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Zamysleny ucel

Mentype® AMLplex@ PCR Amplification Kit je manualni test uréeny ke
kvalitativnimu screeningu 11 genovych fazi s celkem 34 transkripénimi
variantami, ktery umoznuje identifikaci chromozomalnich aberaci s
diagnostickym, prognostickym a terapeutickym vyznamem u dospélych
pacient( trpicich akutni myeloidni leukémii (AML) nebo s podezifenim na toto
onemocnéni.

Test se pouzivd s komplementarnim DNA (cDNA), ktery byl reverzné
transkribovan z buné€ného RNA extrahovaného z periferni venézni krve
nebo vzorkl kostni diené.

Souprava Mentype® AMLplex@ PCR Amplification Kit se pouziva k detekci
chromozomalnich aberaci pro klinicka rozhodnuti relevantni u akutni
myeloidni leukémie. Identifikace specifickych genetickych translokaci
umoznuje klasifikaci leukemickych onemocnéni a poskytuje zakladni
informace pro diagnostické rozhodovani o 1é¢bé pacientll s ohledem na
riziko.

Souprava Mentype® AMLplex@ PCR Amplification Kit je uréena pro
profesionalni laboratorni uzivatele vySkolené v molekularné-genetickych
technikach, multiplexni PCR a obsluze Genetic Analyzer spoleCnosti
Thermo Fisher Scientific (divize Applied Biosystems).

Védecké zazemi

Ovéfeni specifickych chromozomalnich aberaci ma vysokou prognostickou
hodnotu témérF u vSech typu akutni leukémie. Molekularné biologicky dikaz
chromozomalnich aberaci (translokaci) predstavuje dulezity diagnosticky
doplnék. Detekce specifickych translokaci umozriuje subtypovou klasifikaci
leukemickych onemocnéni a poskytuje dllezité informace pro Ié€bu pacientu
s ohledem na riziko.

Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit usnadriuje detekci nejéastéjSich
chromozomalnich aberaci pozorovanych dosud v AML a pfedstavuje snadno
pouzitelny, rutinni a spolehlivy screeningovy nastro;.
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Popis produktu

Souoprava Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit obsahuje
optimalizovana cinidla pro kvalitativni detekci s vysokym rozliSenim 11
fuznich genl s celkem 34 transkripénimi variantami (viz Tabulka 1). Nazvy
variant se fidi historicky zavedenou nomenklaturou, zejména pro KMT2A
(Schnittger et al., 2000). Upiny seznam gendl, jejich alternativni nazvy a
identifikatory transkriptd pouzivané pro systematicky popis variant naleznete
v pfiloze (viz Seznam cilovych genu).

Testovaci souprava obsahuje interni PCR kontrolu (Quality Sensor “QS-
Control”), ktera je nezavisla na templatu, a kontrolu zavislou na templatu
cDNA (ABL-Control), ktera poskytuje uzite¢né informace o ucinnosti PCR,
kvalité pouzitych cDNA templatd a pfitomnosti PCR inhibitord.

Test se provadi fragmentaéni analyzou pomoci kapilarni gelové
elektroforézy. Jeden primer pro kazdy transkript je fluorescenéné znacen 6-
FAM, BTG nebo BTY, barevnymi spektry pfisluSenstvi Matrix Standard BT5
multi (BIOTYPE, GmbH).

Tabulka 1 Genové fuze a transkripéni varianty detekovatelné pomoci
soupravy Mentype® AMLplexQS PCR Amplification Kit

s e Chromozomalni . Systematicky popis
Genova fuze aberace Varianta variant
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 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- n.. )
PICALM::MLLT10 (p12.3:q14.2) 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
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Chromozomalni

Systematicky popis

Genova fuze Varianta .
aberace variant
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 t(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 e9%e3 KMT2A:e8::KMT2A:e2
Duplication e10e3 KMT2A:e9::KMT2A:e2
el1e3 KMT2A:e10::KMT2A:e2
NPM1::MLF1 t(3;5) (925.3;935.1) - NPM1:e6::MLF1:e2
) (15;17) 06-RARA:
PML::RARA (424.1:921.2) becr1 PML:e6::RARA:e3
bcr2 PML:e5::RARA:e3
ber3 PML:e3::RARA:e3

Test byl ovéfen screeningem genové fuze u pfiblizné 300 AML pacient(
darce a jejich vhodnost byla potvrzena ve srovnavaci klinické vyhodnovaci
studii.

Detekéni limit pro kvalitativni hodnoceni je 400 RFU. V priiméru Ize u kazdé
genové fuze detekovat minimalné 1 000 kopii.

Obecny vstupni rozsah za standardnich podminek do reverzni transkrip&ni
reakce je definovan jako 100 ng az 1 ug celkového RNA izolovaného z celé
krve nebo kostni dfené.

Optimalni  vstupni mnozZstvi pro reverzni transkripci kostni dfené je
definovano jako 500 ng RNA a 1 pyg RNA pro periferni krev. BEhem PCR se
pak pouzije 1 uL cDNA.
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Poskytnuté materialy
Tabulka 2 Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit

inidl Barva Objem na velikost baleni
inidlo L
kapilary 25 reakci | 100 reakci 400 reakci
Nuclease-Free Water svetle' 1,5mL 2x 1,5 mL 6x 1,5 mL
modra
Reaction Mix A fialova 125 yL 500 pL 2x 1,0 mL
® Qs
ventype AMLPIEXT cervena 63 L 250 UL 4x 250 pL
'\P"c‘)‘l';'r::r‘; SZeDNA bila 10 L 40 pL 160 pL
Mentype® AMLplex®S -
Positi):/% Controrl) bila 25 uL 25 L 25uL
Eg‘o’\(g'ﬁg)s‘a”dard oranzova . 13 L 50 pl 200 plL
® Qs
mz;gﬁ’_z d(’;‘gf"p'ex zelena 25 L 25l  4x25 L

Prehled Cisel Sarzi soucasti naleznete na Stitku, ktery se nachazi na vnitfni
strané vika krabice.

POZNAMKA

Vezméte prosim na védomi, Ze velikost baleni popisuje pocet
testll bez zohlednéni poctu pozadovanych kontrol nebo
pozadovaného prebytku pro pipetovani.

o Pro odpovidajici propustnost doporucujeme pouzit nasledujici

1 velikost:

= < 8 vzorkl na jeden cyklus PCR: Velikost baleni 25 reakci
= 8-45vzork{i najeden cyklus PCR: Velikost baleni 100 reakci
= > 45vzorkl na jeden cyklus PCR: Velikost baleni 400 reakci

AMLIFUO2v2cz 7
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Popis soucasti

Voda stupné Nuclease-Free Water (voda bez nukleaz): PCR, pouzivana v
PCR soupravé a jako kontrola bez templaul (NTC).

Reaction Mix A (reakéni smés A): PCR pufr obsahujici dNTPs a MgCI2.
PCR pufr je optimalizovan pro podporu enzymatické aktivity pfi PCR.

Mentype® AMLplex® Primer Mix (smés primeru): multiplexni smés
oligonukleotidovych primert obsahujici znacené primery (znaceni: 6-FAM™,
BTG, BTY) a neznacené primery.

Multi Tag 2 DNA Polymerase (polymeraza): Hot start Tag DNA
polymerase, 2,5 U/uL.

Mentype® AMLplex®® Positive Control (pozitivni kontrola): dvouvlaknova
smés umélé DNA slozena z péti fragmentll DNA. Pouziva se jako kvalitativni
externi kontrola PCR, ktera je pozitivni pro nasledujici cile na vSech 3
panelech: BCR::ABL_b2a3, RUNX1::RUNX1T1, ABL-Control,
KMT2A-PTD_e11e3 a PML::RARA_bcr3, navic je amplifikovan QS-Control
jako marker kvality pro validitu vzorku.

POZNAMKA |

Mentype® AMLplex®S Positive Control neni pro laboratorni

odborniky kriticka, protoZe se sklada z jednotlivych molekul

DNA, které byly vycCidtény, nejsou nebezpeéné a nemaji

1 Zadné aktivni biologické funkce. Neobsahuje Zadné Zivé
bufiky ani patogenni organismy, které by mohly
predstavovat pfimé ohrozeni.

DNA Size Standard 550 (BTO) (standardni velikost): smés fragmentd
PCR znac¢enych fluorochromem s definovanou délkou fragmentt mezi 60 a
550 bp, sloZka se pfidava do kazdého produktu PCR pfed analyzou délky
fragmentud, pouziva se k regresni analyze velikosti pro pfesné stanoveni
délky fragmentd produktt PCR.

Mentype® AMLplex® Allelic Ladder (zebfiéek alel): smés fluoroforem
znacenych fragmentl PCR, které pfedstavuji vSechny detekovatelné alely
soupravy Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit. Obsahuje 22
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fragmentt oznacenych 6-FAM™, 12 fragmentl oznacenych BTG a 2
fragmenty oznacené BTY, které se pouzivaji jako genotypova reference pro
presnou identifikaci alel.

Skladovani ¢inidel a manipulace s nimi

Souprava je dodavana na suchém ledu. Soucasti soupravy by mély byt
dodany zmrazené, s vyjimkou Multi Tag 2 DNA Polymerase, ktera je
skladovana v pufru zabrafujicim zmrazeni Cinidla.

Po obdrzeni zkontrolujte Uplnost soupravy. Nepouzivejte soupravy, které
byly pfi dodani rozmrazeny. Pokud jedna nebo vice sou€asti neni zmrazena
nebo pokud byly trubice nebo obal béhem pfepravy poskozeny, nelze zarucit
pozadovany vykon.

VSechny soucasti skladujte pfi teploté od -25 °C do -15 °C a chrarite pred
svétlem. Zejména Mentype® AMLplex®S Primer Mix, DNA Size Standard 550
(BTO) a Mentype® AMLplex® Allelic Ladder musi byt skladovany chranéné
pred svétlem.

Aby nedoslo ke kontaminaci, doporuéujeme, aby soucasti pfed amplifikaci
(vzorky RNA a cDNA, Mentype® AMLplex® Positive Control) a sou¢asti po
amplifikaci (DNA Size Standard 550 (BTO) a Mentype® AMLplex®S Allelic
Ladder) byly skladovany a pouzivany oddélené od PCR ginidel
(Nuclease-Free Water, Multi Taqg 2 DNA Polymerase, Reaction Mix A and
Mentype® AMLplex®S Primer Mix).

Doba pouzitelnosti soupravy vyprsi podle idajli na stitku na obalu soupravy
nebo 24 mésicu po otevieni, podle toho, co nastane dfive. Neprekracujte
maximum 20 cykl{ zmrazeni a rozmrazeni.

