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Biotype GmbH vyviji, vyrdbi a distribuuje aplikace zalozené na PCR pro lékarskou
diagnostiku.

Nage testovaci sady Mentype® zarucuiji nejvyssi standardy kvality.

Pro informace a navrhy jsme vam radi k dispozici. Kontaktujte nas nebo navstivte nasi
domovskou stranku www.biotype.de.
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Mentype® DIPquant

1. Pouziti v souladu s uré¢enim

Aplikace Mentype® DIPquant jsou zaloZeny na in vitro diagnostice zaloZené na PCR (qPCR)
v realném case pro alelicky specifickou a kvantitativni analyzu molekularniho chimerismu po
alogenni transplantaci kostni diené a krevnich kmenovych bunék pomoci delece / inzerce
polymorfismi (DIP, také oznacované jako INDELs, viz 14 Reference).

Aplikace Mentype® DIPquant jsou uréeny vyhradn& pro profesiondlni pouziti ve
specializovanych laboratotich. Persondl by mél byt vySkolen v technikdch gPCR a pouZzivani
diagnostickych zdravotnickych prostiredki in vitro.

2. Podkladové informace

Analyza molekuldrniho chimerismu po alogenni transplantaci kostni diené a krevnich
kmenovych bunék je zasadni pro sledovani rastu transplantatu nebo pro véasné odhaleni
hrozici odmitavé reakce. Molekularni chiméricka analyza se provadi pomoci detekce
individualné specifickych polymorfismi deleci / inzerci DNA, které jsou velmi vhodné pro
analyzu pomoci alelové specifickych gPCR, ve srovnani s jinymi sekvencemi DNA.

V navaznosti na identifikaci informativnich lokust DIP pacienta a darce pomoci CE-MD kitu
Mentype® DIPscreen, Ize s odpovidajicimi testy Singleplex Mentype® DIPquant provést
kvantitativni analyzu chimérismu. Flexibilni format testu umoziuje analyzu jednotlivych
vzorkid i velkych objemi vzorkt s minimalnimi naklady na material. Protoze je vysoka citlivost
gPCR spojena s omezenou piresnosti pii smiSeném chimérismu, doporuéuje se pro vzorky
smieného chimérismu analyza pomoci kitu Mentype® DIPscreen (smémice o alogenni
transplantaci kmenovych bunék Némecké asociace pro transplantaci kostni diené a krve
(DAG-KBT), Bader et al. 2016).

3. Popis produktu Mentype® DIPquant

Specifické Singleplex testy Mentype® DIPquant Ize pouZit k individuaini analyze 55 DIP alel
a dvou chromozomalnich oblasti spojenych s Y (srov. Tabulka 1). Reference (REF) pro relativni
kvantifikaci je gen B-globinu. Parametry qPCR jsou nastaveny univerzalné , aby analyza
réiznych testé Mentype® DIPquant specifickych pro piijemce a analyza vice vzorki
pacientt mohla byt provedena paralelné v jednom béhu gPCR.

Chimérismus se po¢ita podle AA metody Cp [Cp (crossing poind) piistroje Lightcycler® gPCR
firmy Roche a odpovida hodnoté Ct (cycle threshold) jinych pristroj& qPCR]. Pro relativni
kvantifikaci chimerismu je proto zapotiebi kvantifikace referenc¢niho genu B-globinu
(house-keeping), které probihd paralelné s kvantifikaci cilového lokusu piijemce.
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Pro Kalibraci analyzy musi byt analyzovana recipientni DNA izolovana pied transplantaci
(Kalibrator), spole¢né s referencénim testem (B-globin) a piisluSnym gPCR testem
specifickym pro piijemce (srov. Kapitola 9.1).

3.1 Nastroj qPCR

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

Pouzivani testi Mentype® DIPquant na jinych pristrojich qPCR musi uzivatel ovéfit a
verifikovat.

3.2 Typ vzorka
Mentype® DIPquant byl validovan citratovou DNA izolovanou z pinohodnotné krve.

Produkt Mentype® DIPquant je validovan pro pouZiti 250 ng DNA na reakci. Pouziti vétSich
mnozstvi DNA musi byt uZivatelem validovano.

3.3 Senzitivita/specifi¢nost

3.3.1 Rozsah méieni chimérismu

Diky technologii je optimaini rozsah méreni vzorkG chimérismu pomoci testd
Mentype® DIPquant qPCR mezi 0,05 % - 12,5 % méieného obsahu DNA ptijemce nebo
darce ve vzorku pacienta (smiSeny vzorek). V této oblasti Ize pouzit nastaveni qPCR, jak je
popsano v kapitole 9.2. Pro vzorky s > 12,5 % méieného obsahu DNA piijemce nebo darce,
jakoz i pro smiSené chimerické vzorky , se doporucuje zvySit pocet replikatt nebo pouzit
Mentype® DIPscreen.

3.3.2 Citlivost a specifi¢nost

Detekeni limit a citlivost kitu Mentype® DIPquant zavisi na kvalité a mnoZstvi pouZité
templatové DNA. Tabulka 1 ukazuje citlivost alelové specifickjch Mentype® DIPquant
markeri ve smésich DNA. Smési byly pouzity s mnozstvim 250 ng DNA; deficitni DNA byla
homozygotni pro alelové specificky Mentype® DIPquant marker.

Maximalni hodnota Cp uvedena v Tabulka 1 udava rozsah, do kterého lze specificky
vyhodnotit signély odpovidajici testim Mentype® DIPquant.
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Tabulka 1 Specifické detekéni linie testi Mentype® DIPquant

Citlivost a specifi¢nost test Mentype® DIPquant

Bunéény ekvivalent DIP
alely / PCR 5 sall® ga | D s |80
Koncentrace [pg/PCR] 31,5 Ei 63 Ei 126 é‘;’- 500 gS
Podil na £E £E § £ Eé
o0 PG 4] 0,013 0,025 0,05 02 -
23| 36,7 | 67 37,7 | 824 335 | 794 31,1
38| 36,3 | 82D 339 | 105D | 337 | 152D | 355
48| 365 | 84-D 380 | 1404 35,0
53-D 375 | 101 374 | 301-D | 325
53-| 350 | 103D | 37,2
67-D 36,2 | 104-D | 341
70-D 325 | 131D | 336
70-1 356 | 131l 34,2
84-| 373 | 305D | 339
88-D 35,6
88-| 31,6
91-D 34,1
91| 35,2
97-| 36,4
101-D | 357
103l 36,6
104-| 35,5
3 105-| 345
= 106-D | 36,9
;é_ 106-1 34,2
= 110-| 35,6
% 1121 34,8
g 114D | 355
§ 114 37,4
2 116-D 35,9
116-| 34,6
128-D 354
128-1 32,7
133-] 35,9
134D | 353
134-1 35,6
163-D | 352
163-| 35,0
301l 35,9
304D | 36,0
305-1 35,6
307D | 359
3071 375
310D | 363
REF 36,0
SMeY 36,3
SRY 36,6
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4. Vystrahy a bezpecnostni upozornéni

