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Rendeltetés

A Mentype® AMLplex@ PCR Amplification Kit egy manudlis vizsgalat, amely
11 génfuzid kvalitativ szlirésére szolgal, 6sszesen 34 transzkripcids
varianssal, lehetévé téve a diagnosztikai, prognosztikai és terapias
jelentéségli kromoszdéma-rendellenességek azonositasat akut mieloid
leukémiaban (AML) szenvedd vagy gyanithatéan szenvedé felnétt
betegeknél.

A vizsgalatot komplementer DNA (cDNA)-val kell haszndlni, amely reverz
mabdon atirédott a periférids vénas teljes vérbdl vagy a csontveldmintakbdl
kivont cellularis RNA-bal.

A Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit késziilék kromoszéma-
rendellenességek kimutatasara szolgal az akut mieloid leukémia
tekintetében relevans klinikai dontések meghozatalahoz. A specifikus
genetikai transzlokaciok azonositasa lehetéveé teszi a leukémias betegségek
osztalyozasat, és alapveté informacidkat szolgaltat a betegek

A Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit molekularis genetikai
technikakra, multiplexPCR-re és a Thermo Fisher Scientific (Applied
Biosystems divizid) Genetic Analyzer analizatoranak kezelésére kiképzett
professzionalis laboratériumi felhasznaldk szamara késziilt.

Tudomanyos hattér

A specifikus  kromoszéma-rendellenességek ellenérzése  magas
prognosztikai értéket képvisel az akut leukémia szinte minden tipusaban. A
kromoszdma-rendellenességek (transzlokaciok) molekularis bioldgiai
bizonyitéka fontos diagnosztikai eredményt jelent. A specifikus
transzlokaciok kimutatasa lehetévé teszi a leukémias betegségek
altipusainak osztalyozasat, és alapvetd informaciokat szolgaltat a betegek

A Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit megkodnnyiti az AML-ben
eddig megfigyelt leggyakoribb kromoszéma-rendellenességek kimutatasat,
és egy egyszerlien haszndlhatd, rutinkompatibilis, megbizhatd szlirési
eszkdzt jelent.
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Termékleiras

A Mentype® AMLplex@ PCR Amplification Kit optimalizalt reagenseket
tartalmaz 11 fuzioés gén kvalitativ, nagy felbontasu kimutatasara, 6sszesen
34 transzkripcids varianssal (lasd Tablazat 1). A variansok elnevezése a
korabbi adatok alapjan megallapitott nomenklaturakat koveti, kilénbésen a
kovetkezd gén esetében: KMT2A (Schnittger et al., 2000). A gének teljes
listaja, alternativ nevik és a szisztematikus variansleirasokhoz hasznalt
transzkripciés azonositok a fluggelékben talalhatok (lasd: Célzott gének
listaja).

A tesztkészlet magaban foglal egy belsé PCR-kontrollt (Quality Sensor “QS-
Control”’), azaz egy templatfliggetlen és egy templatfliggé cDNA-kontrollt
(ABL-Control), hasznos informaciokat nyujtva a PCR hatékonysagarol, az
alkalmazott cDNA-templatok minéségérél és a PCR-inhibitorok jelenlétérdl.

A vizsgalat fragmentumanalizissel végzendd, kapillaris gélelektroforézis
alkalmazasaval. Transzkripcionként egy primer fluoreszcens jeldléssel van
ellatva (6-FAM, BTG vagy BTY,) a Matrix Standard BT5 multi (BIOTYPE,
GmbH). kiegészitd szinspektrumaval.

Tablazat 1 A Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit késziilékkel
kimutathaté génfaziok és transzkripcids variansok

e Kromoszéma- oy Szisztematikus
Génfuzio . Varians oo "
rendellenesség variansleiras
RUNX1::RUNX1T1  1(8;21) (q22;922.1) - RUNX1:e6::RUNX1T1:e3
ela3 BCR:e1::ABL1:e3
ela2 BCR:e1::ABL1:e2
b3a2 BCR:e14::ABL1:e2
BCR:ABL (9:22)(@34.1a112) o s BCR:e14::ABL1:e3
b2a2 BCR:e13::ABL1:e2
b2a3 BCR:e13::ABL1:e3
. t(10;11) MLLT10_240- Ca .
PICALM::MLLT10 (p12.3:914.2) PICALM_1987 MLLT10:e3::PICALM:e19
MLLT10_240- o .
PICALM_2092 MLLT10:e3::PICALM:e20
CBFB::MYH11 inv(16) (p13.1;922) Type A CBFB:e5::MYH11:e33
Type B CBFB:e5::MYH11:e32
Type C CBFB:e5::MYH11:e31
Type D CBFB:e5::MYH11:e29
Type E CBFB:e5::MYH11:e28
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Geénfiizio Kromoszoma: Varians Sl O
rendellenesség variansleiras
Type F CBFB:e4::MYH11:e33
Type G CBFB:e4::MYH11:e29
Type H CBFB:e4::MYH11:e28
Type | CBFB:e4::MYH11:e34
Type J CBFB:e5::MYH11:e30
DEK:NUP214 1(6;9) (p23.3,q34.1) - DEK:e9:NUP214:e18
KMT2A::MLLT4 t(6;11) (927;923.3) - KMT2A:e8::AFDN:e3
KMT2A:MLLT3 10:11) (p213:023.3) oA (E)A—S? KMT2A:e8::MLLT3:66
7A KMT2A:e8::MLLT3:e7
8A KMT2A:e8::MLLT3:e8
6B KMT2A:e8::MLLT3:e6
KMT2A::ELL t(11;19) e10e2 KMT2A:e8::ELL:e2
(q23.3;p13.1) e10e3 KMT2A:e8::ELL:e3
KMT2A-PTD Partial Tandem e9%e3 KMT2A:e8::KMT2A:e2
Duplication e10e3 KMT2A:e9::KMT2A:e2
el1e3 KMT2A:e10:KMT2A:e2
NPM1::MLF1 t(3;5) (925.3;935.1) - NPM1:e6::MLF1:e2
PML::RARA ;‘;f;; ) (@241 bert PML:e6::RARA €3
bcr2 PML:e5::RARA:e3
bcr3 PML:e3::RARA:e3

A vizsgalatot kb. 300 AML-ben szenvedd beteg génfuzids szilrésével
validaltuk, és egy dsszehasonlito klinikai értékeld vizsgalatban igazoltuk a
megfelel6ségét.

A kvalitativ értékelés kimutatasi hatarértéke 400 RFU. Minden génfuzio
esetében atlagosan legalabb 1000 masolatot lehet kimutatni.

A reverz transzkripciés reakcié standard kdérulmények kozotti altalanos
bemeneti tartomanya 100ng — 1 pug teljes RNA, teljes vérbdl vagy
csontvelébdl izolalva.

A reverz transzkripcio optimalis outputja a csontvel® esetében 500 ng RNA,
a periférias vér esetében pedig 1 uyg RNA. A PCR vizsgalat 1 yL cDNA-t
hasznal.
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A készletben megtalalhaté anyagok
Tablazat 2 Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit — tartalom

Térfogat csomagolasi méretenként

Reagens Kupak szine

25 reakcio 100 reakcié 400 reakcio
Nuclease-Free Water Vilagoskék 1,5mL 2x1,5mL 6x1,5mL
Reaction Mix A Lila 125 pyL 500 pL 2x1,0mL
L”ﬁ;tg’f&fxp‘“"'-p'e"os Piros 63 L 250 L 4x250 mL
'\P"c‘,‘l';,g:rgfeDNA Fehér 10 L 40 uL 160 pL
'Q,"gsni:meiém'j"ex% Fehér 25 L 25 L 25 4L
?E?:)A(g_irzg)smndard g:rancssér- 13 L 50 L 200 L
MTengiZZﬁ‘gpr'eXQS Z8ld 25 L 25Ul 4x254L

A komponens-tételszamok attekintése a dobozlap belsd oldalan talalhato
cimkén talalhato.

MEGJEGYZES

Felhivjuk a figyelmét, hogy a csomagolas mérete a
vizsgalatok szamat anélkiil irja le, hogy figyelembe
venné a szukséges kontrollok szaméat vagy a
pipettazashoz szlkséges tobbletet.

A kovetkezé méret hasznalatat javasoljuk a megfeleld
atviteli kapacitashoz:

1 = <8 minta PCR-futtatasonként. 25 reakcid
csomagolasi mérete

= 845 minta PCR-futtatasonként: 100 reakcid
csomagolasi mérete

= >45 minta PCR-futtatasonként. 400 reakci6
csomagolasi mérete
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A komponensek ismertetése

Nuclease-Free Water: PCR min6ségli viz a PCR-beallitdshoz hasznalva,
és nem templatmentes kontrollként (NTC).

Reaction Mix A: PCR-puffer, tartalma: dNTPs és MgCl.. A PCR-puffer
optimalizalva van, hogy el6segitse a PCR enzimaktivitasat.

Mentype® AMLplex® Primer Mix: cimkézett primert tartalmazé multiplex
oligonukleotid primerkeverék (cimke: 6-FAM™, BTG, BTY) és cimkézetlen
primerek.

Multi Taq 2 DNA Polymerase: Hot start Tag DNA polymerase, 2,5 U/uL.

Mentype® AMLplex®® Positive Control: 6t DNA-fragmentum duplan sodort
mesterséges DNA-keveréke. Kvalitativ, kiils6 PCR-kontrollként hasznalhaté,
amely mindharom panelen pozitiv a kdvetkezd célpontok tekintetében:
BCR::ABL_b2a3, RUNX1::RUNX1T1, ABL-control, KMT2A-PTD_e11e3 és
PML::RARA_bcr3, tovabba a QS a mintaérvényesség minéségi markereként
amplifikalodik.

MEGJEGYZES |

A Mentype® AMLplex®® Positive Control nem kritikus a

laboratériumi szakember szamara, mivel tisztitott, nem

veszeélyes és aktiv bioldgiai funkcidékkal nem rendelkezd

1 egyedi DNA-molekulakbdl all. Nem tartalmaz olyan él6
sejteket vagy patogén organizmusokat, amelyek
kbézvetlen veszélyt jelenthetnének.

DNA Size Standard 550 (BTO): fluoroforos jeldléssel ellatott PCR-
fragmentumok keveréke — a meghatarozott fragmenshossz 60 és 550 bp
kozé esik, a komponenst minden PCR-termékhez hozza kell adni a
fragmentumhossz-analizis el6tt; méretregresszidhoz hasznalhaté a PCR-
termékek fragmentumhosszanak pontos meghatarozasa céljabdl.

Mentype® AMLplex® Allelic Ladder: fluoroforos jeloléssel ellatott PCR-
fragmentumok keveréke, amely a Mentype® AMLplex®@ PCR Amplification
Kit 0sszes kimutathato alléljét képviseli. 22 6-FAM™, jeldlésii fragmentumot,
12 BTG jeldlést fragmentumot és 2 BTY jeldlést fragmentumot tartalmaz,
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amelyek genotipus-referenciaként hasznéalhatok a pontos
allélazonositashoz.

Reagensek tarolasa és kezelése

A készlet szarazjégen keriul kiszallitasra. A készlet komponenseinek
fagyasztott allapotban kell megérkezniik, a Multi Taq 2 DNA Polymerase
kivételével, amely a reagens fagyasat megakadalyozé pufferben tarolandé.

Kérjik, hogy atvételkor ellendrizze a készlet hidnytalansagat. Ne hasznaljon
olyan készleteket, amelyek megérkezésukkor fel voltak olvasztva. Ha egy
vagy tébb komponens nincs lefagyasztva, illetve ha a mintavételi csévek
vagy a csomagolas megsérilt a szallitds soran, a teljesitmény nem
garantalhato.

Minden komponenst —25 °C és —15 °C kozott, fénytél védve kell tarolni.
Kiléndsen a Mentype® AMLplex®S Primer Mix, DNA Size Standard 550
(BTO) és a Mentype® AMLplex@S Allelic Ladder esetében el6iras a fénytol
védett tarolas.

