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Mentype® Chimera® PCR Amplification Kit

Oznameni o zméneé

Vezméte prosim na védomi nasledujici zmény oproti predchozi
verzi navodu k pouziti:

Cislo dokumentu  Zmény

CHNIFUO2v1cz Plvodni verze . 17.01.2025

Tisténou verzi tohoto navodu k pouziti vam mizZeme poskytnout
zdarma do 7 dnd.

V pfipadé téchto nebo jinych dotazli nas prosim kontaktujte na
Cisle:

+49 351 8838 400 nebo support@biotype.de
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Uréené pouziti

Sada Mentype® Chimera® PCR Amplification Kit je manualni analyza pro
sledovani chimérismu u dospélych pacientt s leukémii, ktefi podstoupili
alogenni transplantaci krvetvornych bunék (allo-HSCT). K tomuto ucelu se
pouzivda genomova DNA ziskana ze vzorku periferni Zilni plné krve.
Mentype® Chimera® PCR Amplification Kit detekuje 12 polymorfism
kratkych tandemovych repetic (STR) a polymorfismus delece a inzerce (DIP)
amelogeninu v multiplexni PCR reakci. Tyto polymorfismy se pouzivaji ke
kvalitativni detekci genotypU pacienta a darce, aby bylo mozné identifikovat
STR alely specifické pro pacienta pfed hodnocenim chimérismu. Po alo-
HSCT se analyzuji informativni alely specifické pro pacienta, aby bylo mozné
provést semikvantitativni analyzu chimérismu.

Sada Mentype® Chimera® PCR Amplification Kit je uréena pro profesionalni
laboratorni uzivatele, ktefi jsou vySkoleni v molekularné genetickych
technikach, multiplexni PCR a v pouzivani genovych analyzatorli Thermo
Fisher Scientific (Applied Biosystems™),

Védecké pozadi

Alogenni transplantace krvetvornych bunék (allo-HSCT) je Ié¢&ebnou
metodou pro pacienty s nenadorovymi a zhoubnymi hematologickymi
onemocnénimi, jako je napfiklad leukémie. Analyza chimérismu se pouziva
ke stanoveni smési darcovskych a pfijemcovych krvetvornych bunék u
pfijemct alo-HSCT s cilem odhalit Easné znamky rejekce transplantatu. Pro
genotypizaci a monitorovani se pouziva lidska periferni zilni krev. Podle
pokynd CLSI (MMO05-A2, 2. vydani) se pro odbér krve doporuluji
antikoagulant jako EDTA a citrat. V zavislosti na Uspésnosti transplantace se
mohou vyvinout rdzné formy hematopoetického chimérismu (kompletni,
smiSeny nebo ztratovy). K analyze chimérismu se pouzivaji rizné metody,
vCetné fluorescentni in situ hybridizace (FISH), polymorfismu délky
restrikénich fragmentd (RFLP), analyzy krevniho obrazu a metod zalozenych
na PCR. V souCasné dobé je zlatym standardem pro analyzu chimérismu
amplifikace STR polymorfismi pomoci PCR. Aby bylo mozné rozpoznat
Casné znamky rejekce transplantatu, méla by se provadét v pravidelnych
intervalech a kratce po alogenni HSCT analyza chimérismu.
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Popis produktu

Sada Mentype® Chimera® PCR Amplification Kit je multiplexni PCR sada
ur€ena pro sledovani chimérismu. Pro rozliSeni darce a pfijemce se v jedné
PCR reakci sou¢asné amplifikuji vysoce polymorfni kratké tandemové
repetice s velmi vysokou mirou heterozygotnosti a vyvazenym rozloZenim
alel na 12 chromozomech (viz Tabulka 1). Jeden primer pro kazdy lokus je
oznacen jednim z fluoroford 6-FAM™, BTG nebo BTY. Produkty PCR se
poté analyzuji kapilarni elektroforézou.

Tabulka 1 Informace o lokusech specifické pro Mentype® Chimera®

PCR Amplification Kit, * Alely, které jsou v souladu s pokyny Mezinarodni spole&nosti
pro forenzni genetiku (ISFG) pro pouzivani mikrosatelitovych markert

enova banka Chromozomaln

Pristup i mapovani

Amelogenin X M55418; Xp22.1-22.3; .
Amelogenin Y M55419 Yp1l.2 Thiede et al. 1999 [1]
Lion et al. 2012, Thiede
D251360 G08130 2p24-p22 et al. 2004, Becker et al.
2007 [2, 3, 4]
Thiede et al. 2004,
D3S1744 G08246 3p24 Becker et al. 2007 [4, 5]
Thiede et al. 2004,
D4S2366 G08339 4p16-15.2 Beoker ot al, 2007 [4, 5]
D5S2500 G08468 5q11.2 Thiede et al. 2004,

Becker et al. 2007 [4, 5]
D6S474 G08540 6021-22 Becker et al. 2007 [4]

Lion et al. 2012, Thiede
et al. 2004, Becker et al.
2007, Wiegand et al.
2002 [2, 4, 5, 6]

Lion et al. 2012, Thiede
et al. 2004, Becker et al.
D8S1132 G08685 8023.1 2007, Wiegand et al.
1998, Hering et al. 2001
[2,4,5,7,8]

Lion et al. 2012, Thiede
et al. 2004, Becker et al.
2007, Wiegand et al.
1999 [2, 5, 4, 9]

Lion et al. 2012, Becker
et al. 2007, Wiegand et

D7S1517 G18365 7031.33

D10S2325 G08790 10p12

D12S391 G08921 12p13.2
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Genova banka Chromozomaln

Pristup i mapovani

al. 1999, Lareau et al.
1996 [2, 4, 9, 10]
Lion et al. 2012, Thiede
D18S51 L18333 18g21.3 et al. 2004, Barber et al.
1996 [2, 5, 11]
Henke et al. 2007,
D21S2055 G27274 21922 Schmid et al. 2005 [12,
13]
Lion et al. 2012, Thiede
NG000840 6q14.2 et al. 2004, Urquhart
1993 [2, 5, 14]

SE33
(ACTBP2)

Test byl ovéfen analyzou chimérismu vice nez 200 par( darce a pfijemce,
které se shoduji v HLA, a jeho vhodnost byla potvrzena ve srovnavaci
klinické hodnotici studii.

Detekéni limit pro kvalitativni analyzu je 125 pg genomové DNA.

Vstupni rozsah za standardnich podminek je 0,125 - 2,0 ng gDNA. Optimalni
vstupni davka gDNA je 1 ng za standardnich podminek.

PFi vstupu 1 ng gDNA Ize dosahnout citlivosti 1,4 % (LoDgs) pro analyzu
informativnich marker(i. Pro dosaZeni odpovidajici citlivosti se doporucuje
zahrnout do analyzy co nejvice informativnich marker(i, nejméné vsak tfi.
Kromé toho byly pfi analyze testovany také oblasti stutterll n+1, coz omezilo
citlivost na 4,3 %.
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Dodavané materialy

Obsah sady

Tabulka 2 Obsah sady Mentype® Chimera® PCR Amplification Kit

Obsah jednoho baleni

Cinidlo Barva vicka . . 400
25reakci 100 reakci

reakci

Svétle
Nuclease-Free Water modra ‘ 15mL 2x15mL 6x15mL
Reaction Mix A Fialova 125 pL 500 L 2x1,0mL
Mentype® Chimera® x .
Primer mix Cervena 63 pL 250 uL 4 x 250 pL
Multi Tag 2 DNA o
Polymerase Bila 10 pL 40 pL 160 pL
Mentype® Chimera®
Control DNA XY1726  Bila 10 pL 10 uL 10 uL
(2 ng/pL)
DNA Size Standard . .
550 (BTO) Oranzova.’ 13 uL 50 pL 200 pL
Mentype® Chimera® .
Allelic Ladder Zelena 25 uL 25uL 4x25puL

Prehled Cisel Sarzi komponentd naleznete na Stitku na vnitfni strané krabicky
sady.

POZNAMKA

Vezméte prosim na védomi, ze velikost baleni popisuje pocet
testll bez ohledu na pocet potfebnych kontrol nebo prebytek
potfebny pro pipetovani. Pro odpovidajici propustnost
doporucéujeme pouZzit nasledujici velikost:

1 = < 8vzorkl na jeden cyklus PCR: Velikost baleni 25 reakci
= 8-—45 vzorkd na jeden cyklus PCR: Velikost baleni 100
reakci
= > 45 vzorkll na jeden cyklus PCR: Velikost baleni 400
reakci
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Popis Cinidel

Nuclease-Free Water (voda bez nukleazy): Voda v kvalité PCR, ktera se
pouziva v nastaveni PCR a jako kontrola bez templatu (NTC).

Reaction Mix A (Reakéni mix A): PCR pufr s dNTP a MgClz. PCR pufr je
optimalizovan tak, aby podporoval aktivitu enzymi pro PCR.

Mentype® Chimera® Primer Mix (primer mix): Mix multiplexnich
oligonukleotidovych primerd se znaenymi primery (znaceni: 6-FAM™ |
BTG, BTY) a neznaCenymi primery.

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

Mentype® Chimera® Control DNA XY1726 (2 ng/uL) (kontrolni DNA):
genomova DNA izolovana z krve EDTA muzZského pohlavi. DNA je
heterozygotni v kazdém markeru sady Mentype® Chimera® PCR
Amplification Kit a pouziva se jako kvalitativni externi pozitivni kontrola.

POZNAMKA

Mentype® Chimera® Control DNA XY1726 je bezpecna pro

laboratorni personal, protoze se sklada z jednotlivych

purifikovanych molekul DNA, které jsou neSkodné a nemaji

1 Zadné aktivni biologické funkce. Neobsahuje Zadné Zivé
bufky ani patogenni organismy, které by mohly pfedstavovat
pfimou hrozbu.

DNA Size Standard 550 (BTO) (standardni délka DNA): Smeés
fluorescenéné znacenych fragmentli PCR s definovanou délkou fragmentu
mezi 60 a 550 bp. Tato komponenta se pfidava ke kazdému produktu PCR
pred analyzou délky fragmentd a pouziva se k regresi velikosti pro pfesné
uréeni délky fragment( produktll PCR.

Mentype® Chimera® Allelic Ladder (alelicky Zebfi¢ek): Smés produkt
PCR, které predstavuji vétSinu alel detekovanych testem a slouZi jako
genotypizaéni reference pro pfesnou identifikaci alel.

CHNIFUO2v1cz 8
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Skladovani €inidel a manipulace s nimi

Sada je dodavana na suchém ledu. Komponenty sady by mély byt dodany
ve zmrazeném stavu, s vyjimkou Multi Tag 2 DNA Polymerase. Ta je uloZena
v pufru, ktery zabrarfuje zmrznuti Cinidla.

Po obdrzeni zkontrolujte, zda je sada kompletni. Nepouzivejte sady, které
jsou pfi pfijezdu rozmrazené. Pokud nejsou jedna nebo vice komponent
zmrazeny nebo pokud byly zkumavky nebo obal posSkozeny bé&hem
pfepravy, nelze zarucit vykon.

VSechny soucasti skladujte chranéné pred svétlem pfi teploté - 25 °C az
-15 °C. Zejména Mentype® Chimera® Primer Mix, DNA Size Standard 550
(BTO) a Mentype® Chimera® Allelic Ladder musi byt skladovany mimo dosah
svétla. Aby se zabranilo kontaminaci, doporu€ujeme skladovat a pouzivat
pre-PCR templaty (vzorky DNA, Mentype® Chimera® Control DNA XY1726)
a post-PCR komponenty (DNA Size Standard 550 (BTO) a Mentype®
Chimera® Allelic Ladder) oddélené od PCR ¢inidel (Nuclease-Free Water,
Multi Taq 2 DNA Polymerase, Reaction Mix A, Mentype® Chimera® Primer
Mix).

Platnost soupravy kon¢i podle dajl na Stitku na krabi¢ce soupravy nebo 22
meésicu po otevreni, podle toho, co nastane dfive. Nepfekracujte maximalni
pocet 20 zmrazovacich a rozmrazovacich cyklu.