Vezmete prosim na védomi bezpeénostni listy (MSDS) produktti Biotype®, které vam radi
zaSleme na pozadani (support@biotype.de). Ohledné bezpecénostnich listti reagencii, které
nejsou soucasti testovaci sady, se obrat’te na prislusného vyrobce.

Pied pouzitim produktu si pozorné prectéte navod k pouziti.

Po prijeti zkontrolujte produkt a jeho komponenty, zda jsou Upiné, pokud jde o pocet, typ a
naplt (viz kapitola 5.1), spravné oznaceni, statut zmrazeni a neporusenost baleni reagenci.

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

Zabrarite kontaminaci vzork nukleazou (DNaza / RNaza) pouzitim jednorazovych DNaza /
Rnaza — free, aerosol - nepropustnych pipetovych Spicek s filtry.

PouZijte oddélené pracovni prostory pro piipravu vzorka (pre-PCR), namichani mastermixu
a naslednou Upravu vzorka a analyzu (post-PCR). Pozitivni kontroly skladujte v prostoru
oddéleném od dalSich komponenti kitu.

Podle smémic nebo pozadavkd mistnich, statnich a / nebo federalnich predpisi ¢i
akreditacnich organizaci mohou byt potrebné dodate¢né kontroly.

NepouZzivejte komponenty kitu, které piekrocily datum expirace a Sarze nemichejte.
Odpady ze vzorka a testa likvidujte podle mistnich bezpeénostnich ustanoveni.
Do Sarze DIP01113 (Reaction Mix D Sarze CH1900491)

V této soupravé jsou obsazeny nasledujici potencialné nebezpecné latky:

Slozka sady Chemikalie Nebezpeci

Toxicky pri poziti, pti kontaktu s kyselinou

Reaction Mix D Azid sodny NaN3 el
Vyviji toxické plyny

4.1 Zajisténi kvality

Cely obsah testovaci soupravy podléhd intenzivni kontrole kvality spole¢nosti Biotype GmbH.
Kvalita testovacich souprav je prilbézné prezkoumavana, aby se prokdzala jejich neomezena
pouZzitelnost. V pripadé dotazii na kontrolu kvality nas prosim kontaktujte na e-mailovou
adresu support@biotype.de.
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5. Materialy dodané spolec¢né se sadou

5.1 Obsah sady

Soupravy Mentype® DIPquant obsahuji nasledujici slozky dostateéné k provedeni az 100
reakci.

Tabulka 2 Velikost baleni a obsazené komponenty kitu Mentype® DIPquant, * k dispozici pouze jako
referenéni test Mentype® DIPquant, * xxx definuje ¢islo polozky specifické pro lokus

. Objem na velikost baleni
LS LI 25 reakci 100 reakci*
Nuclease-Free Water Voda neobsahuijici nukleazy 1,5mL 2x1,5mL
Reaction Mix D Reakéni smés D 125 L 500 pL
Mentype® DIPquant

-HLDxxx*-D/-I Primer Mix

-SRY Primer Mix Smés primerd 63 L 250 UL
-SMCY Primer Mix
-Reference Primer Mix

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

Méjte na paméti, Ze komponenty soupravy z riznych SarZi soupravy nesmi byt smichany.
Prehled Cisel SarZi je uveden na etiketé, ktera je umisténa na vnitini strané klopy krabice.
Rozdélovani komponent soupravy do jinych reakénich nadob neni povoleno.

5.2 Informace pro objednani

Pisemnou objednavku prosim zaSlete e-mailem na sales@biotype.de. Objednavka musi
obsahovat objednaci ¢isla podle Poznamka: Méjte prosim na paméti, Ze reakce o velikosti
baleni 50 se jiz neprodavaj.

Tabulka 3 a Tabulka 13, strana 21.
Poznamka: Méjte prosim na paméti, Ze reakce o velikosti baleni 50 se jiZ neprodavaji.

Tabulka 3 Obecnd forma objednacich ¢isel testd Mentype® DIPquant, * xx definuje objednaci ¢islo
testu Mentype® DIPquant specifického pro lokus

Mentype® DIPquant 25 reakoi Obj. ¢. 45-015xx* -0025 (*srov. Tabulka 13)
®

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

Reference

5.3 Pozadované reagencie a vybaveni nejsou soucasti kitu

Pro selekci informativnich ~ déarcovskych a dle pacienta  specifickych  testd
Mentype® DIPquant v multiplexni PCR je k dispozici nasledujici kit:
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Tabulka 4 Informace pro objednéni kitu Mentype® DIPscreen, * yyy definuje velikost baleni

Reagent Dodavatel Objednaci cislo

Mentype® DIPscreen (urcovani genotypu) Biotype GmbH 45-45410-0yyy*

Upozornéni: Mista nasedani primeré u kitu Mentype® DIPquant se [i§f od mist nasedani
primert v kitu Mentype® DIPscreen. Ve vzacnych ptipadech mohou mutace, které se
vyskytuji v mistech nasedani primert, zpasobit alelické vypadky (allelic dropouts). Z tohoto
ddvodu mohou mezi testy Mentype® DIPquant a Mentype® DIPscreen nastat genotypové
rozdily. Vysledky Mentype® DIPscreen by proto mély byt vzdy verifikovany predem

.....

monitorovani chimerismu (viz také kapitola 9.1).

