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Mentype® AMLplex®@ PCR Amplification Kit

Zamyslany ucel

Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit je manudlny test uréeny na
kvalitativny skrining 11 génovych fluzii s celkovym pocétom 34 variantov
transkriptov, ktory umoznuje identifikaciu chromozomalnych aberacii s
diagnostickym, prognostickym a terapeutickym vyznamom pre dospelych
pacientov trpiacich alebo podozrivych na akutnu myeloidnu leukémiu (AML).

Test sa ma pouzivat s komplementarnou DNA (cDNA), ktora bola spatne
prepisovana z bunkovej RNA, ktora bola extrahovana zo vzoriek periférnej
Zilovej plnej krvi alebo kostnej drene.

Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit sa pouziva na detekciu
chromozémovych aberacii pre klinické rozhodnutia relevantné pri akutnej
myeloidnej leukémii. Identifikacia Specifickych genetickych translokacii
umoznuje klasifikaciu leukemickych ochoreni a poskytuje zakladné
informacie pre diagnostické zddvodnenie urcujuce rizikovo orientovanu
lie€bu pacientov.

Mentype® AMLplex@ PCR Amplification Kit je uréeny pre profesionalnych
pouzivatelov laboratérii, ktori su vySkoleni v oblasti molekularno-
genetickych technik, multiplexnej PCR a manipulacie s Genetic Analyzer
Thermo Fisher Scientific (Applied Biosystems divizie).

Vedecké pozadie

Overenie Specifickych chromozémovych aberacii méa vysoku prognosticku
hodnotu takmer u vSetkych typov akutnej leukémie. Molekularno-biologicky
dbékaz chromozémovych aberéacii (translokécii) predstavuje dolezité
doplnenie diagnostiky. Zistovanie Specifickych translokacii umozniuje
klasifikaciu podtypov leukemickych ochoreni a poskytuje dblezité informacie
pre rizikovo orientovanu lie€bu pacientov.

Mentype® AMLplex@ PCR Amplification Kit ufahcuje detekciu najéastejSich
chromozoémovych aberacii, ktoré sa doteraz pozorovali v AML, a predstavuje
jednoducho pouzitelny, rutinne kompatibilny a spolahlivy skriningovy
nastroj.
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Popis produktu

Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit obsahuje optimalizované
reagencie na vysokorozliSovaciu detekciu 11 fuznych génov s celkovym
poctom 34 transkripénych variantov (pozri Tabulka 1). Nazvy variantov sa
riadia historicky zauzivanou nomenklatirou, najma pre KMT2A (Schnittger
et al., 2000). Uplny zoznam génov, ich alternativne nazvy a identifikatory
transkriptov pouzivané na systematicky popis variantov najdete v prilohe
(pozri Zoznam ciefovych génov).

Testovacia suprava obsahuje internu kontrolu PCR (Quality Sensor “QS-
Control”), ktora je nezavisla od Sablony, a kontrolu cDNA zavislu od Sablony
(ABL-Control), ktora poskytuje uzitoéné informacie o ucinnosti PCR, kvalite
pouzitych $abléon cDNA a pritomnosti inhibitorov PCR.

Test sa vykonava analyzou fragmentov pomocou kapilarnej gélovej
elektroforézy. Jeden primér pre kazdy transkript je fluorescenéne oznaceny
s 6-FAM, BTG alebo BTY, farebné spektrum prisluS§enstva Matrix Standard
BT5 multi (BIOTYPE, GmbH).

Tabulka 1 Fuzie génov a varianty transkriptov zistitelrné pomocou
Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit

o Chromozomalna . Systematicky opis
FIER R aberacia st variantu
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) (q34.1;911.2) b3a3 BCR-e14--ABL1-63
b2a2 BCR:e13::ABL1:e2
b2a3 BCR:e13::ABL1:e3
. t(10;11) MLLT10_240- e .
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
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Fazia génov Chro'm_ozomélna Variant Sys_tematicky opis
LY T E] variantu
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 (E;A‘—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%3 KMT2A:e8::KMT2A:e2
Duplication e10e3 KMT2A:e9::KMT2A:e2
el11e3 KMT2A:e10::KMT2A:e2
NPM1::MLF1 t(3;5) (925.3;935.1) - NPM1:e6::MLF1:e2
PML::RARA t(15;17) (924.1 ber1 PML:e6::RARA:e3
q21.2) bcr2 PML:e5::RARA:e3
ber3 PML:e3::RARA:e3

Test bol validovany pomocou skriningu génovej fuzie u priblizne 300 AML
pacientov a jeho vhodnost bola potvrdena v porovnavacej klinickej
hodnotiacej Studii.

Limit detekcie pre kvalitativne hodnotenie je 400 RFU. V priemere mozno
zistit minimalne 1000 kopii pre kazdu génovu fuziu.

VSeobecny rozsah vstupu za S$tandardnych podmienok do reverznej

transkripCnej reakcie je definovany ako 100 ng az 1 ug celkového RNA
izolovaného z celej krvi alebo kostnej drene.

Optimalny vstup do reverznej transkripcie pre kostnu dreri je definovany ako
500 ng RNA a 1 uyg RNA pre periférnu krv. 1 pL roztoku cDNA sa potom
pouzije po¢as PCR.
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Mentype® AMLplex®@ PCR Amplification Kit

Poskytnuté materialy
Tabulka 2 Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kitobsah

Objem na vel'kost balenia

Ciniclo Farba uzaveru 55 reakcii 100 reakcii 400 reakcii
Nuclease-Free Water  Svetlomodra ‘ 1,5mL 15 rznf 15 ?ni
Reaction Mix A Fialova J 125 pL 500 L 1.0 5{
et corens (I s mo
I\P/Iclnjllyt/in;r;'gszeDNA Biela 10 uL 40 L 160 L
g:sni:mezéxrt?lexw Biela 25 L 25 UL 25 L
Eli))glOA(g_irzg)Standard Oranova 130 50 1L —
%?5?5 TZZQQ?LPIE}XQS Zelena 25 L 250 4x25pL

Prehlad Cisel Sarzi komponentov ndjdete na Stitku, ktory sa nachadza na
vnutornej strane chlopne Skatule.

POZNAMKA

Upozorfiujeme, ze velkost balenia opisuje pocet testov
bez zohlPadnenia poctu poZadovanych kontrol alebo
pozadovaného prebytku na pipetovanie.

Pre zodpovedajucu priepustnost odporuame pouzit

° nasledujucu velkost:
1 = < 8 vzoriek na jeden PCR cyklus: velkost balenia 25
reakcii
= 8 - 45 vzoriek na jeden PCR cyklus: velkost balenia
100 reakcii
= > 45 vzoriek na jeden PCR cyklus: velkost balenia
400 reakcii
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Mentype® AMLplex®@ PCR Amplification Kit

Popis komponentov

Nuclease-Free Water: PCR voda triedy, ktora sa pouziva v PCR zostave a
ako kontrola bez Sablény (NTC).

Reaction Mix A: PCR pufr obsahujuci dNTPs a MgCl.. Pufr PCR je
optimalizovany tak, aby podporoval aktivitu enzymov pri PCR.

Mentype® AMLplex® Primer Mix: multiplexna zmes oligonukleotidovych
primerov obsahujuica znaceny primer (znacka: 6-FAM™, BTG, BTY) a
neznacené primery.

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

Mentype® AMLplex® Positive Control: dvojviaknova umela DNA zmes
piatich DNA-fragmentov. Pouziva sa ako kvalitativna externa kontrola PCR,
ktora je pozitivna pre nasledujuce ciele na vsetkych troch paneloch:
BCR::ABL_b2a3, RUNX1::RUNX1T1, ABL-control, KMT2A-PTD_e11e3 a
PML::RARA_bcr3, . Okrem toho sa QS-Control amplifikuje ako kvalitativny
marker pre validitu vzorky.

| POZNAMKA | |

Mentype® AMLplex® Positive Control je pre

laboratorneho pracovnika kriticka, pretoze pozostava z

jednotlivych molekul DNA, ktoré boli precistené, nie su

1 nebezpedné a nemaju aktivne biologické funkcie.
Neobsahuje Ziadne Zivé bunky ani patogénne organizmy,
ktoré by mohli predstavovat' priamu hrozbu.

DNA Size Standard 550 (BTO): zmes fluorescenne oznacenych
fragmentov PCR s definovanymi dizkami fragmentov v rozmedzi 60-550 bp,
zlozka sa pridava ku kazdému produktu PCR pred analyzou dizky
fragmentov, pouZiva sa na regresiu velkosti na presné uréenie dizky
fragmentov produktov PCR.

Mentype® AMLplex® Allelic Ladder: zmes fluoroforom oznaéenych
fragmentov PCR, ktoré predstavuju vSetky detekovatelné alely
Mentype® AMLplex®@ PCR Amplification Kit. Obsahuje 22 fragmentov
oznacenych s 6-FAM™, 12 fragmentov oznacenych s BTG a 2 fragmenty
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Mentype® AMLplex®@ PCR Amplification Kit

oznacené s BTY, ktoré sa pouzivaju ako genotypova referencia na presnu
identifikaciu alely.

Skladovanie €inidiel a manipulacia s nimi

Suprava sa dodava na suchom lade. Komponenty supravy by sa mali dodat
zmrazené, okrem Multi Tag 2 DNA Polymerase, ktory je uloZzeny v pufri
zabranujucom zmrazeniu Cinidla.

Pri prevzati supravy skontrolujte jej iplnost. Nepouzivajte supravy, ktoré boli
pri prichode rozmrazené. Ak jeden alebo viacero komponentov nie je
zmrazenych alebo ak boli po€as prepravy poskodené trubice alebo obal, nie
je mozné zarucit vykon.

VSetky zlozky skladujte pri teplote -25 °C az -15 °C, chranené pred svetlom.
PredovSetkym Mentype® AMLplex®S Primer Mix, DNA Size Standard 550
(BTO)a Mentype® AMLplex®S Allelic Laddermusia byt skladované chranené
pred svetlom.

Aby sa zabranilo kontaminacii, odporu¢ame, aby sa preamplifikacné
komponenty (vzorky RNA a cDNA, Mentype® AMLplex® Positive Control))
a postamplifikaéné komponenty (DNA Size Standard 550 (BTO)a Mentype®
AMLplex@S Allelic Ladder) skladovali a pouzivali oddelene od ¢inidiel PCR
(Nuclease-Free Water, Multi Tag 2 DNA Polymerase, Reaction Mix A a
Mentype® AMLplex®S Primer Mix).

Platnost supravy uplynie podla informacii uvedenych na Stitku stpravy alebo
24 mesiacov po otvoreni, podfa toho, €o nastane skér. NeprekraCujte
maximalne 20 zmrazovacich a rozmrazovacich cyklov.

