikovanou alebo zriedenou DNA.

Ziskanie dat sa nepodarilo: Uistite sa, Ze zber fluorescenénych dat bol vykonany v spravnom
fluorescenénom kanale v spravny ¢as. Skontrolujte nastavenie pristroja na fluorescenénd
farbu pouzitou v teste (6-FAM a ROX).

Problémy s baseline, alebo s thresholdom: Nastavte threshold nad nespecifickym pozadim,
aby ste ziskali presné hodnoty Cp. PouZite postup uvedeny v priru¢ke od vyrobcu pristroja
gPCR. Pokial’ je to mozné, ru¢ne upravte nastavenie baseline a thresholdu.

Degradécia templatovej DNA: Pocas pripravy vzorku a behom skladovania moze dojst
k degraddcii DNA. DNA skladujte v 1 x alebo 0,1 x TE alebo vo vode (nuclease-free).
PouZite kontrolné DNA ku kontrole celkového chovania testu.

Degradacia komponentov gPCR: Skontrolujte expirdciu pouzitych reagencii a podmienky ich
skladovania. Viyvarujte sa ¢astému zamrazovaniu a rozmrazovaniu zmesi primerov > 8 cyklov
a uistite sa, Ze zlozky su skladované pri -25 °C a7 -15 °C.

12.2 Kolisanie sily signalu v replikatoch
Chyba pipetovania: Chybe pipetovania se vyhnete pravidelnou kontrolou pipetovej sady.

Varidcie v Master Mixu: Pri pridavani reakénej zmesi pridajte 1-2 d’alSia reakcia naviac,
abyste nahradili nepresnosti pipetovania. Komponenty ddkladne premieSajte kratkym
vortexovanim a kratkym odstred’'ovanim (10 s). Pipetujte najmenej 5 pL templatové DNA.

gPCR bala inhibovand: Behom izolécie DNA neboly inhibitory PCR Uplne odstranené. Preto
se uistite, Ze izolacia DNA je vykondvana peclivo podl'a pokynov vyrobcu. Purifikujte DNA
znovu alebo ju zried'te. Opakuijte qPCR s purifikovanou / zriedenou DNA.
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Baseline alebo threshold boli nastavené nesprévne: Ak chcete ziskat' presné hodnoty Cp,
nastavte threshold nad neSpecifickym pozadim. Pouzite postup popisany v priru¢ke vyrobcu
vaSeho pristroja gPCR. Pokial’ je to mozné, ruéne upravte nastavenie baseline a threshold.

Nizka citlivost': PouZitie prili§ malého mnozstva DNA (optimalne 250 ng) mdze zniZit’ citlivost’
a reprodukovatelnost’ v replikatoch. Kvantifikuite pouziti DNA a merajte jej kvalitu
odpovedajtcimi metodami podl'a doporucenia v kapitole 7.2.1.

Signaly v negativnej kontrole: Abyste predisli kontamindcii, pouZite Spicky s filtrami ktoré su
nepriepustné pre aerosoly. Spustite novii gPCR s nuclease-free vodou. Reagencie pred a po
PCR skladujte oddelene. Pokial’ je to mozné, pipetujte reakénd zmes a DNA v rdznych
miestnostiach.

12.3 Signaly testov Specifickych pre recipienta v DNA darcu

Pou7itie prili§ vel'kého mnoZstva (> 250 ng) templatovej DNA: Znizte mnozstvo templatovej
DNA na 250 ng. Pred testovanim musi byt stanovena koncentracia DNA.

Vyskyt faloSne negativnych signdlov: Vo vzacnych pripadoch méze mutacia vyskytujica sa v
miestach nasedania primeru viest k alelickym ,vypadkom“. Genotypizacia pomocou
Mentype® DIPscreen md7Ze viest' k falosne negativnym vysledkom (viz kapitola 5.3, 9.1).
Pretoze miesta nasadania primerov v testoch Mentype® DIPquant se li$i od miest v testoch
Mentype® DIPscreen, mdze byt qPCR stale pozitivny. To musi byt ovdem overené pri
monitoringu chimérizmu pred aplikaciou alelovo-Specifickej analyzy DIPquant.
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13. Objednacie informacie

Tabul'ka 13 Podrobné objednacie informécie pre alglovo-Specifické testy Mentype® DIPquant, * k
dispozicii tiez vo vel'kosti balenia 100 reakcii (45-01591-0100)

