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Mentype® AMLplex@ PCR Amplification Kit

Przeznaczenie

Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit to reczny test przeznaczony do
zastosowania w badaniu jakosciowy 11 fuzji gendéw z tgcznie 34 wariantami
transkrypcyjnymi, co pozwala na identyfikacje aberracji chromosomowych z
odniesieniem diagnostycznym, prognozujgcym i terapeutycznym dla
dorostych pacjentow chorych na ostrg biataczke szpikowg lub z takim
podejrzeniem (AML).

Test jest stosowany z komplementarnym DNA (cDNA), ktory byt
transkrybowany wstecznie z RNA komérkowego, ekstrahowanego z probek
krwi petnej obwodowej zylnej lub szpiku kostnego.

Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit jest stosowany do wykrywania
aberracji chromosomowych dla decyzji klinicznych wiasciwych w przypadku
ostrej biataczki szpikowej. Identyfikacja wlasciwych translokacji
genetycznych pozwala na klasyfikacje choréb biataczkowych i zapewnia
kluczowe informacje dla uzasadnienia diagnostycznego okreslajgcego
terapie dla pacjentéw wedtug ryzyka.

Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit jest przeznaczony dla
profesjonalnych uzytkownikéw laboratoriow w technikach genetycznych
molekularnych, PCR multipleksowych i korzystania z Genetic Analyzer z
Thermo Fisher Scientific (dziat Applied Biosystems).

Podstawy naukowe

Weryfikacja specjalnych aberracji chromosomowych ma wysokg wartosé
prognozowania w prawie wszystkich typach ostrej biataczki. Dowody
biologiczne molekularne aberracji chromosomowych (translokacje) stanowig
wazne uzupetnienie diagnostyki. Wykrywanie wiasciwych translokaciji
pozwala na klasyfikacje podtypu chordb biataczkowych i zapewnia kluczowe
informacje dla terapii dla pacjentéw wedtug ryzyka.

Mentype® AMLplex@ PCR Amplification Kit utatwia wykrywanie najbardziej
powszechnych aberracji chromosomowych obserwowanych dotychczas w
AML i stanowigcych fatwe w uzyciu, zgodne z rutyng oraz niezawodne
narzedzie kontrolne.
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Opis produktu

Mentype® AMLplex@ PCR Amplification Kit Zawiera zoptymalizowane
odczynniki dla wykrywania wysokiej rozdzielczosci 11 genéw fuzyjnych z 34
wariantami transkrypcyjnymi igcznie (patrz Tabela 1). Nazewnictwo
wariantéw wynika z historycznie ustalonych nomenklatur, zwtaszcza dla
KMT2A (Schnittger et al., 2000). Petna lista genéw, ich nazw alternatywnych
oraz ID transkrypcji stosowanych dla opiséw wariantéw systematycznych
znajduje sie w zatgczniku (patrz Lista gendw docelowych).

Test obejmuje wewnetrzny element kontrolny PCR (Quality Sensor “QS-
Control”), ktory jest niezalezny od szablonu i element kontrolny cDNA
zalezny od szablonu (ABL-Control), co zapewnia pomocne informacje o
skutecznosci PCR, jakosci stosowanych szablonéw cDNA i obecnosci
inhibitoréw PCR.

Test jest przeprowadzany przez analize fragmentu przy uzyciu kapilarnej
elektroforezy zelowej. Jeden starter dla kazdej transkrypcji jest oznaczony
fluorescencyjnie przez 6-FAM, BTG lub BTY, zakres koloréw akcesoriow
Matrix Standard BT5 multi (BIOTYPE, GmbH).

Tabela 1 Fuzje gendéw i warianty transkrypcyjne wykrywalne z
Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit

Aberracja
chromosomowa

Systematyczny opis

nodEl wariantu

Fuzja genow

RUNX1:RUNX1T1  1(8;21) (922;922.1) - RUNX1:e6::RUNX1T1:e3
ela3 BCR:e1::ABL1:e3
ela2 BCR:e1::ABL1:e2
b3a2 BCR:e14::ABL1:e2
BCR:ABL 19:22) (@34.1:911.2) o g BCR:e14::ABL1:e3
b2a2 BCR:e13::ABL1:e2
b2a3 BCR:e13::ABL1:e3
. t(10;11) MLLT10_240- Cm .
PICALM::MLLT10 (p12.3:914.2) PICALM_1987 MLLT10:e3::PICALM:e19
MLLT10_240- e .
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
Type F CBFB:e4::MYH11:e33
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Mentype® AMLplex@ PCR Amplification Kit

Fuzja genow Aberracja Wariant Sys_tematyczny opis
chromosomowa wariantu
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 t(6;9) (p23.3;934.1) - DEK:e9::NUP214:e18
KMT2A::MLLT4 t(6;11) (927;923.3) - KMT2A:e8::AFDN:e3
KMT2A:MLLT3 £(9;11) (p21.3;923.3) gﬁ (Ef‘—s? KMT2A:e8:MLLT3:e6
A KMT2A:e8::MLLT3:e7
8A KMT2A:e8::MLLT3:e8
6B KMT2A:e8::MLLT3:e6
KMT2A::ELL t(11;19) e10e2 KMT2A:e8::ELL:e2
(923.3;p13.1) e10e3 KMT2A:e8::ELL:e3
KMT2A-PTD Partial Tandem e%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 t(15;17) (924.1 ber1 PML:e6::RARA:e3
q21.2) bcr2 PML:e5::RARA:e3
bcr3 PML:e3::RARA:e3

Test zostat zatwierdzony przez kontrole fuzji genéw ~ 300 pacjentéw AML i
jego przystosowanie zostato potwierdzone w poréwnawczym badaniu oceny
klinicznej.

Limit wykrywania oceny jakosciowej to 400 RFU. Srednio co najmniej 1000
kopii mozna wykrywac dla kazdej fuzji genow.

Ogolny zakres wejsciowy w standardowych warunkach do odwrotnej reakcji
transkrypcyjnej definiuje sie jako 100 ng na 1 ug fgcznie RNA izolowanego z
krwi petnej lub szpiku kostnego.

Optymalne wejscie do odwrotnej transkrypcji dla szpiku kostnego definiuje
sie jako 500 ng RNA i 1 ug RNA dla krwi peryferyjnej. Stosuje sie wowczas
1 uL cDNA w trakcie PCR.
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Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit

Dostarczone materiaty
Tabela 2 Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit Spis tresci

Objetos¢ na rozmiar

opakowania

Odczynnik Kolor korka 25 100 400
reakciji reakgciji [CELG
S 2x 6 x
Nuclease-Free Water Jasnoniebieski B 1,5mL 1,5 mL 1.5mL
Reaction Mix A Fioletowy 125 pL 500 pL 10 r?n)lf
Mentype® AMLplex®S Primer Mix ~ Czerwony 63 L 250 uL 250‘:}{
Multi Tag 2 DNA Polymerase Bialy | topL 40uL 160 pL
Mentype® AMLplex®® Positive ) l
Control Biaty 25 L 25 L 25 L
DNA Size Standard 550 (BTO) Pomaranczowy 13 uL 50 pL 200 pL
Mentype® AMLplex®S Allelic )
Ladder Zielona 25 uL 25k 4x25pL

Przeglad numerdéw partii podany jest na etykiecie umieszczonej wewnatrz
klapy pudetka.

Nalezy pamietaé, ze rozmiar opakowania opisuje liczbe testow
bez uwzgledniania liczby wymaganych elementéw
kontrolnych lub wymaganego dostepu do pipetowania.

Py Zalecamy stosowanie ponizszego rozmiaru dla wiasciwej
1 przepustowosci:

= < 8 prébek na cykl PCR: 25 reakcji rozmiar opakowania

= 8-45 probek na cykl PCR: 100 reakcji rozmiar
opakowania

= > 45 probek na cykl PCR: 400 reakcji rozmiar opakowania
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Mentype® AMLplex@ PCR Amplification Kit

Opis komponentéw

Nuclease-Free Water: PCR woda stopnia, stosowana w konfiguracji PCR i
jako element kontrolny szablonu (NTC).

Reaction Mix A: PCR bufor zawierajgcy dNTPs i MgCl2. Bufor PCR jest
zoptymalizowany do promowania aktywnosci enzymoéw dla PCR.

Mentype® AMLplex®s Primer Mix: mieszanka startera
oligonukleotydowego multipleksowego zawierajgca oznaczony starter
(etykieta: 6-FAM™, BTG, BTY) startery nieetykietowane.

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

Mentype® AMLplex® Positive Control: mieszanina dwuniciowego
sztucznego DNA pieciu fragmentéw DNA. Stosowana jako jakosciowy
zewnetrzny element kontrolny PCR, ktéry jest pozytywny dla ponizszych
celéw na wszystkich 3 panelach: BCR::ABL_b2a3, RUNX1::RUNX1T1, ABL-
Control, KMT2A-PTD_e11e3 i PML::RARA bcr3, dodatkowo QS-Control
jest amplifikowany jako marker jakosci dla waznosci prébki.

Mentype® AMLplex® Positive Control nie jest krytyczne dla
pracownika laboratorium, poniewaz sklada sie z
Py indywidualnych molekut DNA, ktére zostaty oczyszczone, nie
1 stanowig zagrozenia i nie majg aktywnych funkcji
biologicznych. Nie zawiera zywych komoérek ani organizméw

patogenicznych, ktére mogg stanowi¢ bezposrednie
zagrozenie.

DNA Size Standard 550 (BTO): mieszanina fragmentéw PCR
oznakowanych fluoroforowo zdefiniowang dtugoscig fragmentu miedzy 60 -
550 bp, komponent jest dodawany do kazdego produktu PCR przed analizg
dtugosci fragmentu, jest stosowany do regresji rozmiaru w celu doktadnego
okreslenia dtugosci fragmentu produktéw PCR.

Mentype® AMLplex® Allelic Ladder: mieszanina fragmentow PCR z
oznaczeniem fluoroforowym stanowigca wszystkie wykrywalne allele
Mentype® AMLplex® PCR Amplification  Kit. Zawiera 22 fragmenty
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oznaczone jako 6-FAM™, 12 fragmentéw oznaczonych jako BTG i 2
fragmenty oznaczone jako BTY, stosowane jako odniesienie genotypowe dla
dokfadnej identyfikacji alleli.

Przechowywanie i korzystanie z odczynnikéw

Zestaw jest dostarczany na suchym lodzie. Komponenty zestawu powinny
dociera¢ zamrozone, z wyjgtkiem Multi Taq 2 DNA Polymerase, ktora jest
przechowywana w buforze zapobiegajgcym zamarzaniu odczynnika.

Nalezy sprawdzi¢ kompletnos¢ zestawu po odebraniu. Nie uzywac
zestawow, ktére zostaly rozmrozone po przybyciu. Jesli jeden lub kilka
komponentéw nie jest zamrozonych lub jesli rurki opakowania zostaty
naruszone podczas transportu, nie mozna zapewni¢ sprawnosci.

Przechowywac¢ wszystkie komponenty w temperaturze od -25 °C do -15 °C
i chroni¢ je przed $wiattem. W szczegoélnosci Mentype® AMLplex®S Primer
Mix, DNA Size Standard 550 (BTO) i Mentype® AMLplex® Allelic Ladder
nalezy przechowywac zabezpieczone przed swiattem.

Aby nie dopusci¢ do kontaminacji, zalecamy, aby komponenty wstepnej
amplifikacji (prébki RNA i cDNA, Mentype® AMLplex®® Positive Control) i
komponenty po amplifikacji (DNA Size Standard 550 (BTO) i Mentype®
AMLplex@S Allelic Ladder) byly przechowywane i stosowane oddzielnie od
odczynnikéw PCR (Nuclease-Free Water, Multi Taq 2 DNA Polymerase,
Reaction Mix A i Mentype® AMLplex®S Primer Mix).