A szennyezddés elkeriilése érdekében az eléamplifikalé komponensek
(RNA- és cDNA-mintak), a Mentype® AMLplex®® Positive Control) és az
utéamplifikalé komponensek (DNA Size Standard 550 (BTO) és Mentype®
AMLplex@S Allelic Ladder) PCR-reagensektél (Nuclease-Free Water, Multi
Taq 2 DNA Polymerase, Reaction Mix A és Mentype® AMLplex® Primer
Mix) valé elkilonitett tarolasat és felhasznalasat javasoljuk.

A készlet eltarthatésagi ideje a készlet dobozanak cimkéjén feltiintetett
idépont, illetve a felbontas utan 24 hénap, attdl fiuggéen, hogy melyik
kovetkezik be el6bb. Ne Iépje tul a legfeliebb 20 fagyasztasi-olvasztasi
ciklust.

Sziikséges, de a készletben nem megtalalhato
anyagok és eszkozok

Altalanos laboratoriumi berendezések

= Asztali centrifuga rotorral 2 mL-es és 200 pL-es reakciocsévekhez
= Centrifuga rotorral mikrotiterlemezekhez 96 vajulatos
reakcidlemezekhez

AMLIFUO2v2hu 9
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= Kémcsbkever6 (vortex)

= Kalibralt, allithaté pipettak eldobhatd aeroszolzaré sziir6hegyekkel

= Megfelelé 200 pL-es 96 vajulatos reakcidlemezek vagy 200 pL-es
reakciécsdvek a megfeleld zardanyaggal, PCR-mindségben

=  Megfelel6 allvanyok 2 mL-es és 200 pL-es reakciécsévekhez

= 2 mlL-es csOvek tarolasara alkalmas hitéallvany

= Eldobhat6 pudermentes kesztyl

= NanoDrop™ One Spectrophotometer vagy Qubit™ Fluorometer

MEGJEGYZES

A PCR-hez haszndlt 6sszes anyagnak megfeleld

minéséginek  kell lennie  (DNA-mentes, és
e alkalmazhaté molekularis biologiai célra). Kérjik,
1 gy6z8djén meg arrol, hogy minden hasznalt miszert a

gyartd utasitdsai és ajanlasai szerint telepitettek,
kalibraltak, ellenériztek és tartottak karban.

Reagensek, készletek és fogydeszkozok

Felhiviuk a figyelmét, hogy egyes reagensek és fogydeszkdzok
meghatarozott kombinacidkban hasznalanddk, és nincs szikség
mindegyikre minden futtatashoz.

Tablazat 3 Sziikséges, de a készletben nem megtalalhaté anyagok és
eszk6zok

e s Megrendelési
Reagens Beszallito 9
szam

Matrix Standard BTS multi BIOTYPE GmbH  45-15100-0025

(25 pL)

(“ga;riz"sst;‘dard BTS multi BIOTYPE GmbH  45-15100-0050
RNeasy Mini Kit, Qiagen GmbH 74104

RNeasy Plus Mini Kit Qiagen GmbH 74134

RNeasy Midi Kit Qiagen GmbH 75144

NucleoSpin Dx RNA Blood
(50 preparations)

Maxwell® CSC RNA Blood Kit
(48 preparations)

Macherey-Nagel 740201.50

Promega AS1410
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Megrendelési

Reagens Beszallito szam

High-Capacity cDNA Reverse Thermo Fisher 4374966

Transcription Kit with RNase Inhibitor  Scientific 4374967

SuperScript™ IV First Strand cDNA Thermo Fisher 18091050,

Synthesis System Scientific 18091200

Hi-Di™ Formamide, 25 mL e [Fsees 4311320
Scientific

POP-4™ Polymer for 3500/3500xL Thermo Fisher 4393715

Genetic Analyzers (384 samples) Scientific

POP-7™ Polymer for 3500/3500xL Thermo Fisher 4393708

Genetic Analyzers (384 samples) Scientific

Anqde Buffer Container (ABC) 3500 Thgrm_q Fisher 4393927

Series Scientific

Cathode Buffer Container (CBC) 3500 Thgrm_o_ Fisher 4408256

Series Scientific

3500 Genetic Analyzer 8-Capillary Thgrm_q Fisher 4404683

Array 36 cm Scientific

3500 Genetic Analyzer 8-Capillary Thgrm_o_ Fisher 4404685

Array 50 cm Scientific

- . Thermo Fisher A33671

SegStudio ™ Cartridge Scientific A41331

SeqStudio™ Cathode Buffer Uizt s A33401
Scientific

Miiszerek és szoftverek

A Minta-el6készités cim( fejezetben ismertetett manualis, oszlopalapu
kivonasi modszerek mellett a kovetkez6 automatizalas hasznalhaté RNA-
kivonashoz:

= Maxwell® CSC késziilék (kat. szam: AS6000, Promega)

A Mentype® AMLplex®@ PCR Amplification Kit készletet a kdvetkez6 PCR-
készulékekkel valo hasznalatra validaltuk:

= ProFlex PCR System (kat. szam: 4484073 (3 x 32 vajulatos mintablokk),
4484075 (96 vajulatos mintablokk); Thermo Fisher Scientific

= GeneAmp® PCR System 9700 Silver (megszakitva, Thermo Fisher
Scientific)

= Mastercycler nexus gradient (kat. szam: 6331000017, Eppendorf AG)

= Mastercycler ep-S (megszakitva, Eppendorf AG)

AMLIFUO2v2hu 11
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= Biometra Tadvanced (kat. szam: 846-2-070-211; Analytik Jena)

Az el6bb felsoroltaktdl eltér6 PCR-készulékek alkalmazasat a
felhasznalonak validalnia kell. Az alabbi el6irasokat kell kdvetni:

= FGtott fedél
= 200 pL-es reakcidlemezekhez/-csdvekhez vald blokk
= 4 °C/s-ig allithato felfutas

A Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit készletet a kovetkezd
miszerekkel és beallitasokkal valé hasznalatra validaltuk:

» Applied Biosystems 3500 Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific),
szoftververzié: 4.0.1
o POP-4™ Polymer a 3500/3500xL Genetic Analyzer
analizatorhoz
o POP-7™ Polymer a 3500/3500xL Genetic Analyzer
analizatorhoz
o 3500 Genetic Analyzer 8-Capillary Array 36 cm
o 3500 Genetic Analyzer 8-Capillary Array 50 cm
= SeqgStudio™ Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientifc), szoftververzié:
124

Az adatelemzés a

=  GeneMapper™ ID-X software szoftverrel tértént (1.6-os verzié (Thermo
Fisher Scientifc), termékspecifikusan hasznalva:

o Analysis Method: AMLplexIVD_Analysis1_v1x vagy
AMLplexIVD_Analysis4_v1x vagy AMLplexIVD_Analysis7_v1x

o Bin: AMLplexIVD_Bins1_v1x vagy AMLplexIVD_Bins4_v1x
vagy AMLplexIVD_Bins7_v1x

o Panel: AMLplexIVD_Panel1_v1x vagy
AMLplexIVD_Panel4_v1x vagy AMLplexIVD_Panel7_v1x

o Size Standard: BTO_60-550_v1x

Az fsa-fajlok vagy az adatgy(ijté szoftverrel megadott barmely eredmény kézi
értékelése az adatelemzésre és értékelésre szolgalé szoftver nélkil nem
tekinthetd validaltnak.
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MEGJEGYZES

PY Kérjuk, gy6zédjon meg arrdl, hogy minden hasznalt
1 miszert a gyartdé utasitasai és ajanlasai szerint
telepitettek, kalibraltak, ellendriztek és tartottak karban.

Mintak és vizsgalati mintak
Az alabbi mintakat validaltuk a Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit
készllékkel:

=  Human periférias vénas vérmintadk (EDTA, citrat, heparin és RNA Exact
stabilizator), 4 °C-on tarolva és 24 6ran belul RNA-tisztitds céljabdl
feldolgozva.

= Csontveldmintak (EDTA, heparin), 4 °C-on tarolva és 24 6ran belll
RNA-tisztitas céljabdl feldolgozva.

A kapott RNA-t higitatlan allapotban, -85°C és -70°C kozott
hémérsékleten kell tarolni.

MEGJEGYZES

PY Keérjuk, gy6z6djon meg arrdl, hogy a vérmintavételhez
1 hasznalt véralvadasgatlo szer megfelel az RNA-izolalo
készlet gyartéi utasitasanak.

Figyelmeztetések és 6vintézkedések

= Atermék hasznalata el6tt figyelmesen olvassa el a hasznalati utasitast.

= Olvassa el az 6sszes BIOTYPE termék biztonsagi adatlapjat (SDS) és a
nem veszélyességre vonatkozd6 mondatokat (NHS), amelyek kérésre
vagy az alabbi elérhetéségen allnak rendelkezésre:
www.biotype.de/en/sicherheitsdatenblatter. Azon termékek esetében,
amelyekhez nem szikséges SDS, mivel nem tartalmaznak SVHC-t,
azaz kildnds aggodalomra okot ad6 anyagot, vagy az 1272/2008 (CLP)
rendelet egyéb korladtozasai vonatkoznak rajuk, a BIOTYPE kérésre
rendelkezésre bocsatja az SDS-t.
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= Kérjuk, forduljon a szikséges, de a készletben nem megtalalhaté
anyagok és reagensek gyartdihoz a tovabbi sziikséges reagensek SDS-
ének masolataért.
= A kilonb6zé készlettételek készletkomponenseit nem szabad
egymassal keverni.
= A készlet komponenseinek mas reakciéedényekbe térténdé kimérése
nem megengedett.
= A termék hasznalata kizarélag a molekularis-genetikai technikak, a
multiplex PCR és a Thermo Fisher Scientific. Genetic Analyzers
analizatorainak kezelésére kiképzett laboratériumi szakemberek
szamara engedélyezett.
= Az els6 hasznalat el6tt ellenérizze a terméket és annak komponenseit a
kovetkezdket illetéen:
o Epség
o Hianytalansag a darabszam, a tipus és a toltet tekintetében (lasd
az A készletben megtalalhaté anyagok c. fejezetet)
o Helyes cimkézés
Fagyasztott allapot érkezéskor (kivéve: Multi Tag 2 DNA
Polymerase)
= A mintakat mindig fert6z6 és/vagy bioldgiai veszélyt jelentd mintaként
kell kezelni a biztonsagos laboratériumi eljarasokkal 6sszhangban.
= Ne hasznaljon olyan készletet, amelynek lejart a szavatossagi ideje.
= A mintat és a vizsgalati hulladékot a helyi biztonsagi és artalmatlanitasi
eléirasoknak megfeleléen kell megsemmisiteni.
= Minden hasznalt milszert a gyarté utasitasainak és ajanlasainak
megfelel6en kell telepiteni, kalibralni, ellendrizni és karbantartani.

Ertesités a felhasznalé szamara

A termékkel kapcsolatban felmeriilé barmilyen problémat a felhasznalo
koteles jelenteni a gyartonak. A készlettel kapcsolatos minden sulyos
nemkivanatos eseményt jelenteni kell a gyartobnak és az illetékes
hatésagnak a felhasznal6 és/vagy a beteg székhelye szerinti tagallamban.
A biztonsagosséagra és a teljesitéképességre vonatkozo dsszefoglald (SSP)
az (EU) 2017/746 rendelet 29. cikkével dsszhangban lett Iétrehozva, és
célja, hogy az EUDAMED adatbazison keresztil nyilvanos hozzaférést
biztositson a készilék biztonsdgossagara és a teljesit6képességére
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vonatkoz6 adatok frissitett 6sszefoglaléjahoz a célfelhasznalok szamara,
kizarolag a termékkel dolgoz6 laboratdriumi szakemberek esetében.

Eljaras

A kisérleti munkafolyamat attekintése

Mintavétel, RNS izoldldsa és
Minta-elékészités > mennyiségi meghatarozasa,
cDNS-szintézis

Olvasztdviz, puffer, enzim, Pozitiv kontroll felolvasztasa,
Alapkeverék-készités =  primerkeverék, keverés, > 1:5aranyu higitas, keverés,
centrifugalas centrifugalas

Alapkeverek-készites a
pipettazasi séma szerint

¥

PCR-amplifikalas

45 Kimérés, mintak és kontrollok
hozzaadasa

PCR-termékek készitése

Denaturalé keverék készitése:

Fragmentumhossz-analizis >  HiDi™ formamid és DNS
méretstandard 6sszekeverése

:> PCR-termékek denaturalasa
és alléllétra

Jelmagyarazat

Nem templat tertlet

Templat terulet

Minta-elokészités

A nyers mintakkal szemben tamasztott kovetelmények

A Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit készlethez szilkséges minta
definicio szerint a periférias vénas teljes vérbdl vagy az emberbdl nyert
csontvel6bdl kivont RNA-bdl atirt cDNA.