Test DIPquant 25 reakeii

Referencie® 45-01591-0025
SRY 45-01590-0025
SMCY 45-01589-0025
HLD23-| 45-01538-0025
HLD38-I 45-01558-0025
HLD48-| 45-01560-0025
HLD53-D 45-01561-0025
HLD53-I 45-01562-0025
HLD67-D 45-01567-0025
HLD67-I 45-01568-0025
HLD70-D 45-01569-0025
HLD70-I 45-01570-0025
HLD79-I 45-01576-0025
HLD82-D 45-01577-0025
HLD82-I 45-01578-0025
HLD84-D 45-01579-0025
HLD84-| 45-01580-0025
HLD88-D 45-01581-0025
HLD88-I 45-01582-0025
HLD91-D 45-01585-0025
HLD91-I 45-01586-0025
HLD97-I 45-01588-0025
HLD101-D 45-01501-0025
HLD101-I 45-01502-0025
HLD103-D 45-01505-0025
HLD103-I 45-01506-0025
HLD104-D 45-01507-0025
HLD104-I 45-01508-0025
HLD105-D 45-01509-0025
HLD105-I 45-01510-0025
HLD106-D 45-01511-0025
HLD106-I 45-01512-0025
HLD110-I 45-01514-0025
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HLD112-|
HLD114-D

HLD114-|
HLD116-D

HLD116-|
HLD128-D

HLD128-|
HLD131-D

HLD131-|
HLD133-I

HLD134-D
HLD134-|

HLD140-|
HLD152-D

HLD163-D
HLD163-|

HLD301-D
HLD301-|

HLD304-D
HLD305-D

HLD305-|
HLD307-D

HLD307-I
HLD310-D

45-01516-0025
45-01517-0025

45-01518-0025
45-01519-0025

45-01520-0025
45-01523-0025

45-01524-0025
45-01525-0025

45-01526-0025
45-01528-0025

45-01529-0025
45-01530-0025

45-01532-0025
45-01533-0025

45-01535-0025
45-01536-0025

45-01539-0025
45-01540-0025

45-01541-0025
45-01543-0025

45-01544-0025
45-01545-0025

45-01546-0025
45-01549-0025
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15. Ochranné znamky a vylucenie zodpovednosti

Registrované nazvy, znacky atd., pouzité v tomto dokumente, nieje mozné povazovat za
nechraneng, aj ked’ niest ako registrované vyslovne oznacené: Biotype®, Mentype® (Biotype
GmbH); LightCycler® (Roche Diagnostics International AG); QlAamp® (QIAGEN GmbH);
NucleoSpin® (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG); FAM™, ROX™ (Life Technologies Ltd.).

Testy Mentype® DIPscreen a Mentype® DIPquant su stipravy oznacené znackou CE podl'a
eurdpskej smernice in vitro 98/79 / ES. Sady niesu dostupné ako diagnostika in vitro mimo
tato regulaénu oblast.
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16. Symboly
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Overenie a validacia amplifikacnych kitov qPRC Mentype® DIPquant

A

A a)

Ab)

Ac)

Analytické tidaje o vykone (overenie)

Ludskéa DNA

Pre vSetky overovacie experimenty bola pouzita biobanka z viac nez 100 vzorkov
T'udskej DNA pripravenych zo Zilnej krvy ETDA. Vzorky pochadzali od nepribuznych
zdravych dobrovolnikov, ktori dali svoj pisomny suhlas. Preanalytika, izolacie DNA
a kvantifikacie DNA viz kapitola B ).

Analyticka Specificnost’ a Limit slepého pokusu (LoB)

Ciel’: Produkt pozostava z 57 testov na autozomalne bialelické markery, dvoch Y
chromozomélnych markerov a referenéného genu. Specifiénost’ alelickych a Y
chromozomalne $pecifickych testov Mentype® DIPquant musi byt zaistend v
pritomnosti prebytku alternativnej alely alebo chromozému X definovaného
produktom.

Metodika: Pre kazdy test Mentype® DIPquant boli zhromazdené data qPCR z
kontrol bez templatu (NTC, n>12) a z kontrol s 250 ng homozygotnej DNA pre
alternativnu alelu, alebo data z qPCR pri pouziti 250 ng Zenskej DNA (v pripade
markerov Specifickych pre Y) (n > 9). Tieto gPCR data by nemali byt detekované.

Vysledky: U vetkych NTC neboli zaznamenané faloSne pozitivne signaly pred
45 cyklami. V pripade 250 ng homogennej DNA pre alternativnu alelu alebo
samic¢iou DNA, testy Mentype® DIPquant qPCR nepreukazali Ziadne signaly pred
45 cyklom. DalSie testy ukézali neSpecifické signaly pred 45 cyklom. Pri 9
paralelnych meraniach v8ak bolo pozorované stochastické rozdelenie medzi 1 a
6 faleSne pozitivnych vysledkov. Preto bol pre vypocet LoB pouzity neparametricky
analyticky pristup (CSLI 2012, data neuvedeng).

