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

Nae testovacie sady Mentype®zaruéuju najvyssie Standardy kvality pre Klinicky a
vyskum a diagnostiku.

Pre informéacie a navrhy sme vam radi k dispozicii. Kontaktujte nas alebo
navstivte nau domovsku strankuwww.biotype.de
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Mentype® Chimera®

Popis vyrobku

Mentype® Chimera®multiplexna PCR aplikécia vyvinutd na analyzu chimérizmu po
transplantacii kmeriovych buniek krvi alebo kostnej drene. Stprava bola Specidlne
navrhnuta na kontrolu rastu darcovskych buniek po transplantacii. Kit

Mentype® Chimera® bol validovany analyzou chimérizmu na viac ako 200 HLA
kompatibilnych paroch darcov a prijemcov a vhodnost’ testu bola potvrdena
komparativnymi Klinickymi Stidiami. Stprava je tspesne pouZivana v rutinnej klinickej
diagnostike.

Genetické markery pouZzité v kite Mentype® Chimera® st distribuované na 12
chromozoémoch a predstavujl vysoko polymorfné mikrosatelity (STR) s vysokou
heterozygotnostou a vyvazenou distribdciou alel. Tieto viastnosti zvySujd Sancu najst
informacné lokusy pre diferenciaciu darcu-recipienta, a poskytuji spol'ahlivi a
robustnu analyzu chimérizmu.

Jedna PCR reakcia sti¢asne amplifikuje dvanast’ vysoko polymorfnych autosomalnych
lokusov D251360, D3S1744, D4S2366, D552500, D6S474d, D7S1517, D8S1132,
D10S2325, D12S391, D18S51, D21S2055, SE33 (ACTBP2) a lokus amelogeninu
Specifického pre pohlavie. Jeden pripad na kazdy lokus je oznaceny fluorescencénymi
farbivami 6-FAM, BTG alebo BTY.

Detekeny limit kitu Mentype® Chimera® je 200 pg genomickej DNA. Optimalny
rozsah pri Standardnych podmienkach je 0,2-1,0 ngDNA.

Validcia a hodnotenie stipravy sa vykonalo na ermocykleriGeneAmp® 9700
Aluminium, Eppendorf Mastercycler ep-S, Biometra T1, ProFlex PCR System,

ABI PRISM® 310 analyzatore s POP-4® a ABI PRISM® 3130 s POP-4®, Applied
Biosystems™ 3500 Genetic Analyzer s POP-4@.
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1. Popis Mentype® Chimera®

Tabul'’ka 1. Sthrn lokus a prislusnych informacii, Mentype® Chimera®

GenBank®  Repeatmotiv Referen¢ ,
fokus Accession ref'(:.rencie alel na alela Wirsie A
Amelogenin X M55418
Amelogenin Y M55419
D251360 (08130 [TATC]o [TGTCJo [TATC]5 23 19-32
D3S1744 (08246 [TCTAJ2 TA[TCTA]+2 TCA [TCTA]2 16 13-22
D4S2366 (08339 [ATAG]e ATTG [ATAG]2 12 9-15
D552500 (08468 [ATAG]12 12 9-18
D6S474 608540 [TAGA]5 TGA [TAGA]12 17 11-20
D7S1517 (18365 [GAAA]11 CAAA [GAAA]. CAAA [GAAA, 17 14-31
D8S1132 (08685 [TCTAJo TCA [TCTAJo TCTGTCTA 20 12.1-27
D10S2325 (08790 [TCTTAL2 12 6-23
D12S8391 608921 [AGAT]5 GAT [AGAT]7 [AGAC]s AGAT 19.3 13-28
D18S51 118333 [AGAA]13 13 5.3-42
D2152055 G27274 {gﬁ%z %?/?C[TC/I%PEE{E%\%\PS AT o4 16.1-39
SE33 (ACTBP2)  NG000840  [AAAG]sAA [AAAG]s 252 3-50

Tabulka 1 ukazuje lokusy STR s ich opakujdcimi sa motivmi a alelami. Nomenklatra
sa riadi smernicami Medzinarodnej spolo¢nosti pre stidnu genetiku(ISFG) (Bér et al.,
1997). Nomenklatura pre lokusy D8S1132 a D12S391 je definovana podl'a Heringa a
Millera (2001), pre lokusy D4S2366 a D6S474 podl'a Beckera et al. (2007), pre lokus
D10S2325 podl'a Wieganda et al. (1999) a pre lokus D7S1517 podl'a Wieganda a
Klintschara (2002). Uvedeny rozsah alel zohl'adriuje zname alely Narodného institdtu
pre Standardy a technoldgie (NIST, stav 12 / 2008) a aktudlnu literatdru.

Tabul'’ka 2. Chromozémové mapovanie pre Mentype® Chimera®

Lokus Chromozomové mapovanie
Amelogenin X Xp22.1-22.3
Amelogenin Y Yp11.2
D251360 2p24-p22
D3S1744 3p24
D4S2366 4p16-15.2
D5S2500 5q11.2
D6S474 6g21-22
D7S1517 7031.33
D8S1132 8023.1
D10S2325 10p12
D12S391 12p13.2
D18S51 18¢21.3
D2152055 21g22

SE33 6q14.2
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Obsah kitu

Mentype® Chimera®
Objem
Titulok 25 100 400
Reakcie  Reakcie  Reakcie

- . 2X 6x
Nuclease-Free Water Voda neobsahujuca nukledzy 1,5mL 15mL 15mL
Reaction Mix A Reakénd zmes A 125 pL 500 pL 12)(0 il
Mentype® Chimera® . ax
Primer Mix Zmes primert 63 L 250 pL 250 1L
Multi Tag 2 DNA Polymerase Multi Tag 2 DNA polymeraza
ALEBO Polymerase N* ALEBO polymeraza N* 1oL AL e
Mentype® Chimera® Kontrolnd DNA XY1726
Kontrolnd DNA XY1726 2 ng/l) ou - 10p 10w

DNA Size Standard 550 (8T0) D el vl G50

8T0)
® H ®
m%q;cy‘izd(fe':'mera Mlelicky marker 2500 25l 4x25L

* Stiprava obsahuje Polymerase N z ¢isla $arze LEUK01093-LEUKO01119. Stprava
obsahuje Multi Tag 2 DNA Polymerase z ¢isla Sarze LEUK01124.