Pozadované materialy a zafizeni, které nejsou
soucasti dodavky

Vseobecné laboratorni vybaveni

= Stolni odstfedivka s rotorem pro reakéni zkumavky o objemu 2 mL a
200 pL

= QOdstfedivka s rotorem pro mikrotitracni desticky pro reakcni destiCky s
96 jamkami

AMLIFUO2v2cz 9
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Virovy mixér

hroty

zkumavky s odpovidajicim uzaviracim materialem, PCR tfida

Vhodné stojany pro reakéni zkumavky o objemu 2 mL a 200 uL
Chladici stojan vhodny pro zkumavky o objemu 2 mL
Jednorazoveé rukavice bez prasku

NanoDrop™ One Spectrophotometer nebo Qubit™ Fluorometer

Kalibrované nastavitelné pipety s likvidaénimi aerosolovymi filtraénimi

Vhodné 200 pL reakéni desticky s 96 jamkami nebo 200 uL reaké&ni

POZNAMKA

VeSkery material pouzity pro PCR musi mit odpovidajici
Py kvalitu (bez DNA a pro molekularni biologii). Ujistéte se, ze

1

vyrobce.

Cinidla, soupravy a spotiebni material

Tabulka 3 Pozadovana, ale nedodavana c¢inidla
Upozorfiujeme, Ze néktera Cinidla a spotfebni material se pouzivaji v
konkrétnich kombinacich a nejsou potfebna pro kazdy cyklus.

Cinidlo

Matrix Standard BT5 multi
(25 pL)

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
Transcription Kit with RNase Inhibitor

SuperScript™ IV First Strand cDNA
Synthesis System

Dodavatel
BIOTYPE GmbH

BIOTYPE GmbH

Qiagen GmbH
Qiagen GmbH
Qiagen GmbH

Macherey-Nagel

Promega

Thermo Fisher
Scientific
Thermo Fisher
Scientific

Objednaci cislo
45-15100-0025

45-15100-0050

74104
74134
75144

740201.50

AS1410

4374966
4374967
18091050,
18091200

vSechny pouzité pfistroje byly nainstalovany, kalibrovany,
zkontrolovany a udrzovany podle pokynu a doporuceni

AMLIFUO2v2cz
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Cinidlo Dodavatel Objednaci éislo

Thermo Fisher

Hi-Di™ Formamide, 25 mL o 4311320
Scientific
POP-4™ Polymer for 3500/3500xL Thermo Fisher 4393715
Genetic Analyzers (384 samples) Scientific
POP-7™ Polymer for 3500/3500xL Thermo Fisher 4393708
Genetic Analyzers (384 samples) Scientific
Anqde Buffer Container (ABC) 3500 Thgrm_q Fisher 4393927
Series Scientific
Cathode Buffer Container (CBC) 3500 Thfarm'o' Fisher 4408256
Series Scientific
3500 Genetic Analyzer 8-Capillary Thgzrm_q Fisher 4404683
Array 36 cm Scientific
3500 Genetic Analyzer 8-Capillary Th.erm'o' Fisher 4404685
Array 50 cm Scientific
. . Thermo Fisher A33671
SeqStudio™ Cartridge Scientific A41331
SeqStudio™ Cathode Buffer Unemms [FEner A33401
Scientific

Pristroje a software

Kromé ruc€nich metod extrakce pomoci sloupcld popsanych v kapitole
Pfiprava vzorku lze pro extrakci RNA pouzit nasledujici automatizované

postupy:
= Zafizeni Maxwell® CSC (kat. ¢.: AS6000, Promega)

Souprava Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit byla ovéfena pro
pouziti s nasledujicimi PCR cyklery:

= ProFlex PCR System (kat. ¢.: 4484073 (blok vzorkd 3 x 32 jamek),
4484075 (blok vzork(l 96 jamek); Thermo Fisher Scientific

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

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

= Mastercycler ep-S (pferusené, , Eppendorf AG)

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

Pouziti jinych PCR cyklerl, nez je uvedeno vySe, musi byt ovéfeno
uzivatelem. Je tfeba splnit nasledujici specifikace:

AMLIFUO2v2cz 11
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= Vyhfivané viko
= Blok vhodny pro reakéni desky / zkumavky o objemu 200 yL
= Ramping nastavitelny na 4 °C/s

Souprava Mentype® AMLplex@ PCR Amplification Kit byla ovérena pro
pouziti s nasledujicim pfistrojem a nastavenim:

= Software Applied Biosystems 3500 Genetic Analyzer (Thermo Fisher
Scientific), verze 4.0.1
o POP-4™ Polymer pro 3500/3500xL Genetic Analyzer
o POP-7™ Polymer pro 3500/3500xL Genetic Analyzer
o 3500 Genetic Analyzer 8-Capillary Array 36 cm
o 3500 Genetic Analyzer 8-Capillary Array 50 cm
= Software SeqStudio™ Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientifc), verze
1.24

Analyza dat byla provedena pomoci softwaru:

= GeneMapper™ ID-X software, verze 1.6 (Thermo Fisher Scientifc), pfi
pouziti specifického produktu:

o Analysis Method: AMLplexIVD_Analysis1_v1x nebo
AMLplexIVD_Analysis4_v1x nebo AMLplexIVD_Analysis7_v1x

o Bins: AMLplexIVD_Bins1_v1x nebo AMLplexIVD_Bins4_v1x
nebo AMLplexIVD_Bins7_v1x

o Panels: AMLplexIVD_Panel1_v1x nebo
AMLplexIVD_Panel4_v1x nebo AMLplexIVD_Panel7_v1x

o Size Standard: BTO_60-550_v1x

Manualni vyhodnoceni souborl fsa nebo jakychkoli vysledk( ziskanych
pomoci softwaru pro sbér dat bez softwaru popsaného pro analyzu a
vyhodnoceni dat neni validovano.

POZNAMKA

P Ujistéte se, ze vSechny pouzité pfistroje byly
1 nainstalovany, kalibrovany, zkontrolovany a udrZovany
podle pokyn(i a doporuceni vyrobce.
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Vzorky a zkuSebni vzorky

Nasledujici vzorky byly ovéfeny pomoci soupravy Mentype® AMLplex@ PCR
Amplification Kit:

= Vzorky lidské periferni vendzni krve (EDTA, citrat, heparin a stabilizator
RNA Exact), uchovavané pfi 4 °C a zpracované pro purifikaci RNA do
24 hodin.

= Vzorky kostni dfené (EDTA, heparin), uchovavané pfi 4 °C a zpracované
pro purifikaci RNA do 24 hodin.

Ziskana RNA se uchovava nefedéna pfi teploté -85 °C az -70 °C.

POZNAMKA

e Ujistéte se, ze antikoagulant pouzity k odbéru krve je

1 kompatibilni s pokyny vyrobce soupravy pro izolaci RNA.

Upozornéni a bezpeénostni opatireni

=  Pfed pouzitim vyrobku si peclivé pfectéte navod k pouziti.

= Pfectéte si bezpecnostni listy (SDS) a prohlaseni o neSkodnosti (NHS)
pro vSechny produkty BIOTYPE, které jsou k dispozici na vyzadani nebo
prostifednictvim (www.biotype.de/en/sicherheitsdatenblatter). U
produktu, které nevyzaduji SDS, protoZze neobsahuji SVHC nebo
podléhaji jinym omezenim podle nafizeni 1272/2008 (CLP), BIOTYPE
poskytuje na vyzadani SDS.

= V pfipadé potieby dalSich ¢&inidel, ktera nejsou soucasti dodavky,
kontaktujte vyrobce materiald a Cinidel a vyzadejte si kopie SDS.

= Soucasti soupravy z riznych $arzi soupravy se nesmi michat.

= Alikvotovani soucasti soupravy do jinych reakénich nadob neni
povoleno.

= Pouziti tohoto produktu je omezeno na profesionaini laboratorni
uzivatele, ktefi jsou vySkoleni v molekularné-genetickych technikach,
multiplexni PCR a v zachazeni s Genetic Analyzers spole€nosti Thermo
Fisher Scientific.

= Pfed prvnim pouzitim zkontrolujte produkt a jeho soucasti z pohledu:

o celistvosti

AMLIFUO2v2cz 13
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o uplnosti z hlediska poc¢tu, typu a naplné (viz kapitola Poskytnuté
materialy)
o spravného oznaceni
dodani v zamrzlém stavu (s vyjimkou Multi Tag 2 DNA
Polymerase)
= Se vzorky je tfeba vzdy zachazet jako s infek&nimi nebo biologicky
nebezpe&nymi materialy v souladu s bezpe€nymi laboratornimi postupy.
= Nepouzivejte soupravu s proslou dobou pouzitelnosti.
= Vzorek a odpad z testu zlikvidujte v souladu s mistnimi bezpe€nostnimi
a likvidaénimi predpisy.
= VSechny pouzité pfistroje byly nainstalovany, kalibrovany, zkontrolovany
a udrzovany podle pokyn( a doporuéeni vyrobce.

Upozornéni pro uzivatele

Jakykoli problém, ktery se vyskytne v souvislosti s produktem, musi uzivatel
nahlasit vyrobci. Jakékoli zavazné udalosti souvisejici s touto soupravou
musi byt hlaSeny vyrobci a pfisluSnému organu ¢lenského statu, ve kterém
je uzivatel nebo pacient registrovan. Shrnuti bezpecnosti a funkéni
zpUsobilosti (SSP) je vytvofeno v souladu s ¢lankem 29 nafizeni (EU)
2017/746 a jeho ucelem je zpfistupnit prostfednictvim databaze EUDAMED
aktualizované shrnuti 0daji0 o bezpecnosti a funkéni zpuUsobilosti
zdravotnického prostfedku jeho zamyslenym uzivatelim, v pfipadé tohoto
produktu pouze laboratornim odbornikim.
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Postup

Prehled experimentalniho pracovniho postupu

Odbér vzorkd, izolace a

Pfiprava vzorku > kvantifikace RNA, syntéza
cDNA
- o o . Rozmrazte vodu, pufr, enzym Rozmrazte pozitivni kontrolu,
Pliprava reakc!” smesl :Q a smés primerd, promichejte a [——){ nafedte 1:5, promichejte a
(master mixu) centrifugujte centrifugujte
Pripravte reakéni smés podle
PCR amplifikace pipetovaciho schématu
JL Rozdélte alikvoty, pridejte

vzorky a kontroly

Priprava PCR produktl

Pfipravte denaturacni smeés:
Analyza délky fragmentti [—»{ smichejte HiDi™ formamid a
velikostni standard DNA

— Denaturujte PCR produkty a
alelicky zebficek

Legenda

Oblast bez templatu

Oblast s templatem

Priprava vzorku

Pozadavky na surovy vzorek

Vzorek pro sadu Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit je definovan
jako cDNA transkribovana z RNA extrahované z periferni vendzni krve nebo
kostni dfené odebrané z lidského téla.

