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Zamyslany ucel

Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit je manualny test uréeny na
pouzitie s gendmovou DNA ziskanou zo vzoriek periférnej Zilovej plnej krvi
odobratych dospelym pacientom s leukémiou, ktori podstupili alogénnu
transplantaciu krvotvornych kmeriovych buniek (alo-HSCT).

Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit detekuje 33 polymorfizmov
delécie a inzercie (DIP) a amelogenin v jednej multiplexnej PCR reakcii. Pred
HSCT sa tieto polymorfizmy pouzivaju na kvalitativny skrining genotypov
pacienta a darcu a na identifikaciu DIP-aliel Specifickych pre pacienta. Tieto
informativne alely sa analyzuji na semikvantitativne monitorovanie
chimérizmu po alo-HSCT.

Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit je uréena pre profesionalnych
pouzivatelov  vySkolenych v  molekularno-genetickych technikéch,
multiplexnej PCR a obsluhe Genetic Analyzers od Thermo Fisher Scientific
(divizia Applied Biosystems).

Vedecké pozadie

Alogénna transplantacia krvotvornych kmenovych buniek (alo-HSCT) je
lieCebnou metdédou na lieCenie pacientov s nemalignymi a malignymi
hematologickymi ochoreniami, ako je leukémia. Analyza chimérizmu sa
pouziva na urCenie zmesi hematopoetickych buniek darcu a prijemcu u
prijemcov alo-HSCT s cielom odhalit v€asné priznaky odmietnutia
transplantatu. Na genotypizaciu a monitorovanie sa pouziva fudska periférna
Zilova krv. Podfa usmerneni CLSI (MMO05-A2 2. edicia) sa na odber krvi
odporucaju antikoagulancia ako EDTA a citrat. V zavislosti od UspeSnosti
transplantacie sa mézu vyvinut rézne formy hematopoetického chimérizmu
(kompletny, zmieSany alebo stratovy). Na analyzu chimérizmu sa pouzivaju
rézne pristupy vratane fluorescennej in situ hybridizacie (FISH),
polymorfizmu dizky restrikénych fragmentov (RFLP), analyzy krvného
obrazu a metéd zalozenych na PCR. Analyza inseréno-dele€nych
polymorfizmov (INDEL alebo DIP) umozZiiuje semikvantitativnhu analyzu
chimérizmu pomocou pristupov multiplexnej PCR, ako aj kvantitativnu
analyzu s aplikaciou Specifickou pre alelu na platformach qPCR alebo dPCR.
Preto su takéto testy DIP predpokladom citlivého monitorovania chimérizmu.
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Na odhalenie v€asnych priznakov odmietnutia Stepu by sa mala v
pravidelnych intervaloch a kratko po alo-HSCT vykonat analyza chimérizmu.

Popis produktu

Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit je multiplexnd suprava na
amplifikaciu polymerdzovou retazovou reakciou (PCR) vyvinuta na
monitorovanie chimérizmu. Na ucely diskriminacie darcu a prijemcu sa v
jednej PCR reakcii sucasne amplifikuju bialelické polymorfizmy s vefmi
vysokou mierou heterozygotnosti a vyvazenym rozdelenim alel na 19
chromozoémoch (pozri Tabulka 1) Jeden primér pre kazdy lokus je oznaceny
fluoroforom 6-FAM™ BTG alebo BTY. Produkty PCR sa potom analyzuju
pomocou kapilarnej gélovej elektroforézy.

Tabulka 1 Informacie $pecifické pre lokus pre Mentype® DIPscreen
PCR Amplification Kit, HLD = [udsky lokus DIP, -DIP = delecia, +DIP = inzercia

Chromozomalna

DIP Lokus poloha DIP Lokus

FAM Panel

AM X Xp22.1-22.3

AMY Yp11.2

HLD106 16913 -/AATGCGT

HLD70 6g16.1 -/AGCA

HLD84 8924.12 -/CTTTC

HLD103 129231 -/GCTTATAA

HLD104 139321 -/ACTC

HLD116 18p11.22 -/AGGTGTCGAACAACATGATAC
HLD112 17p12 -[TTGTA

HLD307 Xp11.23 -/TCAACCAA

HLD310 2p22.3 -/GTCTGGTT

HLD110 16922.1 -/TCCCTG

HLD133 3p22.1 -/CAACCTGGATT
HLD79 7q931.2 -/AATCT

HLD105 14924.3 -/ATAGACAA

HLD140 3923 -/GGTAGTATGGGCCT
HLD163 12924.31 -/AACTACGGCACGCCC
BTG Panel

HLD91 119141 -/GATA

HLD23 18p11.32 -/CTTTAA

HLD88 9922.33 -/CCACAAAGA
HLD101 15926.1 -/GTAG

HLDG67 5q33.3 -/CTACTGAC

HLD301 17921.32 -/CAGGGGCTC

HLD53 3q922.1 -/ATGT
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Chromozomalna

DIP Lokus DIP Lokus
poloha

HLD97 13913.1 -/AGAGAAAGCTGAAG

HLD152 16p13.2 -ITGGTCAAAGGCA

HLD128 1931.3 -/ATTAAATA

HLD134 5q11.2 -/ATGATGGTTCTTCAGA

HLD305 20q11.22 -
/CAAGGTCCCACCACACTCGCGTGGGA

BTY Panel

HLD48 2911.2 -/IGACTT

HLD114 17p13.2 -/TCCTATTCTACTACTGAAT

HLD304 9934.3 -/GAGCTGCTCAAGAGAGAGGAGGAGG

HLD131 7q936.2 -ITTGGGCTTATT

HLD38 1932.2 -ITAGTT

HLD82 7921.3 -/ACCTCCTACTCCTTGGTCTATTCCTG
GTCACATGTACT

Test bol validovany analyzou chimérizmu viac ako 200 pribuznych parov
darca - prijemca, ktoré sa zhoduju v HLA, a jeho vhodnost bola potvrdena v
porovnavacej klinickej hodnotiacej Studii.

Deteké&ny limit pre kvalitativnu analyzu je 125 pg genémovej DNA.

Vstupny rozsah pre detekciu zmieSaného chimérizmu za Standardnych
podmienok je 1,0-2,0ng gDNA. Optimalny vstup gDNA je 2ng za
Standardnych podmienok.

Citlivost 1,4 % LoDgs (limit detekcie) mozno dosiahnut pri pouziti 2 ng gDNA
ako vstupného materidlu na analyzu informativnych markerov. Na
dosiahnutie uvedenej citlivosti sa odporuc¢a pouzit €o najviac informacnych
markerov.
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Poskytnuté materialy

Obsah supravy

Reagent

Nuclease-Free Water

Reaction Mix A

Mentype® DIPscreen
Primer Mix

Multi Tag 2 DNA Polymerase

Control DNA XY82 (2 ng/uL)

DNA Size Standard 550
(BTO)

Mentype® DIPscreen
Allelic Ladder

Tabulka 2 Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit obsah

Objem na velkost’ balenia

Farba uzaveru

25 reakcii
Svetlomodra ] 1,5mL
Fialova T 125 pL
Cervena J 125 uL
Biela . 15 uL
Biela . 10 pL
Oranzova J 13 uL
Zelena J 25 L

100 reakcii

2x1,5mL
500 pL
500 pL

60 uL

10 uL

50 uL

25 uL

Prehlad Cisel 8arZzi komponentov najdete na Stitku, ktory sa nachadza na
vnutornej strane chlopne Skatule.

POZNAMKA

Upozorfiujeme, Ze velkost balenia opisuje pocet testov bez
zohladnenia poctu pozadovanych kontrol alebo pozadovaného

prebytku na pipetovanie.

o Pre zodpovedajlcu

priepustnost
1 nasledujucu velkost:

odporu¢ame  pouzit

= < 8 vzoriek na jeden cyklus PCR: velkost balenia 25 reakcii

= >8 vzoriek na jeden cyklus PCR: velkost balenia
100 reakcii

DISIFUO2v2sk 7



Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit

Popis komponentov

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

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

Mentype® DIPscreen Primer Mix: multiplexna zmes oligonukleotidovych
primérov obsahujuca znacené priméry (znacka: 6-FAM™, BTG, BTY) a
neznacené priméry.

Multi Tag 2 DNA Polymerase: taq DNA polymeraza s hortucim Startom,
2,5 U/uL.

Control DNA XY82 (2 ng/pL): gendmova DNA izolovana z krvi EDTA
jediného ludského muza. DNA sa ma pouzit ako kvalitativna externa
pozitivna kontrola pre Mentype® DIPscreen Amplification Kit.

POZNAMKA

Control DNA XY82 nie je pre laboratérneho pracovnika kriticka,

pretoze pozostava z jednotlivych molekul DNA, ktoré boli

preCistené, nie su nebezpetné a nemaju ziadne aktivne

1 biologické funkcie. Neobsahuje ziadne zivé bunky ani
patogénne organizmy, ktoré by mohli predstavovat priamu
hrozbu.

DNA Size Standard 550 (BTO): zmes fluoroférom znacenych PCR
fragmentov s definovanou dizkou fragmentu v rozmedzi 60 - 550 bp, zlozka
sa pridava ku kazdému PCR produktu pred analyzou dizky fragmentu,
pouZiva sa na regresiu velkosti na presné uréenie dizky fragmentu PCR
produktov.

Mentype® DIPscreen Allelic Ladder: zmes umelych produktov PCR
reprezentujucich vsetky alely zistené testom, ktora sa pouziva ako
genotypova referencia na presnu identifikaciu alely.
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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, ktora je uloZzena v pufri
zabrariujucom zmrazeniu Cinidla.

Pri prevzati supravy skontrolujte jej uplnost. 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® DIPscreen Primer Mix, DNA Size Standard 550
(BTO) a Mentype® DIPscreen Allelic Ladder sa musia skladovat chranené
pred svetlom.

Aby sa zabranilo kontaminacii, odporu¢ame, aby sa komponenty pred
amplifikaciou (vzorky DNA, Control DNA XY82) a komponenty po amplifikacii
(DNA Size Standard 550 (BTO) a Mentype® DIPscreen Allelic Ladder)
skladovali a pouzivali oddelene od PCR reagentov (Nuclease-Free Water,
Multi Tag 2 DNA Polymerase, Reaction Mix A a Mentype® DIPscreen Primer
Mix).

Platnost supravy uplynie podla informacii na Stitku na Skatuli supravy alebo
12 mesiacov po otvoreni, podla toho, ¢o nastane skér. NeprekraCujte
maximalne 20 zmrazovacich a rozmrazovacich cyklov.