Potrebné, ale nedodané materialy

VsSeobecné laboratorni vybaveni

=  Stolni odstfedivka s jednim rotorem pro 2 mL a 200 pL reakéni nadoby

= Odstiedivka s jednim rotorem pro mikrotitracni desticky pro 96jamkové
reakéni desticky

= Virovy mixér

= Kalibrované, nastavitelné pipety s aerosolové t&snymi jednorazovymi
filtranimi Spickami

= Vhodné 200 pL reakéni destiCky s 96 jamkami nebo 200 pL reakéni
nadoby s vhodnym té&snicim materialem, kvalita PCR

= Vhodné stojany pro reakéni nadoby o objemu 2 mL a 200 L

*  Chladici zafizeni, vhodné pro 2 mL zkumavky

CHNIFUO2v1cz 9
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= Jednorazové rukavice bez prasku

=  Spektrofotometr NanoDrop™ One nebo fluorometr Qubit™

POZNAMKA

1 se,

doporuc€enimi vyrobce.

VSechny materialy pouzité pro PCR by mély mit odpovidajici
° kvalitu (bez DNA a vhodné pro molekularni biologii). Ujistéte
7e vS8echna pouzitd zafizeni
kalibrovana, zkontrolovana a udrzovana v souladu s pokyny a

byla nainstalovana,

Cinidla, sady a spotfebni material

Tabulka 3 Potfebna, ale nedodana ¢inidla

Cinidlo
Matrix Standard BT5 multi (25 pL)

Matrix Standard BT5 multi (2 x 25 pL)
ChimerisMonitor IVD

QIAamp® DSP DNA Blood Mini Kit
(IVD)
NucleoSpin® DX Blood (IVD)

Hi-Di™ Formamid, 25 mL

POP-4™ Polymer pro 3500/3500xL
Genetic Analyzers (384 vzorku)
POP-7™ Polymer pro 3500/3500xL
Genetic Analyzers (384 vzorku)

Anode Buffer Container (ABC) Series
3500

Cathode Buffer Container (CBC) Series
3500

3500 Genetic Analyzer 8 Capillary
Array 36 cm

3500 Genetic Analyzer 8 Capillary
Array 50 cm

SeqStudio™ Cartridge

SeqStudio™ Cathode Buffer

Poskytovatel
BIOTYPE GmbH

BIOTYPE GmbH
BIOTYPE GmbH

Qiagen

Macherey-Nagel

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

Objednaci cislo
45-15100-0025

45-15100-0050
46-14800-0000

61104

740899.50
4311320

4393715
4393708
4393927

4408256

4404683

4404685

A33671
A41331

A33401
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Pristroje a software

Sada Mentype® Chimera® PCR Amplification Kit byla validovana pro pouziti
s nasledujicimi PCR cyklery:

= ProFlex PCR System (obj. ¢: 4484073 (blok 3 x 32 jamek), 4484075
(blok 96 jamek), Thermo Fisher Scientific)

=  GeneAmp® PCR System 9700 Aluminium (ukon€eno, obj. €. N805-0200;
Thermo Fisher Scientific)

= Mastercycler nexus gradient (obj. ¢: 6331000017; Eppendorf AG)

= Biometra TOne (ukon¢eno, obj. ¢: 050-0901; Analytik Jena)

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

K provedeni testu je zapotfebi pouze jeden z vySe uvedenych pfistroju.

Pouziti jinych nez vySe uvedenych pfistroji musi byt ovéfeno uzivatelem.
Musi byt spInény nasledujici specifikace:

= Vyhfivané vi¢ko

=  Blok vhodny pro 200 pL reakéni desti¢ky/zkumavky

= Rychlost ohfevu a chlazeni nastavitelna az na 2 °C/s

Sada Mentype® Chimera® PCR Amplification Kit byla validovana pro pouziti
s nasledujicimi pfistroji a nastavenimi. K provedeni testu je zapotfebi pouze
jeden z nize uvedenych analyzacnich pfistroja:

= 3500 Genetic Analyzer (obj. €. 4405673; Thermo Fisher Scientific),
software verze 4.0.1
o POP-4™ polymer pro 3500/3500xL Genetic Analyzer
o POP-7™ polymer pro 3500/3500xL Genetic Analyzer
o 3500 Genetic Analyzer 8 Capillary Array 36 cm
o 3500 Genetic Analyzer 8 Capillary Array 50 cm
= SeqStudio™ Genetic Analyzer (obj. &. A35644; Thermo Fisher Scientifc),
software verze 1.1.4

Analyza dat byla provedena pomoci nasledujiciho ovéfeného softwaru. K
analyze a vyhodnoceni dat je zapotfebi pouze jeden z nize uvedenych
softwarovych bali¢kd. Ruéni vyhodnoceni souboru fsa nebo vysledki
vygenerovanych pomoci Data Collection Software pfistroje bez pouziti jedné
ze dvou popsanych moznosti softwaru neni validovano.

= ChimerisMonitor IVD (BIOTYPE GmbH)

CHNIFUO2v1cz 11
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= GeneMapper™ ID-X software, verze 1.6 (Thermo Fisher Scientifc), s
pouzitim specifického produktu:
o Analysis Method: ChimeralVD_Analysis_v1x
Bin: ChimeralVD_Bins_vi1x
Panel: ChimeralVD_Panel_vi1x
Stutter: ChimeralVD_Stutter_v1x
Size Standard: BTO_60-550_v1x

POZNAMKA

Py Ujistéte se, Ze jsou vSechny pouzité pfistroje instalovany,
1 kalibrovany, kontrolovany a udrzovany v souladu s pokyny a
doporuéenimi vyrobce.

o
o
O
O

Vzorky

Nasledujici vzorky byly validovany pomoci sady Mentype® Chimera® PCR
Amplification Kit:

= Genomova DNA izolovana z lidské periferni zilni pIné krve (EDTA, citrat,
heparin) pro sledovani a genotypizaci.
Izolovanad gDNA se musi uchovavat nefedéna pfi teploté - 25 °C az
-15°C.

POZNAMKA

e Ujistéte se, Ze je antikoagulant pouzity k odbéru krve

1 kompatibilni s pokyny vyrobce sady pro izolaci DNA.

Upozornéni a bezpe¢nostni pokyny

= Pfed pouzitim vyrobku si peclivé pfectéte navod k pouziti.

= Prectete si bezpe€nostni listy (SDS) a prohlaSeni o nebezpecnosti
(NHS) pro v§echny produkty BIOTYPE. Budou vam zaslany na vyzadani
nebo si  je mlzete stdhnout z  domovské  stranky
(https://www.biotype.de/en/sicherheitsdatenblatter). U vyrobkl, které
neobsahuji latku vzbuzujici mimofadné obavy nebo podléhaji jinym
omezenim podle nafizeni 1272/2008 (CLP), a proto nevyzaduji SDS,
poskytne BIOTYPE SDS na vyzadani.

CHNIFUO2v1cz 12
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= Pro ziskani kopii bezpecnostnich listl pro pfipadna dalSi potfebna
Cinidla se obratte na pfislusné vyrobce.
=  Soucasti sady z raznych Sarzi se nesmi michat.
= Alikvotovani slozek sady do jinych reakénich nadob neni povoleno.
= Tento produkt mohou pouzivat pouze profesionalni laboratorni uzivatelé
vy8koleni v molekularné genetickych technikach, multiplexni PCR a v
pouzivani genovych analyzatorll Thermo Fisher Scientific.
» Pfed prvnim pouZzitim zkontrolujte vyrobek a jeho sou&asti na:
o Neporusenost
o Uplnost z hlediska poétu, typu a naplné (viz kapitola Dod&vané
materialy)
o Spravné oznaceni
o Stav pfi dodani (vSechny komponenty zmrazené, kromé Multi Taq
2 DNA Polymerase)
= Se vzorky by se mélo vzdy zachazet jako s infekénimi a/nebo biologicky
nebezpeénymi a v souladu s bezpecnymi laboratornimi postupy a
spravnou laboratorni praxi.
= Nepouzivejte sadu, jejiz datum pouzitelnosti jiz vyprselo.
= Vzorky a odpad ze sady zlikvidujte v souladu s mistnimi bezpe&nostnimi
predpisy.
= V3echny pouZité pfistroje musi byt instalovany, kalibrovany,
kontrolovany a udrZovany v souladu s pokyny a doporuéenimi vyrobce.

Poznamka pro uzivatele

Jakykoli problém, ktery se vyskytne v souvislosti s vyrobkem, musi uzivatel
nahlasit vyrobci. VSechny zavazné udalosti tykajici se této sady musi byt
nahlaseny vyrobci a pfislusSnému organu Clenského statu, ve kterém ma
uzivatel a/nebo pacient sidlo.

Souhrn Udaji o bezpecénosti a funkéni zpUsobilosti (SSP) je vytvoren v
souladu s ¢lankem 29 nafizeni (EU) 2017/746 a jeho ucelem je poskytnout
urCenym uzivatellm, v pfipadé tohoto prostfedku pouze laboratornim
odbornikim, vefejny pfistup k aktualizovanému souhrnu udaja o
bezpecnosti a funkéni zpUsobilosti prostfedku prostfednictvim databaze
EUDAMED.

CHNIFUO2v1cz 13
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Postup

Prehled experimentalniho pracovniho postupu

. P . 0

Odbérvzorkd, izolace a konth:I; mzr?:z;rf il_tl(‘:: 05 %

Ptiprava vzorku —> kvant|;‘|ek§g:i DNA, ngil), promichani, n
odstfedéni g

N

! ! -

5

Piiprava master mixu podle °

Rozmrazeni vody, pipetovaciho schématu 2.‘

---1 Priprava master mixu [— pufru, D A oA S
mixu, promichani,

odstfedani Alikvotovani master mixu, o

{} pfidani vzork( a kontrol =X

2

3

Amplifikace PCR 3
°
Y

~ 5 =

Pfiprava d’enat_uraé_nil'!o Produkty PCR a
Pfiprava produktii PCR |—| Mixu Smichejte Hi-Di »|  denaturace alelickych
Formamid a DNA Size FebFieke
Standard zepricku
Analyza délky
fragmentt

Priprava vzorku
Pozadavky na vychozi material

Odeberte nejméné 200 pL periferni Zilni pIné krve pro nasledujici postup.

Manipulace s vychozim materialem (periferni Zilni plna krev) by se méla fidit
doporuéenimi pokynu MMO05-A2 (2. vydani) Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI): Plnou krev Ize skladovat pfi pokojové teploté
(22 °C az 25 °C) po dobu az 24 hodin nebo pfi teploté 2 °C az 6 °C po dobu
72 hodin nebo déle. Pfi odbéru pIné krve se rovnéz doporucuje pouzit jako
antikoagulant EDTA, citrat nebo heparin.
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POZNAMKA

Dlouhé skladovani vychoziho materialu mize vést k

fragmentaci genetického materialu, a tim k nedostatec¢né

1 kvalitt¢. To mulze zhorsit vysledek analyzy, napf. kvdli
neuplnym profildm.

Extrakce DNA

Provedte extrakci a purifikaci DNA ze vzork( periferni zilni pIné krve podle
pokynu vyrobce. V ramci hodnoceni vykonu vyrobku byly pfezkoumany
nasledujici sady:

=  QlAamp® DSP DNA Blood Mini Kit
= Macherey-Nagel NucleoSpin® Dx Blood, minisada pro DNA z krve s
certifikaci CE

POZNAMKA
~ Kontaminaci krve Ize v reakci PCR nebo v izolované DNA Zjistit
podle oranzového zbarveni. Pokud je pozorovana zména barvy,
doporucéujeme izolaci DNA opakovat, aby se zabranilo mozné
interferenci.

POZNAMKA

Pfed eluci nukleové kyseliny se ujistéte, ze jsou odstranény
vSechny stopy etanolu. Etanol je silnym inhibitorem PCR.

Kvantifikace a redéni DNA

Stanovte koncentraci DNA pomoci UV/VIS spektroskopie pfi 260 nm
spektrofotometrem NanoDrop nebo pomoci fluorescencni spektroskopie
fluorometrem Qubit™,

Pro spektrofotometrii pouZijte k méfeni slepého vzorku eluéni pufr ze sady
pro extrakci DNA. Pomér Azeo/Azs0 by mél byt v rozmezi 1,7 - 1,9, zatimco
pomér Azeo/Az30 by mél byt v rozmezi 1,8 - 2,3 nebo podle doporuceni
vyrobce sady pro extrakci DNA.
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Pro fluorometrickou kvantifikaci DNA Ize fluorometr Qubit™ pouzit bud' se
sadou Qubit 1x dsDNA HS Assay-Kit nebo Qubit dsDNA BR Kit.