Pro amplifikaci qPCR jsou vyZadovany nasleduijici reagencie a pristroje:
e Vhodny pristroj real-time PCR (viz kapitola 3.1)
e Vhodna souprava pro izolaci DNA (srov. Kapitola 7.2.1)

e  Vhodny nastroj pro kvantitativni méreni koncentrace DNA po izolaci a ¢isténi
(srov. kapitola 7.2.1)

e Stolni centrifuga s rotorem pro 2 mL reakéni zkumavky

e  Mikrotitracni desticky s 96 jamkami nebo reakéni zkumavky, v pripadé pouziti
mikrotitracnich desti¢ek s 96 jamkami vhodna vika nebo folie, centrifuga s
rotorem na mikrotitracni desticky

e Vortex, vhodny pro mikrotitracni desticky s 96 jamkami nebo pro 0,2 mL
reakénimi zkumavky

e pipety, pipetové Spicky s filtry (jlednorazové)
e  jednorazové rukavice bez pudru

Upozornéni: Zajistéte, aby byly vSechny pristroje instalovany, udrZovany a kalibrovany
podle podminek vyrobce. Ujistéte se, Ze jsou piitomny vSechny reagencie pro ovladani
prislusného pristroje qPCR (viz ndvod k pouZiti od piisluSného vyrobce nastroje).

6. Skladovani

Testy Mentype® DIPquant se dodavaji na suchém ledu. Slozky testt budou doruceny
zmrazené. Pokud by jedna nebo vice sloZek nebyla po obdrzeni zmrazend, nebo pokud by
doSlo k poSkozeni zkumavek béhem piepravy, obrat'te se pro dalsi podporu na spole¢nost
Biotype GmbH (support@biotype.de).

Mentype® DIPquant DIQIFUO1v2cz


mailto:support@biotype.de

Komponenty museji byt skladovany pii -25°C az -15°C. Zabrante opakovanému
rozmrazeni a zmrazeni. Maximaini pocet 8 cyklG rozmrazeni a zmrazeni nesmi byt
prekrocen.

Soupravy Mentype® DIPquant by mély byt skladovany chranéné pred svétlem.

Trvanlivost zkuSebni soupravy je uvedena na etiketé obalu.
7. Pracovni postup

7.1 Piehled analyzy chimérismu produkty Mentype®DIP

| 0dbgr vzorki |

'

| Izolace DNA a kvantifikace |

v

| |dentifikace informativnich alel

v .

| ybér specifickych alel

'

| Relativni kvantifikace alel

v -

| Analyza stavu chimerismu

Mentype® DIPscreen

Mentype® DIPquant

Obrazek 1 0d vzorkovani po analyzu - analyza chimerismu pomoci Mentype® DIPscreen a Mentype® DIPquant

7.2 Priprava vzorkii a mnozstvi pouzité DNA

7.2.1 Izolace DNA

Kvalita izolované DNA ma rozhodujici vliv na parametry a kvalitu celého testovaciho systému.
Musi byt zajisténo, Ze systém pouzivany pro izolaci DNA je kompatibilni s technologii gPCR.

Pro izolaci DNA jsou vhodné nasleduiici kity:

- NucleoSpin® Blood L (Macherey Nagel GmbH, Diiren, DE)
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- QlAamp® DNA Blood Midi Kit (Qiagen GmbH, Hilden, DE)

Pro izolaci DNA mohou byt pouZity také alternativni kity, ale jejich vhodnost musi byt ovéiena
uzivatelem.

Upozornéni: Pro ziskani piesnych vysledka je nutnd kvantifikace DNA (napt. UV / VIS
spektroskopickou kvantifikaci DNA p# A260 nm a stanoveni kvality pomoci poméru
A260 / A280, ktery by mél byt mezi 1,7 a 2,0).

7.2.2 Templatova DNA

Alelicky specificka smés primerd je optimalizovana pro pouziti 250 ng purifikované DNA, coZ
odpovida pouziti 41 666 bunék (6 pg DNA / burika). Pro optimalni vysledky se doporucuje
pouzit 250 ng DNA.

7.3 Piiiprava master mixu

V8echny reagencie by mély byt pred pridanim do mastermixu dobre promichany
(vortexovany) a kratce centrifugovany (cca 10 s).

MnoZstvi pouzitt DNA zavisi na jeji koncentraci. Pro dosazeni optimalnich vysledkd
doporucujeme kvantitu pridané DNA upravit na 250 ng DNA na reakci.

Celkovy objem PCR reakce by mél byt vzdy 25 pL.

Zvazte pozitivni a negativni kontroly pro pocet reakci qPCR, které maji byt pouzity v analyze.
Pridejte k celkovému objemu jednu nebo dvé reakce pro kompenzaci chyb pipetovani.

Nasledujici tabulka ukazuje objemy jednotlivych reagencii kitu pti pouziti s 5,0 pL vzorku
(templatové DNA) a v reakénim objemu 25 LIL.

Tabulka 5 Slozeni Mastermixu pro reakci Mentype® DIPquant pii pouziti 5 L. DNA

Komponenty Objem na davku qPCR

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

* obsahuje Mg?*, dNTPs, BSA

Upozornéni: DNA ied’te a uchovavejte v 1 x TE (10 mM Tris HCI, pH 8,0 a 1 mM EDTA)
nebo 0,1 x TE nebo ve vodé neobsahuijici nukledzy.
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7.3.1 Pozitivni kontrola

Pro pozitivni kontrolu pouZijte misto templatové DNA 5 pL otypované, alelové specifické
kontrolni DNA (5 ng/uL). Pipetujte kontrolni DNA namisto templatové DNA do zkumavek
obsahujicich mastermix gPCR.

Nasledujici prehled ukazuje objemy slozek soupravy pouzité s 5,0 pL kontrolni DNA a reakéni
objem 25 pL.

Tabulka 6 SloZeni Mastermixu pro reakci Mentype® DIPquant pti pouziti 5 ng/uL vzorku pozitivni
kontroly

Komponenty Objem na davku qPCR

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 L
Kontrolni DNA (5 ng/pL) 5,0 L

* obsahuje Mg?*, dNTPs, BSA

7.3.2 Negativni kontrola

Jako negativni kontrolu napipetujte 5 uL vody bez nukledzy misto templatové DNA do
zkumavek obsahujicich mastermix gPCR.

Nasledujici tabulka znazorniuje objemy komponent kitu pii pouziti 5,0 uL vody (nuclease-
free), v reakénim objemu 25 pL.