Pozadovany, ale nedodany material a zariadenia

VSeobecné laboratorne vybavenie

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

= Qdstredivka s rotorom pre mikrotitracné platne pre 96 jamkové reakéné
platne

= Virovy mixér

= Kalibrované nastavitelné pipety so jednorazovymi SpiCkami filtrov s
tesnym aerosdlom
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Vhodné 200 pL 96-jamkové reakéné platne alebo 200 uL reakéné
skumavky s prislusnym uzatvaracim materialom, PCR trieda

Vhodné stojany pre 2 mL a 200 uL reakéné skimavky

Chladiaci stojan vhodny pre 2 mL skimavky

Jednorazové rukavice bez prasku

NanoDrop™ One Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific) alebo
Qubit Fluorometer (Thermo Fisher Scientific)

POZNAMKA

VSetky materialy pouzité na PCR by mali mat primeranu kvalitu

(bez DNA a pre molekularnu bioldgiu). Uistite sa, Ze v3etky

1 pouzité pristroje boli nainstalované, kalibrované, skontrolované
a udrziavané podla pokynov a odporuc¢ani vyrobcu.

Reagenty, supravy a spotrebny material

Tabulka 3 Potrebné, ale nedodané reagenty

Reagent Dodavatel Cislo objednavky
("ggtﬂf)s’ta”dard BTSmMUl B1oTYPE GmbH 45-15100-0025
Matrix Standard BTS multi g,61ypE GmbH 45-15100-0050

(2 x 25 L)

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

Mini Kit (IVD) CIEEEn s
NucleoSpin® DX Blood (IVD)  Macherey-Nagel 740899.50

Hi-Di™ Formamide, 25 mL Thermo Fisher Scientific 4311320

POP-4™ Polymer for
3500/3500xL Genetic Thermo Fisher Scientific 4393715
Analyzers (384 samples)

POP-7™ Polymer for

3500/3500xL Genetic Thermo Fisher Scientific 4393708
Analyzers (384 samples)
Anode Buffer Container

(ABC) 3500 Series Thermo Fisher Scientific 4393927
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Reagent Dodavatel Cislo objednavky

Cathode Buffer Container
(CBC) 3500 Series

3500 Genetic Analyzer 8-
Capillary Array 36 cm
3500 Genetic Analyzer 8-
Capillary Array 50 cm

Thermo Fisher Scientific 4408256

Thermo Fisher Scientific 4404683

Thermo Fisher Scientific 4404685

Nastroje a softvér

Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit bola validovana na pouzitie s
nasledujucimi PCR cyklérmi:

=  ProFlex PCR System (kat. €.: 4484073 (3 x 32-jamkovy blok na vzorky),
4484075 (96-jamkovy blok na vzorky), Thermo Fisher Scientific)

= GeneAmp® PCR System 9700 Silver (ukoncené, kat. ¢. N805-0200,
Thermo Fisher Scientific)

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

= Biometra Tadvanced (kat. ¢: 846-2-070-214, Analytik Jena)

Na vykonanie testu je potrebny len jeden z uvedenych pristrojov.

Pouzitie inych nastrojov, ako su uvedené, musi overit pouzivatel. Musia byt
splnené tieto poZiadavky:

= Vyhrievané veko
= Blok vhodny pre 200 uL reakéné platne/skimavky
= Rampovanie nastavitelné na4 - 5 °C/s

Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit bola validovana na pouzitie s
nasledujucimi pristrojmi a nastaveniami:

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

Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit bola validovana na pouzitie s
nasledujucim softvérom. Na analyzu a vyhodnotenie udajov je potrebny len

DISIFUO2v2sk 1"
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jeden z nizSie uvedenych softvérov. Manualne vyhodnotenie suborov fsa
alebo akychkolvek vysledkov poskytnutych pomocou softvéru na zber
Udajov bez jednej z dvoch opisanych moznosti softvéru na analyzu a
vyhodnotenie Udajov sa neoveruje.

= ChimerisMonitor IVD, verzia 3.0.x (BIOTYPE GmbH)
= Softvér GeneMapper™ ID-X, verzia 1.6 (Thermo Fisher Scientifc), s
pouzitim Specifického produktu:
o AnalysisMethod: DIPscreenlVD_Analysis4 v1x alebo
DIPscreenlVD_Analysis7_v1x
o Bin: DIPscreenlVD_Bins4 v1x alebo DIPscreenlVD_Bins7_v1x
o Panel: DIPscreenlVD_Panel4_v1x alebo
DIPscreenlVD_Panel7_v1x
o Size Standard: BTO_60-550_v1x

POZNAMKA

° Uistite sa, Ze vSetky pouzité pristroje boli nainstalované,
1 kalibrované, skontrolované a udrZiavané podla pokynov a
odporuéani vyrobcu.

Vzorky a skusobné vzorky

Nasledujuce vzorky boli validované pomocou stpravy Mentype® DIPscreen
PCR Ampilification Kit:

®=  Genomicka DNA izolovana z ludskej periférnej venéznej plnej krvi
(EDTA, citrat, heparin) na monitorovanie a genotypizaciu.

Izolovana gDNA by sa mala skladovat nezriedena pri teplote -25 °C az
-15 °C.

POZNAMKA

i Uistite sa, Ze antikoagulant pouzity na odber krvi je kompatibilny

s pokynmi vyrobcu supravy na izolaciu DNA.
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Upozornenia a bezpe¢nostné opatrenia

®=  Pred pouzitim vyrobku si pozorne precitajte navod na pouzitie.
=  Precitajte si karty bezpecnostnych udajov (SDS) a vyhlasenia
oneskodnosti (NHS) vSetkych vyrobkov BIOTYPE, ktoré su k dispozicii
na poziadanie alebo na nasej domovskej stranke
(www.biotype.de/en/sicherheitsdatenblatter). Pre  vyrobky, ktoré
nevyzaduju KBU, pretoze neobsahuji SVHC alebo podliehaji inym
obmedzeniam nariadenia 1272/2008 (CLP), BIOTYPE poskytuje SDS
na poziadanie.
= Obratte sa na vyrobcov pozadovanych materialov a €inidiel, ktoré vSak
nie su poskytnuté, aby vam poskytli kopie kariet bezpe€nostnych udajov
pre vSetky dodatocne potrebné Cinidla.
= 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 profesionalnych
pouzivatelov laboratérii, ktori su vySkoleni v oblasti molekularno-
genetickych technik, multiplexnej PCR a manipulacie s Genetic Analyzer
spolo¢nosti Thermo Fisher Scientific.
"  Pred prvym pouzitim skontrolujte, Ci vyrobok a jeho sucasti pre
nasledovneé:
o Integrita
o Uplnost z hradiska poétu, typu a naplne (pozri kapitolu
Poskytnuté materialy)
o Spravne oznacovanie
Zamfzanie pri prichode (okrem Multi Tag 2 DNA
Polymerase)
= So vzorkami by sa malo vZdy zaobchadzat ako s infekénymi a/alebo
biologicky nebezpeCnymi v sulade s bezpeénymi Ilaboratérnymi
postupmi a spravnou laboratérnou praxou.
= Nepouzivajte supravu, ktorej uplynula doba pouzitelnosti.
= Vzorky a odpad z analyzy zlikvidujte v sulade s miestnymi
bezpecnostnymi predpismi.
= VSetky pouzité pristroje boli nainStalované, kalibrované, kontrolované a
udrziavané podfa pokynov a odporucani vyrobcu.
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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 tatu, v ktorom
je pouzivatel a/alebo pacient usadeny.

Suhrn bezpe€nosti a vykonu (SSP) je vytvoreny v sulade s ¢lankom 29
nariadenia (EU) 2017/746 a jeho ciefom je poskytnit verejnosti
prostrednictvom databazy EUDAMED pristup k aktualizovanému suhrnu
udajov o bezpec€nosti a vykone pomdcky urenym pouzivatelom, v pripade
tohto vyrobku len laboratérnym odbornikom.
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Postup

Prehlad experimentalneho pracovného postupu

QOdber vzoriek, izolacia Egﬁgﬁ?;?e%ﬁ@; g
Priprava vzorky »|  a kvantifikécia DNA, > (na 1 o ng/ul) ) B
riedenie prem\eéa]te, odstrédte =
g
N
(7.1
Vyrobte hlavnu zmes g,
podla schémy o
Voda na pipetovania 2
_ Priprava hlavnej ,| rozmrazovanie,pufr, | T . _____
zmesi "l enzym, zmes primerov, o
mieZanie,odstredovanie Alikvotna ast, pridanie =
< vzoriek a kontrol n
Y
7]
o
Amplifikacia PCR g
o
3
- g
[
. Priprava denaluratnej Denaturacia produktov
Priprava produktov | zmesi: zmiesajte Hi-Di . PCR a alelického
PCR Formamid a $tandardnd rebritka
velkost DNA
<~z
Analyza dizky
fragmentov
GeneMapper ID-X
Analyza udajov » alebo
ChimerisMonitor IVD

Priprava vzorky

Poziadavky na surovu vzorku
Na nasledujuci postup odoberte aspor 200 pL vzorky periférnej zilovej pinej
Krvi.

Manipulacia so surovym materidlom vzorky (periférnou Zilovou plnou krvou)
by sa mala riadit odporu€anim Institutu pre klinické a laboratérne Standardy
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(CLSI) MM05-A2 (2. vydanie), v ktorom sa uvadza, ze plna krv sa mbze
skladovat pri izbovej teplote (22 °C az 25 °C) az 24 hodin alebo pri teplote
2 °C az 6 °C 72 hodin alebo dlhsie. Okrem toho sa odporuca, aby sa pri
odbere celej krvi pouzivali antikoagulancia EDTA, citrat alebo heparin.

POZNAMKA

DIhé skladovanie surového materialu vzorky by mohlo viest k

fragmentécii genetického materialu, a tym k nedostatocnej

1 kvalite materialu. To méze zhorsit vysledok analyzy, napr. v
dosledku neuplnych profilov.

Extrakcia DNA

Extrakciu a purifikaciu DNA zo vzoriek periférnej zilovej plnej krvi vykonajte
podfa pokynov vyrobcu. V ramci hodnotenia vykonu vyrobku boli overené
tieto supravy:

= QIAamp® DSP DNA Blood Mini Kit

= Macherey-Nagel NucleoSpin® Dx Blood, CE certifikovana minisada na
DNA z krvi

POZNAMKA

Kontaminacia krvi sa da vizualne zistit v reakcii PCR alebo v

A izolovanej DNA pomocou oranzového farebného posunu. Ak sa
zisti zmena farby, odporu¢ame izolaciu DNA zopakovat, aby sa
prediSlo pripadnej interferencii.

POZNAMKA

A Pred elldciou nukleovej kyseliny sa uistite, ze ste odstranili
vSetky stopy etanolu. Etanol je silny inhibitor PCR.
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Kvantifikacia a riedenie DNA

Kvantifikujte koncentraciu DNA pomocou UV/VIS spektroskopie pri 260 nm
pomocou spektrofotometra NanoDrop alebo pomocou fluorescencnej
spektroskopie s pouzitim Qubit Fluorometer™.

Pri pouziti spektrofotometrie pouzite na meranie slepého pokusu elu¢ny pufr
zo supravy na extrakciu DNA. Pomer Azeo/A2s0 by sa mal pohybovat v
rozmedzi 1,7 - 1,9, zatial Co pomer Azs0/A230 by mal byt’ v rozmedzi 1,8 - 2,3.