Pro pouziti se sadou Mentype® Chimera® PCR Amplification Kit naredte
vzorky DNA na optimalni koncentraci 1,0 ng/uL. Pfed pouzitim pfipravte
Cerstvé nafedéni. Jako fedidlo pouzijte vodu bez nukleazy.

POZNAMKA

Vstupni rozsah pro sadu je 0,125 - 2,0 ng DNA na reakci,
° optimalni vstup je 1 ng DNA na reakci za standardnich
1 podminek pro dosaZeni nejvysSsi citlivosti. Vstup nizSi nez
0,125 ng mulze vést k netplnym profildm, vySsi vstup maze
vést k pull-up pikam.

Skladovani DNA

DNA by méla byt skladovana nefedéna pfi - 25 °C az - 15 °C pro dlouhodobé
skladovani nebo podle pokyn( vyrobce sady pro izolaci DNA.

Priprava kontrolnich vzorku
Pozitivni kontrola PC
Rozmrazte Mentype® Chimera® Control DNA XY1726, homogenizujte ji

promichanim a nasledné kratce odstfedte.

Ztedte Mentype® Chimera® Control DNA XY1726 1:4 z 2,0 ng/uL na
0,5 ng/pL s Nuclease-Free Water.

Zfedénou PC homogenizujte kratkym promichanim a poté kratkym
odstfedénim (pfiblizné 10 s). Zfedénou pozitivni kontrolu neskladujte.

POZNAMKA

Vzdy pouzivejte Cerstvé fedéni Mentype® Chimera® Control
DNA XY1726.
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Kontrola bez templatu NTC

Misto vzorku pouZzijte Nuclease-Free Water obsazenou v sadé jako kontrolu
bez templatu (NTC).

Priprava master mixu

Ze sady Mentype® Chimera® PCR Amplification Kit vyjméte nasledujici
komponenty pro nastaveni master mixu:

= Nuclease-Free Water (svétle modré vicko)

= Reaction Mix A (fialové vicko)

= Mentype® Chimera® Primer Mix (€ervené vicko)
= Multi Tag 2 DNA Polymerase (bilé vicko)

VSechny zmrazené slozky se rozmrazi pfi pokojoveé teploté (22 °C az 25 °C,
priblizné 30 minut, chranéné pfed svétlem) a homogenizuji se jemnym
promichanim. Poté se Cinidla kratce odstfedi (pfiblizné 10 s). V souladu se
zasadami spravné laboratorni praxe se doporucuje uchovavat Multi Taq 2
DNA Polymerase v chlazeném prostfedi (napf. na chladicim zafizeni) co
nejdéle pred pfipravou master mixu.

POZNAMKA

Multi Tag 2 DNA Polymerase michejte otaCenim abyste
dosahli delsi stability — enzym nemichejte.

Pripravte PCR master mix podle Tabulka 4 do mikrocentrifugaéni zkumavky
vhodné velikosti pro celkovy pocet testovanych vzork( v Cistém prostoru,
ktery je k tomu uréen. Do vypoctu zahrrite alespor jeden PC a jeden NTC.

POZNAMKA

Jako orienta¢ni hodnota plati: Pokud testujete méné nez 10

vzorkl, pouzijte dostateéné mnozstvi master mixu pro dalsi

1 vzorek. Pokud testujete 10 nebo vice vzorkd, pouzijte objem
master mixu +10 %.
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Tabulka 4 Priprava PCR master mixu, * Objem zavisi na koncentraci DNA.
Pokud se pouzije vétSi objem templatu DNA, je tfeba upravit objem Nuclease-Free Water.
Celkovy objem ¢€inidla na reakci (Rkt.) musi byt vzdy 25,0 pL.

Objem na pocet reakci

Komponenta 1reakce 5 reakci 10 reakci
Nuclease-Free Water* 16,1 pL 80,5 uL 161,0 pL
Reaction Mix A 5,0 uL 25,0 uL 50,0 uL
Mentype® Chimera® Primer Mix 2,5 uL 12,5 uL 25,0 uL
Multi Tag 2 DNA Polymerase 0,4 pL 2,0 uL 4,0 pL

Templat DNA nebo kontrolni vzorek 1,0 pL* 5x1,0puL* 10x1,0 pL*

Celkovy objem 25,0 L 125,0 uL 250,0 pL

Master mix jemné promichejte a poté smés kratce odstredte.
Alikvotujte 24,0 uL PCR master mixu do pfipravenych 200 pL PCR
zkumavek a uzaviené zkumavky kratce odstredte.

Pouziti DNA templatud a kontrol

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

NTC: Pfidejte misto vzorku 1,0 pL Nuclease-Free Water.
Vzorek: pfidejte 1,0 pL pfipravenych nafedénych vzork({ gDNA (1,0 ng/pL).

PC: misto vzorku pfidejte 1,0 pL pfipravené Mentype® Chimera® Control
DNA XY 1726 nafedéné v poméru 1:4 (0,5 ng/uL).

POZNAMKA

° Nejprve pfipravte NTC, aby nedoSlo ke kontaminaci vzorku.
1 PC pfipravte jako posledni, aby nedoSlo ke kfizové
kontaminaci vzorkd.
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POZNAMKA

bez templatu (NTC) na jeden cyklus. V opacném pfFipadé nelze

j Pouzijte alespori jednu pozitivni kontrolu (PC) a jednu kontrolu
postup potvrdit.

Uzaviete vSechny nadoby PCR, opatrné je promichejte a odstfedte.
Amplifikace PCR

Naprogramujte PCR cyklér podle nasledujiciho protokolu a nastavte rychlost
ohfevu a chlazeni (ramping) na 2 °C/s. Provedte "Hot Start" PCR, abyste
aktivovali polymerazu a zabranili vzniku nespecifickych amplifikacnich
produktd.

Tabulka 5 Protokol PCR

Teplota Cas

94 °C 4 min

94 °C 30s

60 °C 120 s 30 cykll
72 °C 75s

68 °C 60 minut

10 °C 0 podrzet

POZNAMKA

chlazenim (> 2 °C/s), je tfeba pro zajisténi optimalni rovnovahy

j Pokud se pouZivaji termalni cyklery s rychlym ohfevem a
signalu nastavit ramping na 2 °C/s.

POZNAMKA
° Zakladni informace o nastaveni, programovani a udrzbé
1 riznych zafizeni PCR naleznete v uzivatelské pfiruéce k

prislusnému zafizeni.
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POZNAMKA

Velmi malé mnozstvi DNA muze vést ke statistickym chybam a
° nevyvazenosti pikl. S rostoucim pocétem cykld PCR roste i
1 riziko kfizové kontaminace v disledku minimalniho mnozstvi
necistot. Kromé& toho se mohou vyskytnout nespecifické
amplifikaCni produkty.

Kapilarni gelova elektroforéza

Priprava produkti PCR

Po dokonc¢eni PCR vyjméte vzorky z cykleru a kratce je odstredte.

POZNAMKA

° Po dokonc&eni PCR Ize produkty PCR skladovat az 4 tydny pfi
1 teploté 2 °C az 8 °C nebo dlouhodobé pfi teploté - 25 °C az
- 15 °C chranéné pred svétlem.

Rozmrazte nasledujici Cinidla, poté je jemné promichejte a odstredte:

*= Hi-Di™ Formamid (neni souc¢asti sady)
= Mentype® Chimera® Allelic Ladder (zelené vicko)
= DNA Size Standard 550 (BTO) (oranzové vicko)

Pfipravte denaturaéni smés podle Tabulka 6 a pfidejte jednu nebo dvé
reakce, abyste vyrovnali odchylky pfi pipetovani. Pfidejte dalSi reakci pro
alelicky zebficek.

Tabulka 6 Denaturacni smés

Komponenta Objem na reakci
Hi-Di™ Formamid 12,0 uL

DNA Size Standard 550 (BTO) 0,5 pL

Napipetujte 12,0 pL denaturaéni smési do jamek PCR desticky (vhodné pro
pouziti v genetickém analyzatoru).
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Do jamek pfidejte bud 1,0 pL produktu PCR, nebo 1,0 pL
Mentype® Chimera® Allelic Ladder. Uzaviete PCR desticku vhodnou folii,
kratce ji promichejte a odstfedte.

POZNAMKA

Alelicky ZebfiCek slouzi ke spravnému uréeni analyzovanych

fragmentd béhem analyzy dat. V kazdé analyze délky

1 fragmentd musi byt alelicky Zebfi¢ek analyzovan alespori
jednou, aby bylo zajisténo uspésné vyhodnoceni dat.

POZNAMKA

Kapilary pfistroje pro gelovou elektroforézu nesmi nikdy

vyschnout. Pokud vzorky neobsadi vSechny pozice kapilary,
naplrite dalsi jamky desticky 12,0 pyL Hi-Di™ Formamid podle
poctu kapilar.

Pfipravené produkty PCR denaturujte na PCR cykléru po dobu 3 minut pfi
95 °C a poté vzorky v cykléru ochladte na 4 °C. Pfed analyzou délky
fragmentud vzorky kratce odstfedte.

Analyza délky fragmentu

Pfed prvni analyzou délky fragmentu se provede pomoci Matrix Standard
BT5 multi (BIOTYPE GmbH) spektralni porovnani fluorescen&nich barviv
pouzitych pro sadu Mentype® Chimera® PCR Amplification Kit
(6-FAM™, BTG, BTY, BTO).

POZNAMKA

Pfi instalaci Matrix Standard BT5 multi je nutné dodrzovat navod

k pouziti. Ten najdete na www.biotype.de/en/ifus nebo ho

1 obdrzite na vyzadani na adrese support@biotype.de u
BIOTYPE GmbH.
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Po Uspésném provedeni Matrix Standard BT5 multi importujte dodana
nastaveni pfistroje pro 3500 Series Genetic Analyzer dle popisu v Tabulka
7. (www.biotype.de/en/template-files).

Informace o nastaveni Run Modulen pro SeqStudio™ Genetic Analyzer
najdete v Tabulka 8.

Tabulka 7 poskytnuté soubory pro 3500 Series Genetic Analyzer
(www.biotype.de/en/template-files)

3500 Series Genetic Analyzer

POP-4™ 36 cm kapilarni soustava:
ChimeralVD_Instrument436.xml

Instrument Protocol
POP-7™ 50 cm kapilarni soustava:
ChimeralVD_Instrument750.xml

Size Standard Protocol BTO_60-550_SizeStandard.xml

Sizecalling Protocol BTO_60-550_Sizecalling.xml

POP-4™ 36 cm kapilarni soustava:
ChimeralVD_Assay436.xml

Assay
POP-7™ 50 cm kapilarni soustava:
ChimeralVD_Assay750.xml

Specifikace pozadovaného protokolu pfistroje jsou popsany v Tabulka 8.
Upravte pouze popsané parametry, ostatni parametry by mély zlstat ve
vychozim nastaveni. Pfi nastavovani konkrétnich provoznich parametrd
postupuijte podle navodu k pouziti od vyrobce.

Tabulka 8 Parametry modull radznych pristroji pro kapilarni gelovou
elektroforézu

Injection Injection Run
Voltage [k Time [s RO ) Time [s
36 cm kapilarni
3500 Series soustava: 15
Genetic 3.0 8 1560
Analyzers 50c m kapilarni
soustava: 19.5
SeqStudio™
Genetic 1.2 10 9 1560
Analyzer
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Odchylné od hodnot v Tabulka 8 Ize dobu chodu upravit v zavislosti na délce
pouzité kapilarni soustavy, ale je nutné analyzovat vSechny fragmenty (60 -
550 bp) DNA Size Standard 550 (BTO).

Chcete-li nastavit protokol standardu veli€in, je tfeba pfifadit oranzovému
panelu nasledujici veli€iny pro 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

Spole¢nost BIOTYPE GmbH poskytuje specifické templaty pro
snadnou instalaci specifickych nastaveni procesu pro analyzu
1 délky fragmentll a také analytické templaty pro snadné
nastaveni softwaru GeneMapper™ ID-X. Tyto pfedlohy jsou k
dispozici ke stazeni na adrese: www.biotype.de/en/template-

files

Analyza dat

Obecny postup analyzy dat

1. Kontrola validace
cyklu

7

2. Kontrola validace
vzorku

2

3. Vyhodnaoceni
vzorkud

Viz oddil Prubéh postupu validace

Viz oddil Analyza vzorka

Viz oddil Kvalitativni analyza —
Identifikace informativnich lokus(
Viz oddil Semikvantitativni analyza —
Analyza chimérismu

CHNIFUO2v1cz
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POZNAMKA

Analyza dat musi byt provedena pomoci softwaru
ChimerisMonitor IVD nebo softwaru GeneMapper™ ID-X
e (Thermo Fisher Scientific). Ru¢ni vyhodnoceni soubor
1 fsa nebo vysledkl vygenerovanych pomoci Data
Collection Software pfistroje bez pouziti jedné ze dvou
popsanych moznosti softwaru neni validovano.

