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Anderungshinweis

vorherigen IFU-Version:

Bitte beachten Sie die folgenden Anpassungen gegeniiber der

im Kapitel Nutzungsbeschrankungen

Dokumentennummer Anderungen Datum
DISIFUO2v1de Initiale Version 21.03.2025
DISIFU02v2de Ergénzung zum Umgang mit Interferenzen 05.09.2025

Eine gedruckte Version dieser IFU kann innerhalb von 7 Tagen
kostenlos zur Verflgung gestellt werden.

Fur diese oder andere Anfragen kontaktieren Sie uns bitte unter:

+49 351 8838 400 oder support@biotype.de
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Zweckbestimmung

Das Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit ist ein manueller Assay zur
Analyse genomischer DNA extrahiert aus peripheren vendsen
Vollblutproben von erwachsenen Leukamiepatienten, welche sich einer
allogenen  hamatopoetischen = Stammzelltransplantation  (allo-HSCT)
unterzogen haben.

Das Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit weist 33 Deletions-
Insertions-Polymorphismen (DIP) und Amelogenin in einer Multiplex-PCR-
Reaktion nach. Vor der HSCT werden diese Polymorphismen zum
qualitativen Screening der Genotypen von Patient und Spender und zur
Identifizierung  patientenspezifischer DIP-Allele  verwendet. Diese
informativen Allele werden analysiert, um nach der allo-HSCT eine semi-
quantitative Chimarismustberwachung durchzuflhren.

Das Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit ist fir professionelle
Laboranwender bestimmt, die in molekulargenetischen Techniken,
Multiplex-PCR und in der Handhabung mit Genanalysatoren von Thermo
Fisher Scientific (Applied Biosystems™) geschult sind.

Wissenschaftlicher Hintergrund

Die allogene hamatopoetische Stammzelltransplantation (allo-HSCT) ist
eine Behandlungsoption zur Heilung von Patienten mit nicht-malignen und
malignen hamatologischen Erkrankungen, wie z. B. Leukdmie. Mit Hilfe der
Chiméarismusanalyse wird die Mischung aus hamatopoetischen Zellen des
Spenders und des Empfangers bei allo-HSCT-Empfangern bestimmt, um
frihe Anzeichen einer TransplantatabstoBung zu erkennen. Humanes
peripheres Venenblut wird fiir die Genotypisierung und Uberwachung
verwendet. GemaR den CLSI-Richtlinien (MMO05-A2 2nd Edition) werden fiir
die Blutentnahme Antikoagulanzien wie EDTA und Citrat empfohlen. Je nach
Erfolg der Transplantation kdnnen sich verschiedene Formen des
hamatopoetischen Chimarismus (vollstandig, gemischt oder Verlust)
entwickeln. Fir die Chimarismusanalyse werden verschiedene Verfahren
eingesetzt, darunter die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH), der
Restriktionsfragmentlangen-Polymorphismus (RFLP), die Blutbildanalyse
und PCR-basierte Methoden. Die Analyse von Insertions-Deletions-
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Polymorphismen (INDEL oder DIPs) ermdglicht eine semiquantitative
Chimarismusanalyse mit Multiplex-PCR-Ansatzen sowie den Wechsel auf
quantitative Methoden im Verlauf mit allelspezifischen Applikationen auf
gPCR- oder dPCR-Plattformen. DIP-Analysen sind demnach die
Voraussetzung fiir ein sensitives und flexibles Chimarismusmonitoring. Um
frihe Anzeichen einer Transplantatabstolung zu erkennen, sollte die
Chimarismusanalyse in regelmaligen Abstdnden und kurz nach der allo-
HSCT durchgefihrt werden.

Beschreibung des Produkts

Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit ist ein Multiplex-PCR Kit, das fir
die Chimarismusiberwachung entwickelt wurde. Zur Spender-Empfanger-
Diskriminierung werden biallelische Insertions-Deletions-Polymorphismen
(INDEL oder DIPs) mit einer sehr hohen Heterozygotierate und einer
ausgewogenen Allelverteilung Uber 19 Chromosomen (siehe Tabelle1)
gleichzeitig in einer einzigen PCR-Reaktion amplifiziert. Ein Primer fir jeden
Locus ist mit dem Fluorophor 6-FAM™, BTG oder BTY markiert. Die PCR-
Produkte werden anschlieend durch Kapillargel-Elektrophorese analysiert.

Tabelle1 Locus-spezifische Informationen des Mentype® DIPscreen
PCR Amplification Kit, HLD = Human Locus DIP, -DIP = Deletion, +DIP =
Insertion

Chromosomale

DIP-Lokus Karti DIP-Lokus
artierung
FAM-Panel
AM X Xp22.1-22.3
AMY Yp11.2
HLD106 16913 -/AATGCGT
HLD70 6916.1 -/AGCA
HLD84 8g24.12 -/ICTTTC
HLD103 12923.1 -/IGCTTATAA
HLD104 13932.1 -/ACTC
HLD116 18p11.22 -/AGGTGTCGAACAACACATGATAC
HLD112 17p12 -TTGTA
HLD307 Xp11.23 -/TCAACCAA
HLD310 2p22.3 -/IGTCTGGGTT
HLD110 16922.1 -/[TCCCTG
HLD133 3p22.1 -/ICAACCTGGATT
HLD79 7931.2 -/AATCT
HLD105 14924.3 -/ATAGACAA
HLD140 3923 -/IGGTAGTATGGGCCT
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Chromosomale

DIP-Lokus Karti DIP-Lokus
artierung
HLD163 12924.31 -/AACTACGGCACGCCC
BTG-Panel
HLD91 119141 -/IGATA
HLD23 18p11.32 -/ICTTTAA
HLD88 9922.33 -/CCACAAAGA
HLD101 15026.1 -IGTAG
HLD67 5q33.3 -/ICTACTGAC
HLD301 17921.32 -/ICAGGGGCTC
HLD53 39221 -/[ATGT
HLD97 13913.1 -/AGAGAAAGCTGAAG
HLD152 16p13.2 -ITGGTCAAAGGCA
HLD128 1931.3 -IATTAAATA
HLD134 5911.2 -/ATGATGGTTCTTCAGA
HLD305 20911.22 -
/CAAGGTCCCACCACACTCGCGTGGGA
BTY-Panel
HLD48 2q11.2 -/IGACTT
HLD114 17p13.2 -/TCCTATTCTACTCTGAAT
HLD304 9934.3 -/IGAGCTGCTCAAGAGAGAGG
HLD131 7936.2 -TTGGGCTTATT
HLD38 1932.2 -ITAGTT
HLD82 7921.3 -/ACCTCCTACTCCTTGGTCTATTCCTG
GTCACATGTACT

Der Test wurde durch eine Chimarismusanalyse von Uber 200 HLA-
verwandten Spender-Empfanger-Paaren validiert und seine Eignung wurde
in einer vergleichenden klinischen Studie bestatigt.

Die Nachweisgrenze flr die qualitative Analyse liegt bei 125 pg genomischer
DNA.

Der Inputbereich flir den Nachweis von gemischtem Chimarismus unter
Standardbedingungen betragt 1,0 - 2,0 ng gDNA. Der optimale gDNA-Input
betragt 2 ng unter Standardbedingungen.

Eine Sensitivitdt von 1,4 % LoDgs (Limit of Detection) kann mit 2 ng gDNA
als Input fur die Analyse informativer Marker erreicht werden. Um diese
Sensitivitdt zu erreichen, wird empfohlen, so viele informative Marker wie
moglich zu verwenden.
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Mitgelieferte Materialien

Kitinhalt

Tabelle 2 Inhalt des Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit
Volumen pro

Farbe der

Reagenz VerpackungsgroRe
Kappe 25 Rkt. 100 Rkt.

Nuclease-Free Water Hellblau ‘ 1,5mL 2x1,5mL

Reaction Mix A Lila ‘ 125 yL 500 pL

Mentype® DIPscreen

Primer Mix Rot 125 pL 500 pL

Multi Tag 2 DNA Polymerase ~ Weil} 15 pL 60 pL

Control DNA XY82 (2 ng/uL)  Weil} 10 L 10 L

DNA Size Standard 550

(BTO) Orange .I 13 uL 50 yL

Mentype® DIPscreen .

Allelic Ladder Grin 25 WL 25 WL

Eine Ubersicht tiber die Chargennummern der Komponenten finden Sie auf
dem Etikett, das sich auf der Innenseite der Kitbox befindet.

Bitte beachten Sie, dass die VerpackungsgréflRe die Anzahl der

Testungen beschreibt, ohne die Anzahl der erforderlichen

Kontrollen oder den erforderlichen Uberschuss zum Pipettieren
° zu bericksichtigen

1 Wir empfehlen die folgende GroRe fir den entsprechenden
Durchsatz zu verwenden:

= < 8 Proben pro PCR-Lauf: 25 Reaktionen PackungsgrofRe
= > 8 Proben pro PCR-Lauf: 100 Reaktionen Packungsgrofie
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Beschreibung der Reagenzien

Nuclease-Free Water (nuklease-freies Wasser): Wasser in PCR-Qualitat,
das im PCR-Setup und als No-Template Kontrolle (NTC) verwendet wird.

Reaction Mix A (Reaktionsgemisch A): PCR-Puffer mit dNTPs und MgCl-.
Der PCR-Puffer ist optimiert, um die Enzymaktivitat fir die PCR zu férdern.

Mentype® DIPscreen Primer Mix (Primergemisch): Multiplex-
Oligonukleotid-Primer-Mix mit markierten Primern (Markierung: 6-FAM™,
BTG, BTY) und unmarkierten Primern.

Multi Taq 2 DNA Polymerase: Hotstart Tag DNA Polymerase, 2,5 U/uL.

Control DNA XY82 (2 ng/uL) (Kontroll-DNA): genomische DNA, isoliert
aus EDTA-Blut einer mannlichen Person. Die DNA wird als qualitative,
externe Positivkontrolle verwendt.

Die Control DNA XY82 st flur den Labormitarbeiter
unbedenklich, da sie aus einzelnen gereinigten DNA-Molekilen
e besteht, die ungefahrlich sind und keine aktiven biologischen
1 Funktionen haben. Sie enthalt keine lebenden Zellen oder
pathogene Organismen, die eine direkte Bedrohung darstellen
konnten.

DNA Size Standard 550 (BTO) (DNA-Langenstandard): Mischung aus
fluoreszenzmarkierten PCR-Fragmenten mit definierten Fragmentlangen
zwischen 60 - 550 bp, die Komponente wird jedem PCR-Produkt vor der
Fragmentlangenanalyse zugegeben, sie wird fur eine Gré3enregression zur
genauen Bestimmung der Fragmentldnge der PCR-Produkte verwendet.

Mentype® DIPscreen Allelic Ladder (Allelleiter): Mischung aus artifiziellen
PCR-Produkten, die alle mit dem Assay nachgewiesenen Allele
reprasentieren und als Genotypisierungsreferenz fir die genaue
Allelidentifizierung dienen.
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Reagenzienlagerung und -handhabung

Das Kit wird auf Trockeneis versandt. Die Komponenten des Kits sollten im
gefrorenen Zustand ankommen, mit Ausnahme der Multi Tag 2 DNA
Polymerase. Diese ist in einem Puffer gelagert ist, der ein Einfrieren des
Reagenz verhindert.

Bitte Uberprifen Sie die Vollstadndigkeit des Kits bei Erhalt. Verwenden Sie
keine Kits, die bei der Ankunft aufgetaut sind. Wenn eine oder mehrere
Komponenten nicht gefroren sind oder wenn die Rohrchen oder die
Verpackung wahrend des Transports beschadigt wurden, kann die Leistung
nicht garantiert werden.

Lagern Sie alle Komponenten lichtgeschitzt bei -25°C bis -15 °C.
Insbesondere der Mentype® DIPscreen Primer Mix, der DNA Size Standard
550 (BTO) und die Mentype® DIPscreen Allelic Ladder missen
lichtgeschitzt gelagert werden.

Um Kontaminationen zu vermeiden, empfehlen wir, die Pra-PCR Templates
(DNA-Proben, Control DNA XY82) und die Post-PCR Komponenten (DNA
Size Standard 550 (BTO) und Mentype® DIPscreen Allelic Ladder) getrennt
von den PCR-Reagenzien (Nuclease-Free Water, Multi Tag 2 DNA
Polymerase, Reaction Mix A und Mentype® DIPscreen Primer Mix) zu lagern
und zu verwenden.

Das Verfallsdatum ist auf dem Etikett der Kitbox angegeben oder 12 Monate
nach dem Offnen (je nachdem welcher Zeitpunkt zuerst eintritt).
Uberschreiten Sie nicht die Héchstzahl von 20 Frieren-Tauen-Zyklen.

