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Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit

Upozornéni na zménu

Vezméte prosim na védomi nasledujici upravy oproti pfedchozi verzi
IFU:

Kod dokumentu Zmény

DISIFUO2v1cz Pavodni verze 21.03.2025

Tisténou verzi tohoto IFU vam miizeme poskytnout zdarma do 7
dna.

V pfipadé dotazii nebo jakychkoli dalSich otazek nas prosim
kontaktujte:

na cisle +49 351 8838 400 nebo
support@biotype.de
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Zamysleny ucel

Souprava Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit je manudlni test
urceny k pouziti s genomovou DNA extrahovanou ze vzorkl periferni Zilni
plné krve odebranych dospélym pacientim s leukémii, ktefi podstoupili
alogenni transplantaci krvetvornych kmenovych bunék (alo-HSCT).

Souprava Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit detekuje 33 dele¢né
inzerénich polymorfismu (DIP) a amelogenin v jedné multiplexni PCR reakci.
Pfed HSCT se tyto polymorfismy pouzivaji ke kvalitativnimu screeningu
genotypl pacienta a darce a k identifikaci DIP alel specifickych pro pacienta.
Tyto informativni alely jsou analyzovany za uUcelem semikvantitativniho
monitorovani chimérismu po alo-HSCT.

Souprava Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit je uréena pro
profesiondlni uzivatele vySkolené v molekularné-genetickych technikéach,
multiplexni PCR a v manipulaci s Genetic Analyzers spole¢nosti Thermo
Fisher Scientific (Applied Biosystems division).

Védecké pozadi

Alogenni transplantace krvetvornych bunék (alo-HSCT) je Ié€ebnou
metodou, ktera umoZziuje vylélit pacienty s nenadorovymi i nadorovymi
hematologickymi onemocnénimi, jako je napfiklad leukémie. Analyza
chimérismu se pouziva ke stanoveni smési darcovych a pfijemcovych
krvetvornych bunék u pfijemct alo-HSCT k odhaleni ¢asnych znamek
rejekce Stépu. Pro genotypizaci a monitorovani se pouziva lidska periferni
Zilni krev. Podle pokyn( CLSI (MMO05-A2 2. vydani) se pro odbér krve
doporucuji antikoagulancia jako EDTA a citrat. V zavislosti na uspésnosti
transplantace se mohou vyvinout razné formy krvetvorného chimérismu
(kompletni, smiSeny nebo ztratovy). K analyze chimérismu se pouZivaji
rdzné pristupy, vcetné fluorescenéni in situ hybridizace (FISH),
polymorfismu délky restrikéniho fragmentu (RFLP), analyzy krevniho obrazu
a metod zalozenych na PCR. Analyza inzerce-delece polymorfisma (INDEL
nebo DIP) umoznuje semikvantitativni analyzu chimérismu pomoci
multiplexnich PCR pfistupl i kvantitativni analyzu s aplikaci specifickou pro
alelu na platformach qPCR nebo dPCR. Proto jsou tyto testy DIP nezbytnym
predpokladem pro citlivé monitorovani chimérismu. K odhaleni ¢asnych
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pfiznakl rejekce Stépu by méla byt v pravidelnych intervalech a kratce po
alo-HSCT provadéna analyza chimérismu.

Popis produktu

Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit je multiplexni amplifikacni
souprava pro polymerazovou fetézovou reakci (PCR) vyvinuta pro
monitorovani chimérismu. Pro diskriminaci darce a pfijemce se v jedné PCR
reakci souc¢asné amplifikuji bialelické inzerce a delece polymorfismd (INDEL
nebo DIP) s velmi vysokou mirou heterozygozity a vyvazenym rozloZzenim
alel na 19 chromozomech (viz Tabulka 1). Jeden primer pro kazdy lokus je
oznacen fluoroforem 6-FAM™, BTG nebo BTY. Produkty PCR se poté
analyzuji pomoci kapilarni gelové elektroforézy.