A mintavételezés soran RNA-stabilizalasra szolgalé reagensek hasznalatat
javasoljuk. Az RNA-stabilizatorok segitenek az RNA integritdsanak
meg6rzésében (pl. S-Monovette RNA Exact). Az RNA-izolalast a mintavétel
utan azonnal el kell végezni.
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MEGJEGYZES _

A nyers mintaanyag hosszu tarolasa a genetikai anyag
PY fragmentaciojat és ezaltal az anyag elégtelen
1 min&ségét idézheti el6. Ez csdkkent intenzitasu jelek
vagy ervénytelen bels6 kontrollok révén ronthatja az
analizis eredményét.

Vér
Vegyen legalabb 200 yL mintat a periférias vénas teljes vérbdl a kdvetkez6
eljarashoz.

A periférias vénas teljes vér kezelése soran a Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) ajanlasat kell kovetni (guideline MM05-A2 (2
edition), amely kimondja, hogy a teljes vér legfeljebb 24 éran keresztiil
tarolhat6 szobahdmérsékleten (22 °C és 25 °C koz6tt) vagy legalabb 72 6ran
keresztlil 2 °C és 6 °C kdzott. Tovabba ajanlott, hogy a teljes vér gyijtéséhez
hasznalt véralvadasgatlé EDTA, citrat vagy heparin legyen.

Csontveld
Vegyen legalabb 200 yL csontvelémintat a kbvetkezd eljarashoz.

A csontvel6bdl felszivott mintak kezelésének a CLSI guideline MM05-A2
(2 edition) ajanlasat kell kovetnie, amely szerint az antikoagulalt (EDTA
vagy citrat) csontvel6bdl felszivott mintakat 4 °C -on kell tarolni és szallitani.
Az RNA-t a legjobb eredmények eléréséhez a mintavétel utan 1-4 éran belll
ki kell vonni.

RNA-kivonas

Az RNA-kivonast és tisztitdst a periférias teljes vérbdl (PB) vagy a
csontvel6bdl (BM) felszivott mintakbdl a kdvetkezd készletek valamelyikével
kell végezni:

* RNeasy® Midi/ Mini/ Plus Mini Kit (Qiagen GmbH): EDTA, citrat és
heparin véralvadasgéatlo BM-en és PB-n

* NucleoSpin® Dx RNA Blood ( Macherey-Nagel): RNA Exact stabilizator
PB-n
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= Maxwell® CSC RNA Blood Kit (Promega): EDTA és heparin
véralvadasgatlo BM-en

Kérjuk, kdvesse az RNA-kivonasra vonatkozé gyartoi kézikdnyveket és
ajanlasokat. Az izolalas soran ajanlott DNase-roncsolast végezni a gyartd
utasitasai szerint.

MEGJEGYZES

A vérszennyezés vizudlisan kimutathatdé a PCR-
reakcidban, vagy az izolalt RNA-ben narancssarga

A szinvaltozas jelzi. Szinvaltozds észlelése esetén
javasoljuk, hogy ismételje meg a RNA-izolalast, hogy
elkerilje a lehetséges interferenciat.

MEGJEGYZES

A A nukleinsav elucioja el6tt tavolitsa el az etanol
nyomait. Az etanol a PCR er8s inhibitora.

Az RNA mennyiségi meghatarozasa és higitasa

Az RNA-koncentracio UV/VIS spektroszkdpiaval, 260 nm-en mérve,
NanoDrop™ One spectrophotometer segitségével, vagy fluoreszcencia-
spektroszkopiaval, a Qubit™ Fluorometer hasznalataval hatarozhaté meg.

Spektrofotometria alkalmazasa esetén a RNA-kivonasra szolgald készletbél
szarmaz6 elucids pufferrel mérje meg a vakmintat. Az A260/A280 aranynak
a az 1,9-2,1, mig az A260/A230 aranynak az 1,8—2,3 tartomanyban kell
lennie.

Az RNA fluorometrias mennyiségi meghatarozasa esetén a
Qubit™ Fluorometer a Qubit™ RNA HS Assay-Kit vagy a Qubit™ RNA BR
Assay-Kit egyikével hasznalhato.

A Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit készlettel valé hasznalathoz
koncentraciéra. Felhasznalas el6tt készitsen friss higitast. Higitdszerként
nukleazmentes vizet hasznaljon.
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MEGJEGYZES

A cDNA-ba valé atiras bemeneti tartomanya a
transzkripcids készlet gyartéjanak utasitasait koveti. A
PY 100 ng — 1 yg RNA 20 yL végsé reakciotérfogatban
1 val6 hasznalata a cDNA-szintézishez ~mindkét
mintatipus esetében validaltnak tekinthet6. A
csontveld esetében 500 ng, a periférias vér esetében
1 pg optimalis adag alkalmazasat javasoljuk.

Az RNA tarolasa

A higitatlan RNA-mintakat RNAse mentes vizben, —25 °C és —15 °C kozott
legfeljebb 24 éran at tarolja, -85 °C és —70 °C kozott akar egy évig is
tarolhatok.

Atiras cDNA-be

Az RNA-kivonast és tisztitast a periférias teljesvér-mintakbol a gyartoi

el6irasoknak megfeleléen a kovetkez6 készletek valamelyikével kell

végezni:

= High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit with RNase Inhibitor
(Thermo Fisher Scientific)

= SuperScript IV First Strand cDNA Synthesis System* (Thermo Fisher
Scientific)

*kis RNA-mennyiségnél javasolt

MEGJEGYZES

A reverz transzkriptaz termikus inaktivalasa dontd
A fontossagu a PCR teljesitménye szempontjabol. A
részletekért lasd a gyartd utasitasait.

A cDNA tarolasa
A cDNA-mintdk —25 °C — —15 °C-on legfeljebb egy évig tarolhatok.
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A kontroll elokészitése

Pozitiv kontroll (PC)

Olvassza fel a Mentype® AMLplex®@S Positive Control pozitiv kontrollt, és
Ovatos vortexeléssel homogenizalja, majd rovid ideig centrifugalja.

Higitsa fel a Mentype® AMLplex@ Positive Control pozitiv kontrollt 1:5
aranyban a készlet részét képezd Nuclease-Free Water hasznalataval.
Példaul keverjen dssze 1 pL kontrollt és 4 pL Nuclease-Free Water-t.

Homogenizalja a higitott PC-t 6vatos vortexeléssel. Ezutan rovid ideig
centrifugalja a higitott PC-t (kb. 5 masodpercig).

Ne tarolja a higitott pozitiv kontrollt.

MEGJEGYZES

e Mindig a Mentype® AMLplex® Positive Contro friss
1 higitdsat alkalmazza.

Templatmentes kontroll (NTC)

A készletben talalhaté nukleazmentes vizet NTC templatmentes kontrollként
alkalmazza minta helyett.

Az alapkeverék beallitasa

Vegye ki az alabbi komponenseket a Mentype® AMLplex® PCR
Amplification Kit készletbél, és olvassza fel 6ket:

= Nuclease-Free Water (vilagoskék kupak)

= Reaction Mix A (lila kupak)

=  Mentype® AMLplex®® Primer Mix (piros kupak)
=  Multi Taq 2 DNA Polymerase (fehér kupak)

Az 6sszes lefagyasztott komponenst szobahémérsékleten (22 °C és 25 °C
kozott, korllbelul 30 percig, fénytdl védve) fel kell olvasztani, és a csdvek
forgatasaval, pipettazassal vagy évatos vortexeléssel homogenizalni kell.
Ezutan rovid ideig centrifugdlja a reagenseket (kb. 5 masodpercig). Az
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alapkeverék beallitdsa el6tt a Multi Tag 2 DNA Polymerase-t ajanlott minél
tovabb htétt kérnyezetben tartani (pl. hitéallvanyon).

A tartés stabilitds érdekében a Multi Taqg 2 DNA
A Polymerase-t pockodlgetve keverje — ne vortexelje az
enzimet.

Készitse el6 a PCR alapkeveréket a Tablazat 4 alapjan a vizsgalandd mintak
telies szamanak megfelelé méreti mikrocentrifuga-csében egy, az adott
célra kialakitott tiszta fellleten. Vonjon be legalabb egy PC-t és egy NTC-t a
szamitasba.

MEGJEGYZES

Okolszabaly: ha 10-nél kevesebb mintat vizsgal,
PY haszndljon annyi alapkeveréket, amennyi egy tovabbi
1 mintahoz is elegendd. Ha 10 vagy tobb mintat vizsgal,
a reagens alapkeveréket 10%-os feleslegben
hasznalja.

Tablazat 4 A PCR alapkeverék reakciobeallitasa

Térfogat ‘
Komponens #1 #5 #10 |
Nuclease-Free Water* 16,1 uL 80,5 uL 161,0 L
Reaction Mix A 5,0 uL 25,0 uL 50,0 uL
Mentype® AMLplex®S Primer Mix 2,5 uL 12,5 L 25,0 uL
Multi Tag 2 DNA Polymerase 0,4 L 2,0 uL 4,0 uL
cDNA templat vagy kontroliminta* 1,0 uL 5x1,0 uL 10x 1,0 yL
Ossztérfogat 250uL  125,0 uL 250,0 uL

*A templatbevitel 2 pL-re névelhetd, ehhez a nukleazmentes viz mennyiségét be kell allitani.

Kevertesse az alapkeveréket oOvatos vortexeléssel, majd rdvid ideig
centrifugalja.
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Mérjen ki 24,0 yL PCR alapkeveréket az el6készitett 200 pL-es PCR-
csovekbe, és rovid ideig centrifugalja a lezart cséveket.

cDNA-templatok és kontrollok alkalmazasa

Adagoljon 1,0 uL-t a kovetkezd mintatipusokbdél a PCR-alapkeveréket
tartalmazo, elékészitettPCR-cstvekbe.

NTC: adagoljon 1,0 uL Nuclease-Free Water-t minta helyett.
cDNA templat: adagoljon 1,0 pL-t a higitatlan cDNA-mintakbal.

PC: adagoljon 1,0 uL frissen készitett, 1:5 higitasi Mentype® AMLplex®s
Positive Contro-t minta helyett.

MEGJEGYZES

El6szér az NTC-t készitse el6 a kontroll

szennyez6déseinek elkerilése érdekében. A PC-t

1 utoljara készitse el, megelézve ezzel a mintadk
keresztszennyez6dését.

MEGJEGYZES

Futtatasonként legalabb egy pozitiv PC-kontrollt és egy
A templatmentes NTC-kontrollt kell hasznaini.

Maskilonben a futtatas nem validalhato.

Zarjon le minden PCR-cs6vet, dvatosan vortexelje, és centrifugalja le.

PCR-amplifikalas

Programozza be a PCR-késziiléket a kbdvetkezé amplifikalasi profillal, és
allitsa be a felfutast 4 °C/s értékre. Hajtson végre ,meleginditast” PCR-t a
polimeraz aktivalasa és a nem specifikus amplifikalasi termékek
képz6désének megakadalyozasa érdekében.
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A kalibralt és megfeleléen karbantartott PCR-

készilékek hasznalata alapveté fontossagu, mivel az

1 eltérések kedvezétlenil befolyasolhatjak az érzékeny
célpontok amplifikalasat, példaul KMT2A::MLLT4.

Tablazat 5 PCR-protokoll

Hoémérséklet Ido

96 °C 4 min (meleginditas a polimeraz aktivalasahoz)
96 °C 30s

60 °C 120 s 25 ciklus

72 °C 75s

68 °C 10 min*

10 °C o0 tartas

* Nagyobb mennyiségli negativ adenincsucs (—1 bazispar) észlelése esetén 60 percre
kiterjeszthetd.

MEGJEGYZES

Allithatd  flitési és hitési sebesség funkcidval
rendelkezd termikus készlilékek hasznalata esetén az

z i 5 optimalis készletegyensuly biztositasa érdekében a
felfutast 4 °C/s-ra kell beallitani.