Erforderliche, nicht mitgelieferte Materialien

Allgemeine Laborausstattung

= Tischzentrifuge mit einem Rotor fiir 2 mL und 200 uL Reaktionsgefalle

®m  Zentrifuge mit einem Rotor fir Mikrotiterplatten fir 96-Well-
Reaktionsplatten

= Vortex-Mischer

= Kalibrierte, einstellbare Pipetten mit aerosoldichten Einweg-Filterspitzen
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Geeignete 200 yL 96-Well-Reaktionsplatten oder 200 pL-
Reaktionsgefalle mit entsprechendem Verschlussmaterial, PCR-
Qualitat

Geeignete Gestelle fir 2 mL und 200 yL Reaktionsgefalle

Kuhlgestell geeignet fiir 2 mL Roéhrchen

Puderfreie Einweghandschuhe

NanoDrop™ One Spektrophotometer (Thermo Fisher Scientific) oder
Qubit Fluorometer (Thermo Fisher Scientific)

Alle fur die PCR verwendeten Materialien sollten von
angemessener Qualitdt sein (DNA-frei und fir die
Molekularbiologie geeignet). Bitte stellen Sie sicher, dass alle

1 verwendeten Gerdte gemal den Anweisungen und
Empfehlungen des Herstellers installiert, kalibriert, Gberprift und
gewartet wurden.

Reagenzien, Kits und Verbrauchsmaterial

Tabelle3 Erforderliche, aber nicht mitgelieferte Reagenzien

Reagenz Anbieter Bestellnummer
("ggtﬂ’l‘_fta”da"d BTS multi BIOTYPE GmbH 45-15100-0025
Matrix Standard BTS multi BIOTYPE GmbH 45-15100-0050
(2x25pL)

ChimerisMonitor VD BIOTYPE GmbH 46-14800-0000
QIAamp® DSP DNA Blood Mini .

Kit (VD) Qiagen 61104
NucleoSpin® DX Blood (IVD) Macherey-Nagel 740899.50
Hi-Di™ Formamid, 25 mL Thermo Fisher Scientific 4311320

POP-4™ Polymer flr
3500/3500xL Genetic Analyzer Thermo Fisher Scientific 4393715
(384 Proben)
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Reagenz Anbieter Bestellnummer

POP-7™ Polymer fir

3500/3500xL Genetic Analyzer Thermo Fisher Scientific 4393708
(384 Proben)

Anode Buffer Container (ABC)
Serie 3500

Cathode Buffer Container (CBC)
Serie 3500

3500 Genetic Analyzer

8 Capillary Array 36 cm

3500 Genetic Analyzer

8 Capillary Array 50 cm

Thermo Fisher Scientific 4393927

Thermo Fisher Scientific 4408256

Thermo Fisher Scientific 4404683

Thermo Fisher Scientific 4404685

Gerate und Software

Das Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit wurde firr die Verwendung
mit den folgenden PCR-Cyclern validiert:

=  ProFlex PCR System (Best.-Nr.: 4484073 (3 x 32 Well Block), 4484075
(96-Well Block), Thermo Fisher Scientific)

=  GeneAmp® PCR System 9700 Silver (abgekiindigt, Best.-Nr.
N805-0200, Thermo Fisher Scientific)

= Mastercycler nexus gradient (Best.-Nr.: 6331000017, Eppendorf AG)

= Biometra Tadvanced (Best.-Nr.: 846-2-070-214, Analytik Jena)

Far die Durchfihrung des Tests ist nur eines der oben aufgefuihrten Gerate
erforderlich.

Die Verwendung von anderen als den oben genannten Gerdten muss vom
Benutzer validiert werden. Die folgenden Spezifikationen mussen erflllt
werden:

= Beheizter Deckel
= Block geeignet fiir 200 uyL PCR-Platten/-Gefalie
®  Heiz-und Kihlrate einstellbar auf 4 - 5 °C/s

Das Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit wurde fir die Verwendung
mit den folgenden Geraten und Einstellungen validiert:

= Applied Biosystems 3500 Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific),
Software-Version 4.0.1
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POP-4™ Polymer flir den 3500/3500xL Genetic Analyzer
POP-7™ Polymer fiir den 3500/3500xL Genetic Analyzer
3500 Genetic Analyzer 8 Capillary Array 36 cm
3500 Genetic Analyzer 8 Capillary Array 50 cm

O O O O

Das Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit wurde firr die Verwendung
mit den folgenden Softwares validiert. FUr die Datenanalyse und -evaluation
ist nur eine der unten aufgefihrten Softwares erforderlich. Eine manuelle
Auswertung der fsa-Dateien oder Ergebnisse, die mit der Data Collection
Software des Analysegerates generiert wurden, ohne eine der beiden
beschriebenen Softwareoptionen zu nutzen, ist nicht validiert.

®  ChimerisMonitor IVD, Version 3.0.x (BIOTYPE GmbH)
= GeneMapper™ ID-X Software, Version 1.6 (Thermo Fisher Scientifc),
unter Verwendung produktspezifischer:
o AnalysisMethod: DIPscreenlVD_Analysis4_v1x oder
DIPscreenlVD_Analysis7_v1x
o Bin: DIPscreenlVD_Bins4_v1x oder DIPscreenlVD_Bins7_v1x
o Panel: DIPscreenlVD_Panel4_v1x oder
DIPscreenlVD_Panel7_v1x
o Size Standard: BTO_60-550_v1x

PY Vergewissern Sie sich, dass alle verwendeten Gerate gemaf
1 den Anweisungen und Empfehlungen des Herstellers installiert,
kalibriert, Gberprift und gewartet wurden.

Probenmaterial

Die folgenden Proben wurden mit dem Mentype® DIPscreen PCR
Amplification Kit validiert:

= Genomische DNA, isoliert aus menschlichem peripherem vendsem
Vollblut (EDTA, Citrat, Heparin) zur Uberwachung und Genotypisierung.
Die isolierte gDNA ist unverdiinnt bei -25 °C bis -15 °C zu lagern.

DISIFUO2v2de 12



Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit

® Vergewissern Sie sich, dass das fir die Blutentnahme
1 verwendete Antikoagulans mit den Anweisungen des
Herstellers des DNA-Isolierungskits kompatibel ist.

Warnungen und VorsichtsmafRnahmen

= Lesen Sie die Gebrauchsanweisung sorgfaltig durch bevor Sie das
Produkt verwenden.
= Lesen Sie die Sicherheitsdatenblatter (SDS) und Non-Hazardous
Statements (NHS) fir alle BIOTYPE-Produkte. Diese senden wir lhnen
auf Anfrage zu bzw. stehen sie auf unserer Homepage zum Download
bereit (www.biotype.de/sicherheitsdatenblatter). Fir Produkte, die
keinen besonders besorgniserregenden Stoff enthalten oder anderen
Beschrankungen der Verordnung 1272/2008 (CLP) unterliegen und
entsprechend kein SDS bendtigen, stellt BIOTYPE das SDS auf Anfrage
zur Verfigung.
= Bitte wenden Sie sich an die jeweiligen Hersteller, um Kopien der
Sicherheitsdatenblatter fir zusatzlich bendtigte Reagenzien zu erhalten.
= Kitkomponenten verschiedener Kitchargen dirfen nicht gemischt
werden.
= Die Aliquotierung der Kitkomponenten in andere Reaktionsgefalle ist
nicht zulassig.
= Die Verwendung dieses Produkts ist auf professionelle Laboranwender
beschrankt, die in molekulargenetischen Techniken, Multiplex-PCR und
in der Handhabung mit Genanalysatoren von Thermo Fisher Scientific
geschult sind.
=  Uberpriifen Sie das Produkt und seine Bestandteile vor dem ersten
Gebrauch auf:
o Unversehrtheit
o Vollstandigkeit in Bezug auf Anzahl, Art und Fullung (siehe
Kapitel Mitgelieferte Materialien)
o Korrekte Etikettierung
o Zustand bei Ankunft (alle Komponenten gefroren, aufer
Multi Taq 2 DNA Polymerase)
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®=  Proben sollten immer als infektiés und/oder biologisch gefahrlich sowie
in Ubereinstimmung mit sicheren Laborverfahren und guter Laborpraxis
behandelt werden.

= Verwenden Sie kein Kit, dessen Ablaufdatum tberschritten ist.

= Entsorgen Sie die Proben und Kitabfall gemaR den ortlichen
Sicherheitsvorschriften.

= Alle verwendeten Instrumente missen gemafl® den Anweisungen und
Empfehlungen des Herstellers installiert, kalibriert, Uberprift und
gewartet worden sein.

Hinweis fiir den Nutzer

Jedes Problem, das im Zusammenhang mit dem Produkt auftritt, ist dem
Hersteller vom Anwender zu melden. Alle schwerwiegenden Zwischenfalle
im Zusammenhang mit diesem Kit mussen dem Hersteller und der
zustandigen Behodrde des Mitgliedstaates, in dem der Anwender und/oder
der Patient ansassig ist, gemeldet werden.

Eine Zusammenfassung der Sicherheit und Leistung (Summary of Safety
and Performance, SSP) wird gemal Artikel 29 der Verordnung (EU)
2017/746 erstellt und soll den vorgesehenen Anwendern, im Falle dieses
Produkts ausschlielich Laborspezialisten, den &ffentlichen Zugang zu einer
aktualisierten Zusammenfassung der Daten Uber die Sicherheit und Leistung
des Produkts Uber die EUDAMED-Datenbank verschaffen.
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Verfahren

Uberblick iiber den experimentellen Arbeitsablauf

Probenahme, DNA- Positivkontrolle auftauen,
; - ¥ -
Probenvorbereitung  |— |SO|a.lI.0t:] Und > 12 verdunngn o
Quantifizierung, (auf 1.0 ng/pL), mischen, o _g
Verdiinnung abzentrifugieren -y
c?
Mastermix entsprechend = o
Pipettierschema 2
i Wasser, F’uffer,. herstellen
o Mastermix Enzym, Primermix e R
vorbereiten auftauen, mischen Mesterimaliquoticren
abzentrifugieren ' =
T g Proben und Kontrollen g
zugeben T
'n_.l'
2
PCR-Amplifikation w
T =
Vorbereitung
Vorbereitung der D.engtunerung.smlx: o PCR-Produkte und
PCR-Produkte T e s s e “|  Allelleiter denaturieren
DNA Size Standard
mischen
<5
Fragmentlangen-
Analyse

Probenvorbereitung

Anforderungen an das Ausgangsmaterial

Entnehmen Sie mindestens 200 uL peripheres vendses Vollblut fir das
folgende Verfahren. Die Handhabung des Ausgangsmaterials (peripheres
venodses Vollblut) sollte den Empfehlungen der Leitlinie MMO05-A2 (2-Auflage)
des Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) entsprechen: Vollblut
kann bei Raumtemperatur (22 °C bis 25 °C) bis zu 24 Stunden oder bei 2 °C
bis 6 °C flr 72 Stunden oder langer gelagert werden kann. AuRerdem wird
empfohlen, fir die Vollblutentnahme EDTA, Citrat oder Heparin als
Antikoagulanzien zu verwenden.
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Eine lange Lagerung des Rohprobenmaterials kann zu einer
° Fragmentierung des genetischen Materials und damit zu einer
1 unzureichenden  Qualitdt  fuhren. Dies kann das
Analyseergebnis verschlechtern, z. B. durch unvollstdndige
Profile.

DNA-Extraktion

Fihren Sie die DNA-Extraktion und -Aufreinigung aus peripheren vendsen
Vollblutproben gemal den Anweisungen des Herstellers durch. Die
folgenden Kits wurden im Rahmen der Leistungsbewertung des Produkts
Uberpruft:

= QIAamp® DSP DNA Blut Mini Kit
=  Macherey-Nagel NucleoSpin® Dx Blood, CE-zertifiziertes Mini Kit fur
DNA aus Blut

Eine Blutkontamination kann in der PCR-Reaktion oder in der
isolierten DNA durch eine orangefarbene Farbung erkannt

A werden. Wenn eine Farbveranderung beobachtet wird,
empfehlen wir, die DNA-Isolierung zu wiederholen, um eine
mogliche Interferenz zu vermeiden.

der Nukleinsaure entfernt werden. Ethanol ist ein starker

j Achten Sie darauf, dass alle Spuren von Ethanol vor der Elution
Inhibitor der PCR.
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DNA-Quantifizierung und Verdiinnung

Bestimmen Sie die DNA-Konzentration durch UV/VIS-Spektroskopie bei
260 nm mit  dem NanoDrop-Spektrophotometer  oder  durch
Fluoreszenzspektroskopie mit dem Qubit™ Fluorometer.