Tabulka 1 Informace specifické pro lokus Mentype® DIPscreen PCR
Amplification Kit, HLD = lidsky lokus DIP, -DIP = delece, +DIP = inzerce

Chromozomaln

Lokus DIP i poloha Lokus DIP

Panel FAM

AM X Xp22.1-22.3

AMY Ypl1.2

HLD106 16913 -/AATGCGT

HLD70 60g16.1 -/AGCA

HLD84 8024.12 -ICTTTC

HLD103 12g23.1 -IGCTTATAA

HLD104 13g32.1 -/ACTC

HLD116 18p11.22 -IAGGTGTCGAACAACATGATAC
HLD112 17p12 -TTGTA

HLD307 Xpl1.23 -/TCAACCAA

HLD310 2p22.3 -/IGTCTGGTT

HLD110 16g22.1 -/TCCCTG

HLD133 3p22.1 -/ICAACCTGGATT
HLD79 7931.2 -IAATCT

HLD105 14924.3 -IATAGACAA

HLD140 3923 -/IGGTAGTATGGGCCT
HLD163 12g24.31 -/AACTACGGCACGCCC
Panel BTG

HLD91 11g14.1 -/IGATA

HLD23 18p11.32 -/ICTTTAA

HLD88 9022.33 -/ICCACAAAGA
HLD101 15026.1 -IGTAG

HLD67 5033.3 -/ICTACTGAC

HLD301 17921.32 -/ICAGGGGCTC
HLD53 3022.1 -IATGT
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Chromozomaln

Lokus DIP ”

i poloha
HLD97 13913.1
HLD152 16p13.2
HLD128 1031.3
HLD134 5q11.2
HLD305 20q11.22
Panel BTY
HLD48 2q11.2
HLD114 17p13.2
HLD304 9g34.3
HLD131 7936.2
HLD38 1932.2
HLD82 7921.3

Lokus DIP

-IAGAGAAAGCTGAAG
-ITGGTCAAAGGCA
-IATTAAATA
-IATGATGGTTCTTCAGA

/ICAAGGTCCCACCACACTCGCGTGGGA

-/GACTT

-[TCCTATTCTACTACTGAAT
-/GAGCTGCTCAAGAGAGAGGAGGAGG
-[TTGGGCTTATT

-ITAGTT

-/ ACCTCCTACTCCTTGGTCTATTCCTG
GTCACATGTACT

Test byl validovan analyzou chimérismu vice nez 200 pFibuznych part darce
a prijemce se shodou HLA a jeho vhodnost byla potvrzena ve srovnavaci

klinické hodnotici studii.

Detekéni limit pro kvalitativni analyzu je 125 pg genomové DNA.

Vstupni rozsah pro detekci smiSeného chimérismu za standardnich
podminek je 1,0 - 2,0 ng gDNA. Optimalni vstupni davka gDNA je 2 ng za

standardnich podminek.

P¥i analyze informativnich marker( Ize dosahnout citlivosti 1,4 % LoDos (limit
detekce) pfi pouziti 2 ng gDNA jako vstupu. Pro dosazeni vySe uvedené
citlivosti se doporucuje pouzit co nejvice informativnich markert.
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Poskytnuté materialy

Obsah soupravy

Tabulka 2 Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit obsah

inidlo Barva Objem na velikost baleni
AL 25 reakci 100 reakcf

Nuclease-Free Water i\gﬁg 1,5mL 2x15mL

Reaction Mix A Fialova 125 pL 500 pL

Mentype® DIPscreen x .

Primer Mix Cervena 125 uL 500 pL

Multi Tag 2 DNA Polymerase  Bila 15 uL 60 pL

Control DNA XY82 (2 ng/uL)  Bila 10 pL 10 pL

DNA Size Standard 550 S

(BTO) Oranzova 13 pL 50 pL

Mentype® DIPscreen .

Allelic Ladder Zelena 25 L 25 L

Pfehled Cisel Sarzi komponent najdete na Stitku, ktery je umistén na vnitfni
strané chlopné krabice.

Vezméte prosim na védomi, Ze velikost baleni popisuje
pocet testl bez zohlednéni po¢tu pozadovanych kontrol
nebo poZadovaného pfebytku pro pipetovani.