Waznos$¢ zestawu uptynie zgodnie z informacjg na etykiecie pudetka
zestawu lub 24 miesigce po otwarciu, zaleznie od tego, co nastgpi najpierw.
Nie przekracza¢ maksymalnie 20 cykli rozmrazania.

Materiaty i urzadzenia wymagane, ale
niedostarczone

Ogodlne wyposazenie laboratoryjne

=  Wiréwka pulpitowa z wirnikiem do rurek reakcyjnych 2 mL i 200 pyL

=  Wirdwka z wirnikiem do ptytek do mikromiareczkowania do 96-
dotkowych plytek reakcyjnych

=  Mieszalnik wirowy

AMLIFUO02v2pl 9



Mentype® AMLplex@ PCR Amplification Kit

= Regulowane pipety kalibrowane z kohcédwkami filtracyjnymi szczelnymi
na aerozol odpadowy

=  Odpowiednie ptytki reakcyjne 96-dotkowe lub rurki reakcyjne 200 uL z
odpowiednim materiatem zamykajgcym, stopien PCR

=  Odpowiednie szafy na rurki reakcyjne 2 mL i 200 uL

= Szafy chtodzgce odpowiednie do rurek 2 mL

= Jednorazowe rekawice bez proszku

= NanoDrop™ One Spectrophotometer lub Qubit™ Fluorometer

Wszystkie materialy stosowane do PCR powinny mie¢
odpowiednig jakos¢ (bez DNA i do biologii molekularnej).
Nalezy sie upewnié, ze wszystkie stosowane instrumenty

1 zostaly  zainstalowane, skalibrowane, sprawdzone i
konserwowane zgodnie z instrukcjami oraz zaleceniami
producenta.

Odczynniki, zestawy i materiaty eksploatacyjne

Tabela 3 Odczynniki wymagane, ale niedostarczone

Nalezy pamietaé, ze niektdre odczynniki i materiaty eksploatacyjne sg
stosowane w okreslonych kombinacjach i nie wszystkie sg wymagane dla
kazdego cyklu.

Odczynnik Dostawca Num’e o
zamowienia

('\g‘;tzf)sta”dard BTS mult BIOTYPE GmbH  45-15100-0025

Matrix Standard BTS multi BIOTYPE GmbH  45-15100-0050

(2 x25 L)

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

Macherey-Nagel 740201.50

(48 preparations) Promega AS1410
High-Capacity cDNA Reverse Thermo Fisher 4374966
Transcription Kit with RNase Inhibitor  Scientific 4374967
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Mentype® AMLplex@ PCR Amplification Kit

Odczynnik

SuperScript™ IV First Strand cDNA
Synthesis System

Hi-Di™ Formamide, 25 mL

POP-4™ Polymer for 3500/3500xL
Genetic Analyzers (384 samples)
POP-7™ Polymer for 3500/3500xL
Genetic Analyzers (384 samples)
Anode Buffer Container (ABC) 3500
Series

Cathode Buffer Container (CBC) 3500
Series

3500 Genetic Analyzer 8-Capillary
Array 36 cm

3500 Genetic Analyzer 8-Capillary
Array 50 cm

SeqStudio™ Cartridge

SeqStudio™ Cathode Buffer

Dostawca

Thermo Fisher
Scientific
Thermo Fisher
Scientific
Thermo Fisher
Scientific
Thermo Fisher
Scientific
Thermo Fisher
Scientific
Thermo Fisher
Scientific
Thermo Fisher
Scientific

Thermo Fisher
Scientific
Thermo Fisher
Scientific
Thermo Fisher
Scientific

Numer
zamowienia
18091050,
18091200

4311320
4393715
4393708
4393927

4408256

4404683

4404685

A33671
A41331

A33401

Instrumenty i oprogramowanie

Oprécz recznych metod ekstrakcji na bazie kolumny zgodnie z opisem w
rozdziale Przygotowanie probek, do ekstrakcji RNA mozna stosowaé

ponizszg automatyzacje:

» urzgdzenie Maxwell® CSC (nr kat.: AS6000, Promega)

Mentype® AMLplex@ PCR Amplification Kit zatwierdzono do stosowania z

ponizszymi cyklerami PCR:

= ProFlex PCR System (nr kat.: 4484073 (3 bloki probek 32-otworowe),
4484075 (blok prébek 96-otworowy); Thermo Fisher Scientific
= GeneAmp® PCR System 9700 Silver (wycofany, Thermo Fisher

Scientific)

= Mastercycler nexus gradient (nr kat.: 6331000017, Eppendorf AG)
= Mastercycler ep-S (wycofany, Eppendorf AG)
= Biometra Tadvanced (nr kat.: 846-2-070-211; Analytik Jena)

AMLIFUO02v2pl
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Mentype® AMLplex@ PCR Amplification Kit

Zastosowanie cykleréw PCR innych niz podane wczesniej musi zostaé
zatwierdzone przez uzytkownika. Muszg by¢é spetnione ponizsze
specyfikacje:

= Podgrzewana pokrywka
= Blok odpowiedni do ptytek/rurek reakcyjnych 200 uL
= Narastanie regulowane do 4 °C/s

Mentype® AMLplex@ PCR Amplification Kit zatwierdzono do stosowania z
ponizszym instrumentem i ustawieniami:

= Applied Biosystems 3500 Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific),
oprogramowanie wersja 4.0.1
o POP-4™ Polymer dla 3500/3500xL Genetic Analyzer
o POP-7™ Polymer dla 3500/3500xL Genetic Analyzer
o 3500 Genetic Analyzer 8-Capillary Array 36 cm
o 3500 Genetic Analyzer 8-Capillary Array 50 cm
= SeqgStudio™ Genetic Analyzer (Thermo Fisher  Scientifc),
oprogramowanie wersja 1.2.4

Analiza danych zostata wykonana z oprogramowaniem:

= GeneMapper™ ID-X software, wersja 1.6 (Thermo Fisher Scientifc),
stosowanie wtasciwego produktu:

o Analysis Methods: AMLplexIVD_Analysis1_v1x porzgdek
AMLplexIVD_Analysis4_v1x porzadek
AMLplexIVD_Analysis7_v1x

o Bins: AMLplexIVD_Bins1_v1x porzadek
AMLplexIVD_Bins4_v1x porzgdek AMLplexIVD_Bins7_v1x

o Panels: AMLplexIVD_Panel1_v1x porzadek
AMLplexIVD_Panel4_v1x porzadek
AMLplexIVD_Panel7_v1x

o Size Standard: BTO_60-550_v1x

Ocena reczna plikbw fsa Ilub wszelkich wynikébw podanych w
oprogramowaniu dla gromadzenia danych bez oprogramowania opisanego
do analizy danych i oceny nie jest zatwierdzona.

AMLIFUO02v2pl 12



Mentype® AMLplex@ PCR Amplification Kit

Nalezy sie upewni¢, ze wszystkie stosowane instrumenty

zostaly  zainstalowane, skalibrowane, sprawdzone i

1 konserwowane zgodnie z instrukcjami oraz zaleceniami
producenta.

Proébki i prébki testowe

Ponizsze prébki zostaly zatwierdzone z Mentype® AMLplex® PCR
Amplification Kit :

= probki krwi zylnej peryferyjnej cziowieka (EDTA, cytrynian, heparyna i
stabilizator RNA Exact), przechowywane w temp. 4 °C i przetwarzane
dla oczyszczania RNA w ciggu 24 godz.

=  Probki szpiku kostnego (EDTA, heparyna), przechowywane w temp.
4 °C i przetwarzana dla oczyszczania RNA w ciggu 24 godz.

Uzyskany RNA nalezy przechowywac¢ nierozcienczony w temp. -85 °C do
-70 °C.

Py Nalezy sie upewni¢, ze antykoagulant stosowane do
1 gromadzenia krwi jest zgodny z instrukcjami producenta
zestawu izolacyjnego RNA.

Ostrzezenia i srodki ostroznosci

= Przed uzyciem produktu przeczyta¢ uwaznie instrukcje obstugi.

» Przeczyta¢ karty charakterystyki (SDS) i stwierdzenia niedotyczgce
zagrozen (NHS) dla wszystkich produktow BIOTYPE, ktére sg dostepne
na zgdanie lub na (www.biotype.de/en/sicherheitsdatenblatter). W
przypadku produktow, ktére nie wymagajg SDS, poniewaz nie zawierajg
SVHC lub podlegajg innym ograniczeniom rozporzgdzenia 1272/2008
(CLP), BIOTYPE dostarcza SDS na zadanie.

= Nalezy skontaktowaé sie z producentami materiatdbw i odczynnikéw
wymaganych, ale nie dostarczonych do kopii SDS dla wszystkich
dodatkowo potrzebnych odczynnikow.
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= Komponenty zestawu réznych partii zestawdw nie mogg by¢ mieszane.
= Podwielokrotnianie komponentéw zestawu do innych naczyn
reakcyjnych nie jest dozwolone.
= Stosowanie tego produktu jest ograniczone dla profesjonalnych
uzytkownikow laboratoriow w technikach genetycznych molekularnych,
PCR multipleksowych i korzystania z Genetic Analyzers z Thermo Fisher
Scientific.
= Przed pierwszym uzyciem nalezy sprawdzi¢ produkt i jego komponenty
w nastepujgcym zakresie:
o integralno$é
o kompletnos¢ w odniesieniu do liczby, typu i napetienia (patrz
rozdziat Dostarczone materiaty)
prawidtowe oznaczanie
o zamrozenie po dostarczeniu (z wyjgtkiem Multi Tag 2 DNA
Polymerase)
= Prébki powinny by¢é zawsze traktowane jako zakazne i/lub
bioniebezpieczne zgodnie z bezpiecznymi procedurami laboratoryjnymi.
= Nie uzywac zestawu, ktérego data waznosci uptyneta.
= Usuwaé odpady z prébek i testow zgodnie z lokalnymi przepisami
bezpieczenstwa i utylizacji.
=  Wszystkie stosowane instrumenty zostaty zainstalowane, skalibrowane,
sprawdzone i konserwowane zgodnie z instrukcjami oraz zaleceniami
producenta.

Uwaga dla uzytkownika

Wszystkie problemy, jakie sie pojawiajg w odniesieniu do produktu,
uzytkownik musi zgtasza¢ producentowi. Wszystkie powazne zdarzenia
powigzane z tym zestawem muszg by¢ zgtaszane do producenta i
odpowiednich organéw panstw cztonkowskich, ktorych przebywa uzytkownik
i/lub pacjent. Podsuwanie bezpieczenstwa i skutecznosci (SSP) zostato
utworzone zgodnie z art. 29 rozporzadzenia (EU) 2017/746 i przeznaczone
dla zapewnienia dostepu publicznego przez baze danych EUDAMED do
zaktualizowanego podsumowania danych bezpieczenstwa i skutecznosci
urzgdzenia wyznaczonym uzytkownikom, w przypadku tego produktu tylko
pracownicy laboratorium.
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Procedura

Przeglad eksperymentalnego przebiegu pracy

. . :: Prébkowanie, izolacja i
Rzyogiowanielpiubek kwantyfikacja RNA, synteza cDNA
. . . Rozmrozié¢ wode, bufor, enzym, Rozmrozi¢ pozytywny element
PrZngtowe.‘me mleszankl :> mieszanke startera, mieszankg, I::) kontrolny, rozcienczy¢ 1:5,
gtownej odwirowaé wymieszaé, odwirowac
v
U Wytworzy¢ mieszanke gtowng
zgodnie ze schematem
Amplifikacja PCR pipetowania
4L Podwielokrotni¢, dodac probki i
] elementy kontrolne
Przygotowanie produktéw
PCR
Przygotowaé mieszanke
i &ni denaturacji: wymiesza¢ HiDi™ Denaturowac produkty PCR i
Analiza diugosci fragmentu :> Formamide i DNA Size Standard :> drabinke alleliczng
550 (BTO)

Przygotowanie probek

Wymagania surowych prébek

Legenda

Obszar bez

Obszar szablonu

Probka dla Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit jest zdefiniowana
jako cDNA transkrybowane z RNA ekstrahowanego z krwi petnej zylnej
peryferyjnej lub szpiku kostnego pobranego od ludzi.