Verwenden Sie bei der Spektralphotometrie den Elutionspuffer aus dem
DNA-Extraktionskit, um den Blank zu messen. Das Verhaltnis Azso/Azso sollte
im Bereich von 1,7 - 1,9 liegen, wahrend das Verhaltnis Azso/A230 im Bereich
von 1,8 - 2,3 liegen sollte.

Fir die fluorometrische Quantifizierung der DNA kann das Qubit™
Fluorometer entweder mit dem Qubit 1x dsDNA HS Assay-Kit oder dem
Qubit dsDNA BR Kit verwendet werden.

Fir die Verwendung mit dem Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit
verdinnen Sie die DNA-Proben auf eine optimale Konzentration von
2,0 ng/uL. Bereiten Sie die Verdinnung vor der Verwendung frisch zu.
Verwenden Sie nuklease-freies Wasser als Verdiinnungsmittel.

Der Inputbereich fir das Kit liegt bei 0,125 -2,0 ng DNA pro
Py Reaktion, der optimale Input ist 2 ng DNA pro Reaktion unter
1 Standardbedingungen fiir hochste Sensitivitat. Ein Input unter
0,125 ng kann zu unvollstdndigen Profilen flhren, ein héherer
Input kann zu Pull-up-Peaks fiihren.

DNA Lagerung
Die DNA sollte unverdinnt bei -25 °C bis -15 °C fur die Langzeitlagerung

oder gemal den Angaben des Herstellers des DNA-Isolierungskits gelagert
werden.
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Vorbereitung der Kontrollproben

Positivkontrolle PC

Tauen Sie die Control DNA XY82 auf, homogenisieren Sie sie durch
Vortexen, gefolgt von einer kurzen Zentrifugation.

Verdinnen Sie die Control DNA XY82 1:2 von 2,0 ng/uL auf 1,0 ng/uL mit
dem Nuclease-Free Water.

Homogenisieren Sie die verdinnte PC durch kurzes Vortexen und
anschlieBendes kurzes zentrifugieren (ca. 10 s). Lagern Sie die verdunnte
Positivkontrolle nicht.

Verwenden Sie immer eine frisch hergestellte Verdiinnung der
Control DNA XY82.

No Template Kontrolle NTC

Verwenden Sie das im Kit enthaltene Nuclease-Free Water als No-Template
Kontrolle (NTC) anstelle einer Probe.

Mastermix Ansatz

Entfernen Sie die folgenden Komponenten aus dem Mentype® DIPscreen
PCR Amplification Kit fir das Master Mix Setup:

®=  Nuclease-Free Water (hellblauer Deckel)

= Reaction Mix A (violetter Deckel)

= Mentype® DIPscreen Primer Mix (roter Deckel)
= Multi Tag 2 DNA Polymerase (weil3er Deckel)

Alle gefrorenen Komponenten werden bei Raumtemperatur (22 °C bis 28 °C,
ca. 30 min, lichtgeschitzt) aufgetaut und durch Umdrehen der Réhrchen
oder leichtes Vortexen homogenisiert. Danach werden die Reagenzien kurz
zentrifugiert (ca. 10s). Um die Grundsatzen der guten Laborpraxis
einzuhalten, ist es ratsam, die Multi Tag 2 DNA Polymerase vor der
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Herstellung des Mastermixes so lange wie mdglich in einer gekihlten
Umgebung (z. B. auf einer Kihlvorrichtung) aufzubewahren.

Schwenken, um eine langere Stabilitat zu erreichen - vortexen

f Mischen Sie die Multi Tag 2 DNA Polymerase durch
Sie das Enzym nicht.

Bereiten Sie den PCR-Mastermix gemaf Tabelle 4 in einem PCR-Gefall
geeigneter Grole fiur die Gesamtzahl der zu testenden Proben in einem
daflr vorgesehenen sauberen Bereich zu. Beziehen Sie mindestens eine PC
und eine NTC in Ihre Berechnung pro Lauf ein.

Als Richtwert gilt: Wenn Sie weniger als 10 Proben testen,

verwenden Sie genug Mastermix fir eine zusatzliche Probe.

1 Wenn Sie 10 oder mehr Proben testen, verwenden Sie ein
Uberschissiges Mastermixvolumen von + 10 %.

Tabelle 4 PCR Mastermix Ansatz, * Das Volumen hangt von der DNA-Konzentration
ab. Wenn ein hoheres Volumen an DNA-Template verwendet wird, muss das Volumen des
Nuclease-Free Water angepasst werden. Das Gesamtreaktionsvolumen pro Reaktion (Rkt.)
muss immer 25,0 pL betragen.

Volumen je Reaktionsanzahl ‘

Komponente 1 Rkt. 5 Rkt. 10 Rkt. |
Nuclease-Free Water* 13,4 uL 67,5 uL 134,0 L
Reaction Mix A 5,0 L 25,0 yL 50,0 uL
Mentype® DIPscreen Primer Mix 5,0 uL 25,0 L 50,0 pL

Multi Tag 2 DNA-Polymerase 0,6 uL 2,4 uL 6,0 uL
DNA-Template oder Kontrollprobe 1,0 pL* 5x1,0uL*  10x1,0 pL*
Gesamtvolumen 25,0 uL 125,0 uL 250,0 L

Mischen Sie den Mastermix durch leichtes Vortexen und zentrifugieren Sie
die Mischung anschlielRend kurz.
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Aliquotieren Sie 24,0 uL des PCR-Mastermixes in vorbereitete 200 uL PCR-
Gefalie und zentrifugieren Sie die geschlossenen Gefalte kurz.

Anwendung von DNA-Templates und Kontrollen

Geben Sie 1,0 yL der folgenden Probentypen in die vorbereiteten PCR-
GefalRe mit dem PCR-Mastermix.

NTC: 1,0 uL Nuclease-Free Water anstelle einer Probe hinzufiigen.

Probe: 1,0 uL der vorbereiteten, verdinnten gDNA-Proben (2,0 ng/uL)
hinzuftigen.

PC: 1,0 yL der vorbereiteten, 1:2 verdiinnten Control DNA XY82 (1,0 ng/uL)
anstelle einer Probe hinzufuigen.

° Bereiten Sie zuerst die NTC vor, um Kontaminationen der
1 Kontrolle zu vermeiden. Bereiten Sie die PC zuletzt vor, um
Kreuzkontaminationen der Proben zu vermeiden.

Verwenden Sie pro Lauf mindestens eine Positivkontrolle (PC)
A und eine No Template Kontrolle (NTC). Andernfalls kann der
Lauf nicht validiert werden.

Alle PCR-R&hrchen verschlieRen, vorsichtig vortexen und abzentrifugieren.

PCR-Amplifikation

Programmieren Sie den PCR-Cycler mit dem folgenden Programm und
stellen Sie die Heiz- und Kihiraten (Ramping) auf 4 - 5 °C/s ein. Fiihren Sie
eine "Hot Start"-PCR durch, um die Polymerase zu aktivieren und die
Bildung unspezifischer Amplifikationsprodukte zu verhindern.

DISIFUO2v2de 20



Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit

Tabelle 5 PCR-Protokoll

Temperatur Zeit

94 °C 4 min

94 °C 30s

60 °C 120 s 28 Zyklen
72 °C 75s

68 °C 60 min

10 °C o halten

ﬁ Bei Thermocyclern soll das Ramping auf 4 - 5 °C/s eingestellt

werden, um eine optimale Signalbalance zu gewahrleisten.

HINWEIS

Py Grundlegende Informationen zur Einrichtung, Programmierung
1 und Wartung der verschiedenen PCR-Gerate entnehmen Sie
bitte dem Benutzerhandbuch des jeweiligen Gerats.

HINWEIS

Sehr geringe DNA-Mengen kdnnen zu statistischen Ausfallen
Py und Disbalance der Peaks fiihren. Eine Erhéhung der Anzahl
1 der PCR-Zyklen erhéht das Risiko einer Kreuzkontamination

durch minimale Mengen an Verunreinigungen. Aulierdem

koénnten unspezifische Amplifikationsprodukte auftreten.

DISIFUO2v2de 21



Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit

Kapillargelelektrophorese

Vorbereitung der PCR-Produkte

Nach Abschluss der PCR nehmen Sie die Proben aus dem Cycler und
zentrifugieren sie kurz.

Py Nach Abschluss der PCR kénnen die PCR-Produkte bis zu
1 4 Wochen bei 2 °C bis 8 °C oder langfristig bei -25 °C bis -15 °C
lichtgeschitzt gelagert werden.

Tauen Sie folgende Reagenzien auf, gefolgt von leichtem vortexen und
zentrifugieren:

= Hi-Di™ Formamid (nicht im Kit enthalten)
= Mentype® DIPscreen Allelic Ladder (griiner Deckel)
= DNA Size Standard BTO (550) (orangener Deckel)

Bereiten Sie den Denaturierungsmix wie in Tabelle 6 beschrieben vor und
fugen Sie eine oder zwei Reaktionen hinzu, um Pipettierschwankungen
auszugleichen. Rechnen Sie eine zusatzliche Reaktion fiir die Allelleiter ein.

Tabelle 6 Denaturierungsmischung

Komponente Volumen pro Reaktion
Hi-Di™ Formamid 12,0 L

DNA Size Standard BTO (550) 0,5 uL

Pipettieren Sie 12,0 uL der Denaturierungsmischung in die Wells einer PCR-
Platte (geeignet flr die Verwendung im Genetic Analyzer).

Geben Sie entweder 1,0 L PCR-Produkt oder 1,0 yL Mentype® DIPscreen
Allelic Ladder in die Wells hinzu. Die PCR-Platte mit einer geeigneten Folie
verschlielRen, vortexen und die Platte kurz zentrifugieren.
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Die Allelleiter wird verwendet, um die bei der Datenanalyse
° analysierten Fragmente korrekt zu bestimmen. In jedem
1 Fragmentlangenanalyselauf muss die Allelleiter mindestens
einmal  analysiert werden, um eine erfolgreiche
Datenauswertung zu gewahrleisten.

Die Kapillaren des Gelelektrophoresegerats diurfen niemals
trocken laufen. Wenn die Proben nicht alle Kapillarpositionen
besetzen, flllen Sie die zusatzlichen Wells der Platte mit 12,0 uL
Hi-Di™ Formamid entsprechend der Kapillaranzahl.

Denaturieren Sie die vorbereiteten PCR-Produkte auf einem PCR-Cycler fir
3 Minuten bei 95 °C und kihlen Sie die Proben anschlieRend im Cycler auf
4 °C ab. Zentrifugieren Sie die Proben vor der Fragmentlangenanalyse kurz
ab.

Analyse der Fragmentlange

Vor der ersten Fragmentldngenanalyse wird mit dem Matrix Standard BTS
multi (BIOTYPE GmbH) ein spektraler Abgleich der verwendeten
Fluoreszenzfarbstoffe fir das Mentype® DIPscreen PCR Ampilification Kit (6-
FAM™, BTG, BTY, BTO) durchgefiihrt.

Nutzen Sie fur die Installation des Matrix Standard BT5 multi

dessen Gebrauchsanweisung. Diese ist unter

1 www.biotype.de/ifus oder auf Anfrage Uber support@biotype.de
bei der BIOTYPE GmbH erhaltlich.
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Nachdem Vorbereitung des Analysegerates mit dem Matrix Standard BT5
multi erfolgreich durchgefiihrt wurde, importieren Sie die bereitgestellten
Gerateprotokolle fiir den 3500 Series Genetic Analyzer wie in Tabelle 7
beschrieben (www.biotype.de/template-files).

Tabelle 7 Bereitgestellte Dateien fiir den 3500 Genetic Analyzer
(www.biotype.de/template-files)

3500 Series Genetic Analyzer

POP-4™, 36 cm Kapillararray:
Instrument Protocol DIPscreenlVD_Instrument436.xml

POP-7™, 50 cm Kapillararray:

DIPscreenlVD_Instrument750.xml

Size Standard Protocol BTO_60-550_SizeStandard.xml

Sizecalling Protocol BTO_60-550_Sizecalling.xml

POP-4™, 36 cm Kapillararray:
Assay DIPscreenlVD_Assay436.xml
POP-7™, 50 cm Kapillararray:
DIPscreenlVD_Assay750.xml

Die Spezifikationen flir das erforderliche Gerateprotokoll sind in Tabelle 8
beschrieben. Nur die beschriebenen Parameter sollten angepasst werden,
die anderen Parameter sollten in der Standardeinstellung bleiben. Befolgen
Sie die Gebrauchsanweisung des Herstellers um die spezifischen
Betriebsparameter einzustellen.