MEGJEGYZES

A kiilonb6zé PCR-miszerek beallitasaval,

programozasaval és karbantartasaval kapcsolatos

1 alapvet6 informaciokeért, kérjuk, olvassa el az adott
muszer felhasznaloi kézikdnyvét.
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Kapillaris gélelektroforézis

A PCR-termékek el6készitése

A PCR végrehaijtasa utan tavolitsa el a mintakat a készlilékbdl, és révid ideig
centrifugalja 6ket.

MEGJEGYZES

PY A PCR végrehajtasa utan a PCR-termékek 4 hétig 2 °C
1 és 8 °C kozbtt, illetve tartdsan —25 °C és —15 °C kdzott
tarolhatok, fénytél védve.

Olvassza fel, kevertesse és centrifugalja a reagenseket:

= Hi-Di™ Formamide (nincs a készletben)
=  Mentype® AMLplex®S Allelic Ladder (z6ld kupak)
= DNA Size Standard BTO (550) (narancssarga kupak)

Készitse el a denaturald keveréket a Tablazat 6 leirt médon, vagy adjon
hozzéa egy vagy két reakciot a pipettazasi eltérések kompenzalasa céljabal.
Adjon meg egy tovabbi reakciot az alléllétrahoz.

Tablazat 6 Denaturalé keverék

Komponens Reakcioénkénti térfogat

Hi-Di™ Formamide 12,0 uL
DNA Size Standard BTO (550) 0,5 uL

Pipettazzon 12,0 uL denaturalé keveréket egy PCR-lemez vajulataiba (a
Genetic Analyzer-rel valé hasznalatra alkalmas).

Tegyen 1,0 uyL PCR-terméket vagy 1,0 uL Mentype® AMLplex®S Allelic
Ladder alléllétrat a vajulatokba. Zarja le a PCR-lemezt megfelel6 foliaval,
vortexelje, és révid ideig centrifugélja a lemezt.
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MEGJEGYZES

Az alléllétra az adatelemzés soran elemzett
PY fragmentumok helyes meghatarozasara hasznalhato.
1 Az alléllétrat minden fragmentumhossz-elemzési
futtatas soran legalabb egyszer analizalni kell a sikeres
adatelemzés érdekében.

MEGJEGYZES_

A gélelektroforézishez hasznalt készilék kapillarisai
soha nem alkalmazhatdk szarazon. Ha a mintdk nem
A foglaljak el az o6sszes kapillarispoziciot, toltse fel a
lemez tovabbi vajulatait 12,0 yL Hi-Di" Formamide
anyaggal a kapillarisok szamanak megfeleléen.

Denaturalja az el6készitett PCR-termékeket a PCR-késziléken 3 percig
95 °C-on, majd hitse le a mintakat 4 °C-ra a készilékben. A
fragmentumhossz-analizis megkezdése el6tt a mintakat rovid ideig
centrifugalni kell.

Fragmentumhossz-analizis

Az elsé fragmentumhossz-analizis elétt futtassa le a
Matrix Standard BT5 multi-t (BIOTYPE GmbH) a Mentype® AMLplex®S
PCR Amplification Kit készlethez (6-FAM™, BTG, BTY, BTO) hasznalt
fluoreszcens festékek spektralis 0sszehangolasara.

MEGJEGYZES

Olvassa el a Matrix Standard BT5 multi hasznalati
ot utasitasat a telepitéshez. Elérheté a
1 www.biotype.de/en/ifus weboldalon, illetve kérésre a

BIOTYPE GmbH. support@biotype.de oldalan keresztil.
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A Matrix Standard BT5 multi sikeres futtatasa utan importalja a 3500 Genetic
Analyzer rendelkezésre all6 miszerbedllitasait a Tabldzat 7 leirt mddon
(www.biotype.de/en/template-files).

Tablazat 7 A Genetic Analyzers analizatorhoz rendelkezésre all6 fajlok
(www.biotype.de/en/template-files)

3500 Series Genetic Analyzers

POP-4™, 36 cm capillary array:
AMLplexIVD_Instrument436.xml

Instrument Protocol
POP-7™, 50 cm capillary array:
AMLplexIVD_Instrument750.xml

BTO_60-550_SizeStandard3500.xml

Size Standard
Protocol

Sizecalling Protocol BTO_60-550_Sizecalling.xml

POP-4™, 36 cm capillary array:
AMLplexIVD_Assay436.xml

Assay
POP-7™, 50 cm capillary array:
AMLplexIVD_Assay750.xml

A szikséges muiszerprotokollhoz tartozé leirasokat a Tablazat 8 ismerteti.
Csak a leirt paramétereket kell beallitani, a tdbbi paraméter maradjon az
alapértelmezett beallitasban. A specialis futasi paraméterek beallitasahoz
kdvesse a gyartd hasznalati utasitasat.

Tablazat 8 A kapillaris gélelektroforézishez hasznalt kiillonb6z6
eszkozok futasi moduljainak paraméterei

Injections Injection Run Voltage Run Time
Voltage [kV] Time([s] [kV] [s]
36 cm Capillary
i Array: 15
3500 Series 3.0 8 y 1560
Genetic Analyzer 50 cm Capillary
Array: 19.5
SeqStudio™
Genetic Analyzer R c e 1Y
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A Tablazat 8 megadott értékektdl eltéréen a futasi idét ugy be lehet allitani,
hogy a DNA Size Standard 550 (BTO) 6sszes fragmentumat (60—550 bp)

elemezni lehessen.

A Size Standard protocol beallitasahoz a DNA Size Standard 550 (BTO)
kovetkezd méreteit kell hozzarendelni a narancssarga panelhez:

60, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180, 200, 220, 240, 250, 260, 280, 300, 320,
340, 360, 380, 400, 425, 450, 475, 500, 525 es 550 bp.

MEGJEGYZES

1

A BIOTYPE GmbH specialis templatokat biztosit a
fragmentumhossz-analizishez sziikséges specialis
futtatasi beallitdsok egyszeri telepitéséhez, valamint
elemzési templatokat a GeneMapper™ ID-X. egyszer(i
szoftverbeallitdsahoz. GeneMapper™ ID-X. Ezek a

templatok a kdévetkezd helyrél tdlthetdk le:
www.biotype.de/en/template-files.

Adatelemzés

Altalanos adatelemzési eljaras

1. A futtatas
validalasanak
ellenérzése

a4

2. A minta
validalasanak
ellenérzése

Y

3. Mintaértékelés

- Lasd a Futtatas altalanos validalasa cimi
fejezetet

- Lasd a Mintaelemzés cimii fejezetet

- Lasd a Mintaelemzés cimii fejezetet
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Futtatas altalanos validalasa

= Validalt DNA Size Standard 550 (BTO)
=50 RFU

+ Validalt cslicsmagasséag = 400 RFU

» Az dsszes vart cslcs jelen van

1. Validalt alléllétra

+ Validalt DNA Size Standard 550 (BTO)
2. Validalt pozitiv z 50 RFU
kontroll (PC) » Validalt csticsmagassag = 400 RFU
» Az 6sszes vart csucs jelen van

3. Validalt + Validalt DNA Size Standard 550 (BTO)
templatmentes 2 50 RFU
kontroll (NTC) = Nem detektalhatd olyan csuics, amelyre

igaz a 2 400 RFU feltétel

MEGJEGYZES

i A 50 bp és 560 bp kozotti telies mérési tartomanyt

elemezni kell az érvényesség értékeléséhez.

DNA Size Standard 550 (BTO)

Az amplifikalt termékek pontos hosszdnak meghatarozasa fligg a készulék
tipuséatdl, az elektroforézis korliményeitél, valamint a hasznalt DNA
méretstandardtol. Egyes célpontok Osszetettsége miatt a
méretmeghatarozasnak egyenletesen elosztott referenciakon kell alapulnia.

Minden mintanal ellenérizze a DNA Size Standard 550 (BTO) standardot az
alabbi kritériumok tekintetében:

= Az Osszes fragmentum megléte az alabbi szamu bazisparoknal: 60, 80,
90, 100, 120, 140, 160, 180, 200, 220, 240, 250, 260, 280, 300, 320,
340, 360, 380, 400, 425, 450, 475, 500, 525 és 550 bp (lasd: 1)

= Az 3sszes fragmentumra teljestl a 2 50 RFU kritérium

* R2meghatarozasi egyitthato > 0,995
(lasd: Size Match Editor , GeneMapper™ ID-X)
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= A fragmentumok csucsmagassaga nem csokken folyamatosan a
fragmentumhossz névekedésével.

1 A DNA Size Standard 550 (BTO), elektroferogramja, fragmentumok és
hosszak a bazisparokban

Mentype® AMLplex®S Allelic Ladder

Az érvényes méretstandard biztositasa utan ellenérizze, hogy az alléllétran
minden csucs esetében teljesul-e a 2 400 RFU kritérium.

MEGJEGYZES

° A  Mentype® AMLplex® Allelic Ladder minden
1 detektalhatd célponthoz egy csucsot szolgaltat.
Hasonlitsa 6ssze az alléleket a fiiggelék 2.

Mentype® AMLplex®S Positive Control (PC)

Az érvényes méretstandard biztositasa utan ellenérizze, hogy a PC Osszes
specifikus csucsa esetében teljestil-e a 2 400 RFU kritérium.

A tesztkészlet részét képez6 Mentype® AMLplex®S Positive Control az alabbi
célpontokat képviseli (lasd: Tablazat 9)

Tablazat 9 Kontrollcsiicsok a Mentype® AMLplex®S Positive Control
pozitiv kontrollban

Panel Kontrollcstcs

= QS-Control

= BCR:ABL _b2a3

=  RUNX1:RUNX1T1
= ABL-Control

Kék
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Panel Kontrollcstcs

Zold = KMT2A-PTD_e11e3

Sarga =  PML::RARA bcr3

° A Mentype® AMLplex® Positive Control minden
1 hasznalt panelhez legalabb egy csucsot szolgaltat.
Hasonlitsa 6ssze az alléleket a fuggelék 3.

No template control NTC

Az érvényes méretstandard biztositasa utan ellen6rizze, hogy nem
észlelhet6-e a 2 400 RFU kritériumnak megfelel6 csucs az NTC-ben (lasd
még a fliggelék 4 is).

MEGJEGYZES _

A  GeneMapper™ ID-X és az analizismodszer
biztositott templatfajljainak egyuttes hasznalataval a
e Mentype® AMLplex®® PCR Amplification Kit mintak
1 400 RFU alatti csucsaihoz a rendszer automatikusan
nem rendeli hozza az allélnevet, igy a felhasznalo
koénnyen kiértékelheti az NTC-t.

MEGJEGYZES |

Az olyan artefaktumok, mint a kis festékfoltok,
° jellemzébben eléfordulhatnak az NTC-ben. A széles
1 csucsalap, a rendellenes csucsalak és a csucskijeldlés
hianya miatt lehetéség adodik az amplikoncsucsoktol
valé megkulonboztetésre.
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Mintaelemzés

Munkafolyamat-adatelemzés

Lasd a DNA Size Standard 550 (BTO)
1. Validalt DNA Size cimii fejezetet
Standard 550 (BTO)

<}

- Bels6 kontrollok:
QS-Control 2 400 RFU

2. Validalt
. . ABL-Control 2 400 RFU
csticsmagassagok » Célzott cslicsmagassag = 400 RFU,
nincs felh(zédé (pull-up) csucs

= Detektalt transzlokaciok megfeleld
szama:

3. Elfogadhatdsag legfeljebb 2 detektalt konkrét célpont

MEGJEGYZES

Ha tobb célpont észlelése meghaladja a kiiszdbértéket,

PY vagy ha barmilyen bizonytalansaggal szembesiil,

1 kérjlk, ellendrizze a hibaelharitasi szakaszt (pl. a ismert

jelkombinaciék listajat), vagy vegye fel a kapcsolatot az
ugyfélszolgalattal a support@biotype.de cimen.

A GeneMapper™ ID-X software és a BIOTYPE GmbH altal biztositott
specifikus templatok egylttes hasznalata esetén az alapvet6 validalas
automatikus folyamat.