Pribéh postupu validace

Validni DNA Size Standard 550 (BTO)
Cut-off: 2 50 RFU
1. Platny alelicky + Validni vyska piku

Zebtigek Cut-off: 2 200 RFU
* V&echny oéekavané piky jsou pfitomny
(viz pfiloha obrazek 6)

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

2. Validni pozitivni + Validni vygka piku
kontrola PC Cut-off: 2 200 RFU

+  Vsechny oekavané piky jsou pfitomny
(viz pfiloha ohrazek 7)

+ Validni DNA Size Standard 550 (BTO)

3. Valide No Cut-off: 2 50 RFU
Template kontrola + Nad Cut-off nebyly zji¥tény Zadné piky =
NTC 200RFU

(viz pfiloha ohrazek 8)

POZNAMKA
e Pro posouzeni platnosti je tfeba analyzovat rozsah méfeni
1 50 - 560 bp.
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DNA Size Standard 550 (BTO)

Stanoveni pfesné délky amplifikovanych produktl zavisi na typu pfistroje,
podminkach elektroforézy a pouzitém standardu velikosti DNA. Vzhledem ke
slozitosti nékterych STR lokust by mélo byt uréeni velikosti zalozeno na
rovnomeérné rozlozenych referencich.

U vS8ech vzorklli zkontrolujte DNA Size Standard 550 (BTO) podle
nasledujicich kritérii:

» Pritomnost vSech fragmenta: 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

= VSechny fragmenty jsou k dispozici s vySkou piku nad mezni hodnotou
=50 RFU.

= Koeficient determinace R? > 0,995.

= Vyska piku fragmentt se s rostouci délkou fragmentu plynule nesnizuje.

100 200 300 400 500

1000
E00

600
a0 ‘ | ‘ |

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

200

Obrazek 1 Elektroferogram DNA Size Standard 550 (BTO), fragmenty s
délkami v bp

Mentype® Chimera® Allelic Ladder

Po zajisténi platného velikostniho standardu zkontrolujte, zda jsou v
alelickém Zebficku pfitomny v8echny dostupné piky s vyskou piku nad mezni
hodnotou = 200 RFU.

POZNAMKA
Mentype® Chimera® Allelic Ladder obsahuje fragmenty pro
1 vétSinu alel, ale ne pro vSechny. Porovnejte alely s dodatke
Tabulka 22 - Tabulka 25 a Obrazek 5.
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Mentype® Chimera® Control DNA XY1726 (PC)

Poté, co zajistite platny standard velikosti, se ujistéte, Ze je k dispozici
kompletni profil DNA vSech specifickych pikd pro PC s vyskou piku nad
mezni hodnotou = 200 RFU (viz Tabulka 9 ). Mentype® Chimera® Control
DNA XY 1726 je kvalitativni kontrola PCR, ktera zajistuje vykonnost master
mixu obecné.

Mentype® Chimera® Control DNA XY1726 (vizdodatek Obrazek 6) jako
soucast testovaci sady pfedstavuje nasledujici alely:

Tabulka 9 Genotyp Mentype® Chimera® Control DNA XY1726

Mentype® Chimera®

Mentype® Chimera®

Control DNA xy1726  -°KUS Control DNA XY1726

Modry panel Zeleny panel
Amelogenin XY D8S1132 18 /22
D7S1517 19/25 D552500 10/17
D3S1744 14/18 D18S51 12/13
D12S391 21125 D21S2055 19.1/21.1
D2S1360 25/29 Zluty pane
D6S474 14/15 D10S2325 9/11
D4S2366 9/11 SE33 26.2/28.2

No Template Control NTC

Poté, co se ujistite, ze byl pouzit platny standard velikosti, zkontrolujte, zda
v rozsahu bind NTC jsou detekovany Zadné piky nad mezni hodnotou
= 200 RFU (viz dodatek Obrézek 6).

POZNAMKA

Pokud pro metodu analyzy pouzijete ChimerisMonitor IVD nebo

GeneMapper™ |D-X spolu s dodanymi soubory Sablon, piky

1 200 RFU nejsou automaticky oznaceny nazvem alely, coz vam
usnadni vyhodnoceni vysledkd.
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POZNAMKA

V NTC se mohou castéji vyskytovat artefakty, jako jsou malé

barevné skvrny. Vzhledem k Siroké zakladné piku,

1 abnormdlnimu tvaru piku a absenci pfifazeni piku je mozné
rozlisit piky amplikond.

Analyza vzorku

Proces analyzy dat

* Viz pfedchozi oddil
1. Validni DNA Size

Standard 550 (BTQO)
+  Genotypovani vzorku: Cut-off pro viechny piky:

A4
= 200RFU

2. Validni vysky pikd » Monitorovani vzorki: Cut-off pro véechny piky:

= 200RFU
A4

«  Zadné pull-up piky

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

3. Validni poéet pikd lokus
na lokus « Monitorovaci vzorky: min. 1, max. 4 piky na
lokus

+ Monitorovaci vzorky: pfitomny pouze piky
4. Vérohodnost alel, které jsou pfitomny i ve vzorcich
pacienta a darce (Zadné dalsi piky)

Software ChimerisMonitor VD automaticky provede popsané validaéni
kroky pro proces a vzorky.

Pomoci softwaru GeneMapper™ ID-X a specifickych templatd od
spolecnosti BIOTYPE GmbH se zakladni validace provadi automaticky.
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Kvalitativni analyza — identifikace informativnich lokusu

V nasledujici ¢asti je vysvétlena identifikace a rozliSeni lokusl specifickych
pro prijemce. Lokusy specifické pro darce jsou proto definovany jako
neinformativni. Identifikace informativnich lokusu je zalozena na Udajich od
pfijemce a darce pred transplantaci. Pro pfiklady viz Tabulka 25 v dodatku.

Software ChimerisMonitor IVD podporuje identifikaci informativnich lokusu.

Informativni lokusy: Alespon jednu alelu ve vzorku pFijemce nelze zjistit ve
vzorku darce. Tato alela se nesmi nachazet v oblasti stutteru darcovského
vzorku.

Stutter (n+1) lokusy: Pik specificky pro pfijemce se prekryva s n+1
stutterem piku specifického pro darce. Takové lokusy Ize pouzit, pokud je k
dispozici pouze nékolik informativnich lokusli a ocekavana hodnota
chimérismu pfijemce je vy$si nez 5 %.

Stutter (n-1) lokusy: Pik specificky pro pfijemce se prekryva s n-1 stutterem
piku specifického pro darce. Takové lokusy by se mély pouzivat pouze
tehdy, pokud nejsou k dispozici zadné jiné informativni lokusy nebo (n+1)
stutter lokusy.

POZNAMKA

PFi pouziti stutter lokus( (n-1) pro semikvantitativni analyzu je
A citlivost snizena v disledku pfekryvani alely specifické pro
pfijemce a stutteru alely darce.

Neinformativni lokusy: Lokusy, kde se pik(y) specificky(é) pro pfijemce
prekryva(ji) s pikem(y) specifickym(i) pro darce, nebo lokusy specifickymi pro
pro darce.

CHNIFUO2v1cz 28



Mentype® Chimera® PCR Amplification Kit

Semikvantitativni analyza — analyza chimérismu

Semikvantitativni analyza chimérismu se provadi podle popisu v literatufe,
napf. podle Clarka et al. (2015) [15] nebo Nollet et al. (2001) [16]. Vzorce pro
kvantifikaci zavisi na konstelaci alel v lokusu a jsou uvedeny nize v Tabulka
10 a Tabulka 11 (pfevzato z Clark et al. [15]). Hodnota chimérismu se
vypocita pro kazdy pfedtim vybrany informativni lokus. Poté se vypocita
pramérna hodnota vSech hodnot chimérismu specifickych pro dany lokus.
Aby bylo dosazeno co nejvyS$Si citlivosti, mély by byt do vypoctu chimérismu
zahrnuty alespon tfi informativni markery. Doporuduje se pouzit informativni
markery specifické pro pacienta pro vSechny oblasti chimérismu (mixed
chimerism, MC) nebo pfipadné pouzit dalSi oblasti s n+1 markery
specifickymi pro pacienta pro oblasti se stfednim az vysokym smiSenym
chimérismem (> 5 %).

POZNAMKA

K vyhodnoceni standardni odchylky jednotlivych markert
(SDwarker) se doporucuje analyzovat odlehlé hodnoty jednotlivych
markerd. SDwarker U vzorkQl s nizkym smiSenym chimérismem
(<5 % MC) by neméla prekrocit 4 %. U vzorkl se stfednim az
vysokym smiSenym chimérismem (> 5 % MC) by SDwmarker Nnemél
piekro€it 10 %. Pokud SDwarker pfekroci tyto limity, doporuéuje se
znovu analyzovat hodnoty MC vybranych marker( bez odlehlych
hodnot.
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Tabulka 10 Semikvantitativni analyza chimérismu (podle Clarka et al.

[15]) — scénai 1 a 2

Scénar 1 Scénar 2

Zadné spoleéné alely: Piijemce je
homozygot, darce je heterozygot,
nejsou sdileny Zadné piky

T

- Prijlemce
B [}
Darce
Podil prijemce:
s A
% Chimérismus = = A+B+C B+Cx 100%

Zadné spoleéné alely: Pfijemce i
darce jsou heterozygoti, nejsou
sdileny zadné piky

T

Pfijemce

@ @ Darce
Podil pFijemce:

oL A+B
% Chimérismus =m

x 100%
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Tabulka 11 Semikvantitativni analyza chimérismu (podle Clarka et al.

[15] ) —scénaiF 3 a4

Scénar 3

Jedna spolec¢na alela
(homozygotni): PFijemce je
heterozygot, darce je homozygot, je
sdilen jeden pik

13 210
A

|

B
=

Podil pfFijemce:

230

Pfijlemce

210 230

Darce

%Chimérismus= x 100%

(BA) 4 A

Scénar 4

Jedna spole¢na alela
(heterozygotni): Pfijemce i darce jsou
heterozygoti, je sdilen jeden pik

240 260 280 300 320
A B
n A Prijemce
240 260 230 300 320
C M A
@L .
Dérce
Podil prijemce:
o TMari B )
%Chimérismus=———=x 100%
B+C
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Analyza dat pomoci ChimerisMonitor IVD

ChimerisMonitor IVD je intuitivni software pro automatickou analyzu dat,
vyhodnoceni procesu a vypocet chimérismu. Integrovany systém pro spravu
pacientll umoznuje sledovani kinetiky chimérismu ve zpravach s vysokym
rozliSenim, ale také v diagramech a tabulkové vizualizaci. Obecné pokyny
pro analyzu vzorku naleznete v navodu k pouziti softwaru ChimerisMonitor
IVD. VSechny pozadované Sablony analyz jsou soucasti spravy testovaci
sady ChimerisMonitor IVD . Ty obsahuji jak metody analyzy, tak propojené
Sablony Bin a Panel. Béhem importu procesu provadi software obecné
integrované vyhodnoceni podle podle oddilu. Viz Tabulka 12 pro obecny
popis procesu analyzy dat pomoci ChimerisMonitor 1VD.

POZNAMKA
'AnaIS/za dat musi byt provedena pomoci softwaru
ChimerisMonitor IVD nebo softwaru GeneMapper™ [D-X
e (Thermo Fisher Scientific). Ruéni vyhodnoceni soubort fsanebo
1 vysledkl vygenerovanych pomoci Data Collection Software
pristroje bez pouziti jedné ze dvou popsanych moznosti
softwaru neni validovano.

Tabulka 12 Pracovni postup analyzy chimérismu pomoci
ChimerisMonitor IVD

C. lkona Pracovni krok

1 Import vzorku

? Create new patient. V administraci pacientt se zobrazi
databaze vSech vytvorenych pacientd.
Batch Import:

- Vyberte testovaci sadu Biotype Mentype Chimera
V8echny mezni hodnoty pro spravné provedeni a
vyhodnoceni vzorku jsou spojeny s pfisluSnou metodou

iy analyzy.