Na fluorometrickt kvantifikaciu DNA mozno pouzit Qubit™ Fluorometer s
Qubit 1x dsDNA HS Assay-Kit alebo Qubit dsDNA BR Kit.

Na pouzitie so supravou Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit zriedte
vzorky DNA na optimalnu koncentraciu 2,0 ng/uL. Riedenie pripravte Cerstvo
pred pouzitim. Ako riedidlo pouzite Nuclease-Free Water.

POZNAMKA

Celkovy vstupny rozsah supravy je 0,125-2,0ng DNA na
Py reakciu, optimalny vstup je 2ng DNA na reakciu za
1 Standardnych podmienok pre najvysSiu citlivost. Vstup pod
0,125 ng by mohol viest k neuplnym profilom, vy3si vstup by
mohol viest k vytiahnutym pikom.

Ukladanie DNA

Pri dlhodobom skladovani by sa DNA mala skladovat neriedena pri teplote
-25 °C az -15 °C alebo podla informacii vyrobcu supravy na izolaciu DNA.

Priprava kontroly

Pozitivna kontrola PC

Rozmrazte Control DNA XY82, homogenizujte ju virenim a naslednym
kratkym odstredenim. Zriedte Control DNA XY82 1:2 z 2,0 ng/uL na
1,0 ng/uL pomocou Nuclease-Free Water.
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Zriedeny PC homogenizujte kratkym virenim. Potom zriedeny PC kratko
odstredte (priblizne 10 s). Zriedenu pozitivnu kontrolu neskladuijte.

POZNAMKA

A Vzdy pouzite Cerstvé riedenie Control DNA XY82.

Kontrola bez Sablon NTC

Namiesto vzorky pouzite Nuclease-Free Water, ktora je su€astou supravy,
ako kontrolu bez templatu (NTC).

Nastavenie hlavnhého mixu

Zo supravy Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit vyberte nasledujuce
komponenty na nastavenie hlavnej zmesi:

®=  Nuclease-Free Water (svetlomodry uzaver)

= Reaction Mix A (fialovy uzaver)

= Mentype® DIPscreen Primer Mix (Cerveny uzaver)
=  Multi Tag 2 DNA Polymerase (biely uzaver)

V3etky zmrazené zloZky by sa mali rozmrazit pri izbovej teplote (22 °C az
28 °C, priblizne 30 minut, chranené pred svetlom) a homogenizovat
prevratenim skumaviek alebo jemnym virenim. Potom reagenty kratko
odstredte (priblizne 10s). V zaujme dodrziavania zasad spravnej
laboratérnej praxe sa odporuca, aby ste Multi Taq 2 DNA Polymerase pred
nastavenim hlavného mixu uchovavali ¢o najdihSie v chladnom prostredi
(napr. v chladiacom stojane).

POZNAMKA

Multi Tag 2 DNA Polymerase premieSajte, aby bola dlhSie
stabilna - enzym nemiesaijte virenim.

Pripravte hlavni zmes PCR podla Tabufka 4 do mikrocentrifugaénej
skumavky vhodnej velkosti pre celkovy pocet vzoriek, ktoré sa maju testovat,
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vo vyhradenom ¢&istom priestore. Do vypoctu zahrite aspon jeden PC a
jeden NTC.

POZNAMKA

Plati pravidlo, Ze ak testujete menej ako 10 vzoriek, pouzZite

dostato€né mnozZstvo hlavnej zmesi pre jednu vzorku navyse.

1 Ak testujete 10 alebo viac vzoriek, pouzite nadbytoény objem
hlavnej zmesi €inidiel +10 %.

Tabulka 4 Nastavenie reakcie PCR hlavnej zmesi, * Objem zavisi od
koncentracie DNA. Ak sa pouzije vacsi objem Sablony DNA, nezabudnite upravit objem
Nuclease-Free Water. Celkovy objem reakcie (rxn) musi byt vzdy 25,0 L.

Objem
Komponent 1 rxn 5 rxn 10 rxn
Nuclease-Free Water* 13,4 uL 67,5 uL 134,0 L
Reaction Mix A 5,0 yL 25,0 L 50,0 yL
Mentype® DIPscreen Primer Mix 5,0 uL 25,0 yL 50,0 pL
Multi Tag 2 DNA Polymerase 0,6 yL 2,4 uL 6,0 uL
Vzorka DNA alebo kontrolna vzorka 1,0 pyL* 5x1,0uL*  10x 1,0 pL*
Celkovy objem 25,0 uL 125,0 pL 250,0 pL

ZmieSajte hlavnu zmes jemnym virenim a potom zmes kratko odstredte.

Do pripravenych 200 yL PCR skumaviek alikvotne rozdelte 24,0 yL PCR
hlavnej zmesi a uzavreté skiumavky kratko odstredte.

Pouzitie Sablon DNA a kontrol

Do pripravenych skumaviek PCR obsahujucich PCR hlavni zmes pridajte
1,0 uL nasledujucich typov vzoriek.

NTC: namiesto vzorky pridajte 1,0 uL Nuclease-Free Water.
Vzorka: pridajte 1,0 pL pripravenej, zriedenej vzorky gDNA (2,0 ng/uL).

PC: namiesto vzorky pridajte 1,0 uL pripravenej Control DNA XY82 zriedenej
v pomere 1:2 (1,0 ng/uL).
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POZNAMKA

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

POZNAMKA

j Pouzite aspon jednu pozitivhu kontrolu (PC) a jednu kontrolu

bez Sablény (NTC) na jeden cyklus. V opaénom pripade nie je
mozné cyklus potvrdit.

Zatvorte vSetky skumavky PCR, jemne ich premieSajte a roztocte.

Amplifikacia PCR

Naprogramujte  PCR cyklér s nasledujucim profilom amplifikacie,
nezabudnite nastavit rampu na 4 - 5 °C/s. Vykonajte "horuci Start" PCR, aby
ste aktivovali polymerdzu a zabranili vzniku neSpecifickych produktov
amplifikacie.

Tabul'ka 5 Protokol PCR

Teplota Cas

94 °C 4 min

94 °C 30s

60 °C 120 s 28 cyklov
72 °C 75s

68 °C 60 min

10 °C 0 podrzte

POZNAMKA

a chladenia, nastavi sa nabeh na 4-5°C/s, aby sa

: Ak sa pouzivaju tepelné cykléry s nastavitefnymi krokmi ohrevu
zabezpecila optimalna rovnovaha signalu.
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POZNAMKA

° Zakladné informacie o nastaveni, programovani a udrzbe
1 roznych pristrojov PCR ndjdete v pouzivatelskej prirucke

prislusného pristroja.

POZNAMKA

Velmi malé mnozstva DNA mdzu mat za nasledok Statisticke
° vypadky a nerovnovahu vrcholov. ZvySenie poctu cyklov PCR
1 zvySuje riziko krizovej kontaminacie spdsobenej minimalnym
mnozstvom necistdt. Okrem toho by sa mohli objavit
nespecifické produkty amplifikacie.

Kapilarna gélova elektroforéza

Priprava produktov PCR

Po dokonc¢eni PCR vyberte vzorky z cykléra a kratko odstredte.

POZNAMKA

Py Po dokon¢eni PCR sa produkty PCR mozu 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 stcastou supravy)
= Mentype® DIPscreen Allelic Ladder (zeleny uzaver)
®=  DNA Size Standard BTO (550) (oranzovy uzaver)

Pripravte denaturaénu zmes opisanu v Tabulka 6 a pridajte jednu alebo dve
reakcie na kompenzaciu odchylok pri pipetovani. Zahriite dodato¢nu reakciu
pre alelicky rebricek.
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Tabulka 6 Denatura¢na zmes

Komponent Objem na reakciu
Hi-Di™ Formamide 12,0 uL

DNA Size Standard 550 (BTO) 0,5 puL

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

Do jamiek pridajte bud 1,0 yL PCR produktu, alebo 1,0 yL Mentype®
DIPscreen Allelic Ladder. Utesnite PCR platfiu vhodnou féliou, kratko ju
premieSajte a odstredte.

POZNAMKA

Alelicky rebri¢ek sa pouziva na spravne uréenie analyzovanych

fragmentov pocCas analyzy udajov. V kazdom cykle analyzy

1 dizky fragmentov sa musi alelicky rebrigek analyzovat aspofi
raz, aby sa zabezpedilo uspesné vyhodnotenie udajov.

POZNAMKA

Kapilary zariadenia na gélovu elektroforézu by nikdy nemali byt
suché. Ak vzorky nezabert vSetky miesta kapilary, naplite

z f \ dalsie jamky platne s 12,0 uL Hi-Di™ Formamide podla po&tu
kapilar.

Pripravené produkty PCR 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 vyrovnanie
pouzitych fluorescenénych farbiv pre Mentype® DIPscreen PCR
Amplification Kit (6-FAM™, BTG, BTY, BTO).
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POZNAMKA

Pri inStalacii zariadenia Matrix Standard BT5 multi si precitajte

navod na pouzitie. Ten je k dispozici na adrese

1 www.biotype.de/en/ifus alebo na poziadanie prostrednictvom
support@biotype.de spolo¢nostou BIOTYPE GmbH.

Po uspesnom spusteni Matrix Standard BT5 multi importujte poskytnuté
nastavenia pristroja pre 3500 Series Genetic Analyzer podla opisu v Tabulka
7 (www.biotype.de/en/template-files).

Tabulka 7 Poskytnuté stbory pre Genetic Analyzer
(www.biotype.de/en/template-files)

3500 Series Genetic Analyzer

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

POP-7™, 50 cm capillary array:

DIPscreenlVD_Instrument750.xml

Size Standard Protocol BTO_60-550_SizeStandard.xml

Sizecalling Protocol BTO_60-550_Sizecalling.xml

POP-4™, 36 cm capillary array:
Assay DIPscreenlVD_Assay436.xml

POP-7™, 50 cm capillary array:

DIPscreenlVD_Assay750.xml

Specifikacie pozadovaného protokolu pristroja si 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.
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Tabulka 8 Parametre modulov cyklu roznych zariadeni na kapilarnu
gélovu elektroforézu
Injection

Injection Run Voltage Run Time
EISER Time [s]  [kV] Is]
36 cm capillary
. array: 15
3500 Series 3.0 8 1560
Genetic Analyzer 50 cm capillary
array: 19.5

Odlisne od hodnét uvedenych v Tabulka 8 sa ¢as cyklu mdze upravit podla
dizky pouzitého kapilarneho pola, ale je povinné analyzovat vsetky
fragmenty (60 - 550 bp) DNA Size Standard 550 (BTO).

Ak chcete nastavit Size Standard Protocol, musia byt oranZzovému panelu
priradené nasledujuce velkosti pre DNA Size Standard 550 (BTO):

60, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180, 200, 220, 240, 250, 260, 280, 300, 320,
340, 360, 380, 400, 425, 450, 475, 500, 525 a 550 bp.