Pozadovany, ale nedodany material a zariadenia

VsSeobecné laboratérne vybavenie

= Stolna centrifiga s rotorom pre 2 mL a 200 pL reakéné skumavky

= Odstredivka s rotorom pre mikrotitracné platne pre 96-jamkové reakéné
platne

= Virovy mixér

= Kalibrované nastavitelné pipety so SpiCkami filtrov s tesnym aerosélom
na likvidaciu
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Mentype® AMLplex®@ PCR Amplification Kit

=  Vhodné 200 pL 96-jamkové reakéné platne alebo 200 pL reakéné
skumavky s prislusnym uzatvaracim materialom, trieda PCR

= Vhodné stojany pre 2 mL a 200 uL reakéné skumavky

= Chladiaci stojan vhodny pre 2 mL skumavky

= Jednorazové rukavice bez prasku

= NanoDrop™ One Spectrophotometer alebo Qubit™ Fluorometer

POZNAMKA

VSetky materialy pouzité na PCR by mali mat’ primeranu
° kvalitu (bez DNA a pre molekularnu bioldgiu). Uistite sa,

1

vyrobcov.

Cinidla, stupravy a spotrebny material

Tabul'ka 3 Potrebné, ale nedodané c¢inidla
Upozorfiujeme, Ze niektoré Cinidla a spotrebny material sa pouzivaju v
Specifickych kombinaciach a nie vietky su potrebné pre kazdy cyklus.

Cinidlo
Matrix Standard BT5 multi

(25 pL)
Matrix Standard BT5 multi
(2 x25 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

Hi-Di™ Formamide, 25 mL

POP-4™ Polymer for 3500/3500xL
Genetic Analyzers (384 samples)

Dodavatel
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

Objednavacie
Cislo
45-15100-0025

45-15100-0050

74104
74134
75144

740201.50

AS1410

4374966
4374967

18091050,
18091200

4311320

4393715

ze vSetky pouzité pristroje boli nainStalované, kalibrované,
skontrolované a udrziavané podla pokynov a odporucani

AMLIFUO02v2sk
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Mentype® AMLplex®@ PCR Amplification Kit

Objednavacie

Cinidlo Dodavaterl v
Cislo

POP-7™ Polymer for 3500/3500xL Thermo Fisher 4393708
Genetic Analyzers (384 samples) Scientific
Anqde Buffer Container (ABC) 3500 Th.erm'o. Fisher 4393927
Series Scientific
Cat_hode Buffer Container (CBC) 3500 Thgrm_o_ Fisher 4408256
Series Scientific
3500 Genetic Analyzer 8-Capillary Th.erm'o. Fisher 4404683
Array 36 cm Scientific
3500 Genetic Analyzer 8-Capillary Thfarm_o_ Fisher 4404685
Array 50 cm Scientific

- . Thermo Fisher A33671
SeqStudio™ Cartridge Scientific A41331
SeqStudio™ Cathode Buffer Vhieelis [Fisney A33401

Scientific

Nastroje a softvér

Okrem manuélnych metdd extrakcie na baze stipcov, ako je popisané v
kapitole Priprava vzorky, mozno na extrakciu RNA pouzit nasledujucu
automatizaciu:

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

Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kitbola overena na pouzitie s
nasledujucimi cyklérmi PCR:

= ProFlex PCR System(kat. &: 4484073 (blok na vzorky s 3 x 32 jamkami),
4484075 (blok na vzorky s 96 jamkami); Thermo Fisher Scientific

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

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

= Mastercycler es-S (ukoncené, , Eppendorf AG)

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

Pouzitie inych PCR cyklatorov, ako je uvedené vysSie, musi overit
pouzivatel. Musia byt splnené tieto poZiadavky:

= Vyhrievané veko
= Blok vhodny pre 200 pL reakéné platne/skumavky
» Ramping nastavitelny na 4 °C/s

AMLIFUO02v2sk 11



Mentype® AMLplex®@ PCR Amplification Kit

Mentype® AMLplex@ PCR Amplification Kitbola overena na pouzitie s tymito
nastrojmi a nastaveniami.

= Applied Biosystems 3500 Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific),),
verzia softvéru 4.0.1
o POP-4™ Polymer pre 3500/3500xL Genetic Analyzer
o POP-7™ Polymer pre 3500/3500xL Genetic Analyzer
o 3500 Genetic Analyzer 8-Capillary Array 36 cm
o 3500 Genetic Analyzer 8-Capillary Array 50 cm

= SeqStudio™ Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientifc), verzia softvéru
1.24

Analyza udajov bola vykonana pomocou softvéru:

= GeneMapper™ ID-X software, verzia 1.6 (Thermo Fisher Scientifc),
pomocou Specifického produktu:

o Analysis Methods: AMLplexIVD_Analysis1_v1x alebo
AMLplexIVD_Analysis4_v1x alebo
AMLplexIVD_Analysis7_v1x

o Bins: AMLplexIVD_Bins1_v1x alebo
AMLplexIVD_Bins4_v1x alebo AMLplexIVD_Bins7_v1x

o Panels: AMLplexIVD_Panel1_v1x alebo
AMLplexIVD_Panel4_v1x alebo AMLplexIVD_Panel7_v1x

o Size Standard: BTO_60-550_v1x

Ruéné vyhodnotenie suborov fsa alebo akychkolvek vysledkov poskytnutych
pomocou softvéru na zber udajov bez softvéru opisaného na analyzu a
vyhodnotenie udajov nie je validované.

POZNAMKA

°® Uistite sa, Ze v3etky pouZité nastroje boli nainstalované,
1 kalibrované, skontrolované a udrziavané podla pokynov a
odporucani vyrobcu.

Vzorky a skusobné vzorky

Nasledujuce vzorky boli overené pomocou Mentype® AMLplex® PCR
Amplification Kit:

AMLIFUO02v2sk 12



Mentype® AMLplex®@ PCR Amplification Kit

= Vzorky periférnej vendznej krvi Cloveka (EDTA, citrat, heparin a
stabilizator RNA Exact), skladované pri teplote 4 °C a spracované na
purifikaciu RNA do 24 hodin.

= Vzorky kostnej drene (EDTA, heparin), skladované pri teplote 4 °C a
spracované na RNA purifikaciu do 24 hodin.

Ziskana RNA sa skladuje nezriedena pri teplote -85 °C az -70 °C.

POZNAMKA

e Uistite sa, ze antikoagulant pouzity na odber krvi je

1 kompatibilny s pokynmi vyrobcu supravy na izolaciu RNA.

Upozornenia a bezpe¢nostné opatrenia

= Pred pouzitim vyrobku si pozorne preditajte navod na pouzitie.

» Precitajte si karty bezpecnostnych udajov (SDS) a vyhlasenia o
neSkodnosti (NHS) pre vSetky vyrobky BIOTYPE, ktoré su k dispozicii
na poziadanie alebo prostrednictvom
(www.biotype.de/en/sicherheitsdatenblatter). Pre  vyrobky, ktoré
nevyzaduju SDS, pretoze neobsahuju SVHC alebo podliehaju inym
obmedzeniam nariadenia 1272/2008 (CLP), poskytuje BIOTYPE SDS
na poziadanie.

= V pripade dodatoCne potrebnych Cinidiel sa obratte na vyrobcov
pozadovanych, ale nedodanych materialov a &inidiel, aby vam poskytli
kopie SDS.

= Komponenty supravy z réznych Sarzi supravy sa nesmu mieSat.

= Alikvotovanie zloZiek supravy do inych reakénych nadob nie je povolené.

= Pouzivanie tohto produktu je obmedzené na profesionédlnych
pouzivatelov laboratérii, ktori su vySkoleni v oblasti molekularno-
genetickych technik, multiplexnej PCR a manipulacie s Genetic
Analyzers z Thermo Fisher Scientific.

=  Pred prvym pouzitim skontrolujte, €i vyrobok a jeho sucasti:

o Integrita
o Uplnost, pokial ide o poget, typ a naplf (pozri kapitolu Poskytnuté
materialy)

o Spravne oznacenia
o Mrazivost pri prichode (okrem Multi Tag 2 DNA Polymerase)

AMLIFUO02v2sk 13
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= So vzorkami by sa malo vzdy zaobchadzat ako s infekEnymi a/alebo
biologicky nebezpenymi v sulade s bezpeénymi laboratérnymi
postupmi.

= Nepouzivajte supravu, ktorej uplynula doba pouzitelnosti.

= Vzorky a odpad z analyzy zlikvidujte v sulade s miestnymi
bezpe€nostnymi predpismi.

= VSetky pouzité pristroje boli nainStalované, kalibrované, kontrolované a
udrziavané podfla pokynov a odporucani vyrobcu.

Upozornenie pre pouzivatela

Kazdy problém, ktory sa vyskytne v suvislosti s vyrobkom, musi pouzivatel
nahlasit vyrobcovi. Akékolvek zavazné udalosti suvisiace s touto supravou
sa musia nahlasit vyrobcovi a prislusnému organu ¢lenského Statu, v ktorom
je pouzivatel a/alebo pacient usadeny. Suhrn bezpecnosti a vykonu ((SSP)
je vytvoreny v sulade s ¢lankom 29 nariadenia (EU) 2017/746 a jeho ciefom
je poskytnut verejnosti prostrednictvom databazy EUDAMED pristup k
aktualizovanému suhrnu udajov o bezpecnosti a vykone pomocky uréenym
pouzivatefom, v pripade tohto vyrobku len laboratérnym odbornikom.
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Postup
Prehl'ad experimentalneho pracovného postupu
. : QOdber vzoriek, izolovanie RNA
PO VR — a kvantifikacia, syntéza cDNA
Rozmrazit vodu, timiaci Rozmrazit pozitivhu kontrolnu
Priprava predbeznej zmesi =) roztok, enzym, zapalni zmes, =) zmes, zriedit 1:5, zamieat,
zamiesat, odstredit ku dnu odstredit ku dnu
Viyrobit' predbeZnui zmes
Amplifikdcia PCR podla pipetovacej schémy
4L Alikvétny pomer, pridat vzorky
a kontrolné zmesi
Priprava produktov PCR
i Pripravit denaturacnu zmes: 5
Analyza diZky fragmentov [—)| zmiesat HIDI'™™ Formamida ——) Denatt;rlz\lfig;c( P g;rg:s 72
DNA Standardnej velkosti Y

Priprava vzorky

Poziadavky na surovu vzorku

Legenda

Oblast mimo Sablény

Oblast Sablony

Vzorka pre Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit je definovana ako
cDNA prepisovana z RNA extrahovanej z periférnej zilovej plnej krvi alebo
kostnej drene odobratej ludom.

Odporu¢ame pouzivat' Cinidla na stabilizaciu RNA pocas odberu vzoriek.
Stabilizatory RNA pomahaju zachovat integritu RNA (napr. S-Monovette
RNA Exact). Izolacia RNA by sa mala vykonat okamzite po odbere vzorky.