- Importujte proces obsahujici soubory fsa alelického
Zebficku, pozitivni kontrolu, kontrolu bez templétu a vzorky.

- Vyberte ruéné typy vzorkl
(dllezité pro spravné pfifazeni pikd a vypocet chimérismu)

- Obecné vyhodnoceni procesu a vzorkl provadi software
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"%

C. lkona Pracovni krok

ﬁ Otevrete Batch Import Management.

P:} Assign Sample:
Vyberte vzorek a pfifadte jej k pacientovi.
Kontrolni kontroly — ChimerisMonitor IVD provadi integrované hodnoceni
kvality i hodnoceni procesu a vzorkd.
Zkontrolujte alelicky Zzebficek Allelic Ladder Electropherogram
a Size Callling-Regression.
Zobrazi se pfipadna upozornéni na kvalitu:
- Evaluation of Allelic Ladders béhem importu procesu na
registracni karté
- Naregistracni karté FSA Import Warnings v editoru
pacienta
Kontrola Positive Control Electropherogram a Size Calling
"ol Regression
Evaluation of Positive and No Template Controls béhem
importu procesu zobrazuje mozna varovani o kvalité.
Zkontrolujte No Template Control Electropherogram a Size
g Calling Regression.
' Evaluation of Positive and No Template Controls béhem
importu procesu zobrazuje mozna varovani o kvalité.

3 Vyhodnoceni vzorku

Zkontrolujte vzorek Sample Electropherogram
Spravné pfifazeni pikd je nezbytné pro pfesnou definici
informativnich markeru a solidni vypocet chimérismu.
Sample Quality vzorkd béhem importu procesu indikuje
pfipadné varovani tykajici se kvality.
Kontrola standardni regrese velikosti vzorku.
Lant Sample Quality vzorku béhem importu davky indikuje pfipadna
varovani tykajici se kvality.
4 Definice informativnich markert

G} Create a new transplantation:
Pro sledovani pacienta Ize zvolit pfeddefinované markery.
5 Analyza chimérismu
Calculate Chimerism:
Zobrazi se pfedvolené markery pro analyzu chimérismu a
T vypocita se chimérismus
(chimérismus jednotlivych markert, celkovy chimérismus a
standardni odchylka).
6 Zprava

=*%  Create Report:
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€. Ikona Pracovni krok

Jednotlivé hodnoty a kinetika chimérismu se zobrazuji v ase
(tabulka a graf, formét souboru pdf nebo csv).
Vyvoj databazové podporovaného systému pro pacienty Patient
Management.

Analyza dat pomoci GeneMapper™ ID-X
Pfiprava GeneMapper™ ID-X Software

Obecné pokyny pro pouziti a analyzu vzorku s timto softwarem naleznete v
uzivatelské priruc¢ce k softwaru GeneMapper™ ID-X.

Prifazeni alel se provede pomoci analytického softwaru GeneMapper™ ID-
X v kombinaci s Mentype® Chimera® PCR Amplification Kit $ablonou
BIOTYPE GmbH. Sablony BIOTYPE (viz_Tabulka 13) jsou k dispozici ke
stazeni na naSi domovské strance (www.biotype.de/en/template-files) nebo
je na vyzadani na support@biotype.de zaSleme. Pracovni postup analyzy
chimérismu pomoci softwaru je popsan GeneMapper™ ID-X v Tabulka 14.

Tabulka 13 BIOTYPE GmbH Sablony pro software GeneMapper™ ID-X

Sablona Nazev $ablony

Panels* ChimeralVD_Panel_vi1x nebo vyssi
Bin Sets* ChimeralVD_Bins_v1x nebo vyssi
Size Standard* BTO_60-550_v1x nebo vyssi
Analysis Method* ChimeralVD_Analysis_vix nebo vysSi
Plot Settings PlotsBT5_4dyes

Table Settings Table for 2 Alleles

Table for 10 Alleles
Stutter” ChimeralVD_Stutter_v1x nebo vyssi

*Tyto Sablony je tfeba vzdy pouzit pro analyzu dat. Ostatni soubory Sablon
jsou volitelné.

# PFi nacitani vySe uvedenych panelu se nastaveni stutterll nepouzije. Data
stutterd je proto nutné importovat samostatné.
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POZNAMKA

Import a pfifazeni alel pomoci poskytnutych soubord Sablon je
zaruceno pouze v pfipadé pouziti softwaru GeneMapper™ ID-
° X. PFi pouziti softwaru GeneMapper™ se mohou u nékterych
1 soubor( $ablon vyskytnout problémy s importem. Mozna bude
nutné pfizpusobit Panels a Bins konkrétnimu vykonu pfistroje
pomoci jednoho nebo vice procesu alelického Zebficku.
Kontaktujte nas pro podporu (support@biotype.de).

Tabulka 14 Pracovni postup analyzy chimérismu pomoci

GeneMapper™ ID-X

C. lkona Pracovni krok

1 Priprava softwaru

Panel Manager

velikosti.

2 Import vzorkU

3 Analyza vzorku

NEVZE
sloupce

Sample Type
> ple Typ

Analysis
Method

Importujte dodané soubory templatupro Panel, Bins, Stutter.
GeneMapper™ |ID-X Manager
Importujte dodanésoubory Sablony pro metodu analyzy a standard

Add Samples to Project (Pfidat vzorky do projektu)
- Projdéte slozku spusténi, vyberte ji a Add to List 2 Add.

V pfisludnych sloupcich vzorkového listu vyberte nasledujici
vlastnosti a zvolte moznost Analyze.

Vyberte

Allelic Ladder, Positive Control, Negative
Control nebo Sample

Vyberte dfive importované
BIOTYPE GmbH Template
ChimeralVD_Analysis_vi1x
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C. lkona Pracovni krok

Panel Vyberte dfive importované
BIOTYPE GmbH Template
ChimeralVD_Panel_v1x

Size Standard  Vyberte dfive importované
BIOTYPE GmbH Template
BTO_60-550_vix

4  Kontrola kontrol

Kontrola validnosti kontrol (alelicky zebficek, pozitivni kontrola,
m kontrola bez Sablony ).

il Pokud jsou vysky pikGi dostate¢né, provede se pfifazeni podle
specifikaci v metodé analyzy.
5 Vyhodnoceni vzork
Zkontrolujte validnost vzorku.

m Pokud jsou vysky pikGi dostate¢né, provede se pfifazeni podle
L0 specifikaci v metodé analyzy.
il

Pokud nejsou piky pfifazeny, pfestoze je dosazeno dostatecné
vy8Kky, je mozné je pfifadit ruéné. Zkontrolujte prosim vérohodnost
vSech pfifazenych piku.

6 Definice informativnich marker(

Porovnejte genotypy pfijemce a darce a poté ruc¢né identifikujte
s informativni markery. Viz dodatek
Ptiklady kvalitativniho hodnoceni lokust

7 Analyza chimérismu

Exportujte Sizing Table a vypocitejte hodnoty chimérismu podle
Tabulka 10 a Tabulka 11 — viz oddil Semikvantitativni analyza —
analyza chimérismu
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POZNAMKA

Pomoci dodanych soubor( $ablon pro metodu analyzy, bind a
panelll a vybérem vhodného typu vzorku je platnost téchto
vzorkl automaticky kontrolovana softwarem. Znacky kontroly
® kvality SOS (Sample off-Scale), SQ (Sizing Quality), OMR
1 (Outside Marker Range) musi byt zvyraznény zeleng, pokud je
platnost spinéna.

POZNAMKA

K vyhodnoceni standardu velikosti pouzijte Size Match Editor v

GeneMapper™ ID-X. Pokud automatické pfifazeni fragmentu

1 selze, Ize jako voditko pro ruéni pfifazeni pikd pouzit triplety
80/ 90/ 100 bp a 240/ 250 / 260 bp.

Reseni problémd

Post-PCR analyza a automatické pfifazeni alel pomoci vhodného
analytického softwaru zajistuji pfesné a spolehlivé rozliseni alel.
Automaticky vypoCet poméru mezi DNA darce a pfijemce, stejné jako
standardni odchylky a detekéni limity Ize ziskat pfimo ze surovych dat
analyzy velikosti fragmentl. Pokud maji byt vysledky ziskané pomoci
Mentype® Chimera® PCR Amplification Kit porovnany s vysledky
cytologickych analyz, je tfeba zajistit, aby byly cytologické analyzy
provedeny s nejméné 200 leukocyty.

Pull-up piky

Pull-up piky se mohou objevit, pokud jsou vySky pik{i mimo linearni detek&ni
rozsah nebo pokud byla pouzita nespravna matrice. Mohou se objevit na
signélu. Pokud to pozorujete pravidelné, méli byste zvazit opakovani
generovani matrice a zkontrolovat, zda neni vstup DNA nadmérny.
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Stutter piky

Vyskyt stutter pikd zavisi na sekvenci struktury repetic a poctu alel. Piky
N-4 vznikaji v dlsledku ztraty opakovaci jednotky béhem amplifikace
tetranukleotidovych STR motivl zplisobené skluzovym efektem Multi Taq 2
DNA Polymerase. Tyto piky by mély byt interpretovany v souladu se soubory
Sablon softwaru GeneMapper™ ID-X. ChimerisMonitor IVD rozpozna stutter
piky a automaticky upravi poc¢et informativnich lokusu.

Artefakty

Teplota v mistnosti mize ovlivnit chovani produktli PCR na vicekapilarnich
pFistrojich a mlze dojit ke vzniku ramennich pikd nebo splittovych pikd. V
nékterych pfipadech Ize ovlivnit i automatické pfifazeni. Pokud se tyto ucinky
objevi, doporu€ujeme vzorek znovu vstfiknout pfi vy3Si pokojové teploté a
pfipadné pouzit vice nez jeden vzorek alelického Zebfi¢ku na jeden proces.
Kromé toho se ve vzorcich a je$té zretelnéji v NTC mohou vyskytovat
artefakty, jako jsou barevné skvrny. Vzhledem k Siroké zakladné piku,
abnormalnimu tvaru piku a absenci pfifazeni piku je mozné rozliSit skutecné
amplifikaty.

Pridavani nukleotidii nezavisle na sabloné

Diky své terminalni transferazové aktivité ma Multi Taq 2 DNA Polymerase
tendenci pfidavat adenosinovy radikal na 3konec amplifikovanych fragmentu
DNA. Artefaktni pik je o jednu bazi krat$i, nez se oCekavalo (pik -1 bp).
VSechny primery BIOTYPE jsou navrzeny tak, aby tyto artefakty
minimalizovaly. Tvorbu artefaktll dale snizuje zavérecny exhalacni krok
protokolu PCR pfi 68 °C po dobu 60 minut. Vy8ka piku artefaktu koreluje s
mnozstvim DNA. Laboratofe by mély definovat své individualni mezni
hodnoty pro analyzu pika.

Nepiresnosti pfi pipetovani

Analyza robustnosti Mentype® Chimera® PCR Amplification Kit ukazala, Ze
sada je odolna vici malym odchylkam od popsaného protokolu (odchylka +/-
10 %). Pramérna odchylka (+/- 20 %) od popsaného protokolu mize byt
kritictéjSi pro analyzu smiSeného chimérismu (zejména pfi nizkém podilu
chimérismu). Zvlastni pozornost je tfeba vénovat Reaction Mix A . Odchylka
- 20 % pfi pipetovani tohoto pufru mize vést ke znaénému snizeni Urovné
signalu nebo dokonce k nedetekovatelnosti markerd. Pro minimalizaci
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pfipadnych odchylek doporuujeme pouzivat kalibrované pipety, pfesné
pipetovani a dukladné michani.

Odlehlé hodnoty

K vyhodnoceni standardni odchylky jednotlivych markerl (SDwarker) S€
doporucuje analyzovat odlehlé hodnoty jednotlivych markerd. Pokud SDwarker
prekro€i 4 % u vzork( s nizkym smisenym chimérismem (<5 % MC) a 10 %
u vzorkll se stfednim az vysokym smiSenym chimérismem (> 5 % MC ),
zvazte opétovnou analyzu hodnot MC bez této specifické odlehlé hodnoty.
Pokud jsou po vylou€eni odlehlych hodnot analyzovany méné nez ftfi
markery, opakujte PCR.