Tabelle 8 Parameter fiir die Laufmodule der verschiedenen Kapillargel-
Elektrophoresegerate

Injection
Voltage
[kV]

Injection
Time [s]

Run Voltage [kV] Run Time [s]

36 cm Kapillararray:

3500 15

Series

Genetic 3.0 8 . - 1560
50 cm Kapillararray:

Analyzer 195
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Abweichend von den Werten inTabelle_8 kann die Laufzeit je nach Lange
des verwendeten Kapillararrays angepasst werden, aber es ist zwingend
erfolderlich, alle Fragmente (60 - 550 bp) des DNA Size Standard 550 (BTO)
zu analysieren.

Um ein Protokoll fir den GroRenstandard einzurichten, missen dem
orangen Panel die folgenden Grolen fir den DNA Size Standard 550 (BTO)
zugewiesen werden:

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 und 550 bp.

Die BIOTYPE GmbH stellt spezifische Templates fir die
° einfache Installation spezifischer Laufeinstellungen fir die
1 Fragmentldangenanalyse sowie Analysetemplates fur ein
einfaches Software-Setup von GeneMapper™ ID-X zur
Verfigung. Diese Vorlagen stehen zum Download bereit unter:
www.biotype.de/template-files
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Datenanalyse

Allgemeines Verfahren fir die Datenanalyse

+ Siehe Abschnitt Ablauf der

1. Laufvaliditat priifen Laufvalidierung

~~

2. Probenvaliditat
prifen

Y

3. Probenauswertung

+ Siehe Abschnitt Probenanalyse

+ Siehe Abschnitt Qualitative Analyse -
Identifizierung von informativen Loci

+ Siehe Abschnitt Semi-quantitative
Analyse - Chimédrismus-Analyse

HINWEIS

Die Datenanalyse muss entweder mit der ChimerisMonitor VD

Software oder der GeneMapper™|D-X Software (Thermo Fisher

1 Scientific) durchgefiihrt werden. Eine manuelle Auswertung der
fsa-Dateien oder Ergebnisse, die mit der Data Collection
Software des Gerates generiert wurden, ohne eine der beiden
beschriebenen Softwareoptionen zu nutzen, ist nicht validiert.
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Ablauf der Laufvalidierung

+ Valider DNA Size Standard 550 (BTO)
Cut-off: 2 50 RFU

= Valide Peakhéhe
Cut-off: 2 200 RFU

« Alle erwarteten Peaks sind vorhanden
(siehe Anhang Abbildung 6)

1. Valide Allelleiter

« Valider DNA Size Standard 550 (BTO)
Cut-off: 2 50 RFU
2. Valide « Valide Peakhohe
Positivkontrolle PC Cut-off: 2 200 RFU
« Alle erwarteten Peaks sind vorhanden
(siehe Anhang Abbildung 7)

+ Valider DNA Size Standard 550 (BTO)

3. Valide No Cut-off: 2 50 RFU
Template Kontrolle * Keine Peaks detektiert oberhalb des
NTC Cut-off = 200 RFU

(siehe Anhang Abbildung 8)

e Zur Beurteilung der Validitat sollte der Messbereich 50 - 560 bp
1 analysiert werden.

DNA Size Standard 550 (BTO)

Die Ermittlung der genauen Lange der amplifizierten Produkte hangt vom
Geratetyp, den Elektrophoresebedingungen und dem verwendeten DNA-
GrolRenstandard ab. Aufgrund der Komplexitat einiger Loci sollte die
GroRenbestimmung auf gleichmaRig verteilten Referenzen beruhen.

Uberpriifen Sie den DNA Size Standard 550 (BTO) in allen Proben auf die
folgenden Kriterien:

= Vorhandensein aller Fragmente bei: 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 und 550 bp
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= Alle Fragmente sind mit Peakhdéhen (ber dem Cut-off =250 RFU
vorhanden

=  Bestimmungsmal R?> 0,995.

= Die Peakhdhe der Fragmente nimmt mit zunehmender Fragmentlange
nicht kontinuierlich ab.

100 200 300 400 500

4000
800
£00
an} | 1 ‘

200 I ‘ |

60.0] [30.0/[100.0]120.0/140.0]160.0[150.0[200.0[220.0[240.0 260.0]280.0/300.0]320 0 340.0[360.0260.0/400.0| [425.0) [430.0] [475.0] [s00.0] [s25.0] [550.0

0.0 230.0

Abbildung 1 Elektropherogramm des DNA Size Standard 550 (BTO),
Fragmente mit Langen in bp

Mentype® DIPscreen Allelic Ladder

Nachdem der Grofienstandard validiert wurde, ist zu prifen, ob alle in der
Allelleiter verfugbaren Peaks mit Héhen Uber dem Cut-off 2200 RFU
vorhanden sind.

Py Die Mentype® DIPscreen Allelic Ladder enthalt Fragmente fir
1 jedes nachweisbare Allel. Bitte vergleichen Sie die Allele mit
Anhang Tabelle 20 und Abbildung 5.

Control DNA XY82 (PC)

Nachdem Sie den GroéRenstandard validiert haben, stellen Sie sicher, dass
ein vollstdndiges DNA-Profil aller spezifischen Peaks fir die PC mit Hohen
2 200 RFU vorhanden ist (siehe Tabelle 9). Bei der Control DNA XY82
handelt es sich um eine qualitative PCR-Kontrolle, um die Leistung der PCR
im Allgemeinen sicherzustellen.

Die Control DNA XY82 (siehe Anhang Abbildung 6) als Teil des Testkits
reprasentiert die folgenden Allele:
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Tabelle 9 Genotyp der Control DNA XY82, - = Deletion, + = Insertion

Locus Control DNA XY82 Locus Control DNA XY82
FAM-Panel (blauer Kanal) BTG-Panel (griiner Kanal)
Amelogenin XY HLD91 +/+
HLD106 ++ HLD23 -+
HLD70 -/+ HLD88 ++
HLD84 ++ HLD101 -+
HLD103 -[+ HLD67 -+
HLD104 -/+ HLD301 -+
HLD116 -[+ HLD53 +/+
HLD112 -/+ HLD97 -+
HLD307 +/+ HLD152 -+
HLD310 -/+ HLD128 -+
HLD110 -[+ HLD134 ++
HLD133 -/+ HLD305 ++
HLD79 +/+ BTY-Panel (gelber Kanal)
HLD105 -/- HLD48 -/-
HLD140 -[+ HLD114 -/-
HLD163 -/+ HLD304 -+
HLD131 ++
HLD38 ++
HLD82 ++

No Template Kontrolle NTC

Nachdem Sie den GrélRenstandard validiert haben, prifen Sie, dass im Bin-
Bereichs der NTC keine Peaks Uber dem Cut-off 2200 RFU detektiert
werden (siehe Anhang Abbildung 6)

Wenn Sie ChimerisMonitor IVD oder GeneMapper™ |D-X
Py zusammen mit den mitgelieferten Vorlagedateien fir die
1 Analysemethode verwenden, werden Peaks < 200 RFU
automatisch nicht mit dem Allelnamen versehen, was Ihnen die
Auswertung der Ergebnisse erleichtert.
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Artefakte wie kleine Dyeblobs kdnnen innerhalb der NTC
o verstarkt auftreten. Aufgrund der breiten Peakbasis, der
1 abnormalen Peakform und der fehlenden Peakzuordnung ist
eine Unterscheidung von Amplikonpeaks maglich.

Probenanalyse

Ablauf der Datenanalyse

+ Siehe vorheriger Abschnitt
1. Valider DNA Size

Standard 550 (BTO)
* Genotypisierungsproben:
Cut-off aller Peaks: = 200 RFU
2. Valide Peakh&hen + Monitoringproben:

Cut-off aller Peaks: 2 200 RFU
+ Keine Pull-Up Peaks
*  Genotypisierungsproben: min. 1,

3. Valide Anzahl an max. 2 Peaks pro Lokus

Peaks pro Lokus * Monitoringproben: min. 1,
max. 2 Peaks pro Lokus
* Monitoringproben: ausschliellich Allelpeaks
o aus Patienten und/oder Spenderprobe sind
4. Plausibilitat vorhanden

Mit der Software ChimerisMonitor IVD werden die beschriebenen
Validierungsschritte fir den Lauf und die Proben automatisch durchgefihrt.

Mit der GeneMapper™ ID-X Software und den spezifischen Templates der
BIOTYPE GmbH wird die Basisvalidierung automatisch durchgefiihrt.
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Qualitative Analyse - Identifizierung von informativen Loci

Im folgenden Abschnitt wird die Identifizierung und Differenzierung von
empfangerspezifischen Loci erlautert. Daher werden spenderspezifische
Loci als nicht-informativ definiert. Die Identifizierung informativer Loci erfolgt
anhand der Daten von Empfanger und Spender vor der Transplantation.
Beispiele siehe Tabelle 21 —Tabelle 22 im Anhang.

Mit der Software ChimerisMonitor IVD wird die Identifizierung von
informativen Loci automatisiert unterstitzt.

Informative Loci: Ein Allel in der Empfangerprobe kann in der
Spenderprobe nicht nachgewiesen werden.

Nicht-informative Loci: Loci, bei denen sich der/die
empfangerspezifische(n) Peak(s) mit dem/den spenderspezifischen Peak(s)
Uberschneiden, oder spenderspezifische Loci.

Semi-quantitative Analyse - Chimarismusanalyse

Die semiquantitative Chimarismusanalyse und zugrunde liegende
Berechnungen werden in der Literatur beschrieben, z. B. Clark et al. (2015)
[1] oder Nollet et al. (2001) [2]. Die Formeln fir die Quantifizierung hangen
von der Allelkonstellation im Locus ab und sind in der folgenden in Tabelle
10 (angepasst von Clark et al.2015) dargestellt. Der Chimarismuswert wird
fur jeden zuvor ausgewahlten informativen Locus berechnet. Anschliefiend
wird der Mittelwert aller lokusspezifischen Chimarismuswerte berechnet.

Die Auswertung der einzelnen SDwarker Wird empfohlen, um
Ausreilder zu identifizieren. Die SDwmarker fir Proben mit geringem
gemischten Chimarismus (<5% MC) solite 4 % nicht
Uberschreiten. Bei mittlerem bis hohem gemischtem
Chimarismus (>5 % MC) sollte die SDwmarker 10 % nicht
Uberschreiten. Wenn die SDwmarker die Grenzwerte Uberschreitet,
wird empfohlen, die MC-Werte der ausgewahlten Marker erneut
ohne AusreilRer zu analysieren.
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Tabelle 10 Semi-quantitative Chimarismusanalyse (nach Clark et al. [1

Szenario 1 Szenario 2
keine gemeinsamen Allele: ein gemeinsames Allel
Empfanger ist homozygot, Spender ist | (homozygot): Empfanger ist
homozygot, es werden keine Peaks heterozygot, Spender ist homozygot,
geteilt ein Peak wird geteilt
HD8d | HLDTOS ]
120 140
) ] B,/\
| [D8s] Empfanger [B165] Emptanger
120 140
B Bjk
] Spender Spender
Empfangeranteil: Empféangeranteil:
%Chiméirismus = L x 100 % %Chimarismus= x 100%
A+B ((B - A)) +A
2
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Datenanalyse mit ChimerisMonitor IVD

ChimerisMonitor IVD ist eine fortschrittliche Software fiir eine automatisierte
Datenanalyse, Laufauswertung und Chimarismusberechnung. Das
integrierte Patientenmanagementsystem ermdglicht die Uberwachung der
Chimarismuskinetik in  hochauflésenden Berichten, aber auch in
Diagrammen und tabellarischer Visualisierung.

Allgemeine Anweisungen zur Probenanalyse finden Sie in der
Gebrauchsanweisung der ChimerisMonitor IVD-Software.

Alle erforderlichen Analysevorlagen sind in der Testkitverwaltung der
ChimerisMonitor IVD enthalten. Diese enthalten sowohl Analysemethoden
als auch verknipfte Bin- und Panel-Vorlagen. Die Software fiihrt wahrend
des Lauf-Imports eine allgemeine, integrierte Laufauswertung gemaf dem
Abschnitt Ablauf der Datenanalyse durch. Fir eine allgemeine Beschreibung
des Ablaufes der Datenanalyse mit ChimerisMonitor IVD siehe Tabelle 11.