POZNAMKA

BIOTYPE GmbH poskytuje Specifické 3ablény na jednoduchu
Py inStalaciu  $pecifickych nastaveni cyklu pre analyzu dizky
1 fragmentov, ako aj Sablény analyzy na jednoduché nastavenie

softvéru GeneMapper™ |D-X. Tieto $ablény su k dispozicii na

stiahnutie prostrednictvom: www.biotype.de/en/template-files.
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Analyza udajov

VSeobecny postup analyzy udajov

1. Kontrola platnosti
cyklu

~~

2. Kontrola platnosti
vzorky

7

3. Vyhodnotenie
vzorky

Pozri kapitolu VSeobecné hodnotenie
cyklu

Pozri kapitolu Analyza vzoriek

Pozri kapitolu Kvalitativha analyza -
identifikacia informativnych lokusov
Pozri kapitolu Semikvantitativha analyza -
analyza chimérizmu

POZNAMKA

Analyza udajov sa musi vykonat bud pomocou softvéru
ChimerisMonitor IVD alebo softvéru GeneMapper™ ID-X

1 (Thermo Fisher Scientific). Manualne vyhodnotenie suborov fsa

alebo akychkolvek vysledkov poskytnutych pomocou softvéru
na zber Udajov bez jednej z dvoch opisanych mozZnosti softvéru
na analyzu a vyhodnotenie udajov sa neoveruje.
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Overenie spravnosti spustenia pracovného postupu

1. Platny alelicky
rebriek

7

2. Platna pozitivna
kontrola PC

V4

3. Platna kontrola bez
Sablény NTC

POZNAMKA

4 Na posudenie spravnosti by sa mal analyzovat rozsah merania
1 50 - 560 bp.

Platna DNA Size Standard 550 (BTQ)
Platna vyska piku = 200 RFU
Vietky o¢akavané piky su pritomné

Platna DNA Size Standard 550 (BTO)
Platna vyska piku = 200 RFU
VEetky o€akavaneé piky su pritomné

Platna DNA Size Standard 550 (BTO)
Ziadne piky = 200 RFU zistené

DNA Size Standard 550 (BTO)

Zistenie presnej dizky amplifikovanych produktov zavisi od typu zariadenia,
podmienok elektroforézy, ako aj pouzitého Standardu velkosti DNA.
Vzhfadom na zloZitost niektorych lokusov by sa urlenie velkosti malo

zakladat' na rovhomerne rozloZenych referenciach.

Skontrolujte DNA Size Standard 550 (BTO) vo vsetkych vzorkach 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

= VSetky fragmenty su pritomné s vySkou piku nad hrani¢nou hodnotou

2 50 RFU

= Koeficient determinacie R? > 0,995.
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= Vyska piku fragmentov sa nezniZzuje kontinudlne s rasticou diZkou
fragmentu.

100 200 300 400 500

1000

800 _

600 |

00 | ‘ |

200 ‘ ‘ | I |

60,0/ (20,0 100.0]120.0/140.0]160.0/180.0/200.0(220.0[240.0 260.0280.0 300,0/320.0/340.0]360,0/380.0/400.0) 4250 430.0| [4750 500.0| [5250 (5500
90.0 2500

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

Mentype® DIPscreen Allelic Ladder

Po zabezpeceni platného Standardu velkosti skontrolujte, €i su v alelickom
rebricku pritomné vsetky dostupné piky s vySkou piku nad hrani¢nou
hodnotou 2 200 RFU.

POZNAMKA

Py Mentype® DIPscreen Allelic Ladder obsahuje fragmenty pre
1 kazdu detekovatelnu alelu. Porovnajte alely s prilohou Tabulka
20 a Obrazok 5.

Control DNA XY82 (PC)

Po zabezpeceni platného velkostného Standardu sa uistite, Ze je pritomny
uplny profil DNA vsetkych 3pecifickych pikov pre PC s vySkou piku
2 200 RFU (pozri Tabulka 9). Control DNA XY82 je kvalitativna kontrola PCR
na zabezpecenie vSeobecnej vykonnosti hlavnej zmesi.

Control DNA XY82 (pozri prilohu Obrazok 6), ktora je sucastou testovacej
supravy, predstavuije tieto alely:
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Tabulka 9 Genotyp Control DNA XY82, - = Delecia, + = Insercia

Lokus Control DNA XY82
FAM Panel (modry kanal)
Amelogenin XY
HLD106 ++
HLD70 -+
HLD84 ++
HLD103 -/+
HLD104 -/+
HLD116 -/+
HLD112 -+
HLD307 ++
HLD310 -/+
HLD110 -/+
HLD133 -/+
HLD79 ++
HLD105 -/-
HLD140 -/+
HLD163 -/+

Lokus Control DNA XY82
BTG Panel (zeleny kanal)
HLD91 +/+
HLD23 -+
HLD88 +/+
HLD101 -+
HLD67 -+
HLD301 -+
HLD53 ++
HLD97 -+
HLD152 -+
HLD128 -+
HLD134 ++
HLD305 ++
BTY Panel (zlty kanal)
HLD48 -/-
HLD114 -/-
HLD304 -+
HLD131 +/+
HLD38 +/+
HLD82 +/+

Kontrola bez Sablon NTC

Po zabezpedeni platného Standardu velkosti skontrolujte, ¢i sa v rozsahu
binov NTC nezistili Ziadne piky nad hrani¢nou hodnotou 2 200 RFU (pozri

prilohu Obrazok 6).

POZNAMKA

Pri pouziti ChimerisMonitor IVD alebo GeneMapper™ |D-X

spolu s dodanymi vzorovymi subormi pre Analysis Method sa

1 vrcholy < 200 RFU automaticky nepriradia k nazvu alely, ¢o vam
pomdze lahko vyhodnotit' vysledky.
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POZNAMKA

V NTC sa mbézu vyraznejSie vyskytovat artefakty, ako su malé

farebné Skvrny. Vzhladom na Siroki zakladfiu pikov,

1 abnormalny tvar pikov a Ziadne priradenie pikov je mozné
odliSenie od pikov amplikonov.

Analyza vzoriek

Analyza udajov o pracovnych postupoch

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

A4

2. Platné vysky pikov

A4

*  Genotypove vzorky: vietky piky = 200 RFU

* Monitorovacie vzorky: neinformativne piky
= 200RFU

+ Ziadne pull-up piky

*  Genotypoveé vzorky: min. 1, max. 2 piky na

3. Vhodny poéet lokus
pikov na lokus * Monitorovacie vzorky: min. 1, max. 2 piky
na lokus

AV

4. Vierohodnost

*  Monitorovacie vzorky: pritomné su len piky
alel, ktoré su pritomné aj vo vzorke prijemcu
a darcu (Ziadne dalsie piky)

Pomocou softvéru ChimerisMonitor IVD sa automaticky vykonaju opisané
validaéné kroky pre cyklus a vzorky.

Pomocou softvéru GeneMapper™ ID-X spolu so Specifickymi $ablonami,
ktoré poskytuje BIOTYPE GmbH, sa zakladna validacia vykonava
automaticky.
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Kvalitativna analyza - identifikacia informativhych lokusov

V nasledujucej casti sa vysvetluje identifikacia a rozliSenie lokusov
Specifickych pre prijemcu. Preto su lokusy Specifické pre darcu definované
ako neinformativne. Identifikacia informativnych lokusov sa vykonava na
zaklade udajov od prijemcu a darcu pred transplantaciou. Priklady najdete v
Tabulka 21 - Tabulka 22 v prilohe.

Pomocou softvéru ChimerisMonitor IVD je podporovana identifikacia
informaé&nych lokusov.

Informativne lokusy: Jednu alelu vo vzorke prijemcu nemozno zistit vo
vzorke darcu.

Neinformativne lokusy: Lokusy, v ktorych sa vrchol(y) Specificky(é) pre
prijemcu prekryva(ju) s vrcholom(mi) Specifickym(i) pre darcu, alebo lokusy
Specifické pre darcu.

Semikvantitativna analyza - analyza chimérizmu

Semikvantitativna analyza chimérizmu sa vykonava podla opisu v literature,
napr. Clark et al. (2015) [1] alebo Nollet et al. (2001) [2]. Vzorce pre
kvantifikéciu zavisia od alelickej konstelacie v lokuse a su uvedené v
nasledujucej Tabufka 10 (upravené podla Clark et al.). Hodnota chimérizmu
sa vypocita pre kazdy vopred vybrany informativny lokus. Potom sa vypocita
priemerna hodnota vSetkych hodndt chimérizmu Specifickych pre dany
lokus.

POZNAMKA

Na identifikaciu odlahlych hodnét sa odporu¢a vyhodnotit kazdy
SDwmarker. SDwmarker pre vzorky s nizkym zmieSanym chimérizmom
(< 5 % MC) by nemal presiahnut 4 %. Pri strednom az vysokom

A zmieSanom chimérizme(> 5 % MC) SDwarker by nemal prekrodit
10 %. Ak SDwarker prekroCi limity, odporu¢a sa opéatovne
analyzovat hodnoty MC vybranych markerov na odlahlé
hodnoty.
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Tabulka 10 Polokvantitativna analyza chimérizmu (upravené podla

Clark et al. [1
Scenar 1 Scenar 2
ziadne spolo¢né alely: prijemca je jedna spoloéna alela
homozygot, darca je homozygot, (homozygotna): prijemca je
Ziadne piky nie su spolo¢né heterozygot, darca je homozygot,
jeden pik je spolo¢ny
(I — TN LR
120 140
] Prijemca Prijemca
120 140
Darca Darca
Pomer prijemcov: Pomer prijemcov:
% chimérizmus =Lx 100% % chimérizmus = x 100%
A+B ( (B - A) )+A
2
31
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Analyza udajov pomocou ChimerisMonitor IVD

ChimerisMonitor IVD je pokrocily softvér na automatizovanu analyzu udajov,
vyhodnotenie priebehu a vypocet chimérizmu. Integrovana Patient
Management umozniuje sledovat kinetiku chimérizmu v prehladoch s
vysokym rozliSenim, ale aj v grafoch a tabulkovej vizualizacii.

VSeobecné pokyny na analyzu vzorky najdete v ndvode na pouZitie softvéru
ChimerisMonitor 1VD.

VSetky poZadované Sablény analyz su zahrnuté v Test Kit Management
systému ChimerisMonitor. Tie obsahuju metédy analyzy, ako aj prepojené
Sablony Bin a Panel. Softvér vykonava v8eobecné, integrované
vyhodnotenie chodu pocas davkového importu podla kapitoly Overenie
spravnosti spustenia pracovného postupu. VSeobecny opis pracovného
postupu analyzy udajov ChimerisMonitor najdete v Tabulka 11.

POZNAMKA

Analyza udajov sa musi vykonat bud pomocou softvéru
ChimerisMonitor VD alebo softvéru GeneMapper™ ID-X
e (Thermo Fisher Scientific). Manualne vyhodnotenie suborov fsa
1 alebo akychkolvek vysledkov poskytnutych pomocou softvéru
na zber udajov bez jednej z dvoch opisanych moznosti softvéru

na analyzu a vyhodnotenie udajov sa neoveruje.