13 4L 50 L 200 L

Majte na paméti, Ze komponenty stpravy z roznych Sarzi stpravy sa nesmu( mieSat’.
Prehl'ad ¢isel SarZi je uvedeny na etikete, ktora je umiestnena na vnitornej strane
poklopu $katule. Rozdel'ovanie sti¢asti stpravy do inych reakénych nadob nie je
povolené.

Informacie na objednanie

Poznamka: Prosim, majte na paméti, Ze reakcie s vel’kostou balenia 1000 sa uz
nepredavaju.

Mentype® Chimera® 25  Reakcie Obj. ¢, 45-13210-0025

Mentype® Chimera® 100  Reakcie Obj. ¢ 45-13210-0100

Mentype® Chimera® 400  Reakcie Obj. ¢, 45-13210-0400
Skladovanie

Skladujte v3etky zlozky pri teplote — 25 °C az — 15 °C. Treba sa vyhnit’ opakovanému
rozmrazovaniu a zmrazovaniu. Zmes primerov a alelicky marker by sa mali skladovat’
chranené pred svetlom. Kontrolnd DNA a post-PCR ¢inidla (alelicky marker a Standard
velkosti DNA) by sa mali skladovat’ oddelene od ¢inidiel PCR. Expiracia kitu je uvedena
na etikete obalu.

Dalsie potrebné cinidla
Na amplifikaciu PCR a pripravu vzoriek potrebujete okrem zloZiek obsiahnutych v kite aj
tieto cinidla:
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Tabul'ka 3. DalSie cinidlé potrebné na pouzitie Mentype® Chimera®

Cinidlo Dodavatel Cislo objednavky

Hi-Di™ formanmid, 25 m g;fp{ﬁ;ﬂgﬁ'ogies 4311320

Matrix Standards BT5 ’

multi-capillary instruments (25 pL) Blotype Giot 0051042150025
Meatrix Standards BTS Biotype GmbH 00-10421-0050

multi-capillary instruments (50 pL)

Vystrahy a bezpecénostné upozornenia

Prosim, vezmite na vedomie kartu bezpe¢nostnych udajov.

Pre komponenty kitu st k dispozicii karty bezpeénostnych ddajov na poziadanie. V
pripade kariet bezpeénostnych dajov cinidiel, ktoré nie st sii¢astou testovacej sady,
sa obrat'te na prisluSného vyrobcu.

Dodrzanie a kontrola kvality

Cely obsah testovacej stpravy podlieha intenzivnej kontrole kvality spolo¢nost’ou
Biotype GmbH. Kvalita kitov sa priebezne skima, aby sa preukazala ich neobmedzena
pouziteI'nost’. Kontaktujte nds vo vSetkych otazkach tykajlcich sa dodrziavania a
kontroly kvality.

Ochranné znamky a patenty

Mentype® a Chimera® st registrované ochranné znamky spolo¢nosti Biotype GmbH.
ABI PRISM® a GeneScan® st registrované ochranné znamky spolo¢nosti Applied
Biosystems LLC, GeneMapper® GeneAmp® a Applied Biosystems® st registrované
ochranné znamky spolo¢nosti Applied Biosystems LLC.

POP-4® je registrovana ochranna znamka spolo¢nosti Applied Biosystems LLC v
Eurdpe.

PCR je chranené patentom. Vlastnikom patentu st spolo¢nosti Roche Molecular
Systems a firma Hoffmann-La Roche (Roche).
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Protokoly pre PCR amplifikaciu, elektroforézu a vyhodnotenie
2. PCR amplifikacie

2.1 Priprava master mixu

V nasledujlcej tabul’ke st uvedené objemy pouzitych PCR ¢inidiel pre reakény objem
25 yL vratane 1,0 L vzorky (templatova DNA). Pri uréovani po¢tu reakcii PCR uvazujte
aj 0 pozitivnej a negativnej kontrole. Pridajte k celkovému objemu jednu alebo dve
reakcie na kompenzaciu chyb pipetovania.

Tabul’ka 4. ZloZenie master mixu Mentype® Chimera®

Komponenty

Nuclease-Free Water 16,1 L
Reaction Mix A* 5,0 uL
Mentype® Chimera® Primer Mix 2,5l
Multi Tag 2 DNA Polymerase (hot start, 2,5 U/uL) ALEBO Polymerase N 0,4 L
Celkové mnozstvo reakénej zmesi 24,0 L

* Obsahuje Mg,?ﬁdNTPS‘ BSA

Pred zmie$anim reakénej zmesi sa vSetky ¢inidla premieSaju (vortex) a kratko odstredia
(priblizne 10 sekund).

MnoZstvo templatovej DNA zavisi od jej koncentracie. Pre referencéné vzorky zvycajne
postaci 1 pL. V pripade kritickych vzoriek sa mdze mnozstvo templatu primerane
zvySit. Dopliite koneény reakény objem vodou (nuclease free) tak, aby celkovy reakény
objem PCR bol 25 (L.

Uchovavajte svoje vzorky DNA vo vode (nuclease free) alebo v zriedenom TE
pufri(10 mM Tris HCI, pH 8,0 a 1 mM EDTA), napr. 0,1 x TE pufer.

Primer mixy su upravené pre dosiahnutie optimalnych vySok pikovpri30 PCR cykloch
s 0,5 ng kontrolnej DNA XY1726 v reakénom objeme 25 pL. Ak sa pouZije viac
templatovej DNA, mozno oc¢akavat' vySSie piky pre malé fragmenty PCR a relativne
nizke piky pre vacsie fragmenty PCR. Ak chcete tito nerovnovahu korigovat, znizte
mnozstvo DNA.

Pozitivna kontrola

Na pozitivnu kontrolu zried'te kontrolnti DNA XY1726 na 0,5 ng/uL v prisluSnom
objeme. Pipetujte zriedend kontrolni DNA do skiimaviek obsahuijtcich PCR Master Mix.

Negativna kontrola

Ako negativnu kontrolu pipetujte vodu (nuclease-free) namiesto templatovej DNA do
skumaviek obsahujucich PCR master mix.

Templatova DNA

V zavislosti od pouZitej metddy kvantifikacie sa namerana hodnota koncentracie DNA
mdze liSit, takze moZe byt potrebné upravit’ optimalne mnozstvo DNA.
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2.2 Parametre amplifikacie PCR

Uskutocnite ,hot start” PCR, aby sa aktivovala DNA polymeraza Multi Taq 2, ktora
zabrariuje tvorbe neSpecifickych amplifikaénych produktov.