Tabulka 7 Slozeni Mastermixu pro reakci Mentype® DIPquant pri pouZiti 5 pL negativni kontroly (vody)

Komponenty Objem na davku qPCR

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/pL) 0,4 uL
Celkovy objem mastermixu 20,0 uL
,Voda neobsahujici nukledzy“ 5,0 pL

* obsahuje Mg?*, dNTPs, BSA
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7.4 Reak¢ni objem

Pipetujte 20 pL reakéni smési qPCR do zkumavek (optické desticky) nebo do vicejamkové
desticky (optické vicejamky). Pak pridejte 5 L specifické DNA (viz schéma pipetovani v
kapitolach 9.1 a 9.2) nebo 5 pL pozitivni nebo negativni kontroly.

Pokud je to mozné, pro ptistroj qPCR by mély byt pouzity bilé desticky nebo zkumavky,
protoZe to zajisti Uc¢innou detekci fluorescenénich signalé. Optimalizovana detekce
fluorescence mtize zvysit citlivost testu.

Po pipetovani by mély byt zkumavky nebo vicejamkové desticky spolehlivé uzavieny (optické
uzavéry, opticka tésnéni).

Krétce odstied’te a poté vloZte do pristroje pro analyzu.

8. Program qPCR a amplifikace

8.1 Nastaveni pristroje a parametry amplifikace

Pomoci nize uvedenych parametri vytvorte protokol pro amplifikaci a detekci gPCR.
Nastaveni pro konkrétni p¥istroj naleznete v piirucce piislusného vyrobce pristroje nebo se
obrat’te na nasi technickou podporu (support@biotype.de).

8.2 Parametry detekce

6-FAM slouzi jako referencni fluorescenéni barvivo pro vSechny testy. Vénujte pozornost
vybéru spravné sady filtrd v softwaru pristroje real-time PCR.

8.3 Parametry amplifikace qPCR*

nespecifickych amplifikacnich produktd. Pro aktivaci enzymu by mél byt proveden ,hot
start,.

Tabulka 8 gPCR Amplifikacni parametry pro provadéni testé Mentype® DIPquant

94 °C 4 min (hot start pro aktivaci Multi Tag 2 DNA polymerazy)
94 °C 30s

45 cykla
62 °C 45s

* Validovano pomoci Roche Light Cycler® LC480 (se standardnimi rychlostmi zah¥ivani priblizng 4,4 °C/s a rychlosti
chlazeni 2,2 °C/s).
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Ke shéru dat by mélo dojit béhem faze annealingu primert a béhem elongace pri 62 °C.

Vytvorte protokol testovani vzorky s prisluSnym nastavenim analyzy.

9. Doporucené nastaveni analyzy

Za Ucelem FeSeni optimalniho méticiho rozsahu gPCR by mél byt zméren podil recipienta
ve smiSeném vzorku (viz kapitola 3.3.1)

Pro relativni kvantifikaci chimerismu se doporucuje piiprava testa gPCR podle nasledujiciho
schématu:

- 3razné alely specifické pro recipienta (,allele of interest”, AQl)
v duplikatech (viz Tabulka 9, Tabulka 12, Tabulka 13), nebo

- 2 rzné alely specifické pro recipienta(,allele of interest, AQI)
v triplikatech (viz Tabulka 10)

- Podle DNA a ¢asu, musi byt aktivni reference (REF, B-globin) métena alespori v
duplikatech (1épe v triplikdtech)

- negativni (NTC) a pozitivni kontrola (PC) by méla byt soucasti kazdého
testovani

Tabulka 9 Nastaveni 1. Pouziti 3 specifickjch Mentype® DIPquant v duplikitech a
Mentype® DIPquant referencniho testu v triplikatech

Replikace Pocet vySetirovanych lokust
Specifické testy DIPquant 2 3
Referenéni test (B-globin) 3

Tabulka 10 Nastaveni 2: Pouziti 2 specifickych Mentype® DIPquant v triplikétech trojim vyhotoveni a
Mentype® DIPquant referenéniho testu v triplikétech

Replikace Pocet vySetrovanych lokust
Specifické testy DIPquant 3 2
Referenéni test (B-globin) 3

9.1 Kvantifikace pied transplantaci (pre-HSCT)

DNA recipienta pred transplantaci (kalibrator pre-HSCT) by méla byt analyzovana spole¢né
s referencnim testem (B-globinovy gen) a prisluSnymi gPCR testy specifickymi pro recipienta
pro kalibraci analyzy. Hodnota této kvantifikace je stanovena jako 100 % podilu recipienta.
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Pro zajiSténi specificnosti gPCR testa specifickych pro recipienta by méla byt provedena

analyza DNA darce. To odpovida 0 % podilu recipienta.

Tabulka 11Priklad nastaveni vicejamkové desticky pred transplantaci (kalibrator)

1 2 3 4

Ref AOI-1 AQI-2 AQI-3

A preTx preTx preTx preTx

Ref AOI-1 AQI-2 AQI-3

B preTx preTx preTx preTx
Ref AOI-1 AQI-2 AQI-3
c NTC NTC NTC NTC
Ref AQI-1 AQI-2 AQI-3
D PC PC PC PC
AQI-1 AQI-2 AQI-3
E Dérce* Dérce* Dérce*
AQI-1 AQI-2 AQI-3
F Darce* Déarce* Déarce*

Ref: Referenéni test; AOI 1-3: Test specificky pro recipienta; preTx: Vzorek recipienta jako kalibrétor; Darce *: Volitelny
vzorek dérce jako test specificnosti; NTC: Z&dna kontrola $ablon; PC: Pozitivni kontrola

9.2 Kvantifikace po transplantaci / sledovani (po HSCT)

Chimérické monitorovani by mélo byt provadéno s DNA pacienta, ktera byla Cerstvé
izolovana v prisludnych ¢asech monitorovani. Pro bezpec¢nou analyzu by méla byt zahrnuta
reference, tii alely specifické pro recipienta, jakoz i pozitivni a negativni kontroly (viz nize).