Tabul'ka 11 Pracovny postup analyzy chimérizmu s ChimerisMonitor

C. lkona Pracovny krok
1 Import vzorky
§ Create new patient. Databaza vSetkych vytvorenych pacientov
je zastupena v Sprave pacientov
Batch Import:

- Vyber testovacej supravy Biotype Mentype DIPscreen
VSetky prahové hodnoty pre spravny priebeh a
[* vyhodnotenie vzorky su spojené s prisluSnou metédou
analyzy.
- Importujte cyklus obsahujuci subory fsa alelického rebricka,
pozitivnej kontroly, kontroly bez $ablény a vzoriek.
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C. lkona Pracovny krok

- Vyberte typy vzoriek manualne
(nevyhnutné pre spravne priradenie pikov a vypocet
chimérizmu)

- VSeobecné vyhodnotenie cyklu a vzoriek vykonava softvér

ﬁ Otvorte Batch Import View

E} Assign Sample:
Vyberte vzorku a priradte ju k pacientovi
Kontrolné kontroly - ChimerisMonitor vykonava integrované hodnotenie
kvality, ako aj hodnotenie cyklu a vzorky
Skontrolujte Allelic Ladder Electropherogram a Size Calling
Regression
[_[ Zobrazia sa pripadné upozornenia na kvalitu:
-V ramci karty Evaluation of Allelic Ladders pocas
davkového importu
-V ramci karty FSA Import Warnings v Editore pacienta
Skontrolujte Positive Control Electropherogram a Size
Calling Regression
Evaluation of Positive and No Template Controls pocas
davkového importu zobrazuje mozné upozornenia na kvalitu.
Skontrolujte No Template Control Electropherogram a Size
ol Calling Regression
Evaluation of Positive and No Template Controls pocas
importu davky zobrazuje mozné upozornenia na kvalitu

3 Vyhodnotenie vzorky

Skontrolujte Sample Electropherogram

Spravne priradenie pikov je nevyhnutné na presnu definiciu
AL informacénych markerov a spolahlivy vypocet chimérizmu.

Sample Quality Kontrola kvality po¢as davkového importu

zobrazuje mozné upozornenia na kvalitu

Kontrola velkosti vzorky pri volani regresie

Ll Sample Quality Kontrola kvality po¢as davkového importu
zobrazuje mozné upozornenia na kvalitu
4 Definicia informa¢nych markerov

Create a new transplantation:
na monitorovanie pacienta mozno vybrat preddefinované
markery

5 Analyza chimérizmu

Calculate Chimerism:

Pozrite si vopred vybrané markery pre analyzu chimérizmu a
- vykonajte vypocet chimérizmu

(chimérizmus jedného markera, celkovy chimérizmus a

Standardna odchylka)
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C. lkona Pracovny krok
6 Sprava
Create Report.
|£ Jednotlivé hodnoty a kinetika chimérizmu sa zobrazuju v Case
(tabulka a graf, format suboru pdf alebo csv)
7 Vytvorenie databazového systému pre Patient Management

Analyza udajov pomocou GeneMapper™ ID-X

Priprava GeneMapper™ ID-X softvéru

VSeobecné pokyny na pouzivanie a analyzu vzoriek pomocou tohto softvéru
najdete v prirucke pouzivatela softvéru GeneMapper™ ID-X.

Priradenie alel sa vykona pomocou analytického softvéru GeneMapper™ |D-
X v kombinacii so $ablonovymi subormi Mentype® DIPscreen PCR
Amplification Kit od BIOTYPE GmbH. Subory Sablén BIOTYPE (pozri
Tabulka 12) su k dispozici na naSej domovskej stranke
(https://www.biotype.de/en/template-files) na stiahnutie alebo na poziadanie
prostrednictvom support@biotype.de. Pracovny postup analyzy chimérizmu
pomocou softvéru GeneMapper™ ID-X je uvedeny v Tabulka 13.

Tabulka 12 BIOTYPE GmbH $ablény pre GeneMapper™ ID-X softvér,
Sablony $pecifické pre aplikaciu * POP-4™ alebo § POP-7 ™

Sabléna Nazov $ablény

DIPscreenIVD_Panel4_v1x*

Panels DIPscreenlVD_Panel7 v1xS alebo vySSie verzie
. N DIPscreenlVD_Bins4_v1x* -~ .
Bin Sets DIPscreenlVD_Bins7 vix alebo vySSie verzie
Size Standard* BTO_60-550_v1x alebo vySSie verzie

DIPscreenlVD_Analysis4_v1x*

AIEIES WEiies DIPscreenlVD_Analysis7_v1x$

alebo vySSie verzie

Plot Settings PlotsBT5_4dyes
Table for 2 Alleles
Table for 10 Alleles

*Tieto Sablény sa musia vzdy pouzit na analyzu udajov. Ostatné subory
Sablon su volitelné.

Table Settings
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POZNAMKA

Import a volanie alel s poskytnutymi subormi $ablon je zaruc¢ené

len vtedy, ak sa pouziva softvér GeneMapper™ ID-X. Pri pouziti

° softvéru GeneMapper™ sa mozu vyskytnat problémy s

1 importom niektorych Sablénovych suborov. Je mozné, Ze budete

musiet’ upravit panely a biny s jednym alebo viacerymi cyklami

alelického rebricka na konkrétnom nastaveni pristroja.
Kontaktujte nas pre podporu (support@biotype.de).

Tabulka 13 Pracovny postup analyzy chimérizmu s GeneMapper™
ID-X

C. Ikona Pracovny krok

1 Priprava softvéru
Panel Manager
Importovat poskytnuté subory Sablén pre Panel, Bins
GeneMapper™ ID-X Manager

Importovat’ poskytnutu Sablénu pre Analysis Method a Size
Standard
2 Import vzorky

E‘l Add Samples to Project
- vyhladajte priecinok, vyberte a Add to List 2> Add

3 Analyza vzoriek

Vyberte nasleduijtice viastnosti v prislunych stipcoch
vzorového listu a vyberte Analyze.
Nazov stipca Vybrat

Sample Type Allelic Ladder, Positive Control, Negative Control
alebo Sample

Analysis Method ~ Vyberte predtym importované Sabléna BIOTYPE
GmbH
b DIPscreenlVD_Analysis_v1x

Panel Vyberte predtym importované Sabléna BIOTYPE
GmbH
DIPscreenlVD_Panel_v1x

Standardna Vyberte predtym importované BIOTYPE GmbH
velkost Sablona
BTO_60-550_v1x
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C. lkona Pracovny krok
4 Kontrola kontrol
Kontrola platnosti kontroly (Allelic Ladder, Positive Control, No
m Template Control)
il Pri dostato¢nych vyskach pikov sa priradenie vykona podla
Specifikacii v Analysis Method
5 Vzorové hodnotenie
Skontrolujte platnost vzorky.
m Pri dostato¢nych vyskach pikov sa priradenie vykona podla
Specifikacii v Analysis Method
W Ak nie su piky priradené, hoci sa dosiahli dostato¢né vysky, je
mozné ich priradit manualne. Skontrolujte hodnovernost
vSetkych uloh pikov.
6 Definicia informaénych markerov
Porovnajte genotypy prijemcu a darcu, potom manualne
= identifikujte informativne markery (Pozri prilohu, Priklady pre
kvalitativhe hodnotenia lokov
7 Analyza chimérizmu
Exportujte Sizing Table a vypocitajte hodnoty chimérizmu
podla Tabulka 10 - pozri kapitolu Semikvantitativna analyza -
analyza chimérizmu

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 (Sizing Quality),
OMR (Outside Marker Range) su zelené policka pre uspesnu
platnost.
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POZNAMKA _

Na vyhodnotenie Standardu velkosti pouzite Size Match Editor v
L4 aplikacii GeneMapper™ ID-X. Ak automatické vyvolanie
1 fragmentu zlyhalo, triplety 80 / 90/ 100 bp a 240/ 250 / 260 bp
sa mOzu pouzit na orientaciu pri manualnom priradovani pikov.

Riesenie problémov

Post-PCR analyza a automatické priradenie alel pomocou vhodného
analytického softvéru zabezpecuje presné a spolahlivé rozliSenie alel.

Automaticky vypocCet pomeru darcovskej a prijemcovskej DNA, ako aj
Standardnych odchylok a detek&nych limitov mozno ziskat priamo zo
surovych udajov analyzy velkosti fragmentov.

Ak sa maju vysledky ziskané pomocou Mentype® DIPscreen PCR
Amplification Kit zosuladit s vysledkami cytologickych analyz, uistite sa, ze
cytologické analyzy boli vykonané s najmenej 200 leukocytmi.

Pull-up piky

Pull-up piky sa mdézu vyskytnut, ak su vySky pikov mimo linearneho
detek&ného rozsahu alebo ak bola pouzita nespravna matrica. M6zu sa
objavit na miestach Specifickych pikov v inych farebnych paneloch, zvy&ajne
s nizSou intenzitou signalu. Pri pravidelnom pozorovani zvazte opakovanie
generovania matrice a skontrolujte, ¢i nedoslo k pretazeniu DNA.

Pridavanie nukleotidov nezavisle od Sablény

Multi Tag 2 DNA Polymerase ma vdaka svojej terminalnej transferazovej
aktivite tendenciu pridavat adenozinovy radikal na 3'-koniec amplifikovanych
fragmentov DNA. Artefaktovy pik je o jednu bazu krat$i, ako sa oCakavalo
(pik -1 bp). VSetky priméry BIOTYPE su navrhnuté tak, aby minimalizovali
tieto artefakty. Tvorba artefaktov sa dalej zniZzuje zavere€nym krokom
predizenia protokolu PCR pri 68 °C po&as 60 min. Vyska piku artefaktov
koreluje s mnozstvom DNA. Laboratéria by mali definovat svoje individualne
limity pre analyzu pikov.

DISIFUO2v2sk 37



Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit

Artefakty

Izbova teplota mdze ovplyvnit vykonnost produktov PCR na multikapilarnych
pristrojoch a mé2u sa vyskytnut ramenné piky alebo rozdelené piky. Okrem
toho by v niektorych pripadoch mohlo byt ovplyvnené automatické
pridefovanie. Ak sa tieto ucinky vyskytnu, odporu¢ame opatovne vstreknut
vzorku pri vy3Sej izbovej teplote a mozno pouZit viac ako jednu vzorku
alelického rebri¢ka na jeden test.

Vo vzorkach sa mozu vyskytnut aj artefakty, ako s malé 8kvrny farby, a eSte
vyraznejSie v NTC. Vzhladom na Siroku zakladru pikov, abnormalny tvar
pikov a Ziadne priradenie pikov je mozné odliSenie od pikov amplikonov.

Odchylky pri pipetovani

Analyza robustnosti Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit ukazala, ze
suprava je robustna voli malym odchylkam od opisaného protokolu
(odchylka +/-10 %). Stredna odchylka (+/-20 %) od opisaného
experimentalneho protokolu méze byt kritickejSia pre analyzu zmieSaného
chimérizmu (najmé pri nizkych percentdch chimérizmu). Je velmi délezité
venovat osobitni pozornost Reaction Mix A PCR puferu. Odchylka -20 % v
tomto puferi méZze mat za nasledok vyrazné zniZenie vysky signalu alebo
dokonca nedetekovatelné markery. Aby sa minimalizovali akékolvek
odchylky, odporu€ame pouzivat' kalibrované pipety, presné pipetovanie a
dbékladné mieSanie.