Doporucujeme pouzit pfi odbéru vzork( c¢inidla pro stabilizaci RNA.
Stabilizatory RNA pomahaji zachovat celistvost RNA (napf. S-Monovette
RNA Exact). Izolace RNA by méla byt provedena ihned po odbéru vzork(.
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POZNAMKA _

Dlouhé skladovani surového vzorku mize vést k

P fragmentaci genetického materialu a tim k nedostate¢né
1 kvalité materidlu. To mdze zhorsit vysledek analyzy, napf.
kvuli oslabenym signalim nebo neplatnym internim
kontrolam.
Krev

Pro nasledujici postup odeberte alespori 200 uL vzorku periferni venézni
plné krve.

Manipulace s periferni venozni plnou krvi by se méla fidit doporu¢enim
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) guideline MM05-A2 (2nd
edition),, kde se uvadi, ze plnou krev Ize skladovat pfi pokojové teploté
(22 °C az 25 °C) po dobu az 24 hodin nebo pfi teploté 2 °C az 6 °C po dobu
72 hodin nebo déle. Dale se doporucuje, aby jako antikoagulancia pro odbér
celé krve byly pouzity EDTA, citrat nebo heparin.

Kostni dien
Pro nasledujici postup odeberte alespori 200 pL vzorku kostni diené.

S aspiraty kostni dfené je tfeba zachazet v souladu s doporuéenim smérnice
CLSI guideline MM05-A2 (29 edition), kde se uvadi, Ze aspiraty kostni dfené
s antikoagulanty (EDTA nebo citrat) by mély byt skladovany a pfepravovany
pfi teploté 4 °C. Pro dosazZeni nejlepSich vysledki by RNA méla byt
extrahovana do 1-4 hodin po odbéru vzorku.

Extrakce RNA

Extrakci a purifikaci RNA z periferni plné krve (PB) nebo aspiratu kostni
dfené (BM) provedte pomoci jedné z nasledujicich souprav:

= Souprava RNeasy® Midi/ Mini/ Plus Mini Kit (Qiagen GmbH) pro
antikoagulanty EDTA, citrat a heparin na BM a PB

=  NucleoSpin® Dx RNA Blood (Macherey-Nagel) pro stabilizator RNA
Exact na PB
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= Souprava Maxwell® CSC RNA Blood Kit (Promega) pro antikoagulanty
EDTA a heparin na BM

PFi extrakci RNA postupujte podle pfiru¢ek a doporu€eni vyrobce. B&hem
izolace se doporucuje provés stépeni DNase podle pokyn( vyrobce.

POZNAMKA

Kontaminaci krvi |ze vizualné detekovat v PCR reakci
A nebo v izolované RNA podle oranZového zbarveni. Pokud

dojde ke zméné& barvy, doporuCujeme izolaci RNA

opakovat, aby se pfedeslo pfipadnym interferencim.

POZNAMKA

A Pfed eluci nukleové kyseliny se ujistéte, ze jste odstranili
vS8echny stopy etanolu. Etanol je silnym inhibitorem PCR.

Kvantifikace a fedéni RNA

Kvantifikujte koncentraci RNA metodou UV/VIS spektroskopie pfi 260 nm
pomoci NanoDrop™ One spectrophotometer nebo metodou fluorescencni
spektroskopie pomoci Qubit™ Fluorometer.

PFi pouziti spektrofotometrie pouzijte k méfeni slepého vzorku eluéni pufr ze
soupravy pro extrakci RNA. Pomér A260/A280 musi byt v rozmezi 1,9-2,1,
zatimco pomér A260/A230 musi byt v rozmezi 1,8-2,3.

Pro fluorometrickou kvantifikaci RNA Ize pouzit Qubit™ Fluorometer s
testovaci soupravou Qubit™ RNA HS Assay-Kit nebo Qubit™ RNA BR
Assay-Kit .

Pro pouziti s amplifikacni soupravou Mentype® AMLplex® PCR
Amplification Kit zfedte vzorky RNA na koncentraci vhodnou pro naslednou
transkripci do cDNA. Pfed pouzitim pfipravte Cerstvé nafedény vzorek. Jako
fedidlo pouZijte vodu bez nukleazy.
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POZNAMKA

Rozsah vstupnich hodnot pro transkripci do cDNA se fidi

pokyny vyrobce transkripéni soupravy. Pouziti 100 ng —

1 Mg RNA v koneéném reakénim objemu 20 pL pro

1 syntézu cDNA je ovéfeno pro oba typy vzorkd.
Doporucujeme pouzit optimalné 500 ng pro kostni dien
a 1 ug pro periferni krev.

Skladovani RNA

Nezfedéné vzorky RNA skladujte ve vodé bez obsahu RNA pfi teploté -25 °C
az -15 °C po dobu maximalné 24 hodin nebo pfi teploté -85 °C az -70 °C po
dobu maximalné jednoho roku.

Transkripce do cDNA

Syntézu cDNA provedte podle pokynl vyrobce s pouzitim jedné z
nasledujicich sad:

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

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

*doporucuje se pro nizké mnozstvi RNA

POZNAMKA

pro spravnou ucinnost PCR. Podrobnosti viz pokyny

: Tepelna inaktivace reverzni transkriptazy je rozhodujici
vyrobce.

Skladovani cDNA

Vzorky cDNA skladujte pfi teploté -25 °C az -15 °C po dobu maximalné
jednoho roku.
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Priprava kontroly

Pozitivni kontrola PC

Rozmrazte Mentype® AMLplex® Positive Control, homogenizujte ji
opatrnym vifenim a naslednou kratkou centrifugaci.

Ztedte Mentype® AMLplex@ Positive Control v poméru 1:5 pomoci
Nuclease-Free Water obsazené v soupravé. Napf. smichejte 1 pL
kontrolniho vzorku se 4 uL Nuclease-Free Water.

Zfedény PC homogenizujte opatrnym vifenim. Poté nafedény PC kratce
odstfedte (po dobu pfiblizné 5 s).

Zfedénou pozitivni kontrolu neskladujte.

POZNAMKA

e Vzdy pouZijte erstvé nafedény  vzorek
1 Mentype® AMLplex®® Positive Control.

Kontrola NTC bez templatu

Jako kontrolu bez templatu NTC pouzijte vodu bez nukleazy, ktera je
soucasti soupravy, namisto vzorku.

Nastaveni master mixu

Ze soupravy Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit vyjméte a
rozmrazte nasledujici soucasti:

= Nuclease-Free Water (svétle modré vi¢ko)

= Reaction Mix A (fialové vi¢ko)

= Mentype® AMLplex®S Primer Mix (Cervené vicko)
= Multi Taqg 2 DNA Polymerase (bilé vicko)

V8echny zmrazené soucasti je tfeba rozmrazit pfi pokojové teploté (22 °C az
25 °C, cca 30 min, chranéno pred svétlem) a homogenizovat pfevracenim
zkumavek, pipetovanim nebo jemnym vifenim. Poté kratce odstfedte (po
dobu pfiblizné 5 s). Pfed pfipravou master mixu se doporucuje uchovavat
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Multi Taqg 2 DNA Polymerase co nejdéle v chladu (napf. v rostech na
chlazeni).

POZNAMKA _

Pro delSi stabilitu promichejte Multi Tag 2 DNA
Polymerase kratkym pohybem — nevirte enzym.

Ve vyhrazeném Cistém prostoru pfipravte PCR master mix podle Tabulka 4
do mikrocentrifugacni zkumavky vhodné velikosti pro celkovy pocet
testovanych vzorkd. Do vypoctu zahrite alespon jeden PC a jeden NTC.

POZNAMKA

Zpravidla plati, Ze pokud testujete méné nez 10 vzorkd,

pouzijte dostate€né mnoZstvi master mixu pro jeden

1 vzorek navic. Pokud testujete 10 nebo vice vzorkd,
pouzijte 0 10 % vétsi objem smési Cinidla.

Tabulka 4 Nastaveni reakce s master mix PCR

Objem ‘
Soucast 1 5 10 |
Nuclease-Free Water* 16,1 uL 80,5 uL 161,0 L
Reaction Mix A 5,0 uL 25,0 uL 50,0 pL
Mentype® AMLplex®S Primer Mix 2,5 uL 12,5 L 25,0 uL
Multi Tag 2 DNA Polymerase 0,4 uL 2,0 yL 4,0 uL
Templat cDNA nebo kontrolni vzorek* 1,0 L 5x 1,0 L 10x 1,0 yL
Celkovy objem 25,0 pL 125,0 pL 250,0 pL

*Vstupni mnozstvi templatu Ize zvySit na 2 pL, v takovém pfipadé je nutné upravit objem vody
bez nukleaz.

Smichejte master mix jemnym protfepanim a poté kratce odstredte.

Alikvotujte 24,0 uL PCR master mixu do pfipravenych PCR zkumavek o
objemu 200 pL a uzaviené zkumavky kratce odstredte.
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Pouziti cDNA templatl a kontrol

Do pfipravenych PCR zkumavek obsahujicich PCR master mix pfidejte
1,0 uL nasledujicich typa vzorkd.

NTC: namisto vzorku pfidejte 1,0 uL Nuclease-Free Water.
Templat cDNA: pfidejte 1,0 uL nefedénych vzorka cDNA.

PC: namisto vzorku pfidejte 1,0 yL Cerstvé pfipraveného roztoku Mentype®
AMLplex@S Positive Contro zfedéného v poméru 1:5.

POZNAMKA

P Nejprve pfipravte NTC, aby nedoSlo ke kontaminaci
1 kontrolniho vzorku. PC pfipravte jako posledni, aby
nedoslo ke kfizové kontaminaci vzorka.

POZNAMKA

Pouzijte alespori jednu pozitivni kontrolu PC a jednu
A kontrolu bez templatu NTC na jeden cyklus. V opacném

pfipadé nelze cyklus validovat.

VSechny zkumavky PCR uzaviete, jemné promichejte a odstfedte.

Amplifikace PCR

Naprogramujte PCR cykler podle nasledujiciho amplifikacniho profilu a
ujistéte se, Ze jste nastavili rychlost ohfevu na 4 °C/s. Provedte ,horky start"
PCR, aby se aktivovala polymeraza a zabranilo se tvorbé nespecifickych
amplifikaénich produktd.