Tabulka 12 Priklad nastaveni vicejamkové desticky po transplantaci (sledovani)

1 2 3 4
Ref AOI-1 AQI-2 AOI-3
A Monitorovani 1 Monitorovani 1 Monitorovani 1 Monitorovani 1
Ref AOI-1 AQI-2 AOI-3
B Monitorovani 1 Monitorovani 1 Monitorovani 1 Monitorovani 1
Ref AOI-1 AQI-2 AO0I-3
c NTC NTC NTC NTC
Ref AOI-1 AOI-2 AOI-3
D PC PC PC PC

Ref: Referen¢ni test; AOI 1-3: Testy specifické pro recipienta; Sledovani 1: Prvni monitorovaci vzorek po transplantaci;
NTC: Z4dn4 kontrola $ablon; PC: Pozitivnf kontrola;
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10. Vyhodnoceni

10.1 Analyza dat

Prohlédnéte amplifikacni  krivky celého béhu oPCR. Podrobny proces analyzy
nezpracovanych dat zavisi na pouzitém pristroji real time PCR.

Definice prahové hodnoty ,baseline noise levels” by méla byt stanovena automaticky, nebo
by méla byt preddefinovana pro specifické cykly (napt. 3-15). K uréeni prahové hodnoty
pouZzijte NTC.

ProtoZe se pro kvantifikaci pouziva metoda AACp, nemaji individuainé nastavené hodnoty
thresholdu Zadny vliv na vysledky, pokud jsou analyzovany vSechny testy na vzorku se
stejnym thresholdem.

Informace 0 exportu a zpracovani dat naleznete v piirucce vyrobce zatizeni real-time PCR.
Exportujte nazev vzorku ,Nazev vzorku“ a hodnoty Cp pro nésledné vypocty.

10.2 Kontrola vysledkia

QPCR byla uspésnd, kdyz jsou hodnoty Cp pozitivni kontroly vyhodnotitelné podle hodnot v
Tabulka 1 a negativni kontrola je bez amplifikace < 45 cyklg.

Pomoci donorové DNA pro kontrolu specifi¢nosti testu by nemély byt detekovatelné zadné
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11. Kvantifikace

Pokud Udaje vyhodnocujete ruéné, pouzijte metodu relativni kvantifikace. Individualné
nastavené prahové hodnoty (threshold) béhem analyzy prvotnich dat nemaji Zdny vliiv na
kvantifikaci metodou AACp, pokud jsou analyzovany vSechny testy na vzorku se stejnym
thresholdem.

Pomoci NTC vyhledejte vhodny threshold.

Vypocet

11.1 Kvantifikace vzorkii pi‘ed HSCT

1.

\lypocitejte jednotlivé hodnoty Cp pro referenéni (REF) a cilové sledované alely
(AQI) pro DNA recipienta

Vypocitejte ACp pro kazdy AOI pro REF (ACp C = Cp AOI — Cp REF)
ACp vrati hodnotu kalibratoru (ACp C) ve vypoétu po HSCT (100% prijemce)

11.2 Kvantifikace vzorki po HSCT

1.

o~ wn

Vypocitejte jednotlivé hodnoty Cp pro referenéni (REF) a cilové sledované alely
(AQI) pro DNA pacienta

Vypocitejte ACp pro kazdy AOI pro REF (ACp C = Cp AOI — Cp REF)
Tato ACp hodnota se pouziva pro vypocet neznamého stavu (ACp U)
Vypocitejte AACp pro kvantifikaci chimerismu (AACp = ACp U — ACp C)

Vypocitejte % slozky recipienta v zavislosti na Gcinnosti gPCR; % recipienta =
((1+E)@4Cn) x 100. Pokud je ti¢innost gPCR 100 %, pouZijte nésleduijici vzorec:
(2-18ACH) x 100,
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12. Interpretace neobvyklych vysledki

12.1 Nizka sila signalu nebo bez detekovaného signalu

Do reakéni smési nebyla pridana jedna nebo vice slozek: Zkontrolujte amplifikaci pozitivni
kontroly a v piipadé potieby opakuijte gPCR.

Pro_analyzu byl pouzit nesprévny test: Ujistéte se, Ze alelové-specifické testy jsou
kompatibilni s testy, specifickymi pro prijemce.

Suboptimdini podminky gPCR: Zkontrolujte nastaveni gPCR. Zajistéte, aby probéhla aktivace
Multi Tag2 DNA polymerazy pri 94 °C po dobu 4 min. Zkontrolujte teplotu annealingu a
elongace. Ujistéte se, Ze rychlost ohtevu piistroje je nastavena na 4 °C/s a rychlost
ochlazovani pristroje je nastavena na 2 °C/s.

QPCR byla inhibovana: Po extrakci DNA nebyly inhibitory PCR UpIné odstranény.
Nezapomerite proto DNA dikladné purifikovat podle pokynd vyrobce soupravy. Purifikujte
DNA znovu nebo zired'te vzorek. Opakujte gPCR s purifikovanou nebo ziedénou DNA.

Ziskani dat se nezdarilo: Ujistéte se, Ze shér fluorescencnich dat byl proveden ve spravném
fluorescenénim kanalu ve spravny ¢as. Zkontrolujte nastaveni ptistroje na fluorescenéni
barvu pouzitou v testu (6-FAM a ROX).

Problémy s baseline, nebo s thresholdem: Nastavte threshold nad nespecifickym pozadim,
abyste ziskali piesné hodnoty Cp. PouZijte postup uvedeny v priru¢ce od vyrobce piistroje
gPCR. Pokud je to mozZné, ruéné upravte nastaveni baseline a thresholdu.

Degradace templdtové DNA: Béhem piipravy vzorku a béhem skladovani méze dojit k
degradaci DNA. DNA skladujte v 1 x nebo 0,1 x TE nebo ve vodé (nuclease-free).
Pouzijte kontrolni DNA ke kontrole celkového chovani testu.

Degradace komponent gPCR: Zkontrolujte expiraci pouzitych reagencii a podminky jejich
skladovani. Vyvarujte se ¢astému zamrzani a rozmrazovani smési primert > 8 cykli a
ujistéte se, Ze slozky jsou skladovany pii -25 °C az -15 °C.

12.2 Kolisani sily signalu v replikatech
Chyba pipstovani: Chybé pipetovani se vyhnete pravidelnou kontrolou pipetové sady.