Pro odpovidajici propustnost doporucujeme pouzit
nasledujici velikost:

® <8 vzorkl na jeden béh PCR: velikost baleni 25 reakci

= >8 vzorkl na jeden béh PCR: velikost baleni 100
reakci
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Popis komponent

Nuclease-Free Water: Voda PCR tfidy, ktera se pouziva v PCR sestavé a
jako kontrola bez templatu (NTC).

Reaction Mix A: PCR pufr obsahujici dNTP a MgCl.. PCR pufr je
optimalizovan tak, aby podporoval aktivitu enzymu pro PCR.

Mentype® DIPscreen Primer Mix: multiplexni smés oligonukleotidovych
primer(l obsahujici znacené primery (znaeni: 6-FAM™, BTG, BTY) a
neznacené primery.

Multi Taq 2 DNA Polymerase: tag DNA Polymerase s horkym startem,
2,5 U/uL.

Control DNA XY82 (2 ng/ul): genomova DNA izolovana z krve EDTA od
jednoho lidského darce muzského pohlavi. DNA se pouZzije jako kvalitativni
externi pozitivni kontrola pro soupravu Mentype® DIPscreen PCR
Amplification Kit.

POZNAMKA

Control DNA XY82 neni pro laboratorni odborniky kriticka,

° protoze se sklada z jednotlivych molekul DNA, které byly

1 precidtény, nejsou nebezpelné a nemaji aktivni biologické

funkce. Neobsahuje Zadné Zivé burky ani patogenni
organismy, které by mohly pfedstavovat pfimou hrozbu.

DNA Size Standard 550 (BTO): smés fluoroforem znaenych PCR
fragmentu s definovanou délkou fragmentu mezi 60-550 bp, komponenta se
pridava ke kazdému PCR produktu pfed analyzou délky fragmentu, pouziva
se pro velikostni regresi k pfesnému uréeni délky fragmentu PCR produkta.

Allelic Ladder Mentype® DIPscreen: smés umélych produktd PCR
reprezentujicich vSechny alely detekované testem, ktera se pouziva jako
genotypizaéni reference pro pfesnou identifikaci alel.
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Skladovani €inidel a manipulace s nimi

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

Po prevzeti zkontrolujte Uplnost soupravy. Nepouzivejte soupravy, které byly
pfi doruCeni rozmrazeny. Pokud jedna nebo nékolik komponent neni
zmrazeno nebo pokud byly zkumavky nebo obal b&hem pFepravy
poskozeny, nelze zarucit pozadovanou funkéni zpUsobilost.

VSechny komponenty skladuijte pfi teploté —25 °C az -15 °C, chranéné pred
svétlem. Zejména Mentype® DIPscreen Primer Mix Size Standard DNA 550
(BTO) a Allelic Ladder Mentype® DIPscreen je tieba skladovat chranéné
pred svétlem.

Aby se predeSlo kontaminaci, doporu€ujeme skladovat a pouzivat
komponenty predamplifikace (vzorky DNA, Control DNA XY82) a
komponenty poamplifikace (Size Standard DNA 550 (BTO) a Allelic Ladder
Mentype® DIPscreen) oddélené od PCR ¢inidel( Nuclease-Free Water, Multi
Tag 2 DNA Polymerase, Reaction Mix A a Primer Mix Mentype® DIPscreen).

Platnost soupravy konc¢i podle dajl na Stitku na krabi¢ce soupravy nebo 12
meésicu po otevreni, podle toho, co nastane dfive. Nepfekracujte maximalni
pocet 20 zmrazovacich a rozmrazovacich cyklu.