Hodnoceni vykonu
Analyticka specificnost

Testovali jsme automatické pfifazeni alel pomoci alelického zebficku a
shodu pfifazeni alel ve srovnani s pfedbéznym typovanim testované DNA
pomoci jinych metod (jiné PCR sady, pfimé sekvenovani atd.) pomoci
softwaru GeneMapper™ ID-X. Na zakladé vysledkl se ur€i analyzaCné-
specifické nastaveni pfistroje pro genotypizaci pomoci kapilarni gelové
elektroforézy (Bins a Panels) a podil stutter pikG pro analyzu templatu
genového analyzatoru.

Hodnotili jsme 80 pfedem charakterizovanych vzorkl DNA, které byly
analyzovany pomoci Mentype® Chimera® PCR Amplification Kit. Byly
stanoveny kompletni profily s vySkou piku =200 RFU. Po ur&eni specifickych
nastaveni pfistroje pro analyzu byl vSem vzorkim DNA pfifazen spravny
genotyp pro vSechny systémy STR a marker amelogenin. Kromé toho jsme
pro kazdy STR marker vypocitali (Power of Discrimination, PD) na zakladé
frekvenci alel vSech analyzovanych vzorkG DNA. VSechny STR markery
dosahly PD vyssi nez 0,9, coz svédéi o vysoké rozliSovaci sile Mentype®
Chimera® PCR Amplification Kit.
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Tabulka 15 RozliSovaci sila (Power of Discrimination, PD) na zakladé
frekvence alel 80 vzorkii DNA

Marker PD

AM 0,4671
D10S2325 0,9569
D12S391 0,9569
D18S51 0,9599
D21S2055 0,9589
D2S1360 0,928
D3S1744 0,9109
D4S2366 0,9116
D5S2500 0,9287
D6S474 0,9224
D7S1517 0,9579
D8S1132 0,9556
SE33 0,9819

vrw

Interference a kfizové reakce

Potencialni rusive faktory, které by mohly ovlivnit vysledky postupu méfeni,
byly analyzovany v souladu s doporu¢enimi pokynt CLSI EPQO7 (3. Edice),
EP37 (1. Vydani). Pro Mentype® Chimera® PCR Amplification Kit byly
stanoveny endogenni a exogenni interferenty, byla testovana jejich
maximalni oCekavana koncentrace (Cmax) v reakci PCR, jak je navrzeno v
pokynech, a pokud byla pozorovana interference, byly testovany dalSi
koncentrace, aby se urlila koncentrace, pfi které neni interference
detekovatelna.

Vysledky neprokazaly Zadny ruSivy vliv endogenni interferujici krve
testované 2,57E- 03 % v/v v reakci PCR na méfeni Uplného profilu DNA
jednoho genotypu. Kromé toho byly odchylky od neoSetfené skupiny u
vzorkd se smiSenym chimérismem naméfené 2 %, 5 % a 30 % MC v mezich
presnosti, a neovlivnily tak reakci PCR. Kontaminaci krvi v§ak Ize vizualné
zjistit v reakci PCR nebo v izolované suspenzi DNA podle oranzového
barevného posunu. Pokud je pozorovana zména barvy, doporuCujeme
izolaci DNA opakovat, aby se zabranilo mozné interferenci.
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Z exogennich rusivych faktord nevykazovaly EDTA, etanol, kyselina
acetylsalicylova, metoklopramid a cyklosporin ruSivy ucinek pfi jejich
prislusnych maximalnich koncentracich Cmax, kdy bylo mozné dosahnout
méreni kompletniho profilu jednoho genotypu DNA XY1726. Odchylky od
neoSetfené skupiny pozorované u vzorkd se smiSenym chimérismem pfi
2 %, 5 % a 30 % MC byly v mezich pfesnosti.

Bylo zjisténo, Ze exogenni interferenty citrat sodny, heparin, proteindza K a
methotrexat interferuji u Cmax doporu¢eného CLSI EP37 (1. vydani). Dalsi
fedéni byla testovana tak dlouho, dokud nebyla zji§téna Zadna dalSi
interference. Nebyla pozorovana zadna interference s citratem sodnym
8,23E- 06 % v/v, heparinem 2,36E- 02 mg/dL, proteinazou K 3,22E- 06 % v/v
a methotrexatem 6,8 mg/dL.

Pomoci doporu€enych izolaénich sad byly testovany také krevni
antikoagulanty EDTA, citrat sodny a heparin. Nebyl zjistén Zadny vliv na
analyticky vykon. Pfedpokladame, Ze pracovni postup s izolaénimi sadami
vylouéi testované interferujici latky z antikoagulancii a Cinidel pro izolaci
DNA. Chemoterapeutikum methotrexat nevykazovalo pfi testované
koncentraci zadnou interferenci ve srovnani s referenéni prazdnou
hodnotou.
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Tabulka 16 Testované koncentrace endogennich a exogennich
interferujicich faktora.

Druh

Neinterferujicich

interferentu sl AT koncentrace
P . . . 2,57E- 03 % vivv
Endogenni Slozky pIné krve PIn& krev reakci PCR
EDTA 0,099 mg/dL
i - 0,
Antikoagulanty Sodik, citrat 8,23E- 06 % viv v
PCR
Heparin 2,36E- 02 mg/dL
Proteindza K 3,13E- 04 % vivv
reakci PCR
Izolagni Cinidlo DNA
Etanol 2.70E-03 % viv v
Exogenni reakci PCR
Analgetika a Aspirin (kyselina
antipyretika acetylsalicylovd) Sl
Antiemetikum Metoklopramid 0,225 mg/dL
Chemoterapeutikum Methotrexat 6,8 mg/dL
Imunosupresivni latka  Cyklosporin 0,18 mg/dL

Analyticka citlivost

Lidskd gDNA s jednim genotypem je meéfitelna v rozmezi 0,125 ng az
2,00 ng. V tomto rozsahu Ize bezchybné méfit kompletni profily vSech STR
markert a amelogeninu. Jako optimalni vstupni mnozstvi DNA jednoho
genotypu pro pfijatelnou analyzu celého profilu s mensi spotfebou materialu
doporu€ujeme 0,50 ng. Pro detekci smiSeného chimérismu s optimalni
citlivosti jsme testovali rizna vstupni mnozstvi. Abychom se vyhnuli efektu
nasyceni signalu pfi vysokych vstupnich urovnich nebo sniZené citlivosti pfi
nizkych vstupnich drovnich, definovali jsme 1,00 ng DNA jako optimalni
vstupni Uroven pro detekci smiSeného chimérismu.

Linearita byla stanovena na zakladé instrukce CLSI-EPO6Ed2 (2. vydani).
Linearita byla testovana pomoci Sesti riznych smésnych vzorkd chimér.
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Vzorky byly vybrany tak, aby byly alespofi jednou zaznamenany vSechny
STR markery a amelogenin jako analyzovatelny marker pro analyzu
smiSeného chimérismu. Kazdy smésny vzorek chimér byl nafedén tak, aby
pokryl chimérismus pfijemce od 1 % do 90 % (1 %, 2 %, 5 %, 10 %, 30 %,
50 %, 70 %, 90 %). Pfijatelna odchylka od linearity (ADL) byla definovana
jako 2 % pro vzorky s chimérismem pfijiemce do 5 %, aby byly v tomto
rozsahu povoleny pouze malé odchylky. Pro chimérismus pfijemce > 5 %
byla ADL nastavena na 10 %, aby se umoznily pramérné odchylky od
linearity. Oekavané a predpokladané hodnoty byly u vdech vzork{ nizsi nez
ADL, coz potvrzuje linearitu pro testovany rozsah méfeni chimérismu.

WLS regression

Reference chimerism

0.0 r

T T T 1
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Measured chimerism

Obrazek 2 Priklad vazené linearni regrese riznych koncentraci chimér
pro smés chimér.

Vysledkem regrese byl koeficient determinace 0,9947, coZ potvrzuje vysoky
stupefl linearity mezi naméfenymi a ofekavanymi hodnotami v celém
rozsahu testu od 1 % do 90 % chimérismu pfijemce (osa x: naméfeny
chimérismus, osa y: referenéni hodnota chimérismu)

Kromé toho byla testovana linearita kazdého jednotlivého markeru, ktery Ize
detekovat pomoci Mentype® Chimera® PCR Amplification Kit v rozsahu
chimérismu pfijemce od 1 % do 90 %. VSechny markery vykazuji pfijatelnou
linearitu v celém rozsahu.

Limit of Blank (LoB) byla testovana na 31 DNA jednoho genotypu ve tfech
rdznych dnech se dvéma rGznymi Sarzemi sady. LoB pro smiSeny
chimérismus byl vypocten pomoci neparametrického pfistupu CLSI - EP17-
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A2 (a = 0,05, 2. vydani). Analyzovany byly pouze informativni markery.
Vysledek potvrdil nulovou hodnotu LoB pro obé Sarze.

S pouzitim 1,00 ng DNA jsme testovali tfi rizné vzorky smiSeného
chimérismu s koncentracemi od 0,50 % do 3,00 %. VSechny vzorky byly
testovany dvéma rdznymi Sarzemi sady. Analyzovany byly pouze
informativni markery. Probitovd analyza (CLSI - EP17-A2, 2. vydani) s
hladinou spolehlivosti 95 % poskytla mez detekce (LoD) 1,07 % pro 3arzi 1
a 1,36 % pro Sarzi 2. Vysledna LoD je 1,36 % smiSeného chimérismu. P¥i
pouziti informativnich markert a dalSich n+1 shuttert pro analyzu se LoD
snizi na 4,31 %.

PFi pouziti doporu¢eného minimalniho poctu tfi informativnich marker(
nebyla vysledna mez detekce (LoD) ovlivnéna ve srovnani s LoD ziskanou
pfi pouziti vSech dostupnych informativnich markerd.

Tabulka 17 LoD pro Mentype® Chimera® PCR-Amplifikationskit s
pouzitim informativnich markert

&3 LoD (% smiseného
Sarze =70 N
chimérismu celkem

Sarze 1

Sarze 2

Cilova hodnota pfesnosti pro limit kvantifikace byla stanovena v souladu s
CLSI - EP17-A2 (2. vydani). Pro detekci chimérismu na LoD jsme definovali
presny cil pomoci Westgardova modelu (TE = Ibiasl + 1,96 s; (Westgard et
al. 1974 [17])) a bias a pfesnost analyzy. Testovali jsme Sest rlznych vzorka
se smisenym chimérismem s 2,00 % smiSeného chimérismu ve tfech
riiznych dnech. Vysledna souhrnna smérodatna odchylka 1,15 % byla nizsi
nez cilova hodnota pfresnosti zaloZzena na TE, ktera Cini 1,59 %, coz
potvrzuje pfijatelnou pfesnost na Urovni LoD.

Presnost

Nepfesnost a zkresleni se mohou lisit podle obsahu chimér. Dosli jsme k
zavéru rozdeélit rozsah smiseného chimérismu (MC) do ffi intervall, které
popisuji také Pettersson et al. (2021) [18] a definovat pfizplisobena kritéria
pfijatelnosti pro kazdy interval. Intervaly jsou nasledujici:
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e Nizky MC s <5 % podilem druhého genotypu
e Stfedni MC s 5-20 % podilem druhého genotypu
e Vysoky MC s > 20 % podilem druhého genotypu

Pfesnost byla analyzovana na zakladé pokynu CLSI-EP21Ed2E (2. vydani).
K vypocltu hodnoty sigma na zakladé metriky sigma (Westgard et al. 2018)
[19] byla pouzita odchylka naméfena ve srovnani s referenénim materialem
a nepresnost (reprodukovatelnost) namérena ve studii s vice pracovisti.
Celkova pfijatelna chyba byla stanovena na zakladé odhad( zkresleni ze
studie linearity a uvadéné nepfesnosti pro analyzy PCR zalozené na STR
pro analyzu chimérismu (Pettersson et al. 2021) [18]. Vysledné hodnoty
sigma vykazovaly dobrou pfesnost pro nizky interval MC a vynikajici
presnost pro stfedni az vysoky interval MC.