Pocet cyklov PCR zavisi od mnoZzstva pouzitej DNA. Vo vSeobecnosti sa odportica 30
cyklov PCR pre vSetky vzorky. Pre kritické vzorky (< 100 pg DNA) sa pocet cyklov PCR
mdze zvysit’ az na 32.

Standardna metoda

Odporti¢ané pre vSetky vzorky DNA

Tabul'ka 5. Standardni PCR amplifikaény protokol

Teplota
94 °C 4 mindty (hot start pro aktivacii DNA polymeréazy Multi Tag2)
94 °C 30s
60 °C 120s 30 cyklov
72°C 75s
68 °C 60 min
10°C 0 do konca
Volite'ne

Odporucané pre nizke mnozstvo DNA

Tabul’ka 6. Volitel'ny protokol amplifikacie PCR pre vzorky s nizkou koncentraciou

DNA
94 °C 4 mindty (hot start pro aktivaciu DNA polymerdzy Multi Tag2)
94 °C 30s
60 °C 120 s 32 cyklov
72°C 755
68 °C 60 min
10°C ) do konca

Poznamka: V pripade cyklérov PCR s funkciou rychleho ohrevu a chladenia (> 2 °C/s)
upravte ramping na 2 °C/s, aby sa dosiahli optimalne vysledky.

Vel'mi nizke koncentracie DNA mozu viest' k alelickym vypadkom a nevyvazenym
vySkam piku. Okrem toho sa zvySuje pravdepodobnost’ neSpecifickych amplifikacnych
produktov. So zvySujlcim sa poctom cyklov mdze dojst’ aj ku skrizenej kontaminacii v
dosledku minimalneho mnozstva kontaminantov (napr. cudzej DNA).
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3. Kapilarna gélova elektroforéza

3.1 Priprava vyrobkov PCR

Po ukonceni PCR odoberte vzorky z cyklu a kratko odstred'ujte. Rozmrazte ¢inidla Hi-
DITM formamid (nie st suc¢ast’ou stpravy) a DNA Size Standard 550 (BTO), krétko
premieSajte a kratko odstred’ujte. Pripravte si zmes Hi-DiTM formamidu a DNA Size
Standard 550 (BTO) opisanu v tabul’ke 7, pridajte jednu alebo dve d’alSie reakcie na
kompenzaciu chyb pri pipetovani.

Tabul’ka 7. ZloZenie denaturaénej zmesi

Sucasti Objem na reakciu
Hi-Di™ formamid 12,0 uL
DNA Size Standard 550 (BTO) 0,5 L

Pipetujte 12 uL denaturovanej zmesi formamidu a DNA Size Standard 550 (BTO) do
prislusného poctu jamiek na PCR doSticke (vhodné na pouZitie v genetickom
analyzatore). Potom pridajte bud’ 1 pL PCR produktu alebo 1 L alelického markera
(Allelic Ladder) Mentype® Chimera® na jamku. PCR dosticku utesnite vhodnou fdliou,
vortexujte a kratko odstred'te.

Upozornenie: Alelicky marker sa pouziva na spravnu identifikiciu fragmentov
hodnotenych pocas analyzy Udajov. Pri kazdom teste fragmentarnej analyzy sa musi
aspon raz analyzovat’ alelicky marker, aby sa zabezpecila UspeSna analyza udajov.

Upozornenie: Kapildre, pristroje na gélovu elektroforézu, by nemali behat' nasucho. Ak
sa vzorky nenachadzaju vo vSetkych polohdch Kapilar, doplnte dalSie jamky
dosticky12 pL Hi-Di™formamidom podl’a &isla kapilary.

Pripravené produkty PCR denaturujte v cykléru PCR 3 mintty pri teplote 95 °C a potom
ich ochlad’te v cykléru na 4 °C. Vzorky sa odstred’uju kratko pred analyzou fragmentacie.

3.2 Analyza dizky fragmentu (fragmentacna analyza)

VSeobecné pokyny pre analyzator, pripravu matrice a pouzivanie softwaru
GeneMapper™ najdete v prislunej prirucke ABI PRISM® Uzivatel'ska priru¢ka pre
geneticky analyzator.

Po tspeSnom ukonéeni spektralnej kalibracie pristroja na kapilarnu gélovi
elektroforézu so Standardom Matrix BT5 (Biotype GmbH) vytvorte Specificky ,run
modul“ (ABI 3130) alebo ,inStrument protokol” (ABI 3500) s nasledujucimi
parametrami:
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Tabul’ka 8. Specifické parametre pre run modul alebo indtrument protokol pristroja na
kapilarnu gélovu elektroforézu, Mentype® Chimera®

ABI 3130 ABI 3500
Injections Voltage [kV] 3.0 3.0
Run Time 1560 s 1560 s
Injection Time [s] 10 10

Na rozdiel od hodndt uvedenych v tabul’ke 8 sa ,run time* mdze upravit' tak, aby sa
analyzovali vetky Casti (60 — 550 bp) Standardu vel'kosti 550.

Upozornenie: Pri nastavovani Specifickych analytickych parametrov postupujte podl'a
pokynov vyrobcu pristroja na kapilarnu gélova elektroforézu.

Upozornenie: Pozrite si aj dalSie informdcie o kalibrécii a aplikacii produktov

Mentype®na kapilarnu gélovii elektroforézu. St k dispozicii na poZiadanie na adrese
support@biotype.de od Biotype GmbH.
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4. Vyhodnotenie

VSeobecné pokyny pre automatické vyhodnotenie najdete v prislusnej prirucke
GeneMapper® Uzivatel'skd priru¢ka k softwaru ID / ID-X.

Poznamka: Pri hodnoteni Mentype® Chimera® by mal byt’ skryty cerveny panel.

Stanovenie presnych dizok amplifikovanych produktov zavisi od typu zariadenia,
podmienok elektroforézy a pouzitého DNA vel'kostnym $tandardu. Z dovodu zloZitosti
niektorych STR lokusov by sa na uréenie dizky malo pouzit’ &o najviac rovnomerne
rozlozenych referenénych fragmentov. Na to pouzivate velkostny DNA

Standard550 (BTO) s dizkami fragmentov60, 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.

f 100 200 200 400 500

1000
00
&00
400
200

60.0] 20.0/100.0/120.0/140.0/160.0 120.0/200.0 220.0]240.0 260.0/280.0|200.0 320.0/240.0/360.0280 0 400.0 425.0) 450.0 475.0] 500.0] 525.0| |550.0
90.0 250.0

Obr. 1 Elektroferogram velkosti DNA Standardu 550 (BT0), dizky fragmentov v bp

Poznamka: Na vyhodnotenie a analyzu Mentype® Chimera® so $tandardom 550
(BTO), pomocou softwaru GeneMapper® ID/ID-X, mozno pouZit’ templatovy stibor SST-
BTO_60-500 bp.