POZNAMKA_

°® Pouziti kalibrovanych a dobfe udrzovanych PCR cyklert
1 je nezbytné, protoze odchylky mohou negativné ovlivnit
amplifikaci citlivych cill, jako je KMT2A::MLLTA4.
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Tabulka 5 Protokol PCR

Teplota Cas ‘
96 °C 4 minuty (horky start pro aktivaci polymerazy)

96 °C 30s

60 °C 120 s 25 cyklu

72 °C 75s

68 °C 10 min*

10 °C o0 udrzovani

* Pokud je pozorovano vy$§i mnozstvi minus -adenint piku (-1 bp), je mozné prodlouzeni az na
60 minut.

POZNAMKA

Pokud se pouzivaji termocyklery s nastavitelnou rychlosti
ohfevu a ochlazovani, je treba nastavit rychlost zmény
teploty na 4 °C/s, aby byla zajisténa optimalni rovnovaha
soupravy.

POZNAMKA
°® Zakladni informace o nastaveni, programovani a udrzbé
1 rdznych PCR pfistroji naleznete v uZivatelské pfirucce

pfisludného pfistroje.

Kapilarni gelova elektroforéza

Priprava produkti PCR

Po dokonéeni PCR vyjméte vzorky z cykleru a kratce je odstfedte.

POZNAMKA

P Po dokonceni PCR Ize produkty PCR skladovat po dobu
1 4 tydnu pfi teploté 2 °C az 8 °C nebo dlouhodobé pfi
teploté -25 °C az -15 °C chranéné pred svétlem.
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Rozmrazte, smichejte a odstiedte Cinidla:

= Hi-Di™ Formamide (neni soucasti soupravy)
=  Mentype® AMLplex®S Allelic Ladder (zelené vicko)
= DNA Size Standard BTO (550) (oranzoveé vicko)

Pfipravte denatura¢ni smés popsanou v Tabulka 6 a pfidejte jednu nebo dvé
reakce pro kompenzaci odchylek pfi pipetovani. Pfidejte jednu reakci navic
pro zebficek alel.

Tabulka 6 Denaturac¢ni smés

Soucast Objem na reakci

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

Napipetujte 12,0 uL denaturaéni smési do jamek desticky PCR (vhodné pro
pouziti s Genetic Analyzer).

Do jamek pfidejte bud 1,0 yL produktu PCR, nebo 1,0 yL Mentype®
AMLplex@ Allelic Ladder. Desticku PCR uzaviete vhodnou félii, zavifete a
kratce odstredte.

Zebriek alel se pouziva k spravnému uréeni fragment(
PY analyzovanych béhem analyzy dat. Pfi kazdém spusténi
1 analyzy délky fragmentd musi byt Zzebficek alel
analyzovan alespon jednou, aby byla zajisténa Uspésna
analyza dat.

POZNAMKA

Kapilary gelového elektroforetického zafizeni nesmi nikdy

vyschnout. Pokud vzorky nezabiraji vSechny kapilarni
pozice, napliite dal$i jamky desticky 12,0 pyL Hi-Di™
Formamide podle poctu kapilar.
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Pfipravené produkty PCR denaturujte v PCR cykleru po dobu 3 minut pfi
teploté 95 °C a poté vzorky v cykleru ochladte na 4 °C. Pfed analyzou délky
fragmentud vzorky kratce odstfedte.

Analyzadélky fragment

Pfed provedenim prvni analyzy délky fragmentd  spustte
Matrix Standard BT5 multi (BIOTYPE GmbH), aby se provedlo spektralni
zarovnani pouzitych fluorescenénich barviv pro Mentype® AMLplex® PCR
Amplification Kit (6-FAM™, BTG, BTY, BTO).

POZNAMKA

Informace o instalaci naleznete v navodu k pouziti Matrix

° Standard BT5 multi. en je k dispozici na webovych

1 strankach www.biotype.de/en/ifus nebo na vyZadani na
adrese support@biotype.de od spole¢nosti BIOTYPE
GmbH.

Po uUspéSném spusténi Matrix Standard BT5 multi importujte nastaveni
pristroje  pro 3500 Genetic Analyzer podle popisu v Tabulka 7
(www.biotype.de/en/template-files).

Tabulka 7 Poskytnuté soubory pro Genetic Analyzers
(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
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Specifikace pozadovaného protokolu pfistroje jsou popsany v Tabulka 8.
Upravovat by se mély pouze popsané parametry, ostatni parametry by mély
zUstat ve vychozim nastaveni. Pfi nastavovani konkrétnich provoznich
parametrd postupujte podle pokynl navodu k pouziti od vyrobce.

Tabulka 8 Parametry pro provozni moduly riznych zafizeni pro
kapilarni gelova elektroforeticka zarizeni

Injection Injection Run Voltage Run
Voltage [kV] Time [s] [kV] Time [s]
36 cm Capillary
i Array: 15
3500 Serles 3.0 8 1560
Genetic Analyzer 50 cm Capillary
Array: 19.5
SeqStudio™
Genetic Analyzer 1 ¢ 132y

Na rozdil od hodnot uvedenych v Tabulka 8 Ize dobu provozu upravit tak,
aby byly analyzovany vSechny fragmenty (60-550 bp) DNA Size Standard
550 (BTO).

Pro nastaveni Size Standard protocol je tfeba oranzovému panelu pfifadit
nasledujici velikosti DNA Size Standard 550 (BTO):

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, a 550 bp.

Spole¢nost BIOTYPE GmbH poskytuje specifické
templaty pro snadnou instalaci konkrétnich provoznich
nastaveni pro analyzu délky fragmentd, jakoz i analytické
1 templaty pro jednoduché nastaveni GeneMapper™ ID-X.
Tyto templaty jsou k dispozici ke stazeni na adrese:
www.biotype.de/en/template-files.
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Analyza dat

Obecny postup pfi analyze dat

1. Kontrola platnosti
béhu

WV

2. Kontrola platnosti
vzorku

V4

3. Vyhodnoceni
vzorku

Viz kapitola Validace obecného provozu

Viz kapitolu Analyza vzorka

Viz kapitolu Analyza vzorki

Validace obecného provozu

1. Platny alelicky
ZebFicek

@

2. Platna pozitivni
kontrola PC

s

3. Platna kontrola
bez templatu (NTC)

Platny velikostni DNA Size Standard 550 (BTO)
=50 RFU

Platna vyska pikt 2 400 RFU

Pfitomny vSechny ocekavané piky

Platny velikostni DNA Size Standard 550 (BTO)
=50 RFU

Platna vyska pikl = 400 RFU

Pfitomny vSechny oekavané piky

Platny velikostni DNA Size Standard 550 (BTO)
=50 RFU
Nezjistény zadné piky = 400 RFU
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POZNAMKA

e Pro posouzeni validity je tfeba analyzovat cely rozsah
1 méieni od 50 bp do 560 bp.

DNA Size Standard 550 (BTO)

Zjisténi presné délky amplifikovanych produktl zavisi na typu zafizeni,
podminkach elektroforézy a také na pouzitém standardu velikosti DNA.
Vzhledem ke slozitosti nékterych cili by stanoveni velikosti mélo byt
zalozeno na rovnomérné rozlozenych referencich.

U vSech vzorka zkontrolujte DNA Size Standard 550 (BTO) podle

nasledujicich kritérii:

» Pfitomnost vSech fragmentd 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, a 550 bp (viz Obrazek 1)

= VSechny fragmenty jsou pfitomny s 2 50 RFU

= Koeficient determinace je R? > 0,995
(viz Size Match Editor z GeneMapper ID-X)

= Fragmenty se s rostouci délkou fragmentu nepfetrzité nesnizuji ve vysce
vrcholu.

Obrazek 1 Electropherogram DNA Size Standard 550 (BTO), fragmenty
s délkou v bp

Mentype® AMLplex®S Allelic Ladder

Po ovéfeni platné normy velikosti zkontrolujte, zda jsou v8echny piky v
zebficku alel pfitomny s 2 400 RFU.
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POZNAMKA

° Zebficek Mentype® AMLplex®S Allelic Ladder obsahuje
1 jeden pik pro kazdy detekovatelny cil. Porovnejte prosim
alely s pfilohou Obrazek 2.

Mentype® AMLplex® Positive Control (PC)

Po ovéfeni platné normy velikosti se ujistéte, Ze jsou pfitomny vSechny
specifické piky pro PC s 2 400 RFU.

Pozitivni kontrola Mentype® AMLplex® Positive Control, ktera je soucasti
testovaci soupravy, predstavuje nasledujici cile (viz Tabulka 9).

Tabulka 9 Kontrolni piky v pozitivni kontrole Mentype® AMLplex®S
Positive Control

Panel Kontrolni pik

= QS-Control
Modrv = BCR:ABL_b2a3
ry »  RUNX1:RUNX1T1
= ABL-Control
Zeleny = KMT2A-PTD e11e3
Zluty = PML:RARA bcr3

POZNAMKA
° Mentype® AMLplex®® Positive Control obsahuje alespori
1 jeden pik pro kazdy pouzity panel. Porovnejte prosim alely

s pfilohou Obrazek 3.

No template control NTC

Po ovéfeni platné normy velikosti zkontrolujte, zda v NTC nejsou detekovany
zadné piky 2 400 RFU (viz také pfiloha Obrazek 4).
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POZNAMKA

PFfi pouziti GeneMapper ID-X spoleéné s dodanymi
templatovymi souboury pro metodu analyzy nejsou
e vrcholy < 400 RFU ve vzorcich soupravy
1 Mentype® AMLplex@ PCR Amplification Kit automaticky
pfifazeny k nazvu alely, coZz vam usnadni vyhodnoceni
NTC.

POZNAMKA_

Artefakty, jako jsou malé skvrny barviva, se mohou
vyskytovat vyraznéji v ramci NTC. Diky Siroké zakladné

1 piku, abnormalnimu tvaru piku a absenci pfifazeni piku je
mozné odlisit je od pik( amplikonu.

Analyza vzorku

Analyza dat pracovniho toku

1. Platny velikostni |« viz kapitola Velikostni DNA
DNA Size Standard Size Standard 550 (BTO)

550 (BTO)
~ » Interni kontroly:
QS-kontrola = 400 RFU
2. Platné vysky pika ABL-kontrola = 400 RFU
» Vyska cilového piku = 400 RFU,

! zadné artefaktni piky
» Vhodny pocet detekovanych translokaci:
3. Hodnoceni max. 2 specifické cile detekovany
vérohodnosti
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POZNAMKA

Pokud pocet detekovanych cilt prfekro¢i mezni hodnotu
°® nebo pokud narazite na jakékoli nejasnosti, podivejte se
1 do casti vénované feSeni problému (napf. seznam

znamych kombinaci signald) nebo se obratte na

zakaznickou podporu na adrese support@biotype.de.

Pomoci GeneMapper™ ID-X software a specifickych $ablon poskytnutych
spolecnosti BIOTYPE GmbH se zakladni validace provadi automaticky.