Zalecamy stosowanie odczynnikow dla

stabilizacji

RNA podczas

gromadzenia prébek. Stabilizatory RNA pomagajg zachowac integralnos¢
RNA (np. S-Monovette RNA Exact). 1zolacje RNA nalezy przeprowadzic¢
niezwtocznie po pobraniu probki.

AMLIFUO02v2pl
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Diugie przechowywanie materiatu surowych probek moze

powodowaé fragmentacje materiatu genetycznego i w efekcie

skutkowa¢ niedostateczng jakoscig materialu. Moze to

1 pogarszaé wyniki analizy, np. z powodu zmniejszonych
sygnatéw lub nieprawidtowych wewnetrznych elementow
kontrolnych.

Krew

Pobra¢ co najmniej 200 uL probki peryferyjnej petnej krwi zylnej dla
ponizszej procedury.

Wykorzystanie peryferyjnej petnej krwi zylnej powinno by¢ zgodne z
zaleceniami Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) guideline
MMO05-A2 (2 edition), gdzie stwierdzono, ze peing krew mozna
przechowywac w temperaturze pokojowej (22 °C do 25 °C) do 24 godzin lub
od 2 °C do 6 °C przez 72 godziny lub wiecej. Ponadto zaleca sie, aby
antykoagulantami stosowanymi do pobierania krwi petnej, byty EDTA,
cytrynian lub heparyna.

Szpik kostny
Pobra¢ co najmniej 200 pL prébki szpiku kostnego dla ponizszej procedury.

Korzystanie z aspiratéw szpiku kostnego powinno by¢ zgodne z zaleceniami
CLSI guideline MMO05-A2 (2 edition), gdzie stwierdzono, ze
antykoagulowane (EDTA lub cytrynian) aspiraty szpiku kostnego powinny
by¢ przechowywane i transportowane w temp. 4 °C. RNA powinno by¢
ekstrahowane w ciggu 1-4 godz. po prébkowaniu, aby uzyskaé najlepsze
rezultaty.

Ekstrakcja RNA

Wykonac ekstrakcje i oczyszczanie RNA z aspiratéw peryferyjnej krwi petnej
(PB) lub szpiku kostnego (BM) z jednym z ponizszych zestawodw:

= RNeasy® Midi/ Mini/ Plus Mini Kit (Qiagen GmbH) dla antykoagulantéw
EDTA, cytrynianu i heparyny w BM i PB
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NucleoSpin® Dx RNA Blood (Macherey-Nagel) dla stabilizatora RNA
Exact w PB

Maxwell® CSC RNA Blood Kit (Promega) dla antykoagulantow EDTA i
heparyny w BM

Postepowaé¢ godnie z zaleceniami i instrukcjami producenta w zakresie
ekstrakcji RNA. Zaleca sie przeprowadzenie trawienia DNase podczas
izolacji zgodnie z instrukcjami producenta.

Zanieczyszczenie krwi mozna wykry¢ wzrokowo w reakcji
PCR Ilub w izolowanym RNA przez zmiane koloru

A pomaranczowego. W przypadku zauwazenia zmiany koloru
zalecamy powtérzenie izolacji RNA, aby unikngc
potencjalnych zakitécen

Upewnic¢ sie, ze wyeliminowano wszystkie slady etanolu przed
elucja kwasu nukleinowego. Etanol jest silnym inhibitorem
PCR.

Kwantyfikacja i rozcienczanie RNA

Kwantyfikacja stezenia RNA przez spektroskopie UV/VIS przy 260 nm za
pomocg NanoDrop spectrophotometer lub spektroskopie fluorescencyjng za
pomocg Qubit™ Fluorometer.

W przypadku stosowania spektrofotometrii nalezy korzysta¢ z bufora elucji z
zestawu ekstrakcji RNA do mierzenia $lepych prob. Wspétczynnik
A260/A280 powinien byé w zakresie 1,9 - 2,1, natomiast wspétczynnik
A260/A230 powinien by¢ w zakresie 1,8 — 2,3.

Dla kwantyfikacji fluorometrycznej RNA nalezy uzy¢ Qubit™ Fluorometer z
Qubit™ RNA HS Assay-Kit lub Qubit™ RNA BR Assay-Kit .

W przypadku stosowania z Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit
nalezy rozcienczy¢ préobki RNA do odpowiedniego stezenia dla pdzniejsze;j
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transkrypcji do cDNA. Przygotowac¢ rozcienczenie swiezo przed uzyciem.
Uzywac wody bez nukleazy jako rozciehczalnika.

Zakres wejsciowy dla transkrypcji do cDNA jest zgodny z

instrukcjami producenta zestawu transkrypcji. Stosowanie

100 ng - 1 ug RNA w objetosci ostatecznej reakcji 20 pL dla

1 syntezy cDNA jest zatwierdzone dla obydwu typdw prébki.
Zalecamy stosowanie optymalnie 500 ng dla szpiku
kostnego i 1 ug dla krwi peryferyjnej.

Przechowywanie RNA

Przechowywac nierozciefczone prébki RNA w wodzie bez RNAse w temp.
-25 °C do -15 °C do 24 godzin lub -85 °C do -70 °C przez maksymalnie rok.

Transkrypcja do cDNA

Wykonaj synteze cDNA zgodnie z instrukcjami producenta, uzywajgc
jednego z ponizszych zestawow:

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

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

*zalecane dla niewielkiej ilosci RNA

Inaktywacja cieplna odwrotnej transkryptazy ma kluczowe
A znaczenie do skutecznosci PCR. Szczegéty podano w

instrukcji producenta.

Przechowywanie cDNA

Przechowywac prébki cDNA w temp. -25 °C do -15 °C przez maksymalnie
rok.
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Przygotowanie elementu kontrolnego

Pozytywny element kontrolny (PC)

Rozmrozi¢ Mentype® AMLplex®S Positive Control, zhomogenizowaé przez
ostrozne mieszanie i pozniejsze szybkie wirowanie.

Rozcienczyé Mentype® AMLplex@ Positive Control 1:5 przy pomocy
Nuclease-Free Water dotgczonego w zestawie. Np. mieszanka 1 pL
elementu kontrolnego z 4 uL Nuclease-Free Water.

Homogenizowac¢ rozcienczony PC przez ostrozne mieszanie. Nastepnie
szybko odwirowac rozcienczony PC (ok. 5 s).

Nie przechowywac rozcienczonego pozytywnego elementu kontrolnego.

e Zawsze stosowac $wiezy rozcienczalnik Mentype® AMLplex@S
1 Positive Control.

Element kontrolny bez szablonu (NTC)

Zastosowa¢ wode bez nukleazy dotgczong w zestawie jako element
kontrolny bez szablonu NTC zamiast prébki.

Konfiguracja gtéwnej mieszanki

Usunag¢ i rozmrozi¢ ponizsze komponenty z Mentype® AMLplex® PCR
Amplification Kit :

= Nuclease-Free Water (jasnoniebieski korek)

= Reaction Mix A (fioletowy korek)

=  Mentype® AMLplex®S Primer Mix (czerwony korek)
= Multi Taq 2 DNA Polymerase (biaty korek)

Wszystkie zamarzniete komponenty muszg zosta¢ rozmrozone w
temperaturze pokojowej (22 °C do 25 °C, ok. 30 min, z zabezpieczenie przed
Swiattem) i homogenizowane przed odwrécenie rurek, pipetowanie lub
delikatne mieszanie. Nastepnie szybko odwirowa¢ odczynniki (ok. 5 s).
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Przed konfiguracjg mieszanki gtéwnej zaleca sie trzymanie Multi Tag 2 DNA
Polymerase w chtfodnym Srodowisku jak najdtuzej (np. w lodéwce).

ﬁ Miesza¢ Multi Taq 2 DNA Polymerase przez strzepywanie, aby

uzyskac dtuzszg stabilno$¢ — nie miesza¢ enzymu.

Przygotowa¢ PCR mieszanke gtéwng zgodnie z Tabela 4 w rurce
mikrowirébwki o odpowiednim rozmiarze dla tacznej liczby prébek
testowanych w wyznaczonym obszarze czystym. Uwzgledni¢ co najmniej
jeden PC i jeden NTC w swoich obliczeniach.

Ogodlna zasada jest taka, ze w przypadku testowania mniej niz

Py 10 prébek nalezy stosowaé dostateczng ilos¢ mieszanki

1 gtéwnej dla jednej dodatkowej prébki. W przypadku testowania

10 lub wiecej probek, nalezy uzy¢ nadmiernej objetosci
mieszanki gtéwnej odczynnika +10 %.

Tabela 4 PCR Konfiguracja reakcji mieszanki gtéwnej

Objetos¢
Komponent #1 #5 ) ‘
Nuclease-Free Water* 16,1 L 80,5 uL 161,0 yL
Reaction Mix A 5,0 uL 25,0 uL 50,0 yL
Mentype® AMLplex®S Primer Mix 2,5 uL 12,5 uL 25,0 uL
Multi Tag 2 DNA Polymerase 0,4 L 2,0 uL 4,0 uL
Szablon cDNA lub probka kontrolna* 1,0 pL 5x1,0 uL 10 x 1,0 L
taczna objetosé 25,0 uL 125,0 pL 250,0 uL

*Wejscie szablonu mozna zwigkszy¢ do 2 pL, dla tej objetosci konieczne jest wyregulowanie
wody bez nukleazy.

Wymieszaé mieszanke gtdbwng przez delikatne mieszanie, a nastepnie
szybkie odwirowanie.
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Podwielokrotni¢ 24,0 uL mieszanki gtéwnej PCR w przygotowanych rurkach
200 pL PCR i szybko odwirowaé w zamknietych rurkach.

Stosowanie szablonéw i elementéw kontrolnych cDNA

Doda¢ 1,0 yL ponizszych typéw prébek do przygotowanych rurek PCR
zawierajgcych mieszanke gtéwng PCR.

NTC: dodac¢ 1,0 uL Nuclease-Free Water zamiast probki.
Szablon cDNA: doda¢ 1,0 uL nierozcienczonych préobek cDNA.

PC: doda¢ 1,0 yL Swiezo przygotowanego, rozcienczonego 1:5 Mentype®
AMLplex@S Positive Contro zamiast prébeki.

Py Najpierw przygotowa¢ NTC, aby unikng¢ zanieczyszczenia
1 elementu kontrolnego. Przygotowa¢ PC na koniec, aby
unikng¢ zanieczyszczen krzyzowych prébek.

Stosowac co najmniej jeden pozytywny element kontrolny PC
A i jeden element kontrolny bez szablonu NTC na cykl. W innym
przypadku nie bedzie mozna zatwierdzi¢ cyklu.

Zamkng¢ wszystkie rurki PCR, delikatnie wymieszac i odwirowac.

Amplifikacja PCR

Zaprogramowac cykler PCR z ponizszym profilem amplifikacji, upewnic¢ sieg,
ze to ustawiono narastanie do 4 °C/s. Wykona¢ ,,gorgce uruchomienie” PCR
w celu aktywowania polimerazy i niedopuszczenia do powstania
niespecyficznych produktéw amplifikaciji.
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Stosowanie skalibrowanych i dobrze utrzymanych cykleréw

PCR ma kluczowe znaczenie, poniewaz odchylki moga

1 negatywnie wplyngé na amplifikacje wrazliwych celow, np.
KMT2A::MLLT4.