Pozadovany, ale neposkytnuty material a
prostredky

Vseobecné laboratorni vybaveni

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

= Qdstfedivka s rotorem pro mikrotitraéni desti¢ky pro reak&ni desti¢ky s
96 jamkami

= Vortexova michacka

= Kalibrované nastavitelné pipety s likvidaénimi aerosolovymi filtraénimi
Spickami
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Vhodné reakéni desticky 200 pL s 96 jamkami nebo reakéni zkumavky

0 objemu 200 pL s odpovidajicim uzaviracim materialem, PCR tfida

Jednorazové nepudrové rukavice

Vhodné stojany pro reakéni zkumavky o objemu 2 mL a 200 L
Chladici stojan vhodny pro 2 mL zkumavky

NanoDrop™ One Spectrophotometer nebo fluorometr Qubit

POZNAMKA

doporuceni vyrobce.

VSechny materidly pouzité pro PCR by mély mit
° odpovidajici kvalitu (bez DNA a pro molekularni biologii).
1 Ujistéte se, Ze v§echny pouzité pfistroje byly instalovany,
kalibrovany, kontrolovany a udrzovany podle pokynu a

Cinidla, soupravy a spotiebni material

Tabulka 3 Pozadovan4, ale neposkytnuta ¢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™ Formamide, 25 mL

POP-4™ Polymer for 3500/3500xL
Genetic Analyzers (384 samples)
POP-7™ Polymer for 3500/3500xL
Genetic Analyzers (384 samples)
Anode Buffer Container (ABC) 3500
Series

Cathode Buffer Container (CBC) 3500
Series

Dodavatel

BIOTYPE GmbH
BIOTYPE GmbH

BIOTYPE GmbH
Qiagen

Macherey-Nagel

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
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Objednaci

Cinidlo Dodavatel

Cislo
3500 Genetic Analyzer 8-Capillary Array ~ Thermo Fisher

A 4404683
36 cm Scientific
3500 Genetic Analyzer 8-Capillary Array Th_erm_o_ Fisher 4404685
50 cm Scientific

Pristroje a software

Souprava Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit byla validovana pro
pouziti s nasledujicimi PCR cyklery:

= Systém ProFlex PCR (kat. ¢.: 4484073 (3% 32jamkovy blok na vzorky),
4484075 (96jamkovy blok na vzorky), Thermo Fisher Scientific)

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

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

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

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

Pouziti jinych nez dfive uvedenych nastroju musi byt validovano uzivatelem.
Musi byt splnény nasledujici specifikace:

= Vyhfivané viko
= Blok vhodny pro reakéni desky / zkumavky o objemu 200 pL
=  Rampovani nastavitelné na 4-5 °Cl/s

Souprava Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit byla validovana pro
pouziti s nasledujicim pfistrojem a nastavenimi:

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

Souprava Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit byla validovana pro
pouziti s nasledujicimi softwary. K analyze a hodnoceni dat je zapotfebi
pouze jeden z nize uvedenych softwart. Ru¢ni hodnoceni souborl fsa nebo
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jakychkoli vysledkl poskytnutych pomoci softwaru pro sbér dat bez jedné ze
dvou popsanych moznosti softwaru pro analyzu a hodnoceni dat neni
validovano.

= ChimerisMonitor IVD (BIOTYPE GmbH)
= Software GeneMapper™ ID-X, verze 1.6(Thermo Fisher Scientifc), s
pouzitim specifického produktu:
o Analysis Method: DIPscreenlVD_Analysis4_v1x nebo
DIPscreenlVD_Analysis7_v1x
o Bin: DIPscreenlVD_Bins4_vi1x nebo
DIPscreenlVD_Bins7_vi1x
o Panel: DIPscreenlVD_Panel4_v1x nebo
DIPscreenlVD_Panel7_v1x
o Size Standard: BTO_60-550_v1x

POZNAMKA
° Ujistéte se, Ze vSechny pouzité pfistroje byly instalovany,
1 kalibrovany, kontrolovany a udrZzovany podle pokynd a

doporuceni vyrobce.

Vzorky a zkuSebni vzorky

Nasledujici vzorky byly validovany pomoci soupravy Mentype® DIPscreen
PCR Amplification Kit:

= Genomova DNA izolovana z lidské periferni zilni pIné krve (EDTA, citrat,
heparin) pro monitorovani a genotypizaci.

Izolovana gDNA se uchovava nefedéna pfi teploté —25 °C az -15 °C.