Po kontrole spravnosti provedeni a platnosti vzorkl je nutné vyhodnotit data
vzorkd.

POZNAMKA

Mentype® AMLplex® je vyhradné kvalitativni test.

Tato aplikace neni vhodna pro kvantifikaci poctu kopii,
jako  je  monitorovani minimalniho  rezidualniho

onemocnéni (MRD).

PFi pouziti evaluaénich templatd spoleé¢nosti BIOTYPE GmbH a Uspésné
evaluaci zebficku alel provedeného testu jsou detekované fragmenty PCR
automaticky pojmenovany. Prehled délek fragmentld produktll PCR je
uveden v nasledujici Tabulka 10.

Tabulka 10 Piehled délek fragmentt translokaci v zebfiéku Mentype®

AMLplex® Allelic Ladder na polymeru POP-4™. 1 Dva amplikony pro variantu
KMT2A:MLLT3_6A; *Ackoli je tato varianta detekovatelnd pomoci amplifikacni soupravy
Mentype® AMLplex®® PCR Amplification Kit,, rdzna délka amplikonu (pfiblizné 173 bp) brani
automatickému pfifazeni

Panel/ translokace I[::::;( a Panel / translokace
FAM Panel (modry kanal) BTG Panel (zeleny kanal)
CBFB::MYH11_TypeG 63 DEK::NUP214 78

CBFB:MYH11_Typel 66 KMT2A-PTD_e9e3 87 |
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Panel/ translokace Panel / translokace

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 ( (zluty 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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Analyza dat pomoci GeneMapper™ ID-X

Pfiprava GeneMapper™ ID-X software

Obecné pokyny k pouziti a analyze vzorkd pomoci tohoto softwaru naleznete
v uzivatelské priruc¢ce k softwaru GeneMapper™ ID-X Software.

Pridéleni alel se provadi pomoci analytického softwaru GeneMapper™ ID-X
v kombinaci s templatovymi soubory soupravy Mentype® AMLplex@s PCR
Amplification Kit od spole¢nosti BIOTYPE GmbH. Templatové soubory
BIOTYPE (viz Tabulka 11) jsou k dispozici na naSi domovské strance
(www.biotype.de/en/template-files) ke stazeni nebo na vyzadani na adrese
support@biotype.de. Pracovni postup analyzy pomoci softwaru
GeneMapper™ ID-X software je uveden v Tabulka 12.

Tabulka 11 Templaty BIOTYPE GmbH pro GeneMapper™ ID-X Software,
Sablony specifické pro "POP-1™, 2POP-4™ a 3POP-7™ polymer

Templat Nazev templatu

AMLplexIVD_Panel1_v1x’
Panels* AMLplexIVD_Panel4_v1x? nebo vyssi verze
AMLplexIVD_Panel7_v1x3

AMLplexIVD_Bins1_v1x'

BinSets* AMLplexIVD_Bins4 v1x2 nebo vyssi verze
AMLplexIVD_Bins7_v1x3
Size Standard* BTO_60-550_v1x nebo vyssi verze

AMLplexIVD_Analysis1_v1x’
Analysis Method* AMLplexIVD_Analysis4 v1x? nebo vyssi verze
AMLplexIVD_Analysis7_v1x®

Plot Settings PlotsBT5_4dyes
Table Settings Table for 2 Alleles
Table for 10 Alleles

*Tyto templaty musi byt vzdy pouzity pro analyzu dat. Ostatni templatové
soubory jsou volitelné.
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POZNAMKA

Import a ur€ovani alel pomoci dodanych templatovych

soubort je zarueno pouze pfi pouziti softwaru

GeneMapper™ ID-X software. Pfi pouziti softwaru

GeneMapper™ software mohou u nékterych templatovych

1 souboru nastat problémy s importem. Mozna bude nutné
upravit Panels a Bins pomoci jedné nebo vice analyz
zebfFicku alel na konkrétnim nastaveni pfistroje. V pfipadé
potizi nas kontaktujte (support@biotype.de).

Tabulka 12 Pracovni postup analyzy dat pomoci GeneMapper™ ID-X

C. Ilkona Pracovni krok

1 Priprava softwaru

Panel Manager
Import dodanych templatovych soubort pro Panels a Bins

GeneMapper™ ID-X Manager
Import dodanych templatovych soubort pro Analysis Method
a Size Standard

2 Import vzorku

Add Samples to Project
EI - vyhledejte slozku pro spusténi, vyberte a kliknéte na Add to
List > Add

3 Analyza vzorku
V pfislusnych sloupcich listu vzorku vyberte nasledujici

vlastnosti a vyberte Analyze.
Nazev sloupce Vybér

Samole Tvpe zebficek alel, pozitivni  kontrola,
ple Typ negativni kontrola nebo vzorek
> . Vyberte drive importovany

Q:'ﬁf BIOTYPE templat
AMLplexIVD_Analysis_v1x
Vyberte dfive importovany

Panel BIOTYPE template
AMLplexIVD_Panel_v1x
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€. Ikona Pracovni krok

Vyberte drive importovany

Size Standard gl 1V bE template BTO_60-550_ vix

4 Ovérovaci kontroly

Kontrola platnosti ovéfeni (Zzebfiek alel, pozitivni kontrola,
i negativni kontrola)

m Pfi dostate¢né vySce piku se pfifazeni provadi podle
specifikaci v Analysis Method

5 Hodnoceni vzorku

m Kontrola platnosti vzorku.
Pfi dostatecné vySce piku se pfifazeni provadi podle
I specifikaci v Analysis Method

POZNAMKA

Pomoci dodanych templatovych souborl pro Analysis
Method, Bins, Panels a vybé&rem odpovidajiciho typu
vzorku software automaticky zkontroluje platnost téchto
o vzorkd. Kontrolni znacky kvality SOS (Sample off-Scale),
1 SQ (Sizing Quality), OMR (Outside Marker Range) musi
byt zelené, aby byla validita schvalena.

SR e E E e

POZNAMKA

K vyhodnoceni velikostni normy pouzijte Size Match

Editor v GeneMapper™ ID-X. Pokud automatické uréovani

1 fragmentu selhalo, Ize pro orientaci pfi ruénim pfifazovani
pikd pouzit trojice 80/ 90/ 100 bp a 240 / 250 / 260 bp.
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Reseni problém
Pro pfesnou a spolehlivou detekci cilll je tfeba provést post PCR analyzu,
vCetné automatického pfifazeni a validace cili, pomoci validovaného

GeneMapper ID-X software v kombinaci s templatovymi soubory BIOTYPE.
V pripadé jakychkoli nejasnosti se obratte na support@biotype.de.

Pull up piky

K pull up pikim mize dojit, pokud jsou vysky pikG mimo linearni detekéni
rozsah nebo pokud byla pouzita nespravna matice. Objevuji se na pozicich
signalu . Tento efekt je tfeba zohlednit v pfipadé vysokych amplifikaénich
profild nasledujicich cila:

» PML::RARA _bcr3 (Zluty kandl) zplUsobuje pull up pik v
KMT2A::ELL_e10e2 (zeleny kanal)

* RUNX1:RUNX1T1 (modry kanal) zpusobuje pull up pik v
KMT2A::MLLT4 (zeleny kanal, pouze kdyz byl pouzit POP-7 ™ Polymer)

Pridavani nukleotidli nezavisle na templatu

Vzhledem ke své terminalni transferazové aktivitt ma Multi Taqg 2 DNA
Polymerase tendenci pfidavat adenosinovy radikal na 3'-konec
amplifikovanych fragmentt DNA. Artefaktovy pik je o jednu bazi kratsi, nez
se oCekava (-1 bp piky). VSechny primery BIOTYPE jsou navrzeny tak, aby
tyto artefakty minimalizovaly. Tvorba artefakti se dale snizuje volitelnym
prodlouzenim kone¢ného kroku PCR protokolu na 68 °C po dobu 60 minut.
Vy8ka piku artefaktu koreluje s mnozstvim cDNA. Laboratofe by mély
stanovit své individualni limity pro analyzu piku.

Artefakty

Pokojova teplota mlze ovlivnit u¢innost produktdl PCR na pfistrojich s vice
kapilarami a mdze dojit k vyskytu postrannich pikl nebo rozstépenych piku.
V nékterych pfipadech mlze byt ovlivnéno také automatické pfifazovani.
Pokud se tyto jevy vyskytnou, doporucujeme vzorek injekéné aplikovat
znovu pfi vySSi pokojové teploté. Vzdy zvazte pouziti novych spotfebnich
materialt podle doporuceni vyrobce.
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Vliv polymera

Souprava Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit byla validovana a
certifikovana pro analyzu na POP-4™ polymer. Pouziti jinych polymer( (jako
POP-7™ nebo POP-1™) bylo verifikovano, ale mlze ovlivnit chovani
konkrétnich produktd PCR. Kromé toho se muize zvysit Sum pozadi v
disledku odliSného chovani volnych fluorescenénich barviv.

Odchylky pfi pipetovani

Analyza robustnosti Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit ukazala, ze
souprava je robustni vi¢i menSim odchylkam od popsaného protokolu
(+/- 10 %). Pro analyzu muze byt kritictéjsi stfedni odchylka (+/- 20 %) od
popsaného experimentalniho protokolu. Je nutné vénovat pozornost
stfednim odchylkam -20 % v soucastech PCR, protoze vyrazné snizuji vySku
signalu. NejcitlivéjSimi cili v tomto kontextu jsou KMT2A:MLLT4 a
DEK::NUP214.

Pro minimalizaci pfipadnych odchylek doporu€ujeme pouzivat kalibrované
pipety, pfesné pipetovani a dukladné michani.

Nizké kontrolni piky ABL

Interni kontrola ABL tvofi nejdel$i amplikon soupravy Mentype® AMLplex®S
PCR Amplification Kit, a je proto nezbytnym markerem kontroly kvality. V
nasledujicich pficin:

PFiliS nizky vstup templatu do reakce: urete koncentraci RNA a podle
potfeby zvyste vstup cDNA syntézy.

Fragmentovana RNA, tj. menSi amplikony z cild, mohou byt pozitivni, ale
chybi vnitini kontrola ABL. Zkontrolujte postup pfipravy vzork( z hlediska
kontaminace RNA. Je znamo, Ze v archivovanych vzorcich dochazi k
fragmentaci RNA.

Neucinnd syntéza cDNA: pfi syntéze cDNA dodrZujte pokyny vyrobce.
PouZijte jednu z ovéfenych souprav pro syntézu cDNA, jak je popsano v
kapitole Transkripce do cDNA.