Tabulka 18 Hodnoty Sigma pro smiseny chimérismus

Vzorek Hodnota Sigma

2% smiSeny chimérismus

5% smiSeny chimérismus

30% smisSeny chimérismus

Pravdivost

Hodnoceni zkresleni bylo zaloZzeno na referenénim materialu od tfi riznych
poskytovateld zkou$ek zpUsobilosti (3 rizné programy externi kontroly
kvality). Zkresleni bylo vypocéteno pro rozdil mezi vysledkem Mentype®
Chimera® PCR Amplification Kit a referen¢ni hodnotou:

AMC = ReferenceMC — MentypeChimeraMC

Vypocet odchylky vychazi ze smérnice CLSI-EPO9Ed3cE (3. vydani) a
pouziva primér hodnot AMC, protoze bylo prokazano normaini rozdéleni
(Shapiro-Wilkav test normality, a = 0,05). Podle referenénich hodnot byly
vzorky rozdéleny do tfi dil¢ich intervalt pro MC (oddil Pfesnost). Vysledna
odchylka se pohybovala mezi - 0,42 a 0,11.
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Tabulka 19 Zkresleni (pramér AMC) pro nizké, stfedni a vysoké MC

nizsi MC Stredni MC vyssi MC > (20
(<5 %) (5 - 20 %) %)

Zkresleni
(pramér AMC)

Kromé vyhodnoceni zkresleni jsme porovnali Mentype® Chimera® PCR
Amplification Kit s referenéni metodou. Referenéni metoda zalozena na PCR
Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit analyzuje polymorfismy DNA
DIP a rozliSuje dva jedince (genotypy). Ob& metody byly méfeny na 95
vzorcich pacientll s rdznymi Grovnémi smiSeného chimérismu. Vysledny
koeficient determinace 0,9665 potvrzuje vysokou korelaci mezi obéma
metodami.

100

R? = 0.9665

50

Mentype® Chimera®

Mentype® DIPscreen

Obrazek 3 Srovnani referenénich metod Mentype® Chimera® PCR
Amplification Kit a Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit.
Linearni regrese na pravé strané ukazuje pfijatelnou korelaci s koeficientem
determinace 0,9665.
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Presnost

Testovali jsme opakovatelnost a reprodukovatelnost analyz na zakladé
norem ISO 5725-2:2022-05 a CLSI - EPO5 (3. vydani) SmiSené vzorky
chimérismu pokryvajici rozsah méfeni chimérismu (2 %, 5 %, 30 %, 70 %)
byly analyzovany ve studii 8 x 5 x 3 (den x opakovani x misto) na vice
mistech. Opakovatelnost pro smiSeny chimérismus se pohybovala mezi
0,63 % a 1,79 % smérodatné odchylky (SD) pro smiSeny chimérismus a
reprodukovatelnost mezi 0,72 % a 1,80 % SD pro smiSeny chimérismus.

Mezni hodnota pro analyzu (Cut-off)

Vyhodnotili jsme mezni hodnotu analyzy pro Mentype® Chimera® PCR
Amplification Kit na zakladé vypoctu frekvenci alel riznych amplifikovanych
marker(. Vzorky pfiblizné 210 evropskych jedinct byly znovu analyzovany
pomoci Mentype® Chimera® PCR Amplification Kit . Vysledné frekvence alel
byly pouzity k vypoctu specifickych parametrl diskriminace STR, které jsou
dllezité i pro analyzu chimérismu, jako je informacni obsah polymorfismu
(PIC), oCekavana heterozygotnost (HET) a diskriminacni sila (PD), ktera
udava schopnost genetického markeru nebo skupiny markert rozliSovat
mezi riiznymi jedinci v ramci populace. PD pro vSechny markery se pohybuje
mezi 0,856 a 0,990, coz technicky umozriuje rozlisit dva jedince na zakladé
alespon jednoho markeru, ale PD se zvySuje pfi pouziti vice markerd v
kombinaci.

Celkové lIze fici, Ze Mentype® Chimera® PCR Amplification Kit umoznuje
vysokou pravdépodobnost rozliseni dvou jedincd (s  vyjimkou
jednovajeénych dvoj¢at) na zakladé variability marker(i, informaéniho
potencialu kazdého markeru a kombinovatelnosti riznych markerd.
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Tabulka 20 Diskriminaéni pravdépodobnost vsSech markeru
pbsazenych v Mentype® Chimera® PCR Amplification Kit. PIC, PD aHET
byly vypoéteny pro kazdy marker na zakladé analyzy pfiblizné 210
evropskych jedinct

Marker PIC HET PD

D2S1360 0,820 0,955 0,856
D3S1744 0,790 0,792 0,943
D4S2366 0,760 0,795 0,919
D5S2500 0,780 0,804 0,938
D6S474 0,740 0,733 0,918
D7S1517 0,860 0,826 0,967
D8S1132 0,850 0,828 0,964
D10S2325 0,860 0,851 0,967
D12S391 0,870 0,893 0,971
D18S51 0,850 0,902 0,964
D21S2055 0,870 0,856 0,971
SE33 (ACTBP2) KL 0,949 0,990

0,740 0,733 0,856
0,950 0,955 0,990

Stabilita pri pouziti

VSechny studie stability byly naplanovany v souladu s normou ISO
23640:2015 a pokynem CLSI EP25. Pfi vSech studiich stability byl pouzit
nasledujici postup: Sada Mentype® Chimera® PCR Amplification Kit byla
testovana v nékolika ¢asovych bodech v rlznych ¢asovych obdobich.
Vzorky chimérismu byly analyzovany pomoci ChimerisMonitor VD, pfi¢emz
jediny genotyp DNA XY1726 a XX1180 pfedstavovaly pfijemce a darce.

Analyzovali jsme vzorky DNA jednoho genotypu XY1726 se vstupem DNA
0,5 ng a vzorky smiSeného chimérismu (MC) XY1726:XX1180
(pfijemce:darce) se vstupem DNA 1 ng, coz predstavuje razné intervaly MC
2 %, 5 % a 30 % MC. Pro vypocet chimérismu pfijemce smési
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XY1726:XX1180 bylo pouZito 7 analyzovatelnych informativnich a n+1
shutter markera.

Koneéné hodnoceni rdznych podminek zahrnovalo srovnani pramérnych
hodnot po¢ate¢niho €asového bodu (to) a riznych ¢asovych bodu (tn) a bylo
vypocteno pomoci nasledujici rovnice:

abs. A, = |ty — t,|

Pro studii stability pfi pouzivani byly provedeny dva experimenty. Jeden pro
testovani stability po zmrazeni a rozmrazeni a druhy pro testovani stability
sad béhem simulovaného pouziti po otevfeni. VSechny vzorky testované v
ramci experimentu stability pfi pouziti mély uplny profil markeru pro jediny
genotyp DNA XY1726 a byly pod mezi pfesnosti a preciznosti analyzy na
zakladé celkové chyby pro tfi testované vzorky MC: 30 %, 5 %, 2 % MC s
meznimi hodnotami 3,14 %, 1,99 % a 1,59 %.

Podle vysledkl je souprava Mentype® Chimera® PCR Amplification Kit po
prvnim otevfeni stabilni az 22 mésicl a stabilni az 20 cykld zmrazeni a
rozmrazeni.

Udaje o klinickém vykonu
Design studie, etické a regulaéni aspekty

Sada Mentype® Chimera® PCR Amplification Kit a referenéni metody byly
testovany na vzorcich pacientll podle alo-HSCT. Deset pacientl zafazenych
do této studie bylo podle alo-HSCT sledovano a obsah darcovskych vzork
byl béhem sledovani analyzovan 10krat po alo-HSCT. Cilem této studie bylo
poskytnout klinické dikazy v souladu s § 20 az 24 némeckého zakona
Medizinproduktgesetz (MPG ve znéni ze dne 7. srpna 2002 (BGBI. | S
3146)). Pomoci cytogenetické referenéni metody FISH bylo tfeba prokézat
shodu s metodou PCR zaloZenou na STR sady. Potvrzeni od pfislusné
etické komise bylo obdrzeno 14. bfezna 2012.

Referenéni metody

Jako referenéni metoda byla provedena fluorescenéni in situ hybridizace
(FISH) pomoci sady CE-IvD CEP® X SpectrumOrange™ /Y
SpectrumGreen™ Direct Labeled Fluorescent DNA Probe Kit (Abbott GmbH
& Co KG, Wiesbaden). Aby bylo mozné pouzit referenéni metodu, byly do
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studie zahrnuty pouze pary darce a pfijemce rizného pohlavi. V souladu s
doporu€enimi vyrobce byly analyzovany pouze cytogenetické vysledky s
poctem bunék > 200.

Extrakce a purifikace DNA

DNA byla izolovana pomoci sady QIAamp® DNA Blood Mini Kit (Qiagen
GmbH, Hilden, DE). Izolace byla provedena v souladu s protokolem vyrobce.

Vysledky
Vysoka korelace mezi QlAamp® DNA Blood Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden,

DE) a referenéni cytogenetickou metodou s R? = 0,9504 potvrzuje
pouzitelnost pro sledovani chimérismu podle alo-HSCT.

100
1 R?#=0.9504

]
E
= -
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']
= ]
[ < S ,
0 50 100

Cytogenetic

Obréazek 4 Souvislost mezi vysledky cytogenetiky a Mentype® Chimera®
PCR Amplification Kit je znazornéna v grafu.

Linearni regrese vykazuje pfijatelnou korelaci s koeficientem determinace
0,9504 (N = 93).

Vysledna shoda 94,62 % (akceptovano 5 % AMC) s vysledky referenéni
metody potvrzuje spolehlivost Mentype® Chimera® PCR Amplification Kit pro
interpretaci klinickych dat.
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Diagnostické vyhodnoceni

Klinické vykonnostni charakteristiky vykazovaly pfijatelné vysledky.
Vysledky byly vyhodnoceny ve vztahu k LoD PCR a cytogenetiky 1 % (Bader
et al. 2023) [20]. Bylo zjisténo, ze parametry pro hodnoceni klinického
vykonu podle bodu 9.1b dodatku | IVDR nejsou pro sadu Mentype® Chimera®
PCR Amplification Kit pln& pouzitelné. Sada monitoruje rozsah analytu,
nikoliv pfitomnost analytu. Proto nelze posouzeni negativniho a pozitivniho
stavu analytu pIné pouzit.

Tabulka 21 Diagnostické charakteristiky

Dolni Horni
Diagnostické charakteristiky konfidenéni konfidenéni

interval interval
Diagnosticka citlivost 89,8 % 82,1 % 97,5 %
Diagnosticka specificnost 85,3 % 73,4 % 97,2 %
Diagnosticka pfesnost 88,2 % 81,6 % 94,7 %
Pozitivni prediktivni hodnota 91,4 % 84,2 % 98,6 %
Negativni prediktivni hodnota 82,9 % 70,4 % 95,3 %
Prevalence 63,4 % 53,7 % 73,2 %
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Kontrola kvality

V8echny soucasti sady prochazeji intenzivnim procesem kontroly kvality ve
spolecnosti BIOTYPE GmbH. Kvalita testovaci sady je neustale sledovana,
aby byla zajisténa jeji neomezena pouzitelnost. V pfipadé jakychkoli dotazu
tykajicich se zajisténi kvality nas prosim kontaktujte.

Technick&a podpora

Pro technické poradenstvi se obratte na nasi Customer Support:

E-mail: support@biotype.de

Telefon: +49 (0)351 8838 400
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Omezeni pouzivani

= Postupy uvedené v tomto navodu k pouziti je tfeba dodrzovat podle
popisu. Jakakoli odchylka muze vést k neuspéchu testu nebo k
nespravnym vysledkim.

= Tento produkt mohou pouzivat pouze profesionalni Ilaboratorni
uzivatelé, ktefi jsou specialné vyskoleni a kvalifikovani v technikach PCR
a kapilarni gelové elektroforéze.

= Pro optimalizaci tohoto testu jsou nutné vhodné postupy pro odbér,
prepravu, skladovani a zpracovani vzorka.
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= Sada byla validovana pouze pro pouziti se vzorky lidské periferni Zzilni
piné krve provedené na pristrojich uvedenych v oddilu PfFistroje a
software.

= Tato analyzy se nesmi provadét pfimo na vzorku. Pfed pouZitim této
analyzyu je tfeba provést vhodné postupy extrakce nukleovych kyselin.

= Sada byla validovana pouze se ssadami pro extrakci a purifikaci DNA
popsanymi v oddilu Cinidla, sady a spotfebni material.

» K zajisténi funk&nosti sady je nutna spravna laboratorni praxe.