4.1 Biotype templatoveé stbory

Identifikacia alelov (genotypizacia by sa mala vykonat’ pomocou vhodného
hodnotiaceho softwaru, napriklad so softwarom GeneMapper® ID/ID-X, v kombinacii s
templatovymi stibormi Mentype® Chimera®. Templatové stbory Biotype néjdete na

stiahnutie na naSej domovskej stranke(www.biotype.de). Na poZiadanie vam radi
zaSleme CD-ROM.

Odporti¢ané templatové subory Biotype pre software GeneMapper® ID/ID-X su:

Panels Chimera_Panels_v2/v2X* alebo vy3Sia verzia
BinSets Chimera_Bins_v2/v2X* alebo vysSia verzia
Size Standard SST-BTO_60-500bp
Analysis Method Analysis_HID_3130

Analysis_HID_3130_50rfu
Plot Settings PlotsBT5_4dyes
Table Settings Table for 2 Alleles

Table for 10 Alleles

Panely a BinSety sa musia pouzit' vzdy, d’alSie templatové stbory st volitel'ngé.
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Dalie templéatové sdbory Biotype pre software GeneMapper® ID-X;
Stutter * Chimera_Stutter_v2X Alebo vy3Sia verzia

* Pri nacitani uvedenych panelov nie st nastavenia shutterov akceptované, preto musi byt’ stibor shutteru
importovany navyse.

Dalezité upozornenie: Import a identifikdcia alelov s pouzitim pontkanych
templatovych stiborov mozno zarucit’ len v pripade pouZitia software GeneMapper®
ID/ID-X ID: Pri pouZitia software GeneMapper® mozu byt zaznamenané problémy s
dovozom niektorych templatovych stborov. V tom pripade by ste mali upravit’ panely a
hin sety pri jednom alebo viacerych behoch s alelickym markerom. V pripade potreby
sa obrat'te na naSu pomoc(support@biotype.de).

V$eobecny postup hodnotenia

1. Skontrolujte DNA Standard vel’kosti

2. Skontrolujte alelicky marker (Allelic Ladder)
3. Skontrolujte pozitivnu kontrolu

4. Skontrolujte negativnu kontrolu

5. Vyhodnot'te data vzoriek

4.2 Kontroly

Kontrolna DNA XY1726,ktord je suc¢astou kitu Mentype® Chimera® a d’alsie
komer&ne dostupné DNA reprezentuj tieto alely:

Tabul'ka 9. Alely identifikované s Mentype® Chimera®
Kontrolnd  Kontrolna ATCC CCR CCR [HH ]
Lokus DNA DNA XY5 K-562 9947A 9948 3657

XY1726
Amelogeni XY XY XIX XIX XY XY
n
D251360 25/29 22/25 20/28 23/24 22/25 22/23
D3S1744 14/18 17/18 18/18 1717 18/18 1417
D4S2366 911 9/12 13/13 1113 914 914
D552500 10/17 10/11 15/15 15/16 11/15 11/16
D6S474 14/15 15/16 14/17 1317 16/16 15/16
D7S81517 19/25 22/27 21/24/25 19/25 20/22 24/25
D8S1132 18/22 18/20 20/24 19/21 20/24 17/18
D10S2325 9 13/14 713 9/10 8/14 9/14
D12S391 21/25 17/19 23/23 18/20 18/24 18/19
D18S51 12/13 13/15 15/16 15/19 15/18 12/20
D2152055 19.1/211 25/27 28/35 19.1/26 19.1/26 19.1/25
SE33 26.2/28.2 15/21.2 26.2/28.2 19/29.2 23.2/26.2 222272

Tabul'ka ukazuje alely referencnej DNA dostupné od ATCC a Coriell Cell Repositories v
uvedenom poradi. Tymto su spinené poziadavky Szibora a kol.(2003).
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4.3 Dizka fragmentov a alely

Hodnoty dizky jednotlivych alelov st uvedené v tabulkach 10 az 12. V3etky analyzy boli
vykonané na analyzatore ABI PRISM® 3130 s polymérom POP-4® a velkostnym
Standardom DNA 550 (BTQ). Pri pouZiti inych analyzatorov, DNA Standardov vel'kosti
alebo polymérov, sa mozu dizky fragmentov [igit’.

Vzhl'adom na rozdiely Specifické pre zariadenie sa odporuca individualne nastavenie
pouZitého zariadenia (jemné doladenie) po merani dizky fragmentov.

Okrem toho by sa malo vykonat' vizualne porovnanie s alelickym markerom.

Rozsah
Horizontalne: 70-480 bp
Vertikalne: podl'a intenzity signalu vzoriek
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0Obr. 2 Elektroferogram Mentype® Chimera® pomocou 500 pg kontrolnej DNA XY1726.

Analyza bola vykonané na genetickom analyzatore ABI PRISM® 3130 s DNA Size $tandardom 550 (BTO).
Priradenie alely bolo vykonané pomocou softwaru GeneMapper® ID-X a stiboru ablony souboru
Mentype® Chimera®.
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Obr. 3 Elektroferogram alelického markera Mentype® Chimera®. Analyza prebehla na pristroji ABI PRISM® 3130.

|dentifikacia alel bola vykonana pomocou softwaru GeneMapper® ID a s templ
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Tabul'ka 10.Dizka fragmentov alelického markera Mentype® Chimera® merana na
genetickom analyzatore ABI PRISM® 3130 s POP-4® polymérom(modry panel)