AMLIFUO02v2sk
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POZNAMKA _

DIhé skladovanie surového materialu vzorky by mohlo
e viest k fragmentécii genetického materidlu, a tym k
1 nedostato¢nej kvalite materiadlu. To mézZe zhorsit vysledok
analyzy, napr. v désledku neuplnych profilov.

Krv

Na nasledujuci postup odoberte aspon 200 uL vzorky periférnej venoznej
pinej krvi.

S manipulaciou s periférnou plnou krvou sa treba riadit odpori¢anim Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) guideline MM05-A2 (2" edition),,
kde sa uvadza, zZe cela krv sa mbze skladovat pri izbovej teplote (22 °C az
25 °C) maximalne 24 hodin alebo pri teplote 2 °C az 6 °C 72 hodin alebo
dihSie. Okrem toho sa odporu¢a, aby sa pri odbere celej krvi pouzivali
antikoagulancia EDTA, citrat alebo heparin.

Kostna dren
Odoberte aspori 200 pL vzorky kostnej drene na nasledujuci postup.

Manipulacia s aspiratmi kostnej drene by sa mala riadit odporu¢anim CLSI
guideline MM05-A2 (29 edition), kde sa uvadza, Ze antikoagulované (EDTA
alebo citratové) aspiraty kostnej drene by sa mali skladovat a prepravovat
pri teplote 4 °C. RNA by sa mala extrahovat do 1 h - 4 h po odbere vzorky,
aby sa dosiahli najlepSie vysledky.

RNA extrakcia

Extrakciu a purifikaciu RNA z periférnej plnej krvi (PB) alebo aspiratu kostnej
drene (BM) vykonajte pomocou jednej z nasledujucich suprav:

* RNeasy® Midi/ Mini/ Plus Mini Kit (Qiagen GmbH) pre antikoagulancia
EDTA, citrat a heparin na BM a PB

= NucleoSpin® Dx RNA Blood (Macherey-Nagel) pre stabilizator RNA
Exact na PB

= Maxwell® CSC RNA Blood Kit (Promega) pre antikoagulancia EDTA a
heparin na BM

AMLIFUO02v2sk 16
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Pri extrakcii RNA postupujte podla priruciek a odporucani vyrobcu. Pocas
izolacie sa odporuc¢a vykonat rozklad DNase podla pokynov vyrobcu.

POZNAMKA

Kontaminacia krvi sa da vizualne zistit v reakcii PCR alebo
v izolovanej RNA pomocou oranzového farebného

A posunu. Ak dojde k zmene farby, odpori¢ame izolaciu
RNA zopakovat, aby sa prediSlo pripadnym
interferenciam

POZNAMKA

A Pred eluciou nukleovej kyseliny sa uistite, Ze ste odstranili
vSetky stopy etanolu. Etanol je silny inhibitor PCR.

RNA kvantifikacia a riedenie

Kvantifikujte koncentraciu RNA pomocou UV/VIS spektroskopie pri 260 nm
s pouzitim NanoDrop™ One spectrophotometer alebo pomocou
fluorescencnej spektroskopie s pouzitim Qubit™ Fluorometer.

Pri pouziti spektrofotometrie pouzite na meranie slepého pokusu eluény pufr
zo supravy na extrakciu RNA. Pomer A260/A280 je v rozsahu 1,9 - 2,1, zatial
¢o pomer A260/A230 je v rozsahu 1,8 - 2,3.

Na fluorometrickl kvantifikaciu RNA mozno pouzitQubit™ Fluorometer s
Qubit™ RNA HS Assay-Kit alebo Qubit™ RNA BR Assay-Kit .

Na pouzitie s Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit zriedte vzorky
RNA na vhodnu koncentraciu na nasledny prepis do cDNA. Riedenie
pripravte Cerstvo pred pouzitim. Ako riedidlo pouzite vodu bez nukleaz.
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POZNAMKA

Vstupny rozsah pre prepis do cDNA sa riadi pokynmi

vyrobcu prepisovacej supravy. PouZitie 100 ng - 1 ug RNA

v kone¢nom reakénom objeme 20 uL na syntézu cDNA je

1 validované pre oba typy vzoriek. Odporu¢ame pouzit
optimalnu hodnotu 500 ng pre kostnu dren a 1 ug pre
periférnu krv.

RNA skladovanie

Neriedené vzorky RNA skladujte vo vode bez RNA pri teplote -25 °C az
-15 °C do 24 hodin alebo pri teplote -85 °C az -70 °C do jedného roka.

Transcripcia do cDNA

Syntézu cDNA vykonajte podla pokynov vyrobcu s pouzitim jednej z
nasledujucich suprav:

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

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

*odporuca sa pre malé mnozstvo RNA

POZNAMKA

rozhodujica pre vykon PCR. Podrobnosti najdete v

j Tepelna inaktivacia reverznej transkriptazy je
navode vyrobcu.

cDNA skladovanie

Vzorky cDNA skladujte pri teplote -25 °C az -15 °C az jeden rok.
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Priprava kontroly

Pozitivna kontrola (PC)

Rozmrazte Mentype® AMLplex®S Positive Control, homogenizujte ju virivym
mieSanim a naslednym kratkym odstredovanim.

Zriedte Mentype® AMLplex®S Positive Control v pomere 1:5 pomocou
Nuclease-Free Water, ktory je suCastou supravy. Napr. zmieSajte 1 yL
kontroly s 4 uL Nuclease-Free Water.

Zriedend PC homogenizujte kratkym virenim. Potom zriedeny roztok PC
kratko odstredte (cca 5 s).

Zriedenu pozitivnu kontrolu neskladujte.

POZNAMKA

e Vzdy pouzite Cerstvé riedenie Mentype® AMLplex@S
1 Positive Control

Ziadna kontrola $ablén NTC

Aplikujte vodu bez nukledzy, ktora je su€astou supravy, ako kontrolu NTC
bez templatu namiesto vzorky.

Nastavenie hlavnhého mixu

Vyberte a rozmrazte nasledujice komponenty z Mentype® AMLplex® PCR
Amplification Kit :

= Nuclease-Free Water (svetlomodré veko)

= Reaction Mix A(fialové veko)

=  Mentype® AMLplex®S Primer Mix (Cervené veko)
= Multi Taq 2 DNA Polymerase (biele veko)

VSetky zmrazené zloZky by sa mali rozmrazit' pri izbovej teplote (22 °C az
25 °C, priblizne 30 minat, chranené pred svetlom) a homogenizovat
prevratenim skumaviek alebo jemnym virenim. Potom ¢inidla kratko
odstredte (priblizne 5 s). Pred pripravou hlavnej zmesi sa odporuca
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uchovavat Multi Tag 2 DNA Polymerase €o najdlhSie v chladenom prostredi
(napr. na chladiacej mriezke).

POZNAMKA_

Pre dIhSiu stabilitu zmieSajte Multi Taq 2 DNA Polymerase
premieSanim - enzym nemiesajte virom.

Pripravte PCR hlavny mix podla Tabufka 4 v mikrocentrifugacnej skimavke
vhodnej velkosti pre celkovy poclet vzoriek, ktoré sa maju testovat, vo
vyhradenom c¢istom priestore. Do vypoctu zahriite aspon jeden PC a jeden
NTC.

POZNAMKA_

Plati pravidlo, ze ak testujete menej ako 10 vzoriek,

pouzite dostatocné mnozstvo hlavného mixu pre jednu

1 vzorku navySe. Ak testujete 10 alebo viac vzoriek, pouzite
nadbytocny objem hlavného mixu Cinidiel +10 %.

Tabulka 4 PCR priprava reakcie hlavnej zmesi

Objem
Komponent #1 #5 #10
Nuclease-Free Water* 16,1 uL 80,5 yL 161,0 L
Reaction Mix A 5,0 uL 25,0 uL 50,0 yL
Mentype® AMLplex®S Primer Mix 2,5 uL 12,5 uL 25,0 uL
Multi Tag 2 DNA Polymerase 0,4 uL 2,0 uyL 4,0 uL

cDNA Sabléna alebo kontrolna
vzorka*

Celkovy objem 25,0 L 125,0 pL 250,0 uL
*Vstup Sablény je mozné zvysSit na 2 pL, na tento Gcel je potrebné upravit objem vody bez
nukleazy.

1,0 uL 5x1,0 uL 10x 1,0 yL

ZmieSajte hlavnu zmes jemnym virenim a potom zmes kratko odstredte.
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Do pripravenych 200 yL PCRskumaviek alikvotne rozdefte 24,0 uyL PCR
master mixu a uzavreté skiumavky kratko odstredte.

Pouzitie cDNA S$ablon a kontrol

Do pripravenych PCR skumaviek obsahujucich PCR hlavny mix pridajte 1,0
ML nasledujucich typov vzoriek.

NTC: namiesto vzorky pridajte 1,0 yL Nuclease-Free Water.
cDNAvzorka: pridajte 1,0 uL nezriedenej cDNA vzorky.

PC: namiesto vzorky pridajte 1,0 pyL pripraveného roztoku Mentype®
AMLplex@S Positive Contro zriedeného v pomere 1:5.

POZNAMKA

° Najprv pripravte NTC, aby ste zabranili kontaminacii
1 kontroly. Pripravte PC ako poslednu, aby ste zabranili
krizovej kontamindcii vzoriek.

POZNAMKA

Pouzite aspon jednu pozitivnu kontrolu PC a jednu
A kontrolu bez Sablény NTC na jeden cyklus. V opacnom

pripade nie je mozné cyklus potvrdit.

Zatvorte vSetky PCR skumavky, jemne ich premieSajte a roztocte.

PCR amplifikacia

Naprogramujte PCR cyklér s nasledujucim profilom amplifikacie,
nezabudnite nastavit rampu na 4 °C/s. Vykonajte ,horuce spustenie"” PCR,
aby ste aktivovali polymerazu a zabranili vzniku neSpecifickych produktov
amplifikacie.
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POZNAMKA

Pouzivanie kalibrovanych a dobre udrziavanych

PCRcyklov je nevyhnutné, pretoze odchylky mézu

1 negativne ovplyvnit amplifikaciu citlivych cielov, ako su
KMT2A::MLLT4.

Tabulka 5PCR Protokol

Teplota Cas ‘
96 °C 4 min (horuci $tart na aktivaciu polymerazy)

96 °C 30s

60 °C 120 s 25 cyklov

72 °C 75s

68 °C 10 min*

10 °C © podrzte

* Ak sa pozoruje vaésie mnozstvo minus-adeninovych pikov (-1 bp), je mozné prediZenie aZ na
60 min.

POZNAMKA

rychlostou ohrevu a chladenia, nastavi sa nabeh na

: Ak sa pouzivaju tepelné cykléry s nastavitelnou
4 °C/s, aby sa zabezpecila optimalna rovnovaha supravy.