A futtatas és a mintaérvényesség ellenérzése utan a minta adatait ki kell
értékelni.
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MEGJEGYZES

A Mentype® AMLplex®S kizarélag kvalitativ vizsgalat.

ﬁ Ez az alkalmazas nem alkalmas masolatszamok
szamszerisitésére, illetve a minimalis rezidualis
betegség (MRD) monitorozasara.

A BIOTYPE GmbH értékelési templatok hasznalata és a futtatas
alléllétrajanak sikeres értékelése esetén az észlelt PCR-fragmentumok
elnevezése automatikus folyamat. A kdvetkez6 Tablazat 10 attekintést nyujt
a PCR-termékek fragmentumainak hosszarol.

Tablazat 10 A Mentype® AMLplex® Allelic Ladder transzlokacioi
fragmentumhosszainak attekintése a POP-4™ polimeren. f Két amplikon a
KMT2A varianshoz: MLLT3_6A; * Noha ez a varians kimutathatd a Mentype®
AMLplex®® PCR Amplification Kit, segitségével, az amplikon valtozé hossza (kb. 173
bazispar) megakadalyozza az automatizalt allokaciot

Panel/ Transzlokacié Hossz [bp] Panel/transzlokaci6 Hossz [bp]
m BTG Panel (z6ld csatorna)
CBFB::MYH11_TypeG 63 DEK::NUP214 78
CBFB::MYH11_Typel 66 KMT2A-PTD_e9e3 87
QSs-Control 72 gi"TzA“MLLTB—GA— 113
BCR::ABL_b2a3 107 KMT2A::MLLT3_6B 190
CBFB::MYH11_TypeJ 141 KMT2A-PTD_e10e3 217
CBFB::MYH11_TypeC 146 KMT2A::ELL_e10e3 241
CBFB::MYH11_TypeD 160 KMT2A::MLLT3_7A 245
CBFB::MYH11_TypeH 165 KMT2A::ELL_e10e2 289
CBFB::MYH11_TypeF 175 KMT2A::MLLT4 303
BCR::ABL_b3a3 183 KMT2A-PTD_e11e3 332
BCR::ABL_e1a3 206 KMT2A::MLLT3_8A 359
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Panel/ Transzlokacié Hossz [bp] Panel/transzlokaci6 Hossz [bp]

Ww 265 ﬂAmA::MLLTs_eA_ 497
CBFB::MYH11_TypeA 271 BTY Panel (sarga csatorna)
BCR::ABL_b2a2 282 PML::RARA_bcr1 220
RUNX1::RUNX1T1 301 PML::RARA bcr3 290
BCR::ABL_b3a2 357 PML::RARA_bcr2*
CBFB::MYH11_TypeE 366
MLLT10_240::PICALM_1 371
987
BCR::ABL_e1a2 380
NPM1::MLF1 389
CBFB::MYH11_TypeB 485
ABL-Control 519

Adatelemzés GeneMapper™ ID-X segitségével

A GeneMapper™ ID-X software elékészitése

A szoftverrel kapcsolatos alkalmazasra és a mintaelemzésre vonatkozo
altalanos utasitdsok a GeneMapper™ ID-X Software felhasznaléi
kézikdnyvében talalhatok.

Az allél-hozzarendelést a GeneMapper™ ID-X elemz6 szoftverrel kell
végezni a BIOTYPE GmbH Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit
templatfajljaival. A BIOTYPE templétfajlok (lasd:Tablazat 11) honlapunkrdl
(www.biotype.de/en/template-files) letbltheték vagy a support@biotype.de
cimen igényelheték. A GeneMapper™ ID-X software szoftvert hasznald
elemzési munkafolyamatot a Tablazat 12 szemlélteti.
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Tablazat 11 BIOTYPE GmbH templatok, GeneMapper™ ID-X Software,
sablonok specifikusan a '"POP-1™, 2POP-4™ and 3POP-7™ polymer

Templat Templat neve

AMLplexIVD_Panel1_v1x'
Panels* AMLplexIVD_Panel4_v1x?
AMLplexIVD_Panel7_v1x3

AMLplexIVD_Bins1_v1x!
BinSets* AMLplexIVD_Bins4 v1x2
AMLplexIVD_Bins7_v1x3

Size Standard* BTO_60-550_v1x
AMLplexIVD_Analysis1_v1x’

Analysis Method* AMLplexIVD_Analysis4_v1x?
AMLplexIVD_Analysis7_v1x3

Plot Settings PlotsBT5_4dyes

Table Settings Table for 2 Alleles

Table for 10 Alleles

vagy magasabb
verziok

vagy magasabb
verzidk

vagy magasabb
verziok

vagy magasabb
verzidk

*Ezeket a templatokat mindig hasznalni kell az adatelemzéshez. Mas

templatfajlok hasznalata opcionalis.

MEGJEGYZES

Importalas és alléllehivas a megadott templatfajlokkal
csak a GeneMapper™ ID-X software hasznalata esetén
garantalt. A GeneMapper™ software alkalmazasakor
importalasi problémakat tapasztalhat egyes
templatfajlok esetében. Eléfordulhat, hogy az alléllétra
egy vagy tobb futtatasaval a Panels és a Bins
modositasa  valik  szlikségessé a  specifikus
miszerbedllitasra. Tamogatasért lépjen  vellnk
kapcsolatba (support@biotype.de).
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Tablazat 12 Adatelemzési munkafolyamat a GeneMapper™ ID-X

segitségével

Sorsza
m

lkon

2  Minta importalasa

%

3  Mintaelemzés

mm
il

5 Mintaértékelés

1  Szoftver-el6készités

4 Kontrollok ellen6rzése

Miiveleti Iépés

Panel Manager
A rendelkezésre allé templatfajlok importalasa a
kovetkez6khoz: Panels és Bins.

GeneMapper™ ID-X Manager
A rendelkezésre all6 templatfajl importalasa a
kévetkez6khoz: Analysis Method és Size Standard

Add Samples to Project
— Keresse meg a futtatasi mappat, valassza ki, majd: Add
to List > Add

Valassza ki a kdvetkez6 tulajdonsagokat a mintalap
megfelelé oszlopaiban, majd valassza az Analyze.
lehetdséget.

Oszlop Kivalasztas

neve

Sample Alléllétra, pozitiv kontroll, negativ kontroll vagy
Type minta

Analysis Véalassza ki a  korabban  importalt
Method BIOTYPE templatot:
AMLplexIVD_Analysis_v1x

Panel Valassza ki a korabban importalt
BIOTYPE template AMLplexIVD_Panel_v1x

Size Valassza ki a korabban importalt
Standard BIOTYPE template BTO_60-550_v1x

Ellenérizze a kontrollok érvényességét (alléllétra, pozitiv
kontroll, negativ kontroll)

Megfelelé csucsmagassagok esetén a kijeldlés az
Analysis Method el6irasai szerint térténik.
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Miiveleti Iépés

m Ellenérizze a minta érvényességét.
Megfelelé csucsmagassagok esetén a kijeldlés az
i Analysis Method el6irasai szerint térténik.

MEGJEGYZES

Az Analysis Method, Bins, Panels esetében
rendelkezésre all6 templatfajlokat hasznalva és a
megfelel6 mintatipus kivalasztasaval a szoftver
automatikusan ellen6rzi a mintak érvényességét. Az

® SOS (Sample off-Scale), SQ (Sizing Quality), OMR

1 (Outside  Marker Range) min8&ség-ellenérzési
jeloléknek zold négyzettel kell megjelenniik az
érvényességi kritériumok teljesitéséhez.

MEGJEGYZES

A mintaszabvany értékeléséhez a GeneMapper™ ID-X
-ben talalhaté Size Match Editor hasznalandé. Ha az
automatikus  fragmentumlehivas  meghidsult, a

1 80/90/100bp és 240/250/260bp triplettek a
manualis  csucskijeldlés  soran tajéekozodasra
hasznalhatok.
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Hibaelharitas

A pontos és megbizhatd célpontdetektalas érdekében a poszt-PCR
elemzést — beleértve az automatikus célpontkijeldlést és -validalast — a
validalt GeneMapper ID-X software szoftverrel és a BIOTYPE
templatfajljaival kell elvégezni. Barmilyen bizonytalansag esetén, kérjik,
Iépjen vellunk kapcsolatba a support@biotype.de cimen.

Felh(iz6do csuicsok

Ha a csucsmagassagok a linedris detektalasi tartomanyon kivul esnek, vagy
ha helytelen matrixot alkalmaztak, el6fordulhat, hogy a csucsok felhizédnak.
Mas szincsatorndak meghatarozott csucspozicidiban jelennek meg,
jellemzden alacsonyabb jelintenzitassal. Ezt a hatast figyelembe kell venni a
kovetkezd célpontok magas amplifikalasi profilja esetén:

» PML::RARA_bcr3 (sarga csatorna) felhizodd csucsot hoz létre a
KMT2A::ELL_e10e2 esetében (zold csatorna)

»  RUNX1:RUNX1T1 (kék csatorna) felhuz6dd csucsot hoz létre a
KMT2A::MLLT4 esetében (zold csatorna, csak POP-7 ™ Polymer
hasznalata esetén)

Nukleotidok templatfiiggetlen hozzaadasa

Terminadlis transzferazaktivitasa miatt a Multi Taqg 2 DNA Polymerase
hajlamos hozzaadni egy adenozingy6kot az amplifikalt DNA-fragmentumok
3’-végéhez. Az artefaktumcsucs egy bazissal révidebb a vartnal. Az 6sszes
BIOTYPE primer ugy lett tervezve, hogy minimalizalja ezeket az
artefaktumokat. Az artefaktumképz6dés tovabb csoékkenthetd a PCR-
protokoll végsé kiterjesztési lépésének opcionalis meghosszabbitasaval
68 °C-on, 60 percig. Az artefaktum csucsmagassaga korreldl a cDNA
mennyiségével. A laboratériumoknak meg kell hatdrozniuk a csucsok
elemzésére vonatkoz6 egyedi hatarértékeket.

Artefaktumok

A helyiség-hémérséklet befolyasolhatia a PCR-termékek teljesitményét a
tobbkapillarisos miszereken, és eléfordulhatnak vallcsucsok vagy osztott
csucsok. Ezenkivil az automatikus kijeldlés bizonyos esetekben
befolyasolhatd. Ha ezek a hatasok jelentkeznek, javasoljuk, hogy injektalja
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Ujra a mintat magasabb helyiség-hémérsékleten. Mindig fontolja meg friss
fogydeszkozok hasznalatat a gyartd ajanlasainak megfeleléen.

Polimerek hatasa

A Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit validalt, és tanusitvannyal
rendelkezik a POP-4™ polymer polimeren vald analizis elvégzésére. Mas
polimerek (pl. POP-7™ vagy POP-1™) hasznalata is kapott hitelesitést,
azonban befolyasolhatja a specifikus PCR-termékek futasi viselkedését.
Tovabba a szabad fluoreszkald szinezékek eltéré viselkedése miatt
novekedhet a hattérzaj.

Pipettazasi eltérések

A Mentype® AMLplex@ PCR Amplification Kit stabilitasi elemzése arra az
eredményre jutott, hogy a készlet stabilan viselkedik a leirt protokolltél vald
kisebb mértékli (+/— 10 %-os) eltérésekkel szemben. A leirt kisérleti
protokolltdl valé kdzepes (+/— 20 %-o0s) eltérés kritikusabb lehet az analizis
szempontjabdl. A PCR-komponensek —20 %-os kdzepes eltéréseire
feltétlendl figyelni kell, mivel jelentésen csokkentik a jelmagassagot. A
legérzékenyebb célpont ebben az 6sszefliggésben a KMT2A::MLLT4 és a
DEK::NUP214.

Az eltérések minimalizalasa érdekében kalibralt pipettak hasznalata, pontos
pipettazas és alapos keverés ajanlott.

Kis ABL-kontrollcstuicsok

Az ABL belsé kontroll képezi a Mentype® AMLplex@ PCR Amplification Kit
leghosszabb amplikonjat, és ezért alapveté minéség-ellendrzési markernek
mindsul. Kis ABL-control csicsmagassag esetén a kdvetkez6 okok egyike a
legvaldszinlibb:

A reakcidban tul alacsony a templatbevitel: kérjuk, hatarozza meg az RNA-
koncentraciodt, és szikség esetén ndvelje a cDNA-szintézis beviteli értékét.