Vzorek je kontaminovan aktivnim enzymem reverzni transkriptazy: dodrzujte
pokyny vyrobce, zejména pokyny tykajici se tepelné inaktivace bé&hem
syntézy cDNA.
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DalSi amplikony nebo dvojité pozitivity

U vétSiny vzorkd pacientd se ofekava negativni vysledek nebo pozitivni
vysledek pro jednu translokaci. Vice nez jedna translokace je neobvykly
vysledek a mize vyZzadovat dal$i ovéfeni. Nicméné u vzork( pacientd byly
jiz dfive pozorovany nékteré kombinace, napfiklad nasleduijici:

Cil BCR::ABL_b2a3 se muze objevit s relativné nizkou vyskou piku, pokud
dochazi k silné amplifikaci pro ABL-control nebo jakoukoli jinou transkripéni
variantu BCR::ABL (asi 5-10 % vysledku hlavniho cile).

Je znamo, ze KMT2A partial tandem domain (KMT2A-PTD) se vyskytuje
soucasné s jinymi translokacemi a v komplexnich pfestavbach, které mohou
byt pozitivni pro vice nez jednu variantu KMT2A-PTD.

Pfi pouziti POP7™-Polymer mlize translokace CBFB::MYH11_Type A vést
k nespecifickému signalu pro RUNX1::RUNX1T1 a CBFB::MYH11_Type F.
Pik RUNX1::RUNX1T1 je pfi pouziti POP4 polymeru pfifazen jako mimo
Zebficek a Ize jej ovéfit pomoci bunécné linie ME-1. Oba nespecifické
vedlejdi piky vykazuji niz8i vySku piku RFU ve srovnani s
CBFB::MYH11_Type A. Pri pouziti POP7™-Polymer muze byt nespecificky
pik mimo Zebfiek pFifazen jako translokace CBFB::MYH11_Type | s vySkou
piku pod 2 000 RFU.

Cil KMT2A::MLLT4 se vyskytuje se dvéma rdznymi délkami amplikond v
zavislosti na prevalenci variant transkriptd specifickych pro dany vzorek.
VétSina vzorkd pacientl vykazuje oba amplikony s délkovym rozdilem tfi
nukleotidd jako dvoijity pik v cilovém binu KMT2A::MLLT4. Jedna se o platny
vysledek, nejsou nutna zadna napravna opatfeni.

Jakakoli translokace KMT2A se miize vyskytnout s bodem zlomu v exonu 9
(nejcastéji) nebo v exonu 10 a 11 (vzacné). Jakykoli silny pik mimo Zebficek
v zeleném kanalu mlze pochazet z atypické translokace KMT2A a mlize byt
oveéfen jinymi metodami.

Transkripéni varianta 6A cile KMT2A::MLLT3 muze v pfipadé velmi
vysokého vstupu a velmi vysoké kvality RNA produkovat dva detekovatelné
amplikony, odpovidajici piky jsou 6A S (short, pozadovano) a 6A_L (long,
volitelné). Jedna se o nezbytny jev, ktery je vlastni designu primeru
Mentype® AMLplex®@ PCR Amplification Kit. Jedna se o platny vysledek,
nejsou nutna zadna napravna opatfeni.
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Vrchol mimo Zebfi¢ek ve Zlutém kanalu mezi biny PML::RARA _bcr1 a ber3
je s nejvétsi pravdépodobnosti zplisoben variantou PML::RARA_bcr2. Tento
cil ma nékolik zlomovych bodu v exonu 6 PML, a proto mu nelze pfifadit
Zadné konkrétni biny.

Hodnoceni vykonu

Analyticka citlivost

Typ vzorku pro soupravu Mentype® AMLplex®@ PCR Amplification Kit je
definovan jako cDNA transkribovana z bunécné RNA izolované z periferni
vendzni krve nebo aspiratu kostni dfené. Pro vzorky krve je mozné méfit
RNA v rozmezi od 50 ng do 1000 ng s dostate¢nou vyskou piku ABL-Control
pomoci souprav cDNA synthesis kits SuperScript™ IV First-Strand Synthesis
System (Thermo Fisher Scientific) and High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific), které byly validovany béhem
tohoto hodnoceni vykonu. Pfi pfedpokladané 100 % ucinnosti transkripce to
vede k rozmezi koncentrace cDNA od 2,5 ng/pL do 50 ng/uL. V PCR reakci
se pouzije 1 yL cDNA. Pro vzorky kostni difené je pomoci SuperScript™ IV
First-Strand Synthesis System (Thermo Fisher Scientific) méfitelna RNA v
rozmezi od 50 ng do 1 000 ng a pomoci High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific) v rozmezi od 100 ng do 1 000 ng
s dostate¢nou vyskou piku ABL-Control. Pfi pfedpokladané 100 % ucinnosti
transkripce to vede k rozmezi koncentrace cDNA 2,5 ng/uL, resp. 5 ng/uL az
50 ng/uL. V PCR reakci se pouzije 1 yL cDNA. Optimalni vstupni mnoZstvi
RNA je definovano jako 1000 ng pro vzorky periferni krve a 500 ng pro vzorky
kostni dfené. V pfipadé vzorku se $patnou koncentraci RNA nebo kritickymi
cili 1ze vstup cDNA do PCR zvysit az na 4 yL pro cDNA transkribovanou
pomoci High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher
Scientific), bez ohledu na typ vzorku. Pro cDNA transkribovanou pomoci
SuperScript™ IV First-Strand Synthesis System (Thermo Fisher Scientific) je
vstup cDNA omezen na maximalné 2 L.

Limit of Blank (LoB) byl testovan na 12 vzorcich rdzného plivodu pfi pfedem
stanoveném optimalnim vstupnim mnozstvi. Jelikoz v zadném z 12
testovanych vzorkGi nebyly detekovany Zzadné nespecifické piky nad
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prahovou hodnotou 400 RFU v rozsahu 55 bp az 550 bp, Ize stanovit
prahovou hodnotu 400 RFU.

Limit of Detection (LoD) soupravy Mentype® AMLplex® PCR Amplification
Kit byl testovan na 6 umélych vzorcich s cDNA pozadim, pokryvajicich
v§echny pary primerd v primerové smési, pficemz pary primerd detekujici
vice nez jeden cil amplifikovaly nejdel$i a tudiz nejobtiznéji detekovatelnou
transkripCni variantu cile.

Souprava Mentype® AMLplex@ PCR Amplification Kit vykazovala pfijatelnou
mez detekce podle akceptaCnich kritérii s maximalni LoD 400 kopii pro
testované cile (viz Tabulka 13), s vyjimkou KMT2A::MLLT4, ktery stale
vykazoval pfijatelny vysledek s LoD 1 000 kopii. Jelikoz nebylo mozné
testovat v8echny detekovatelné transkripéni varianty genovych fuzi,
predpoklada se, ze celkova LoD 1 000 kopii, ktera byla nejvy$8im vysledkem
testovanych cilll, je bezpe¢né pouzitelna.

Tabulka 13. LoD pro Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit.

Vzorek (of]| LoD [kopie]
CBFB::MYH11_TypeJ 200
BCR::ABL_e1a2 200

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

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

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

Vzorek 4 CBFB::MYH11_Typel 200
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Vzorek Cil LoD [kopie]
MLLT10_240::PICALM_2092 200
RUNX1::RUNX1T1 400
DEK::NUP214 200

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

Vzorek 6
KMT2A::MLLT4 (long) 500

Jelikoz je souprava Mentype® AMLplex@ PCR Amplification Kit kvalitativni
test ur€eny k stanoveni pfitomnosti nebo absence cilového analytu,
testovani Limit of Quantitation (LoQ) se pro zamyslené pouziti nepovazuje
za relevantni.

Analyticka specificnost

Automatické urCovani alel jsme testovali pomoci Zebficku alel a shody
pfifazeni alel ve srovnani s umélymi vzorky translokacnich cild pomoci
GeneMapper™ ID-X software. Na zakladé vysledk( jsou definovana
specifickd nastaveni zafizeni pro genotypizaci pomoci kapilarni gelové
elektroforézy (bins a panels) Genetic Analyzer.

PCR primery jsou navrzeny tak, aby se vazaly komplementarné k oficialni
referencni sekvenci lidského genomu. Genetické varianty, jako jsou Single
Nucleotide Polymorphism (SNPs, INDELs nebo delece), mohou ovlivnit
specifickou vazbu primerQ a byly posouzeny na zakladé zaznam( v databazi
dbSNP, které jsou relevantni pro soupravu Mentype® AMLplex® PCR
Amplification Kit. Jeden zaznam (rs73504425) vede ke ztraté funkce
primeru. Variantni alela se vyskytuje u 0,6 % africké populace a nachazi se
v misté vazby primeru pro PICALM::MLLT10, vzacné hlaseny fuzni gen s
prevalenci < 1 %.

Déle bylo provedeno vyhledavani BLAST v lidském transkriptomu pro
Mentype® AMLplex® Primer mix, které neprokazalo zadné nespecifické
amplifikaéni produkty v rozmezi 0—600 bp.
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Presnost a pravdivost

Analyticka presnost Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit je zaloZena
na vysledcich studii spravnosti soupravy. Spole¢nost BIOTYPE GmbH se od
roku 2013 aktivné ucastni programu External Quality Assessment (EQA).
Pfitomnost nebo absence translokace ve vzorcich se stanovi na zakladé
konsensu vysledkl vSech ucastnikGl tohoto EQA. Od roku 2013 bylo
analyzovano celkem 68 vzorku.

Na zakladé téchto vysledki byla vytvofena kontingenéni matice zalozena na
srovnani vysledkl soupravy Mentype® AMLplex@ PCR Amplification Kit
(pozitivni/negativni) a  skute¢nych  vysledkG  (pozitivni/negativni),
potvrzenych konsensem v$ech uUc€astnikli programu External Quality
Assessment program. Podle CLSI EP12 (3. vydani) byly na zakladé
kontingencni matice vypocitany klicové ukazatele vykonnosti uvedené v
Tabulka 14.

Tabulka 14 Analytické vlastnosti soupravy Mentype® AMLplex® PCR
Ampilification Kit.

