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Kullanim Amaci

Mentype® AMLplex@ PCR Amplification Kiti, Akut Myeloid Lésemi (AML)
suphesi olan veya bu hastaliktan muzdarip yetiskin hastalar igin tanisal,
prognostik ve terapotik Oneme sahip kromozomal anormalliklerin
tanimlanmasini saglayan, toplamda 34 transkript varyanti ile 11 gen
flizyonunun nitel taramasi igin kullaniimak lzere tasarlanmis manuel bir
testtir.

Test, periferik venéz tam kandan veya kemik iligi Orneklerinden
ekstraksiyonu yapilmis hicresel RNA'dan ters transkripsiyonla elde edilen
tamamlayici DNA (cDNA) ile kullaniimalidir.

Mentype® AMLplex®@ PCR Amplification Kit, Akut Myeloid Losemi ile ilgili
klinik kararlar igcin kromozomal anormallikleri tespit etmede kullanilir. Spesifik
genetik  translokasyonlarin tanimlanmasi, |6semik hastaliklarin
siniflandiriimasini saglar ve hastalar icin risk odakli tedaviyi belirleyen
tanisal mantik igin 6nemli bilgiler sunar.

Mentype® AMLplex@ PCR Amplification Kit, molekiler-genetik teknikler,
¢oklu PCR ve Thermo Fisher Scientific (Applied Biosystems bélimi) Genetic
Analyzer kullanimi konusunda egitim almis profesyonel laboratuvar
kullanicilari igin tasarlanmigtir.

Bilimsel Arka Plan

Spesifik kromozomal anormalliklerin dogrulanmasi, neredeyse tim akut
I6semi tlrlerinde ylksek prognostik degere sahiptir. Kromozomal
anormalliklerin (translokasyonlar) molekiler biyolojik kaniti, énemli bir
tanisal tamamlamay temsil eder. Spesifik translokasyonlarin tespiti, I6semik
hastaliklarin alt tir siniflandirmasini saglar ve hastalarin risk odakl tedavisi
icin 6nemli bilgiler sunar.

Mentype® AMLplex@ PCR Amplification Kit, AML'de simdiye kadar
g6zlemlenen en yaygin kromozomal anormalliklerin tespitini kolaylastirarak
kullanimi kolay, rutinle uyumlu ve guvenilir bir tarama araci temsil eder.
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Uriin Agiklamasi

Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit, toplamda 34 transkript varyant
ile 11 flzyon geninin yiksek ¢ozinurlUkli tespiti icin optimize edilmis
reaktifler igerir (bkz. Tablo 1). Varyantlarin adlandiriimasi, 6zellikle KMT2A
icin tarihsel olarak belirlenmis adlandirmalara uyar (Schnittger ve ark., 2000).
Genlerin, alternatif adlarinin ve sistematik varyant tanimlamalari igin
kullanilan transkript kimliklerinin tam listesi Ek'te bulunmaktadir (Bkz. Hedef

gen listesi).

Test kiti, kaliptan bagimsiz bir ic PCR kontroli (Quality Sensor “QS-Control”)
ve kalip bagimli bir cDNA Kontroli (ABL-Control) icerir ve bu da PCR
verimliligi, uygulanan cDNA kalip kalitesi ve PCR inhibitorlerinin varhgi
hakkinda faydali bilgiler saglar.

Test, kapiller jel elektroforezi kullanilarak fragman analizi ile gergeklestirilir.
Her transkript icin bir primer, yardimci Matrix Standard BT5 multi (BIOTYPE,
GmbH) renk spektrumlari olan 6-FAM, BTG veya BTY ile floresan etiketlidir.

Tablo 1 Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit ile tespit edilebilen
gen fiizyonlan ve transkript varyantlar

Gen filzyonu Kromozomal Sistematik varyant
Y anormallik aciklamasi

RUNX1::RUNX1T1  (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 1(9:22) (@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- o .

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
Type F CBFB:e4::MYH11:e33
Type G CBFB:e4::MYH11:e29
Type H CBFB:e4::MYH11:e28
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Gen fiizyonu Kromozo_mal Sistematik varyant
anormallik aciklamasi
Type | CBFB:e4::MYH11:e34
Type J CBFB:e5::MYH11:e30
DEK::NUP214 t(6;9) (p23.3,g34.1) - DEK:e9:NUP214:¢18
KMT2A:MLLT4 t(6;11) (q27;923.3) S KMT2A:e8::AFDN:e3
KMT2A:MLLT3 £9:11) (p21.3:923.3) gﬁ (E)A—S? KMT2A:e8::MLLT3:66
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 €9%e3 KMT2A:e8:KMT2A:e2
Duplication e10e3 KMT2A:€9::KMT2A:e2
el1e3 KMT2A:e10:KMT2A:e2
NPM1::MLF1 t(3;5) (425.3,g35.1) - NPM1:e6::MLF1:e2
PML::RARA t(15;17) (q24.1 ber1 PML:e6::RARA:e3
g21.2) ber2 PML:e5::RARA:e3
ber3 PML:e3::RARA:e3

Test, ~ 300 AML hastasinin gen fiizyon taramasi ile dogrulanmis ve
uygunlugu karsilastirmali bir klinik degerlendirme calismasinda teyit
edilmistir.

Nitel degerlendirme icin tespit limiti 400 RFU'dur. Her gen flizyonu igin
ortalama olarak en az 1000 kopya tespit edilebilir.

Standart kosullar altinda ters transkripsiyon reaksiyonuna genel girdi araligi,
tam kandan veya kemik iliginden izole edilen 100 ng ila 1 ug arasinda total
RNA olarak tanimlanir.

Ters transkripsiyona optimal girdi kemik iligi icin 500 ng RNA ve periferik kan
icin 1 ug RNA olarak tanimlanir. Sonra PCR sirasinda 1 pL cDNA kullanilr.

AMLIFUO2v2tr 6



Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit

Saglanan malzemeler
Tablo 2 Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit igerigi

Ambalaj boyutuna goére hacim

Reaktif Kapak rengi 25 100 400
reaksiyon reaksiyon reaksiyon
Nuclease-Free Water Acik mavi 1,5mL 2x1,5mL 6x1,5mL
Reaction Mix A Mor 125 L 500 L 2x1,0mL
Mﬁ;%’f&?XAMLp'eXQS Kirmizi 63 uL 250 L 4% 250 pL
y;gg;gfeDNA Beyaz 10 pL 40 pL 160 pL
g:;m%eig‘xrt?lex% Beyaz 25 pL 25 pL 25 uL
(DB'E'%)Size Standard 550 ey . 13 L 50 L 200 pL
MTer;ité"l’_ZZQg"p'eXQs Yesil 25 L 25 L 4x25pL

Bilesen parti numaralarinin bir 6zeti, kutu kapaginin i¢ kisminda bulunan
etikette bulunabilir.

NOT |
Latfen ambalaj boyutunun, test sayisini, gerekli kontrollerin veya
pipetleme icin gerekli fazlaigin sayisini dikkate almadan
tanimladigini unutmayin.

Asagidaki boyutun ilgili is hacmi icin kullaniimasini éneririz:
®
1 = PCR caligmasi basina < 8 6rnek: 25 reaksiyon ambalaj
boyutu
= PCR calismasi bagina 8 - 45 6rnek: 100 reaksiyon ambalaj
boyutu
= PCR g¢alismasi bagina > 45 6rnek: 400 reaksiyon ambalaj
boyutu
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Bilesenlerin agiklamasi

Nuclease-Free Water: PCR kurulumu ve no template control (kalipsiz
kontrol, NTC) igin kullanilan PCR kademe suyu.

Reaction Mix A: dNTP'ler ve MgClz iceren PCR reaksiyon karisimi. PCR
tamponu, PCR igin enzim aktivitesini tesvik etmek Uzere optimize edilmistir.

Mentype® AMLplex® Primer Mix: etiketli primer igeren (etiket: 6-FAM™,
BTG, BTY) ve etiketsiz primerler iceren ¢oklu oligonikleotid primer karigimi.

Multi Taq 2 DNA Polimeraz: hot start Taqg DNA polymerase, 2,5 U/pL.

Mentype® AMLplex®® Positive Control: bes DNA fragmanindan olusan gift
iplikcikli yapay DNA karigimi. Her 3 panelde asagdidaki hedefler icin pozitif
olan nitel, dis PCR kontroli olarak kullaniir: BCR::ABL_b2a3,
RUNX1::RUNX1T1, ABL-control, KMT2A-PTD_e11e3 ve PML::RARA _bcr3,
ayrica QS-Control, 6rnek gegerliligi igin bir kalite isareti olarak amplifiye edilir.

| NOT

Mentype® AMLplex®S Positive Control, laboratuvar profesyoneli

° icin kritik degildir; gtinku saflastiriimis, tehlikesiz ve aktif biyolojik

1 islevleri olmayan ayri DNA molekillerinden olugur. Dogrudan

tehdit olusturabilecek canli hiicreler veya patojenik organizmalar
icermez.

DNA Size Standard 550 (BTO): 60 ile 550 bp arasinda tanimh fragman
uzunluklarina sahip florofor etiketli PCR fragmanlarinin karisimidir ve
bilesen, fragman uzunlugu analizinden énce her PCR uriniine eklenir ve
PCR drunlerinin fragman uzunlugunu tam olarak belirlemek igin boyut
regresyonu icin kullantlir.

Mentype® AMLplex® Allelic Ladder: Mentype® AMLplex® PCR
Amplification Kit i¢in tespit edilebilir tim allelleri temsil eden florofor etiketli
PCR fragmanlarinin karigimidir. 6-FAM™ ile etiketlenmis 22 fragman, BTG
ile etiketlenmis 12 fragman ve BTY ile etiketlenmis 2 fragman icerir ve kesin
allel tanimlamasi igin bir genotipleme referansi olarak kullanilir.
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Reaktif depolama ve kullanim

Kit kuru buz Gizerinde gonderilir. Kitin bilesenleri, reaktifin donmasini dnleyen
bir tamponda saklanan Multi Taqg 2 DNA Polimerayi harig, donmus olarak
gelmelidir.

Litfen teslim alindiginda kitin eksiksiz oldugunu kontrol edin. Geldiginde
¢ozllmis olan kitleri kullanmayin. Bir veya daha fazla bilesen donmamigsa
veya tupler veya ambalaj sevkiyat sirasinda zarar gérmisse performans
garanti edilemez.Tum bilesenleri -25 °C ile -15°C arasinda ve isiktan
koruyarak saklayin. Ozellikle Mentype® AMLplex®S Primer Mix, DNA Size
Standard 550 (BTO) ve Mentype® AMLplex@ Allelic Ladder isiktan
korunarak saklanmahdir.

Kontaminasyonu 6nlemek icin, amplifikasyon oncesi bilesenlerin (RNA ve
cDNA ornekleri, Mentype® AMLplex® Positive Control) ve amplifikasyon
sonrasi bilesenlerin (DNA Size Standard 550 (BTO) ve Mentype® AMLplex®S
Allelic Ladder) PCR reaktiflerinden (Nuclease-Free Water, Multi Tag 2 DNA
Polimeraz, Reaction Mix A ve Mentype® AMLplex®S Primer Mix) ayri olarak
saklanmasini ve kullanilmasini éneririz.

Kit kullanim siresi kit kutusu etiketinde belirtilen bilgiye gore veya acildiktan
24 ay sonra (hangisi once gelirse) bitecektir. Maksimum 20 dondurma-
¢6zme donglsini agmayin.