= Vysledky musi byt interpretovany po konzultaci s klinickymi lékafi, ktefi
kombinuji vysledky analyz chimérismu s vysledky dalSich metod
relevantnich pro terapii nebo diagnézu.

= P¥i interpretaci vysledk( je tfeba vzit v Gvahu mozZnost falesné
negativnich a faleSné pozitivnich vysledka.

=  Mentype® Chimera® PCR Amplification Kit nelze pouzit, pokud jsou
darce a pfijemce jednovaje¢na dvojcata.

» Dvojita transplantace nebyla v rdmci hodnoceni vykonnosti validovana.

= Vzorky obsahujici degradovanou DNA mohou ovlivnit schopnost
detekce lokustd STR a pohlavné specifickych lokusu.

= Nepouzivejte proslé nebo nespravné skladované soucasti.

= Analyza chimérismu byla validovdna pouze pomoci informativnich
markerU specifickych pro pacienta pro vSechny oblasti chimérismu nebo
volitelné pomoci dalSich n+1 marker( specifickych pro pacienta pro
oblasti se stfednim az vysokym smiSenym chimérismem (> 5 %). PouZiti
n-1 markerd nebo neinformativnich markert neni podporovano.

= Vzorky z ruznych etnickych skupin mohou mit odlisné genetické
vlastnosti, napfiklad rdzné frekvence alel, coz by mohlo omezit
diskriminaci nebo amplifikaci. Byla vyhodnocena frekvence alel STR
markert v nékolika populacich. Kombinovana rozliSovaci schopnost
alespon dvou marker( je vysoka a dosahuje hodnot vySsich nez 0,99.
To naznacuje relativné nizké riziko, Zze se test u pacienta setka s
problémy s amplifikaci. Udaje o populaci jsou v8ak v sou¢asné dobé k
dispozici pouze pro béloSské a asijské skupiny. Potencialni dopad na
ostatni etnické skupiny nelze odhadnout.
Vzhledem ke genetické variabilit¢é mohou mikrosatelity, jako jsou
jednonukleotidové polymorfismy (SNP), zhorSovat ucinnost primer(
nebo pfistupnost templatu. Analyza nejnovéjsi verze lidského genomu
(HG38) vsak neodhalila zadné Klinicky relevantni SNP v zadné z
populaci.
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Informace k objednavce

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

Produkt Velikost baleni Objednaci cislo
M © Chi ® 25 reakci 45-12200-0025
entype™ Chimera” 100 reakcf 45-12200-0100
PCR Amplification Kit .
400 reakci 45-12200-0400
_ _ 1x25pL 45-15100-0025
Matrix Standard BTS multi 2 X 25 L 45-15100-0050
Demo licence
ChimerisMonitor IVD licence na 1 rok 46-14800-0000

licence na 3 roky

POZNAMKA

g Jednotlivé komponenty sady nelze objednat a zakoupit
1 samostatné
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Ochranné znamky a prohlaseni o vylouéeni
odpovédnosti

Mentype® a Chimera® jsou registrované ochranné znamky spolecnosti
BIOTYPE GmbH.

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

PCR je chranéna patenty. Drziteli patentu jsou spole¢nosti Hoffmann-La
Roche Inc. a F. Hoffmann-La Roche (Roche).

Registrovana jména, ochranné znamky atd. pouzité v tomto dokumentu, i
kdyz nejsou vyslovné takto oznaleny, nelze povazovat za pravné
nechranéné.

Mentype® Chimera® PCR Amplification Kit je diagnosticka sada s ozna¢enim
CE podle evropského nafizeni o diagnostice in vitro (EU) 2017/746.

Vyrobek neni ze strany Health Canada licencovan a neni schvalen ani
povolen FDA .

Neni k dispozici ve vSech zemich.

Pouze z divodu lepsi Citelnosti byly vypustény Gdaje tykajici se pohlavi a
vicenasobna oznaceni. VSechna osobni oznaceni je proto tfeba chapat jako
genderoveé neutrdlni.

© 2025 BIOTYPE GmbH; v8echna prava vyhrazena.
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Vysvétleni symboll

Vyrobce

Sarze

Dostatecné pro zkousky <N>

Dodrzujte navod k pouziti (elFU)

SH=IN N

Lze pouzivat do

>C Omezeni teploty

_—

-25°C

Cislo produktu

IVD Diagnostika in vitro
<
AN Chrarite pfed slune¢nim zafenim

Skladujte na suchém misté

g >

Jedine¢ny identifikator produktu
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Dal8i oznaceni pouzita v tomto navodu k pouZiti:

1

A

modre podtrzeny text

¢erné podtrzeny text

odsazeny, kurziva, tucny text

UziteCné tipy

Vénujte prosim pozornost této
poznamce!

Odkazy, které vedou na externi
obsah, jako jsou domovské stranky
nebo e-mailové adresy

Kfizové odkazy v dokumentu pro
shadnou navigaci

Pole, na ktera je tfeba kliknout v
softwaru
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Dodatek

Elektroferogramy referenc¢nich vzorki

Na nasledujicich strankach najdete pfiklady elektroferogramt Mentype®
Chimera® Allelic Ladder (Obrazek 5), Mentype® Chimera® Control DNA
XY1726 (PC, Obrazek 6) a No Template Control (NTC, Obrazek 7).

V8echny vzorky byly amplifikovany na ProFlex PCR Cycler a analyzovany
na Applied Biosystems™ 3500 Genetic Analyzer (POP-4™ analyza 36 cm)
s pouzitim validovanych parametrl procesu. Analyza dat byla provedena
pomoci programu GeneMapper™ ID-X verze 1.6. Byly pouzity templaty Bins,
Panels, Stutter a metoda analyzy podle Tabulka 13.

Elektroferogramy jsou zvétSeny na délku fragmentu 70 - 480 bp (osa Xx).
Obecné rozmezi pro analyzu délky fragmentu (osa x) pomoci Mentype®
Chimera® PCR Amplification Kit je mezi 50 bp a 550 bp. Osa y byla
Skalovana individualné podle popisu pod kazdym obrazkem (viz Obrézek 5,
Obrazek 6, Obrazek 7)
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Mentype® Chimera® Allelic Ladder
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Obréazek 5 Mentype® Chimera® Allelic Ladder.
ZvétSeni na 4 000 RFU (osa y) a 70 az 450 bp (osa x)
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Mentype® Chimera® Control DNA XY1726 (PC)
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Obrazek 6 Mentype® Chimera® Control DNA XY1726 (PC).
ZvétSeni na 18 000 RFU (osa y) a 70 az 450 bp (osa x)
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No Template Control NTC
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Obrazek 7 No Template Control (NTC) Mentype® Chimera® PCR

Amplification Kit.

ZvétSeni na 2 000 RFU (osa y) a 70 az 450 bp (osa x)
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Délky fragmentu a alely

Tabulka 22 - Tabulka 25 uvadi délky fragmentt jednotlivych alel, které se
vztahuji k DNA Size Standard 550 (BTO) . V§echny analyzy byly provedeny
na ABI PRISM® 310/3130 Genetic Analyzer s polymerem POP-4™, Rlzné
analyzatory, standardy velikosti DNA nebo polymery mohou vést k riznym
délkam fragmentd. Kromé toho se doporucuje vizualni srovnani s Zebfikem
v ulice.

Poznamky v Tabulka 22 - Tabulka 25:

* zaokrouhleno na celé &islo

**Off-Ladder alely z BIOTYPE DNA fondu jsou pfifazeny aktualnimi
BIOTYPE soubory templatl pro GeneMapper™ ID-X. DalSi alely viz napft.
https://strbase.nist.gov/

I Pro lepsi orientaci jsou tyto alely v alelickém zZebfi€ku zvyraznény.
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Tabulka 22 Délky fragmentid Mentype® Chimera® Allelic Ladder
analyzované na ABI PRISM® 3130 Genetic Analyzer pomoci POP-4™
polymeru (modry panel)

Marker/ Velikost Alely Marker/ Velikost Rlaelléyl Marker/ Velikost
Alela [bp]* - Alela [bp]* - Alela [bp]*
A’:rﬁfg 6-FAM D12S391  6-FAM D6S474  6-FAM
X 7 15 213 13 354 1L
12
Y 80 16 217 16.3 14 358
17 221 17.3 15 362
D7S1517 6-FAM 18 226 18.3 16 366
16 108 14,15 19 230 ]i%]é 17 370
17 112 20 234 20.3 18 374
18 116 21 238 19 378
19 120 22 242
20 124 23 246 D4S2366 6-FAM
21 128 24 250 9 429 9.2
22 132 25 254 10 433 10.2
23 136 26 258 27 11 437
24 140 11.2 440
25 144 D2S1360 6-FAM 12 441
26 148 19 281 13 445
27 152 20 285 14 449
28 155 29 21 289 15 454
22 293
D3S1744 6-FAM 23 297
13 165 24 302
14 169 25 306
15 173 26 310
16 177 27 314
17 182 28 318
18 186 29 322
19 190 30 326
20 194 31 330
21 198 22 32 334
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Tabulka 23 Délky fragmentid Mentype® Chimera® Allelic Ladder
analyzované na ABI PRISM® 3130 Genetic Analyzer pomoci POP-4™
polymeru (zeleny panel)

Marker/  Velikost Dalsi Marker/  Velikost Dalsi \ECl

Alela [bp]* alely** Alela [bp]* alely** Alela
D8S1132 BTG D18S51 BTG D21S2055 BTG
12.1 117 12,13 8 241 7 16.1 351
13.1 121 9 245 9.2 17.1 355
14.1 125 14.3 10 249 18.1 359
15 128 10.2 251 19.1 363
16 132 11 253 11.2 20.1 367
17 136 12 257 12.2 21.1 371
18 140 13 261 13.2 22.1 375 22
19 144 14 264 14.2 23 378 23.1
20 148 15 268 24 382
21 151 16 272 16.2 25 386
22 155 17 276 26 390
23 159 17.2 278 17.3 27 395
24 163 18 279 28 399
25 167 18.2 281 29 403
26 171 19 283 19.2 30 406
27 175 20 287 31 411
21 291 32 415
D5S2500 BTG 21.2 293 33 419
9 188 22 295 34 423
10 192 23 299 231 35 427
11 196 24 302 36 431
12 200 25 306 37 435 38
13 204 26 310 39 443
14 208 27 314
15 212 28 318 29
16 216
17 220
18 224
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Tabulka 24 Délky fragmentid Mentype® Chimera® Allelic Ladder
analyzované na ABI PRISM® 3130 Genetic Analyzer pomoci POP-4™
polymeru (zluty panel)

Marker/  Velikost Dalsi Marker/  Velikost Dalsi Marker/  Velikost PEI]

Alela [bp]* alely** Alela [bp]* alely** Alela [bp]* alely**
D10S2325 BTY SE33 BTY SE33 BTY
6 121 6.3 205 4.2,5.3 25.2 278
7 126 7.3 209 7 26.2 282 26
8 131 8 210 8.2 27.2% 285 27
9 136 9 214 9.2 28.2 289 28, 28.3
10 141 10 218 29.2 293 29
11 145 10.2 220 30.2 297 30
12 150 11 222 11.2 31.2 301 31
13 155 12 226 12.2 32 303
14 160 13 230 32.2 305
15 165 13.2 232 13.3 33 307
16 170 14 234 14.2,14.3 33.2 309
17 175 18 15 238 34 311
19 185 15.2 240 34.2 313
16% 241 16.2,16.3 35 315
17 245 17.2,17.3 35.2 317
18 249 36 318
18.2 251 18.3 36.2 321
19 253 37 322 37.2
19.2 255 38 326 39, 42
20 257 20.1 49 369 50
20.2 259
21 261
21.2 263 22
22.2 267
23.2 270 23
242 274 24
25 276
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Priklady kvalitativniho hodnoceni lokust

Tabulka 25 Priklady kvalitativniho hodnoceni lokust

Informativni lokusy Neinformativni lokusy

20
—_—

210 230 250 27

Pfjemce
%0 250 2t

Pfilemee
210

E'_Tl EI Darce “ “

i i Darce
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prsaser ]
420 480 100 120 140 160
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E ﬁjl Pfii @ Pfilemce
njemce
420 450 100 120 140 160
A4
v
E IEI Dérce Darce
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Moritzburger Weg 67
01109 DRESDEN
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Z&kaznicky servis a podpora
support@biotype.de
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