POZNAMKA

° Zakladné informacie o nastaveni, programovani a udrzbe
1 réznych PCR pristrojov najdete v pouzivatelskej prirucke
prisludného pristroja.
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Kapilarna gélova elektroforéza

Priprava PCR produktov

Po dokonéeni PCR vyberte vzorky z cykléra a kratko odstredte.

POZNAMKA

° Po dokonéeni PCR sa produkty PCR mézu skladovat' az
1 4 tyzdne pri teplote 2 °C az 8 °C alebo dlhodobo pri teplote
-25 °C az -15 °C chranené pred svetlom.

Cinidla rozmrazte, premie$ajte a odstredte:

= Hi-Di™ Formamide(nie je su¢astou supravy)
=  Mentype® AMLplex®S Allelic Ladder(zelené veko)
= DNA Size Standard BTO (550)(oranzové veko)

Pripravte denaturaénu zmes opisanu v Tabulka 6 a pridajte jednu alebo dve
reakcie na kompenzaciu odchylok pri pipetovani. Zahrite dodatoénu reakciu
pre alelicky rebricek.

Tabulka 6 Denaturacna zmes

Komponent Objem na reakciu

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

Pipetujte 12,0 yL denaturacnej zmesi do jamiek PCR platne (vhodnej na
pouzitie v Genetic Analyzer).

Do jamiek pridajte 1,0 uL PCRproduktu alebo 1,0 yL Mentype® AMLplex®s
Allelic Ladder. Utesnite PCR platfiu vhodnou féliou, kratko ju premieSajte a
odstredte.
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POZNAMKA

Alelicky rebricek sa pouziva na spravne urCenie
° analyzovanych fragmentov pocas analyzy udajov. V
1 kazdom cykle analyzy dizky fragmentov sa musi alelicky
rebricek analyzovat aspofi raz, aby sa zabezpecilo
uspesné vyhodnotenie udajov.

POZNAMKA_

Kapilary zariadenia na gélovu elektroforézu nesmu nikdy

vyschnut. Ak vzorky nezaberu vSetky miesta kapilary,
napliite dalSie jamky platne s 12,0 pl Hi-Di" Formamide

podfa Cisla kapilary.

Pripravené PCR produkty denaturujte na PCR cykléri 3 minaty pri 95 °C a
potom vzorky v cykléri ochladte na 4 °C. Pred analyzou dizky fragmentov
vzorky kratko odstredte.

Analyza dizky fragmentov

Pred vykonanim prvej analyzy dizky fragmentov  spustite
Matrix Standard BT5 multi (BIOTYPE GmbH), aby ste vykonali spektralne
zarovnanie pouzitych fluorescenénych farbiv pre Mentype® AMLplex® PCR
Amplification Kit (6-FAM™, BTG, BTY, BTO).

POZNAMKA

Pri inStalacii si pozrite navod na pouzivanie Matrix

Standard BT5 multi. Tieto su k dispozicii na adrese

1 www.biotype.de/en/ifus alebo na poZiadanie na
support@biotype.de prostrednictvom BIOTYPE GmbH.

Po uspeSnom spusteni Matrix Standard BT5 multiimportujte poskytnuté
nastavenia pristroja pre 3500 Genetic Analyzerpodla opisu v Tabulka 7
(www.biotype.de/en/template-files).
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Tabulka 7 poskytnuté subory pre 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

Specifikacie pozadovaného protokolu pristroja su opisané v Tabulka 8
Upravovat' by sa mali len opisané parametre, ostatné parametre by mali
zostat v predvolenom nastaveni. Pri nastavovani konkrétnych
prevadzkovych parametrov postupujte podla navodu na pouZitie od vyrobcu.

Tabulka 8 Parametre modulov chodu réznych zariadeni na kapilarnu
gélovu elektroforézu

Injection Injection Run Voltage Run Time
Voltage [kV] Time [s] [kV] [s]
36 cm Capillary
. Array: 15
3500 Serles 30 8 1560
Genetic Analyzer 50 cm Capillary
Array: 19.5
SeqStudio™
Genetic Analyzer 2 o E 152

Odlisne od hodnét uvedenych Tabulka 8, doba cyklu sa da nastavit tak, aby
sa analyzovali vSetky fragmenty DNA Size Standard 550 (BTO) (60-550 bp).
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Pre nastavenie Size Standard protocol nasledujuce velkosti pre DNA Size
Standard 550 (BTO) musia byt priradené oranzovému panelu:

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.

POZNAMKA

BIOTYPE GmbHposkytuje Specifické Sablény na
jednoduchu instalaciu Specifickych nastaveni chodu pre
e analyzu dizky fragmentov, ako aj $ablény analyzy na
1 jednoduché nastavenie softvéru GeneMapper™ ID-X.
Tieto 8ablébny su k dispozicii na stiahnutie
prostrednictvom: www.biotype.de/en/template-files.

Analyza udajov

Vseobecny postup analyzy udajov

= Pozri kapitolu VEeobecné overenie chodu
1. Kontrola platnosti
chodu

A

2. Kontrola platnosti
vzorky

a4

3. Hodnotenie vzoriek

- Pozri kapitolu Analyza vzoriek

= Pozri kapitolu Analyza vzoriek
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VsSeobecné overenie chodu

1. Platny alelicky
rebri¢ek

U

2. Platna pozitivha
kontrola PC

v

3. Platna kontrola
bez Sablény NTC

Platna DNA Size Standard 550 (BTO)
250 RFU

Platna vy3ka piku = 400 RFU

V3etky oCakavane vysky su pritomné

Platna DNA Size Standard 550 (BTO)
=2 50 RFU

Platna vyska piku =2 400 RFU

V3etky oCakavane vysky su pritomné

Platna DNA Size Standard 550 (BTO)
250 RFU
Neboli zistené Ziadne vysky = 400 RFU

POZNAMKA

Na posudenie platnosti by sa mal analyzovat’ cely rozsah

1 merania od 50 bp do 560 bp.

DNA Size Standard 550 (BTO)

Zistenie presnej dizky amplifikovanych produktov zavisi od typu zariadenia,
podmienok elektroforézy, ako aj pouzitého Standardu velkosti DNA.
Vzhladom na zloZitost' niektorych cielov by sa uréenie velkosti malo zakladat
na rovhomerne rozloZenych referenciach.

Na DNA Size Standard 550 (BTO) skontrolujte vSetky vzorky podfa tychto
kritérii:

Pritomnost vSetkych fragmentov 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 (pozri Obrazok 1)

VSetky fragmenty su pritomné s 2 50 RFU

Koeficient determinacie R2 > 0.995

(pozri Size Match Editor z GeneMapper™ ID-X)

Vy$ka piku fragmentov sa nezniZzuje kontinualne s rasticou dizkou

fragmentu.
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Obrazok 1 Elektroferogram DNA Size Standard 550 (BTO),, fragmenty s
dizkami v bp

Mentype® AMLplex®S Allelic Ladder

Po overeni platného Standardu velkosti skontrolujte, €i su vSetky piky v
alelickom rebri¢ku pritomné s 2 400 RFU.

POZNAMKA
° Mentype® AMLplex® Allelic Ladder obsahuje jeden pik
1 pre kazdy detekovatelny ciel. Porovnajte alely s prilohou
Obrazok 2.

Mentype® AMLplex® Positive Control (PC)

Po zabezpeceni platného Standardu velkosti sa uistite, Ze vSetky Specifické
piky pre PC su pritomné s 2 400 RFU.

Mentype® AMLplex@S Positive Control, ktory je sucastou testovacej stpravy,
predstavuje nasledujuce ciele (pozri Tabulka 9).

Tabul'ka 9 Kontrola pikov v Mentype® AMLplex®® Positive Control

Kontrolny pik

= QS-Control
Modrd = BCR:ABL_b2a3
ry »  RUNX1:RUNX1T1
=  ABL-Control
Zelena »  KMT2A-PTD_e11e3
Zlty *  PML::RARA bcr3
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POZNAMKA
° Mentype® AMLplex® Positive Control obsahuje jeden pik
1 pre kazdy detekovatelny ciel. Porovnajte alely s prilohou
Obrazok 3.

No template control (NTC)

Po zabezpeceni platného Standardu velkosti skontrolujte, ¢ sa v NTC
nezistili ziadne piky nad 2 400 RFU (pozri prilohu Obrazok 4 ).

POZNAMKA

Pouzitim GeneMapper ID-X spolu s poskytnutymi
° Sablonovymi subormi pre metdédu analyzy sa piky
1 <400 RFU vo vzorkdch Mentype® AMLplex®*® PCR
Amplification Kit automaticky nepriraduju k nazvu alely, ¢o
vam pomaha lahko vyhodnotit NTC.

POZNAMKA

Artefakty, ako su malé farebné Skvrny, sa moézu
e vyraznejSie vyskytovat pri NTC. Vzhladom na Siroku
1 zakladru pikov, abnormalny tvar pikov a zZiadne priradenie
pikov je mozné odliSenie od pikov amplikonov.
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Analyza vzoriek

Analyza udajov o pracovnych postupoch

Pozri kapitolu DNA Size Standard 550
1. Platna DNA Size (BTO)
Standard 550 (BTO)

+ Interné kontroly:

QS-Control 2 400 RFU
2. Platné vy3ky piku ABL-Control =z 400 RFU
» Cielova vySka piku =2 400 RFU,
{} Ziadne pull-up piky

» Vhodny pocet zistenych translokacii:

3. Hodnovernost zistené max. 2 Specifické ciele

POZNAMKA_

Ak viacero detekcii ciela prekro¢i hraniénu hodnotu alebo
°® ak sa vyskytnu nejaké neistoty, pozrite si ¢ast o rieSeni
1 problémov (napr. zoznam znamych kombinacii signalov)
alebo sa obratte na zakaznicku podporu na
support@biotype.de.

Pomocou GeneMapper™ ID-X softwarespolu so $pecifickymi $abléonami,
ktoré poskytuje BIOTYPE GmbH, sa zakladna validacia vykonava
automaticky.

Po kontrole priebehu a platnosti vzorky je potrebné vyhodnotit idaje vzorky.

POZNAMKA_

Mentype® AMLplex® je vyluéne kvalitativny test.

é Tato aplikacia nie je vhodna na kvantifikaciu pocétu kopii
alebo monitorovanie minimalnej rezidualnej choroby
(MRD).
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Pri pouziti hodnotiacich $ablén BIOTYPE GmbH a uspeSnom vyhodnoteni
alelického rebrika chodu sa zistené fragmenty PCR automaticky pomenuiju.
Prehlad dizok fragmentov produktov PCR najdete v nasledujicej Tabulka
10.