Odrahlé hodnoty

Na identifikaciu odfahlych hodndét sa odporu€a vyhodnotit Standardnu
odchylku v ramci markerov (SDwarker). AK SDwmarker pre vzorky s nizkym
zmieSanym chimérizmom (< 5 % MC) prekro€i 4 % a pre vzorky so strednym
az vysokym zmieSanym chimérizmom (> 5 % MC) 10 %, zvazte opatovnu
analyzu hodnét MC bez tejto Specifickej odlahlej hodnoty.

Vplyv polymérov

Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit bola validovana a certifikovana
na analyzu na POP-4™ a POP-7™ polyméroch.

Pri pouziti polyméru POP-7™ sa v prednej Casti elektroferogramov mézu
objavit Skvrny farbiva. V modrom kanali boli pozorované najma farebné
Skvrny do velkosti 110 bp, ktoré by mohli ovplyviovat lokus HLD106. Pred
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vykonanim analyzy chimérizmu skontrolujte elektroferogramy na takéto
ucinky.

Pouzitie inych polymérov (napr. POP-6™) méze ovplyvnit cyklus
Specifickych produktov PCR. Okrem toho sa méze zvysit Sum pozadia v
dosledku odliSného spravania sa volnych fluorescenénych farbiv.

Hodnotenie vykonu

Analyticka Specifickost’

Pomocou softvéru Genemapper™ ID-X sme testovali automatické ur¢ovanie
alel pomocou alelického rebricka a zhodu priradenia alel v porovnani s
predbeznym urCovanim testovanej DNA pomocou inych metdd (iné PCR
supravy).

Vyhodnotili sme osemdesiatjeden predcharakterizovanych vzoriek DNA
analyzovanych pomocou Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit. Zistili
sa kompletné profily s vySkou piku =200 RFU. Po ur€eni nastaveni
zariadenia Specifickych pre test bol vSetkym vzorkam DNA priradeny
spravny genotyp pre vSetky systémy DIP a marker amelogenin. Okrem toho
sme hodnotili $pecifickost primérov Mentype® DIPscreen PCR Amplification
Kit. Neboli pozorované ziadne nesSpecifické chybné produkty PCR, ¢im sa
zabezpecila $pecifickost primérov Mentype® DIPscreen PCR Amplification
Kit.

Interferenty a krizové reakcie

Potencialne interferenty, ktoré by monhli ovplyvnit vysledky postupu merania,
boli vyhodnotené v sulade s odporu€aniami usmerneni CLSI EPO7
(3. vydanie), EP37 (1. vydanie). Pre Mentype® DIPscreen 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 na ur€enie koncentracie, pri ktorej nie je zistitefna ziadna
interferencia.
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Vysledky ukazali ruSivy uc¢inok endogénnej interferentnej krvi testovanej na
2,57E- 03 % v/v v reakcii PCR na meranie Uplného profilu DNA jedného
genotypu. Okrem toho sa pozorovali odchylky od nelieCenej skupiny pri
vzorkach zmieSaného chimérizmu meranych pri 2%, 5% a 30 % MC.
Vysledky boli mimo limitov presnosti, a preto vykazovali interferenciu s
reakciou PCR. Kontaminaciu krvi vS§ak mozno vizuélne zistit v reakcii PCR
alebo v izolovanej suspenzii DNA na zaklade oranZového farebného posunu.
Vy8koleni profesiondlni pouzivatelia laboratéria by mali sledovat, i sa
vyskytne zmena farby, a izoldciu DNA zopakovat, aby sa zabranilo
akejkolvek interferencii.

V pripade exogénnych interferentov EDTA, citratu sodného, etanolu,
kyseliny acetylsalicylovej, metoklopramidu a cyklosporinu sa nepreukazal
ziadny interferenény ucinok pri ich prislusnych Cmax, pri ktorych bolo mozné
dosiahnut meranie celého profilu DNA jedného genotypu XY1726, a
odchylky od nelieCenej skupiny pozorované pri vzorkach zmieSaného
chimérizmu meranych pri 2 %, 5 % a 30 % MC boli v medziach presnosti.

Pokial ide o exogénne interferenty heparin, proteinazu K a metotrexat,
interferencia sa pozorovala pri Cmax odporu¢anej v CLSI EP37 (1. vydanie).
Dalsie riedenia sa testovali dovtedy, kym sa nezistila Ziadna interferencia. V
pripade heparinu 2,36E- 02 mg/dl, proteindzy K 3,22E-06 % v/v a
metotrexatu 13,6 mg/dl sa nepreukazala zZiadna interferencia.

Pomocou odporucanych izolanych suprav sa dodatoéne testovali krvné
antikoagulancia EDTA, citrat sodny a heparin. Nebol zisteny ziadny vplyv na
analyticky vykon. Ocakavame, ze pracovny postup izolacnych suprav
odstrani testované interferujice latky pochadzajuce z antikoagulantov a
Cinidiel na izolaciu DNA. Pokial ide o chemoterapeutickl latku metotrexat, v
porovnani s referenénym blankom nevykazovala pri testovanej koncentréacii
Ziadne interferencie.
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Tabulka 14 testované koncentracie endogénnych a exogénnych
interferentov.

Typ - Koncentracia bez
interferentu AGUEE 20 rusivych vplyvov
Endogénne  Zlozky plnej krvi PIn& krv netestované
EDTA 0.099 mg/dL
. . I 8.23E- 05 % vivv
Antikoagulancia Sodik, citrat PCR
Heparin 2.36E- 02 mg/dL

Proteinaza K

3.22E- 06 % viv v

Ko reakcii PCR
Exogénne glr\rllf @ na fzol3eld 2.70E- 03 % ViV v
Etanol reakcil PCR
ntpyretics rooyisaliyiovd)  3MaldL
Antiemetikum Metoklopramid 0.225 mg/dL
Chemoterapeutikum Metotrexat 13.6 mg/dL
Imunosupresivna latka Cyklosporin 0.18 mg/dL

Analyticka citlivost’

Ludskd gDNA s jednym genotypom je meratelna v rozsahu od 0,125 ng do
2,00 ng. V tomto rozsahu sa daju merat Uplné profily vSetkych markerov DIP
a amelogeninu bez poruch. Odporu¢ame 1,00 ng ako optimalne vstupné
mnozstvo DNA jedného genotypu pre prijatefnu celoprofilovu analyzu pri
znizeni spotreby materidlu. Na detekciu zmieSaného chimérizmu s
optimalnou citlivostou sme testovali r6zne vstupné mnozstva. Aby sme sa
vyhli obmedzenej citlivosti pri nizkych vstupnych mnozstvach, definovali sme
2,00 ng DNA ako optimalne vstupné mnozstvo na detekciu zmieSaného
chimérizmu.

Linearita sa hodnotila na zaklade usmernenia CLSI - EPO6Ed2 (2. vydanie).
Linearita sa testovala pomocou Siestich réznych zmieSanych vzoriek
chimérizmu. Kazda zmieSana vzorka chimérizmu bola zriedena tak, aby
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pokryvala chimérizmus prijemcu od 1 % do 90 % (1 %, 2 %, 5 %, 10 %,
30 %, 50 %, 70 %, 90 %). Prijatelna odchylka od linearity (ADL) bola
definovana na 4 % pre vzorky do 10 % chimérizmu prijemcu, aby sa v tomto
rozsahu umoznili len malé odchylky. Pre chimérizmus prijemcu > 10 % bola
ADL nastavena na 10 %, aby sa umoznili stredné odchylky od linearity.
Ocakavané a predpokladané hodnoty boli pre vSetky vzorky niZ8ie ako ADL,
€o potvrdzuje linearitu testovaného rozsahu merania chimérizmu.

WLS regression

Reference chimerism

0.0 T T 1 T 1
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Measured chimerism

Obrazok 2 Priklad vazenej regresie roznych koncentracii chimérizmu
pre zmes chimérizmu 82+1180. Regresia ukazala koeficient determinacie
0,994, ¢o potvrdzuje vysoky stupen linearity medzi nameranymi a o¢akavanymi
hodnotami v celom rozsahu testu od 1 % do 90 % chimérizmu prijemcu.

Limit slepého pokusu (LoB) sa testoval na 31 DNA s jednym genotypom v
troch r6znych dioch s dvoma réznymi sériami supravy. LoB pre zmieSany
chimérizmus sa vypocital pomocou neparametrického pristupu CLSI - EP17-
A2 (a = 0,05, 2. vydanie). Analyzovali sa len informativne markery. Vysledok
potvrdil hodnotu LOB 0,49 %.

Pri pouziti vstupného mnozstva 2,00 ng DNA sme testovali tri r6zne
zmiesané vzorky chimérizmu s koncentraciami od 0,50 % do 3,00 %. VSetky
vzorky boli testované s dvoma réznymi sériami supravy. PouzZitim Probit-
analyzy (CLSI - EP17-A2, 2. vydanie) s uroviou spolahlivosti 95 % bol
vysledny limit detekcie (LoD) pre Sarzu 1 1,36 % a 1,39 % pre Sarzu 3.
Vysledna nahlasovana hodnota LoD je 1,39 % zmieSaného chimérizmu.
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Tabulka 15 LoD pre Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit s
pouzitim informativnych markerov

LoD (% zmieSaného

g\ N
chimérizmu total

Sarza

Sarza 1

Sarza 3

Ciel presnosti pre limit kvantifikacie bol definovany podla CLSI - EP17-A2
(2. vydanie). Pre detekciu chimérizmu na LoD sme definovali ciel presnosti
pomocou Westgardovho modelu (TE = Ibiasl + 1,96 s; (Westgard et al. 1974
[3])) a odchylku a presnost testu. Vysledna zdruZena Standardna odchylka
0,45 % bola nizSia ako cielova presnost 1,77 % na zaklade TE, ¢o
potvrdzuje prijatelnu presnost pri LoD.