Marker/ Velkost Dalsi  Marker/ Velkost Dalsi  Marker/ Velkost Dalsi

alela [bp]*  alely™* alela [bp*  alely*  alela [bp]*  alely**
Amelogenin  6-FAM D12S391  6-FAM D6S474  6-FAM
X 77 15 213 13 34 11,12
y 80 16 217 163 14 358
17 221 173 15 362
D7S1517  6-FAM 18 226 183 16 366
16 108 14,15 19 230 191,193 17 370
17 112 20 234 20.3 18 374
18 116 21 238 19 378
19 120 22 242
20 124 23 246 D4S2366  6-FAM
21 128 24 250 9 429 92
2 132 25 254 10 433 102
23 136 26 258 27 11 437
24 140 1.2 440
25 144 D2S1360  6-FAM 12 441
26 148 19 281 13 445
27 152 20 285 14 449
28 155 29 21 289 15 454
22 293
D3S1744  6-FAM 23 297
13 165 24 302
14 169 25 306
15 173 26 310
16 177 27 314
17 182 28 318
18 186 29 322
19 190 30 326
20 194 31 330
21 198 22 32 334
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Tabul'ka 11.Dizka fragmentov alelického markera Mentype® Chimera® merana na
genetickom analyzatore ABI PRISM® 3130 s POP-4® polymérom (zeleny panel)

N Vst bV VelosC Do M sty 1o
D8S1132 BTG D18S51 BTG D21S2055 BTG
121 117 12,13 8 241 7 16.1 351
1341 121 9 245 9.2 171 355
141 125 14.3 10 249 18.1 359
15 128 10.2 251 19.1 363
16 132 11 253 1.2 20.1 367
17 136 12 257 12.2 211 371
18 140 13 261 13.2 221 375 22
19 144 14 264 14.2 23 378 23.1
20 148 15 268 24 382
21 151 16 272 16.2 25 386
22 155 17 276 26 390
23 159 17.2 278 17.3 27 395
24 163 18 279 28 399
25 167 18.2 281 29 403
26 171 19 283 19.2 30 406
27 175 20 287 31 411
21 291 32 415
D5S2500 BTG 21.2 293 33 419
9 188 22 295 34 423
10 192 23 299 231 85 427
1 196 24 302 36 431
12 200 25 306 37 435 38
13 204 26 310 39 443
14 208 27 314
15 212 28 318 29
16 216
17 220
18 224
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Tabul'ka 12.Di7ka fragmentov alelického markera Mentype® Chimera® merana na
genetickom analyzatore ABI PRISM® 3130 s POP-4® polymérom (ZIty panel)

Marker/ Velkost  Dalsi  Marker/ Velkost Dalsi Marker/ Velkost  Dalsi

alela  [bpl*  alely™  alela  [bp]*  alely*  alela  [bp]* alely**
D10S2325  BTY SE33 BTY SE33 BTY
6 121 6.3 205 42,53 252 278
7 126 73 209 7 26.2 282 26
8 131 8 210 8.2 27.2* 285 27
9 136 9 214 92 28.2 289 28,283
10 141 10 218 29.2 293 29
11 145 10.2 220 30.2 207 30
12 150 11 202 11.2 31.2 301 31
13 155 12 226 122 32 303
14 160 13 230 322 305
15 165 132 232 133 33 307
16 170 14 234 142,143 332 309
17 175 18 15 238 34 31
19 185 15.2 240 34.2 313
16+ 21 162,163 35 315
17 245 172,173 352 317
18 249 36 318
18.2 251 18.3 36.2 321
19 253 37 322 372
19.2 255 38 326 39,42
20 257 20.1 49 369 50
20.2 259
21 261
212 263 22
22 267
232 270 23
242 274 24
25 276

* Zaokruhlené na celé ¢isla
**Tieto ,off-ladder” alely Biotype DNA Pool st spojené so sti¢asnymi stbormi $ablony Biotype pre software

GeneMapper® ID (ID-X). DalSie alely si pozrite okrem iného na adrese
http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/str_fact.htm

Tigto alely st zvyraznené pre lep3iu orientéciu v alelickom markere.
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5. Interpretacia vysledkov

Uvedené hodnotenie s automatickym pridelenim alelov zabezpecuije presnu a spolahlivi
diferencidciu alelov.

Vypocet obsahu darcovskej DNA sa moZe vykonat’ priamo z prvotnych Udajov analyzy fragmentu.

Na porovnanie vysledkov ziskanych s Mentype® Chimera® s cytologickymi vysledkami (analyza
Fish) sa musi pouzit’ aspori 500 leukocytov.

»Pull-up Peaks*

,Pull-up Peaks*sa mozu vyskytn(it', ak sa na analyzu pouZije nevhodna matrica alebo ak su
vySky pikov mimo linearneho detekéného rozsahu pristroja. Objavujd sa v rovnakej polohe ako
Specifické vrcholy, ale v inych farebnych paneloch (zvy¢ajne s nizSou intenzitou signalu).

»Stutter Peaks*

Vyskyt ,Stutter Peaks" zavisi od zlozZenia repetitivnej sekvencie a od poctu alel. Pri
tetranukleotidovych STR motivoch vedd chyby v Tag DNA polymeraze poc¢as PCR k pikom n-4,
tj. pik je 0 4 bazy menSi ako skuto¢nd alela. Repetitivne nukleotidy v ramci STR st pri PCR
Jpreskocené”. Na vyhodnotenie pikov plati Specifikacia templatového suboru pre software
GeneMapper™ ID/ID-X.

Pridanie nukleotidov nezavislé od templatu

Multi Tag DNA polymeraza ma kvoli svojej terminalnej transferovej aktivite tendenciu viazat’
adenozin na 3’ -koniec amplifikovaného DNA fragmentu. Ak systém PCR nemd dostatok ¢asu
na prediZenie alebo ak sekvencia prikladov nezabezpedi prediZenie, toto pripojenie sa
neuskutoéni. Tento artefakt je identifikovatel'ny na zaklade vyskytu fragmentu skrateného o bazu
(-1 bp pik), v porovnani s o¢akavanym fragmentomsu navrhnuté tak, aby minimalizovali tvorbu
artefaktu. Okrem toho je tvorba artefaktu obmedzena zavere¢énym extenzivnym krokom v
protokole PCR (68 °C po dobu 60 minut). VySka piku artefaktu sa zvySuje pri vysokych
mnozstvach DNA. Na vyhodnotenie pikov by si malo kazdé analytické laboratérium stanovit’
vlastné limity.

Artefakty

Teplota v miestnosti moZe vyrazne ovplyvnit spravanie produktov PCR na kapilarmej elektroforéze
a moze viest’ k vyskytu ,shoulder peaks* alebo dvojitych, rozdelenych pikov. Okrem toho moze
byt ovplyvnena automaticka identifikacia alel. Ak st pozorované tieto javy, odporti¢ame novu
injekciu vzoriek pri vy$Sej teplote miestnosti a pripadne pouZitie viac ako jedného alelického
markera na run.