Tabulka 10 Prehlad dizok fragmentov translokacii v Mentype®

AMLplex® Allelic Ladder na polymére POP-4™. t Dva amplikény pre variant
KMT2A::MLLT3_6A; * Hoci je tento variant detekovatelny pomocou Mentype® AMLplex®® PCR
Amplification Kit,, rézna dizka amplikénu (priblizne 173 bp) brani automatickému priradeniu

Panel/ Translokacia Panel / Translokacia
FAM Panel (Modry kanal) BTG Panel (Zeleny kanal)
CBFB:MYH11_TypeG 63 DEK:NUP214 78
CBFB:MYH11_Typel 66 KMT2A-PTD_e9e3 87
QS-Control 72 KMT2A:MLLT3_6A St 113
BCR::ABL_b2a3 107 KMT2A::MLLT3_6B 190
CBFB:MYH11_TypeJ 141 KMT2A-PTD_e10e3 217
CBFB:MYH11_TypeC 146 KMT2A::ELL_e10e3 241
CBFB:MYH11_TypeD 160 KMT2A:MLLT3_7A 245
CBFB:MYH11_TypeH 165 KMT2A::ELL_e10e2 289

| CBFB:MYH11_TypeF 175 KMT2A::MLLT4 303 |
BCR::ABL_b3a3 183 KMT2A-PTD_e11e3 332

| BCR::ABL_e1a3 206 KMT2A:MLLT3_8A 359 |
MLLT10_240::PICALM_2092 265 KMT2A:MLLT3_6A Lt 497

| CBFB:MYH11_TypeA 271 BTY Panel (Zlty 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
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Panel/ Translokacia I[::)Izll(a Panel / Translokacia

' BCR:ABL_e1a2 380
NPM1:MLF1 389 |
CBFB::MYH11_TypeB 485 |

| ABL-Control 519 |

Analyza Gdajov pomocou GeneMapper™ ID-X

Priprava GeneMapper™ ID-X software

VSeobecné pokyny k aplikacii a analyze vzoriek pomocou tohto softvéru
najdete v pouzivatelskej prirucke k softvéru GeneMapper™ ID-X Software.

Pridelovanie alel sa vykonava pomocou analytického softvéru
GeneMapper™ ID-Xv kombinacii so stibormi $ablén Mentype® AMLplex®S
PCR Amplification Kitz BIOTYPE GmbH. Subory $ablon BIOTYPE (pozri
Tabulka 11) su k dispozici na naSej domovskej stranke
(www.biotype.de/en/template-files) na stiahnutie alebo na poziadanie
prostrednictvomsupport@biotype.de. Pracovny postup analyzy
pomocouGeneMapper™ ID-X softwareje uvedeny vTabulka 12.

Tabulka 11 BIOTYPE GmbHsablény pre GeneMapper™ ID-X Software,
Sablony $pecifické pre "TPOP-1™, 2POP-4™ and 3POP-7™ polymer

Sabléna Nazov $ablény

AMLplexIVD_Panel1_v1x’
Panels* AMLplexIVD_Panel4_v1x? alebo vyssie verzie
AMLplexIVD_Panel7_v1x3

AMLplexIVD_Bins1_v1x’
BinSets* AMLplexIVD_Bins4_v1x? alebo vyssie verzie
AMLplexIVD_Bins7_v1x3

Size Standard* BTO_60-550_v1x alebo vySSie verzie

AMLplexIVD_Analysis1_v1x'
Analysis Method* AMLpIexIVD_AnaIys!s4_v1x2 alebo vyssie verzie
AMLplexIVD_Analysis7_v1x3
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Sabléna Nazov $ablény
Plot Settings PlotsBT5_4dyes
Table Settings Table for 2 Alleles

Table for 10 Alleles

*Tieto Sablény sa musia vzdy pouzivat na analyzu udajov. Ostatné subory
Sablén su volitelné.

POZNAMKA

Import a volanie alel s poskytnutymi subormi Sablén je
zaruéené len vtedy, ak sa pouziva GeneMapper™ ID-X
software . Pri pouziti GeneMapper™ software sa mozu

e vyskytnut problémy s importom niektorych suborov

1 Sablén. Je mozné, Ze budete musiet upravit Panels a Bins
s jednym alebo viacerymi spusteniami alelického rebrika
na konkrétnom nastaveni pristroja. Kontaktujte nas pre
podporu (support@biotype.de).

Tabulka 12 Pracovny postup analyzy udajov s GeneMapper™ ID-X

C. lkona Pracovny krok

1 Priprava softvéru

Panel Manager
Importovat poskytnuté subory Sablon pre Panels a Bins

GeneMapper™ ID-X Manager
Importovat poskytnutd $ablénu pre Analysis Method a Size
Standard

2 Import vzorky

EI Add Samples to Project
- vyhladajte prie€inok, vyberte a Add to List > Add

3 Analyza vzoriek
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C. lkona Pracovny krok

Vyberte nasledujice vlastnosti v prislunych stipcoch

vzorového listu a vyberte Analyze.
Nazov
i Vyberte

Sample Alelicky  rebricek, pozitivna  kontrola,
Type negativna kontrola alebo vzorka

F 3 Analysis Vyberte predtym importované
Method BIOTYPE 8ablonaAMLplexIVD_Analysis_v1x
Panel Vyberte predtym importované

BIOTYPE template AMLplexIVD_Panel_v1x

Size Vyberte predtym importované
Standard BIOTYPE template BTO_60-550_v1x

4 Kontrola kontroly

Kontrola platnosti kontroly (alelicky rebri¢ek, pozitivna kontrola,
m
T negativna kontrola)

Pri dostatocnych vyskach pikov sa priradenie vykona podla
1 ych vy p p y p
Specifikacii v Analysis Method

5 Hodnotenie vzoriek

m Skontrolujte platnost' vzorky.
Pri dostatocnych vyskach pikov sa priradenie vykona podla
W Specifikacii v Analysis Method

Pomocou dodanych vzorovych suborov pre Analysis
Method, Bins, Panels, a vyberom prislusného typu vzorky
softvér automaticky skontroluje platnost tychto vzoriek.
® Priznaky kontroly kvality SOS (Sample off-Scale, SQ
1 (Sizing Quality, OMR (Outside Marker Range maiju zelenu
farbu, ak je platnost potvrdené.

SR m (e
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POZNAMKA

Na vyhodnotenie normy velkosti pouzite Size Match Editor
° v GeneMapper™ ID-X. Ak automatické vyvolanie
1 fragmentu zlyhalo, triplety 80 / 90 / 100 bp a 240 / 250 /
260 bp sa mbézu pouzit na orientaciu pri manualnom
priradovani pikov.

Riesenie problémov

Na presnu a spolahlivu detekciu ciela by sa mala vykonat nasledna analyza
PCR vratane automatického priradenia ciela a validacie pomocou
validovaného GeneMapper™ |ID-X software v kombinacii so subormi $ablén
BIOTYPE. Vv pripade akychkolvek nejasnosti kontaktujte
support@biotype.de.

Pull-up piky

Pull-up piky sa mézu vyskytnat, ak su vySky pikov mimo linearneho
detekéného rozsahu alebo ak bola pouzita nespravna matrica. M6zu sa
objavit' na poziciach Specifickych pikov v inych farebnych paneloch, zvy€ajne
s nizSou intenzitou signalu. Tento Ucinok by sa mal zohladnit v pripadoch
vysokych profilov amplifikacie tychto cielov:

=  PML::RARA_bcr3 (Zlty kanal) pri¢iny pull-up piku v KMT2A::ELL_e10e2
(zeleny kanal)

=  RUNX1::RUNX1T1 (modry kanal) pri€iny pull-up piku v KMT2A::MLLT4
(zeleny kanal, len ak je pouzity POP-7 ™ Polymer )

Pridavanie nukleotidov nezavisle od Sablony:

Vzhlfadom na svoju terminalnu transferazovu aktivitu ma Multi Tag 2 DNA
Polymerase tendenciu pridavat adenozinovy radikal na 3'-koniec
amplifikovanych DNAfragmentov. Artefaktovy pik je o jednu bazu kratsi, ako
sa oCakavalo (vrchol -1 bp). VSetky primery BIOTYPE su navrhnuté tak, aby
tieto artefakty minimalizovali. Tvorba artefaktov sa dalej zniZuje zaverenym
krokom volitelného predizenia protokolu PCR pri 68 °C po&as 60 mint.
Vy8ka piku artefaktu koreluje s mnozZstvom cDNA. Laboratéria by mali
definovat’ svoje individualne limity pre analyzu pikov.
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Artefakty

Izbova teplota mbze ovplyvnit vykonnost produktov PCR na multikapilarnych
pristrojoch a mbézu sa vyskytnut ramenné alebo rozdelené piky. Okrem toho
by v niektorych pripadoch mohlo byt ovplyvnené automatické pridefovanie.
Ak sa tieto U€inky vyskytnu, odporu&ame vzorku znova vstreknut pri vyssej
izbovej teplote. Vzdy zvazte pouzitie Eerstvého spotrebného materialu podla
odporucani vyrobcu.

Vplyv polymérov

Mentype® AMLplex@ PCR Amplification Kit bolo validované a certifikované
na analyzu na POP-4™ polymer. Pouzitie inych polymérov (ako
POP-7™ alebo POP-1™) bolo overené, ale mbze ovplyvnit spravanie sa
konkrétnych produktov PCR pocas prevadzky. Okrem toho sa mdze zvysit
Sum pozadia v désledku odliSného spravania sa volnych fluorescencnych
farbiv.

Odchylky pri pipetovani

Analyza odolnosti Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kitukazala, Ze
suprava je odolna voci malym odchylkam od opisaného protokolu (odchylka
+/- 10 %). Stredné odchylka (+/- 20 %) od opisaného experimentalneho
protokolu méze byt kritickejSia pre analyzu. Je nevyhnutné venovat
pozornost strednym odchylkam -20 % v zloZzkach PCR, pretoZze vyrazne
znizuju vysku signalu. NajcitlivejSie ciele v tejto suvislosti st KMT2A::MLLT4
a DEK::NUP214.

Aby ste minimalizovali akékolvek odchylky, odpori¢ame pouzivat
kalibrované pipety, presné pipetovanie a dokladné miesanie.

Nizke piky kontroly ABL

Vnutorna kontrola ABL tvori najdihsi amplikon Mentype® AMLplex® PCR
Amplification Kit, a preto je zakladnym markerom kontroly kvality. V pripade
nizkej vySky piku ABL-control je najpravdepodobnejSia jedna =z
nasledujucich pricin:

Prili§ nizky vstup Sablény do reakcie: uréte koncentraciu RNA a podla
potreby zvyste vstup syntézy cDNA.

AMLIFUO02v2sk 36



Mentype® AMLplex®@ PCR Amplification Kit

Fragmentované RNA, t. j. men3ie amplikony z cielov m6zu byt pozitivne, ale
vnutorna kontrola ABL chyba. Skontrolujte pracovny postup pripravy vzorky
na kontaminaciu RNAse. Je zname, Ze v archivovanych vzorkach dochadza
k fragmentacii RNA.