Gerekli ancak saglanmayan malzeme ve cihazlar

Genel laboratuvar ekipmani

= 2 mL ve 200 pL reaksiyon tupleri icin rotorlu masadsti santrifij

= 96 kuyucuklu reaksiyon plakalari i¢cin mikrotitre plakalari i¢in rotorlu
santriflj

= Vorteks karistirici

= Kalibre edilmis ayarlanabilir pipetler ve atilabilir aerosol siki filtre uglari

=  Uygun 200 pL 96 kuyucuklu reaksiyon plakalari veya 200 uL reaksiyon
tupleri ve ilgili kapatma malzemesi, PCR kademe

= 2 mL ve 200 pL reaksiyon tupleri icin uygun raflar

= 2 mL tupler igin uygun sogutma rafi

= Pudrasiz tek kullanimlik eldivenler

= NanoDrop™ One Spectrophotometer veya Qubit™ Fluorometer
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NOT

PCR igin kullanilan tim malzemenin uygun kalitede olmasi
PY gerekir (DNA's1z ve molekdler biyoloji igin). Litfen kullanilan tim

ureticinin

1 cihazlarin

talimatlarina ve

Onerilerine  gore

kuruldugundan, kalibre edildiginden, kontrol edildiginden ve
bakiminin yapildigindan emin olun.

Reaktifler, kitler ve sarf malzemeleri

Tablo 3 Gerekli ancak saglanmayan reaktifler
Litfen bazi reaktiflerin ve sarf malzemelerinin belirli kombinasyonlarda
kullanildi§ini ve her ¢calisma i¢in hepsinin gerekli olmadigini unutmayin.

Reaktif

Matrix Standard BT5 multi
(25 uL)

Matrix Standard BT5 multi
(2 x 25 L)

RNeasy Mini Kit

RNeasy Plus Mini Kit

RNeasy Midi Kit

NucleoSpin Dx RNA Blood
(50 preparations)

Maxwell® CSC RNA Blood Kit
(48 preparations)
High-Capacity cDNA Reverse

SuperScript™ |V 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

Series

Transcription Kit with RNase Inhibitor

Cathode Buffer Container (CBC) 3500

Tedarikgi
BIOTYPE GmbH

BIOTYPE GmbH

Qiagen GmbH
Qiagen GmbH
Qiagen GmbH

Macherey-Nagel

Promega

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

Siparis numarasi
45-15100-0025

45-15100-0050

74104
74134
75144

740201.50

AS1410

4374966
4374967

18091050,
18091200

4311320
4393715
4393708
4393927

4408256
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Reaktif Tedarikgi Siparis numarasi
3500 Genetic Analyzer 8-Capillary Thgrm_o_ Fisher 4404683
Array 36 cm Scientific
3500 Genetic Analyzer 8-Capillary Thgrm_o_ Fisher 4404685
Array 50 cm Scientific

. m . Thermo Fisher A33671
SeqStudio™ Cartridge Scientific A41331
SeqStudio™ Cathode Buffer Thermo Fisher A33401

Scientific

Cihazlar ve yazilim

Ornek Hazirlama bélimiinde agiklandigi gibi, RNA ekstraksiyonu icin
manuel sutun bazli ekstraksiyon ydntemlerinin yani sira agagidaki
otomasyon kullanilabilir:

= Maxwell® CSC cihazi (kat. no.: AS6000, Promega)

Mentype® AMLplex@ PCR Amplification Kit, asagidaki PCR termal
donguleyicileriyle kullaniimak Gizere dogrulanmistir:

= ProFlex PCR System (kat. no.: 4484073 (3 x 32 Kuyucuk 6rnek blogu),
4484075 (96 Kuyucuk érnek blogu); Thermo Fisher Scientific

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

= Mastercycler nexus gradient (kat. no.: 6331000017, Eppendorf AG)

= Mastercycler ep-S (kaldirildi, Eppendorf AG)

= Biometra Tadvanced (kat. no.: 846-2-070-211; Analytik Jena)

Belirtilenlerin disinda PCR termal dongileyicilerin uygulanmasi kullanici
tarafindan dogrulanmalidir. Asagidaki 6zellikler kargilanmalidir:

= Isitmal kapak
= 200 pL reaksiyon plakalari / tpler i¢in uygun blok
= 4 °C/s'ye ayarlanabilir rampa

Mentype® AMLplex@ PCR Amplification Kit, asadidaki cihaz ve ayarlarla
kullanilmak Gzere dogrulanmigtir:
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= Applied Biosystems 3500 Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific),
yazihm sirimu 4.0.1
o 3500/3500xL Genetic Analyzer icin POP-4™ Polymer
o 3500/3500xL Genetic Analyzer igin POP-7™ Polymer
o 3500 Genetic Analyzer 8-Capillary Array 36 cm
o 3500 Genetic Analyzer 8-Capillary Array 50 cm

= SeqgStudio™ Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific), yazilim
surima 1.2.4

Veri analizi su yazilimla gergeklestirilmigtir:

= GeneMapper™ ID-X software, sirim 1.6 (Thermo Fisher Scientific);
Urtine spesifik Grdnler kullanilarak:

o Analysis Methods: AMLplexIVD_Analysis1_v1x veya
AMLplexIVD_Analysis4_v1x veya
AMLplexIVD_Analysis7_v1x

o Bins: AMLplexIVD_Bins1_v1x veya
AMLplexIVD_Bins4_v1x veya AMLplexIVD_Bins7_v1x

o Panels: AMLplexIVD_Panel1_v1x veya
AMLplexIVD_Panel4_v1x veya AMLplexIVD_Panel7_v1x

o Size Standard: BTO_60-550_v1x

Veri analizi ve degerlendirmesi igin tanimlanan yazilim olmadan veri toplama
icin verilen fsa dosyalarinin veya herhangi bir sonucun manuel
degerlendirmesi dogrulanmamistir.

NOT

Py Latfen kullanilan tim cihazlarin dreticinin talimatlarina ve
1 Onerilerine goére kuruldugundan, kalibre edildiginden, kontrol
edildiginden ve bakiminin yapildigindan emin olun.

Ornekler ve Test Ornekleri

Asadidaki numuneler Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit ile
dogrulanmigtir:

= insan periferik vendz kan érnekleri (EDTA, sitrat, heparin ve stabilizatér
RNA Exact), 4 °C'de saklanir ve RNA saflastirmasi i¢in 24 saat icinde
islenir.
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=  Kemik iligi 6rnekleri (EDTA, heparin), 4 °C'de saklanir ve RNA
saflastirmasi igin 24 saat iginde iglenir.

Elde edilen RNA, -85 °C ile -70 °C arasinda seyreltimeden saklanmalidir.

NOT
Py Latfen kan toplama icin kullanilan antikoagilanin, RNA
1 izolasyon kitinin Uretici talimatlariyla uyumlu oldugundan emin

olun.

Uyarilar ve Onlemler

= Urlini kullanmadan énce Kullanim Kilavuzunu dikkatlice okuyun.
= Tdm BIOTYPE urinleri icin glvenlik veri sayfalarini (SDS) ve tehlikesiz
beyanlarini  (NHS)  okuyun; bunlar talep Uzerine veya
(www.biotype.de/en/sicherheitsdatenblatter) tGzerinden temin edilebilir.
Yuksek Risk Arz Eden Maddeler (SVHC) icermedikleri veya 1272/2008
(Siniflandirma, Etiketleme ve Paketleme, CLP) Ydénetmeliginin diger
kisittamalarina tabi olduklarindan, guvenlik bilgi formu (SDS)
gerektirmeyen Urunler icin, BIOTYPE, talep lzerine SDS saglar.
= Ldtfen gerekli ancak saglanmayan malzeme ve reaktiflerin
Ureticilerinden, ek olarak ihtiya¢c duyulan reaktifler icin SDS kopyalarini
istemek Uzere iletisime gecin.
= Farkli kit partilerinin kit bilesenleri karistirlmamalidir.
= Kit bilesenlerinin diger reaksiyon kaplarina bélinmesine izin veriimez.
= Bu Urindn kullanimi, molekuler-genetik teknikler, coklu PCR ve Thermo
Fisher Scientific Genetic Analyzer Urunlerinin kullanimi konusunda
egitim almis profesyonel laboratuvar kullanicilari ile sinirhdir.
= |lk kullanimdan énce, iriin ve bilesenlerini su agilardan kontrol edin:
o Butinlik
o Sayi, tur ve doluluk agisindan eksiksizlik (bkz. bélim Sadlanan
malzemeler)
o Dogru etiketleme
o Geldiginde donmus olmasi (Multi Tag 2 DNA Polymerase harig)
= Numuneler her zaman guvenli laboratuvar prosedirlerine uygun sekilde
bulasici ve/veya biyolojik tehlikeli madde olarak muamele gérmelidir.
= Son kullanma tarihini gegmis kitleri kullanmayin.
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= Ornek ve test atiklarini vyerel givenlik ve bertaraf etme
dlzenlemelerinize gbre atin.

= Kullanilan tim cihazlarin Ureticinin talimatlarina ve Onerilerine goére
kuruldugundan, kalibre edildiginden, kontrol edildiginden ve bakiminin
yapildigindan emin olun.

Kullaniciya bildirim

Urtinle ilgili meydana gelen herhangi bir sorun, kullanici tarafindan reticiye
bildirilmelidir. Bu kit ile ilgili herhangi bir ciddi olay, kullanici ve/veya hastanin
bulundugu Uye devletlerin uygun yetkili makamina ve ureticiye bildirilmelidir.
Giivenlik ve Performans Ozeti (SSP), 2017/746 (AB) Yénetmeligi Madde
29'a uygun olarak olugturulmustur ve bu Urun i¢in yalnizca laboratuvar
profesyonelleri olan amagclanan kullanicilara cihazin giivenlik ve performansi
hakkinda guincellenmis bir 6zet saglamak amaciyla EUDAMED veritabani
araciligiyla kamu erisimi saglamay| amaglamaktadir.

Prosediir

Deneysel is akiginin genel gorinimu

~. Numune alma, RNA izolasyonu

Numune hazirhigi — ve kantifikasyonu, cDNA sentezi
: : Pozitif kontrol ¢ozdirllur, 1:5 oraninda
. Su, tampon, enzim, primer - i
Ana kar|§|m haZ|rI|g| —N kar|5|m|pgbszrUIUr ,I)(ang;tlrlllr :/'\ seyreltilir, karistirilir, santrifiijlenir
{/L, santrifujlenir .
Pipetleme semasina gore ana
PCR amplifikasyonu karigim hazirlanir
4L Aliquot yapilir, numuneler ve
- - kontroller eklenir
PCR urinlerinin
hazirlanmasi
Fragman uzunlugu analizi — Denatiirasyon karigimini —~ PCR driinleri ve allelik merdiven
hazirlayin: HiDi™ Formamide ve ™ denattire edilir

DNA boyut standardini karistirin

Legend

Sablonsuz alan

Sablon alan
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Ornek Hazirlama

Ham 6rnek gereksinimleri

Mentype® AMLplex@ PCR Amplification Kit icin numune, insanlardan alinan
periferik vendz tam kandan veya kemik iliginden ekstraksiyonu yapilan
RNA'dan transkripsiyonu yapilmis cDNA olarak tanimlanir.

Ornek toplama sirasinda RNA stabilizasyonu igin reaktiflerin kullaniimasini
oneririz. RNA stabilizatorleri, RNA bitlinligiini korumaya yardimci olur (6rn.
S-Monovette RNA Exact). Ornek toplandiktan sonra RNA izolasyonu derhal
gerceklestiriimelidir.