Vplyv typu polyméru

Kit Mentype® Chimera® bol validovany a certifikovany na pouZitie polyméru POP-4®. PouZitie
iného polyméru (napr. POP-7 alebo POP-6) mdZe ovplyvnit' spravanie Specifickych produktov

PCR. Okrem toho sa mdze pozorovat’ zvySeny hluk pozadia v dosledku zmeneného spravania

voI'nych zvySkov fluorescenéného farbiva.
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6. Populacno-genetické tidaje

NajdoleZitejSie populacéno-genetické tdaje pre kazdy marker STR st uvedené v tabul'kach 13-
16. Vzorec pre vypocet polymorfného informaéného obsahu (PIC) bol publikovany Botsteinom et
al. (1980), Oc¢akavana heterozygotnost’ (HET) Neiem a Roychoudhurym et al. (1974), Sila
diskriminécie (PD) {Jonesom et al. (1972). VSetky vzorce st vhodné pre autozomalne markery.

PC=1-3 25 3 1f?

+

PD=1-3f2

Tabul'ka 13. Populacné a genetické udaje populacie

Marker D251360 Marker D3S1744 Marker D4S2366
Frekvencia Frekvencia Frekvencia
Alela alely Alela alely Alela alely
19 0.007 13 0.007 9 0.347
20 0.126 14 0.104 10 0.179
21 0.060 15 0.053 11 0.074
22 0.309 16 0.100 12 0.147
23 0.142 17 0.319 13 0.168
24 0.098 18 0.197 14 0.074
25 0.086 19 0.130 15 0.011
26 0.093 20 0.067
27 0.035 21 0.023
28 0.023
29 0.012 PIC 0.790 PIC 0.760
30 0.002 PD 0.943 PD 0.919
31 0.005 HET 0.792 HET 0.795
32 0.002
PIC 0.820
PD 0.955
HET 0.856
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Tabul’ka 14.Popula¢no-genetické Udaje

Marker D552500 Marker D6S474 Marker D7S81517
Frekvencia Frekvencia Frekvencia
Alela alely Alela alely Alela alely
9 0.007 13 0.246 16 0.007
10 0.084 14 0.212 17 0.007
ih 0.313 15 0.154 18 0.049
12 0.161 16 0.285 19 0.120
13 0.061 17 0.097 20 0.101
14 0.042 18 0.005 21 0.099
15 0.213 22 0.082
16 0.103 PIC 0.740 23 0.077
17 0.009 PD 0.918 24 0.155
18 0.007 HET 0.733 25 0.230
26 0.054
PIC 0.780 27 0.014
PD 0.938 28 0.005
HET 0.804
PIC 0.860
PD 0.967
HET 0.826

Tabul'ka 15.Populacno-genetické udaje

Marker D851132 Marker D10S2325 Marker D12S391
Alela Fre:::;;;cla Alela Fre:;l;;cla Alela Frela(;l;;cla

16 0.007 6 0.002 15 0.035
17 0.095 7 0.102 16 0.019
18 0.221 8 0.056 17 0.107
19 0.153 9 0.121 17.3 0.019
20 0.128 10 0.142 18 0.215
21 0.119 1 0.144 18.3 0.007
22 0.133 12 0.193 19 0.121
23 0.077 13 0.133 19.3 0.016
24 0.056 14 0.065 20 0.117
25 0.005 15 0.037 21 0.093
26 0.005 16 0.005 22 0.114
27 0.002 23 0.072
PIC 0.860 24 0.040

PIC 0.850 PD 0.967 25 0.021
PD 0.964 HET 0.851 26 0.002

HET 0.828

PIC 0.870

PD 0.971

HET 0.893
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Tabul’ka 16.Populacno-genetické Udaje

Marker D18S51
Frekvencia
Alela alely
10 0.005
12 0.103
13 0.110
14 0.157
15 0.199
16 0.161
17 0.112
18 0.072
19 0.028
20 0.030
21 0.021
24 0.002
PIC 0.850
PD 0.964
HET 0.902

Marker D2152055
Frekvencia
Alela alely
16.1 0.056
1741 0.021
18.1 0.023
191 0.274
20.1 0.040
21.1 0.019
22.1 0.005
23 0.007
25 0.112
26 0.116
27 0.016
28 0.007
29 0.030
30 0.021
31 0.023
32 0.026
33 0.067
34 0.074
35 0.053
36 0.007
37 0.002
PIC 0.870
PD 0.971
HET 0.856

23

Marker SE33 (ACTBP2)
Frekvencia
Alela alely
1 0.002
12 0.014
13 0.002
13.2 0.002
14 0.026
15 0.049
16 0.047
17 0.070
17.3 0.002
18 0.044
18.3 0.002
19 0.082
19.2 0.009
20 0.044
20.2 0.009
21 0.035
212 0.019
22 0.007
222 0.035
232 0.023
24 0.002
24.2 0.035
252 0.044
26.2 0.040
272 0.084
28.2 0.084
29.2 0.051
30 0.002
30.2 0.061
31.2 0.028
322 0.023
33 0.009
332 0.005
34 0.002
36 0.002
PIC 0.950
PD 0.990
HET 0.949

VSetky populacné genetické Udaje st zalozené na $tudii, ktor( uskuto&nila spolo¢nost’ Biotype GmbH na priblizne 210

nepribuznych Eurépanoch.

Mentype® Chimera®
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8. Vysvetlenie symbolov

wl

LOT

\/

<N>

>~ BJ

REF

Mentype® Chimera®

Vyrobca

Oznacenie Sarze

Dostato¢né pro testy <N>

0dkaz na elFU

Moze sa pouzit do

Teplotné obmedzenie

Cislo objednavky

Diagnostika in vitro

Chrante pred svetlom

Udrzujte v suchu
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Specifikacia kitu Mentype® Chimera®

A
Aa)

Ab)

Analyticka validacia
Stanovenie Standardnej reakcie a tolerancie Specifickej pre davku

Ciel’: Stanovenie Standardnej reakcie a tolerancie Specifickej pre davku vzhl'adom na
relativnu vySku signalu (RFU), vyvazenost’ vySky signalu multiplexnej PCR a zakladnu
liniu.

Metodika: Testovacia sUpravav je dodavana s kontrolnou DNA, ktor4 je vo vacSine
systémov STR heterozygotna. Standardna odpoved’ bola vykonana s kontrolnou DNA

v nominalnej koncentracii 500 pg v tetraplikatoch. Pridali sa aj Styri slepé kontroly bez
templatovej DNA (NTC).