A fragmentalt RNA, azaz a célpontokbdl szarmazd kisebb amplikonok
pozitivak lehetnek, de az ABL belsd kontroll hianyzik. Ellendrizze a minta-
el6készitési munkafolyamatot RNAse-szennyez8dés szempontjabdl. Ismert,
hogy az RNA-fragmentacio eléfordul archivalt mintaanyagokban.
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Nem hatékony cDNA-szintézis: biztositsa a gyartdi utasitdsoknak valé
megfelelést a cDNA-szintézis soran. A validalt cDNA-szintézis készleteinek
egyikét hasznalja a Atiras cDNA-be cimii fejezetben leirtak szerint.

A mintat aktiv reverz transzkriptaz enzim veszélyezteti: tartsa be a gyartd
utasitasait, kilonds tekintettel a cDNA-szintézis soran végzett termikus
inaktivalasi Iépésre.

Tovabbi amplikonok vagy kettds pozitiv eredmények

A betegmintak tdbbsége varhatéan negativ vagy pozitiv eredményt mutat
egy transzlokacioéra vonatkozéan. Egynél t6bb transzlokacié nem megfeleld
eredmény, és tovabbi ellenbrzést igényelhet. Néhany kombinaciot azonban
mar korabban is sikerult megfigyelni betegmintakban, példaul a
kovetkezbket:

A BCR::ABL_b2a3 célpont viszonylag kis csucsmagassaggal jelenhet meg
az ABL-control vagy a BCR::ABL barmely mas transzkriptumvariansanak
er6s amplifikacioja esetén (a f6 célpontra vonatkozé eredmény kb. 5-10 %-
a).

A KMT2A partial tandem domain (KMT2A-PTD) ismerten mas
transzlokaciékkal egyidejlleg és olyan komplex atrendez6désekben fordul
el6, amelyek egynél tdbb KMT2A-PTD-varians tekintetében is pozitivhak
tinhetnek.

POP7™-Polymer hasznalata esetén a CBFB::MYH11_Type A transzlokacio
a RUNX1:RUNX1T1 és a CBFB:MYH11_Type F tekintetében nem
specifikus jelet indukalhat. A RUNX1::RUNX1T1 csucs kijeldlése a POP4
polimer hasznalata esetén a létran kivul térténik, és ezt az ME-1 sejtvonalon
lehetett ellendrizni. Mindkét nem specifikus oldalcsucs kisebb RFU
csucsmagassagot mutat, mint a CBFB::MYH11_Type A. POP7™-Polymer
hasznalata esetén a 2000 RFU alatti csucsmagassagu, nem specifikus, a
Iétran kivili csucs kijeldlése transzlokaciés CBFB::MYH11_Type | formaban
térténhet.

A KMT2A:MLLT4 célpont a transzkriptumvariansok mintaspecifikus
legtobb betegmintaban mindkét  amplikon harom nukleotid
hosszkulénbséggel, kettds csucsként jelenik meg a KMT2A::MLLT4
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célponttartomanyban. Ez érvényes eredmény, nincs sziikség korrekcids
intézkedésekre.

Barmely KMT2A transzlokaci6 el6fordulhat oly médon, hogy a téréspont a 9.
exonban (leggyakoribb) vagy a 10. és 11. exonban (ritka) talalhat6. A z4ld
csatornaban a létran kivali er6s csucsok atipikus KMT2A transzlokaciobol
szarmazhatnak, és mas modszerekkel ellenérizheték.

A KMT2A::MLLT3 célpont 6A transzkriptumvariansa két detektalhato
amplikont eredményezhet nagyon magas bevitel és nagyon magas RNA-
minéség esetén, a megfeleld csicsok a 6A_S (short, kotelezd) és a 6A L
(long, opcionalis). Ez a Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit primerek
tervezésének sziikségszerli velejardja. Ez érvényes eredmény, nincs
szlkség korrekcids intézkedésekre.

A sarga csatornaban a PML::RARA bcr1 és bcer3 tartomanyok kozott
talalhato, létrdn Kkivali csucs valdszinlleg a PML::RARA_bcr2 egyik
variansanak tulajdonithaté. Ez a célpont tobb térésponttal is rendelkezik a
PML 6. exonjaban, és ezért nem rendelhet6é hozza specifikus tartomany.

A teljesitoképesség értékelése

Analitikai érzékenység

A Mentype® AMLplex@ PCR Amplification Kit készlet mintatipusa definicio
szerint a periférias vénas teljes vérbdl vagy a csontvel8bél felszivott mintabdl
izolalt cellularis RNA-bol atirt cDNA. A vérmintaban lévé RNA az 50 ng és
1000 ng kozotti tartomanyban az ABL-kontroll megfeleld
csucsmagassagaval mérhetd, a teljesitéképesség-értékelés soran validalt
cDNA synthesis kits SuperScript™ IV First-Strand Synthesis System (Thermo
Fisher Scientific) és High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo
Fisher Scientific) segitségével. 100 %-os transzkripciés hatékonysagot
feltételezve ez 2,5ng/uyL és 50 ng/uL kozotti cDNA-koncentraciot
eredményez; a PCR reakci6ban 1 pyL cDNA-t hasznalunk. A
csontvel6mintaban Iévé RNA az 50 ng és 1000 ng kozétti tartomanyban a
SuperScript™ IV First-Strand Synthesis System (Thermo Fisher Scientific),
mig a 100 ng és 1000 ng kozotti tartomanyban a High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific) hasznalataval mérhetd,
az ABL-kontroll megfelel§ csucsmagassagaval. 100 %-os transzkripcids
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hatékonysagot feltételezve ez 2,5 ng/uL, illetve 5 ng/uL és 50 ng/pL kozotti
cDNA-koncentraciot eredményez; a PCR reakcidban 1 yL cDNA-t
hasznalunk. Az optimalis RNA-bevitel definicié szerint periférias teljesvér-
minta esetében 1000 ng, csontveldmintaknal 500 ng. Nagyon kis RNA-
koncentraciéju mintak vagy kritikus célpontok esetében a cDNA-bevitel a
PCR-ben a High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher
Scientific) készlettel atirt cDNA esetében a minta tipusatdl fliggetlenil 4 pL-
re novelheté. A SuperScript™ IV First-Strand Synthesis System (Thermo
Fisher Scientific készlettel atirt cDNA esetében a cDNA-bevitel legfeljebb
2 pL-re van korlatozva.

A Limit of Blank (LoB) értékét 12 kilénbdz8d eredetli mintan teszteltik a
korabban meghatéarozott optimalis beviteli mennyiséggel. Mivel a 12 vizsgalt
minta egyikében sem észleltink 400 RFU csucsmagassagu kuszobeérték
feletti nem specifikus csucsokat az 55 bp és 550 bp kdzotti tartomanyban,
400 RFU kuszobérték adhaté meg.

A Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit Limit of Detection (LoD)
értékét 6 mesterséges, cDNA-hatteriT mintaval teszteltik, a
primerkeverékben lévé 6sszes primerparra kiterjedéen; az egynél tébb
célpontot detektalé primerparok a leghosszabb és ezért legnehezebben
detektalhat6 célpont-transzkriptumvarianst amplifikaljak.

A Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit az elfogadasi kritériumoknak
megfeleléen elfogadhatd kimutatasi hatart mutatott, a vizsgalt célpontok
esetében legfeliebb 400 masolati LoD-vel (lasd: Tablazat 13), a
KMT2A::MLLT4 kivételével, amely 1000 masolati LoD-vel még mindig
elfogadhaté eredményt szolgéltatott. Mivel a kimutathaté génfuziok nem
minden transzkriptumvariansat tudtuk tesztelni, a vizsgélt célpontok kézil a
legmagasabb eredményt szolgéltaté, 1000 masolatos altalanos LoD-t
biztonsdgosan alkalmazhaténak feltételezzik.
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Tablazat 13 LoD a Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit
készlethez.

Minta Célpont LoD [masolatok]
CBFB::MYH11_TypeJ 200
BCR::ABL_e1a2 200

1. minta CBFB::MYH11_TypeB 200
KMT2A-PTD_e11e3 200
PML::RARA_bcr1 400
CBFB::MYH11_TypeC 200
CBFB::MYH11_TypeA 100
NPM1::MLF1 200

2. minta
KMT2A::MLLT3_6A_S 100
KMT2A:MLLT3_6A_L 200
PML::RARA bcr3 200
CBFB::MYH11_TypeG 200
BCR::ABL_b2a3 100

3. minta
CBFB::MYH11_TypeE 200
KMT2A::ELL_e10e3 100
CBFB::MYH11_Typel 200
MLLT10_240::PICALM_2092 200

4. minta
RUNX1::RUNX1T1 400
DEK::NUP214 200

5. minta KMT2A::MLLT4 (short) 1000
KMT2A::MLLT4 (short) 500

6. minta
KMT2A::MLLT4 (long) 500

Mivel a Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit egy, a célanalit
jelenlétének vagy hidnyanak meghatarozasara tervezett kvalitativ vizsgalat,
a Limit of Quantitation (LoQ) vizsgalata nem tekinthetd relevansnak a célzott
felhasznalas szempontjabol.
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Analitikai specificitas

Teszteltlk az automatikus alléllehivast az alléllétraval és az allél-
hozzarendelés konkordanciajat a transzlokacids célpontok mesterséges
mintdival 6sszehasonlitva, a GeneMapper™ ID-X software segitségével. Az
eredmények alapjan meghatarozzuk a genotipizalashoz szikséges
tesztspecifikus eszkozbedllitasokat a Genetic Analyzer Kkapillaris
gélelektroforézisével (bins és panels).

A PCR-primereket ugy tervezték, hogy komplementer modon kétédjenek a
hivatalos human genom referencia-DNS-szekvenciahoz. Az olyan genetikai
variansok, mint a Single Nucleotide Polymorphism (SNPs, INDELs vagy
deléciok) befolyasolhatjdk a specifikus primerkotédést, és ezeket a
Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit szempontjabdl relevans dbSNP-
bejegyzések alapjan értékeltik. Egy bejegyzés (rs73504425) a primer
funkcid elvesztését okozza. A varians allél az afrikai populacié 0,6 %-anal
fordul el6, és a PICALM::MLLT10 primer kotéhelyén belll talalhato; egy
ritkan jelentett fuzios génrél van sz6, amelynek prevalenciaja 1 % alatti.

Tovabba BLAST keresést végeztiink a Mentype® AMLplex® Primer mix
human transzkriptomaban, és nem talaltunk nem specifikus amplifikalasi
termékeket a 0—600 bp tartomanyban.

Pontossag és valédisag

A Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit analitikai pontossaga a készlet
valodisagvizsgalatainak eredményein alapul. 2013 6ta a BIOTYPE GmbH
aktivan vesz részt egy External Quality Assessment (EQA) programban. A
transzlokacié jelenléte vagy hianya a mintakban az adott EQA &sszes
vizsgalati résztvevdje eredményeinek konszenzusabdl allapithaté meg.
2013 6ta 6sszesen 68 minta elemzésére kerdlt sor.

Ezen eredmények alapjan egy kontingenciamatrixot hoztunk létre a
Mentype® AMLplex®@ PCR Amplification Kit készlettel kapott eredmények
(pozitiv/inegativ) és a valddi eredmények (pozitiv/inegativ) 6sszehasonlitasa
alapjan, amelyet a External Quality Assessment program Osszes
résztvevéjének konszenzusa megerdsitett. A CLSI EP12 (3. kiadas) alapjan
a Tablazat 14 feltiintetett kulcsfontossagu teljesitéképességi mutatokat a
kontingenciamatrix alapjan szamitottuk ki.
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Tablazat 14 A Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit. analitikai
jellemzéi

Als6 95%-os Fels6 95%-os
Analitikai jellemzék Becslés konfidenciainte konfidenciainte
rvallum rvallum
Analitikai érzékenység 92,2 % 81,5 % 96,9 %
‘ Analitikai specificitas 94,1 % 73,0 % 99,0 %
Pozitiv prediktiv érték 97,9 % 89,1 % 99,6 %
‘ Negativ prediktiv érték 80,0 % 58,4 % 91,9 %
Pontossag 92,6 % 83,9 % 96,8 %

Ezek a szamitasok atfogo mérést szolgaltatnak a Mentype® AMLplex®@ PCR
Amplification Kit pozitiv és negativ esetek helyes osztalyozasara vonatkozo
képességérdl, 92 %-os, ill. 94 %-os valdszinlséggel. A helyes eredmények
altalanos aranya 93 %, ami nagy foki megbizhatésagot mutat. A Mentype®
AMLplex@ PCR Amplification Kit magas analitikai teljesitéképességet
mutat, ami validalja a vizsgalat hatékonysagat és megbizhatdsagat.