Presnost’

Nepresnost a skreslenie sa mozu liSit medzi rdznymi obsahmi chimérizmu.
Dospeli sme k zaveru rozdelit rozsah zmieSaného chimérizmu (MC) do troch
intervalov, ktoré tiez uvadzaju Pettersson et al. (2021) [4] na stanovenie
upravenych kritérii prijatelnosti pre kazdy interval. Intervaly su:

o Nizky MC s obsahom < 5 % druhého genotypu
e Stredny MC s obsahom 5 - 20 % druhého genotypu
o Vysoky MC s obsahom > 20 % druhého genotypu

Analyza presnosti vychadzala z usmernenia CLSI - EP21Ed2E(2. vydanie).
Na vypocet hodnoty sigma na zaklade metriky Sigma sa pouzila odchylka
namerana v porovnani s referenénym materidlom a nepresnost
(reprodukovatelnost) namerana v $tadii na viacerych miestach (Westgard et
al. 2018 [3]). Prijatelnd Total Error bola stanovena na zaklade odhadov
skreslenia zo Studie linearity a uvadzanej nepresnosti pre testy PCR na baze
STR na analyzu chimérizmu (Pettersson et al. 2021 [4]). Vysledné hodnoty
sigma vykazovali dobru presnost pre nizky a stredny interval MC a
vynikajucu presnost pre vysoky interval MC.
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Tabulka 16 Sigma hodnoty pre zmieSany chimérizmus

Vzorka Sigma hodnota
2 % zmiesSany chimérizmus

5 % zmieSany chimérizmus

30 % zmieSany chimérizmus

Pravdivost’

Hodnotenie skreslenia bolo zalozené na referenénom materiali od troch
réznych poskytovatelov kruhovych skusok (3 rézne programy External
Quality Control). Skreslenie sa vypocitalo pre rozdiel medzi vysledkom
Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit a referené¢nou hodnotou:

AMC = referentny MC — Mentype DIPscreen MC

Vypocet odchylky vychadza z usmernenia CLSI - EPO9Ed3cE (3. vydanie) a
pouzil sa priemer hodnbét A MC, kedZe bolo preukazané normaine rozdelenie
(Shapiro-Wilkov test normality, a = 0,05). Podla referenénych hodnét boli
vzorky rozdelené do troch &iastkovych intervalov pre MC, ako je opisané
vySSie (kapitola Presnost). Vysledna odchylka sa pohybovala od -0,68 do
0,74.

Tabulka 17 Skreslenie (priemer AMC) pre nizke, stredné a vysoké
hodnoty MC

nizka MC stredna MC vysoka MC
(<5 %) (5 - 20 %) (> 20 %)

Skreslenia
(priemer AMC)

Okrem hodnotenia skreslenia sme porovnali Mentype® DIPscreen PCR
Amplification Kit s referenénou metdédou. Referenéna metéda zaloZzena na
PCR Mentype® Chimera® PCR Amplification Kit analyzuje polymorfizmus
kratkych tandemovych opakovani (STR) na oddelenie dvoch jedincov
(genotypov). Obe metdédy sa merali na 97 vzorkach pacientov s réznym
obsahom zmiedaného chimérizmu. Vysledny koeficient determinacie 0,9963
potvrdil vysoku korelaciu medzi tymito dvoma metédami.
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Chimera

100+
1 R*=0.9963

50

Mentype® DIPscreen

0 50 100
Mentype® Chimera®

Obrazok 3 Porovnanie referenénej metédy Mentype® DIPscreen PCR
Amplification Kit a Mentype® Chimera® PCR Amplification Kit. Linearna
regresia vpravo ukazuje prijatelnu korelaciu s koeficientom determinacie 0,9963.

Presnost’

Opakovatelnost a reprodukovatelnost testu sme hodnotili na zdklade normy
ISO 5725-2:2022-05 a CLSI - EPO5 (3. vydanie). ZmieSané vzorky
chimérizmu pokryvajuce rozsah merania chimérizmu (2 %, 5 %, 30 %, 70 %)
boli hodnotené v §tadii 5 x 5 x 3 (den x opakovanie x miesto) na viacerych
miestach. Vysledna opakovatefnost pre zmieSany chimérizmus sa
pohybovala od 0,60 % do 1,68 % Standardnej odchylky (SD) zmieSaného
chimérizmu a reprodukovatelnost od 0,63 % do 1,75 % SD zmieSaného
chimérizmu.

Medzna hodnota testu

Vyhodnotili sme hrani¢nd hodnotu testu pre Mentype® DIPscreen PCR
Amplification Kit na zaklade vypocCtu alelickej frekvencie rbéznych
amplifikovanych markerov. Vzorky 81 jedincov boli analyzované pomocou
Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit. Vysledné alelické frekvencie sa
pouzili na vypoCet Specifickych forenznych diskriminaénych parametrov,
ktoré su dblezité aj pre analyzu chimérizmu, ako je informacny obsah
polymorfizmu (PIC), ofakavand heterozygotnost (HET) a sila diskriminacie
(PD), ktora ukazuje schopnost genetického markera alebo suboru markerov
rozliSovat medzi réznymi jedincami v ramci populacie. The PIC and HET
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hodnoty ukazuju vysoko polymorfné INDELY a vysoki mieru
heterozygotnosti pre Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit. PD pre
vSetky markery DIP sa pohybuje od 0,5146 do 0,6581, ¢o technicky
umoznuje rozlisenie dvoch jedincov na zaklade aspor jedného markera, ale
PD sa zvySuje pri pouziti viacerych markerov v kombinacii.

Tabulka 18 Diskriminaéna pravdepodobnost’ vSetkych markerov
zahrnutych do Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit. PIC, PD a HET
boli vypocitané pre kazdy marker na zaklade analyzy 81 jedincov.

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
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Marker PIC HET PD
HLD134 0,3384 0,4341 0,5752
HLD305 0,3685 0,4901 0,5530
HLD48 0,3695 0,4921 0,6109
HLD114 0,3593 0,4724 0,6353
HLD304 0,3750 0,5031 0,6520
HLD131 0,3725 0,4982 0,6581
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

Stabilita pri pouzivani

VSetky Studie stability boli naplanované v sulade s normou ISO 23640:2015
a usmernenim CLSI EP25 (2. vydanie). Pri vSetkych Studiach stability sa
postupovalo takto: Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit sa testovala
vo viacerych ¢asovych bodoch poc€as rézneho trvania. Analyza vzoriek
chimérizmu sa vykonala pomocou ChimerisMonitor IVD, pri€om prijemcu a
darcu predstavovala DNA jedného genotypu XY1726 a XX1180.

Analyzovali sme DNA jedného genotypu XY1726 so vstupnym mnozZstvom
DNA 1ng a zmieSané vzorky chimérizmu (MC) XY1726:XX1180
(prijemca:darca) so vstupnym mnozstvom DNA 1 ng, ktoré predstavuju
rozne intervaly MC 4 % a 30 % MC. Pre stabilitu hlavného mixu sme testovali
rézne intervaly MC 30 %, 5 % a 2 % s 1 ng vstupnej DNA pre 30 % a 5 %
MC a 2 ng vstupnej DNA pre 2 % MC.

Kone¢né hodnotenie roznych podmienok zahffalo porovnanie priemerov
pociato€ného Easového bodu (to) a réznych ¢asovych bodov (tn) a vypocitalo
sa pomocou nasledujlcej rovnice:

abs. A= |ty — t,]

V ramci Studie stability pri pouzivani sa vykonali tri experimenty. Jeden na
testovanie stability po vystaveni zmrazovacim a rozmrazovacim cyklom,
jeden na testovanie stability po réznom zaobchadzani s hlavnou zmesou a
druhy na testovanie stability suprav pocas simulovaného pouzivania po
otvoreni.
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V3etky testované vzorky v experimente so stabilitou hlavnej zmesi
vykazovali Uplny profil markera pre jednogenotypovid DNA XY 1726 a boli pod
celkovymi limitmi presnosti a spravnosti testu zaloZzenymi na chybach pre tri
testované vzorky MC: 30 %, 5% a 2 % MC s limitmi 3,31 %, 3,62 % a
1,77 %. Preto Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit zostava
neovplyvnena réznym zaobchadzanim s hlavhou zmesou.

Pokial ide o stabilitu pri zmrazovani a rozmrazovani Mentype® DIPscreen
PCR Amplification Kit nevykazuje Ziadne kritické neprijatelné odchylky od To
a uplny profil markera pre DNA XY1726 jedného genotypu a boli pod
celkovymi limitmi presnosti testu zaloZzenymi na chybach pre testované
vzorky MC: 30 % a 4 % s ich limitmi 3,31 % a 2,85 %. Mentype® DIPscreen
PCR Amplification Kit je preto stabilna az 20 cyklov zmrazovania a
rozmrazovania.

Na zaklade vysledkov simulovaného pouzitia po otvoreni je Mentype®
DIPscreen PCR Amplification Kit stabilna na pouzitie po prvom otvoreni az
12 mesiacov, ako aj stabilna poas 20 zmrazovacich a rozmrazovacich
cyklov.

Udaje o klinickej vykonnosti

Plan studie, etické a regulaéné aspekty

Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit a referencné metddy boli
testované na vzorkach pacientov po alo-HSCT. Desat’ pacientov zahrnutych
do tejto Studie bolo monitorovanych po alo-HSCT a obsah vzoriek darcu
poc¢as monitorovania bol analyzovany 10-krat po alo-HSCT. Cielom tejto
Studie bolo poskytnut klinické dbékazy podla §§ 20 az 24 zakona o
zdravotnickych poméckach"Medizinproduktgesetz" (MPG verzia zo 7.
augusta 2002 (BGBI. | S 3146). Pomocou cytogenetickej referenénej metody
FISH sa musela preukazat zhoda s metédou PCR zalozenou na
polymorfizme delécii a inzercii zariadenia. Potvrdenie zodpovednej etickej
komisie bolo doru¢ené 14.03.2012.
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Referenéné metody

Ako referenéna metdda sa vykonala fluorescenéna hybridizacia na mieste
(FISH) s pouzitim alozémovo $pecifickej CE-IvD CEP® X
SpectrumOrange™ /Y SpectrumGreen™ Direct Labeled Fluorescent DNA
Probe Kit (Abbott GmbH & Co KG, Wiesbaden). Na uplatnenie referencne;j
metdédy boli do Studie zahrnuté len dvojice donor - prijemca rézneho
pohlavia. Podla odporucani vyrobcov sa hodnotili len cytogenetické vysledky
s poctom buniek > 200.

Extrakcia a ¢istenie DNA

DNA bola izolovana pomocou stpravy QlAamp® DNA Blood Mini Kit (Qiagen
GmbH, Hilden, DE). Izolacia sa vykonala podla protokolu vyrobcu.

Vysledky
Vysoka korelacia medzi Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit a
cytogenetickou referenénou metdédou s R? = 0,9889 potvrdzuje pouzitelnost

na monitorovanie chimérizmu po alo-HSCT.

Cytogenetic

100

R#=0.9889

50

Mentype® DIPscreen

Cytogenetic

Obrazok 4 Korelacia cytogenetickych a Mentype® DIPscreen PCR
Amplification Kit vysledkov si znazornené v grafe. Linearna regresia
vykazuje prijatelnu korelaciu s koeficientom determinacie 0,9889 (N = 87)
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Vysledna zhoda 94,25 % (akceptovanych 5% AMC) s vysledkami
referenc¢nej metddy potvrdzuje spolahlivost Mentype® DIPscreen PCR
Amplification Kit pre interpretaciu klinickych udajov.

Diagnostické hodnotenie

Klinické charakteristiky vykonu ukazali prijatelné vysledky. Vysledky boli
vyhodnotené s ohfadom na LoD PCR a cytogeneticki hodnotu 1 % (Bader
et al. 2023 [5]). Parametre pre hodnotenie klinického vykonu podla prilohy |
odd. 9.1b IVDR sa zistilo, Ze nie je Uplne pouzitelny pre Mentype® DIPscreen
PCR Amplification Kit. Zariadenie monitoruje skor rozsah analytu ako jeho
pritomnost. Hodnotenie negativneho a pozitivneho stavu analytu teda nie je
uplne pouzitelné.