Neuc€inna syntéza cDNA: dbajte na dodrziavanie pokynov vyrobcu pocas
syntézy cDNA. Pouzite jednu z overenych suprav na syntézu cDNA podla
opisu v kapitole Transcripcia do cDNA.

Vzorka je ohrozena aktivnym enzymom reverznej transkriptazy: zabezpecte
dodrziavanie pokynov vyrobcu s osobitnym zretelom na krok tepelnej
aktivacie pocas syntézy cDNA.

Dalsie amplikony alebo dvojité pozitivne vysledky

Ocakava sa, ze vacSina vzoriek pacientov bude mat negativny vysledok
alebo pozitivny vysledok pre jednu translokaciu. Viac ako jedna translokacia
je nevhodny vysledok a méze si vyzadovat dalSie overenie. Niektoré
kombinacie v3ak boli vo vzorkach pacientov pozorované uz skér, napriklad
tieto:

Cielovy BCR::ABL_b2a3 sa mdze objavit s relativne nizkou vyskou piku, ak
je silnd amplifikacia pre ABL-control alebo akykolvek iny variant transkriptu
BCR::ABL (pribliZzne 5-10 % hlavného cielového vysledku).

Je zname, ze KMT2A partial tandem domain (KMT2A-PTD) sa vyskytuje
su€asne s inymi translokaciami a v komplexnych prestavbach, ktoré mézu
byt pozitivne pre viac ako jednu variantu KMT2A-PTD.

Pri pouziti POP7™-Polymer moze translokacia CBFB::MYH11_Type A viest
k neSpecifickému signalu pre RUNX1::RUNX1T1 a CBFB::MYH11_Type F.
Pik RUNX1::RUNX1T1 je pri pouziti POP4-Polyméru priradeny ako vypnuty
rebricek a mohol byt overeny pomocou bunkovej linie ME-1. Oba
nespecifické boéné piky vykazuju niz8iu vysku RFU piku v porovnani s
CBFB::MYH11_Type A. Pri pouziti POP7™-Polymer méze byt nespecificky
pik mimo rebri¢ka priradeny ako translokacia CBFB::MYH11_Type | s
vySkou piku pod 2000 RFU.

Ciel KMT2A::MLLT4 sa vyskytuje pri dvoch réznych dizkach amplikonov v
zavislosti od vyskytu variantov transkriptu v konkrétnej vzorke. Vacsina
vzoriek pacientov vykazuje oba amplikony s rozdielom dizky troch
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nukleotidov ako dvojity vrchol v cielovom koSi KMT2A::MLLT4. Toto je platny
vysledok, nie su potrebné Ziadne napravné opatrenia.

Kazda KMT2A translokacia sa m6ze vyskytnut' s bodom zlomu v exéne 9
(najcastejSie) alebo v exéne 10 a 11 (zriedkavo). Akykolvek silny pik mimo
rebriCka v zelenom kanali m6zZe pochadzat z atypickej translokacie KMT2A
a méze sa overit inymi metédami.

Cielovy KMT2A::MLLT3 variant transkriptu 6A moze v pripade velmi vysokej
vstupnej a velmi vysokej kvality RNA produkovat dva detegovatelné
amplikony, zodpovedajuce piky su 6A_S (short, povinné) a 6A L (long,
volitelné). Ide o nevyhnutny jav, ktory je neoddelitelnou sucastou dizajnu
priméru Mentype® AMLplex@ PCR Amplification Kit. Toto je platny vysledok,
nie su potrebné ziadne napravné opatrenia.

Pik mimo rebri¢ka v zltom kanali medzi binmi PML::RARA_bcr1 a bcer3 je
pravdepodobne spdsobeny variantom PML::RARA bcr2. Tento ciel ma
niekolko zlomovych bodov v exdne 6 PML, a preto mu nemozno priradit
Ziadne Specifické intervaly.

Hodnotenie vykonu

Analyticka citlivost’

Typ zvorky pre Mentype® AMLplex@ PCR Amplification Kit je definovany ako
cDNA prepisovany z RNA extrahovanej z periférnej zilovej pinej krvi alebo
kostnej drene odobratej ludom. Pre vzorky krvi RNA v rozsahu od 50 ng do
1000 ng je meratelny s dostatonou vySkou piku ABL-Control s pouzitim
potas tohto hodnotenia vykonu validovanych cDNA synthesis Kkits
SuperScript™ IV First-Strand Synthesis System (Thermo Fisher Scientific) a
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific).
Za predpokladu 100 % uc&innosti transkripcie to vedie ku koncentracii cDNA
v rozsahu 2,5 ng/uL az 50 ng/pL; v reakcii PCR sa pouzije 1 yL cDNA. Pre
vzorky kostnej drene RNA v rozmedzi od 50 ng do 1000 ng pomocou
SuperScript™ IV First-Strand Synthesis System (Thermo Fisher Scientific) a
od 100 ng do 1000 ng pomocou High-Capacity cDNA Reverse Transcription
Kit (Thermo Fisher Scientific) je meratelna s dostato¢nou vyskou piku ABL-
Control. Za predpokladu 100 % u€innosti transkripcie to vedie ku
koncentracii cDNA v rozsahu 2,5 ng/uL, pripadne 5 ng/puL az 50 ng/uL; v
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reakcii PCR sa pouzije 1 yL cDNA. Optimalny vstup RNA je definovany ako
1000 ng pre vzorku periférnej plnej krvi a 500 ng pre vzorku kostnej drene.
V pripade vzoriek s nizkou koncentraciou RNA alebo kritickych ciefov mozno
vstup cDNA do PCR zvysit az na 4 pL pre cDNA prepisované pomocou High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific) bez
ohladu na typ vzorky. Pre cDNA prepisované pomocou SuperScript™ IV
First-Strand Synthesis System (Thermo Fisher Scientific) je vstup cDNA
obmedzeny na maximalne 2 L.

Limit of Blank (LoB) bol testovany na 12 vzorkach s r6znym pévodom pri
vopred definovanom optimalnom vstupnom mnozstve. KedZe v ziadnej z 12
testovanych vzoriek neboli zistené nespecifické piky nad prahovou hodnotou
400 RFU v rozsahu 55 bp az 550 bp, mozno stanovit prahovu hodnotu 400
RFU.

Limit of Detection (LoD) Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit sa
testovala so 6 umelymi vzorkami s cDNA pozadim, pri€om sa pokryli vSetky
pary primerov v zmesi primerov, pricom pary primerov detegujuce viac ako
jeden ciel amplifikovali najdihsi, a teda najtazSie detegovatelny variant
ciefového transkriptu.

Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit preukazal prijatefny limit
detekcie podla kritérii akceptovatelnosti s maximalnou LoD 400 képii pre
testované ciele (pozri Tabulka 13), s vynimkou KMT2A::MLLT4, ktory stale
vykazoval prijatelny vysledok s LoD 1000 kopii. KedZze nebolo mozné
testovat vSetky varianty transkriptov detekovanych génovych fuzii,
predpoklada sa, Ze celkova hodnota LoD 1000 kopii, ktora bola najvy$Sim
vysledkom testovanych cielov, je bezpecne pouZitelna.

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

Vzorka Ciele LoD [kopie]
CBFB:MYH11_TypeJ 200
BCR::ABL_e1a2 200

Vzorka 1 CBFB::MYH11_TypeB 200
KMT2A-PTD_e11e3 200
PML::RARA_bcr1 400

Vzorka 2 CBFB::MYH11_TypeC 200
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Vzorka Ciele LoD [kopie]
CBFB:MYH11_TypeA 100
NPM1::MLF1 200
KMT2A::MLLT3_6A_S 100
KMT2A::MLLT3_6A_L 200
PML::RARA_bcr3 200
CBFB::MYH11_TypeG 200
BCR::ABL_b2a3 100
Vzorka 3
CBFB::MYH11_TypeE 200
KMT2A::ELL_e10e3 100
CBFB::MYH11_Typel 200
MLLT10_240::PICALM_2092 200
Vzorka 4
RUNX1::RUNX1T1 400
DEK::NUP214 200
Vzorka 5 KMT2A::MLLT4 (short) 1000
KMT2A::MLLT4 (short) 500
Vzorka 6
KMT2A::MLLT4 (long) 500

KedZe Mentype® AMLplex@S PCR Amplification Kit je kvalitativny test uréeny
na stanovenie pritomnosti alebo nepritomnosti cielového analytu, testovanie
Limit of Quantitation (LoQ) sa nepovazuje za relevantné pre zamyslané
pouzitie.

Analyticka Specifickost’

Testovali sme automatické volanie alel pomocou alelického rebrika a zhodu
priradenia alely v porovnani s umelymi vzorkami cielov translokacie
pomocou GeneMapper™ ID-X software. Na zaklade vysledkov sa definuju
Specifické nastavenia testovacieho zariadenia pre genotypizaciu pomocou
kapilarnej gélovej elektroforézy (bins a panels) Genetic Analyzer.

PCR priméry su navrhnuté tak, aby sa viazali komplementarne k oficialnej
referenénej sekvencii DNA fudského gendmu. Genetické varianty, ako
napriklad Single Nucleotide Polymorphism (SNPs, INDELs alebo delécie),
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mdzu ovplyvnit Specifickd vazbu na primér a boli hodnotené podla zaznamov
v dbSNP relevantnych pre Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit.
Jedna polozka (rs73504425) vedie k strate funkcie priméru. Variantna alela
sa vyskytuje u 0,6 % africkej populacie a nachadza sa vo vazobnom mieste
pre PICALM::MLLT10, zriedkavo hlaseny fuzny gén s prevalenciou < 1 %.

Okrem toho sa vykonalo vyhladavanie BLAST v fudskom transkriptéme pre
Mentype® AMLplex® Primer mix a neposkytlo Ziadne neSpecifické
amplifikaéné produkty v rozsahu 0 - 600 bp.

Presnost’ and pravdivost’

Analyticka presnost Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit je zaloZzena
na vysledkoch $tudii pravdivosti supravy. BIOTYPE GmbH sa od roku 2013
aktivne zucCastriuje na programe External Quality Assessment (EQA).
Pritomnost alebo nepritomnost translokacie vo vzorkach sa ur€uje na
zaklade konsenzu vysledkov vSetkych u€astnikov tohto EQA. Od roku 2013
bolo analyzovanych celkovo 68 vzoriek.

Na zaklade tychto vysledkov bola vytvorena kontingenéna matica na zaklade
porovnania vysledkov Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit
(pozitivne/negativne) a skutoénych vysledkov (pozitivhe/negativne),
potvrdenych konsenzom vsetkych u€astnikov External Quality Assessment
program. Podla CLSI EP12 (3. vydanie) boli kfu¢ové ukazovatele vykonnosti
uvedené v Tabulka 14 vypocitané na zaklade kontingencnej matice.

Tabulka 14 Analytické charakteristiky Mentype® AMLplex® PCR
Ampilification Kit.