Precizitas

A vizsgalat megismételhetéségét és reprodukalhatésagat az ISO 5725-
2:2022-05 és a CLSI EPO05 (3. kiadas) alapjan értékeltik. Ot mesterséges
mintat és a Mentype® AMLplex®S Positive Control készletet egy 5 x 5 x 3-as
(nap x ismétlés x helyszin), tébb helyszinl vizsgalatban értékeltiik. A tébb
helyszin( vizsgalat a kilonb6z6 vizsgalt helyszinekbél adodo 6 variacios
forrast (ismételhetéség és reprodukalhatésag) vizsgalja, amely kilonb6zé
helyszineken mérd, kiilonb6zé miszereket hasznalé kilonb6zé kezelbket
jelent. Az igy kapott ismételhetéség 8,3 %CV és 156 %CV, a
reprodukalhatésag pedig 14,6 %CV és 30,5 %CV kozétt mozgott.
Osszességében a Mentype® AMLplex@ PCR Amplification Kit elfogadhat6
pontossagot mutat SDrep <2500 RFU kritériummal az 1-5. mesterséges
mintaval vizsgalt 0sszes specifikus génfuzié és a Mentype® AMLplex®S
Positive Control esetében.
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A vizsgalat hatarértéke

A Mentype® AMLplex@ PCR Amplification Kit a génfuzidék kvalitativ
kimutatasat végponti PCR-rel végzi. Ennélfogva a vizsgalat egyik relevans
hatarértéke az a minimalis csucsmagassag, amely biztonsagosan
megkulonbdzteti a technikai hattérzajt a valodi célpontdetektalastél. Az RFU-
csucsmagassag hatarértékét 400 RFU-nal hataroztuk meg az analitikai
érzékenységi vizsgalat adatai alapjan.

Zavaro tényezoék (interferensek) és keresztreakciok

A mérési eljaras eredményeit esetlegesen befolyasolé potencialis zavaro
tényezbket az EPO7 (3. kiadas) és az EP37 (1. kiadas) CLSI-iranymutatasok
ajanlasainak megfeleléen értékeltik. A Mentype® AMLplex® PCR
Amplification Kit esetében meghataroztuk az endogén és exogén zavaro
tényezbket, megvizsgaltuk a PCR-reakcidban varhatd maximalis
koncentracidjukat (Cmax) az iranymutatasokban javasoltak szerint, és
interferencia észlelése esetén tovabbi koncentracidkat vizsgaltunk azon
koncentraci6 meghatarozasara, amelynél mar nem detektalhatd
interferencia.

Az eredmények azt mutattédk, hogy a PCR-reakciéban vizsgalt 1 ng endogén
interferens DNA-nek nincs zavaré hatasa, ha a DNA-roncsolast a
mintafeldolgozas részeként végeztik.

Mivel az endogén interferens vér esetében a PCR-reakciéban 0,87 % (V/V)
szamitott Cmax koncentracional interferenciat észleltiink, tovabbi higitasokat
teszteltlink, amig mar nem volt detektalhaté interferencia. A vér 0,087 %
(V/V) koncentracidban nem mutatott interferenciat. A vérszennyezés
azonban vizualisan kimutathaté a PCR-reakcidban, vagy az izolalt RNA-
szuszpenzidban narancssarga szinvaltozas jelzi. Szinvaltozas észlelése
esetén javasoljuk, hogy ismételje meg a RNA-izolalast, hogy elkerllje a
lehetséges interferenciat.

A DTT, RNase Inhibitor, DNase, Ethanol, Metoclopramide, EDTA,
Hydroxyurea és Citrate exogén interferensek esetében nem észleltlink
interferenciat a megfeleld Cmax értékeknél — a vizsgalt mintak esetében a
kezeletlen csoporttdl valé megfigyelt eltérések az elfogadott hatarértékeken
belll voltak.
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Mivel az exogén interferens reverz transzkriptaz, heparin és proteinaz K
esetében interferenciat észleltlink a szamitott vagy a CLSI EP37 (1. kiadas)
altal ajanlott Cmax értékeknél, tovabbi higitasokat vizsgaltunk, amig mar nem
volt detektalhatd interferencia. A reverz transzkriptaz enzim esetében a
vizsgalt 0,2 % (V/V) Cmax koncentracio interferenciat mutatott, kivéve, ha az
enzimet a vizsgalt cDNA-szintéziskészletek gyartéi utasitasai szerint
termikusan inaktivaltuk. A heparin esetében 3,3 U/dI, a proteinaz K enzim
esetében pedig 0,0001 % (V/V) koncentracional nem jelentkezett
interferencia.

A véralvadasgatlé szereket (EDTA, natrium-citrat és heparin) az ajanlott
izolaciés készletekkel tovabbi vizsgalatoknak vetettik ala. Az analitikai
teljesitbképességre gyakorolt hatast nem tudtunk kimutatni. Arra szamitunk,
hogy az izolacios készletek munkafolyamata hatékonyan eltavolitia majd a
véralvadasgatlokbol és az RNA-izolacids reagensekbdl szarmazo, vizsgalt
zavaré anyagokat.

Tablazat 15 Endogén és exogén interferensek nem zavaré
koncentracidinak vizsgalata.

Interferens o Nem interferal6 vizsgalt
’ Kategoéria Interferens .-
tipusa koncentracioé

. A teljes vér . . 0,087 % (VIV) PCR-
Endogén . Teljes vér o
komponensei reakciéban
EDTA 0,099 mg/dl
0, -
Véralvadasgatiok Citrat BLRL o () O
reakciéban
Heparin 3,3 U/dl
Proteinase K 0,0001 % (.\{/V) PCR-
reakciéban
Exogén RNA-izolalé Etanol 0,3 % (V/V) PCR-
reagensek reakcioban
0 -
DNase 0,16 % (\{/'\/) PCR
reakciéban
0,2 % (V/V) PCR-
fgr':j:; I:ﬁ;fér; E reakciéban
. 0,2 % (V/V) PCR-
reagensek RNase Inhibitor reakciéban
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Interferens o Nem interferal6 vizsgalt
’ Kategoéria Interferens .-
tipusa koncentracioé

0,2 % (V/V) PCR-

Reverz reakciéban
transzkriptaz : ; iva
(termikusan inaktivalt)
Antiemetikus Metoclopramide 0,225 mg/d
szer
Daganatellenes Hydroxyurea 3,08 mg/dl
szer

Hasznalat kozbeni stabilitas

Minden stabilitasi vizsgalatot az ISO 23640:2015 szabvany és a CLSI EP25-
irAnymutatasnak (2. kiadas) megdfeleléen terveztink meg. A stabilitasi
vizsgalatoknal az alabbi eljarast alkalmaztuk: A Mentype® AMLplex® PCR
Amplification Kit készletet tébb idépontban, kilonb6zé idétartamokon
keresztll vizsgaltuk. Analizaltuk a mesterséges mintakat és a Mentype®
AMLplex@ Positive Control készletet. A kllonb6zd koriimények végso
értékelése magaban foglalta a kiindulasi idépont (To) és a késébbi idépontok
(Tn) atlagainak Osszehasonlitasat, és a kovetkez6 egyenlet segitségével
szamitottuk ki:

absz. ATL: |ET0 - ETTL'

A hasznalat kdzbeni stabilitds vizsgalatahoz két kisérletet végeztink. Az
egyik a tobb fagyasztasi és felolvasztasi ciklust kdvetd stabilitasvizsgalat, a
masik pedig a készletek stabilitasanak vizsgalata a felbontast kovetd
szimulalt hasznalat soran a fagyasztasi és felolvasztasi, valamint az
allitélagos eltarthatésagi stabilitasi vizsgélat részeként.

Az eredmények alapjan a Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit akar
20 fagyasztasi és felolvasztasi cikluson keresztil is stabil, és felbontas utan
akar 24 hénapig is felhasznalhato.
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A klinikai teljesitoképességre vonatkozé6 adatok

A vizsgalat megtervezése, etikai és szabalyozasi szempontok

A Mentype® AMLplex@ PCR Amplification Kit készletet és a referencia-
mobdszereket 297 betegmintan és 10 egészséges dOnkéntes személyen
teszteltik. A vizsgalat célja az volt, hogy az orvostechnikai eszkdzokrél szo6lé
német torvény (Medizinproduktgesetz) 20-24.§-a szerinti Klinikai
bizonyitékot szolgaltasson. A citogenetikai (FISH) és a bels6é validalt
monoplex-qPCR referencia-modszerek segitségével kellett bizonyitani az
eszkozzel vald kompatibilitast. A felelés etikai bizottsag megerésitése
2012. junius 6-an érkezett meg.

Referencia-moédszerek

Az els6dleges cél a diagnosztikai érzékenység és specificitas
meghatdrozasa a referencia-modszerekkel 0Osszevetve. Referencia-
modszerként standardizalt Fluorescence-In-Situ-Hybridization (FISH)-t
végeztink a kivalasztott transzlokaciokra [Grimwade et al. Blood 116: 354-
65, 2010]. A citogenetikai modszerrel nem kezelheté transzlokacidkat a
vizsgalolaboratériumban létrehozott és validalt monoplex-nested-PCR-
tesztekkel vizsgaltuk [Steudel et al. Genes Chromosomes Cancer 37: 237-
51, 2003, van Dongen et al. Leukemia 13: 1901-28, 1999].

RNA-kivonas és -tisztitas

A mintakbol slriséggradiens-centrifugalassal mononuklearis sejteket
(MNC) gydjtottunk. Ezt kdveten a teljes RNA-izolalast és a cDNA-re torténd
reverz transzkripciot a kereskedelmi forgalomban kaphaté készletekkel
végeztik el. A cDNA min6ségét valds ideji PCR-vizsgalattal elemeztik. A
fuziés gének és mutacidk megerdsitésére validalt egyedi PCR-vizsgalatok
szolgaltak.

Eredmények

A Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit nem mutatott hamis pozitiv
eredményt a 10 egészséges dnkéntesnél vizsgalt cDNA tekintetében.

A 297 vizsgalt betegmintabdl 5-6t nem lehetett értékelni, mivel a belsé ABL-
kontrollt az ajanlott kiiszobérték alatt sikerult detektalni. A fennmaradé 292
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mintabol 201 valddi negativ eredményt szolgaltatott a referencia-
modszerekkel 6sszehasonlitva.

Az 6sszehasonlité vizsgalatok egyedi eredményeit a Tablazat 16 foglalja
O0ssze. A PICALM::MLLT10 (CALM-AF10) és KMT2A::MLLT4 (MLL-AF6)
génfuzidkat nem lehetett értékelni  diagnosztikai  érzékenység
szempontjabol, mivel nem alltak rendelkezésre pozitiv, el6zetesen jellemzett
mintak.

Osszességében 94%-os diagnosztikai érzékenységet és 99,5 %-os
diagnosztikai specificitast sikertlt elérni.