Tabela 5 Protokét PCR

Temperatura Czas

96°C 4 min (gorgce uruchomienie w celu aktywacji polimerazy)
96°C 30s

60°C 120 s 25 cykli

72°C 75s

68°C 10 min*

10°C © wstrzymanie

* W przypadku zauwazenia wyzszej liczby negatywnych szczytéw adeniny (-1 bp), mozliwe jest
rozszerzenie do 60 min.

Jesli stosowaC¢ sg cyklery termiczne z regulowanymi
wielkosciami ogrzewania i chtodzenia, narastanie nalezy
wyregulowac do 4 °C/s, aby zapewni¢ optymalng rownowage
zestawu.

Py Podstawowe informacje dotyczace konfiguraciji,
1 programowania i konserwacji réznych instrumentéw PCR
znajdujg sie w instrukcji obstugi danego instrumentu.
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Kapilarna elektroforeza zelowa

Przygotowanie produktéw PCR

Po wykonaniu PCR nalezy szybko usungc¢ prébki z cyklera i wirdwki.

Py Po wykonaniu PCR produkty PCR mozna przechowywac
1 przez 4 tygodnie w temp. od 2 °C do 8 °C lub dtugo w temp.
od -25 °C do -15 °C zabezpieczone przed Swiattem.

Rozmrazanie, mieszanie i wirowanie odczynnikdw:

= Hi-Di™ Formamide (niezawarte w zestawie)
= Mentype® AMLplex®S Allelic Ladder (zielony korek)
= DNA Size Standard BTO (550) (pomaranczowy korek)

Przygotowac¢ mieszanke denaturacji opisang w Tabela 6 i doda¢ jedng lub
dwie reakcje, aby skompensowaé roéznorodnosé pipetowania. Dotgczyé
dodatkowag reakcje dla drabinki alleiczne;j.

Tabela 6 Mieszanka denaturacji

Komponent Objetos¢ na reakcje

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

Pipeta 12,0 uL mieszaniny denaturacji w otworach ptytki PCR (odpowiedniej
do uzycia w Genetic Analyzer).

Doda¢ 1,0 yL produktu PCR lub 1,0 uL Mentype® AMLplex®S Allelic Ladder
do otwordéw. Uszczelni¢ ptytke PCR odpowiednig folig, wymieszac i
odwirowac ptytke szybko.
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Drabinka alleliczna jest stosowana do prawidiowego

Py okreslania fragmentéw analizowanych w trakcie analizy

1 danych. W kazdym cyklu analizy dtugosci fragmentu drabinka

alleliczna musi by¢ analizowana co najmniej raz, aby zapewni¢
skuteczng analize danych.

Kapilary urzagdzenia do elektroforezy zelowej nigdy nie moga

pracowa¢ na sucho. JeSli prébki nie zajmujg wszystkich
pozycji kapilarnych, nalezy napetni¢ dodatkowe otwory ptytki

12,0 pL Hi-Di” Formamide zgodnie z numerem kapilary.

Denaturowa¢ przygotowane produkty PCR na cyklerze PCR przez 3 minuty
w temp. 95 °C, a nastepnie schiodzi¢ prébki do 4 °C w cyklerze. Wirowaé
probki szybko przez analizg dtugo$ci fragmentu.

Analiza diugosci fragmentu

Przed wykonaniem pierwszej analizy dtugosci fragmentu uruchomié
Matrix Standard BT5 multi (BIOTYPE GmbH), aby wykonaé wyréwnanie
spektralne stosowanych barwnikéw fluorescencyjnych Mentype® AMLplex®S
PCR Amplification Kit (6-FAM™, BTG, BTY, BTO).

Przestrzegaé instrukcji obstugi Matrix Standard BT5 multi w

zakresie  tgj instalacjii. Sg one dostepne na

1 www.biotype.de/en/ifus lub na Zzgdanie pod adresem
support@biotype.de od BIOTYPE GmbH.

Po pomysinym wykonaniu Matrix Standard BT5 multi nalezy zaimportowaé
podane ustawienia instrumentu dla 3500 Genetic Analyzer zgodnie z opisem
w Tabela 7 (www.biotype.de/en/template-files).
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Tabela 7 zawiera pliki dla Genetic Analyzers
(www.biotype.de/en/template-files)

3500 Series Genetic Analyzer

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

Assa
4 POP-7™, 50 cm capillary array:

AMLplexIVD_Assay750.xml

Specyfikacje wymaganego protokotu instrumentu opisano w Tabela 8. Tylko
opisane parametry powinny by¢ regulowane, inne parametry powinny
pozosta¢ w domysinym ustawieniu. Przestrzega¢ instrukcji obstugi
producenta do zastosowania okreslonych parametréw dziatania.

Tabela 8 Parametry dla modutow dziatania réznych urzadzen kapilarnej
elektroforezy zelowej

Injection Injection Run Voltage Run Time

Voltage [kV] Time[s] [kV] [s]

Macierz
kapilarna 36 cm:

. 15
3500 Series 3.0 8 1560
Genetic Analyzer Macierz

kapilarna 50 cm:
19.5

SeqStudio™

Genetic Analyzer 2 10 9 1560
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W przypadku réznic od wartosci podanych w Tabela 8 czas cyklu mozna
regulowac, aby upewni¢ sie, ze wszystkie fragmenty (60-550 bp) DNA Size
Standard 550 (BTO) zostaty przeanalizowane.

Aby skonfigurowac¢ Size Standard protocol, ponizsze rozmiary dla DNA Size
Standard 550 (BTO) nalezy przyporzgdkowac do panelu pomaranczowego:

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 i 550 bp.

BIOTYPE GmbH dostarcza okreslone szablony dla tatwej
Py instalacji konkretnych ustawien cyklu przy analizie dtugoéci
1 fragmentu, a takze szablony analizy do fatwej konfiguracji

oprogramowania GeneMapper™ ID-X. Te szablony sa

dostepne do pobrania: www.biotype.de/en/template-files.

Analiza danych

Ogodlna procedura analizy danych

- Patrz rozdziat Ogélne zatwierdzenie cyklu
1. Sprawdzi¢ waznosc
cyklu

v

2. Sprawdzi¢ waznosc
probki

A

3. Ewaluacja prébki + Patrz rozdziat Analiza probki

- Patrz rozdziat Analiza probki
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Ogdlne zatwierdzenie cyklu

+ Prawidtowy rozmiar DNA Size Standard 550
1. Prawidlowa (BTO) =2 50 RFU
drabinka alleliczna | « Prawidtowa wysokosé szczytowa = 400 RFU

{} + Wystepujg wszystkie oczekiwane szczyty
. + Prawidtowy rozmiar DNA Size Standard 550
2. Prawidtowy (BTO) = 50 RFU

pozytywny element | Prawidtowa wysokos¢ szczytowa = 400 RFU
kontrolny PC +  Wystepujg wszystkie oczekiwane szczyty

A

3. Prawidtowy + Prawidtowy rozmiar DNA Size Standard
element kontrolny 5§0 (BTO) = 50 RF,U
bez szablonu NTC | = Nie wykryto szczytow = 400 RFU

Nalezy przeanalizowac caty zakres pomiarowy od 50 bp do
1 560 bp, aby oceni¢ waznos$¢.

DNA Size Standard 550 (BTO)

Znalezienie dokfadnej dtugosci produktéw amplifikowanych zalezy od typu
urzadzenia, warunkéw elektroforezy, a takze od stosowanego
standardowego rozmiaru DNA. Ze wzgledu na ztozonos$¢ niektorych celow,
okreslanie rozmiaru powinno by¢ oparte na réwnomiernie dystrybuowanych
odniesieniach.

Sprawdzi¢ DNA Size Standard 550 (BTO) we wszystkich prébkach pod
katem ponizszych kryteriow:

=  Obecnos$¢ wszystkich fragmentéw na: 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 i 550 bp (patrz Rysunek 1)

=  Wszystkie fragmenty sg obecne z 2 50 RFU

= Wspotczynnik okreslania R2 > 0,995
(patrz Size Match Editor z GeneMapper™ ID-X)

= Fragmenty nie zmniejszajg sie ciggle na wysokosciach szczytowych z
coraz wiekszg dtugoscig fragmentu.
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Rysunek 1 Elektroferogram fragmentéw DNA Size Standard 550 (BTO),
z dtugo$ciami w bp
Mentype® AMLplex®S Allelic Ladder

Po zapewnieniu prawidtowego standardu rozmiaru nalezy sprawdzié, czy
wszystkie szczyty w drabince allelicznej sg obecne z 2 400 RFU.

° Mentype® AMLplex® Allelic Ladder obejmuje jeden szczyt dla
1 kazdego wykrywanego celu. Nalezy poréwnac¢ allele z
zatgcznikiem Rysunek 2.

Mentype® AMLplex® Positive Control (PC)

Po zapewnieniu prawidtowego standardu rozmiaru nalezy upewnic sie, ze
wszystkie specyficzne szczyty dla PC sg obecne z 2400 RFU. Mentype®
AMLplex® Positive Control, ktory jest w zestawie testowym, reprezentuje
ponizsze cele (patrz Tabela 9).

Tabela 9 Szczyty elementu kontrolnego w Mentype® AMLplex®S
Positive Control

Panel Szczyt elementu kontrolnego

= QS-Control
ovoss ] B
=  ABL-Control
Zielony = KMT2A-PTD_e11e3
Z6tty = PML:RARA_bcr3
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° Mentype® AMLplex® Positive Control zawiera co najmniej
1 jeden szczyt dla kazdego uzywanego panelu. Nalezy

poréwnac allele z zatgcznikiem Rysunek 3.

No template control (NTC)

Po zapewnieniu prawidtowego standardu rozmiaru nalezy sprawdzic, czy nie
sg wykrywane szczyty wszystkie szczyty 2 400 RFU w NTC (patrz rowniez

zatgcznik Rysunek 4).

Przy stosowaniu GeneMapper ID-X razem z dostarczonymi
° plikami szablonu dla metody analizy szczyty <400 RFU w
1 prébkach Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit nie sg
automatycznie przypisywane do nazwy alleli, co pomaga w
tatwej ocenie NTC.

Artefakty, takie jak mate krople barwnika, mogg wystepowac

e bardziej ewidentnie w NTC. Ze wzgledu na szerokg baze

1 szczytdw, nietypowy ksztatt szczytu i brak przypisania szczytu
moze doj$¢ do roznic od szczytow amplikonu.
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Analiza probki

Analiza danych przeptywu pracy

Patrz rozdziat DNA Size Standard 550

1. Prawidtowy (BTO)

rozmiar DNA Size
Standard (BTO)

z

« Wewnetrzne elementy kontrolne:

2. Prawidiowe QS-Control 2 400 RFU
WYSOKOSCi ABL-Control 2 400 RFU
szczytowe « Docelowa wysokos¢ szczytowa = 400 RFU,
{} brak szczytéw podcigganych

« Prawidlowa liczba wykrytych
translokaciji:

3. Prawidiowos¢ wykryto maks. 2 konkretne cele

Jesli wykrywanie wielu celéw przekracza punkt graniczny lub
Py jesli  wystepujg niepewnosci, nalezy sprawdzi¢ czesc
1 Rozwigzywanie probleméw (np. liste znanych pofgczen
sygnatu) lub skontaktowa¢ sie z dziatem obstugi klienta pod
adresem support@biotype.de.

Przy stosowaniu GeneMapper™ ID-X software razem ze specyficznymi
szablonami  dostarczonymi przez BIOTYPE GmbH podstawowe
zatwierdzenie odbywa sie automatycznie.

Po sprawdzeniu wazno$ci cyklu i prébki nalezy oceni¢ dane prébki.