Die Datenanalyse muss entweder mit der ChimerisMonitor VD
Software oder der GeneMapper™|D-X Software (Thermo Fisher
Scientific) durchgefiihrt werden. Eine manuelle Auswertung der
1 fsa-Dateien oder Ergebnisse, die mit der Data Collection
Software des Gerates generiert wurden, ohne eine der beiden
beschriebenen Software-Optionen zu nutzen, ist nicht validiert.

Tabelle 11 Arbeitsablauf der Chimarismusanalyse mit ChimerisMonitor
IVD

Nr. Icon Arbeitsschritt

1 Probenimport

¥ Neuen Patienten anlegen. Eine Datenbank mit allen angelegten
Patienten wird in der Patientenverwaltung aufgefihrt.
Batch-Import:
- Wabhlen Sie das Testkit Biotype Mentype DIPscreen
% Alle Cut-offs fiir die korrekte Durchfiihrung und
Probenauswertung sind mit der jeweiligen Analysemethode
verknupft.
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Nr. Icon Arbeitsschritt

- Importieren Sie einen Lauf, der die fsa-Dateien der
Allelleiter, der positiven Kontrolle, der No Template Kontrolle
und der Proben enthalt.

- Probentypen manuell auswéahlen
(wichtig fiir die korrekte Peakzuordnung und
Chimarismusberechnung)

- Die allgemeine Lauf- und Probenauswertung wird von der
Software durchgefiihrt

ﬁ Offnen Sie die Batch Import Verwaltung

E} CE Probe zuweisen:

Wabhlen Sie eine Probe aus und ordnen Sie sie dem Patienten zu
Kontrollen prifen - ChimerisMonitor fuhrt eine integrierte
Qualitatsbewertung sowie eine Lauf- und Probenbewertung durch

Uberpriifen Sie das Allelleiter-Elektropherogramm und die
Size Calling Regression
Maogliche Qualitatswarnungen werden angezeigt:
[_f - Auswertung von Allelleitern beim Lauf-Import innerhalb
der Registerkarte
- Auf der Registerkarte FSA Import Fehler und Warnungen
im Patienteneditor
Uberpriifung Sie das Elektropherogramm der Positivkontrolle
. und der Positivkontrolle Size Calling Regression
i Die Auswertung von Positiv- und No Template Kontrolle
wahrend des Lauf-Imports zeigt mégliche Qualitdtswarnungen
an.
Uberpriifen Sie das Elektropherogramm No Template
Kontrolle und die No Template Kontrolle Siez Calling
] Regression
Die Auswertung von Positiv- und No Template Kontrolle
wahrend des Batch-Imports zeigt mogliche Qualitdtswarnungen
an

N

3 Probenbewertung

Uberpriifen Sie das Proben-Elektropherogramm
Eine korrekte Peakzuordnung ist fir eine genaue Definition
L informativer Marker und eine solide Chimarismusberechnung
unerlasslich.
Die Probenqualitatspriifung wahrend des Lauf-Imports zeigt
mogliche Qualitatswarnungen an
Uberpriifung des GroRenstandardregression der Probe.
Lant Die Probenqualitatspriifung wahrend des Lauf-Imports zeigt
mogliche Qualitdtswarnungen an

4 Definition von informativen Markern
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Nr. Icon Arbeitsschritt

Neue Transplantation anlegen:
Vordefinierte Marker kdnnen fur die Patienteniberwachung
ausgewahlt werden

5 Chimarismusanalyse
Chimérismus berechnen:

A2A Vorausgewahlte Marker fiir die Chimarismusanalyse werden
o angezeigt und der Chimarismus wird berechnet (Einzelmarker-
Chimarismus, Gesamtchimarismus und Standardabweichung)
6 Report

Report erstellen:
|'; Einzelwerte und Chimarismuskinetik werden im Zeitverlauf
angezeigt (Tabelle und Grafik, Dateiformat pdf oder csv)

7 Aufbau eines datenbankgestitzten Systems fiir die Patientenverwaltung

Datenanalyse mit GeneMapper™ ID-X

Vorbereitung der GeneMapper™ ID-X-Software

Allgemeine Hinweise zur Anwendung und Probenanalyse finden Sie im
Benutzerhandbuch der GeneMapper™ ID-X Software.

Die Allelzuordnung soll mit der Analysesoftware GeneMapper™ ID-X in
Kombination mit den Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit Template
Files der BIOTYPE GmbH durchgefiihrt werden. Die BIOTYPE-Templates
(siehe Tabelle 12) sind auf unserer Homepage (www.biotype.de/template-
files) als Download oder auf Anfrage Uber support@biotype.de erhaltlich.
Der Arbeitsablauf der Chimarismus-Analyse mit der GeneMapper™ ID-X
Software ist in Tabelle 13 dargestellit.
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Tabelle 12 BIOTYPE GmbH Vorlagen fiir GeneMapper™ ID-X Software ,
Vorlagen speziell fiir * POP-4™ oder § POP-7 ™ Anwendung

Template Name des Templates
Panels* DIPscreenlVD_Panel4_v1x* oder hiher
DIPscreenlVD_Panel7_v1x$

. N DIPscreenlVD_Bins4_v1x* .
2H0 Sk DIPscreenlVD_Bins7_v1x$ o eis?
Size Standard* BTO_60-550_v1x oder héher

. N DIPscreenlVD_Analysis4_v1x* .
ATEIRE (1 oiines DIPscreenlVD_Analysis7_v1x$ 0 el
Plot Settings PlotsBT5_4dyes
. Tabelle fiir 2 Allele

Table Settings Tabelle fiir 10 Allele

*Diese Templates missen immer fir die Datenanalyse verwendet werden.
Die anderen Templatedateien sind optional.

Der Import und die Allelzurodnung mit bereitgestellten
Templatedateien ist nur gewahrleistet, wenn die
GeneMapper™ID-X Software verwendet wird. Wenn die
GeneMapper™ Software verwendet wird, kdnnen bei einigen
Templatedateien Importprobleme auftreten. Maoglicherweise
mussen Sie die Panels und Bins mit einem oder mehreren
Durchlaufen der Allelleiter an lhr spezifisches Gerate-Setup
anpassen. Kontaktieren Sie uns flr  Unterstutzung
(support@biotype.de).
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Tabelle 13 Arbeitsablauf der Chimarismus-Analyse mit GeneMapper™
ID-X

Nr. lIcon Arbeitsschritt

1 Software-Vorbereitung
Panel Manager
Importieren Sie die mitgelieferten Templatedateien fir Panel,
Bins
GeneMapper™ ID-X Manager
Importieren Sie die mitgelieferten Templates flr

Analysemethode und GréRenstandard
2 Probenimport
Add Samples to Project (Proben zum Projekt hinzufligen)

- Durchsuchen Sie den Laufordner, wahlen Sie ihn aus und Add
to List = Add

3 Probenanalyse

Markieren Sie die folgenden Eigenschaften in den
entsprechenden Spalten des Probenblatts und wahlen Sie
Analyze.

Spaltenname  Wabhlen Sie

Sample Typ Allelic Ladder, Positive Control, Negative
Control oder Sample

Analysis Wahlen Sie das zuvor importierte BIOTYPE
> Method GmbH Template
DIPscreenlVD_Auswertung_v1x

Panel Wahlen Sie das zuvor importierte BIOTYPE
GmbH Template
DIPscreenlVD_Panel_v1x

Size Standard  Wabhlen Sie das zuvor importierte BIOTYPE
GmbH Template
BTO_60-550_v1x

4 Kontrollen tUberprifen
Uberpriifung der Validitat der Kontrollen (Allelleiter,
m Positivkontrolle, No Template Kontrolle)
il Bei ausreichenden Peakhéhen erfolgt die Zuordnung geman
den Angaben in der Analysemethode
5 Probenbewertung
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Nr. Icon Arbeitsschritt

Prifen Sie die Validitat der Probe.

m Bei ausreichenden Peakhéhen erfolgt die Zuordnung geman
den Angaben in der Analysemethode

W Wenn Peaks nicht zugeordnet werden, obwohl ausreichende
Hohen erreicht werden, ist eine manuelle Zuordnung maoglich.
Bitte prifen Sie alle Peakzuordnungen auf Plausibilitat.

6 Definition von informativen Markern
Vergleichen Sie die Genotypen des Empfangers und des
w34 Spenders und identifizieren Sie dann manuell informative
Marker (siehe Anhang,Beispiele fur die qualitative Bewertung
von locii)
7 Chimarismusanalyse
_ Exportieren Sie die Sizing Table und berechnen Sie die
Chimarismuswerte gemal der Tabelle 10 - siehe KapitelSemi-

quantitative Analyse - Chimarismusanalyse ist

HINWEIS

Unter Verwendung der mitgelieferten Tenplatedateien fir die

Analysemethode, Bins und Panels und der Auswahl des

entsprechenden Probentyps wird die Gultigkeit dieser Proben

von der Software automatisch Uberprift. Die

1 Qualitatskontrolliflags SOS (Sample off-Scale), SQ (Sizing
Quality), OMR (Outside Marker Range) mussen bei
bestandener Validitat griin hinterlegt sein.

Verwenden Sie den Size Match Editor in GeneMapper™ ID-X,
Py um den GréRenstandard zu bewerten. Wenn ein automatisches
1 Fragment-Calling fehlgeschlagen ist, kdnnen die Tripletts
80/90/ 100 bp und 240 / 250 / 260 bp fir eine Orientierung bei

der manuellen Peakzuweisung verwendet werden.
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Troubleshooting

Die Post-PCR-Analyse und automatische Allelzuordnung mit geeigneter
Analysesoftware  gewahrleistet eine prazise und zuverlassige
Unterscheidung der Allele. Eine automatische Berechnung des
Verhéltnisses zwischen Spender- und Empfanger-DNA sowie der
Standardabweichungen und Nachweisgrenzen kann direkt aus den
Rohdaten einer Fragmentlangenanalyse gewonnen werden. Wenn
Ergebnisse, die mit dem Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit erzielt
wurden, mit Ergebnissen aus zytologischen Analysen abgeglichen werden
sollen, muss sichergestellt werden, dass die zytologischen Analysen mit
mindestens 200 Leukozyten durchgefiihrt wurden.

Pull-up-Peaks

Pull-up-Peaks kénnen auftreten, wenn die Peakhdhen aulerhalb des
linearen Detektionsbereichs liegen oder wenn eine falsche Matrix verwendet
wurde. Sie kdénnen an den Positionen bestimmter Peaks in anderen
Farbpanels auftreten, typischerweise mit niedrigeren Signalintensitaten. Bei
regelmaliger Beobachtung sollten Sie die Matrixgenerierung wiederholen
und auf zu hohen DNA-Input prifen.

Template-unabhangige Addition von Nukleotiden

Aufgrund ihrer terminalen Transferase-Aktivitat neigt die Multi Tag 2 DNA
Polymerase dazu, ein Adenosin-Radikal an das 3'-Ende der amplifizierten
DNA-Fragmente anzuhangen. Der Artefaktpeak ist eine Base kirzer als
erwartet (-1 bp Peaks). Alle BIOTYPE-Primer sind so konzipiert, dass diese
Artefakte minimiert werden. Die Artefaktbildung wird durch den
abschlielenden Extensionsschritt des PCR-Protokolls bei 68 °C fir 60 min
weiter reduziert. Die Peakhdhe des Artefakts korreliert mit der DNA-Menge.
Die Laboratorien sollten ihre individuellen Grenzwerte fiir die Analyse der
Peaks festlegen.

Artefakte

Die Raumtemperatur kann das Laufverhalten von PCR-Produkten auf
Multikapillargeraten beeinflussen und es kénnen Schulterpeaks oder Split-
Peaks auftreten. AuBerdem kann die automatische Zuordnung in einigen
Fallen beeinflusst werden. Wenn diese Effekte auftreten, empfehlen wir, die
Probe bei einer hheren Raumtemperatur erneut zu injizieren und eventuell
mehr als eine Allelleiterprobe pro Lauf zu verwenden.
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Artefakte wie dye blobs kdnnen ebenfalls in den Proben und noch deutlicher
in der NTC auftreten. Aufgrund der breiten Peakbasis, der abnormalen
Peakform und der fehlenden Peakzuordnung ist eine Unterscheidung von
Amplikonpeaks moglich.