Y, 0, Y, ()
Analitické Polny 95% !-Iorny 95%
charakteristik interval interval
/ spolahlivosti spolahlivosti
Analyticka citlivost’ 92,2 % 81,5% 96,9 %
Analyticka 94,1 % 73.0 % 99,0 %

Specifickost’
Pozitivna prediktivna
hodnota

Negativna
prediktivha hodnota

97,9 % 89,1 % 99,6 %

80,0 % 58,4 % 91,9%
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Dolny 95% Horny 95%
interval interval
spolahlivosti spolahlivosti

Presnost’ 92,6 % 83,9 % 96,8 %

Analitické

charakteristiky

Tieto vypocty poskytuji komplexnt mieru schopnosti Mentype® AMLplex®S
PCR Amplification Kit spravne klasifikovat pozitivne a negativne pripady s
92 %, resp. 94 % pravdepodobnostou. Celkovy podiel spravnych vysledkov
je 93 %, ¢o sved¢i o vysokej spolahlivosti. Mentype® AMLplex® PCR
Amplification Kit preukazuje vysoku analyticki vykonnost, ¢im potvrdzuje
ucinnost a spolahlivost testu.

Presnost’

Opakovatelnost a reprodukovatelnost testu sme hodnotili na zaklade normy
ISO 5725-2:2022-05 a CLSI EPO5 (3. vydanie). Pat umelych vzoriek a
Mentype® AMLplex@S Positive Control sa hodnotilo v ramci viacmiestnej
$tudie 5 x 5 x 3 (defi x opakovanie x miesto). Studia na viacerych miestach
skuma hlavny zdroj odchylok (opakovatelnost a reprodukovatefnost) v
doésledku roéznych testovanych miest, ktoré budu predstavovat rézne
subjekty merajuce na rdéznych miestach s pouzitim réznych pristrojov.
Vysledna opakovatelnost sa pohybovala v rozmedzi od 8,3 % CV do 15,6 %
CV a reprodukovatelnost od 14,6 % CV do 30,5 % CV. Celkovo Mentype®
AMLplex@ PCR Amplification Kit vykazuje prijatelni presnost s SDrep <
2500 RFU pre vsetky Specifické génové fuzie testované s umelymi vzorkami
1 az 5 a pre Mentype® AMLplex®S Positive Control.

Medzna hodnota testu

Mentype® AMLplex@ PCR Amplification Kit pouziva kvalitativnu detekciu
génovych fuzii pomocou koncového bodu PCR. Jednou z relevantnych
medznych hodnét pre analyzu je minimalna vyska piku, ktora umozriuje
bezpelne rozlisit technicky Sum pozadia od skutoCnej detekcie ciela.
Medzna vysSka piku RFU bola stanovena na 400 RFU s udajmi z testovania
analytickej citlivosti.
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Interferenty a krizové reakcie

Potencialne interferenty, ktoré by mohli ovplyvnit vysledky postupu merania,
boli vyhodnotené v sulade s odporu¢aniami CLSI usmerneni EPO7 (3.
vydanie) a EP37 (1. vydanie). Pre Mentype® AMLplex®@ PCR Amplification
Kit sa urcili endogénne a exogénne interferenty, otestovala sa ich maximalna
oCakavana koncentracia (Cmax) v reakcii PCR, ako sa navrhuje v
usmerneniach, a v pripade, Ze sa pozorovala interferencia, otestovali sa
dalSie koncentracie, aby sa urcila koncentracia, pri ktorej nie je zistitefna
ziadna interferencia.

Vysledky nepreukazali Zziadny rusivy u¢inok endogénneho interferentu DNA
testovaného v mnozstve 1 ng v reakcii PCR, ked sa rozklad DNA vykonal
ako sucast spracovania vzorky.

KedzZe v pripade endogénnej interferentnej krvi bol pozorovany interferenény
ucinok pri vypocitanej hodnote Cmax 0,87 % v/v v reakcii PCR, testovali sa
dalSie riedenia, az kym sa nezistila ziadna interferencia. 0,087 % v/v krvi
nevykazovalo ziadne interferencie. Kontaminaciu krvi vSak mozno vizualne
zistit' v reakcii PCR alebo v izolovanej suspenzii RNA na zaklade oranzového
farebného posunu. Ak sa zisti zmena farby, odpori¢ame izolaciu RNA
zopakovat, aby sa prediSlo pripadnej interferencii.

V pripade exogénnych interferentov DTT,RNase Inhibitor, DNase, Ethanol,
Metoclopramide, EDTA, Hydroxyurea a Citrate sa nepozoroval Ziadny
interferenény ucinok pri ich prislusnych Cmax, pricom odchylky od
neosSetrenej skupiny pozorované pri testovanych vzorkach boli v ramci
akceptovanych limitov.

Pokial ide o exogénne interferenty, interferencia reverznej transkriptazy,
heparinu a proteinazy K sa pozorovala pri prislusnych Cmax vypoc€itanych
alebo odporucanych podla CLSI EP37 (1. vydanie), dalSie riedenia sa
testovali dovtedy, kym sa nezistila Ziadna interferencia. V pripade enzymu
reverzna transkriptdza testovana Cmax 0,2 % v/v vykazovala interferenciu,
pokial enzym nebol tepelne inaktivovany podla pokynov vyrobcov
testovanych suprav na syntézu cDNA. V pripade heparinu 3,3 U/dl a enzymu
Proteinaza K 0,0001 % v/v sa nepreukazala Ziadna interferencia.

Pomocou odporucanych izolaénych suprav sa dodatocne testovali krvné
antikoagulancia EDTA, citrat sodny a heparin. Nebol zisteny ziadny vplyv na
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analyticky vykon. OcCakdvame, Ze pracovny postup izolaénych suprav
odstrani testované interferujuce latky pochadzajuce z antikoagulantov a
Cinidiel na izolaciu RNA.

Tabulka 15 Testované neinterferujliice koncentracie endogénnych a
exogénnych interferentov.

. Typ Kategoria Interferent Kovr]cgntrama e
interferentu rusivych vplyvov

Endogénne | Zlozky plnej krvi PIna krv 0.087 % v/v v PCR reakcii
EDTA 0,099 mg/dl
Antikoagulancia Citrat 0.004 % v/v v PCR reakcii
Heparin 3,3 U/dL
Proteinase K 0,0001 % v/v v PCR reakcii
RNA izolacne Etanol 0,3 % viv v PCR reakcii
Cinidla
DNase 0,16 % v/v v PCR reakcii
Exogenne DTT 0,2 % v/v v PCR reakcii
cDNA ¢inidla . . -
pre reverznu RNase Inhibitor 0,2 % v/v v PCR reakcii
transkripciu Reverzna 0,2 % v/v v PCR reakcii
transkriptaza (inaktivované teplom)
Antiemetikum Metoclopramide 0,225 mg/dl
g Hlesiite Hydroxyurea 3,08 mg/dl

latka

Stabilita pri pouzivani

VSetky Studie stability boli naplanované v sulade s normou 1ISO 23640:2015
a usmernenim CLSI EP25-EP25 (2. vydanie). Pri vSetkych Studiach stability
sa postupovalo takto: Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit bola
testovana vo viacerych ¢asovych bodoch po€as rézneho trvania. Analyzovali
sa umelé vzorky a Mentype® AMLplex® Positive Control. Koneéné
hodnotenie  réznych podmienok zahffialo porovnanie priemerov
pociatoéného Casového bodu (To) a naslednych €asovych bodov (Tn) a
vypocitalo sa pomocou nasledujucej rovnice:

abs.Ap= |X79 — Xrpl
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V ramci Stadie stability pri pouzivani sa vykonali dva experimenty. Jeden na
testovanie stability po vystaveni zmrazovacim a rozmrazovacim cyklom a
druhy na testovanie stability suprav pocas simulovaného pouzivania po
otvoreni ako sucCast Studie stability zmrazovania a rozmrazovania a
deklarovanej doby skladovania.

Na zaklade vysledkov je Mentype® AMLplex@S PCR Amplification Kit stabilna
az 20 cyklov zmrazovania a rozmrazovania a po otvoreni sa mdze pouzivat
az 24 mesiacov.

Udaje o klinickej vykonnosti

Plan stadie, etické a regulaéné aspekty

Mentype® AMLplex@ PCR Amplification Kit a referenc¢né metddy sa testovali
na 297 vzorkach pacientov a 10 zdravych dobrovolnikov. Cielom tejto Studie
bolo poskytnut klinické dokazy podla §§ 20 az 24 zakona o zdravotnickych
pomdckach "Medizinproduktgesetz,. Pomocou referenénych metdd
cytogenetickych (FISH) a alebo internych validovanych monoplex-qPCR
bolo potrebné preukazat zhodu so zariadenim. Potvrdenie zodpovednej
etickej komisie bolo dorucené 06.06.2012.

Referenéné metody

Hlavnym cielom je stanovenie diagnostickej citlivosti a Specifickosti v
porovnani s referenénymi metédami. Ako referen¢na metdéda sa vykonala
Standardizovana Fluorescence-In-Situ-Hybridization (FISH) pre vybrané
translokacie [Grimwade et al. Blood 116: 354-65, 2010]. Translokacie, ktoré
sa nedaju riesit cytogeneticky, sa testovali pomocou monoplex-nested-PCR-
testov zavedenych a validovanych v testovacom laboratériu [Steudel et al.
Genes Chromosomes Cancer 37: 237-51, 2003, van Dongen et al. Leukemia
13: 1901-28, 1999].
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RNAextrakcia a Cistenie

Mononukledrne bunky (MNC) sa zo vzoriek ziskali centrifugaciou s
gradientom hustoty. Nasledne sa vykonala izolacia celkovej RNA a reverzna
transkripcia do cDNA pomocou komeréne dostupnych suprav. Kvalita cDNA
sa analyzovala prostrednictvom analyzy v realnom ¢ase PCR. Na potvrdenie
fuznych génov a mutacii sluzili validované jednoduché testy PCR.

Vysledky

Mentype® AMLplex@ PCR Amplification Kit nevykazovala Ziadne falo$ne
pozitivne vysledky s testovanymi cDNA 10 zdravych dobrovolnikov.

Z 297 testovanych vzoriek pacientov nebolo mozné vyhodnotit 5 vzoriek z
doévodu detekcie internej kontroly ABL pod odporu¢anou hranicou. Zo
zvySnych 292 vzoriek 201 vykazovalo v porovnani s referenénymi metodami
skuto€ne negativne vysledky.

Jednotlivé vysledky porovnavacich testov su zhrnuté v Tabulka 16. Fuzie
génov PICALM::MLLT10 (CALM-AF10) a KMT2A::MLLT4 (MLL-AF6) nebolo
mozné vyhodnotit z hladiska diagnostickej citlivosti, pretoZze neboli k
dispozicii Ziadne pozitivhe vopred charakterizované vzorky.