Mentype® AMLplex®S jest testem wylgcznie jakosciowym.
A To zastosowanie nie jest przeznaczone do kwantyfikowania
liczby kopii lub monitorowania choroby resztkowej (MRD).
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W przypadku stosowania szablonéw oceny BIOTYPE GmbH i pomysinej
oceny drabinki allelicznej cyklu, wykrywane fragmentu PCR sg nazywane
automatycznie. Przeglad dtugosci fragmentéw produktéw PCR znajduje sie
w ponizszej Tabela 10.

Tabela 10 Przeglad diugosci fragmentéw translokacji w Mentype®

AMLplex® Allelic Ladder na polimerze POP-4™. t Dwa amplikony dla wariantu
KMT2A::MLLT3_6A; * mimo ze ten wariant jest wykrywany z Mentype® AMLplex®® PCR
Amplification Kit,, rézna dtugos¢ amplikonu (ok. 173 bp) zapobiega automatycznej alokacji

Panel/ translokacja I{JbI:]gos'é Panel / translokacja ::)I:]goéé
FAM Panel (kanat niebieski) BTG Panel (kanat zielony)
CBFB::MYH11_TypeG 63 DEK::NUP214 78
CBFB::MYH11_Typel 66 KMT2A-PTD_e9e3 87
QS-Control 72 KMT2A:MLLT3_6A_St 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 |
MLLT10_240::PICALM_2092 265 KMT2A::MLLT3_6A_ Lt 497

| CBFB::MYH11_TypeA 271 BTY Panel (kanat z6tty) |
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_1987 371
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Panel/ translokacja Dlugose  panel/ translokacja T
[bp] [bp]
'BCR:ABL_efa2 380
NPM1:MLF1 389 |
CBFB::MYH11_TypeB 485 |

| ABL-Control 519 |

Analiza danych z GeneMapper™ ID-X

Przygotowanie GeneMapper™ ID-X software

Ogdlne instrukcje zastosowania i analizy prébek w tym oprogramowaniu
opisano w instrukcji uzytkownika GeneMapper™ ID-X Software.

Alokacja alleli powinna zosta¢ przeprowadzona z oprogramowaniem do
analizy GeneMapper™ ID-X w potgczeniu z plikami szablonu Mentype®
AMLplex@ PCR Amplification Kit z BIOTYPE GmbH. Pliki szablonu
BIOTYPE (patrz Tabela 11) sg dostepne na stronie internetowej
(www.biotype.de/en/template-files) do pobrania lub na zgdanie pod adresem
support@biotype.de. Przeptyw pracy analizy z wykorzystaniem
GeneMapper™ ID-X software przedstawiono w Taela 12.

Tabela 11 Szablony BIOTYPE GmbH dla GeneMapper™ ID-X Software,
szablony specyficzne dla '"POP-1™, 2POP-4™ and 3POP-7™ polymer

Szablon Nazwa szablonu

AMLplexIVD_Panel1_v1x’

Panels* AMLplexIVD_Panel4_v1x? lub wersja wyzsza
AMLplexIVD_Panel7_v1x®

AMLplexIVD_Bins1_v1x'

BinSets* AMLplexIVD_Bins4_v1x2 lub wersja wyzsza
AMLplexIVD_Bins7_v1x3

Size Standard* BTO_60-550_v1x lub wersja wyzsza
AMLplexIVD_Analysis1_v1x'

Analysis Method* AMLplexIVD_Analysis4_v1x? |yp wersja wyzsza

AMLplexIVD_Analysis7_v1x3

Plot Settings PlotsBT5_4dyes
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Szablon Nazwa szablonu

Table Settings Table for 2 Alleles
Table for 10 Alleles

*Te szablony muszg by¢ zawsze stosowane do analizy danych. Inne pliki
szablonu sg opcjonalne.

Import i wywotanie alleli z dostarczonymi plikami szablonu jest
gwarantowany tylko w przypadku stosowania
GeneMapper™ ID-X software. W przypadku stosowania

° GeneMapper™ software moga wystgpi¢ problemy z importem

1 niektorych plikdbw szablonu. Konieczne moze byé ustawienie
Panels i Bins z jednym lub wiekszg liczbg cyklu drabinki
allelicznej przy specyficznej konfiguracji instrumentu. Aby
uzyska¢ pomoc, nalezy sie z nami skontaktowac
(support@biotype.de).

Taela 12 Przeptyw pracy analizy danych z GeneMapper™ ID-X

Nr lkona Krok roboczy
1 Przygotowanie oprogramowania
Panel Manager
Zaimportowac dostarczone pliki szablonéw dla Panels i Bins
GeneMapper™ ID-X Manager
Zaimportowaé dostarczony szablon dla Analysis Method i Size
Standard

2 Import probki

Add Samples to Project
- przegladac¢ pod katem folderu cyklu, wybra¢ i Add to List >
Add

3  Analiza prébki
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Nr lkona Krok roboczy

Wybra¢ ponizsze wiasciwosci w odpowiednich kolumnach
arkusza probki i wybra¢ Analyze.
Nazwa

kolumny
Drabinka alleliczna, pozytywny element
Sample
kontrolny, negatywny element kontrolny lub
Type .
prébka
> . s .
Analysis Wybrac wczesniej zaimportowany
Method szablon
BIOTYPE AMLplexIVD_Analysis_v1x
Panel Wybrac wczesniej zaimportowany
BIOTYPE template AMLplexIVD_Panel_v1x
Size Wybrac wczesniej zaimportowany
Standard BIOTYPE template BTO_60-550_v1x

4 Sprawdzenie elementow kontrolnych

Sprawdzenie waznosci elementéw kontrolnych (drabinka
alleliczna, pozytywny element kontrolny negatywny element

i kontrolny)

LU Przy dostatecznych wysokosciach szczytowych przypisanie
jest wykonywane zgodnie ze specyfikacjami w Analysis
Method

5  Ocena probki

Sprawdzi¢ waznos$c¢ probki.

i Przy dostatecznych wysokosciach szczytowych przypisanie
1L jest wykonywane zgodnie ze specyfikacjami w Analysis
Method
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Przy zastosowaniu dostarczonych plikow szablonu dla

Analysis Method, Bins, Panels i wybraniu wfasciwego typu

prébki waznos¢ tych probek jest sprawdzana przez

oprogramowanie automatycznie. Znaczniki kontroli jakosci

1 SOS (Sample off-Scale), SQ (Sizing Quality), OMR (Outside
Marker Range) powinny mie¢ forme zielonych pdl,
oznaczajacych zaliczenie waznosci.

s BEE s

Stosowa¢ Size Match Editor w GeneMapper™ ID-X do oceny
Py rozmiaru standardowego. Jesli automatyczne wywotanie
1 fragmentu nie  powiedzie sie, elementy potrdjne
80/90/100 bp i 240/250/260 bp mozna stosowaé dla
orientacji w recznym przypisaniu szczytu.

Rozwigzywanie problemoéw

Aby uzyska¢ dokfadnie i niezawodne wykrywanie celéw, nalezy
przeprowadzi¢ analize po PCR, w tym automatyczne przypisanie celow i
zatwierdzenie, z wykorzystaniem zatwierdzonego GeneMapper ID-X
software w potgczeniu z plikami szablonu BIOTYPE. W razie niepewnosci
nalezy skontaktowa¢ sie pod adresem support@biotype.de.

Szczyty podciggane

Szczyty podciggane mogg wystgpi¢, jesli wysokosci szczytu sg poza
liniowym zakresem wykrywania lub jesli zastosowano nieprawidiowg
matryce. Pojawiajg sie one w pozycjach specyficznych szczytéw w kanatach
o innych kolorach, w szczegdlno$ci z niewielkimi intensywnosciami sygnatu.
Ten efekt nalezy uwzgledni¢ w przypadku wysokich profili amplifikacji w
ponizszych celach:
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= PML::RARA bcr3 (kanat zétty) powoduje szczyt podciggany w
KMT2A::ELL_e10e2 (kanat zielony)

=  RUNX1:RUNX1T1 (kanat niebieski) powoduje szczyt podciggany w
KMT2A::MLLT4 (kanat zielony, tylko wtedy, gdy zastosowano POP-7 ™
Polymer )

Dodawanie nukleotydéw niezalezne od szablonu

Ze wzgledu na aktywnos¢ terminalnej transferazy, Multi Taqg 2 DNA
Polymerase ma tendencje do dodawania rodnika adenozyny na koncu 3’
amplifikowanych fragmentéw DNA. Szczyt artefakitu jest o jedng baze
krotszy niz oczekiwano (szczyty -1 bp). Wszystkie startery BIOTYPE sa
przystosowane do minimalizowania tych artefaktéw. Powstawanie
artefaktéw jest dalej ograniczane przez opcjonalne przedtuzenie koncowego
kroku wydtuzenia protokotu PCR przy 68 °C na 60 min. Wysoko$¢ szczytu
artefaktu jest powigzana z liczbg cDNA. Laboratoria powinny definiowaé
indywidualne limity do analizy szczytéw.

Artefakty

Temperatura pomieszczenia moze wplywac na skuteczno$¢ produktéw PCR
na instrumentach wielokapilarowych i wystepujg szczyty dzielone lub szczyty
boczne. Ponadto w niektérych przypadkach mozliwy jest wplyw na
automatyczne przypisanie. Jesli wystgpig te efekty zalecamy wtry$niecie
prébki ponownie przy wyzszej temperaturze pomieszczenia. Zawsze nalezy
rozwazy¢ stosowanie sSwiezych materiatdw eksploatacyjnych zgodnie z
zaleceniami producenta.

Wptyw polimeréow

Mentype® AMLplex@ PCR Amplification Kit zatwierdzono i certyfikowano dla
analizy z POP-4™ polymer. Stosowanie innych polimeréw (jak
POP-7™ Jub POP-1™) zostato zweryfikowane, ale moze wptywaé na
zachowanie cyklu specyficznych produktéw PCR. Ponadto mogg wzrosngé
szumy w tle z powodu réznego zachowania wolnych barwnikéw
fluorescencyjnych.

Odchyiki pipetowania

Analiza solidnos$ci Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit wykazata, ze
zestaw jest wytrzymaty na niewielkie odchytki od opisanego protokotu
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(odchytka +/- 10 %). Srednia odchytka (+/- 20 %) od opisanego protokotu
eksperymentalnego moze by¢ bardziej krytyczna dla analizy. Kluczowe
znaczenie ma zwracanie uwagi na $rednie odchyiki -20 % w komponentach
PCR, poniewaz znacznie zmniejszajg one wysoko$¢ sygnatu. Najbardziej
czute cele w tym konteks$cie to KMT2A::MLLT4 i DEK::NUP214.

Aby  zminimalizowa¢  wszelkie odchyiki, zalecamy stosowanie
skalibrowanych pipet, precyzyjnego pipetowania i doktadnego mieszania.

Niskie szczyty elementu kontrolnego ABL

Wewnetrzny element kontrolny ABL stanowi najdtuzszy amplikon Mentype®
AMLplex® PCR Amplification Kit i dlatego jest kluczowym markerem kontroli
jakosci. W przypadku niskiej wysokosci szczytu ABL-control jedna z
ponizszych przyczyn jest najbardziej prawdopodobna:

Wejscie szablonu za niskie w reakcji: nalezy okresli¢ stezenie RNA i
zwiekszy¢ wejscie syntezy cDNA wedtug koniecznosci.

Fragmentowany RNA, tzn. mniejsze amplikony z celéw, mogg byé
pozytywne, ale brakuje wewnetrznego elementu kontrolnego ABL.
Sprawdzi¢ przeplyw pracy przygotowania prébki dla zanieczyszczenia
RNAse. Fragmentacja RNA moze wystepowaé w zarchiwizowanych
materiatach prébki.