NOT

Ham 06rnek materyalinin uzun sureli saklanmasi, genetik
Py materyalin pargalanmasina ve dolayisiyla materyalin kalitesinin
1 yetersiz olmasina yol agabilir. Bu durum sinyallerin azalmasi
veya gegersiz i¢ kontroller yoluyla drnegin analiz sonucunu
kétilestirebilir.

Kan
Asagidaki prosedur igin en az 200 L periferik venéz tam kan érnegi alin.

Periferik ven6z tam kanin iglenmesi, Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) kilavuzu MMO05-A2 (2. baski) 6nerilerine uygun olarak
yapilmalidir ve burada tam kanin oda sicakhdinda (22 °C ila 25 °C) 24 saate
kadar veya 2 °C ile 6 °C arasinda 72 saat veya daha fazla saklanabilecegi
belirtilmigtir. Ayrica, tam kan toplama i¢in kullanilan antikoagilanlarin EDTA,
sitrat veya heparin olmasi onerilir.

Kemik iligi
Asagidaki prosedur igin en az 200 pyL kemik iligi 6rnegdi alin.

Kemik iligi aspiratlarinin islenmesi, CLSI kilavuzu MMO05-A2 (2. baski)
Onerilerine uygun olarak yapilmalidir ve burada antikoagulanh (EDTA veya
sitrat) kemik iligi aspiratlarinin 4 °C'de saklanmasi ve tasinmasi gerektigi
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belirtiimistir. En iyi sonuglar icin RNA ekstraksiyonu, érneklemeden sonra 1
saat - 4 saat icinde yapilmalidir.

RNA ekstraksiyonu

Periferik tam kan (PB) veya kemik iligi (BM) aspiratlarindan RNA
ekstraksiyonu ve saflastirmasini asagidaki kitlerden biriyle gergeklestirin:

= RNeasy® Midi/ Mini/ Plus Mini Kit (Qiagen GmbH); Kemik iligi ve periferik
kanda EDTA, Sitrat ve Heparin antikoagulanlari igin

NucleoSpin® Dx RNA Blood (Macherey-Nagel); Periferik kanda RNA
Exact stabilizatori igin

Maxwell® CSC RNA Blood Kit (Promega); Kemik iliginde EDTA ve
Heparin antikoagulanlari igin

RNA ekstraksiyonu icin lGtfen Ureticinin kilavuzlarini ve dnerilerini takip edin.
izolasyon sirasinda (reticinin talimatlarina gére bir DNaz ile kesme islemi
yapilmasi énerilir.

NOT

Kan kontaminasyonu, PCR reaksiyonunda veya izole edilen
RNA'da turuncu renk kaymasi ile gorsel olarak tespit edilebilir.

A Bir renk degisikligi gozlemlenirse, herhangi bir potansiyel
enterferanstan kaginmak igin RNA izolasyonunu tekrarlamanizi
Oneririz.

NOT

Nukleik asidin elisyonu 6ncesinde etanol izlerini ortadan
kaldirdiginizdan emin olun. Etanol, PCR igin gugli bir
inhibitordar.

RNA miktari belirleme ve diliisyonu

RNA konsantrasyonunu NanoDrop™ One spectrophotometer ile 260 nm'de
UVIVIS spektroskopisi kullanarak veya Qubit™ Fluorometer ile floresans
spektroskopisi kullanarak kantitatif olarak belirleyin.
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Spektrofotometri kullanirken, bosu o6lgmek igin RNA ekstraksiyon kitinin
elisyon tamponunu kullanin. A260/A280 orani 1,9 - 2,1 araliginda olmalidir
ve A260/A230 orani ise 1,8 — 2,3 araliginda olmalidir.

RNA'nin florometrik kantifikasyonu igin Qubit™ RNA HS Assay-Kit veya
Qubit™ RNA BR Assay-Kit ile Qubit™ Fluorometer kullanilabilir.

Mentype® AMLplex@S PCR Amplification Kit ile kullanim igin, RNA érneklerini
sonraki cDNA'ya transkripsiyon amaciyla uygun bir konsantrasyona
seyreltin. Kullanimdan o6nce dilisyonu taze olarak hazirlayin. Seyreltici
olarak nukleazsiz su kullanin.

NOT

cDNA'ya transkripsiyon i¢in girdi arahdi, transkripsiyon Kkiti
Py dreticisinin talimatlarina uyar. Her iki 6rnek tirinde cDNA
1 sentezi icin 20 uL'lik nihai reaksiyon hacminde 100 ng - 1 ug
RNA kullanimi dogrulanmistir. Kemik iligi icin 500 ng ve periferik
kan icin 1 pg optimum kullanim &nerilir.

RNA depolama

Seyreltimemis RNA 6rneklerini RNAz igermeyen su iginde -25 °C ile -15 °C
arasinda 24 saate kadar veya -85 °C ile -70 °C arasinda bir yila kadar
saklayin.

cDNA'ya transkripsiyon

Asagidaki kitlerden birini kullanarak dreticinin talimatlarina gére cDNA
sentezini gergeklestirin:

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

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

*dustk RNA miktari igin onerilir
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NOT

Ters transkriptazin isi ile inaktivasyonu PCR performansi igin
¢ok 6nemlidir. Detaylar igin lltfen Ureticinin talimatlarina bakin.

cDNA depolama
cDNA o6rneklerini-25 °C ile -15 °C arasinda bir yila kadar depolayin.

Kontrol hazirligi

Pozitif kontrol (PC)

Mentype® AMLplex®@ Positive Control Grinini ¢6zin, dikkatlice
vorteksleyerek homojenlestirin ve ardindan kisa bir santrifij uygulayin.

Mentype® AMLplex®S Positive Control Griintind kitte bulunan Nuclease-Free
Water Griiniini kullanarak 1:5 oraninda seyreltin. Orn. kontroliin 1 pL'sini
4 pL Nuclease-Free Water ile karistirin.

Seyreltiimis PC'yi dikkatlice vorteksleyerek homojenlestirin. Bundan sonra,
seyreltiimis PC'yi kisa bir slre santrifijleyin (yaklasik 5 s).

Seyreltilmis pozitif kontroll saklamayin.

NOT

e Her zaman Mentype® AMLplex®® Positive Control Grlinlinin
1 taze bir dilisyonunu uygulayin.

No template control (NTC)

Ornek yerine kitte bulunan Nuclease-Free Water (Niikleaz igermeyen Su)
artinind no template control (sablonsuz kontrol, NTC) olarak uygulayin.
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Ana kanisim hazirhgi

Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit Grlinlinden agagidaki bilesenleri
¢ikarin ve ¢oézin:

= Nuclease-Free Water (agik mavi kapak)
Reaction Mix A (mor kapak)

Mentype® AMLplex®S Primer Mix (kirmizi kapak)
Multi Taq 2 DNA Polymerase (beyaz kapak)

Tdm dondurulmus bilesenler oda sicakliginda (22 °C ila 25 °C, yaklasik 30
dakika, 1siktan korunarak) ¢6zilmeli ve tlpleri ters gevirerek, pipetleyerek
veya hafifce vorteksleyerek homojenize edilmelidir. Bundan sonra, reaktifleri
kisaca santrifij edin (yaklasik 5 saniye). Ana karisim hazirligindan énce,
Multi Taqg 2 DNA Polimeray urinund sogutulmus bir ortamda (6rnegin
sogutma rafl) mimkin oldugunca uzun sure tutmaniz énerilir.

NOT

Multi Tag 2 DNA Polymerase Uriinind daha uzun sireli kararlilik
icin hafifce calkalayarak karigtirin - enzimi vortekslemeyin.

Test edilecek toplam 06rnek sayisi igin uygun boyutta bir mikrosantrifij
tipinde PCR ana karisimini Tablo 4 uyarinca hazirlayin ve bunu 6zel bir
temiz alanda yapin. Hesaplamaniza en az bir PC ve bir NTC dahil edin.

NOT

Genel bir kural olarak, 10'dan az 6rnek test ediyorsaniz bir

ekstra drnek icin yeterli ana karisim kullanin. 10 veya daha fazla

1 ornek test ediyorsaniz, +%10 fazla reaktif ana karigim hacmi
kullanin.
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Tablo 4 PCR ana karigim reaksiyon hazirligi

Hacim ‘
Bilegsen #1 #5 #10
Nuclease-Free Water* 16,1 uL 80,5 uL 161,0 uL
Reaction Mix A 5,0 uL 25,0 L 50,0 uL
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
cDNA sablonu veya kontrol 6rnegi* 1,0 yL 5x1,0 uL 10x1,0 L
Toplam hacim 25,0 pL 125,0 uL 250,0 pL

*$ablon girdisi 2 pL'ye artirilabilir ve bunun icin Niikleazsiz Su GrGninin hacmi ayarlanmalidir.

Ana karisimi hafifce vorteksleyerek karigtirin ve ardindan kisaca santrifyj
edin.

Hazirlanmig 200 yL PCR tuplerine 24,0 yL PCR ana karigimi ayirin ve kapali
tupleri kisaca santriftj edin.

cDNA sablonlarinin ve kontrollerin uygulanmasi

PCR ana karisimi iceren hazirlanmis PCR tlplerine asagidaki 6rnek
turlerinden 1,0 L ekleyin.

NTC: Ornek yerine 1,0 uL Niikleazsiz Su ekleyin.
cDNA template: Seyreltimemis cDNA 6rneklerinden 1,0 pL ekleyin.

PC: Ornek yerine taze hazirlanmig, 1:5 seyreltimis Mentype® AMLplex®S
Positive Control triininden 1,0 pL ekleyin.

PY Kontaminasyonlardan kaginmak icin dnce NTC'yi hazirlayin.
1 Orneklerin gapraz kontaminasyonundan kaginmak igin en son
PC'yi hazirlayin.
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NOT

Her galismada en az bir pozitif kontrol PC ve bir no template
kontrol NTC kullanin. Aksi takdirde, ¢calisma dogrulanamaz.

Tam PCR tlplerini kapatin, hafifce vorteksleyin ve santrifiij edin.

PCR amplifikasyonu

PCR doénglleyiciyi asagidaki amplifikasyon profili ile programlayin ve
rampay! 4 °C/s olarak ayarladiginizdan emin olun. Polimerazi aktive etmek
ve spesifik olmayan amplifikasyon Grtinlerinin olusumunu énlemek icin PCR
"hot start" (sicak baglatma) gergeklestirin.

Py Kalibre edilmis ve bakimi iyi yapilmis PCR dénguleyicilerin
1 kullanilmasi esastir; ¢unki sapmalar KMT2A::MLLT4 gibi
hassas hedeflerin amplifikasyonunu olumsuz etkileyebilir.

Tablo 5 PCR protokolii

96 °C 4 dakika (polimerazin aktivasyonu icin sicak baslatma)
96 °C 30
saniye
60 °C Zu 25 déngii
saniye
72 °C s
saniye
o 10
68°C dakika*
10 °C o0 beklet

* Eger daha fazla miktarda eksi -Adenin pikleri (-1 bp) gézlemlenirse, uzatma 60 dakikaya kadar
yapllabilir.
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Z
ﬂ
—

donguleyiciler kullaniliyorsa, optimal kit dengesi saglamak igin

: Ayarlanabilir 1sitma ve sogutma hizlarina sahip termal
rampalama 4 °C/s olarak ayarlanmalidir.