Analyticka citlivost a medza detekcie (LoD)

Ciel’: Boli vykonané experimenty k ur¢eniu analytického detek¢éného limitu (LoD)
vSetkych testov gPCR.

Metodika: Vypocet, ¢i LoD splnuje kritérium kvality pre vyllicenie faloSne
pozitivnych vysledkov, bol vypocitany pomocou rovnice LoB - (LOD + 2 x &) > 2,
kde LoB je hodnota Cp stanovend podl'a A a) sa stanovi neparametricky; LoD je
strednd hodnota Cp pozitivnych merani; a 5 je Standardna odchylka LoD. Zmesi
DNA boli vytvorené pre vSetky alelovo Specifické testy s pouZitim 250 ng
homozygotnej DNA pre alternativnu alelu alebo 250 ng Zenskej DNA (v pripade
markerov Specifickych pre Y) na PCR reakciu a rézne mnozstvo homozygotnej
DNA alely, ktora ma byt' detekovana. Pocet opakovani bol 6 (3 v dvoch réznych
dnoch).
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Vysledky: Najskor sa pridalo 31,5 pg DNA cielovej alely, ktora sa mé detekovat’
(¢o odpovedd 0,01 % podielu alely). Dalsie experimenty s 63 pg (0,025 % podiel
alely), 126 pg (0,05 % podiel alely) a 500 pg, v tomto poradi (0,2 % podiel alely)
boli vykonané v pripadoch, kedy nebolo spinené kritérium prijatel'nosti kvality.
Vysledky vSetkych testov gPCR st uvedené v tabulke 1.

Ad) Meraci rozsah testov
Ciel: Bol stanoveny linearny rozsah testov.

Metodika: Experimenty zahriiovali vSetky data z A b) a A c). Okrem toho bola
merané sériové riedenia rekombinantnych plasmidov kddujucich DNA oblasti alel,
ktoré maju byt detekované, v rozmedzi 5 az 5120 kdpii na reakciu. Bolo
vykonané celkom 11 riedeni véetne kontrol bez templatu (NTC) a pocet replikatov
bol 6 (3 v dvoch réznych drioch).

vysledky: Pre vSetky testy bol definovany rozsah linearneho merania
24 < Cp < LOD. Hodnota Cp 24 s 5 120 kopiami ciel'ovej alely odpoveda 12,5 %
deficientnej DNA v zmesi s celkom 250 ng DNA na reakciu.

Ae) Variacie medzi Sarzami a testovanie parametrov testu v LoD

Ciel: Koncentracné pomery zloZiek PCR pufru Reaction Mix D polymerazy Multi
Taq 2 su kritické pre citlivost, Specifiénost’ a rovnovahu signalov v gPCR. Bol
testovany vplyv variacii (rézne $arze) na vysSie uvedené komponenty kitu.

Metodika: Boli testované Styri Sarze reakénej zmesi D a tri Sarze DNA Multi Taq 2
DNA. Testy Mentype® DIPquant HLD53-I, Mentype® DIPquant HLD84-I,
Mentype® DIPquant HLD101-, Mentype® DIPquant HLD70-D
aMentype® DIPquant HLD88-D boli riadne pouzité pre meranie. QPCR bola
amplifikovana za Standardnych podmienok s kontrolnou DNA (General Positive
Control, Biotype GmbH) v dvoch réznych koncentraciach DNA (50 pg na PCR
reakciu @ 5ng na PCR reakciu). Pre kazdl koncentraciu boli vykonané tri
paralelné vzorky. Okrem toho boli vykonané tri qPCR s NTC na kazdy test
DIPquant a na kazdu Sarzu.

Vysledky: Vysledky s uvedené vTabul'ka 14 aTabulka 15.

Tabul'ka 14 Rozdiel’ medzi $tyrmi Sarzami reakénej zmesi D

Test 5 ng templatovej DNA 50 pg templatovej DNA
Mentype® DIPquant | Stredny cp ) Stredni cp 5
HLD53-| 28,66 0,06 34,36 2,19
HLD84-| 28,31 0,44 36,75 2,95
HLD101-| 29,59 0,04 36,59 2,48
HLD70-D 27,83 0,05 34,46 1,26
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[ HLD88-D | 28,92 [ 0,07 | 35,96 [065 |

Tabul'ka 15 Varidcie medzi tromi Sarzami DNA polymerazy Multi Taq 2

Test 5 ng templatovej DNA 50 pg templatovej DNA
Mentype® DIPquant | Stredny cp 5 Stredny cp )
HLD53-I 28,54 0,11 32,21 0,85
HLD84-| 28,71 0,69 37,82 2,69
HLD101-I 29,56 0,18 34,99 0,51
HLD70-D 27,92 0,05 34,99 0,51
HLD88-D 29,01 0,09 35,79 0,52

Meranie v dvoch r6znych diioch

Ciel: Merania boli vykonané v dvoch samostatnych drioch, aby sa demonstroval
(¢inok pipetovania dvoch nezdvislych hlavnych zmesi a pristroja na vykonanie
testu.