Variace v Master Mixu: Pri pridavani reakéni smési pridejte 1-2 dalSi reakce navic, abyste
nahradili nepitesnosti pipetovani. Komponenty dakladné promichejte kratkym vortexovanim
a kratkym odstred’ovanim (10 s). Pipetujte nejméné 5 pL templatové DNA.

aPCR byla inhibovana: Béhem izolace DNA nebyly inhibitory PCR Upiné odstranény. Proto se
ujistéte, Ze izolace DNA je provadeéna peclivé podle pokynt vyrobce. Purifikujte DNA znovu
nebo ji naied'te. Opakujte qPCR s purifikovanou / zredénou DNA.
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Baseline nebo threshold byly nastaveny nespravné: Chcete-li ziskat piesné hodnoty Cp,
nastavte threshold nad nespecifickym pozadim. PouZijte postup popsany v piirucce vyrobce
vaSeho pristroje qPCR. Pokud je to mozné, ruéné upravte nastaveni baseline a threshold.

Nizké citlivost: Pouziti pili§ malého mnoZstvi DNA (optimdiné 250 ng) muze snizit citlivost a

reprodukovatelnost v replikatech. Kvantifikujte pouzitou DNA a méite jeji kvalitu
odpovidajicimi metodami podle doporuceni v kapitole 7.2.1.

Signaly v negativni kontrole: Abyste piredesli kontaminaci, pouZijte Spicky s filtry které jsou
nepropustné pro aerosoly. Spustte novou gPCR s nuclease-free vodou. Reagencie pred a
po PCR skladujte oddélené. Pokud je to mozné, pipetujte reakéni smés a DNA v rtznych
mistnostech.

12.3 Signaly testa specifickych pro recipienta v DNA darce

Pouziti prili§ velkého mnoZstvi (> 250 ng) templatové DNA: Snizte mnoZstvi templatové DNA
na 250 ng. Pred testovanim musi byt stanovena koncentrace DNA.

Vyskyt faleSné negativnich signalti: Ve vzacnych piipadech maze mutace vyskytujici se v
mistech nasedani primeru vést k alelickym ,vypadkm“. Genotypizace pomoci
Mentype® DIPscreen miize vést k fale§né negativnim vysledkim (viz kapitola 5.3, 9.1).
ProtoZe mista nasedani primert v testech Mentype® DIPquant se li$i od mist v testech
Mentype® DIPscreen, miZe byt qPCR stale pozitivni. To musi byt ovdem ovéreno pii
monitoringu chimerismu pied aplikaci alelové-specifické analyzy DIPquant.
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13. Objednaci informace

Tabulka 13 Podrobné objednaci informace pro alelové-specifické testy Mentype® DIPquant, * k
dispozici také ve velikosti baleni 100 reakci (45-01591-0100)

Test DIPquant 25 reakei

Reference® 45-01591-0025
SRY 45-01590-0025
SMCY 45-01589-0025
HLD23-| 45-01538-0025
HLD38-| 45-01558-0025
HLD48-| 45-01560-0025
HLD53-D 45-01561-0025
HLD53-I 45-01562-0025
HLD67-D 45-01567-0025
HLD67-| 45-01568-0025
HLD70-D 45-01569-0025
HLD70-| 45-01570-0025
HLD79-| 45-01576-0025
HLD82-D 45-01577-0025
HLD82- 45-01578-0025
HLD84-D 45-01579-0025
HLD84-| 45-01580-0025
HLD88-D 45-01581-0025
HLD88-| 45-01582-0025
HLD91-D 45-01585-0025
HLD91-| 45-01586-0025
HLD97-I 45-01588-0025
HLD101-D 45-01501-0025
HLD101-| 45-01502-0025
HLD103-D 45-01505-0025
HLD103-I 45-01506-0025
HLD104-D 45-01507-0025
HLD104-| 45-01508-0025
HLD105-D 45-01509-0025
HLD105-| 45-01510-0025
HLD106-D 45-01511-0025
HLD106-| 45-01512-0025
HLD110-| 45-01514-0025
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HLD112-1
HLD114-D

HLD114-1
HLD116-D

HLD116-1
HLD128-D

HLD128-|
HLD131-D

HLD131-1
HLD133-I

HLD134-D
HLD134-1

HLD140-1
HLD152-D

HLD163-D
HLD163-1

HLD301-D
HLD301-I

HLD304-D
HLD305-D

HLD305-
HLD307-D

HLD307-1
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 vylouceni odpovédnosti

Registrované nézvy, znacky atd., pouzité v tomto dokumentu, nelze povaZovat za
nechranéng, i kdyZ nejsou jako registrované vyslovné oznaceny: 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 jsou soupravy oznacené znackou CE
podle evropské smémice in vitro 98/79 / ES. Sady nejsou dostupné jako diagnostika in vitro
mimo tuto regula¢ni oblast.
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Vyrobce

Odkaz na elFU

Objednaci cislo

Diagnostika in vitro

Dostatecné pro testy <N>

Lze pouzit do

Omezeni teploty

Udrzujte v suchu

Chranite pied svétlem

Oznaceni Sarze
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Ovéreni a validace amplifikacnich kit qPRC Mentype® DIPquant

A

A a)

Ab)

Ac)

Analytické (daje o vykonu (ovéieni)

Lidska DNA

Pro vSechny ovérovaci experimenty byla pouZzita biobanka z vice nez 100 vzork
lidské DNA ptipravenych z Zilni krve ETDA. Vzorky pochazely od nepiibuznych
zdravych dobrovolniki, ktet dali svij pisemny souhlas. Preanalytika, izolace DNA
a kvantifikace DNA viz kapitola B b).

Analyticka specificnost a Limit slepého pokusu (LoB)

Cil: Produkt sestava z 57 testti na autozomalni bialelické markery, dvou Y
chromozomalnich markert a referenéniho genu. Specifiénost alelickych a Y
chromozomalng specifickych testd Mentype® DIPquant musi byt zajisténa v
piftomnosti piebytku alternativni alely nebo chromozomu X definovaného
produktem.

Metodika: Pro kazdy test Mentype® DIPquant byla shromazdéna data qPCR z
kontrol bez templatu (NTC, n>12) a z kontrol s 250 ng homozygotni DNA pro
alternativni alelu, nebo data z gPCR pti pouZziti 250 ng Zenské DNA (v piipadé
markera specifickych pro Y) (n > 9). Tato gPCR data by neméla byt detekovana.

Vysledky: U vSech NTC nebyly zaznamenany faleSné pozitivni signaly pred 45
cykly. V pripadé 250 ng homogenni DNA pro alternativni alelu nebo samici DNA,
testy Mentype® DIPquant qPCR neprokazaly 7adné signaly pied 45 cyklem.
Daldi testy ukazaly nespecifické signaly pred 45 cyklem. Pt 9 paralelnich
métenich vSak bylo pozorovano stochasticke rozdéleni mezi 1 a 6 faleSné
pozitivnich vysledkd. Proto byl pro vypocet LoB pouzit neparametricky analyticky
pristup (CSLI 2012, data neuvedena).