Vysledok: Na zmieSanie vzoriek PCR z roznych davok sa stanovili tieto Specifikécie:
Pri pouZiti genetického analyzatora ABI PRISM® 310 dosahovali signély hodnoty
1000 — 4 000 RFU a pri pouZiti genetického analyzatora ABI PRISM® 3130 boli vysky
signélu v rozmedzi 1 000 — 5 000 RFU. Kolisanie vySky signalov heterozygotnych
systémov by nemalo prekrocit 30 % smernej hodnoty. Neboli najdené Ziadne
neSpecifické signaly> 50 RFU pre slepé vzorky.

Testovanie presnosti genotypizacie

Ciel’: Presnost identifika alelov je Statisticky overena za Standardnych podmienok.
Test overuje zhodu vysledkov na vopred genotypovanych vzorkach medzi
automatickou identifikéciou alelov pomocou alelického Laddera a priradenim alelov
inymi metodami (in& sada PCR, priame sekvenovanie atd'.) pri vyuZiti softvéru
GeneMapper ID. Na zaklade vysledkov bolo urcené nastavenie pristroja pre dany test
genotypizacie kapilarnou gélovou elektroforézou (Bins a Panels). A bol stanoveny
podiel ,stutter” pikov pre hodnotiace templaty DNA sekvenceru.

Metodika: 80 vopred genotypovanych T'udskych DNA z roznych zdrojov
(plnohodnotna krv, vytery tvare) bolo testovanych v samostatnych nezavislych
reakciach. Okrem toho bola testovana negativna kontrola (vzorka bez DNA). Ako
akceptacné kritérium boli definované Uplné profily pikov s vySkou > 50 RFU
(manudlne hodnotenie).

Vysledok: Po uréeni nastavenia pristroja v danom teste bol v8etkym vzorkam DNA
prideleny spravny genotyp pre vSetky systémy SRT aj pre amelogénny marker.

Mentype® Chimera® CHNIFUO1v3sk
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Testovanie analytickej Specifickosti

Ciel’: Studia bola navrhnuté tak, aby vyli¢ila falogne pozitivne vysledky z davodu
skrizenej reaktivity s vybranymi vzorkami DNA nel'udského povodu. V Klinickej praxi
véak moZe byt nel'udska DNA z dovodu sterilného odberu vzoriek do vel'kej miery
wylicena.

Metodika: Bolo testované 2,5 ng genomickej DNA z Bos taurus (hovéadzi dobytok),
Sus scrofa domestica (prasa domace), Canis lupus familiaris (pes), Felis catus
(macka) a Oryctolagus cuniculus (domaci kralik). DNA zo zvierat pochéadzala zo vzoriek
krvi, ktoré boli poskytnuté ako zvySok veterinarneho vySetrovania.

Vysledok: V oblasti alel (< 200 RFU) sa nenaSla Ziadna skrizend reaktivita.

Testovanie analytickej citlivosti

Ciel’: Test sa pouZil na stanovenie limitu analytickej detekcie(citlivosti).

Metodika: Zriad'ovaci rad bol testovany s 500 pg az 31,5 pg referenénej DNA v
tetraplikatoch. Kritérid akceptécie boli definované ako tpiné profily DNAs > 200 RFU.

Vysledok: Bol stanoveny detekény limit 200 pg genomickej DNA.

Testovanie roznych termocyklérov PCR

Ciel’: PCR termocykléry roznych vyrobcov sa liSia svojimi Specifikaciami. Najmé mozu
existovat’ rozne rychlosti ohrevu a chladenia, ako aj rézne techniky regulacie teploty.

Metodika: Testovanie Standardnych reakcii pomocou kontrolnej DNA v menovitej
koncentracii 500 ng sa vykonalo tymito termocyklami v tetraplikdtoch s rovnakym
master mixom a 2 vzorkami NTC bez DNA: Thermocycler GeneAmp 9700 s
hlinikovym blokom (Life Technologies, Applied Biosystems Division Germany GmbH,
Darmstadt) okrem toho zariadenie GeneAmp 9700 so striebornym blokom(Applied
Biosystems Germany GmbH, Darmstadt), DNA Engine (PTC-200) termainy cyklér
Peltier (Bio-Rad Laboratories GmbH, Mnichov),Biometra T1 (Biometra GmbH,
Gottingen), termdlny cykiér Techne® TC-512 (biostep GmbH, Jahnsdorf) a Eppendorf
Mastercycler ep-S (Eppendorf AG, Hamburg).

Vysledok: Neboli zistené Ziadne neSpecifické produkty> 200 RFU. Odchylka
priemernych vySok piku oproti Standardnej reakcii bola 20 % pri definovanom
rampingu 2 °C/s, maximalne 20 %.

Testovanie roznych zlozenych vzoriek DNA

Ciel’: Ciel'om analyzy chimerizmu po alogénnej transplantacii kmeriovych buniek krvi

je detekcia a relativna kvantifikacia fragmentov DNA darcu a prijemcu. Na zistenie
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Ag)

Ah)

mozné mnozstvo DNA darcu alebo prijemcu.

Metodika: Boli pripravené tri nezavislé zmesi dvoch DNA, pri¢om chybajlica DNA
bola pouZita pri 0 %, 1 %, 2 %, 3 %, 5 %, 10 %, 30 %, 50 %. DNA v zmesiach
vykazovali asponi 3 lokusy STR so Styrmi informacénymi alelami. V kazdom pripade sa
testoval 1 ng zmesi DNA pri Standardnom reakénom profile, v Styroch paralelnych
reakciach. Hodnotili sa signaly s vySkou min. 50 RFU.

Vysledok: Vysledky st uvedené na Obrazku 4. Pre deficitni DNA bolo mozné
dosiahnut’ detekény limit 1 %. To zodpovedd hodnotdm 1-5 % dosiahnutym s
forenznymi STR stpravami pouzivanymi pri analyze chimérizmu.

A B

P

[ER——

[

Obr. 4: Testovanie zmesi DNA (A, B). Priemerné hodnoty a Standardnd odchylka frakcii deficitnej DNA
vypocitand zo signalnych hladin elektroforézy kapilareho gélu. (C, D) Standardné odchylky od A a B.

Testovanie vplyvu réznych tepldt annealingu v PCR

Ciel’: Na stanovenie odolnosti PCR sa simuluje kolisanie teploty pre krok hybridizacie
prikladov (annealing) v multiplexnej PCR. Tento teplotny krok je kriticky pre citlivost’ a
Specifickost’ PCR.