Tabulka 19 Diagnostické charakteristiky

Dolny Horny
Diagnostické charakteristiky Odhad konfidenény  konfidenény

interval interval
Diagnosticka citlivost 96,0 % 90,6 % 100,0 %
Diagnosticka Specifickost 76,3 % 62,8 % 89,8 %
Diagnostické presnost 87,5 % 80,6 % 94,4 %
Pozitivna prediktivha hodnota 84,2 % 74,7 % 93,7 %
Negativna prediktivna hodnota 93,5 % 84,9 % 100,0 %
Prevalencia 56,8 % 46,5 % 67,2 %
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Kontrola kvality

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

Technicka pomoc

V pripade potreby technického poradenstva sa obratte na nas tim
Customer Support:

e-mail: support@biotype.de
telefén: +49 (0)351 8838 400

Odkazy

[1] Clark J, Scott S, Jack A, Lee H, Mason J, Carter G, Pearce L, Jackson
T, Clouston H, Sproul A, Keen L, Molloy K, Folarin N, Whitby L,
Snowden J, Reilly J, Barnett D (2014) Monitoring of chimerism following
allogeneic haematopoieticstem cell transplantation (HSCT): Technical
recommendationsfor the use of Short Tandem Repeat (STR) based
techniques,on behalf of the United Kingdom National External Quality
Assessment Service for Leucocyte Immunophenotyping Chimerism Working
Group. British Journal of Haematology 168, 26—37.

[2] Nollet F, Billiet D, Selleslag D, Criel A (2001) Standardisation of
multiplex fluorescent short tandem repeat analysis for chimerism testing.
Bone Marrow Transplantation 28, 511-518.

[3] Westgard S, Bayat H, Westgard JO (2018) Analytical Sigma metrics: A
review of Six Sigma implementation tools for medical laboratories,
Biochemia medica

[4] Pettersson L, Vezzi F, Vonlanthen S, Alwegren K, Hedrum A,
Hauzenberger D (2021) Development and performance of a next generation
sequencing (NGS) assay for monitoring of mixed chimerism, Clinica Chimica
Acta

DISIFUO2v2sk 51


mailto:support@biotype.de

Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit

[5] Bader P, Bornhauser M, Grigoleit G-U, Kréger N fir die DAG-KBT,
Deutsche Arbeitsgemeinschaft far Knochenmark- und
Blutstammzelltransplantation e.V. Monitoring, Chimarismusanalysen und
Bestimmung der minimalen Resterkrankung (MRD). Allogene
Stammezelltransplantation. Onkopedia Leitlinien. Status March 2023
www.onkopedia.com

Obmedzenia pouzivania

= Postupy uvedené v tomto IFU sa musia dodrziavat podla popisu.
Akékolfvek odchylky m6ézu mat za nasledok zlyhanie testu alebo
spoOsobit chybné vysledky.

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

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

=  Suprava bola validovana len na pouzitie so vzorkami fudskej periférnej
zilovej krvi, ktoré sa pouzivaju na PCR pristrojoch uvedenych v kapitole
Nastroje a softvér

= Tento testsa nesmie pouzit priamo na vzorke. Pred pouZitim tohto testu
je potrebné vykonat vhodné metddy extrakcie nukleovych kyselin.

= Kontaminacia vzoriek DNA krvou zhor8uje vykonnost produktu. Uistite
sa, ze pocas extrakcie DNA nedochadza ku kontaminacii, a v pripade
potreby Extrakcia DNA zopakujte.

= Suprava bola validovana len s pouzitim suprav opisanych v kapitole
Reagenty, supravy a spotrebny materidl na extrakciu a Cistenie DNA.

= Nazabezpecenie vykonu supravy sa vyZaduje spravna laboratérna prax.

= Vysledky sa musia interpretovat’ po konzultacii s klinickymi lek&rmi, ktori
kombinuju vysledky analyz chimérizmu s vysledkami inych terapeuticky
alebo diagnosticky relevantnych metod.

® Interpretacia vysledkov musi zohladfiovat moznost faloSne negativnych
a falosSne pozitivnych vysledkov.

= Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit nemozno pouzit, ak su darca
a prijemca jednovaje¢né dvojcata.

= Dvojité transplantacie neboli v ramci hodnotenia vykonnosti validované.
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Vzorka obsahujuca degradovand DNA modze ovplyvnit schopnost
detekovat INDEL/DIP a lokusy Specifické pre pohlavie

Nepouzivajte komponenty s vyprSanou platnostou alebo nespravne
ulozené komponenty.

Analyza chimérizmu bola validovana pomocou informaénych markerov
Specifickych pre pacienta (pre vSetky rozsahy chimérizmu).

Vzorky z réznych etnickych skupin mézu vykazovat odliSné genetické
vlastnosti, ako su napriklad rézne alelické frekvencie, ktoré by mohli
obmedzit' rozliSovaciu schopnost alebo amplifikaciu. Vyhodnotila sa
alelicka frekvencia niektorych markerov DIP vo viacerych populaciach.
Kombinovana rozliSovacia schopnost je vysoka a jej hodnoty presahuju
0,99. To naznacuje relativne nizke riziko, Ze test pacienta bude mat
problémy s amplifikaciou. V su€asnosti su v3ak k dispozicii udaje o
populacii kaukazského pdvodu. Potencialny vplyv na ostatné etnické
skupiny zatial nie je mozné odhadnut.

Informacie o objednavani

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

Vyrobok Vel'kost’ balenia Cislo objednavky

Mentype® DIPscreen 25 reakcii 45-12300-0025

PCR Amplification Kit 100 reakcii 45-12300-0100
1x25pL 45-15100-0025

Matrix Standard BT5 multi 2 x 25 L 45-15100-0050

demo licencia

ChimerisMonitor IVD 1-ro¢na licencia 46-14800-0000
3-roéna licencia

POZNAMKA

‘ i Jednotlivé komponenty suprav nie je mozné objednat

samostatne.
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Ochranné znamky a odmietnutie zodpovednosti

Mentype® a Chimera® su registrované ochranné znamky spolo¢nosti
BIOTYPE GmbH.

Dalsie ochranné znamky: ABI PRISM®, GeneMapper®, GeneAmp® a Applied
Biosystems® (Applied Biosystems LLC skupina); QlAamp® (Qiagen); POP-
4™ (Europa: Applied Biosystems LLC, USA: Life Technologies Corporation).

Na PCR sa vztahuju patenty. Patentovi zastupcovia su Hoffmann-La Roche
Inc. a F. Hoffmann-La Roche (Roche).

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

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

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

Zdravotnicka pomdcka nie je dostupna vo vSetkych krajinach.

© 2025 BIOTYPE GmbH; vSetky prava vyhradené.
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Vysvetlenie symbolov

; <N>

Vyrobca

Kod davky

Obsahuje dostato¢né mnozstvo Cinidiel pre <N> testov

Precitajte si elektronicky navod na pouzitie (elFU)

Datum spotreby

Teplotny limit

Katalégové Cislo

Diagnosticka zdravotnicka pomocka in vitro

Uchovavajte mimo dosahu slne¢ného svetla

Udrzujte v suchu

Jedinec¢ny identifikator zariadenia
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Dal$ie oznadenie pouzité v tomto navode na pouZitie:

i
A

modro poddZiarknuty text

Cierny podciarknuty text

odsadené, kurziva, tucny 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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Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit

Priloha

Elektroferogramy referenénych vzoriek

Na nasledujucich stranach najdete priklady elektroferogramov Mentype®
DIPscreen Allelic Ladder (Obrazok 5), Control DNA XY82 (PC, Obrazok 6) a
kontroly bez Sablény (NTC, Obrazok 7).

V3etky vzorky boli amplifikované na PCR cykléri ProFlex a analyzované na
Applied Biosystems™ 3500 Genetic Analyzer (POP-4™, 36 cm array) s
pouzitim validovaného parametra cyklu. Analyza udajov sa vykonala
pomocou programu GeneMapper ID-X verzia 1.6. Pouzili sa Sablény Bins,
Panels a Analysis Method podla Tabulka 12.

Elektroferogramy su zvaésené na dizku fragmentu 70 -420 bp (os x).
V$eobecny rozsah pre analyzu dizky fragmentov (os x) pomocou Mentype®
DIPscreen PCR Amplification Kit je 50 bp az 550 bp. Skalovanie osi y sa
vykonalo individualne podfa opisu pod kazdym obrazkom (Obrazok 5,
Obrazok 6, Obrazok 7).
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Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit

Mentype® DIPscreen Allelic Ladder
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Obrazok 5 Mentype® DIPscreen Allelic Ladder
Zvacsenie na 6 000 RFU (os y) a 70 - 420 bp (os x)
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Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit

Control DNA XY82 (PC)
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Obrazok 6 Control DNA XY82 (PC)
Zvacsenie na 12 000 RFU (os y) a 70 - 420 bp (os x)
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Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit

Kontrola bez Sablén (NTC)

[[] Mark Sample for Deletion
[] Mark Sample for Deletion
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Obrazok 7 Kontrola bez sablén (NTC)
Zvacsenie na 1 000 RFU (os y) a 70 - 420 bp (os x)
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Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit

Dizky fragmentov a alel

V Tabulka 20 su uvedené dizky fragmentov jednotlivych alel, ktoré sa
vztahuju na DNA Size Standard 550 (BTO). VSetky analyzy boli vykonané
na ABI PRISM® 310/3130 Genetic Analyzer s POP-4™ polymérom. Rdzne
analytické nastroje, Standardy velkosti DNA alebo polyméry mézu viest k
réznym dizkam fragmentov. Okrem toho sa odporuca vizualne vyrovnanie s
alelickym rebric¢kom.

Tabulka 20 Dizky fragmentov Mentype® DIPscreen Allelic Ladder
analyzované na ABI PRISM® 3130 Genetic Analyzer s POP-4™
polymérom, * zaokruhlené na celé &islo

Znacka/ Velkost’ Velkost’ Znacka/ Velkost’ Velkost’

Modry -DIP +DIP Zeleny -DIP +DIP
kanal [bpl* [bp]* kanal [bp]* [bpl*
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 Znacka)  Velkost  Vefkost
HLD105 302 310 ZIty kanal 'D'P* +D"Z
[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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Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit

Priklady pre kvalitativne hodnotenia lokov

Tabulka 21 Priklady kvalitativneho hodnotenia informativnych lokusov

Informativne lokusy Informativne lokusy

pLoss | HIDO3 ]
120 140

| Prijemca Prijemca
. J 120 | 0

B,K

Darca Darca
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Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit

Tabulka 22 Priklad kvalitativneho hodnotenia neinformativnych

lokusov

Neinformativne lokusy

Neinformativne lokusy

1 1

D310- Prijemca
|

Prijemca

M

Darca

D310+

Darca
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