Analyticka citlivost a mez detekce (LoD)

Gil: Byly provedeny experimenty k uréeni analytického detekéniho limitu (LoD)
vSech testt gPCR.

Metodika: Vypocet, zda LoD spliiuje kritérium kvality pro vylouceni faleSné
pozitivnich vysledkd, byl vypocten pomoci rovnice LoB - (LOD + 2 x &) > 2, kde
LoB je hodnota Cp stanovena podle A a) se stanovi neparametricky; LoD je
stiedni hodnota Cp pozitivnich méreni; a 5 je standardni odchylka LoD. Smési
DNA byly vytvoreny pro vSechny alelové specifické testy s pouzitim 250 ng
homozygotni DNA pro alternativni alelu nebo 250 ng Zenské DNA (v piipadé
markerd specifickych pro Y) na PCR reakci a rizna mnozstvi homozygotni DNA
alely, ktera ma byt detekovana. Pocet opakovani byl 6 (3 ve dvou rtiznych dnech).

Vysledky: Nejprve se pridalo 31,5 pg DNA cilové alely, ktera se ma detekovat
(coZ odpovida 0,01 % podilu alely). DalSi experimenty s 63 pg (0,025 % podil
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alely), 126 pg (0,05 % podil alely) a 500 pg, v tomto poiadi (0,2 % podil alely)
byly provedeny v pripadech, kdy nebylo spinéno kritérium prijatelnosti kvality.
Vysledky v3ech test gPCR jsou uvedeny v tabulce 1.

Ad) Mérici rozsah testi
Gil: Byl stanoven linedrni rozsah testi.

Metodika: Experimenty zahrmovaly vSechna data z A b) a A ¢). Kromé toho byla
méiena sériova Fedéni rekombinantnich plasmidd kddujicich DNA oblasti alel,
které maji byt detekovany, v rozmezi 5 az 5 120 kopii na reakci. Bylo provedeno
celkem 11 Fedéni véetné kontrol bez templatu (NTC) a pocet replikata byl 6 (3
ve dvou raznych dnech).

vysledky: Pro v8echny testy byl definovan rozsah linearniho méieni
24 < Cp < LOD. Hodnota Cp 24 s5 120 kopiemi cilové alely odpovida 12,5 %
deficientni DNA ve smési s celkem 250 ng DNA na reakci.

Ae) Variace mezi Sarzemi a testovani parametra testu v LoD

Gil: Koncentracni poméry slozek PCR pufru Reaction Mix D polymerdzy Multi
Taq 2 jsou kritické pro citlivost, specifi¢nost a rovnovahu signalt v gPCR. Byl
testovan vliv variaci (rzné SarZe) na vySe uvedené komponenty kitu.

Metodika: Byly testovany ¢ty Sarze reakéni smési D a tii Sarze DNA Multi Taq 2
DNA. Testy Mentype® DIPquant HLD53-l, Mentype® DIPquant HLD84-,
Mentype® DIPquant HLD101-, Mentype® DIPquant HLD70-D
aMentype® DIPquant HLD88-D byly radné pouZity pro méreni. QPCR byla
amplifikovan za standardnich podminek s kontrolni DNA (General Positive Control,
Biotype GmbH) ve dvou riiznych koncentracich DNA (50 pg na PCR reakci a 5 ng
na PCR reakci). Pro kazdou koncentraci byly provedeny tii paralelni vzorky.
Kromé toho byly provedeny tfi qPCR s NTC na kazdy test DIPquant a na kazdou
Sarzi.

Vysledky: Vysledky jsou uvedeny vTabulka 14aTabulka 15.

Tabulka 14 Rozdil mezi ¢tyimi Sarzemi reakéni smési D

Test 5 ng templatové DNA 50 pg templatové DNA
Mentype® DIPquant | Stedni cp 5 Stredni cp )
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
HLD88-D 28,92 0,07 35,96 0,65
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Tabulka 15 Variace mezi tremi Sarzemi DNA polymerazy Multi Taq 2

Test 5 ng templatové DNA 50 pg templatové DNA
Mentype® DIPquant | Stredni cp ) Stredni cp )
HLD53-| 28,54 0,11 32,21 0,85
HLD84-| 28,71 0,69 37,82 2,69
HLD101-l 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

Méieni ve dvou riznych dnech

Cil: M&reni byla provedena ve dvou samostatnych dnech, aby se demonstroval
(¢inek pipetovani dvou nezavislych hlavnich smési a pistroje na provedeni testu.

Metodika: Pro simulaci potencidlnich chyb pipetovani uzivatelem bylo + 10 %
objemovych vykyvt PCR pufru a Multi Tag 2 porovnano se standardni odpovédi
ve 3 vysoce vykonnych a 3 nizko vykonnych gPCR testech. QPCR byl testovan za
standardnich podminek s kontrolni DNA (obecnd pozitivni kontrola) se dvéma
rtznymi koncentracemi DNA (50 pg na PCR reakci a 5 ng na PCR reakci). Pro
kazdou koncentraci byly provedeny tii paralelni vzorky. Kromé toho byly
stanoveny ti slepé hodnoty (NTC) na test DIPquant a na Sarzi.

Vysledky: Mozné chyby pipetovani s fluktuaci objemu + 10 % neovliviiuji vykon
wvolenych testti Mentype® DIPquant s5ng GPC. Kritérium prijatelnosti je
dosazeno pro vSechny testy a pro kazdou simulovanou pipetovaci chybu. Nejsou
7adné chyby a nebyly zjiStény Zadné nespecifické vedlejsi produkty.

Pouzitim 50 pg GPC na reakci jsou mozné SirSi variace> 2 Cp. Proto je pouzivani
kalibrovanych zatizeni, jako jsou pipety, povinné.

Stabilita po otevieni

Cil: Stabilita reagencii soupravy gqPCR byla testovana po opakovaném zmrazeni a
rozmrazeni. Toto napodobuje skute¢né bézné pouzivani produktu v simulovaném
(zrychleném) procesul.