Pipettierungenauigkeiten

Die Robustheitsanalyse des Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kits hat
gezeigt, dass das Kit gegenlber geringfiigigen Abweichungen vom
beschriebenen Protokoll (+/- 10 % Abweichung) robust ist. Eine mittlere
Abweichung (+/- 20 %) vom beschriebenen Protokoll kann fur die Analyse
von gemischtem Chimarismus kritischer sein (insbesondere bei niedrigen
Chimarismusanteilen). Besonderes Augenmerk ist auf den Reaction Mix A
zu legen. Eine Abweichung von —20 % beim Pipettieren dieses Puffers kann
zu einer erheblichen Verringerung der Signalhdhe oder sogar zu nicht
nachweisbaren Markern fihren. Um etwaige Abweichungen zu minimieren,
empfehlen wir die Verwendung kalibrierter Pipetten, prazises Pipettieren und
grundliches Mischen.

Ausreifler

Die Auswertung der Standardabweichung innerhalb der Marker (SDwarker)
wird empfohlen, um AusreilRer zu identifizieren. Wenn die SDwmarker fiir Proben
mit geringem gemischten Chimarismus (< 5 % MC) 4 % und fir Proben mit
mittlerem bis hohem gemischten Chiméarismus (> 5 % MC) 10 % Ubersteigt,
sollte eine erneute Analyse der MC-Werte ohne diesen spezifischen
Ausreil3er in Betracht gezogen werden.

Einfluss der Polymere

Das Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit wurde fiir die Analyse auf
POP-4™ und POP-7™ Polymer validiert und zertifiziert.

Bei Verwendung des Polymers POP-7™ koénnen im vorderen Teil der
Elektropherogramme dye blobs auftreten. Insbesondere wurden dye blobs
bis zu einer Grofie von 110 bp im blauen Kanal beobachtet, die den HLD106-
Locus beeintrachtigen kénnten. Uberpriifen Sie die Elektropherogramme auf
solche Effekte, bevor Sie die Chimarismusanalyse durchfihren.

Die Verwendung anderer Polymere (z.B. POP-6™) koénnte das
Laufverhalten bestimmter PCR-Produkte beeinflussen. Auflerdem kann sich
das Hintergrundrauschen durch das unterschiedliche Verhalten freier
Fluoreszenzfarbstoffe erhéhen.
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Leistungsbewertung

Analytische Spezifitat

Die automatische Allelzuweisung mit der Allelleiter und die Konkordanz der
Allelzuordnung im Vergleich zur Vortypisierung der Test-DNAs mittels
anderer Methoden (andere PCR-Kits) wurde unter Verwendung der
Genemapper™ID-X Software getestet.

Es wurden einundachtzig vorcharakterisierte DNA-Proben mit dem
Mentype® DIPscreen PCR Ampilification Kit untersucht. Vollstandige Profile
mit Peakhdéhen =200 RFU konnten detektiert. Nach Bestimmung der
testspezifischen Gerateeinstellungen konnten allen DNA-Proben fir alle
DIP-Systeme und den Amelogenin-Marker der korrekte Genotyp zugeordnet
werden. Zusatzlich wurde die Primerspezifitat des Mentype® DIPscreen PCR
Amplification Kits untersucht. Es wurden keine unspezifischen,
fehlgeprimten PCR-Produkte beobachtet, was die Primerspezifitdt des
Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kits bestatigt.

Interferenzen und Kreuzreaktionen

Potenzielle Storfaktoren, die die Ergebnisse des Messverfahrens
beeinflussen kénnten, wurden in Ubereinstimmung mit den Empfehlungen
der CLSI-Leitlinien EPO7 (3. Auflage), EP37 (1. Auflage) bewertet. Fir das
Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit wurden die endogenen und
exogenen Interferenten bestimmt, deren maximal zu erwartende
Konzentration (Cmax) in der PCR-Reaktion gemaf den Richtlinien getestet
und bei Auftreten von Interferenzen weitere Konzentrationen getestet, bei
der keine Interferenz mehr nachweisbar ist.

Die Ergebnisse zeigten eine stérende Wirkung des endogenen Interferenten
Blut, das mit 2,57 E- 03 % v/v in der PCR-Reaktion getestet wurde. Hierbei
konnten Auswirkungen auf die Vollstandigkeit des Profils der Einzelgenotyp-
DNA beobachtet werden. Darliber hinaus wurden Abweichungen von der
unbehandelten Gruppe bei den gemischten Chimarismusproben
beobachtet, die mit 2%, 5% und 30 % MC gemessen wurden. Die
Ergebnisse lagen aullerhalb der Genauigkeitsgrenzen und zeigten somit
eine Stérung der PCR-Reaktion. Eine Blutkontamination kann jedoch in der
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PCR-Reaktion oder in der isolierten DNA-Suspension durch eine
orangefarbene Farbung erkannt werden. Geschulte Labormitarbeiter sollten
beobachten, ob eine Farbveranderung vorliegt, und die DNA-Isolierung
wiederholen, um jegliche Interferenz zu vermeiden.

Bei den exogenen Interferenten zeigten EDTA, Natriumcitrat, Ethanol,
Acetylsalicylsdure, Metoclopramid und Cyclosporin keine stdrenden
Auswirkungen bei den jeweiligen Cmax. Ein vollstdndiges Profil der
Einzelgenotyp-DNA XY 1726 konnte gezeigt werden. Die Abweichungen von
der unbehandelten Gruppe, die fur die gemischten Chimarismus-Proben bei
2%, 5% und 30 % MC beobachteten wurden, lagen innerhalb der
Genauigkeitsgrenzen.

Bei den exogenen Storfaktoren Heparin, Proteinase K und Methotrexat
wurde eine Interferenz bei dem von CLSI EP37 (1.-Auflage) empfohlenen
Cmax beobachtet. Weitere Verdinnungen wurden getestet, bis keine
Interferenz mehr nachweisbar war. Bei Heparin 2,36E- 02 mg/dL, bei
Proteinase K 3,22 E- 06 % v/v und bei Methotrexat 13,6 mg/dL wurde keine
Interferenz festgestellt.

Die Blutantikoagulanzien EDTA, Natriumcitrat und Heparin wurden
zusatzlich mit den empfohlenen Isolierungskits getestet. Es wurde kein
Einfluss auf die analytische Leistung festgestellt. Wir gehen davon aus, dass
die Arbeitsablaufe der Isolierungskits die getesteten Stérsubstanzen, die von
Antikoagulanzien und DNA-Isolierungsreagenzien stammen, eliminieren.
Das Chemotherapeutikum Methotrexat zeigte bei der getesteten
Konzentration im Vergleich zum Referenzblank keine Interferenzen.
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Tabelle 14 getestete Konzentrationen von endogenen und exogenen
Storfaktoren.

Nicht-
Art des . : :
Interferenten Kategorie Interferent |nterfer|erepde
Konzentration
Endogen Vollblutbestandteile Vollblut nicht getestet
EDTA 0,099 mg/dL
Gerinnungshemmende : . 8,23 E- 05 %
Mittel Natrium, Citrat vivin PCR
. 2,36 E- 02
Heparin mg/dL
3,22 E- 06 %
Proteinase K v/v in der PCR-
Reaktion
Exogen DNA-Isolationsmittel 270 E-03 %
Ethanol v/vin PCR-
Reaktion
. Aspirin
Analgetika und (Acetylsalicylsd 3 mg/dL
Antipyretika ure)

Antiemetisches Mittel ~ Metoclopramid 0,225 mg/dL

Che_motherapeutlsche Methotrexat 13,6 mg/dL
s Mittel

Immunsuppressives .

Mittel Cyclosporin 0,18 mg/dL

Analytische Sensitivitat

Humane gDNA kann im Bereich von 0,125 ng bis 2,00 ng Input genotypisiert
werden. In diesem Bereich kénnen vollstandige Profile aller DIP-Marker und
Amelogenin ohne Fehler gemessen werden. Wir empfehlen 1,00 ng als
optimale Inputmenge fir eine akzeptable Vollprofilanalyse. Fir den
Nachweis von gemischtem Chimarismus mit optimaler Sensitivitat haben wir
verschiedene Inputmengen getestet. Um eine eingeschrankte Sensitivitat
bei geringen Inputmengen zu vermeiden, haben wir 2,00 ng DNA als
optimale Inputmenge fir den Nachweis von gemischtem Chimarismus
definiert.
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Die Linearitdt wurde auf der Grundlage der Richtlinie CLSI-EPO6Ed2
(2. Ausgabe) bewertet. Die Linearitat wurde mit sechs verschiedenen
gemischten Chimarismus-Proben getestet. Jede gemischte
Chimarismusprobe wurde verdinnt, um den Empfangerchimarismus von
1 % bis 90 % abzudecken (1 %, 2 %, 5 %, 10 %, 30 %, 50 %, 70 %, 90 %).
Die akzeptable Abweichung von der Linearitat (ADL) wurde fur Proben mit
einem Empfangerchimarismus von bis zu 10 % mit 4 % festgelegt, um nur
geringe  Abweichungen in diesem Bereich zuzulassen. Fur
Empfangerchimérismus > 10 % wurde die ADL auf 10 % festgelegt, um
mittlere Abweichungen von der Linearitdt zu ermoéglichen. Die erwarteten
und vorhergesagten Werte lagen bei allen Proben unterhalb der ADL, was
die Linearitat fir den getesteten Chimarismus-Messbereich bestatigt.

WLS regression

Reference chimerism

0.0 1 I 1 I 1
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Measured chimerism

Abbildung 2 Beispiel firr die gewichtete Regression verschiedener
Chiméarismuskonzentrationen fiir das Chimarismusgemisch 82+1180.
Die Regression ergab ein Bestimmtheitsmall von 0,994, was ein hohes Mall an
Linearitat zwischen den gemessenen und den erwarteten Werten iber den gesamten
Testbereich von 1 % bis 90 % Empfangerchimarismus bestatigt.

Der Limit of Blank (LoB) wurde an 31 Einzelgenotyp-DNAs an drei
verschiedenen Tagen mit zwei verschiedenen Kit-Chargen getestet. Die LoB
far gemischten Chimarismus wurde mit dem nichtparametrischen Ansatz
von CLSI - EP17-A2 berechnet (a= 0,05, 2. Auflage). Es wurden nur
informative Marker analysiert. Das Ergebnis bestatigte einen LOB von
0,49 %.
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Unter Verwendung von 2,00 ng DNA haben wir drei verschiedene gemischte
Chimarismusproben mit Konzentrationen von 0,50 % bis 3,00 % getestet.
Alle Proben wurden mit zwei verschiedenen Kit-Chargen getestet. Unter
Verwendung der Probit-Analyse (CLSI - EP17-A2, 2. Auflage) mit einem
Konfidenzniveau von 95 % betrug die resultierende Nachweisgrenze (LoD)
fur Charge 1 1,36 % und 1,39 % fur Charge 3. Der daraus resultierende LoD
betragt 1,39 % gemischter Chimarismus.

Tabelle 15 LoD fiir Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit unter
Verwendung informativer Marker

Charge LoD (% gemischter Chimarismus) Ngesamt
Charge 1 1,36 % 252
Charge 3 1,39 % 252

Das Prazisionsziel fur die Bestimmungsgrenze wurde gema CLSI - EP17-
A2 (2. Auflage) festgelegt. Fur den Nachweis von Chiméarismus an der LoD
definierten wir das Prazisionsziel anhand des Westgard-Modells
(TE = Ibiasl + 1,96 s; (Westgard et al. 1974 [3])) und der Bias und Prazision
des Assays. Die resultierende gepoolte Standardabweichung lag mit 0,45 %
unter dem TE-basierten Prazisionsziel von 1,77 %, was eine akzeptable
Genauigkeit bei der LoD bestatigt.

Genauigkeit

Die Ungenauigkeit und der Bias kann zwischen verschiedenen
Chiméarismusgehalten variieren. Der Bereich des gemischten Chimarismus
(MC) kann zur Analyse in drei Intervalle unterteilt werden, wie bei Pettersson
et al. (2021) [4] beschrieben. Fur jedes Intervall wurden angepasste
Akzeptanzkriterien festgelegt. Die Intervalle sind:

e Niedriger MC mit < 5 % Anteil des zweiten Genotyps
e Medium MC mit 5 - 20 % Anteil des zweiten Genotyps
e Hoher MC mit > 20 % Anteil des zweiten Genotyps

Die Analyse der Genauigkeit erfolgte auf der Grundlage der CLSI -
EP21Ed2E-Leitlinie (2. Ausgabe). Der im Vergleich mit Referenzmaterial
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gemessene Bias und die in einer Multisite-Studie gemessene Unprazision
(Reproduzierbarkeit) wurden zur Berechnung eines Sigma-Werts auf der
Grundlage der Sigma-Metrik verwendet (Westgard et al. 2018 [3]). Der
annehmbare = Gesamtfehler ~wurde auf der Grundlage der
Verzerrungsschatzungen der Linearitatsstudie und der berichteten
Unpréazision fir STR-basierte PCR-Assays fir die Chimarismusanalyse
ermittelt (Pettersson et al. 2021 [4]). Die resultierenden Werte von sigma
zeigten eine gute Genauigkeit fur niedrige und mittlere MC-Intervalle und
eine ausgezeichnete Genauigkeit fir hohe MC-Intervalle.