Metodika: Specificka teplota annealingu 60 °C v $tandardnej reakcii s kontrolnou
DNA v nomindinej koncentracii 500 pg bola zmenend 0 +1 °C a 2 °C. Bola
vykonana trojndsobna analyza s rovnakym master mixom.

Vysledok: Neboli zistené Ziadne nespecifické vedl'ajSie produkty > 200 RFU pro

+ 1 °C. Priemerné vySky pikov sa liili maximalne o + 30 % od Standardnej reakcie
pri teplote+ 1 °C. Pre = 2 °C nebola zistena Ziadna strata alelického

signalu< 200 RFU.

Testovanie roznych davok pufrov PCR

Ciel’: Pomery koncentracii medzi zlozkami obsiahnutymi v pufre PCR reakénej zmesiA
(dNTP, koncentracia idnov, najmé Mg?2*)sti rozhodujtice pre citlivost’, $pecifickost’ a
rovnovahu signalov v multiplexnej PCR. Robustnost’ testu sa preto testuje na rézne
davky dodavaného pufru PCR.
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Metodika: Test 3 nezavislych davok reakénej zmesi A sa vykonal pri Standardnej
reakcii s kontrolnou DNA s nomindlnou koncentraciou 500 pg.

Vysledok: Neboli zistené Ziadne neSpecifické vedl'ajSie produkty >50 RFU. Odchylka
priemernych vySok piku v porovnani so Standardnou reakciou bola najviac 20 %.

Ai) Testovanie inhibitorov PCR

Ciel: Hematin z hemoglobinu je silny inhibitor Taq DNA polymerazy, ak nie je
uplne odstraneny pri cisteni DNA z plnej krvi.

Metodika: Ucinok Hematin porcine (Sigma-Aldrich, Freiburg) bol merany v
konecnych koncentraciach0-250 pM v Standardnej reakcii s kontrolnou DNA s
nominalnou koncentréaciou 500 pg.

Vysledok: Boli dosiahnuté tpIné profily (> 50 RFU) az do koncentréacie
inhibitora100 pM Hematin porcine. Pre kone¢nl koncentraciu 150 pM uZ nebolo
mozné dosiahnut’ Gplné profily (len ¢iastocné profily).

Aj) Stabilita po otvoreni

Ciel: Po opakovanom zmrazeni a odmrazeni bola testovana stabilita ¢inidiel v stiprave
PCR.

Metodika: Cinidla kitu boli podrobené cyklu dvadsatnasobného zmrazenia a
rozmrazovania. Zmrazenie bolo vykonané minimalne 1 hodinu pri teplote -20 °C.
Rozmrazovanie sa uskuto¢nilo pri teplote miestnosti a ¢inidlo bolo pred pouZitim
homogenizované pretrepanim. Potom sa uskutocnila Standardna reakcia s kontrolnou
DNA menovitej koncentracie 500 pg a doplnkovymi slepymi vzorkami bez DNA v
triplikatoch. Vysledky sa porovnavali so Standardnou reakciou bez cyklu zmrazenia a
rozmrazovania.

Vysledok: Odchylka zistenych vySok pikov v porovnani so Standardnou reakciou bola
maximalne 20 % (najmé strata signalu). V pripade slepych vzoriek neboli zistené
Ziadne d'alSie piky > 50 RFU v rozsahu stupnice.
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B a)

B b)

Bc)

B d)

Vyhodnotenie klinickych parametrov testu
Odber vzoriek, etické a regulacné aspekty

Bola vykonana Klinicka Studia hodnotenia vykonu kitu podl'a§ 20 az § 24 zakona o
zdravotnickych poméckach(DE). Vynimku zo schval'ovacej povinnosti pre lieky s
nizkym bezpecnostnym rizikom podl'a § 7 nariadenia o Klinickych skuskach liekov
udelil Spolkovy Ustav pre lieky a zdravotnicke pomdcky. K dispozicii bolo kladné
hlasovanie prisluSnej etickej komisie a vyhlasenie o sthlase pacienta.

Bola pouzita heparinizovana Zilova plnohodnotna krv.
Referenc¢né metody

Ako porovndvaci test sluzila cytogeneticka diferencidcia darcovskych a recipientnych
leukocytov pomocou fluorescenénej in situ hybridizacie(FISH). Sériova Specifickd
chromozomovaCE-IVD CEP® X Spectrum Orange™ /'Y Spectrum Green™ priamo
oznacena fluorescenénou DNA sondou(Abbott GmbH & Co KG, Wiesbaden, DE) bola
pouzita v stlade s pokynmi vyrobcu.

Extrakcia DNA a precistenie

Extrakcia DNA z heparinizovanej pinej krvi sa vykonala pomocou QlAamp® DNA Blood
Mini (Qiagen GmbH, Hilden, DE) podl'a pokynov vyrobcov.

Vysledok

V rbznych drioch po transplantacii alogénnych kmetiovych buniek krvi alebo kostnej
drene bolo zozbieranych celkovo 103 stborov Udajov dospelych pacientov. Dvojice
darca-prijemca sa liSili v genetickom pohlavi a boli teda vhodné pre FISH Specificky
pre pohlavné chromozémy. Na PCR bolo pouzitych najmenej 1,5 ng genomickej DNA.
Najprv boli identifikované vSetky informac¢né systémy STR parov darca-prijemca a
pohlavie bolo potvrdené genotypizaciou amelogénneho markera, ktory je sticastou
multiplexnych PCR. Na vysledky PCR sa pouzili priemerné hladiny signalu vSetkych
informacnych STR (asponi 2). Vysledky porovndvacich testov s zhrnuté na Qbr. 5.
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Obr. 5: Konkordantna analyza multiplexnej PCR v porovnani s cytolégiou

V' 92 z0 103 sad merani (90,3%) bol rozdiel v detekcii multiplexnej PCR z
cytogenetiky men3i ako 5 %. VacSie odchylky sa pozorovali len pri cytogenetickych
nalezoch, kde celkovy pocet buniek bol 500 alebo menej. Podl'a odportcania vyrobcu
stipravy FISH by sa malo spoc¢itat’ najmenej 200 buniek. Podl’a praktickych
odportcani vSak vy$si absolltny pocet buniek (500 — 1 000) dava lepSie
cytogenetické vysledky[1, 2].
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