Dolni 95% Horni 95%
Analyticka vlastnost interval interval
spolehlivosti spolehlivosti
Analyticka citlivost 92,2 % 81,5 % 96,9 %

‘ Analyticka specificnost 94,1 % 73,0 % 99,0 %
Pozitivni prediktivni 97.9 % 89.1 % 99.6 %
hodnota
Negativni  prediktivni 80.0 % 58.4 % 91.9 %
hodnota
Presnost 92,6 % 83,9 % 96,8 %

Tyto vypodty poskytuji komplexni méfitko schopnosti soupravx Mentype®
AMLplex@ PCR Amplification Kit spravné klasifikovat pozitivni a negativni
pfipady s pravdépodobnosti 92 % a 94 %. Celkovy podil spravnych vysledki
je 93 %, coz svédci o vysoké spolehlivosti. Souprava Mentype® AMLplex@S
PCR Amplification Kit vykazuje vysokou analytickou vykonnost, coz
potvrzuje Ucinnost a spolehlivost testu.
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Presnost

Opakovatelnost a reprodukovatelnost testu jsme hodnotili na zakladé normy
ISO 5725-2:2022-05 a CLSI EPO5 (3. vydani). Pét umélych vzorkl a
Mentype® AMLplex®S Positive Control byly hodnoceny ve studii 5 x 5 x 3 (den
X opakovani x misto) provadéné na vice mistech. Studie provadéné na vice
mistech  zkouma hlavni  zdroj variability = (opakovatelnost a
reprodukovatelnost) v disledku raznych testovanych pracovist, které budou
pfedstavovat rGzné operatory méfici na rlznych pracovistich pomoci
rdznych pfistroju. Vysledna opakovatelnost se pohybovala mezi 8,3 %CV a
15,6 %CV a reprodukovatelnost mezi 14,6 %CV a 30,5 %CV. Celkové
souprava Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit vykazuje pfijatelnou
presnost s SDrep < 2 500 RFU pro viechny specifické genové fuze testované
s umeélymi vzorky 1 az 5 a pro Mentype® AMLplex®S Positive Control.

Mezni hodnota testu

Souprava Mentype® AMLplex@ PCR Amplification Kit vyuziva kvalitativni
detekci genovych fuzi pomoci PCR s koncovym bodem. Proto je jednou z
relevantnich meznich hodnot pro test minimalni vySka piku, ktera umoznuje
bezpelné rozlisit mezi technickym Sumem pozadi a skute€nou detekci cile.
Hranice vy3ky piku RFU byla stanovena na 400 RFU s udaji z analytického
testovani citlivosti.

Interferenty a kfizové reakce

Potencialni interferenty, které by mohly ovlivnit vysledky postupu méfeni,
byly vyhodnoceny v souladu s doporu¢enimi pokyn(i CLSI EPQ7 (3. vydani)
a EP37 (1. vydani). Pro soupravu Mentype® AMLplex® PCR Amplification
Kit byly stanoveny endogenni a exogenni interferenty, byla testovana jejich
maximalni o€ekavana koncentrace (Cmax) v reakci PCR, jak je navrzeno v
pokynech, a v pfipadé zjiténi interferenci byly testovany dalSi koncentrace,
aby se ur€ila takova koncentrace, pfi které nejsou interference
detekovatelné.

Vysledky neprokazaly zadny rusSivy Ucinek endogenni interferentni DNA
testované v mnozstvi 1 ng v reakci PCR, pokud bylo $tépeni DNA provedeno
vV ramci zpracovani vzorku.
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Vzhledem k tomu, Ze u endogenniho interferentu z krve byl pozorovan rusivy
ucinek pfi vypoctené Cmax 0,87 % v/v v reakci PCR, byla testovana dalSi
fedéni, dokud nebyla detekovana zadna interference. 0,087 % v/v krve
nevykazovalo zadnou interferenci. Kontaminaci krvi Ize v3ak vizualné
detekovat v PCR reakci nebo v izolované RNA podle oranzové zbarveného
posunu. Pokud je pozorovana zména barvy, doporu€ujeme izolaci RNA
zopakovat, aby se zabranilo pfipadné interferenci.

U exogennich interferentd DTT, RNase Inhibitor, DNase, Ethanol,
Metoclopramide, EDTA, Hydroxyurea a Citrate nebyl pozorovan zadny
interferencni UcCinek pfi jejich pfislusSnych Cmax, pfi¢emz odchylky od
neoSetfené skupiny pozorované u testovanych vzorkd byly v pfijatelnych
mezich.

Pokud jde o exogenni interferenty reverzni transkriptazu, heparin a
proteinazu K, byla pozorovana interference pfi pfisluSné Cmax vypocltené
nebo doporu¢ené podle CLSI EP37 (1. vydani), dalSi Fedéni byla testovana,
dokud nebyla zjisténa zadna interference. U enzymu reverzni transkriptazy
testovana Cmax 0,2 % v/v vykazovala interferenci, pokud enzym nebyl tepelné
inaktivovan podle pokynl vyrobct testovanych souprav pro syntézu cDNA.
U heparinu 3,3 U/dl a enzymu proteinazy K 0,0001 % v/v se neprojevila
Zadna interference.

Krevni antikoagulans EDTA, citrat sodny a heparin byly dodate¢né testovany
pomoci doporu€enych izolacnich souprav. Nebyl zjistén zadny vliv na
analyticky vykon. Pfedpokladame, Ze pracovni postup izolacnich souprav
ucinné odstrani vSechny testované rusivé latky pochazejici z antikoagulancii
a Cinidel pro izolaci RNA.

Tabulka 15 Testované neinterferujici koncentrace endogennich a
exogennich interferenta.

_ Typ Kategorie Interferent Neinterferujici testovana
interferentu koncentrace

Endogenni | SlozZky pIné krve PIn& krev 0,087 % vl/v v reakci PCR
. ) EDTA 0,099 mg/dL
Exogenni Antikoagulancia
Citrat 0,004 % v/v v reakci PCR
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Typ Kategorie Neinterferujici testovana
interferentu 9 koncentrace

Heparin 3,3 U/dL
3 Proteinase K 0,0001 % v/v v reakci PCR
Cinidla pro o .
izolaci RNA Ethanol 0,3 % v/v v reakci PCR
DNase 0,16 % v/v v reakci PCR
; DTT 0,2 % viv v reakci PCR
Cinidla pro o o .
reverzni RNase Inhibitor 0,2 % viv v reakci PCR
transkripci cDNA Reverzni 0,2 % v/v v reakci PCR
transkripce (tepelné inaktivovano)
Antiemetikum Metoclopramide 0,225 mg/dL
Antineoplastikum Hydroxyurea 3,08 mg/dL

Stabilita pfFi pouziti

VSechny studie stability byly naplanovany v souladu s normou ISO
23640:2015 a pokynem CLSI EP25- (2. vydani). Pro vSechny studie stability
byl pouzit nasledujici postup: Souprava Mentype® AMLplex®® PCR
Amplification Kit byla testovana v nékolika ¢asovych bodech po rizné
dlouhou dobu. Byly analyzovany umélé vzorky a Mentype® AMLplex@S
Positive Control. Kone¢né vyhodnoceni rGznych podminek zahrnovalo
srovnani priméri po¢ate¢niho asového bodu (To) a nasledujicich asovych
bodu (Tn) a bylo vypoéteno pomoci nasledujici rovnice:

abs.Ap= X7 — X1l

Pro studii stability pfi pouziti byly provedeny dva experimenty. Jeden pro
testovani stability po nékolika cyklech zmrazeni a rozmrazeni a druhy pro
testovani stability souprav béhem simulovaného pouziti po otevieni v ramci
studie stability po zmrazeni a rozmrazeni a deklarované doby pouZitelnosti.

Na zakladé vysledku je souprava Mentype® AMLplex® PCR Amplification
Kit stabilni po dobu az 20 cyklli zmrazeni a rozmrazeni a Ize ji pouzivat az
24 mésicu po otevreni.
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Data klinické funkéni zpusobilosti

Navrh studie, etické a regulaéni aspekty

Souprava Mentype® AMLplex@ PCR Amplification Kit a referen¢ni metody
byly testovany na 297 vzorcich pacientl a 10 zdravych dobrovolnicich.
Cilem této studie bylo poskytnout klinické diikazy podle § 20 az 24 zakona
o zdravotnickych prostfedcich ,Medizinproduktgesetz“. Pomoci referen¢nich
cytogenetickych metod (FISH) nebo interni validované monoplex-gPCR
musela byt prokazana shoda se zdravotnickym prostfedkem. Potvrzeni
pfislusné etické komise bylo obdrzeno dne 06.06.2012.

Referenéni metody

Hlavnim cilem je stanoveni diagnostickeé citlivosti a specifi€¢nosti ve srovnani
s referenCnimi metodami. Jako referenéni metoda byla pro vybrané
translokace provedena Fluorescence-In-Situ-Hybridization (FISH)
[Grimwade et al. Blood 116: 354-65, 2010]. Translokace, které nebylo mozné
feSit pomoci cytogenetiky, byly testovany pomoci monoplexnich testu
monoplex-nested-PCR zavedenych a validovanych v testovaci laboratofi
[Steudel et al. Genes Chromosomes Cancer 37: 237-51, 2003, van Dongen
et al. Leukemia 13: 1901-28, 1999].

Extrakce a purifikace RNA

Mononuklearni buriky (MNC) byly ze vzorkl odebrany centrifugaci v
hustotnim gradientu. Nasledné byla provedena izolace celkové RNA a
reverzni transkripce do cDNA pomoci komeréné dostupnych souprav.
Kvalita cDNA byla analyzovana pomoci PCR v realném ¢ase. K potvrzeni
fuznich gend a mutaci slouzily validované jednoduché PCR testy.

Vysledky

Souprava Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit nevykazovala zadné
faleSné pozitivni vysledky s testovanou cDNA 10 zdravych dobrovolniku.

Z 297 testovanych vzork( pacientld nebylo mozné vyhodnotit 5 vzorkl z
davodu detekce interni kontroly ABL pod doporu¢enou prahovou hodnotou.
Ze zbyvajicich 292 vzorkl vykazalo 201 pravdivé negativni vysledky ve
srovnani s referencnimi metodami.
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Jednotlivé vysledky srovnavacich testu jsou shrnuty v Tabulka 16. Fuze
gend PICALM::MLLT10 (CALM-AF10) a KMT2A:MLLT4 (MLL-AF6)
nemohly byt vyhodnoceny z hlediska diagnostické citlivosti, protoze nebyly
k dispozici Zzadné pozitivni pfedem charakterizované vzorky.

Celkové bylo dosazeno diagnostické citlivosti 94 % a diagnostické
specificnosti 99,5 %.