Metodika: Pre simuldciu potencialnych chyb pipetovania uZivatel'om bolo
+ 10 % objemovych vykyvov PCR pufru a Multi Tag 2 porovnané so Standardnou
odpovedou v 3 vysoko vkonnych a 3 nizko vykonnych qPCR testoch. QPCR bol
testovany za Standardnych podmienok s kontrolnou DNA (obecnd pozitivna
kontrola) s 2 réznymi koncentraciami DNA (50 pg na PCR reakciu a 5 ng na PCR
reakciu). Pre kazdu koncentraciu boli vykonané tri paralelné vzorky. Okrem toho
boli stanovené tri slepé hodnoty (NTC) na test DIPquant a na Sarzu.

Vysledky: Mozné chyby pipetovania s fluktuaciou objemu + 10 % neovliviiuju
vykon zvolenych testov Mentype® DIPquant s 5 ng GPC. Kritérium prijatelnosti
je dosiahnuté pre v3etky testy a pre kazdl simulovanu pipetovaciu chybu. Niesu
Ziadne chyby a neboli zistené Ziadne neSpecifické vedl'ajSie produkty.

Pouzitim 50 pg GPC na reakciu su mozné SirSie variacie> 2 Cp. Preto je
pouzivanie kalibrovanych zariadeni, ako su pipety, povinné.

Stabilita po otovreni

Ciel’: Stabilita reagencii stpravy gPCR bola testovana po opakovanom zmrazeni
a rozmrazeni. Toto napodobuje skutoéné bezné pouzivanie produktu v
simulovanom (zrychlenom) procese.

Metodika: Ako priklad boli vybrané Styri testy Mentype® DIPquant. Zmesi
primerov a sond boli podrobené 8 nasobnému cyklu zmrazeni a rozmrazeni.
Zmrazenie bolo vykonané po dobu aspori 30 minut pri -20 °C. Rozmrazované boli
pri teplote miestnosti a reagencie boli pred pouzitim homogenizované
pretrepanim. Nasledne bola vykonand Standardna reakcia. Aby sa zabranilo
dalSiemu vplyvu pouzitim r6znych DNA, bola ako templat pouZita kontrolna DNA
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B a)

B b)

Bc)

(GPC). Pre test boli zvolené dve r6zne koncentracie DNA (50 pg na PCR reakciu
a 5ng na PCR reakciu). Pre kazdu koncentraciu boli vykonané tri opakované
vzorky. Okrem toho boli do kaZdého testu Mentype® DIPquant zahmuté tri NTC.

Vysledky: Casté zmrazenie a rozmrazenie nema Ziadny negativny dopad na
vykonavanie testov DIPquant. Detekcia pomocou zmesi primer-sonda je tiez
mozZna po 8 nasobnom zmrazeni a rozmrazeni. Hodnoty Cp sa menia minimalne.
Odchylka je v rozsahu variability cykléru gPCR.

Udaje o klinickom vykone

Etické a regulacné aspekty

Test hodnotenia vykonnosti bol vykonany v stlade s ¢lankom §§ 20 - 24 Zakona
0 lekarskych produktoch (DE). Oslobodenie od schvalovacej povinnosti pre
lekarske vyrobky s nizkym bezpecnostnym rizikom podl'a § 7 nariadenia o
Klinickych skiSkach lekarskych vyrobkov bolo udelené Spolkovym Ustavom pre
lieciva a lekarske vyrobky. Protokol bol schvaleny miestnou etickou komisiou
centra klinického hodnotenia. V8etci tc¢astnici boli dospeli, sui juris a dali svoj
pisomny suhlas.

Preanalytika, izolacia DNA a kvantifikacia DNA

Boli pouzité Zilné vzorky krvi ETDA (napr. S-Monovette K2E, Sarstedt AG & Co.
KG, Nuembrecht, DE). Izolacia DNA z pInohodnotnej krvi bola vykonana pomocou
stpravy QlAamp® DNA Blood Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden, DE) podl'a pokynov
vyrobcu. Koncentracie DNA boli stanovené pomocou ultrafialovej viditelnej
absorpcnej spektroskopie pri 260 nm.