NOT
Py Farkli PCR cihazlarinin kurulumu, programlanmasi ve bakimi ile
1 ilgili temel bilgiler icin lGtfen ilgili cihazin kullanici kilavuzuna

basvurun.

Kapiller jel elektroforezi

PCR irinlerinin hazirlanmasi

PCR tamamlandiktan sonra, 6rnekleri dongileyiciden ¢ikarin ve kisaca
santrifiij edin.

NOT

° PCR tamamlandiktan sonra, PCR drinleri 2 °C ila 8 °C'de 4
1 hafta veya -25 °C ila -15 °C'de uzun slreli olarak isiktan
korunarak saklanabilir.

Reaktifleri ¢ozin, karistirin ve santriflj edin:

= Hi-Di™ Formamide (kite dahil degildir)
=  Mentype® AMLplex®S Allelic Ladder (yesil kapak)
DNA Size Standard BTO (550) (turuncu kapak)

Tablo 6 kisminda tanimlanan denatlirasyon karisimini hazirlayin ve
pipetleme varyasyonlarini telafi etmek igin bir veya iki reaksiyon ekleyin.
Allelik merdiven igin ekstra bir reaksiyon ekleyin.
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Tablo 6 Denatiirasyon karigimi

Bilesen Reaksiyon basina hacim

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

Denaturasyon karisimindan 12,0 pylL'yi PCR plakasinin (Genetik Analizor
Uzerinde kullanim icin uygun) kuyucuklarina pipetleyin.

Kuyucuklara ya 1,0 yL PCR driini ya da 1,0 yL Mentype® AMLplex®S Allelic
Ladder ekleyin. PCR plakasini uygun bir folyo ile kapatin, vorteksleyin ve
plakayi kisaca santrif(ij edin.

NOT

Allelik merdiven, veri analizi sirasinda analiz edilen fragmanlarin

e dogru bir sekilde belirlenmesi icin kullanilir. Her bir fragman

1 uzunlugu analiz ¢galismasinda, basaril veri analizi saglamak icin
allelik merdiven en az bir kez analiz edilmelidir.

NOT

Jel elektroforez cihazinin kapillerleri asla kuru birakilmamalidir.
Ornekler tiim kapiller pozisyonlari doldurmuyorsa, plakanin ek

z i 5 kuyucuklarini kapiller sayisina gore 12,0 yL Hi-Di* Formamid ile
doldurun.

Hazirlanmigs PCR dUrinlerini 95 °C'de 3 dakika boyunca bir PCR
dénguleyicide denatire edin ve ardindan 6rnekleri donguleyicide 4 °C'ye
sogutun. Fragman uzunlugu analizi dncesinde 6rnekleri kisaca santrif(j edin.

Fragman uzunlugu analizi

ik fragman uzunlugu analizini yapmadan énce Matrix Standard BT5 multi
(BIOTYPE GmbH) iriinlini Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit igin
kullanilan floresan boyalarin (6-FAM™, BTG, BTY, BTO) spektral
hizalamasini yapmak amaciyla galisin.
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NOT

Matrix Standard BT5 multi Grinindn kurulumu igin kullanim
g kilavuzuna basvurun. Bunlar www.biotype.de/en/ifus adresinde
1 veya support@biotype.de ile BIOTYPE GmbH lzerinden talep
yoluyla mevcuttur.

Matrix Standard BT5 multi basariyla calisildiktan sonra, 3500 Genetic
Analyzer Tablo 7 icinde tanimlanan cihaz ayarlarini
(www.biotype.de/en/template-files) ice aktarin.

Tablo 7 Genetic Analyzer iirinleri ig¢in saglanan dosyalar
(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

Gerekli cihaz protokoli icin spesifikasyonlar Tablo 8 icinde agiklanmigtir.
Sadece aciklanan parametreler ayarlanmali ve diger parametreler
varsayllan ayarda kalmaldir. Ozel galisma parametrelerini ayarlamak igin
Ureticinin kullanim kilavuzunu izleyin.
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Tablo 8 Farkh kapiller jel elektroforez cihazlarinin galigma modiilleri igin
parametreler

Injections Injection Run Voltage Run Time
Voltage [kV] Time [s] [kV] [s]
36 cm Capillary
; Array: 15
3500 $erles 3.0 8 1560
Genetic Analyzer 50 cm Capillary
Array: 19.5
SeqStudio™
Genetic Analyzer 12 10 9 Eacl

Tablo 8 icinde verilen degerlerden farkh olarak, ¢calisma siresi DNA Size
Standard 550 (BTO) igindeki tim fragmanlarin (60 - 550 bp) analiz edilmesini
saglamak icin ayarlanabilir.

Bir Size Standard protocol (BlyUklik Standardi protokoll) kurmak lzere
DNA Size Standard 550 (BTO) i¢in asagidaki boyutlar turuncu panele
atanmalidir:

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, ve 550 bp.

NOT

BIOTYPE GmbH, fragman uzunlugu analizi igin 6zel galisma
Py ayarlarinin  kolay kurulumu amaciyla 6zel sablonlar ve
1 GeneMapper™ ID-X riiniiniin basit bir yazilim kurulumu igin

analiz gablonlari saglar. Bu sablonlar suradan indirilebilir:

www.biotype.de/en/template-files.
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Veri Analizi

Veri analizi igin genel prosediir

1. Calisma
gecerliligini kontrol
edin

v

2. Numune
gecerliligini kontrol
edin

U

3. Numune
degerlendirmesi

Bkz. bolim: Genel ¢alisma dogrulamasi

* Bkz. bolim: Ornek analizi

Bkz. boliim: Ornek analizi

Genel galisma dogrulamasi

1. Gegerli allelik
merdiven

{}

2. Gegerli pozitif
kontrol (PC)

U

3. Gegerli
sablonsuz kontrol
(NTC)

¢ DNA Size Standard 550 (BTO) = 50 RFU
o  Pik yuksekligi = 400 RFU
e  TUm beklenen pikler mevcuttur

e DNA Size Standard 550 (BTO) = 50 RFU
e Pik yuksekligi = 400 RFU
e  TUm beklenen pikler mevcuttur

e DNA Size Standard 550 (BTO) 2 50 RFU
e Pik yuksekligi = 400 RFU olan higbir pik
saptanmamalidir
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NOT

4 Gegerliligi degerlendirmek icin 50 bp'den 560 bp'ye kadar olan

1 tim &lcum arahdi analiz edilmelidir.

DNA Size Standard 550 (BTO)

Amplifiye edilmis Uriinlerin kesin uzunluklarinin bulunmasi cihaz tirine,
elektroforez kosullarina ve kullanilan DNA boyut standardina baglidir. Bazi
hedeflerin karmasikhdi nedeniyle, boyut belirleme esit dagitiimis
referanslara dayanmalidir.

Tdm orneklerde DNA Size Standard 550 (BTO) icin asagidaki kriterleri
kontrol edin:

= Asagidaki konumlarda tim fragmanlarin varhgd:: 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 ve 550 bp (bkz. Sekil 1)

= Tdm fragmanlar 2 50 RFU ile mevcuttur

» Belirleme katsayisi R? > 0,995
(bkz. GeneMapper ID-X Size Match Editor)

= Fragmanlar, fragman uzunlugu arttik¢a surekli olarak pik yiksekliginde
azalma gostermez.

Sekil 1 DNA Size Standard 550 (BTO) elektroferogrami, bp cinsinden
uzunluklarla fragmanlar
Mentype® AMLplex®S Allelic Ladder

Gegerli bir boyut standardi saglandiktan sonra, allelik merdivendeki tim
piklerin 2 400 RFU ile mevcut oldugundan emin olun.
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e Mentype® AMLplex@S Allelic Ladder, tespit edilebilir her hedef
1 icin bir pik icerir. Litfen allelleri ek Sekil 2 ile karsilastirin.

Mentype® AMLplex®S Positive Control (PC)

Gegerli bir boyut standardi saglandiktan sonra, PC igin tim spesifik piklerin
2 400 RFU ile mevcut oldugundan emin olun.

Test kitinin bir pargasi olan Mentype® AMLplex®S Positive Control, asagidaki
hedefleri temsil eder (bkz. Tablo 9).

Tablo 9 Mentype® AMLplex®® Positive Control pikleri

Panel Kontrol piki

= QS-Control
Mavi = BCR:ABL_b2a3
=  RUNX1:RUNX1T1
= ABL-Control
Yesil = KMT2A-PTD_e11e3
Sari =  PML::RARA bcr3
NOT
°

Mentype® AMLplex®S Positive Control kullanilan her panel igin
1 en az bir pik icerir. Lutfen allelleri ek Sekil 3 ile karsilastirin.

No template control NTC

Gegerli bir boyut standardi saglandiktan sonra, NTC'de 2 400 RFU olan bir
pik tespit edilmediginden emin olun (bkz. ayrica ek Sekil 4).
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NOT

1

GeneMapper™ |ID-X Urlind Analiz Yontemi icin saglanan sablon
dosyalariyla birlikte kullanildiginda Mentype® AMLplex@S PCR
Amplification Kit érneklerindeki < 400 RFU olan piklere otomatik
olarak allel adi atanmaz ve bu da NTC'yi kolayca
degerlendirmenize yardimci olur.

1

NOT

Kigik boya lekeleri gibi artefaktlar NTC icinde daha belirgin
olabilir. Genis pik tabani, anormal pik sekli ve pik atamasi
olmamasi nedeniyle amplikon piklerinden ayirt etme
mumkindur.

Ornek analizi

is akigi veri analizi Genel galigma dogrulamasi

1. Gegerli DNA e Bkz. bolim: DNA Size Standard 550 (BTO)
Size Standard 550
(BTO)
o e ¢ kontroller: QS-Control = 400 RFU, ABL-
2'.?:5'3';:("2;'? Control = 400 RFU
yd o Hedef pik yiiksekligi = 400 RFU, cekme piki
olmamalidir
e Tespit edilen translokasyon sayisi uygun
3. Olasilk olmalidir: en fazla 2 spesifik hedef tespit
edilmelidir
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NOT

Birden fazla hedef tespiti kesim degerini asarsa veya herhangi
Py bir belirsizlikle karsilagirsaniz, litfen sorun giderme boélimiine
1 bakin (6rnegin bilinen sinyal kombinasyonlari listesi igin) veya
support@biotype.de adresinden musteri destegi ile iletisime
gegin.

BIOTYPE GmbH tarafindan saglanan 6zel sablonlarla birlikte
GeneMapper™ ID-X software kullanildiginda temel dogrulama otomatik
olarak yapllir.

Calisma ve ornek gecerliligini kontrol ettikten sonra, Ornek verileri
degerlendirilmelidir.

NOT

Mentype®  AMLplex®  yalnizca nitel bir testtir.
A Bu uygulama kopya sayisini 6lgmek veya Minimal Rezidiel

Hastaligi (MRD) izlemek i¢in uygun degildir.

BIOTYPE GmbH degerlendirme sablonlarini kullanirken ve galismada Allelik
Merdivenin bagarili bir sekilde degerlendiriimesi durumunda, tespit edilen
PCR fragmanlari otomatik olarak adlandirilir. PCR urinlerinin fragman
uzunluklarinin bir 6zeti asagida Tablo 10 i¢inde bulunabilir.