Nieskuteczne synteza cDNA: zapewni¢ zgodnos¢ z instrukcjami producenta
podczas syntezy cDNA. Stosowac jedynie zatwierdzone zestawy syntezy
cDNA zgodnie z opisem w rozdziale Transkrypcja do cDNA.

Probka jest naruszana przez aktywny enzym odwrotnej transkryptazy:
zapewni¢ przestrzeganie instrukcji producenta ze specjalnym odniesieniem
do kroku inaktywaciji cieplnej podczas syntezy cDNA.

Dodatkowe amplikony lub podwdjnie pozytywne

W  przypadku wiekszosci probek pacjenta oczekuje sie wykazania
negatywnego wyniku lub pozytywnego wyniku dla jednej translokacji. Wiecej
niz jedna translokacja jest nietypowym wynikiem i moze wymagac dalszej
weryfikacji. Jednak niektdére kombinacje zostatly zaobserwowane w probkach
pacjenta przed tym w nastepujgcy sposob:

Docelowy BCR::ABL_b2a3 moze pojawic sie ze wzglednie niskg wysokoscig
szczytowg, jesli wystepuje silna amplifikacja dla ABL-control lub innego
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wariantu transkrypcyjnego BCR::ABL (okoto 5-10 % gtéwnego wyniku
docelowego).

Wiadomo, ze KMT2A partial tandem domain (KMT2A-PTD) wystepuje
jednoczesnie z innymi translokacjami i w ztozonych przegrupowaniach, jakie
mogg by¢ pozytywne dla wiecej niz jednego wariantu KMT2A-PTD.

W przypadku stosowania POP7™-Polymer translokacja
CBFB::MYH11_Type A moze powodowaé niespecyficzny sygnat dla
RUNX1::RUNX1T1i CBFB::MYH11_Type F. Szczyt RUNX1::RUNX1T1 jest
przypisywany jako poza drabinkg podczas stosowania polimeru POP4 i
moze zostaé zweryfikowany z wykorzystaniem wiersza komorki ME-1. Oba
niespecyficzne szczyty boczne wykazujg niskg wysokos¢ szczytu RFU w
poréwnaniu z CBFB::MYH11_Type A. W przypadku stosowania POP7TM-
Polymer niespecyficzny szczyt poza drabinkg moze by¢ przypisywany jako
translokacja CBFB::MYH11_Type | z wysokosciami szczytu ponizej 2000
RFU.

Docelowy KMT2A::MLLT4 pojawia sie z dwoma roznymi dlugosciami
amplikonu, w zaleznosci od konkretnej czestosci wystepowania probki
wariantéw transkrypcyjnych. Wiekszos¢ prébek pacjenta wykazuje
amplikony z réznicg dtugosci trzech nukleotyddéw jako szczyt podwéjny w
pojemniku docelowym KMT2A::MLLT4. Jest to prawidtowy wynik, nie sg
konieczne dziatania korekcyjne.

Dowolna translokacja KMT2A moze wystgpi¢ z punktem przetamania w
egzonie 9 (najczesciej) lub egzonie 10 i 11 (rzadko). Kazdy silny szczyt poza
drabing w kanale zielonym moze pochodzi¢ z nietypowej translokacji KMT2A
i moze by¢ weryfikowany innymi metodami.

Docelowy wariant transkrypcyjny KMT2A::MLLT3 6A moze wytwarza¢ dwa
wykrywalne amplikony w przypadku bardzo wysokiego wejscia i bardzo
wysokiej jakosci RNA, powigzane szczyty to 6A_S (short, wymagane) i 6A_L
(long, opcjonalne). Jest to konieczne zjawisko witasciwe w konstrukcji
startera Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit. Jest to prawidtowy
wynik, nie sg konieczne dziatania korekcyjne.

Szczyt poza drabing w kanale z6itym miedzy pojemnikami PML::RARA_bcr1
i bcr3 najprawdopodobniej jest spowodowany przez wariant
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PML::RARA bcr2. Ten cel ma kilka punktéw przetamania w egzonie 6 PML
i dlatego nie moze zostaé przypisany z zadnymi specyficznymi pojemnikami.

Ocena skutecznosci

Czutos¢ analityczna

Typ prébki Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit jest definiowany jako
cDNA transkrybowany z RNA komérkowego wyizolowanego z krwi petnej
zylnej peryferyjnej lub aspiratu szpiku kostnego. W przypadku prébek krwi
RNA w zakresie od 50 ng do 1000 ng mozliwy jest pomiar z dostateczng
wysokoscig szczytu elementu kontrolnego ABL stosowanego podczas tej
zatwierdzonej oceny skutecznos$ci cDNA synthesis kits SuperScript™ 1V
First-Strand Synthesis System (Thermo Fisher Scientific) i High-Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific). Zaktadajgc
wydajnos¢ transkrypcji 100 %, skutkuje to zakresem stezenia cDNA
2,5 ng/uL do 50 ng/pL; 1 uL cDNA stosuje sie w reakcji PCR. W przypadku
probek szpiku kostnego RNA w zakresie od 50 ng do 1000 ng przy
zastosowaniu using the SuperScript™ IV First-Strand Synthesis System
(Thermo Fisher Scientific) i od 100 ng do 1000 ng przy zastosowaniu High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific) mozliwy
jest pomiar z dostateczng wysokoscig szczytu elementu kontrolnego ABL.
Zaktadajgc wydajnos¢ transkrypcji 100 %, skutkuje to zakresem stezenia
cDNA 2,5 ng/uL odpowiednio 5 ng/uL do 50 ng/uL; 1 uL cDNA stosuje sie w
reakcji PCR. Optymalne wejscie RNA jest definiowane jako 1000 ng dla
prébki petnej krwi peryferyjnej i 500 ng dla prébki szpiku kostnego. W
przypadku prébek ze stabym stezeniem RNA lub krytycznych celéw wejscie
cDNA w PCR moze wzrosng¢ do 4 pL dla cDNA transkrybowanego z High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific), bez
wzgledu na typ prébki. Dla cDNA transkrybowane z SuperScript™ IV First-
Strand Synthesis System (Thermo Fisher Scientific) wejscie cDNA jest
ograniczone do maksymalnie 2 pL.

Limit of Blank (LoB) przetestowano na 12 prébkach z r6znym pochodzeniem
przy zdefiniowanej wczesniej optymalnej ilosci wejsciowej. Poniewaz nie
wykryto niespecyficznych szczytéw powyzej wartosci progowej wysokosci
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szczytu 400 RFU w zakresie 55 bp do 550 bp w kazdej z 12 przetestowanych
probek, mozna ustawi¢ wartos¢ progowg 400 RFU.

Limit of Detection (LoD) z Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit
przetestowany z 6 sztucznymi probkami z podstawg cDNA, co obejmuje
wszystkie pary starterow w mieszance startera z parami startera
wykrywajgcymi wiecej niz jeden cel, amplifikujgc najdiuzej i dlatego
najtrudniej wykrywany docelowy wariant transkrypcyjny.

Mentype® AMLplex@ PCR Amplification Kit wykazat akceptowalny limit
wykrywania zgodnie z kryteriami akceptacji z maksymalnym LoD 400 kopii
dla przetestowanych celéw (patrz Tabela 13), z wyjatkiem KMT2A::MLLT4,
ktéry nadal wykazuje akceptowalny wynik z LoD 1000 kopii. Poniewaz nie
wszystkie warianty transkrypcyjne wykrywanych fuzji gendw mogg byc¢
testowane, ogélny LoD 1000 kopii, ktéry byt najwyzszym wynikiem
przetestowanych celéw, uznaje sie jako bezpieczny do zastosowania.

Tabela 13. LoD dla Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit.

Prébka Cel LoD [kopie]
CBFB::MYH11_TypeJ 200
BCR::ABL_e1a2 200

Prébka 1 CBFB::MYH11_TypeB 200
KMT2A-PTD_e11e3 200
PML::RARA_bcr1 400
CBFB::MYH11_TypeC 200
CBFB::MYH11_TypeA 100

e NPM1::MLF1 200
KMT2A::MLLT3_6A_S 100
KMT2A::MLLT3_6A_L 200
PML::RARA_bcr3 200
CBFB::MYH11_TypeG 200

Probka 3 BCR::ABL_b2a3 100
CBFB::MYH11_TypeE 200
KMT2A::ELL_e10e3 100

Prébka 4 CBFB::MYH11_Typel 200
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Probka Cel LoD [kopie]
MLLT10_240::PICALM_2092 200
RUNX1::RUNX1T1 400
DEK::NUP214 200

Probka 5 KMT2A::MLLT4 (short) 1000
KMT2A::MLLT4 (short) 500

Prébka 6
KMT2A::MLLT4 (long) 500

Poniewaz Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit jest jako$ciowym
testem przystosowanym do okreslania obecnoséci lub nieobecnosci analitu
docelowego, testowania Limit of Quantitation (LoQ) nie uznaje sie za
wiasciwe dla przeznaczenia.

Specyfika analityczna

Przetestowali§my automatyczne wywotywanie alleli z drabinkg alleliczng i
zgodnosé przyporzgdkowania allelki w poréwnaniu do sztucznych probek
celéw translokacji z wykorzystaniem GeneMapper™ ID-X software. Na
podstawie wynikéw zdefiniowano wiasciwe dla testu ustawienia urzgdzenia
dla genotypizacji za pomocg kapilarnej elektroforezy zelowej (bins i panels)
w Genetic Analyzer.

StarteryPCR sg przystosowane do wigzania komplementarnego z oficjalng
referencyjng sekwencjg DNA genomu ludzkiego. Warianty genetyczne, takie
jak Single Nucleotide Polymorphism (SNPs, INDELs lub usuniecia), mogg
wplywacé na specyficzne wigzanie startera i zostaty ocenione przez wpisy
dbSNP wiasciwe dla Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit. Jeden
wpis (rs73504425) powoduje utrate funkcji startera. Allel wariantowy
wystepuje u 0,6 % populacji afrykanskiej i znajduje sie w miejscu wigzania
startera dla PICALM::MLLT10, rzadko zgtaszanego genu fuzyjnego z
czestoscig wystepowania <1 %.

Ponadto przeprowadzono wyszukiwanie BLAST na transkryptomie ludzkim
dla Mentype® AMLplex® Primer mix i nie uzyskano specyficznych
produktéw amplifikacji w zakresie 0 — 600 bp.
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Dokladnos$¢ i prawdziwosé¢

Doktadnos$¢ analityczna Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit opiera
sie na wynikach badan prawdziwosci zestawu. BIOTYPE GmbH aktywnie
uczestnicy w programie External Quality Assessment (EQA) od 2013.
Obecnos¢ lub nieobecnos¢ translokacji w prébkach jest okreslona przez
zgodnosé wynikéw wszystkich uczestnikow tej EQA. Od 2013 roku
przeanalizowano tgcznie 68 probek.

Na podstawie tych wynikéw utworzono schemat ewentualnosci w oparciu o
poréwnanie wynikow Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit
(pozytywne/negatywne) i prawdziwych wynikow (pozytywne/negatywne),
potwierdzone przez konsensus wszystkich uczestnikéw External Quality
Assessment program. Zgodnie z CLSI EP12 (3. edycja) kluczowe wskazniki
skutecznosci widoczne w Tabela 14 zostaty obliczone na podstawie
schematu ewentualnosci.

Tabela 14 Charakterystyka analityczna Mentype® AMLplex® PCR
Ampilification Kit.