Tabelle 16 Sigma-Werte fiir gemischten Chiméarismus
Probe Sigma-Wert

2 % gemischter Chimarismus
5 % gemischter Chimarismus

30 % gemischter Chimarismus

Wahrhaftigkeit

Die Bewertung des Bias basierte auf Referenzmaterial von drei
verschiedenen  Ringversuchsanbietern (3  verschiedene  externe
Qualitatskontrollprogramme). Die Verzerrung wurde fiir die Differenz
zwischen dem Ergebnis des Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit und
dem Referenzwert berechnet:

AMC = Reference MC — Mentype DIPscreen MC

Die Berechnung der Verzerrung basiert auf der Leitlinie CLSI - EPO9Ed3cE
(3. Auflage) und verwendete den Durchschnitt der AMC-Werte, da eine
Normalverteilung nachgewiesen wurde (Shapiro-Wilk-Normalitatstest,
a = 0,05). Entsprechend den Referenzwerten wurden die Proben in die drei
Teilintervalle fur MC unterteilt, wie oben beschrieben (Kapitel Genauigkeit).
Die resultierende Verzerrung lag zwischen -0,68 und 0,74.
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Tabelle 17 Bias (Durchschnitt von AMC) fiir niedrige, mittlere und
hohe MC

niedriger MC Medium MC hoher MC
(<5 %) (5 - 20 %) (> 20 %)

Bias
(Durchschnitt von

AMC))

Neben der Bewertung des Bias haben wir das Mentype® DIPscreen PCR
Amplification Kit mit einer Referenzmethode verglichen. Die
Referenzmethode des PCR-basierten Mentype® Chimera® PCR
Amplification Kit analysiert Short Tandem Repeats (STR), um zwischen zwei
Individuen (Genotypen) zu unterscheiden. Beide Methoden wurden mit 97
Patientenproben gemessen, die einen unterschiedlichen Gehalt an
gemischtem Chiméarismus aufwiesen. Der resultierende
Bestimmungskoeffizient von 0,9963 bestatigte eine hohe Korrelation
zwischen den beiden Methoden.

100
R?=0.9963 i

Mentype® DIPscreen

(3]
o
RN RN NN |

Mentype® Chimera®

Abbildung 3 Vergleich der Referenzmethoden von Mentype® DIPscreen
PCR Amplification Kit und Mentype® Chimera® PCR Amplification Kit.
Die lineare Regression auf der rechten Seite zeigt eine akzeptable Korrelation mit
einem Bestimmtheitsmal} von 0,9963.
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Prazision

Wir haben die Wiederholbarkeit und Reproduzierbarkeit des Assays auf der
Grundlage der ISO 5725-2:2022-05 und der CLSI - EP05 (3. Auflage)
bewertet. Gemischte Chiméarismus-Proben, die den Chiméarismus-
Messbereich (2 %, 5 %, 30 %, 70 %) abdecken, wurden in einer 5x5x 3
(Tag x Replikat x Standort) Multisite-Studie ausgewertet. Die
Wiederholbarkeit fur gemischten Chiméarismus lag zwischen 0,60 % und
1,68 % Standardabweichung (SD) des gemischten Chimarismus und die
Reproduzierbarkeit lag zwischen 0,63 % und 1,75 % SD des gemischten
Chimarismus.

Grenzwert fir die Analyse (Cut-off)

Wir haben den Assay-Cutoff fiir das Mentype® DIPscreen PCR Amplification
Kit auf der Grundlage der Berechnung der Allelhdufigkeit der verschiedenen
amplifizierten Marker bewertet. Proben von 81 Personen wurden mit dem
Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit analysiert. Die sich daraus
ergebenden Allelhdufigkeiten wurden zur Berechnung spezifischer
forensischer Diskriminierungsparameter verwendet, die auch fur die
Chimarismusanalyse relevant sind, wie z.B. der Polymorphismus-
Informationsgehalt (Polymorphism information content, PIC), die erwartete
Heterozygotie (HET) und die Diskriminierungskraft (Power of Discrimination,
PD), die die Fahigkeit eines genetischen Markers oder einer Gruppe von
Markern zur Unterscheidung zwischen verschiedenen Individuen innerhalb
einer Population anzeigt. Die PIC- und HET-Werte zeigen die hoch
polymorphen INDELs und eine hohe Heterozygotierate fiir das Mentype®
DIPscreen PCR Amplification Kit. Die PD fiir alle DIP-Marker liegt zwischen
0,5146 und 0,6581, was technisch gesehen die Unterscheidung von zwei
Individuen auf der Grundlage von mindestens einem Marker ermdglicht, aber
die PD steigt, wenn mehr Marker in Kombination verwendet werden.
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Tabelle18 Diskriminierungswahrscheinlichkeit aller im Mentype®
DIPscreen PCR Amplification Kit enthaltenen Marker. PIC, PD und HET
wurden fir jeden Marker basierend auf der Analyse von 81 Individuen berechnet.

Marker PIC HET PD
AM 0,3384 0,4341 0,4664

HLD106 0,3066 0,3804 0,5301
HLD70 0,3744 0,5019 0,6572
HLD84 0,3695 0,4921 0,6328
HLD103 0,3703 0,4938 0,6389
HLD104 0,3651 0,4835 0,6389
HLD116 0,3736 0,5003 0,5322
HLD112 0,3725 0,4982 0,5877
HLD307 0,3736 0,5003 0,6054
HLD310 0,3559 0,4660 0,6152
HLD110 0,3685 0,4901 0,6261
HLD133 0,3703 0,4938 0,6462
HLD79 0,3174 0,3981 0,5603
HLD105 0,3736 0,5003 0,6191
HLD140 0,3623 0,4783 0,5972
HLD163 0,3703 0,4938 0,6060
HLD91 0,3712 0,4954 0,5274
HLD23 0,3559 0,4660 0,5850
HLD88 0,3719 0,4969 0,5597
HLD101 0,3740 0,5012 0,6261
HLD67 0,3384 0,4341 0,5834
HLD301 0,3736 0,5003 0,6054
HLD53 0,3593 0,4724 0,6216
HLD97 0,3736 0,5003 0,6411
HLD152 0,3329 0,4246 0,5146
HLD128 0,3750 0,5030 0,6554
HLD134 0,3384 0,4341 0,5752
HLD305 0,3685 0,4901 0,5530
HLDA48 0,3695 0,4921 0,6109
HLD114 0,3593 0,4724 0,6353
HLD304 0,3750 0,5031 0,6520
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Marker
HLD131 0,3725

HLD38 0,3384 0,4341 0,5834
HLD82 0,3103 0,3865 0,5487

\ MIN 0,3066 0,3804 0,4664
\ MAX 0,3750 0,5031 0,6581

Stabilitat im Gebrauch

Alle Stabilitatsstudien wurden in Ubereinstimmung mit ISO 23640:2015 und
der CLSI EP25-Richtlinie (2. Auflage) geplant. Das folgende Verfahren
wurde flr alle Stabilitatsstudien durchgefiihrt: Das Mentype® DIPscreen PCR
Amplification Kit wurde zu mehreren Zeitpunkten Uber verschiedene
Zeitrdume getestet. Die Analyse der Chimarismusproben wurde mit der
ChimerisMonitor IVD durchgefihrt, wobei die Einzelgenotyp-DNA von
XY 1726 und XX1180 den Empfanger bzw. den Spender reprasentierte.

Wir analysierten Einzelgenotyp-DNA XY 1726 mit einem DNA-Input von 1 ng
und gemischte Chimarismusproben (MC) von XY1726:XX1180
(Empfanger:Spender) mit einem DNA-Input von 1 ng, die die verschiedenen
MC-Intervalle von 4 % und 30 % MC reprasentieren. Fir die Stabilitat der
Mastermixe wurden die verschiedenen MC-Intervalle von 30 %, 5 % und 2 %
MC mit 1 ng DNA-Input fir 30 % und 5 % MC und 2 ng DNA-Input fir 2 %
MC getestet.

Die abschlieRende Bewertung der verschiedenen Bedingungen umfasste
den Vergleich zwischen den Mittelwerten des Anfangszeitpunkts (to) und der
verschiedenen Zeitpunkte (tn) und wurde anhand der folgenden Gleichung
berechnet:

abs. A= |ty — ]

Fir die In-Use-Stabilitatsstudie wurden drei Experimente durchgefiihrt.
Eines zur Prifung der Stabilitdt nach Einfrier- und Auftauzyklen, eines zur
Prifung der Stabilitdt nach unterschiedlicher Handhabung des Mastermixes
und ein weiteres zur Prifung der Stabilitdt der Kits bei simulierter
Verwendung nach dem Offnen.

Alle im Master-Mix-Stabilitdtsexperiment getesteten Proben wiesen ein
vollstandiges Markerprofil fir die Single-Genotyp-DNA XY1726 auf und
lagen unter den auf Gesamtfehlern basierenden Genauigkeits- und
Prazisionsgrenzen des Assays flur die drei getesteten MC-Proben: 30 %,
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5 % und 2 % MC mit ihren Grenzen von 3,31 %, 3,62 % bzw. 1,77 %. Somit
bleibt das Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit unbeeinflusst von
einer unterschiedlichen Handhabung des Mastermixes.

Was die Gefrier- und Auftaustabilitdt betrifft, so zeigt das Mentype®
DIPscreen PCR Amplification Kit keine kritischen inakzeptablen
Abweichungen von To und ein vollstandiges Markerprofil fur die Single-
Genotyp-DNA XY1726 und lag unter den auf dem Gesamtfehler
basierenden Genauigkeitsgrenzen des Assays fir die getesteten MC-
Proben: 30 % und 4 % mit ihren Grenzwerten 3,31 % und 2,85 %. Somit ist
das Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit fiir bis zu 20 Gefrier- und
Auftauzyklen stabil.

Basierend auf den Ergebnissen fiur den simulierten Gebrauch nach dem
Offnen ist das Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit nach dem ersten
Offnen bis zu 12 Monate stabil, sowie bis zu 20 Gefrier- und Auftauzyklen
stabil.

Klinische Leistungsdaten

Studiendesign, ethische und regulatorische Aspekte

Das Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit und Referenzmethoden
wurden an Patientenproben nach allo-HSCT getestet. Die 10 in diese Studie
eingeschlossenen Patienten wurden nach der allo-HSCT Uberwacht und der
Spendergehalt der Proben wahrend der Uberwachung wurde 10 Mal nach
der allo-HSCT analysiert. Ziel dieser Studie war es, einen klinischen
Nachweis gemal §§ 20 bis 24 des Medizinproduktgesetzes (MPG) in der
Fassung vom 7. August 2002 (BGBI. | S 3146) zu erbringen. Mit der
zytogenetischen Referenzmethode FISH musste eine Konkordanz mit der
auf Deletions-Insertions-Polymorphismus basierenden PCR-Methode des
Kits nachgewiesen werden. Die Bestatigung der zustandigen
Ethikkommission lag am 14.03.2012 vor.
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Referenzmethoden

Als Referenzmethode wurde die Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisierung (FISH)
mit dem allosomspezifischen CE-IVD CEP® X SpectrumOrange™ / Y
SpectrumGreen™ Direct Labeled Fluorescent DNA Probe Kit (Abbott GmbH
& Co KG, Wiesbaden) durchgefiihrt. Um die Referenzmethode anzuwenden,
wurden nur Spender-Empfanger-Paare unterschiedlichen Geschlechts in die
Studie aufgenommen. Entsprechend den Empfehlungen der Hersteller
wurden nur zytogenetische Ergebnisse mit Zellzahlen > 200 ausgewertet.

DNA-Extraktion und -Reinigung

Die DNA wurde mit dem QlAamp® DNA Blood Mini Kit (Qiagen GmbH,
Hilden, DE) isoliert. Die Isolierung erfolgte gemal dem Herstellerprotokoll.

Ergebnisse

Die hohe Korrelation zwischen dem Mentype® DIPscreen PCR Amplification
Kit und der zytogenetischen Referenzmethode mit R? = 0,9889 bestatigt die
Anwendbarkeit fiir die Chimarismusiiberwachung nach allo-HSCT.