Tablo 10 POP-4™ polimerinde Mentype® AMLplex® Allelic Ladder
translokasyonlarinin  fragman uzunluklarina genel bakis. 1
KMT2A:MLLT3_6A varyanti igin iki amplikon; * Bu varyant Mentype® AMLplex® PCR
Amplification Kit ile tespit edilebilir olmasina ragmen degisken amplikon uzunlugu (yaklasik 173
bp) otomatik tahsisi engeller

Uzunluk Uzunluk
Panel/Translokasyon Panel/Translokasyon
y [bp] Y [bp]
FAM Panel (Mavi Kanal) BTG Panel (Yesil Kanal)
CBFB::MYH11_TypeG 63 DEK::NUP214 78
CBFB::MYH11_Typel 66 KMT2A-PTD_e9e3 87 |
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Uzunluk Uzunluk

Panel/Translokasyon Panel/Translokasyon

[bp] [bp]

QS-Control KMT2A::MLLT3_6A_St
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 (Sari1 Kanal)
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

BCR::ABL_e1a2 380

NPM1::MLF1 389

CBFB::MYH11_TypeB 485

ABL-Control 519
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GeneMapper™ ID-X ile veri analizi

GeneMapper™ ID-X software uriiniiniin hazirlanmasi

Bu yazilim igin uygulama ve 6rnek analizi ile ilgili genel talimatlar igin litfen
GeneMapper™ ID-X Software kullanici kilavuzuna basvurun.

Allel tahsisi, GeneMapper™ ID-X analiz yazilimi ile BIOTYPE GmbH’nin
Mentype® AMLplex@ PCR Amplification Kit sablon dosyalari kombinasyonu
ile gerceklestiriimelidir. BIOTYPE sablon dosyalari (bkz.

Tablo 11) ana sayfamizdan (www.biotype.de/en/template-files) indirme
yoluyla veya support@biotype.de adresinden talep Uzerine mevcuttur.
GeneMapper™ ID-X software kullanilarak analiz is akigi Tablo 12 icinde
gOsterilmistir.

Tablo 11 GeneMapper™ ID-X Yazilimi igin BIOTYPE GmbH sablonlari,
icin 6zel sablonlar 'POP-1™, 2POP-4™ and 3POP-7™ polymer

Sablon Sablon adi

AMLplexIVD_Panel1_v1x!
Panels* AMLplexIVD_Panel4_v1x?
AMLplexIVD_Panel7_v1x3

veya daha yuksek
surtmler

AMLplexIVD_Bins1_v1x'
BinSets* AMLplexIVD_Bins4_v1x?
AMLplexIVD_Bins7_v1x3

veya daha yuksek
surumler

veya daha yuksek

Size Standard* BTO_60-550_v1x oI
suramler

AMLplexIVD_Analysis1_v1x’

Analysis Method* AMLplexIVD_Analysisd4_vixz Y6Ya dahaylksek

AMLplexIVD_Analysis7_vix3 Sdrumier
Plot Settings PlotsBT5_4dyes
Table Settings Table for 2 Alleles

Table for 10 Alleles

*Bu sablonlar veri analizi i¢cin her zaman kullaniimalidir. Diger sablon
dosyalari istege baglidir.

AMLIFUO2v2tr 32


http://www.biotype.de/en/template-files
mailto:support@biotype.de

Mentype® AMLplex®@ PCR Amplification Kit

NOT

Saglanan sablon dosyalar ile ice aktarma ve allel c¢agrisi
yalnizca GeneMapper™ ID-X software kullanildiginda garanti
° edilir. GeneMapper™ software uygulandiginda bazi sablon
1 dosyalari ile ige aktarma sorunlari yasayabilirsiniz. Belirli cihaz
kurulumunuzda allelik merdiveni bir veya birkag kez galisilarak
Panels ve Bins ayarlamasi yapmaniz gerekebilir.
bizimle iletisime gegin (support@biotype.de).

Destek icin

Tablo 12 GeneMapper™ ID-X ile veri analizi is akisi

No Simge

3 Ornek Analizi

Calisma adimi

1 Yazilim Hazirlig

Panel Manager
Panels ve Bins igin saglanan sablon dosyalarini ice aktarin

GeneMapper™ ID-X Manager
Analysis Method ve Size Standard igin saglanan sablonu ice

aktarin

2 Ornek ice Aktarma

Add Samples to Project (Ornekleri Projeye Ekle)
- galisma klasorini bulun, segin ve Add to List = Add
(Listeye Ekle - Ekle) kullanin

Ornek sayfasinin uygun siitunlarindaki su dzellikleri ve
Analyze 6gesini segin.

Situn Adi

Sample
Type

Analysis
Method

Panel

Se¢

Allelik Merdiven, Pozitif Kontrol, Negatif
Kontrol veya Ornek

Onceden ice aktarilan
BIOTYPE template
AMLplexIVD_Analysis_v1x segin

Onceden ice aktarilan
BIOTYPE template AMLplexIVD_Panel_v1x
segin
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No Simge Calismaadimi

[
il

Size Onceden ice aktarilan BIOTYPE template
Standard BTO_60-550_v1x segin

4  Kontrolleri kontrol edin

Kontrol gegerliligini kontrol edin (Allelik Merdiven, Pozitif
Kontrol, Negatif Kontrol)

Yeterli pik yikseklikleri ile atama, Analysis Method igindeki
spesifikasyonlara gére gergeklestirilir

5 Ornek degerlendirmesi

m Ornek gegerliligini kontrol edin.
Yeterli pik yukseklikleri ile atama, Analysis Method igindeki
I spesifikasyonlara gore gerceklestirilir
NOT

Analysis Method, Bins, Panels igin saglanan sablon dosyalarini
kullanarak ve ilgili drnek turinu segerek, bu érneklerin gecerliligi
yazilim tarafindan otomatik olarak kontrol edilir. Gegerli bir
gecerlilik durumu igin SOS (Sample off-Scale), SQ (Sizing
Quality), OMR (Outside Marker Range) kalite kontrol bayraklari
ye§il kutular halinde olmalidir.

s B E mlmE

NOT

Boyut standardini degerlendirmek igin GeneMapper™ ID-X
icindeki Size Match Editor kismini kullanin. Bir otomatik fragman
cagrisi basarisiz olursa, 80/90/100 bp ve 240/250/260 bp
Uclileri manuel pik atamasinda bir yonlendirme icin kullanilabilir.
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Sorun giderme

Dogru ve givenilir hedef tespiti icin, BIOTYPE'Iin sablon dosyalari ile birlikte
dogrulanmis GeneMapper™ |D-X software kullanilarak, otomatik hedef
atama ve dogrulama dahil olmak lzere PCR sonrasi analiz yapiimalidir.
Herhangi bir belirsizlik durumunda, litfen support@biotype.de ile iletisime
gegin.

Cekme pikleri

Cekme pikleri, eger pik yukseklikleri dogrusal tespit araliginin digindaysa
veya yanlis bir matris uygulanmissa olusabilir. Diger renk kanallarindaki
belirli piklerin pozisyonlarinda, tipik olarak daha dustk sinyal yogunluklari ile
ortaya cikarlar. Bu etki, asagidaki hedeflerin yuksek amplifikasyon profilleri
durumunda dikkate alinmahdir:

= PML::RARA_bcr3 (sari kanal), KMT2A::ELL_e10e2 (yesil kanal) iginde
¢ekme piki olusturur

»  RUNX1:RUNX1T1 (mavi kanal), KMT2A::MLLT4 (yesil kanal, yalnizca
POP-7 ™ Polymer kullanildiysa) icinde gekme piki olugturur

Sablon bagimsiz niikleotid eklenmesi

Terminal transferaz aktivitesi nedeniyle, Multi Tag 2 DNA Polymerase,
amplifiye edilmis DNA fragmanlarinin 3' ucuna bir adenozin radikali ekleme
egilimindedir. Artefakt piki beklenenden bir baz daha kisadir (-1 bp pikleri).
Tdm BIOTYPE primerleri bu artefaktlari en aza indirmek igin tasarlanmigtir.
Artefakt olusumu, PCR protokolinin son uzatma adiminin 68 °C'de 60
dakika boyunca istege bagli olarak uzatiimasiyla daha da azaltilir. Artefaktin
pik yuksekligi cDNA miktari ile iligkilidir. Laboratuvarlar, piklerin analizi i¢in
kendi 6zel sinirlarini tanimlamahdir.

Artefaktlar

Oda sicakhigi, ¢cok kapillerli cihazlarda PCR driUnlerinin performansini
etkileyebilir; sonugta omuz pikleri veya boélinmus pikler olusur. Ayrica,
otomatik atama bazi durumlarda etkilenebilir. Bu etkiler meydana gelirse,
ornegi daha ylksek oda sicakliginda yeniden enjekte etmenizi éneririz. Her
zaman Ureticinin dnerilerine gore taze sarf malzemeleri kullanmayi dusunin.
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Polimerlerin etkisi

Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit, POP-4™ polymer ile analiz igin
dogrulanmig ve sertifikalandinimigtir. Diger polimerlerin (POP-7™ veya
POP-1™) kullanimi dogrulanmistir, ancak belirli PCR Urinlerinin ¢alisma
davranisini etkileyebilirler. Ayrica, serbest floresan boyalarin farkli davranisi
nedeniyle arka plan guralttisa artabilir.

Pipetleme sapmalari

Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit gli¢ analizi, kitin tarif edilen
kiigik protokol sapmalarina (+/- %10 sapma) karsi dayanikli oldugunu
gOstermigtir. Tarif edilen deneysel protokolden orta derecede sapma
(+/- %20), analiz icin daha kritik olabilir. PCR bilesenlerinde -%20'lik orta
derecede sapmalara dikkat etmek dnemlidir; ¢linku bunlar sinyal yiksekligini
onemli 6lglide azaltir. Bu baglamda en hassas hedefler KMT2A::MLLT4 ve
DEK::NUP214'tr.

Herhangi bir sapmayi en aza indirmek icin kalibre edilmis pipetler kullanmays,
hassas pipetleme yapmayi ve iyice karistirmayi 6neririz.

Diisiik ABL-control pikleri

ABL i¢ kontrolli, Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit Grlininin en
uzun amplikonunu olusturur ve bu nedenle dnemli bir kalite kontrol isaretidir.
Dusuk ABL-control pik ylksekligi durumunda en olasi nedenler
asagidakilerden biridir:

Reaksiyonda sablon girdisi ¢ok dustk: Lutfen RNA konsantrasyonunu
belirleyin ve gerekirse cDNA sentez girdisini artirin.

Fragmante RNA, yani hedeflerden gelen daha kigik amplikonlar pozitif
olabilir ancak i¢ kontrol ABL eksiktir. Ornek hazirlama is akisini RNAz
kontaminasyonu i¢in kontrol edin. Arsivlenmis 6rnek materyallerinde RNA
fragmantasyonunun meydana geldigi bilinmektedir.

Etkisiz ¢cDNA sentezi: cDNA sentezi sirasinda dUreticilerin talimatlarina
uyuldugundan emin olun. Dogrulanmigs cDNA sentez kitlerinden birini
cDNA'ya transkripsiyon béliminde agiklandidi gibi kullanin.

Ornek aktif ters transkriptaz enzimi ile bozulmus: cDNA sentezi sirasinda Isi
ile inaktivasyon adimina o¢zellikle dikkat ederek ureticilerin talimatlarina
uyuldugundan emin olun.
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Ek amplikonlar veya c¢ift pozitifler

Gogu hasta 6rneginin negatif bir sonug veya tek bir translokasyon igin pozitif
bir sonug gdstermesi beklenir. Birden fazla translokasyon oladandigi bir
sonugtur ve daha fazla dogrulama gerektirebilir. Ancak daha énce hasta
orneklerinde asagidaki gibi bazi kombinasyonlar gézlemlenmistir:

BCR::ABL b2a3 hedefi, ABL-control veya BCR::ABL'nin diger transkript
varyanti i¢in gucli bir amplifikasyon varsa, nispeten disuk pik yiksekligi ile
gorinebilir (ana hedef sonucunun yaklasik %5-10'u).