Tabulka 16 Zavér vysledkd klinické funkéni zpusobilosti Mentype®
AMLplex® PCR Amplification Kit. *Udaje o prevalenci byly citovany z
Grimwade et al. 2010. n.e. = nehodnoceno

Biomarker Hodnoceni klinické funkéni zpusobilosti (n=292)

Diagnostic

Diagnostic
ka citlivost
[%]

Pravdivé Pravdivé FalesSné Falesné
pozitivni  negativni pozitivni  negativni

Genova Zkratka

i, % [0,
fauze chromozomu fariantapiie i)

specificno

RN :f%gl}zz) nb. 7 16 275 0 1 94,1 100,0
BCR:ABL  (9;22) ela3 1 1 291 0 0 100,0 100,0
(934;q11) ela2
b3a2
b3a3
b2a2
b2a3
PICALM:: MLLT10_
MLLT10 Eg1°3*1;1)4) o 0 292 0 0 ne 100,0
1987
MLLT10_
240-
PICALM
2092
aﬁ’(mj inv(16) typA 5 28 262 0 2 933 100,0
(p13;922) typ B
typ C
typ D
typ E
typ F
typ G
typ H
typ J
RER 4 :fz;g;)qs‘t) nb 1 3 289 0 0 1000  100,0
A :g;fq)%) nb. <05 0 202 0 0 ne 100,0
6A
KMTZA yort) 6AS: 1 4 287 0 1 80,0 100,0
6A_L)
(p22;923) 7A
8A
6B
KMT2A:ELL t(11;19) e10e2 1 0 290 1 1 0,0 99,7
(923;p13.1) e10e3
KMT2A-PTD Gastecny ~ e9e3 57 23 269 0 0  100,0  100,0
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Biomarker Hodnoceni klinické funkéni zplisobilosti (n=292)
Diagnostic Diagnostic
Genova Zkratka Varianta Prev* [%] Pravdivé Pravdivé FalesSné Falesné k; gitlivolst a
fuze chromozomu ° pozitivni negativni pozitivni  negativni %] specificno
tandem e10e3
duplikace e11e3
NPM1:MLF t(3;5)
) ey MR 308 2 290 0 0 1000  100,0
PML::RARA t(15;17) ber1 13 8 284 0 0 100,0 100,0
(922;921) ber2
ber3
Shrnuti 37 85 201 1 5 94,4 99,5

Diagnostické hodnoceni

Vlastnosti klinické funkéni zpUsobilosti soupravy Mentype® AMLplex® PCR
Amplification Kit vykazovaly pfijatelné vysledky. Parametry pro hodnoceni
klinické funkéni zplsobilosti byly vypocéteny podle pfilohy | oddilu 9.1b
nafizeni IVDR (EU) 2017/746, jak je zobrazeno v Tabulka 17.

Tabulka 17 Diatnostické vlastnosti soupravy Mentype® AMLplex® PCR
Amplification Kit

Dolni interval Horni interval
spolehlivosti spolehlivosti

Diagnosticka vlastnost

Diagnosticka citlivost 94,4 % 87,7 % 97,6 %
Diagnosticka specificnost 99,5 % 97,3 % 99,9 %
Pozitivni prediktivni hodnota 98,8 % 93,7 % 99,8 %
Negativni prediktivni hodnota 97,6 % 94,4 % 99,0 %
Diagnostické pfesnost 98,0 % 95,6 % 99,1 %
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Kontrola kvality

V3echny soucasti soupravy prochazeji intenzivnim procesem kontroly kvality
ve spole¢nosti BIOTYPE GmbH. Kvalita testovacich souprav je trvale
sledovana, aby byla zajisténa jejich neomezena pouzitelnost. V pfipadé
jakychkoli dotazl tykajicich se zajisténi kvality nas prosim kontaktujte.
Technicka pomoc

Pro technické poradenstvi se obratte na nas tym zakaznické podpory:

e-mail: support@biotype.de

telefon: +49 (0)351 8838 400
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Omezeni pouziti

Postupy uvedené v této pfiruCce je tfeba dodrzovat podle popisu.
Jakékoli odchylky mohou mit za nasledek selhani testu nebo zplsobit
chybné vysledky.

Pouziti tohoto produktu je omezeno na profesionalni laboratorni
uzivatele, ktefi jsou specialné vyskoleni v technikach PCR a kapilarni
gelové elektroforéze.

Pro optimalni provedeni tohoto testu jsou nutné vhodné postupy odbéru,
prepravy, skladovani a zpracovani vzork(.

Tento test nesmi byt pouzit pfimo na vzorku. Pfed pouzitim tohoto testu
je tfeba provést vhodné metody extrakce nukleovych kyselin.

Souprava byla ovéfena pouze pro pouziti s ¢inidly, pFistroji a softwarem
popsanymi v kapitole Pozadované materialy a zafizeni, které nejsou
soucésti dodavky

Mentype® AMLplex@ byl navrZzen, validovan a certifikovan jako
screeningovy nastroj pro klasifikaci podtypll AML. Tato aplikace neni
vhodna pro kvantifikaci poctu kopii, jako je monitorovani Minimal
Residual Disease (MRD), ani pro validaci jinych podtypt leukémii nebo
pediatrickych AML.

Vzhledem ke genetické variabilitt mize mit single nucleotide
polymorphism (SNPs) nebo kratky insertion deletion polymorphism
(INDELSs) vliv na uginnost primeru nebo dostupnost templatu. Analyza
nejnovéjsi verze sestavy lidského genomu (HG38) pro vSechny etnické
skupiny zjistila pouze jeden kriticky jednonukleotidovy polymorfismus
(SNP), ktery vede ke ztraté funkce primeru. Variantni alela se vyskytuje
u 0,6 % africké populace a nachazi se v misté vazby primeru pro
PICALM::MLLT10, vzacné hlaseny fuzni gen s prevalenci < 1 %.
Vzhledem k nizké prevalenci genové fuze v kombinaci s nizkou
pravdépodobnosti vyskytu SNP ve svétové populaci je vSak riziko
faleSné negativnich vysledkd nizké. V pfipadé nejasnosti zvazte
potvrzeni vysledk pomoci referenénich metod.

K zajisténi funk&nosti soupravy je nutna spravna laboratorni praxe.
Vysledky musi interpretovat vySkoleny zdravotnicky pracovnik.
Interpretace vysledk(i musi pocitat s moznosti faleSné negativnich a
faleSné pozitivnich vysledku.

Nepouzivejte proslé nebo nespravné skladované soucasti
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Informace pro objednani

Objednavky zasilejte e-mailem na adresu sales@biotype.de.

Produkt Velikost baleni Objednaci €islo
25 reakci 45-12100-0025
Mentype® AMLplex®s ,
PCR Amplification Kit 100 reakci 45-12100-0100
400 reakci 45-12100-0400
1x 25 pL 45-15100-0025
Matrix Standard BT5 multi
2x 25 pL 45-15100-0050

Ochranné znamky a prohlaseni o vylouéeni
odpovédnosti

Mentype® je registrovana ochranna znamka spolecnosti BIOTYPE GmbH.

Dal$i ochranné znamky: ABI PRISM®, GeneMapper®, SuperScript™
GeneAmp® a Applied Biosystems® (Applied Biosystems LLC group);
QlAamp® (Qiagen); POP-4™, POP-1™,POP-7™ (Europe: Applied Biosystems
LLC, US: Life Technologies Corporation). Na PCR se vztahuji patenty.
Drziteli patentd jsou spolec¢nosti Hoffmann-La Roche Inc. a F. Hoffmann-La
Roche (Roche).

Registrované nazvy, ochranné znamky apod. pouZzité v tomto dokumentu, i
kdyZ nejsou vyslovné takto oznaleny, nelze povaZovat za nechranéné
zdkonem.

Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit je diagnostickd souprava s
oznaCenim CE podle evropského nafizeni o diagnostice in vitro (EU)
2017/746.

Produkt neni licencovan Health Canada a neni schvalen FDA.

Neni k dispozici ve v§ech zemich.

© 2025 BIOTYPE GmbH; v8echna prava vyhrazena.
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Vysvétleni symbolu

N e
/ﬂ/—15°c
-25°C

‘
.
i

Vyrobce

Kod davky

Obsahuje dostateéné mnozstvi &inidel pro <N> testu

Prectéte si elektronicky navod k pouziti (elFU)

Datum spotfeby

Teplotni limit

Katalogové &islo

Diagnosticky zdravotnicky prostfedek in vitro

Chrarite pfed slune€nim zafenim

Udrzujte v suchu

Unique device identifier
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Dalsi oznageni pouzité v tomto navodu k pouziti:

1

A

modre podtrzeny text

¢erné podtrzeny text

odsazeny, kurzivou psany, tucné
zvyraznény text

Uzite€né tipy

Pozor, dbejte na dodrZzovani tohoto
upozornéni!

Odkazy vedouci na externi obsah,
jako jsou domovské stranky, e-
mailové adresy

Kfizové odkazy v dokumentu pro
snadnou navigaci

Pole, na ktera se ma kliknout v
softwaru
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Priloha

Seznam cilovych gen

Gen

RUNX1

RUNX1T1

BCR

ABL1
MLLT10
PICALM
CBFB
MYH11
DEK

NUP214
KMT2A

MLLT4
MLLT3
ELL

NPM1
MLF1
PML
RARA

Alternativni nazvy

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 transkripce

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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Elektroferogramy referenénich vzorku

Na nasledujicich strankach najdete pfiklady elektroferogramid Mentype®
AMLplex®S Allelic Ladder (Obrazek 2), Mentype® AMLplex@S Positive Control
(PC, Obrazek 3) a kontroly bez tepmlatu (NTC, Obrazek 4).

VSechny vzorky byly amplifikovany na PCR cykleru ProFlex a analyzovany
na 3500 Genetic Analyzer (POP-4, 36 cm testovaci soubor) s pouzitim
validovaného parametru cyklu. Analyza dat byla provedena pomoci nastroje
GeneMapper ID-X verze 1.6. Byly pouzity Bins, Panels, a Analysis method
podle Tabulka 11.

Elektroferogramy jsou zvétSeny na délku fragmentu 50-560 bp (osa x).
Skalovani osy y bylo provedeno individualné:

Obrazek 2, strana 55: Mentype® AMLplex®S Allelic Ladder: 3 000 RFU
Obrazek 3, strana 56: Mentype® AMLplex®S Positive Control: 9 000 RFU
Obrazek 4, strana 57: : Kontrola bez templatu (NTC): 9 000 RFU
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Mentype® AMLplex®S Allelic Ladder

ek samoe fr Deeton
] Mk Samie fr Deeton

[

SuTiAELT 5A

[

M

;
I

B
5 e £
———r
BIE
§‘;E -
% K
- 4-4
&
i g e
:
4
2 3

IR F 1§88

Obrazek 2 Mentype® AMLplex®® Allelic Ladder
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Mentype® AMLplex®@ PCR Amplification Kit

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

No template control (NTC)
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Obrazek 4 No template control (NTC)
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BIOTYPE GmbH
Moritzburger Weg 67
01109 DRESDEN
GERMANY

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

www.biotype.de

Objednavky
sales@biotype.de

Zakaznicky servis a podpora

support@biotype.de -g BIOTYPE
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