POZNAMKA

i Ujistéte se, ze antikoagulant pouzity k odbéru krve je

kompatibilni s pokyny vyrobce soupravy pro izolaci DNA.

DISIFUO2v1cz 12
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Upozornéni a bezpeénostni opatreni

®  Pfed pouzitim produktu si peclivé pre¢téte navod k pouZiti.

= Prectéte si bezpecnostni listy (SDS) a prohlaseni o nebezpecnosti
(NHS) vSech produktt BIOTYPE, které jsou k dispozici na vyzadani
nebo na nasi domovské strance
(www.biotype.de/en/sicherheitsdatenblatter). U produkt, které
nevyzaduji bezpecnostni list, protoze neobsahuji SVHC nebo podléhaji
jinym omezenim podle nafizeni 1272/2008 (CLP), poskytuje BIOTYPE
bezpecnostni list na vyzadani.

= Obratte se na vyrobce pozadovanych material( a ¢inidel, které nejsou
uvedeny, a vyzadejte si kopie bezpecnostnich listd pro vSechna
dodate¢né potiebna Cinidla.

= Komponenty soupravy z rliznych Sarzi soupravy se nesmi michat.

= Alikvotovani slozek soupravy do jinych reakénich nadob neni povoleno.

= Pouziti tohoto produktu je omezeno na odborné uzivatele v laboratofich,
ktefi jsou vySkoleni v molekularné-genetickych technikach, multiplexni
PCR a manipulaci s Genetic Analyzers spole€nosti Thermo Fisher

Scientific.
= PFed prvnim pouzitim zkontrolujte, zda produkt a jeho komponenty:
o Integrita

o Uplnost z hlediska po&tu, typu a naplné (viz kapitola
Poskytnuté materialy)
Spravné oznacovani
o Zmrazeny stav pfi doruceni (kromé& Multi Tag 2 DNA
Polymerase)
= Se vzorky by se mélo vzdy zachazet jako s infek&nimi a/nebo biologicky
nebezpeénymi v souladu s bezpecnymi laboratornimi procedurami a
spravnou laboratorni praxi.
= Nepouzivejte soupravu s proSlou dobou pouZitelnosti.
= Vzorky a odpad z testovani zlikvidujte v souladu s mistnimi
bezpecfnostnimi pfedpisy.
= VSechny pouzZité pfistroje byly instalovany, kalibrovany, kontrolovany a
udrzovany podle pokynl a doporuéeni vyrobce.
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Upozornéni pro uzivatele

Jakykoli problém, ktery se vyskytne v souvislosti s produktem, musi uzivatel
nahlasit vyrobci. Jakékoli zavazné udalosti souvisejici s touto soupravou
musi byt hlaseny vyrobci a pfislusnému organu &lenského statu, ve kterém
uzivatel a/nebo pacient sidli.

Souhrn bezpe€nosti a funkéni ucinnosti (SSP) je vytvofen v souladu s

Clankem 29 nafizeni (EU) 2017/746 a jeho ucelem je poskytnout vefejnosti
prostfednictvim databaze EUDAMED pfistup k aktualizovanému souhrnu
Udajl o bezpecnosti a funkéni ucéinnosti prostfedku uréenému uzivatelim, v
pfipadé tohoto produktu pouze laboratornim odbornikam.

Procedura

Prehled experimentalniho pracovniho postupu

Priprava vzorku

Odbér vzorkd,
izolace a kvantifikace
DNA,
fedéni

Rozmrazeni pozitivni kontroly,
zfedéni v poméru 1:2
(na 1,0 ng/ul), promichani,
odstredéni

U

---1 Priprava hlavni smési

—>

Rozmrazeni vody,
pufru, enzymu, smési
primert, smichani,
odstiedéni

Vytvofeni hlavni smési
podle pipetovaciho
schématu

a2

PCR amplifikace

Alikvot, pfidani vzorka a
kontrol

Denaturace produkti PCR
a alelického Zebficku

Pfiprava denaturaéni
- . smési: smichani Hi-
Pfiprava produkta Di formamidu a
PCR - .
velikostniho
standardu DNA.
~ =
Analyza délky
fragmentu
==
GeneMapper ID-X
Analyza dat — nebo
ChimerisMonitor VD

niejdwa) zaq 1se|qo

nje|dwe} 1se|q0
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Priprava vzorku

Pozadavky na surovy vzorek

Odeberte alespon 200 pL vzorku periferni zilni plné krve pro nasledujici
proceduru.