KMT2A partial tandem domain (KMT2A-PTD) durumunun diger
translokasyonlarla eszamanl olarak ve birden fazla KMT2A-PTD varyant
icin, pozitif gorinebilecek karmasik yeniden dizenlemelerde meydana
geldigi bilinmektedir.

POP7™-Polymer kullanildiginda, CBFB::MYH11_Type A translokasyonu,
RUNX1::RUNX1T1 ve CBFB::MYH11_Type F i¢in 6zgul olmayan bir sinyale
yol agabilir. POP4-Polymer kullanildiginda RUNX1::RUNX1T1 piki merdiven
disi olarak atanir ve ME-1 hticre hatti kullanilarak dogrulanabilir. Her iki 6zgul
olmayan yan pik, CBFB::MYH11_Type A ile karsilastirildijinda daha disuk
RFU zirve yliksekligi gosterir. POP7™-Polymer kullanildiginda, merdiven
digi 6zgul olmayan bir pik, 2000 RFU'nun altinda pik yukseklikleri ile
CBFB::MYH11_Type | translokasyonu olarak atanabilir.

KMT2A::MLLT4 hedefi, transkript varyantlarinin 6rnege spesifik yayginligina
bagli olarak iki farkli amplikon uzunlugu ile olusur. Cogu hasta 6rnegi,
KMT2A::MLLT4 hedef kutusunda cift pik olarak, t¢ nikleotidlik bir uzunluk
farki ile her iki amplikonu da gdsterir. Bu gecerli bir sonugtur ve duzeltici
Onlemler gerekli degildir.

Herhangi bir KMT2A translokasyonu, ekson 9'da (en yaygin) veya ekson 10
ve 11'de (nadir) kirilma noktasi ile meydana gelebilir. Yesil kanaldaki
herhangi bir gi¢li merdiven disi pik, atipik bir KMT2A translokasyonundan
kaynaklanabilir ve diger yontemlerle dogrulanabilir.

KMT2A::MLLT3 transkript varyanti 6A hedefi, ¢cok ylksek girdi ve ¢ok yliksek
RNA kalitesi durumunda iki tespit edilebilir amplikon Uretebilir ve karsilik
gelen pikler 6A_S (short (kisa), gerekli) ve 6A L (long (uzun), istege bagli)
olarak adlandirilir. Bu durum Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit
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primer tasarimina 6zgl gerekli bir fenomendir. Bu gegerli bir sonugtur ve
dlzeltici 6nlemler gerekli degildir.

PML::RARA bcr1 ve bcr3 kutulari arasinda sari kanalda bir merdiven digi
pik, muhtemelen PML::RARA bcr2 varyantindan kaynaklanir. Bu hedef,
PML ekson 6'da birka¢ kirilma noktasina sahiptir ve bu nedenle belirli bir
kutuya atanamaz.

Performans Degerlendirmesi

Analitik duyarhhk

Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit 6rnek tipi, periferik vendz tam
kandan veya kemik iligi aspiratindan izole edilen hiicresel RNA'dan
transkripsiyon yapilmis cDNA olarak tanimlanir. Kan numunesi igin, 50 ng ile
1000 ng araliginda RNA, bu performans de@erlendirmesi sirasinda
dogrulanmis cDNA synthesis kits SuperScript™ IV First-Strand Synthesis
System (Thermo Fisher Scientific) ve High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific) kullanilarak yeterli ABL-Control
pik yUksekligi ile olgilebilir. %100 transkripsiyon verimliligi varsayildiginda,
bu islem 2,5 ng/uL ile 50 ng/uL arasinda bir cDNA konsantrasyon araligi ile
sonuglanir; PCR reaksiyonunda 1 pl cDNA kullanilir. Kemik iligi numunesi
icin, SuperScript™ IV First-Strand Synthesis System (Thermo Fisher
Scientific) kullanilarak 50 ng ile 1000 ng arahiginda ve High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific) kullanilarak 100 ng ile
1000 ng arahidinda, RNA, ABL kontrolinin yeterli pik yikseklidi ile él¢ulebilir.
%100 transkripsiyon verimliligi varsayildiginda bu igslem sirasiyla 2,5 ng/yL
ve 5 ng/uL ile 50 ng/uL arasinda bir cDNA konsantrasyon aralidi ile
sonuglanir; PCR reaksiyonunda 1 yL cDNA kullanihir. Optimal RNA girdisi,
periferik tam kan numunesi i¢cin 1000 ng ve kemik iligi numunesi i¢in 500 ng
olarak tanimlanmistir. Dustuk RNA konsantrasyonu veya kritik hedefleri olan
orneklerde, PCR'deki cDNA girdisi, 6rnek tiirinden bagimsiz olarak High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific) ile
transkripsiyonu yapilan cDNA igin 4 uL'ye kadar artirilabilir. SuperScript™ IV
First-Strand Synthesis System (Thermo Fisher Scientific) ile transkripsiyonu
yapilan cDNA igin cDNA girdisi maksimum 2 pL ile sinirhdir.
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Limit of Blank (LoB) (Bos Limiti), daha énce tanimlanmis optimal girdi
miktarinda farkli numune kdkenine sahip 12 érnek Uzerinde test edilmistir.
Test edilen 12 érnegdin higbirinde 55 bp ile 550 bp araliginda 400 RFU pik
yuksekligi esiginin Uzerinde 6zgll olmayan pikler tespit edilmediginden,
400 RFU esigi belirlenebilir.

Mentype® AMLplex@ PCR Amplification Kit igin Limit of Detection (LoD),
primer karisimindaki tim primer ciftlerini kapsayan cDNA arka planina sahip
6 yapay ornekle test edilmistir ve birden fazla hedefi tespit eden primer
ciftleri, en uzun ve dolayisiyla tespit edilmesi en zor hedef transkript
varyantini amplifiye eder.

Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit, kabul kriterlerine goére kabul
edilebilir bir Tespit Limiti gdstermis ve yine de kabul edilebilir bir sonug
gOsteren ve LoD degerinin 1000 kopya oldugu KMT2A::MLLT4 hari¢ test
edilen hedefler icin maksimum LoD 400 kopya olmustur (bkz. Tablo 13).
Tespit edilebilen gen flzyonlarinin tim transkript varyantlar test
edilemediginden, test edilen hedeflerin en yliksek sonucu olan 1000 kopya
genel LoD degerinin, givenli bir sekilde uygulanabilir oldugu
varsayllmaktadir.

Tablo 13. Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit igin LoD.

Ornek Hedef LoD [kopya]
CBFB::MYH11_TypeJ 200
BCR::ABL_e1a2 200

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

Ormek 2 NPM1::MLF1 200
KMT2A::MLLT3_6A_S 100
KMT2A::MLLT3_6A L 200
PML::RARA_bcr3 200

Ornek 3 CBFB::MYH11_TypeG 200
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Ornek Hedef LoD [kopya]
BCR::ABL_b2a3 100
CBFB::MYH11_TypeE 200
KMT2A::ELL_e10e3 100
CBFB::MYH11_Typel 200

. MLLT10_240::PICALM_2092 200

Ornek 4

RUNX1::RUNX1T1 400

DEK::NUP214 200
Ornek 5 KMT2A::MLLT4 (short) 1000
; KMT2A::MLLT4 (short) 500
Ornek 6

KMT2A::MLLT4 (long) 500

Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit, hedef analitin varligini veya
yoklugunu belirlemek igin tasarlanmis nitel bir test oldugundan, Limit of
Quantitation (LoQ) (Miktar Belirleme Limiti) test edilmesi amaglanan kullanim
icin ilgili kabul edilmemektedir.

Analitik Ozgiilliik

Allelik merdiven ile otomatik allel ¢agrisi ve GeneMapper™ ID-X software
kullanilarak translokasyon hedeflerinin yapay ornekleri ile allel atamasinin
uyumu test edilmistir. Sonuglara dayanarak, Genetic Analyzer kapiller jel
elektroforezi yoluyla genotipleme igin teste spesifik cihaz ayarlari (bins ve
panels) tanimlanmistir.

PCR primerleri, resmi insan genomu referans DNA dizisine tamamlayici
olarak baglanacak sekilde tasarlanmistir. Single Nucleotide Polymorphism
(SNP'ler, INDEL'ler veya delesyonlar) gibi genetik varyantlar, spesifik primer
baglanmasini etkileyebilir ve Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit igin
ilgili dbSNP girdileri ile de@erlendirilmigtir. Bir girdi (rs73504425), primer
fonksiyon kaybina neden olur. Varyant allel, Afrika ntfusunun %0,6'sinda
goralir ve <%1 prevalans ile nadiren bildirilen bir flizyon geni olan
PICALM::MLLT10 igin primer baglanma bolgesinde yer alir.
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Ayrica, Mentype® AMLplex® Primer mix igin insan transkriptomunda bir
BLAST aramasi yapilmis ve 0 — 600 bp araliginda 6zgil olmayan
amplifikasyon urlnleri elde edilmemistir.

Dogruluk ve Gergeklik

Mentype® AMLplex@ PCR Amplification Kit analitik dogruludu, kitin gerceklik
calismalari sonuglarina dayanmaktadir. BIOTYPE GmbH, 2013 yilindan beri
bir Dis Kalite Degerlendirme (EQA) programina aktif olarak katiimaktadir.
Orneklerde bir translokasyonun varligi veya yoklugu, bu EQA'nin tim
katihmcilarinin sonuglarinin konsensustinden belirlenir. 2013 yilindan bu
yana toplam 68 6rnek analiz edilmistir.

Bu sonuglara dayanarak, Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit
sonuglarinin (pozitif/negatif) ve tim External Quality Assessment program
(Dis Kalite Degerlendirme programi) katiimcilarinin  konsensusu ile
dogrulanan gergek sonuglarin (pozitif/negatif) karsilastirmasina dayali bir
olasilik matrisi olusturulmustur. CLSI EP12 (3. baskli) uyarinca, anahtar
performans metrikleri, Tablo 14 olasilik matrisine dayanarak hesaplanmistir.

Tablo 14 Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit analitik 6zellikleri.

Analitik Ozellikler

Analitik Duyarhhk %92,2 %81,5 %96,9
‘ Analitik Ozgiilliik %94,1 %73,0 %99,0
Pozitif Ongérii Degeri %97,9 %89,1 %99,6
‘ Negatif Ongorii Degeri %380,0 %58,4 %91,9
Dogruluk %92,6 %83,9 %96,8

Bu hesaplamalar, Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit igin pozitif ve
negatif vakalar sirasiyla %92 ve %94 olasilikla dogru bir sekilde
siniflandirma yeteneginin kapsamh bir 6lgutiini saglar. Dogru sonugclarin
genel orani %93 olup yiiksek bir glvenilirlik gostermektedir. Mentype®
AMLplex@ PCR Amplification Kit, testin etkinligini ve glvenilirligini
dogrulayan ylksek analitik performans sergilemektedir.
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Kesinlik

ISO 5725-2:2022-05 ve CLSI EP05 (3. baski) temel alinarak testin
tekrarlanabilirligi ve yeniden Uretilebilirligi degerlendiriimistir. Bes yapay
ornek ve Mentype® AMLplex®S Positive Control Griind bir 5 x 5 x 3 (glin x
tekrar x merkez) ¢oklu merkez calismasinda degerlendirilmistir. Coklu
merkez calismasi, farkli operatorlerin farkli merkezlerde farkh cihazlar
kullanarak olcim yapacagi farkl test yapilan merkezlerden kaynaklanan
varyasyonun ana kaynagini (tekrarlanabilirlik ve yeniden uretilebilirlik)
inceler. Sonug olarak tekrarlanabilirlik %8,3 CV (varyasyon katsayisi) ile
%15,6 CV arasinda ve yeniden (uretilebilirlik %14,6 CV ile %30,5 CV
arasinda degismistir. Genel olarak, Mentype® AMLplex® PCR Amplification
Kit, yapay Ornekler 1 ila 5 ve Mentype® AMLplex@S Positive Control ile test
edilen tim spesifik gen flzyonlari igin SDtekrar < 2500 RFU ile kabul edilebilir
bir kesinlik gbstermektedir.