Metodika: Jako priklad byly vybrany &tyri testy Mentype® DIPquant. Smési
primerd a sond byly podrobeny 8 nasobnému cyklu zmrazeni a rozmrazeni.
Zmrazeni bylo provedeno po dobu alespori 30 minut pxi -20 °C. Rozmrazovana
byla pri teploté mistnosti a reagencie byly pied pouzitim homogenizovany
protiepanim. Nasledné byla provedena standardni reakce. Aby se zabranilo
dal§imu vlivu pouzitim riznych DNA, byla jako templat pouzita kontrolni DNA
(GPC). Pro test byly zvoleny dvé rtizné koncentrace DNA (50 pg na PCR reakci a
5ng na PCR reakci). Pro kazdou koncentraci byly provedeny tri opakované
vzorky. Kromé toho byly do kazdého testu Mentype® DIPquant zahrnuty t¥i NTC.
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Vysledky: Casté zmrazeni a rozmrazeni nema zadny negativni dopad na
provadéni testa DIPquant. Detekce pomoci smési primer-sonda je také mozna
po 8 nasobném zmrazeni a rozmrazeni. Hodnoty Cp se méni minimaing.
Odchylka je v rozsahu variability cykléru gPCR.

Udaje o klinickém vykonu

Etické a regulacni aspekty

Test hodnoceni vykonnosti byl proveden v souladu s ¢lankem §§ 20 - 24 Zakona
0 Iékarskych produktech (DE). ZproSténi schvalovaci povinnosti pro Iékarské
vyrobky s nizkym bezpecnostnim rizikem podle § 7 narizeni o Klinickych
zkouskach lékarskych vyrobkd bylo udéleno Spolkovym Ustavem pro 1é¢iva a
|ékarské vyrobky. Protokol byl schvalen mistni etickou komisi centra klinického
hodnoceni. VSichni Gi¢astnici byli dospéli, sui juris a dali svij pisemny souhlas.

Preanalytika, izolace DNA a kvantifikace DNA

Byly pouZity Zilni vzorky krve ETDA (nap¥. S-Monovette K2E, Sarstedt AG & Co.
KG, Nuembrecht, DE). Izolace DNA z pinohodnotné krve byla provedena pomoci
soupravy QIAamp® DNA Blood Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden, DE) podle pokyni
vyrobce. Koncentrace DNA byly stanoveny pomoci ultrafialové viditelné absorpéni
spektroskopie pri 260 nm.

Konkordanc¢ni analyza

VSichni pacienti dostali transplantaci alogennich hematopoetickych kmenovych
bunék ve smiSeném pohlavi a genotypizace se provadéla fluorescencni in situ
hybridizaci (FISH) pomoci soupravy CE-IVD CEP® X SpectrumOrange / Y
SpectrumGreen™ primo znacené fluorescenéni DNA sondy (Abbott GmbH & Co
KG, Wiesbaden, DE). Analyza chimérismu na bazi PCR byla provedena s pouzitim
Mentype® DIPquant (GPCR), Mentype® DIPscreen (Biotype GmbH), multiplexni
PCR kombinované s kapilari elektroforézou geneticky analyzator ABI Prism®
3100 (Applied Biosystems, Carlsbad, US-CA); a Mentype® Chimera® (Biotype
GmbH), multiplexni PCR kombinovana s kapilarni elektroforézou provadénou s
pouzitim genetického analyzatoru ABI Prism® 3100. Za pouziti soupravy
Mentype® DIPquant bylo na reakci naneseno 250 ng DNA. VSechny soupravy
byly pouZity podle pokyni vyrobce.
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B d) Vysledky a diskuse

Nejprve byly uréeny vSechny informativni STR a DIP systémy parG darce-
prijemce. Kromé toho bylo pohlavi potvrzeno genotypizaci s amelogeninovym
markerem, ktery je také soucasti Mentype® DIPscreen a Mentype® Chimera®.
Celkem 54 vzorki krve ETDA bylo odebrano od 6 pacientd v riznych dnech po
transplantaci kmenovych bunék krve. Primér vSech informativnich STR a DIP
biomarkerd (2-7) byl pouzit pro analyzu chimerismu v multiplexni genotypizaci
PCR v kombinaci s kapilarni elektroforézou. V pripadé analyzy
Mentype® DIPquant byly vybrany tfi informativni testy gPCR a referenéni gen
podle kapitoly 10.2 ndvodu k pouZiti a analyzovany ve dvojim provedeni. Obecné
byl stanoven nizsi podil alel.

lysledky srovnavaciho méieni jsou uvedeny vObrazek 2azObrazek 4az.
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Obrazek 2 Porovnani testti Mentype® DIPquant s cytologii v analyze chimerismu
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Be)

Koeficient stanoveni (R?) Mentype® DIPquant ve srovnani s FISH,
Mentype® Chimera® a Mentype® DIPscreen byl 0,9648, 0,9849 a 0,9879.
Nejlepsi shody bylo dosazeno s Mentype® DIPscreen, ktery ma stejné
hiomarkery: Nizsi shoda s FISH odrazi technickeé rozdily. Podle pokyni vyrobce by
se mélo spocitat nejméné 200 bunék. LepSich vysledki se vSak dosahne pii
poctech s vice nez 500 burikami (Bufio et al., 2005): Toho nebylo dosazeno u
vSech vzorka.

Védecka platnost vSech testovanych biomarkerd pro analyzu chiméry byla v
literature Siroce uvedena (Thiede a kol. 2001, Thiede a Lion 2001, Wilhelm a kol.
2002, Bufio a kol., 2005). Testy zaloZené na PCR jsou jiz akceptovany v klinickych
pokynech (Bader et al., 2016). Nejprve byl pouzit FISH jako srovnavaci test. Tato
technika méa stale lokalni hodnotu v transplantacich, kde se pohlavi neshoduji. U
menSi bunééné populace vSak vykazuje pouze citlivost 1 %. Multiplexni PCR
zalozena na  kratkych  tandemovych  opakovanich  (STR), jako je
Mentype® Chimera®, se ¢asto oznacuje jako zlaty standard analyzy chimérismu
(Bader et al., 2016). Bialelické markery, jako jsou DIP, nabizeji technické vyhody,
jako jsou Zadné koktavé piky pti kapilari elektroforéze nebo jejich vhodnost pro
gPCR, které mohou dosahnout citlivosti mensi nez 0,1 % (Wilhelm et al., 2002;
Bader et al., 2016).
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