Cytogenetic
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Abbildung 4 Die Korrelation von Ergebnissen der Zytogenetik und
Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit ist in der Grafik dargestelit.
Die lineare Regression ergibt eine akzeptable Korrelation mit einem
Bestimmtheitsmal} von 0,9889 (N = 87)
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Die daraus resultierende Ubereinstimmung von 94,25% (5% AMC
akzeptiert) mit den Ergebnissen der Referenzmethode bestatigt die
Zuverlassigkeit des Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit fir die
Interpretation klinischer Daten.

Diagnostische Auswertung

Die klinischen Leistungsmerkmale zeigten akzeptable Ergebnisse. Die
Ergebnisse wurden hinsichtlich einer LoD von PCR und Zytogenetik von 1 %
bewertet (Bader et al. 2023 [5]). Die Parameter fir die klinische
Leistungsbewertung gemal Anhang |, Abschnitt 9.1b der IVDR erwiesen
sich flr das Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit als nicht vollstandig
anwendbar. Das Kit Uberwacht einen Analytenbereich und nicht das
Vorhandensein eines Analyten. Daher ist eine Bewertung des negativen und
positiven Status des Analyten nicht vollstdndig anwendbar.

Tabelle 19 Diagnostische Kennzeichen

Unteres Oberes
Diagnostische Kennzeichen Schitzung Konfidenz- Konfidenz-

intervall intervall
Diagnostische Sensitivitat 96,0 % 90,6 % 100,0 %
Diagnostische Spezifitat 76,3 % 62,8 % 89,8 %
Diagnostische Genauigkeit 87,5 % 80,6 % 94,4 %
Positiv pradiktiver Wert 84,2 % 74,7 % 93,7 %
Negativer pradiktiver Wert 93,5 % 84,9 % 100,0 %
Pravalenz 56,8 % 46,5 % 67,2 %
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Qualitatskontrolle

Alle Kitkomponenten durchlaufen bei der BIOTYPE GmbH einen intensiven
Qualitatssicherungsprozess. Die Qualitdt des Testkits wird permanent
Uberwacht, um eine uneingeschrankte Verwendbarkeit zu gewahrleisten.
Bitte kontaktieren Sie uns, wenn Sie Fragen zur Qualitatssicherung haben.

Technische Unterstitzung

Fir technische Beratung wenden Sie sich bitte an unseren Customer
Support:

E-Mail: support@biotype.de

Telefon: +49 (0)351 8838 400
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Nutzungsbeschrankungen

= Die Verfahren in dieser Gebrauchsanweisung mussen wie beschrieben
befolgt werden. Jegliche Abweichung kann zum Versagen des Tests
oder zu falschen Ergebnissen flhren.

= Die Verwendung dieses Produkts ist auf professionelle Laboranwender
beschrankt, die speziell in PCR-Techniken und Kapillargel-
Elektrophorese geschult und ausgebildet sind.

= Fir die optimale Durchfiihrung dieses Tests sind geeignete Verfahren
fur die Entnahme, den Transport, die Lagerung und die Verarbeitung der
Proben erforderlich.

= Der Kit wurde nur firr die Verwendung mit humanen peripheren vendsen
Vollblutproben validiert, die mit den in Kapitel Gerate und Software
aufgefiihrten PCR-Geraten durchgefiihrt wurden.

= Dieser Assay darf nicht direkt an der Probe durchgefuhrt werden. Vor
der Verwendung dieses Assays mussen geeignete
Nukleinsdureextraktionsverfahren durchgefihrt werden.

= Die Kontamination von DNA-Proben mit Blut beeintrachtigt die
Leistungsfahigkeit des Produkts. Stellen Sie sicher, dass wahrend der
DNA-Extraktion keine Kontamination auftritt, und wiederholen Sie die
Extraktion gegebenenfalls.

= Das Kit wurde nur mit den in Kapitel Reagenzien, Kits und
Verbrauchsmaterial beschriebenen Kits fir die DNA-Extraktion und
-Reinigung validiert.

® Um die Leistungsfahigkeit des Kits zu gewahrleisten, ist eine gute
Laborpraxis erforderlich.

= Die Ergebnisse missen in Absprache mit Klinikern interpretiert werden,
die die Ergebnisse von Chimarismusanalysen mit den Ergebnissen
anderer therapie- oder diagnoserelevanter Methoden kombinieren.
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Bei der Interpretation der Ergebnisse muss die Mdglichkeit falsch
negativer und falsch positiver Ergebnisse berilicksichtigt werden.

Das Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit kann nicht verwendet
werden, wenn Spender und Empfanger eineiige Zwillinge sind.
Doppeltransplantationen wurden im Rahmen der Leistungsbewertung
nicht validiert.

Proben, die degradierte DNA enthalten, konnen die Fahigkeit zum
Nachweis der INDEL/DIP- und geschlechtsspezifischen Loci
beeintrachtigen.

Verwenden Sie keine abgelaufenen oder falsch gelagerten
Komponenten.

Die Chimarismusanalyse wurde anhand von patientenspezifischen
informativen Markern (fir alle Chimarismusbereiche) validiert.

Proben aus verschiedenen ethnischen  Gruppen  kdénnen
unterschiedliche genetische Merkmale aufweisen, wie z.B.
unterschiedliche Allelhaufigkeiten, die die Unterscheidungsfahigkeit
oder Amplifikation einschranken kénnten. Die Allelhdufigkeit einiger DIP-
Marker wurde fir mehrere Populationen ausgewertet. Die kombinierte
Unterscheidungskraft (PD) ist mit Werten von Uber 0,99 hoch. Dies
deutet auf ein relativ geringes Risiko hin, dass der Test eines Patienten
auf Amplifikationsprobleme stof3t. Allerdings liegen derzeit nur Daten fur
die kaukasische Bevolkerung vor. Die potenziellen Auswirkungen auf
andere ethnische Gruppen kénnen noch nicht abgeschatzt werden.

Informationen zur Bestellung

Richten Sie Ihre Bestellungen per E-Mail an_sales@biotype.de .

Produkt Packungsgrofe Bestellnummer

Mentype® DIPscreen 25 Reaktionen 45-12300-0025

PCR Amplification Kit 100 Reaktionen 45-12300-0100

Matrix Standard BT5 1x25uL 45-15100-0025

multi 2x25 L 45-15100-0050
Demolizenz

ChimerisMonitor IVD 1-Jahres-Lizenz 46-14800-0000
3-Jahres-Lizenz
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hd Einzelnen Komponenten der Kits kdnnen nicht separat bestellt

1 werden.

Markenzeichen und Haftungsausschliusse

Mentype® und Chimera® sind eingetragene Marken der BIOTYPE GmbH.

Andere Marken: ABI PRISM®, GeneMapper®, GeneAmp® und Applied
Biosystems® (Gruppe Applied Biosystems LLC); QlAamp® (Qiagen); POP-
4™ (Europa: Applied Biosystems LLC, USA: Life Technologies Corporation).

Die PCR ist durch Patente geschitzt. Patentinhaber sind Hoffmann-La
Roche Inc. und F. Hoffmann-La Roche (Roche).

Eingetragene Namen, Warenzeichen usw., die in diesem Dokument
verwendet werden, auch wenn sie nicht ausdrucklich als solche
gekennzeichnet sind, sind nicht als gesetzlich ungeschutzt zu betrachten.

Das Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit ist ein CE-
gekennzeichnetes Diagnostik-Kit gemafl der europaischen In-vitro-
Diagnostik-Verordnung (EU) 2017/746.

Das Produkt ist nicht von Health Canada lizenziert und nicht von der FDA
genehmigt oder zugelassen.

Nicht in allen Landern verfugbar.

© 2025 BIOTYPE GmbH; alle Rechte vorbehalten.
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Erlauterung von Symbolen

Hersteller

Charge

W Ausreichend fur <N> Priifungen
<N>

EEi:I Gebrauchsanweisung beachten (elFU)

E Verwendbar bis

=15°C
25°C /ﬂ/ Temperaturbegrenzung

Artikelnummer

IVD In-vitro Diagnostikum
<l
j/\lt Vor Sonnenlicht schitzen

Trocken aufbewahren

Einmalige Produktkennung
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Weitere in dieser Gebrauchsanweisung verwendete Bezeichnungen:

1

A

blau unterstrichener Text

schwarz unterstrichener Text

eingertickter, kursiver, fetter Text

Nutzliche Tipps

Achtung, beachten Sie unbedingt
diesen Hinweis!

Links, die zu externen Inhalten wie
Homepages oder E-Mail-Adressen
fihren

Querverweise im Dokument zur
einfachen Navigation

Felder, die in einer
angeklickt werden sollen

Software
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Anhang

Elektropherogramme von Referenzproben

Auf den folgenden Seiten finden Sie Beispiele fur die Elektropherogramme
der Mentype® DIPscreen Allelic Ladder (Abbildung 5), der Control DNA XY82
(PC, Abbildung 6) und einer No Template Kontrolle (NTC, Abbildung 7).

Alle Proben wurden auf einem ProFlex PCR Cycler amplifiziert und auf
einem Applied Biosystems™ 3500 Genetic Analyzer (POP-4™, 36 cm Array)
unter Verwendung der validierten Laufparameter analysiert. Die
Datenanalyse wurde mit GeneMapper ID-X Version 1.6 durchgefihrt. Es
wurden Bins, Panelvorlagen und Analysemethoden gemafiTabelle_12
verwendet.

Die Elektropherogramme sind auf eine Fragmentlange von 70 — 420 bp (x-
Achse) gezoomt. Der allgemeine Bereich fur die Fragmentlangenanalyse (x-
Achse) mit dem Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit liegt bei 50 bp
bis 550 bp. Die Skalierung der y-Achse wurde individuell gemal3 der
Beschreibung unter jeder Abbildung vorgenommen (Abbildung 5, Abbildung

6, Abbildung 7).
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Mentype® DIPscreen Allelic Ladder
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Abbildung 5 Mentype® DIPscreen Allelic Ladder
Zoom auf 6.000 RFU (y-Achse) und 70 - 420 bp (x-Achse)
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Control DNA XY82 (PC)
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Abbildung 6 Control DNA XY82 (PC)
Zoom auf 12.000 RFU (y-Achse) und 70 - 420 bp (x-Achse
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No Template Kontrolle (NTC)
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Abbildung 7 No Template Kontrolle (NTC)
Zoom auf 1.000 RFU (y-Achse) und 70 - 420 bp (x-Achse
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Fragmentlangen und Allele

Tabelle 20 zeigt die Fragmentlangen der einzelnen Allele, die sich auf den
DNA Size Standard 550 (BTO) beziehen. Alle Analysen wurden auf einem
ABI PRISM® 310/3130 Genetic Analyzer mit POP-4™ Polymer durchgefiihrt.
Unterschiedliche Analysegerate, DNA-GréRenstandards oder Polymere
kdnnen zu unterschiedlichen Fragmentldngen fuhren. DarUber hinaus wird
ein visueller Abgleich mit der Allelleiter empfohlen.

Tabelle 20 Fragmentlingen der Mentype® DIPscreen Allelic Ladder,
analysiert auf einem ABI PRISM® 3130 Genetic Analyzer mit POP-4™
Polymer, * gerundet auf ganze Zahlen

Marker/ GroRe GroRe Marker/
Blauer -DIP +DIP Griiner
Kanal [bp]* [bp]* Kanal
Amelogenin 77 (X) 80 (Y) HLD91 84 88
HLD106 91 98 HLD23 107 113
HLD70 104 108 HLD88 118 128
HLD84 112 117 HLD101 131 135
HLD103 129 138 HLD67 140 148
HLD104 153 157 HLD301 172 182
HLD116 170 192 HLD53 190 194
HLD112 199 204 HLD97 214 228
HLD307 228 236 HLD152 239 250
HLD310 248 257 HLD128 258 266
HLD110 264 270 HLD134 296 312
HLD133 278 288 HLD305 375 401
HLD79 294 299 Marker/ GroRe GroRe
Gelber -DIP +DIP
HLD105 302 310 Kanal [bp]* [bp]*
HLD140 318 333 HLD48
HLD163 344 358 HLD114 159 177
HLD304 184 203
HLD131 208 220
HLD38 234 240
HLD82 314 352
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Beispiele fur die qualitative Bewertung von loci

Tabelle 21 Beispiele fiir die qualitative Bewertung von informativen
Loci

Informative Loci Informative Loci

_ HLD103 ]

. 140
] Patient ID103-| Patient
| 120 -

l v
B
-DB'I

] Spender 54 —
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Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit

Tabelle 22 Beispiel fiir die qualitative Bewertung von nicht-

informativen Loci

Nicht-informative Loci

A

ID310-] Patient [D310

2

1

———

D310-| Spender [D310+

Nicht-informative Loci

180

Patient  |pz01+

P
s

Spender
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