Konkordanc¢na analyza

V8etci pacienti dostali transplantaciu alogennych hematopoetickych kmeriovych
buniek v zmieSanom pohlavi a genotypizacia sa vykonavala fluorescenénou in situ
hybridizaciou (FISH) pomocou stpravy CE-IVD CEP® X SpectrumOrange / Y
SpectrumGreen™ priamo znacenej fluorescencénej DNA sondy (Abbott GmbH &
Co KG, Wieshaden, DE). Analyza chimérizmu na baze PCR bola vykonana s
pouzitim Mentype® DIPquant (PCR), Mentype® DIPscreen (Biotype GmbH),
multiplexnou PCR kombinovanou s kapilarnou elektroforézou geneticky analyzator
ABI Prism® 3100 (Applied Biosystems, Carlsbad, US-CA); a Mentype® Chimera®
(Biotype GmbH), multiplexna PCR kombinovand s kapildrnou elektroforézou
vykondvanou s pouzitim genetického analyzatoru ABI Prism® 3100. Pri pouziti
stipravy Mentype® DIPquant bolo na reakciu nanesené 250 ng DNA. Vsetky
supravy boli pouzité podl'a pokynov vyrobcu.
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B d) Vysledky a diskusie

Najskor boli uréené vSetky informativne STR a DIP systémy parov darca-prijemca.
Okrem toho bolo pohlavie potvrdené genotypizaciou s amelogeninovym
markerom, ktory je tiez su¢astou Mentype® DIPscreen a Mentype® Chimera®.
Celkom 54 vzorkov krvi ETDA bolo odobrané od 6 pacientov v réznych diioch po
transplantécii kmetiovych buniek krvi. Priemer vSetkych informativnych STR a DIP
biomarkerov (2-7) bol pouZity pre analyzu chimérizmu v multiplexnej genotypizacii
PCR v kombindcii s kapildrnou elektroforézou. V pripade analyzy
Mentype® DIPquant boli vybrané tri informativne testy qPCR a referenény gen
podla kapitoly 10.2 navodu k pouZitiu a analyzované v dvojakom prevedeni.

Vysledky zrovnavacieho merania st uvedené v Obrazok 2 az v Obrazok 4 .
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Obrazok 2 Porovnanie testov Mentype® DIPquant s cytologiou v analyze chimérizmu
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Obrazok3Porovnanie vzorkov Mentype® DIPquant a Mentype® Chimera® pri analyze

chimérizmu
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Obrazok 4 Porovnanie vzorkov Mentype® DIPquant a Mentype® DIPscreen pri analjze

chimérizmu
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Koeficient stanoveni (R9) Mentype® DIPquant v zrovnani s FISH,
Mentype® Chimera® a Mentype® DIPscreen bol 0,9648, 0,9849 a 0,9879.
Najlepej zhody bolo dosiahnuté s Mentype® DIPscreen, kiory ma rovnaké
biomarkery: NizSia zhoda s FISH odrdza technické rozdiely. Podl'a pokynov
vyrobcu by sa malo spocitat’ najmenej 200 buniek. LepSich vysledkov sa vSak
dosiahne pri po¢toch s viacej nez 500 burikami (Bufio et al., 2005): Toho nebolo
dosiahnuté u vetkych vzorkov.

Vedecka platnost’ vSetkych testovanych biomarkerov pre analyzu chiméry bola v
literature Siroko uvedend (Thiede a kol. 2001, Thiede a Lion 2001, Wilhelm a kol.
2002, Bufio a kol., 2005). Testy zalozené na PCR st uz akceptované v klinickych
pokynoch (Bader et al., 2016). Najskér bol pouzity FISH ako zrovnavaci test. Tato
technika ma stéle lokalnu hodnotu v transplantaciach, kde sa pohlavia neshoduju.
U menSej bunecnej populdcie vak vykazuje iba citlivost’ 1 %. Multiplexna PCR
zalozend na kratkych tandemovych opakovaniach (STR), ako je
Mentype® Chimera®, sa ¢asto oznacuje ako zlaty Standard analyzy chimérizmu
(Bader et al., 2016). Bialelické markery, ako st DIP, ponkaju technické vyhody,
ako s ziadne koktavé piky pri kapildrnej elektroforéze alebo ich vhodnost’ pre
gPCR, ktoré mdzu dosiahnut’ citlivosti menSej nez 0,1 % (Wilhelm et al., 2002;
Bader et al., 2016).
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