Celkovo sa dosiahla diagnosticka citlivost 94 % a diagnosticka Specifickost
99,5 %.

Taburka 16 Zaver vysledkov klinickej vykonnosti Mentype® AMLplex®®
PCR Amplification Kit. *Udaje o vyskyte boli citované z Grimwade et al.
2010. n.e. = nehodnotené

Biomarker Hodnotenie klinického vykonu (n=292)

Diagnostic

o = = = = Diagnostic
*
F1'11|a Chro’m: Variant F:rev Sku.t?cne Skuto’cne Falqs’ne Falospe Ka citlivost K&
génov aberacia [%] pozitivne negativne pozitivne negativne %] Specificko
st

RONKIH (poipz) M- 7 16 275 0 1 941 100.0
BCR::ABL {(9;22) ela3 1 1 291 0 0 100.0 100.0
(q34;q11) el1a2
b3a2
b3a3
b2a2
b2a3
MLLTI0  (oi3ate) PICALM 1087 0 292 0 0 ne 1000
MLLT10_240-
PICALM_2092
CoFES inv(1e)  TypA 5 28 262 0 2 933 1000
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Biomarker Hodnotenie klinického vykonu (n=292)

Diagnostic

Fuzia Chrom. . Prev* Skutoéne Skutocne Falo$ne Falo$ne Diag_nt_)stic’
ka citlivost’ .

génov aberacia [%] pozitivne negativhe pozitivne negativne %] Specificko
1%

(p13;922) TypB
Typ C
Typ D
Typ E
Typ F
Typ G
Typ H
Typ J
DEK:: 1(6;9)
NUP214  (p23iq34) n. b. 1 3 289 0 0 100.0 100.0
KMT2A::  t(6;11)
MLLT4 (427:023) n. b. <0,5 0 292 0 0 n.e. 100.0
KMT2A:: i 6A (6A_S;
MLLTs | HeD) 6A 1) 1 4 287 0 1 80.0 100.0
(p22;923) 7A
8A
6B
KMIZAS ((1119)  et0e2 1 0 290 1 100 99.7
(923;p13.1) e10e3
KID2A* Ciastotne  e9e3 5.7 23 269 0 0 1000  100.0
Tandem e10e3
Duplikacia e11e3
NPM1:: (3;5)
MLFA (25.1:q34) ™ P <05 2 290 0 0 100.0 100.0
e 1517)  bert 13 8 284 0 0 1000  100.0
(922;q21)  bcr2
bcr3
Zhrnutie 37 85 201 1 5 94.4 99.5

Diagnostické hodnotenie

Klinické charakteristiky vykonu Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kit
ukazali prijatelné vysledky. Parametre pre hodnotenie klinického vykonu boli
vypoé&itané podla prilohy | odd. 9.1b prilohy | k nariadeniu IVDR (EU)
2017/746, ako je zobrazené v Tabulka 17.
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Tabulka 17 Diagnostické charakteristiky Mentype® AMLplex® PCR
Amplification Kit

Dolny interval Horny interval
spolahlivosti  spolahlivosti

Diagnostické charakteristiky Odhad

Diagnosticka citlivost 94,4 % 87,7 % 97,6 %
Diagnosticka Specifickost 99,5 % 97,3 % 99,9 %
Pozitivna prediktivha hodnota 98,8 % 93,7 % 99,8 %
Negativna prediktivha hodnota 97,6 % 94,4 % 99,0 %
Diagnosticka presnost 98,0 % 95,6 % 99,1 %

Kontrola kvality

VSetky komponenty supravy prechadzaju intenzivnym procesom
zabezpecenia kvality na BIOTYPE GmbH. Kvalita testovacej supravy sa
neustale monitoruje, aby sa zabezpecila neobmedzena pouzitelnost. Ak
mate akékolvek otazky tykajuce sa zabezpecenia kvality, kontaktujte néas.

Technicka pomoc

V pripade potreby technického poradenstva sa obratte na nas tim
zakaznickej podpory:

e-mail: support@biotype.de

telefén: +49 (0)351 8838 400
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Obmedzenia pouzivania

= Postupy uvedené v tomto navode sa musia dodrziavat podfa opisu.
Akékolvek odchylky mdézu mat za nasledok zlyhanie testu alebo
spOsobit chybné vysledky.

= Pouzivanie tohto vyrobku je obmedzené na profesionalnych
pouzivatelov laboratéria, ktori su Specialne vySkoleni v technikach PCR
a kapilarnej gélovej elektroforéze.

= Na optimalne vykonanie tohto testu su potrebné vhodné postupy odberu,
prepravy, skladovania a spracovania vzoriek.

= Tento test sa nesmie pouzit priamo na vzorke. Pred pouzitim tohto testu
je potrebné vykonat vhodné metddy extrakcie nukleovych kyselin.
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= Suprava bola validovana len na pouzitie s reagenciami, pristrojmi a
softvérom opisanymi v kapitole Pozadovany, ale nedodany material a
zariadenia

=  Mentype® AMLplex®® bol navrhnuty, validovany a certifikovany ako
skriningovy nastroj na klasifikaciu podtypov AML. Tato aplikacia nie je
vhodna na kvantifikaciu poctu képii, ako je monitorovanie Minimal
Residual Disease (MRD) alebo na validaciu inych podtypov leukémii
alebo detskej AML.

= Vzhladom na geneticku variabilitu mézu single nucleotide polymorphism
(SNPs) alebo kratke insertion deletion polymorphism (INDELSs) ovplyvnit
ucinnost priméru alebo dostupnost templatu. Analyza najnovsej verzie
zostavy ludského gendmu (HG38) pre vSetky etnické skupiny zistila len
jeden kriticky SNP, ktory vedie k strate funkcie priméru. Variantna alela
sa vyskytuje u 0,6 % africkej populacie a nachadza sa vo vazobnom
mieste pre PICALM::MLLT10, zriedkavo hlaseny fuzny gén s
prevalenciou < 1 %. AvSak vzhladom na nizky vyskyt génovej fuzie v
kombinacii s nizkou pravdepodobnostou vyskytu SNP vo svetovej
populacii je riziko faloSne negativnych vysledkov nizke. V pripade
akychkolvek nejasnosti zvazte potvrdenie vysledkov pomocou
referenénych metod.

= Nazabezpecenie vykonu supravy sa vyzaduje spravna laboratérna prax.

= Vysledky musi interpretovat’ vySkoleny zdravotnicky pracovnik.

= Interpretacia vysledkov musi zohladfhovat moznost faloSne negativnych
a faloSne pozitivnych vysledkov.

= NepouZivajte komponenty s uplynutou dobou pouzitelnosti alebo
nespravne uskladnené komponenty
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Informacie o objednavani

Objednavky zasielajte e-mailom na adresu sales@biotype.de.

Objednavacie

Produkt Velkost’ balenia o
cislo
25 reakcii 45-12100-0025
Mentype® AMLplex®s .
PCR Amplification Kit 100 reakcii 45-12100-0100
400 reakcii 45-12100-0400
1x25puL 45-15100-0025
Matrix Standard BT5 multi
2x25uL 45-15100-0050

Ochranné znamky a odmietnutie zodpovednosti
Mentype® je registrovana ochranna znamka spolo¢nosti BIOTYPE GmbH.

Daldie 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). PCR sa vztahuji patenty.
Drzitelmi patentov su Hoffmann-La Roche Inc.a F. Hoffmann-La Roche
(Roche)

Registrované nazvy, ochranné znamky atd. pouzité v tomto dokumente, aj
ked nie su ako také vyslovne oznagené, nemozno povazovat za nechranené
zakonom.

Mentype® AMLplex®@ PCR Amplification Kit je diagnosticka suprava s
oznadenim CE podla eurépskeho nariadenia o diagnostike in vitro (EU)
2017/746.

Tento produkt nema licenciu Health Canada a nie je povoleny ani schvaleny
od FDA.

Nie je k dispozicii vo vSetkych krajinach.

© 2025 BIOTYPE GmbH; vSetky prava vyhradené.
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Vysvetlenie symbolov
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Vyrobca

Kod davky

Obsahuje dostatoéné mnozstvo Cinidiel na testy <N>

Precitajte si elektronicky navod na pouzitie (elFU)

Datum spotreby

Teplotny limit

Katalogové Cislo

Diagnosticka zdravotnicka pomécka in vitro

Uchovavajte mimo dosahu slne¢ného svetla

Udrzujte v suchu

Unique device identifier
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Dalsie oznadenie pouzité v tomto ndvode na pouzitie:

i
A

modro poddZiarknuty text

Cierno poddGiarknuty text

odsadené, kurziva, tucény text

Uzitocné tipy

Pozor, dbajte na dodrziavanie tohto
upozornenia!

Odkazy veduce na externy obsah,
ako su domovské stranky, e-
mailové adresy

Krizové odkazy v dokumente na
jednoduchu navigéciu

Polia, na ktoré sa ma kliknut v
softveéri
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Priloha

Zoznam cielovych génov

Gén
RUNX1

RUNX1T1

BCR

ABL1
MLLT10
PICALM
CBFB
MYH11
DEK

NUP214
KMT2A

MLLT4
MLLT3
ELL

NPM1
MLF1
PML
RARA

Alternativne 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

Transcript ID
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 referenénych vzoriek

Na nasledujucich stranach najdete priklady elektroferogramov Mentype®
AMLplex®S Allelic Ladder (Obrazok 2), Mentype® AMLplex®S Positive Control
(PC, Obrazok 3) a kontroly bez Sablony (NTC, Obrazok 4 ).

VSetky vzorky boli amplifikované na ProFlex cykléri PCRa analyzované na
pristroji 3500 Genetic Analyzer, (POP-4, 36 cm sustava) s pouzitim
validovaného parametra cyklu. Analyza udajov bola vykonana pomocou
GeneMapper ID-Xverzia 1.6. Boli pouzité Bins, Panels a Analysis method
podla Tabulka 11.

Elektroferogramy su zvéé$ené na dizku fragmentu 50 - 560 bp (os x).
Skalovanie osi y sa vykonalo individuélne:

Obrazok 2, strana 56: Mentype® AMLplex@ Allelic Ladder:
3 000 RFU

Obrazok 3, strana 57: Mentype® AMLplex@ Positive Control:
9 000 RFU

Obrazok 4 , strana 58; Ziadna kontrola $abléon NTC 9 000 RFU
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Mentype® AMLplex®S Allelic Ladder
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Obrazok 2 Mentype® AMLplex® Allelic Ladder
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Mentype® AMLplex®@ PCR Amplification Kit

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

No template control (NTC)

[ Mark Samgie for Deteson

—

[ ———

[ vk Surce for Dekeson
o

[EE R R RN

(R R R NN

EEEEgige

Obrazok 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

Objednavanie
sales@biotype.de

Zakaznicky servis a Podpora

support@biotype.de -g BIOTYPE
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