Test Kesim Degeri

Mentype® AMLplex@ PCR Amplification Kit, u¢ nokta PCR ile gen
fuzyonlarinin nitel tespitini kullanir. Bu nedenle, test igin ilgili kesim
degerlerinden biri, teknik arka plan gurultisu ile gergek hedef tespiti arasinda
glvenli bir sekilde ayrim yapmak i¢cin minimum pik ylUksekligidir. RFU pik
yuksekligi kesim degeri, analitik duyarlilk testinden elde edilen verilerle 400
RFU olarak belirlenmigtir.

Enterferans yapan maddeler ve ¢apraz reaksiyonlar

Olglim prosediriniin  sonuglarini etkileyebilecek potansiyel enterferans
yapan maddeler, CLSI kilavuzlari EPO7 (3. baski) ve EP37 (1. baski)
Onerileri dogrultusunda degerlendirilmistir. Mentype® AMLplex® PCR
Amplification Kit igin, endojen ve eksojen enterferans yapan maddeler
belirlenmis, kilavuzlarda &énerildigi gibi PCR reaksiyonundaki maksimum
beklenen konsantrasyonlart (Cmaks) test edilmis ve enterferans
g6zlemlendiginde artik enterferansin tespit edilemedigi konsantrasyonu
belirlemek icin ek konsantrasyonlar test edilmistir.

Sonuglar, 6rnek isleme surecinin bir parcasi olarak DNA kesilmesi
gerceklestirildiginde, PCR reaksiyonunda 1 ng'de test edilen endojen
enterferans olusturucu DNA'nin bir enterferans etkisi olmadigini géstermistir.
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Endojen enterferans olusturucu kan igin, PCR reaksiyonundaki %0,87 h/h
hesaplanan Cmaks ile enterferans olusturucu bir etki gdzlemlenmis ve
enterferansin tespit edilemedigi yere kadar ek dilisyonlar test edilmistir.
%0,087 h/h kan, enterferans gostermemistir. Ancak kan kontaminasyonu,
PCR reaksiyonunda veya izole edilmis RNA slispansiyonunda turuncu renk
degisimi ile gorsel olarak tespit edilebilir. Bir renk degisikligi gdzlemlenirse,
potansiyel enterferanstan kaginmak icin RNA izolasyonunu tekrarlamanizi
Oneririz.

Eksojen enterferans yapan maddeler DTT, RNase inhibitérii, DNase, Etanol,
Metoklopramid, EDTA, Hidroksilre ve Sitrat agisindan, test edilen érnekler
icin tedavi edilmemis gruptan gézlemlenen sapmalar kabul edilen sinirlar
icinde oldugunda, ilgili Cmaks degerlerinde enterferans etkisi goriilmemistir.

Eksojen enterferans yapan maddeler Ters Transkriptaz, heparin ve
Proteinaz K agisindan, CLSI EP37 (1. baski) tarafindan hesaplanan veya
Onerilen ilgili Cmaks degerinde enterferans gorilmemis ve enterferansin tespit
edilemedigi yere kadar ek dilisyonlar test edilmistir. Ters Transkriptaz enzimi
icin test edilen Cmaks %0,2 h/h, enzim, test edilen cDNA sentez kitlerinin
ureticileri tarafindan talimat verildigi gibi 1si1 ile inaktive edilmedikge
enterferans gostermistir. Heparin igin 3,3 U/dL ve Proteinaz K enzimi igin
%0,0001 h/h enterferans géstermemistir.

Kan antikoagilanlari EDTA, sodyum sitrat ve heparin, 6nerilen izolasyon
kitleri ile ek olarak test edilmistir. Analitik performans izerinde bir etki tespit
edilmemistir. izolasyon kitlerinin is akiginin, antikoagiilanlardan ve RNA
izolasyon reaktiflerinden tiretilen test edilen enterferans yapici maddeleri
etkili bir sekilde giderecedini tahmin ediyoruz.

Tablo 15Test edilen endojen ve eksojen enterferans yapici maddelerin
enterferans olugturmayan konsantrasyonlari.

Enterferans . Enterferans Enterferans yapmayan
Yapan Kategori Yapan Madde test edilen
Madde Tiri P konsantrasyon

. Tam kan PCR reaksiyonunda
Endojen bilesenleri Tam kan %0,087 h/h
EDTA 0,099 mg/dL
Eksojen | Antikoagilanlar . PCR reaksiyonunda
Sitrat

%0,004 h/h
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Enterferans Enterferans yapmayan
. Enterferans :
Yapan Kategori Yapan Madde test edilen
Madde Turii P konsantrasyon

Heparin 3,3 U/dL
PCR reaksiyonunda

Proteinaz K %0,0001 h/h
RNA izolasyon PCR reaksiyonunda %0,3
o Etanol
reaktifleri h/h
1 0,
DNaz PCR reaksnyho/rr:unda %0,16
H 0,
DTT PCR reaks?:(/)hnunda %0,2
cDNA te_rs RNaz inhibitérii PCR reaksiyonunda %0,2
transkripsiyon h/h
reaktifleri PCR reaksiyonunda %0,2
Ters Transkriptaz h/h
(1s1 ile inaktive edilmis)
Antiemetik ajan Metoklopramid 0,225 mg/dL
Antineoplastik Hidroksitire 3,08 mg/dL
ajan

Kullanimda Kararlhk

Tdm Kkararliik calismalari, ISO 23640:2015 ve CLSI EP25-(2. baski)
kilavuzuna uygun olarak planlanmigtir. Tum kararlilk g¢alismalari igin
asagidaki prosedir uygulanmistir: Mentype® AMLplex@ PCR Amplification
Kit, cesitli siireler boyunca birden fazla zaman noktasinda test edilmigtir.
Yapay ornekler ve Mentype® AMLplex®S Pozitive Control analiz edilmistir.
Cesitli kosullarin nihai degerlendirmesi, baslangigc zaman noktasi (To) ile
sonraki zaman noktalari (Tn) arasindaki ortalamalarin karsilastirmasini
iceriyordu ve asagidaki denklem kullanilarak hesaplanmistir:

abs.Ap= |X79 — X1yl

Kullanimda kararlilik ¢alismasi i¢in iki deney gergeklestirilmistir. Biri, birkag
dondurma ve ¢bézme dongusunden sonra kitlerde kararlihdi test etmek ve
digeri, dondurma ve ¢dézme ve iddia edilen raf dmru kararlihk ¢calismasinin
bir parcasi olarak agildiktan sonra kitlerin simile edilmis kullanimi sirasinda
kararlilhgi test etmek igin.
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Sonuglara dayanarak, Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit, 20
dondurma ve ¢ézme dongusine kadar kararhdir ve agildiktan sonra 24 aya
kadar kullanilabilir.

Klinik performans verileri

Calisma tasarimi, etik ve diizenleyici konular

Mentype® AMLplex@ PCR Amplification Kit ve referans yontemler, 297
hasta 6rnegi ve 10 sagliklh génalli Gzerinde test edilmistir. Bu ¢alismanin
amaci, tibbi cihaz yasasi 'Medizinproduktgesetz' §§20 ila 24'e gore klinik
kanit saglamakti. Sitogenetik (FISH) ve/veya igsel olarak dogrulanmig
monoplex-qPCR  referans yontemleri kullanilarak cihazla uyumun
ispatlanmasi gerekmistir. Sorumlu etik komisyonun onayr 06.06.2012
tarihinde alinmistir.

Referans yontemler

Birincil hedef, referans yontemlerle karsilastinldiginda tanisal duyarlilik ve
0zgulligin belirlenmesidir. Referans yontem olarak, bir dizi translokasyon
icin standartlastiriimig Fluorescence-In-Situ-Hybridization (FISH)
gerceklestiriimistir [Grimwade ve ark. Blood 116: 354-65, 2010]. Sitogenetik
ile ele alinamayan translokasyonlar, test laboratuvarinda kurulan ve
dogrulanan monoplex-nested-PCR testleri ile test edilmigtir [Steudel ve ark.
Genes Chromosomes Cancer 37: 237-51, 2003, van Dongen ve ark.
Leukemia 13: 1901-28, 1999].

RNA ekstraksiyonu ve saflastiriimasi

Orneklerden yogunluk gradyan santrifiijii ile mononikleer hiicreler (MNC)
toplanmigtir. Ardindan, ticari olarak temin edilebilen kitler kullanilarak total
RNA izolasyonu ve cDNA'ya ters transkripsiyon gerceklestirilmigstir.
cDNA'nin kalitesi, gercek zamanli PCR ile analiz edilmigtir. Flizyon genlerini
ve mutasyonlari dogrulamak i¢in dogrulanmis tekli PCR testleri kullaniimistir.

Sonuglar

Mentype® AMLplex®@ PCR Amplification Kit, 10 saglkli gondllinin test
edilen cDNA's! ile yalanci pozitif sonu¢ vermemistir.
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Test edilen 297 hasta 6rneginden 5'i, énerilen esik degerin altinda i¢ ABL
kontrolliniin tespiti nedeniyle degerlendirilememigtir. Kalan 292 6rnekten
201'i, referans ydntemlerle karsilastinldiginda gergcek negatif sonuglar
gOstermisgtir.

Kargilastirma testlerinin kendi 6zel sonuglari Tablo 16 icinde 6zetlenmigtir.
PICALM::MLLT10 (CALM-AF10) ve KMT2A:MLLT4 (MLL-AF6) gen
flzyonlari, dnceden karakterize edilmis pozitif 6rnekler mevcut olmadigindan
tanisal duyarhlik agisindan degerlendirilememistir.

Genel olarak, %94 tanisal duyarlilik ve %99,5 tanisal 6zgullik elde edilmistir.