Tablazat 16 Kovetkeztetés a Mentype® AMLplex® PCR Amplification
Kit klinikai teljesitoképességi adatainak eredményeivel kapcsolatban
*A prevalenciaadatok forrasa: Grimwade et al. 2010. n.e. = értékelés
nélkiil

A klinikai teljesitoképesség értékelése (n = 292)

Génfizio rondlle Varians  PrevalenciValodi  Valédi  Hamis  Hamis 2::3:::;;::' :.Iaigc?f?;::skal
nesség a* [%] pozitiv negativ pozitiv negativ %] %]
oyl Ifz;lq)m n.b. 7 16 275 0 1 94,1 100,0
BCR:ABL  t(9;22) ela3 1 1 291 0 0 100,0 100,0
(a34;q11) ela2
b3a2
b3a3
b2a2
b2a3

PICALM::  t(10;11) MLLT10_240-

MLLTI0  (p13:q414) PICALM_ 1987 * 0 292 0 0 n.e. 100,0
MLLT10_240-
PICALM_2092
CBFB: iv(16)  Atipus 5 28 %62 0 2 93,3 100,0
MYH11
(p13;922) Btipus
C tipus
D tipus
E tipus
F tipus
G tipus
H tipus
J tipus
e I:fzg’qs 2 b 1 3 289 0 0 100,0 100,0
T Ifz;lq)za) BB <05 0 22 0 0 ne. 100,0
KM'{'LTTZ;‘“ 1(9;11) g:_‘f)“—S; 1 4 287 0 1 80,0 100,0
(p22;423) 7A
8A
6B
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A Klinikai teljesitoképesség értékelése (n = 292)

Krom. Diagnosztikai Diagnosztikai

(P oz Prevalenci Valodi Valédi Hamis Hamis R 5 gy
Génfuzié rendelle Varians a* [%] ozitiv negativ pozitiv neaqativ érzékenység specificitas
nesség & P 9 P 9 [%] [%]
KMT2A::ELL t(11;19) elOe2 1 0 290 1 1 0,0 99,7
(923;p13.
1) el0e3
KMT2A-PTD Részleges e9e3 5-7 23 269 0 0 100,0 100,0

Tandem el0e3
Duplikécio elle3

. t(3;5)
:‘”‘"1"""“ (425.1;63 n. b. <05 2 290 0 0 100,0 100,0
4)
PML:RARA £(15:17) berl 13 8 284 0 0 100,0 100,0

(922;921) ber2
ber3
[¢] é 37 85 201 1 5 94,4 99,5

Diagnosztikai értékelés

A Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit jellemzdinek Kklinikai
teljesitéképessége elfogadhatd eredményeket szolgaltatott. A klinikai
teljesitbképességre vonatkozd értékelés paramétereit az in vitro
diagnosztikai orvostechnikai eszk6zokrél szolé (EU) 2017/746 rendelet
I. mellékletének 9.1b. pontja szerint szamitottuk ki, amint azt a Tablazat 17
szemlélteti.

Tablazat 17 A Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit diagnosztikai
jellemzoi

Alsé Felso
Becslés konfidenciaintervall konfidenciaintervall
um um

Diagnosztikai

jellemzo

I’Diagnosztilfai 94,4 % 87.7 % 07.6%
érzékenység

Diagnosztikai o . ,
specificitas 99,5 % 97,3 % 99,9 %
de;:ilv prediktiv 98.8 % 93.7 % 00,8 %
glr?gstlv prediktiv 97.6 % 94,4 % -~
Diagnosztikai o o .
pontossag 98,0 % 95,6 % 99,1 %
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Minéség-ellendrzés

A BIOTYPE GmbH-nal valamennyi készletkomponens intenziv
minéségbiztositasi folyamaton esik at. A tesztkészletek mindségét a
korlatlan hasznalhatésag biztositasa érdekében folyamatosan ellenérzik.
Kérjuk, vegye fel velink a kapcsolatot, ha barmilyen kérdése van a
minéségbiztositassal kapcsolatban.

Technikai segitségnyujtas
Technikai tanacsadasért forduljon Ggyfélszolgalati csapatunkhoz:

e-mail: support@biotype.de

telefonszam: +49 (0)351 8838 400
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A felhasznalas korlatozasa

= Ajelen kézikdnyvben leirtak szerint kell eljarni. Barmely eltérés vizsgalati
hibat vonhat maga utan, vagy téves eredményeket okozhat.

= A termék hasznalata kizarélag a PCR-technika és a kapillaris
gélelektroforézis terliletén specialis betanitason részt vett laboratériumi
szakemberek szamara engedélyezett.

= Avizsgalat optimalis elvégzéséhez megfelelé mintagyjtési, -szallitasi, -
tarolasi és -feldolgozasi eljarasokra van szikség.

= Ez a vizsgalat nem hasznalhaté kdzvetlendl a mintdn. E vizsgalat
lefolytatasa el6tt megfelel6 nukleinsav-extrakciés modszereket kell
alkalmazni.

= A készletet csak a Szikséges, de a készletben nem megtaladlhatd
anyagok és eszk6zok cimi fejezetben leirt reagensekkel, miszerekkel
és szoftverekkel valo hasznalatra validaltak.

= A Mentype® AMLplex® terméket az AML altipus-osztalyozasara
szolgal6 szlirési eszkdzkeént tervezték, validaltak és tandsitottak. Ez az
alkalmazas nem alkalmas masolatszamok szamszerisitésére, példaul a
Minimal Residual Disease (MRD) monitorozasara, illetve a leukémiak
vagy gyermekgyogyaszati AML mas altipusainak validalasara.

= A genetikai valtozatossag miatt a single nucleotide polymorphism
(SNPs) vagy az insertion deletion polymorphism (INDELs)
befolyasolhatia a primer hatékonysagot vagy a templét
hozzaférhetéségét. Az emberi genomfelépités (HG38) legujabb
valtozatanak elemzése az 6sszes etnikai csoportra vonatkozéan csak
egy kritkus SNP-t talalt, amely a primer funkcidé elvesztését
eredményezi. A varians allél az afrikai populacié 0,6%-anal fordul eld,
és a PICALM::MLLT10 primer kotéhelyén belil talalhatd; egy ritkan
jelentett fuziés génrél van szd, amelynek prevalencidja 1% alatti.
Mindazonaltal a génfuzid alacsony prevalencidja és a globalis
populaciéban az SNP eléfordulasanak alacsony valészinlisége miatt a
hamis negativ eredmények kockazata alacsony. Barmilyen
bizonytalansag esetén, kérjuk, fontolja meg az eredmények referencia-
modszerek alkalmazasaval térténd megerésitését.

AMLIFUO2v2hu 51



Mentype® AMLplex®@ PCR Amplification Kit

= A készlet teljesitményének biztositasahoz j6 laboratériumi gyakorlat
szlikséges.

= Az eredményeket képzett egészségiigyi szakembernek kell értelmeznie.

= Az eredmények értelmezésénél figyelembe kell venni a hamis negativ
és hamis pozitiv eredmények eléfordulasanak lehetéségét.

= Ne hasznaljon lejart vagy helytelen(l tarolt komponenseket.

Rendelési informaciok

Rendeléseit e-mailben a sales@biotype.de. cimre kuldje el.

Termék Cs’omagolési Me'grendelési
méret szam
25 reakcio 45-12100-0025
Mentype® AMLplex®s . i )
PCR Amplification Kit 100 reakcid 45-12100-0100
400 reakcid 45-12100-0400
1x25 L 45-15100-0025
Matrix Standard BT5 multi
2x25puL 45-15100-0050
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Védjegyek és felelosséget kizard nyilatkozatok
A Mentype® a BIOTYPE GmbH bejegyzett védjegye.

Egyéb védjegyek: ABI PRISM®, GeneMapper® SuperScript™, GeneAmp®
és Applied Biosystems® (Applied Biosystems LLC group); QlAamp®
(Qiagen); POP-4™, POP-1™,POP-7™ (Europe: Applied Biosystems LLC, US:
Life Technologies Corporation). A PCR-t szabadalmak védik. A szabadalom
tulajdonosai a Hoffmann-La Roche Inc. és az F. Hoffmann-La Roche
(Roche).

Az ebben a dokumentumban hasznalt bejegyzett nevek, védjegyek stb.
kiloén megjeldlésik nélkil sem mindsilnek ugy, hogy azokat a vonatkozé
toérvények nem védik.

A Mentype® AMLplex@ PCR Amplification Kit az in vitro diagnosztikai
orvostechnikai eszkozokrél szold (EU) 2017/746 eurdpai parlamenti és
tanacsi rendelet szerint CE-jeloléssel ellatott diagnosztikai készlet.

A termék nem rendelkezik Health Canada engedéllyel, és nem rendelkezik
azFDA jovahagyasaval vagy engedélyével.

Nem minden orszagban érhetd el.

© 2025 BIOTYPE GmbH; minden jog fenntartva.
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A szimbélumok magyarazata
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Gyarté

Gyartasi tétel kdja

<N> teszt elvégzéséhez elegendb reagenst tartalmaz

Olvassa el az elektronikus hasznalati utasitast

Felhasznalhatosagi id6

Hoémérséklet-hatarérték

Katalogusszam

In vitro diagnosztikai orvostechnikai eszk6z

Napfénytdl tavol tartandd

Szarazon tartandé

Unique device identifier
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A jelen hasznalati utasitasban hasznalt tovabbi jel6lések:

1

A

kék alahuzott szbveg

fekete alahuzott széveg

behuzott, kurziv,
szedett sz6veg

vastagon

Hasznos tippek

Figyelem, feltétlenil kbvesse ezt az
értesitést!

Kllsé tartalmakra mutato
hivatkozasok, példaul honlapok, e-
mail-cimek

A dokumentumban talalhaté
kereszthivatkozasok a kdénnyebb
navigacio érdekében

A szoftverben Kkattintasra szant
mez6k
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Fuggelék

Célzott gének listaja

RUNX1

RUNX1T1

BCR

ABL1
MLLT10
PICALM
CBFB
MYH11
DEK

NUP214
KMT2A

MLLT4
MLLT3
ELL

NPM1
MLF1
PML
RARA

Alternativ nevek

AML1, AMLCR1, CBFA2,
PEBP2A2

AML1T1, CBFA2T1, CDR, ETO,

MTG8, ZMYND2
ALL, BCR1, CML, D22S11,
D22S662, PHL

ABL, C-ABL, JTK7, P150
AF10

CALM, CLTH

PEBP2B

SMHC, SMMHC, SMMS-1
D6S231E

CAIN, CAN, D9S46E, N214

ALL-1, ALL1, CXXC7, HRX,
HTRX, HTRX1, MLL, MLLA1,
MLL1A, TRX1

AF-6, AF6, AFDN

AF-9, AF9, YEATS3

C190RF17, ELL1, MEN,
PPP1R68
B23, NPM

MYL, RNF71, TRIM19

NR1B1, RAR, RAR-ALPHA,
RARALPHA

Transzkripcios

azonosito
ENST00000675419.1

ENST00000523629.7

ENST00000305877.13

ENST00000318560.6
ENSTO00000307729.12
ENST00000393346.8
ENST00000412916.7
ENSTO00000300036.6
ENST00000652689.1

ENST00000359428.10
ENST00000534358.8

ENST00000683244.1
ENST00000380338.9
ENST00000262809.9

ENST00000296930.10
ENST00000466246.7
ENST00000268058.8
ENST00000254066.10
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Referenciamintak elektroferogramjai

A kovetkez6 oldalakon a Mentype® AMLplex®S Allelic Ladder (2), a Mentype®
AMLplex@S Positive Control (PC, 3) és egy templatmentes kontroll (NTC, 4)
elektroferogramjaira lathat példakat.

Az 6sszes mintat ProFlex PCR-késziléken amplifikaltuk, és 3500 Genetic
Analyzer (POP-4, 36 cm-es tomb) segitségével analizaltuk a validalt futtatasi
paraméterek alkalmazasaval. Az adatelemzést az 1.6-0os verzidju
GeneMapper ID-X szoftverrel (Bins, Panels) végeztik, és a Tablazat 11
szerinti Analysis method médszert alkalmaztuk.

Az elektroferogramokat az 50-560 bp kozétti fragmentumhosszra (x-
tengely) nagyitottuk. Az y-tengely skalazasat egyedileg végeztiik:

2, 58: Mentype® AMLplex@S Allelic Ladder: 3000 RFU
3, 59: Mentype® AMLplex®S Positive Control: 9000 RFU
4, 60: Templatmentes kontroll (NTC): 9000 RFU
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Mentype® AMLplex®S Allelic Ladder
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Mentype® AMLplex®S Positive Control (PC)
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No template control (NTC)
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BIOTYPE GmbH
Moritzburger Weg 67
01109 DRESDEN
GERMANY

Tel.: +49 351 8838 400
Fax: +49 351 8838 403

www.biotype.de

Rendelés
sales@biotype.de

Ugyfélszolgalat és tamogatas
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