Dolny Gorny

::aalri':\k::xstyka Szacunek przedziat przedziat

y ufnosci95%  ufnosci 95 %

Czulos¢ analityczna 92,2 % 81,5 % 96,9 %
‘ Specyfika analityczna 94,1 % 73,0 % 99,0 %
Ef:d";i‘;";i:’amsc 97,9 % 89,1 % 99,6 %
‘ :fe%a;m';ﬁ:’amsc 80,0 % 58,4 % 91,9 %
Dokladnos¢ 92,6 % 83,9 % 96,8 %

Te obliczenia stanowig kompleksowy $rodek mozliwosci  Mentype®
AMLplex® PCR Amplification Kit do prawidiowego klasyfikowania
przypadkéw pozytywnych i negatywnych z prawdopodobienstwem
odpowiednio 92 % i 94 %. Ogolna proporcja prawidtowych wynikow wynosi
93 %, wykazujgc wysokg niezawodnosé. Mentype® AMLplex® PCR
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Amplification Kit wykazuje wysokg skutecznosé analityczng, potwierdzajac
efektywnos$¢ i niezawodno$é testu.

Precyzja

Ocenilismy powtarzalnos¢ i odtwarzalnos¢ testu na podstawie 1ISO 5725-
2:2022-05 i CLSI EPO5 (3. edycja). Pie¢ sztucznych probek i Mentype®
AMLplex@S Positive Control oceniono w badaniu wielomiejscowym 5x 5 x 3
(dzien x powielenie x miejsce). Badanie wielomiejscowe sprawdza gtéwne
zrédto wariantéw (powtarzalnosé i odtwarzalnos¢) ze wzgledu na rézne
badane miejsca, ktdére wykazg rézne pomiary operatora w réznych
miejscach z  wykorzystaniem réznych instrumentéw. Wynikowa
powtarzalnos¢ w zakresie od 8,3 %CV do 15,6 %CV i odtwarzalnos¢ w
zakresie od 14,6 %CV do 30,5 %CV. Ogodlnie Mentype® AMLplex®® PCR
Amplification Kit wskazuje akceptowalng precyzje z SDrep < 2500 RFU dla
wszystkich specyficznych fuzji gendéw przetestowanych z probkami
sztucznymi od 1 do 5 i dla Mentype® AMLplex@S Positive Control.

Punkt graniczny testu

Mentype® AMLplex@ PCR Amplification Kit wykorzystuje wykrywanie
jakosciowe fuzji gendéw przez punkt koncowy PCR. W zwigzku z tym jednym
z wiasciwych punktéw granicznych dla testu jest minimalna wysokos$é
szczytu do bezpiecznego rozrézniania miedzy technicznym szumem w tle i
typowym wykrywaniem celu. Punkt graniczny wysokos$ci szczytowej RFU
zostat okreslony przy 400 RFU z danymi z analitycznego testowania
czutosci.

Elementy zakidcajace i reakcje krzyzowe

Potencjalne elementy zakidcajgce, ktére mogg wptywaé na wyniki procedury
pomiarowej, zostaty ocenione zgodnie z zaleceniami wytycznych CLSI EP0O7
(3. edycja) i EP37 (1. edycja). Dla Mentype® AMLplex® PCR Amplification
Kit okreslono endogenne i egzogenne elementy zaktdcajgce, przetestowano
ich maksymalne oczekiwane stezenie (Cmax) W reakcji PCR, zgodnie z
sugestig w wytycznych i w przypadku stwierdzenia zaktécen przetestowane
kolejne stezenia, aby ustali¢ stezenie, przy ktorym zakidcenie nie jest
wykrywane.
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Wyniki wykazaty brak efektu zakitdcenia DNA endogennego elementu
zaktécajgcego przetestowanego przy 1 ng w reakcji PCR, gdy trawienie DNA
zostato przeprowadzone jako czes¢ przetwarzania probki.

W  przypadku krwi zakidcajgcej endogennej efekt zaktdcenia zostat
zaobserwowany przy obliczonym Cmax 0,87 % v/v w reakcji PCR, dalsze
rozcienczenie byto testowane do czasu, az nie wykrywano zakidcen.
0,087 % v/v krwi nie wykazywato zaktocen. Jednak zanieczyszczenie krwi
mozna wykry¢ wzrokowo w reakcji PCR lub w izolowanej zawiesinie RNA
przez zmiane koloru pomaranczowego. W przypadku zauwazenia zmiany
koloru zalecane jest powtdrzenie izolacji RNA, aby unikng¢ potencjalnych
zaktécen.

W przypadku elementéw zaktdcajgcych egzogennych DTT, RNase Inhibitor,
DNase, Ethanol, Metoclopramide, EDTA, Hydroxyurea i Citrate nie
stwierdzono efektu zakiécen przy wilasciwym Cmax, gdzie odchyiki od
nieprzetworzonej grupy stwierdzone dla testowanych probek miescity sie w
akceptowanych limitach.

W przypadku elementéw zakidcajgcych egzogennych stwierdzono
zaklocenie odwrotnej transkryptazy, heparyny u proteinazy K przy
whadciwym obliczonym Cmax lub zalecanym przez CLSI EP37 (1. edycja),
dalsze rozcienczenie byto testowane do czasu, az nie wykrywano zaktdcen.
W przypadku odwrotnej transkryptazy enzymu przetestowany Cmex 0,2 % v/v
wykazywat zaktdcenia, chyba ze enzym byt inaktywowany cieplnie zgodnie
z instrukcjami producentéw testowanych zestawéw syntezy cDNA. Dla
heparyny 3,3 U/dL i dla enzymu proteinazy K 0,0001 % v/v nie wykazano
zakitécen.

Antykoagulanty krwi EDTA, cytrynian sodu i heparyna zostaty dodatkowo
przetestowane z zalecanymi zestawami izolacyjnymi. Nie wykryto wptywu na
skutecznos$é analityczng. Przypuszczamy, ze przebieg pracy zestawodw
izolacyjnych  skutecznie usuwanie wszelkie testowane substancje
zaktécajgce pochodzgce od antykoagulantéw i odczynnikéw izolacyjnych
RNA.
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Tabela 15 Przetestowane niezaklécajace stezenia elementéw
zaktécajacych endogennych i egzogennych.

Przetestowane
stezenie
niezakldcajace

0,087 % v/v w reakcji

Typ elementu

zakiécajaceg Kategoria Element

(o]

zakiocajacy

Komponenty petnej

Endogenny Krwi Petna krew PCR
EDTA 0,099 mg/dL
o =
Antykoagulanty Cytrynian 0,004 A:F\)/(/;/Rw el
Heparyna 3,3 U/dL
. 0,0001 % v/v w reakcji
o . Proteinase K PCR
czynniki o -
izolacyjne RNA Etanol 0,3 % v/v w reakgji PE)R
DNase 0,16 % v/v w reakc;ji
PCR
Egzogenny DTT 0,2 % viv w reakcji PCR
Odczynniki RNase Inhibitor | 0,2 % v/v w reakcji PCR
odwrotnej o =
transkrypcji CDNA Odwrotna 0,2 /o vlv w reakcji PCR
(inaktywowana
transkryptaza - -
. cieplnie)
S_rodek. Metoclopramide 0,225 mg/dL
przec!wwymlotny
Srodek
przeciwnowotworow Hydroxyurea 3,08 mg/dL
y

Stabilnosé w uzyciu

Wszystkie badania stabilnosci zostaly zaplanowane zgodnie z wytycznymi
ISO 23640:2015 i CLSI EP25-(2. edycja). Ponizsza procedura zostata
przeprowadzona dla wszystkich badan stabilnosci: Mentype® AMLplex@S
PCR Amplification Kit przetestowano w réznym czasie przez rézny czas
trwania. Przeanalizowano sztuczne probki i Mentype® AMLplex®S Positive
Control. Koncowa ocena roznych stanéw uwzgledniata poréwnanie miedzy
srodkami w czasie rozpoczecia (To) i pdzniejszych punktach czasu (Tn) i
zostata obliczona z wykorzystaniem ponizszego réwnania:

beZW. Anz |ET0 - ET‘I’ll
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Dla badania stabilnosci w uzyciu przeprowadzono dwa eksperymenty. Jeden
do testowania stabilnosci po kilku cyklach zamrazania i rozmrazania oraz
jeden w celu przetestowania stabilno$ci zestawow w trakcie symulowanego
uzycia po otwarciu jako czes$¢ badania stabilnosci zamrazania i rozmrazania
oraz deklarowanej dtugosci przechowywania.

Na podstawie wynikow Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit jest
stabilny przez maksymalnie 20 cykli zamrazania i rozmrazania i moze by¢
stosowany do 24 miesiecy po otwarciu.

Dane skutecznosci klinicznej

Konstrukcja badania, aspekty etyczne i regulacyjne

Mentype® AMLplex@ PCR Amplification Kit i metody referencyjne zostaty
przetestowane na 297 prébkach pacjentéw i 10 zdrowych wolontariuszach.
Celem tego badania byto uzyskanie dowodu klinicznego zgodnie z §§20 do
24 ustawy w sprawie wyrobéw medycznych ‘Medizinproduktgesetz’. Przy
zastosowaniu referencyjnych metod cytogenetycznych (FISH) i/lub
wewnetrznego zatwierdzonego qPCR monopleksowego, nalezy potwierdzi¢
zgodnos$¢ z urzadzeniem. Potwierdzenie odpowiedzialnej komisji etyki
uzyskano dnia 06.06.2012.

Metody referencyjne

Gtéwnym celem jest okreslenie czutosci diagnostycznej i specyfiki w
poréwnaniu do metod referencyjnych. W ramach metody referencyjnej
przeprowadzono  znormalizowang  Fluorescence-In-Situ-Hybridization
(FISH) dla niektorych translokacji [Grimwade et al. Blood 116: 354-65, 2010].
Translokacje nieadresowane przez cytogenike zostaty przetestowane w
testach monoplex-nested-PCR opracowanych i zatwierdzonych w
laboratorium testowym [Steudel et al. Genes Chromosomes Cancer 37: 237-
51, 2003, van Dongen et al. Leukemia 13: 1901-28, 1999].

Ekstrakcja i oczyszczanie RNA

Komérki jednojadrzaste (MNC) zostaty pobrane z prébek z wirowaniem
frakcjonujgcym. Nastepnie wykonano catkowitg izolacje RNA i transkrypcje
odwrotng do cDNA za pomocg komercyjnie dostepnych zestawéw. Jakos¢
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cDNA zostata przeanalizowana w czasie rzeczywistym PCR. Zatwierdzone
pojedyncze testy PCR stuzyly do potwierdzenia genéw fuzyjnych i mutaciji.

Wyniki

Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit nie wykazat fatszywie
pozytywnych wynikéw z testowanym cDNA 10 zdrowych wolontariuszy.

Sposrod 297 przetestowanych prébek pacjentéw, 5 nie udato sie oceni¢ z
powodu wykrycia wewnetrznego elementu kontrolnego ABL ponizej
zalecanej wartosci progowej. Z pozostatych 292 probek 201 wykazato
prawdziwie negatywne wyniki w poréwnaniu do metod referencyjnych.

Indywidualne wyniki testéw poréwnawczych sg zebrane w Tabela 16. Fuzje
genoéw PICALM::MLLT10 (CALM-AF10) i KMT2A::MLLT4 (MLL-AF6) nie
mogty zostaé ocenione w odniesieniu do czutosci diagnostycznej, poniewaz
nie byto dostepnych pozytywnych probek wstepnie scharakteryzowanych.