Tablo 16 Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit klinik performans
verileri sonuglarinin 6zeti. *Prevalans verileri Grimwade ve ark. 2010'dan
alintilanmigtir. d.e. = de@erlendiriimedi

Biyomarker Klinik performans degerlendirmesi (n=292)

Tanisal AELIEE]
duyarlihk  6zgilliik
[%] [%]

Krom. Gercek Gergek Yanhg Yanhs

% [0,
aberasyon Varyant Prev* [%]

RUNX1:  (8;21)
RUNX1T1  (q22,922)

pozitif negatif pozitif negatif

BCR::ABL 1(9;22) ela3 1 1 291 0 0 100,0 100,0

(q34;q11) ela2

b3a2

b3a3

b2a2

b2a3

PICALM:: MLLT10_24
MLLT10  t(10;11)  O-
(p13:914)  PICALM_19
87

1 0 292 0 0 de. 100,0

MLLT10_24
0-
PICALM_20
92

CBFB::

CBFEY inv(16)  TypeA 5 28 262 0 2 933 100,0

(p13;922) TipB

Tip C

TipD

TipE

Tip F

Tip G

Tip H

Tip J

DEK:: (6;9)

NOPs14  (osaza) ™D 1 3 289 0 0 1000  100,0

KMT2A::  (6;11)
MLLT4 (427:023) n.b. <0,5 0 292 0 0 d.e. 100,0

KMT2A:: 6A(BAS; 4

MLLT3 (9;11) 6A L) 287 0 1 80,0 100,0

(p22;q923) 7A

8A

6B
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Biyomarker

Krom.

aberasyon parvant

Klinik performans degerlendirmesi (n=292)

Gergek
pozitif

Gergek

% [0y
Prev* [%] negatif

Yanhs
pozitif

Yanhs

ELIEE] ELIEE]
duyarlihk  6zgulliik
[%] [%]

ELL (11;19)  e10e2 1 0 290 1 0,0 99,7
(g23;p13.1) e10e3

KMT2A Kismi e9e3 5.7 23 269 0 100,0  100,0
Tandem e10e3
Cogaltma e11e3

NPM1:: (3;5)

MLE o g B <0,5 2 290 0 1000  100,0

kA t1517)  bert 13 8 284 0 100,0  100,0
(922;921)  ber2

bcr3
Ozet 37 85 201 1 94,4 99,5

Tanisal Degerlendirme

Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit klinik performans ozellikleri
kabul edilebilir sonuglar gostermistir. Klinik performans degerlendirmesi igin
parametreler, Tablo 17 kisminda gosterildigi gibi IVDR (AB) 2017/746 Ek |,
Bo6lum 9.1b uyarinca hesaplanmistir.

Tablo 17Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit tanisal 6zellikleri

Tanisal Ozellik Tahmin z:.taﬁglven Rf;%?ven
Tanisal Duyarhlik %94 ,4 %87,7 %97.,6
Tanisal Ozgiillik %99,5 %97,3 %99,9
Pozitif Ongérii Degeri %98,8 %93,7 %99,8
Negatif Ongérii Degeri %97,6 %94,4 %99,0
Tanisal Dogruluk %98,0 %95,6 %99,1
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Kalite Kontrol

Tdm kit bilesenleri BIOTYPE GmbH'de yodun bir kalite glivence slirecinden
gegmektedir. Test kitlerinin kalitesi, kisitlamasiz kullanilabilirligi saglamak
icin surekli izlenmektedir. Kalite guivence ile ilgili herhangi bir sorunuz varsa
lutfen bizimle iletisime gegin.

Teknik Destek
Teknik tavsiye icin litfen Misteri Destek Ekibimizle iletisime gegin:

e-posta: support@biotype.de

telefon: +49 (0)351 8838 400
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Kullanim Sinirlamalari

Bu el kitabindaki proseddrler tarif edildigi gibi takip edilmelidir. Herhangi
bir sapma, testin basarisiz olmasina veya hatali sonuglara neden olabilir.
Bu UrGnin kullanimi, PCR teknikleri ve kapiller jel elektroforezi
konusunda 6zel egitim almis profesyonel laboratuvar kullanicilari ile
sinirhdir.

Bu testin optimal performansi igin uygun numune toplama, tasima,
depolama ve isleme prosedurleri gereklidir.

Bu test dogrudan numune UGzerinde kullaniimamalidir. Bu testi
kullanmadan o6nce uygun nikleik asit ekstraksiyon yontemleri
uygulanmalidir.

Kit, yalnizca bolim Gerekli ancak sadlanmayan malzeme ve cihazlar
icinde tanimlanan reaktifler, cihazlar ve yazilimlar ile kullanim igin
dogrulanmistir.

Mentype® AMLplex®S, AML alt tip siniflandirmasi igin bir tarama araci
olarak tasarlanmig, dogrulanmis ve sertifikalandiriimistir. Bu uygulama,
Minimal Residual Disease (MRD) (Minimal Reziduel Hastalik) izleme
veya diger l6semi alt tiplerini veya pediatrik AML'yi dogrulamak igin
oldugu gibi, kopya sayilari belirlemeye uygun degildir.

Genetik degiskenlik nedeniyle, single nucleotide polymorphism (SNP)
(tek ndkleotid polimorfizmi) veya kisa insertion deletion polymorphism
(INDEL) (insersiyon delesyon polimorfizmi), primer etkinligi veya sablon
erigilebilirligini etkileyebilir. Tum etnik gruplar igin insan genomu
tertibatinin en son surimidnidn analizinde (HG38), primer fonksiyon
kaybina neden olan yalnizca bir kritik SNP bulunmustur. Varyant allel,
Afrika ndfusunun %0,6'sinda gorulir ve <%1 prevalans ile nadiren
bildirilen bir fuzyon geni olan PICALM::MLLT10 i¢in primer baglanma
bdlgesinde yer alir. Ancak, duistik gen flizyon prevalansi ile birlikte diinya
nifusunda SNP olusma olasiliginin dusuk olmasi nedeniyle, yalanci
negatif sonug riski disuktir. Herhangi bir belirsizlik durumunda, litfen
sonuglari referans yontemlerle dogrulamayi disunun.

Kitin performansini saglamak igin iyi laboratuvar uygulamalari gereklidir.
Sonuglar egitimli bir saghk profesyoneli tarafindan yorumlanmahdir.
Sonuglarin yorumlanmasinda, yalanci negatif ve yalanci pozitif sonug
olasihdi hesaba katilmahdir.
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= Son kullanma tarihi gegmis veya yanlis depolanmis bilesenleri
kullanmayin.

Siparisg bilgileri

Siparislerinizi e-posta yoluyla sales@biotype.de adresine yonlendirin.

Ambalaj boyutu  Siparis numarasi

25 reaksiyon 45-12100-0025
Mentype® AMLplex®s .
PCR Amplification Kit 100 reaksiyon 45-12100-0100
400 reaksiyon 45-12100-0400
1x25pL 45-15100-0025
Matrix Standard BT5 multi
2x25puL 45-15100-0050

Ticari Markalar ve Sorumluluk Reddi Beyanlari
Mentype®, BIOTYPE GmbH'nin tescilli ticari markasidir.

Diger ticari markalar: ABI PRISM®, GeneMapper®, GeneAmp® ve Applied
Biosystems® (Applied Biosystems LLC grubu); QlAamp® (Qiagen); POP-4™,
POP-1™, POP-7™ (Avrupa: Applied Biosystems LLC, ABD: Life
Technologies Corporation). PCR, patentlerle korunmaktadir. Patent sahipleri
Hoffmann-La Roche Inc. ve F. Hoffmann-La Roche (Roche).

Bu belgede kullanilan tescilli isimler, ticari markalar vb., 6zellikle
belirtiimemis olsa bile, yasalarla korunmuyor olarak kabul edilmemelidir.

Mentype® AMLplex@ PCR Amplification Kit, Avrupa in vitro tani diizenlemesi
(AB) 2017/746'ya gore CE isaretli bir tani kitidir.

Urlin, Health Canada tarafindan lisanslanmamis ve FDA tarafindan izin
verilmemis veya onaylanmamistir.

Tam ulkelerde mevcut degildir.

© 2025 BIOTYPE GmbH; tim haklari saklidir.
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Sembollerin Agiklamasi

M imalatg!
LOT

Lot numarasi

A
zZ
\%

<N> test icin yeterli reaktif icerir

Elektronik kullanim kilavuzuna (elFU) bakin

w0

Son kullanma tarihi

Sicaklik siniri

¥
a
S
G
@]

Katalog numarasi

IVD in vitro tani tibbi cihazi
N
j/.¢§ Glnes 1s1§indan uzak tutun

Kuru tutun

g >

Unique device identifier
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Bu Kullanim Kilavuzunda kullanilan diger isaretlemeler:

1

A

mavi alti cizili metin

siyah alti cizili metin

girintili, italik, kalin metin

Faydali ipuglari

Dikkat, bu uyariya uydugunuzdan
emin olun!

Ana sayfalar, e-posta adresleri gibi
harici icerige yonlendiren
baglantilar

Kolay gezinme icin belgede ¢apraz
baglantilar

Bir yazilimda tiklanacak alanlar
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Ek

Hedef gen listesi

Alternatif isimler

Transkript Kimligi

RUNX1T  AML1, AMLCR1, CBFA2, ENST00000675419.1
PEBP2A2

RUNX1T1 AML1T1, CBFA2T1, CDR, ETO,  ENST00000523629.7
MTG8, ZMYND2

BCR ALL, BCR1, CML, D22S11, ENST00000305877.13
D225662, PHL

ABL1 ABL, C-ABL, JTK7, P150 ENST00000318560.6

MLLT10  AF10 ENST00000307729.12

PICALM  CALM, CLTH ENST00000393346.8

CBFB PEBP2B ENST00000412916.7

MYH11  SMHC, SMMHC, SMMS-1 ENST00000300036.6

DEK D6S231E ENST00000652689.1

NUP214  CAIN, CAN, D9S46E, N214 ENST00000359428.10

KMT2A  ALL-1, ALL1, CXXC7, HRX, ENST00000534358.8
HTRX, HTRX1, MLL, MLL1,
MLL1A, TRX1

MLLT4  AF-6, AF6, AFDN ENST00000683244.1

MLLT3  AF-9, AF9, YEATS3 ENST00000380338.9

ELL C190RF17, ELL1, MEN, ENST00000262809.9
PPP1R68

NPMH1 B23, NPM ENST00000296930.10

MLF1 - ENST00000466246.7

PML MYL, RNF71, TRIM19 ENST00000268058.8

RARA NR1B1, RAR, RAR-ALPHA, ENST00000254066.10

RARALPHA
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Referans orneklerin elektroferogramlari

Asagidaki sayfalarda Mentype® AMLplex®S Allelic Ladder (Sekil 2),
Mentype® AMLplex@ Positive Control (PC, Sekil 3) ve no template control
(NTC, Sekil 4) érneklerinin elektroferogram érneklerini bulabilirsiniz.

Tdm o6rnekler bir ProFlex PCR doénglileyici tzerinde amplifiye edilmis ve
3500 Genetic Analyzer (POP-4, 36 cm dizi) lizerinde dogrulanmis galisma
parametresi kullanilarak analiz edilmistir. Veri analizi GeneMapper ID-X
suriim 1.6 kullanilarak gergeklestirilmistir. Bins, Panels ve Analysis method

Tablo 11 uyarinca uygulanmistir.

Elektroferogramlar, 50-560 bp (x ekseni) fragman uzunluguna
yakinlagtiriimistir. Y ekseninin Olceklendiriimesi ayri olarak
gerceklestirilmistir:

Sekil 2, sayfa 55: Mentype® AMLplex®S Allelic Ladder: 3.000 RFU

Sekil 3, sayfa 56: Mentype® AMLplex®@ Positive Control:
9.000 RFU

Sekil 4, sayfa 57: No template control (NTC): 9.000 RFU
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Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit

Mentype® AMLplex®S Allelic Ladder
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Sekil 2 Mentype® AMLplex®S Allelic Ladder
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Mentype® AMLplex®@ PCR Amplification Kit

Mentype® AMLplex®S Positive Control (PC)
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Sekil 3 Mentype® AMLplex® Positive Control (PC)
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Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit

No template control (NTC)
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Sekil 4 No template control (NTC)
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