Ogolnie uzyskano czuto$¢ diagnostyczng 94 % i specyfike diagnostyczng
99,5 %.
Tabela 16 Wnioski wynikéw danych skutecznosci klinicznej Mentype®

AMLplex® PCR Amplification Kit. *Dane czestos$ci wystepowania sg
cytowane z Grimwade et al. 2010. b.o. = bez oceny

Biomarker Ocena skutecznosci klinicznej (n=292)

Chrom Prawdzi Prawdzi Falszyw  Falszyw  Czulosé i:ecyfi
. Wariant Cz.* wie wie i ie diagnos CTETTED
aperra [%] pozyty negaty negaty tyczna ty cg -
cja wny wny wny [%] %]
.. (8;21)
RoNKir1 (@222 nb. 7 16 275 0 1 94,1 100,0
2)
BeR.: t922)  eta3 1 1 291 0 0 100,0  100,0
(1(;34;‘:‘1 ela2
b3a2
b3a3
b2a2
b2a3
MLLT10
L o) ]
POALNE o131 a1 0 292 0 0 b.o. 100,0
4 1987
MLLT10
_240-
PICALM
2092
iR Y S 28 262 0 2 93 1000
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(2;;13;q2 Typ B
Typ C
Typ D
Typ E
Typ F
Typ G
Typ H
Typ J
- (6;9)
DEK:: 4
Nopsre G b 1 3 289 1000  100,0
. &)
KMT2A:: 3
A @7z n.b <05 0 292 b.o. 100,0
KMT2A:: 19:11) (6& s: 1 4 287 80,0 100,0
MLLT3 ’ 6A_L)Y s s
(p22:q
29 7A
8A
6B
KMT2AS (1119)  etoe2 1 0 290 00 99,7
(923;p
13.1) e10e3
KMT2A- Czesci
K oo c9e3 57 23 269 100,0  100,0
Podwdj
ny e10e3
Duplika ¢ 4163
cja
EET)
NP @25.1;  n.b. <05 2 290 100,0  100,0
q34)
P 1(15:17)  bort 13 8 284 1000 100,0
92292 porz
ber3
Podsumo 37 85 s 94,4 99,5
wanie ) y
Ocena diagnostyczna
Charakterystyka skutecznosci klinicznej Mentype® AMLplex® PCR

Amplification Kit wykazata akceptowalne wyniki. Parametry dla oceny
skuteczno$ci klinicznej zostaty obliczone zgodnie z zatgcznikiem |, cz. 9.1b

IVDR (UE) 2017/746 jak pokazano w Tabela 17.
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Tabela 17 Charakterystyka diagnostyczna Mentype® AMLplex® PCR
Amplification Kit

Dolny Gorny

dcigal:ggrg:]ﬁka Szacunek przedziatu przedziat
g y ufnosci ufnosci

Czutos¢ diagnostyczna 94,4 % 87,7 % 97,6 %
Specyfika diagnostyczna 99,5 % 97,3 % 99,9 %
Pozytywna wartos¢ predykcyjna 98,8 % 93,7 % 99,8 %
g‘;%?tml?:awamsc 97,6 % 94,4 % 99,0 %
Doktadnos¢ diagnostyki 98,0 % 95,6 % 99,1 %
Kontrola jakosci

Wszystkie komponenty zestawy przechodzg przez intensywny proces
zapewnienia jakosci w BIOTYPE GmbH. Jako$¢ zestawow testowych jest
stale monitorowana, aby zapewni¢ nieograniczong uzytecznos¢. W razie
pytan dotyczacych zapewnienia jako$ci prosimy o kontakt.

Pomoc techniczna

W kwestiach pomocy technicznej nalezy kontaktowac sie z naszym
zespotem obstugi klienta:

e-mail: support@biotype.de

telefon: +49 (0)351 8838 400
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Ograniczenia stosowania

= Procedury w tym podreczniku muszg by¢ przestrzegane zgodnie z
opisem. Wszelkie odchytki mogg skutkowaé btedami w tescie lub
powodowac¢ btedne wyniki.

= Stosowanie tego produktu jest ograniczone dla profesjonalnych
uzytkownikéw laboratoriow, specjalnie przeszkolonych w zakresie
technik PCR i kapilarnej elektroforezy zelowe;.

= Odpowiednie procedury pobierania, transportowania, przechowywania i
przetwarzania prébek sg wymagane dla optymalnej skutecznosci tego
testu.
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= Tego testu nie wolno stosowac bezposrednio na prébce. Odpowiednie
metody ekstrakcji kwasu nukleinowego zostaty zastosowane przed
wykorzystaniem tego testu.

= Zestaw zostat zatwierdzony tylko do zastosowania z odczynnikami,
instrumentami i oprogramowaniem opisanymi w rozdziale Materiaty i
urzgdzenia wymagane, ale niedostarczone

=  Mentype® AMLplex@S zaprojektowano, zatwierdzono i certyfikowano
jako narzedzie kontrolne dla klasyfikacji podtypu AML. To zastosowanie
nie jest przeznaczone do kwantyfikowania liczby kopii, jak monitoring
Minimal Residual Disease (MRD) lub zatwierdzania innych podtypéw
biataczek lub AML pediatryczne;j.

= Ze wzgledu na zmiennos$¢ genetyczng, single nucleotide polymorphism
(SNPs) lub krotki insertion deletion polymorphism (INDELs) moze
wptywaé na wydajnos¢ startera lub dostepno$¢ szablonu. Analiza
najnowszej wersji zespotu genomu ludzkiego (HG38) dla wszystkich
grup etnicznych wykazata tylko jeden krytyczny SNP, powodujgcy utrate
funkcji startera. Allel wariantowy wystepuje u 0,6 % populacji
afrykanskiej i znajduje sie w miejscu wigzania startera dla
PICALM::MLLT10, rzadko zgtaszanego genu fuzyjnego z czestoscig
wystepowania <1 %. Jednak ze wzgledu na niewielkg czestosé
wystepowania  fuzji gendw w  powigzaniu z  niewielkim
prawdopodobienstwem wystepowania SNP w populacji $wiatowej,
ryzyko wynikéw fatszywie negatywnych jest niskie. W razie niepewnosci
nalezy rozwazy¢ potwierdzanie wynikéw metodami referencyjnymi.

= Dobre praktyki laboratoryjne sg wymagane dla zapewnienia
skuteczno$ci zestawu.

=  Wyniki muszg by¢ interpretowane przez przeszkolonego pracownika
stuzby zdrowia.

= Interpretacja wynikéw musi obejmowaé mozliwos¢ wynikow fatszywie
negatywnych i fatszywie pozytywnych.

= Nie uzywaé¢ komponentéw, ktérych waznosé¢ uptyneta lub nieprawidtowo
przechowywanych
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Mentype® AMLplex@ PCR Amplification Kit

Informacje o zamawianiu

Zaméwienia nalezy sktada¢ drogg mailowg na adres sales@biotype.de.

Produkt AlEr DTIER
opakowania zamowienia
25 reakcji 45-12100-0025
Mentype® AMLplex®s .
PCR Amplification Kit 100 reakciji 45-12100-0100
400 reakciji 45-12100-0400
1x25uL 45-15100-0025
Matrix Standard BT5 multi
2x25uL 45-15100-0050

Znaki towarowe i zastrzezenia
Mentype® to zarejestrowany znak towarowy BIOTYPE GmbH.

Inne znaki towarowe: ABI PRISM®, GeneMapper®, GeneAmp® i Applied
Biosystems® (Applied Biosystems LLC group); QlAamp® (Qiagen); POP-4™,
POP-1™,POP-7™ (Europe: Applied Biosystems LLC, US: Life Technologies
Corporation). PCR jest objety patentem. Witascicielami patentu sg Hoffmann-
La Roche Inc. i F. Hoffmann-La Roche (Roche).

Zarejestrowane nazwy, znaki towarowe itd. stosowane w tym dokumencie,
nawet jesli nie zostaly konkretnie oznaczone jako takie, nie mogg byc¢
traktowane jako niechronione przez prawo.

Mentype® AMLplex@ PCR Amplification Kit do zestaw diagnostyczny ze
znakiem CE zgodnie z europejskim rozporzadzeniem w sprawie diagnostyki
in vitro (UE) 2017/746.

Produkt nie jest licencjonowany w Health Canada i nie zostat zaakceptowany
ani zatwierdzony przez FDA.

Niedostepny we wszystkich krajach.

© 2025 BIOTYPE GmbH; wszelkie prawa zastrzezone.

AMLIFUO02v2pl 52


mailto:sales@biotype.de

Mentype® AMLplex@ PCR Amplification Kit

Objasnienie symboli

Producent

-
H L
-

Kod partii

A
zZ
\%

Zawiera dostateczne odczynniki do testow <N>

Zapoznac sie z elektroniczng instrukcja obstugi (elFU)

w0

Data przydatnosci

Limit temperatury

N

<

E .
%
O

Numer katalogowy

IVD Wyréb medyczny do zastosowan w diagnostyce in vitro
N
ﬁt Nie naraza¢ na dziatanie Swiatta stonecznego

Przechowywa¢ w suchym miejscu

Unique device identifier

g >
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Mentype® AMLplex@ PCR Amplification Kit

Inne oznaczenia uzyte w niniejszej instrukcji obstugi:

1

A

niebieski podkreslony tekst

czarny podkreslony tekst

tekst z akapitem,
pogrubiony

kursywa,

Przydatne porady

Uwaga, nalezy koniecznie
przestrzegaé niniejszej informaciji!

tacza kierujgce do tresci
zewnetrznych, jak strony gtéwne,
adresy e-mail

tacza krzyzowe w dokumencie,
ufatwiajgce nawigacje

Pola, ktére nalezy klikaé w
oprogramowaniu
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Mentype® AMLplex@ PCR Amplification Kit

Zatacznik

Lista genéw docelowych

Gen

RUNX1

RUNX1T1

BCR

ABL1
MLLT10
PICALM
CBFB
MYH11
DEK

NUP214
KMT2A

MLLT4
MLLT3
ELL

NPM1
MLF1
PML
RARA

Alternatywne nazwy

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

ID transkrypcji
ENST00000675419.1

ENST00000523629.7

ENST00000305877.13

ENST00000318560.6
ENST00000307729.12
ENST00000393346.8
ENST00000412916.7
ENST00000300036.6
ENST00000652689.1

ENST00000359428.10
ENST00000534358.8

ENST00000683244.1
ENST00000380338.9
ENST00000262809.9

ENST00000296930.10
ENST00000466246.7
ENST00000268058.8
ENST00000254066.10
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Mentype® AMLplex@ PCR Amplification Kit

Elektroferogramy prébek referencyjnych

Na kolejnych stronach znajdujg sie przyktady elektroferograméw _Mentype®
AMLplex® Allelic Ladder (Rysunek 2), Mentype® AMLplex® Positive
Control (PC, Rysunek 3) i elementu kontrolnego bez szablonu (NTC,

Rysunek 4).

Wszystkie probki byly amplifikowane na cyklerze ProFlex PCR i analizowane
na 3500 Genetic Analyzer (POP-4, matryca 36 cm) przy zastosowaniu
zatwierdzonego parametru cyklu. Analiza danych zostata przeprowadzona
za pomocg GeneMapper ID-X wersja 1.6. Bins, Panels i zastosowano
Analysis method zgodnie z Tabela 11.

Elektroferogramy sg zoomowane do diugosci fragmentu 50 — 560 bp (0$ x).
Skalowanie osi y zostato przeprowadzone indywidualnie:

Rysunek 2, strona 57: Mentype® AMLplex®® Allelic Ladder:
3000 RFU

Rysunek 3, strona 58: Mentype® AMLplex@ Positive Control:
9000 RFU

Rysunek 4, strona 59: Element kontrolny bez szablonu (NTC):
9000 RFU
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Mentype® AMLplex®S Allelic Ladder
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Rysunek 2 Mentype® AMLplex®® Allelic Ladder
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Mentype® AMLplex@ PCR Amplification Kit

Mentype® AMLplex®S Positive Control (PC)
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Rysunek 3 Mentype® AMLplex®® Positive Control (PC)

AMLIFUO02v2pl

58



Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit

No template control (NTC)
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Rysunek 4 No template control (NTC)

AMLIFUO02v2pl

59



BIOTYPE GmbH
Moritzburger Weg 67
01109 DRESDEN
GERMANY

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

www.biotype.de

Zamawianie
sales@biotype.de

Dzial obstugi i pomocy klienta

support@biotype.de -g BIOTYPE
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