Manipulace se surovym vzorkem (periferni zilni plna krev) by se méla Fidit
doporuéenim pokynu MM05-A2 (2. vydani) Institutu pro klinické a laboratorni
standardy (CLSI), ktery uvadi, Zze 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. Kromé toho se doporuduje, aby se pfi odbéru
plné krve pouzivala antikoagulancia EDTA, citrat nebo heparin.

POZNAMKA

Dlouhé skladovani surového vzorku by mohlo vést k

fragmentaci genetického materialu, a tim k nedostatecné

1 kvalité materialu. To maze zhorsit vysledek analyzy, napf.
kvili neuplnym profilim.

Extrakce DNA

Provedte extrakci a purifikaci DNA ze vzorka periferni zilni piné krve podle
pokynu vyrobce. V ramci hodnoceni funkéni ucinnosti produktu byly
validovany nasledujici soupravy:

= QIlAamp® DSP DNA Blood Mini Kit

= Macherey-Nagel NucleoSpin® Dx Blood, CE certifikovana minisouprava
pro DNA z krve

POZNAMKA

Kontaminaci krve Ize vizualné zjistit v reakci PCR nebo v

izolované DNA podle oranZového barevného posunu.

Pokud dojde ke zméné barvy, doporu€ujeme izolaci DNA
A opakovat, aby se pfedeslo pfipadnym interferencim.

Pfed eluci nukleové kyseliny se ujistéte, Ze jste odstranili
vesSkeré stopy etanolu. Etanol je silnym inhibitorem PCR.

DISIFUO2v1cz 15
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Kvantifikace a redéni DNA

Kvantifikujte koncentraci DNA pomoci UV/VIS spektroskopie pfi 260 nm
pomoci spektrofotometru NanoDrop nebo pomoci fluorescenéni
spektroskopie s pouzitim QubitTM Fluorometer.

PFi pouziti spektrofotometrie pouzijte k méfeni prazdného vzorku eluéni pufr
ze soupravy pro extrakci DNA. Pomeér Azso/A2s0 by se mél pohybovat v
rozmezi 1,7-1,9, zatimco pomér Azso/A230 by mél byt v rozmezi 1,8-2,3.

Pro fluorometrickou kvantifikaci DNA Ize pouzit Qubit™ Fluorometer bud’ s
Qubit 1x dsDNA HS Assay-Kit nebo se Qubit dsDNA BR Kit.

Pro pouziti se soupravou Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit
nafedte vzorky DNA na optimalni koncentraci 2,0 ng/uL. Redéni si pfipravte
Cerstvé pred pouzitim. Jako fedidlo pouzijte Nuclease-Free Water.

POZNAMKA

Celkovy vstupni rozsah soupravy je 0,125-2,0 ng DNA na
reakci, optimalni vstupni mnozstvi je 2 ng DNA na
e reakci za standardnich podminek pro dosazeni nejvySsi
1 citlivosti. Vstup niz8i nez 0,125 ng by mohl vést k
nedplnym profilim, vy$si vstup by mohl vést ke pull-up
pikim.

Skladovani DNA
DNA by méla byt skladovana nefedéna pfi teploté —25 °C az -15 °C pro

dlouhodobé skladovani nebo podle informaci vyrobce soupravy pro izolaci
DNA.

Priprava kontroly

Pozitivni kontrola PC

Rozmrazte Control DNA XY82, homogenizujte ji vifenim a naslednym
kratkym odstfedénim.

DISIFUO2vicz 16
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Zfedte Control DNA XY82 v poméru 1:2 z 2,0 ng/uL na 1,0 ng/uL pomoci
Nuclease-Free Water.

Zfedény PC homogenizujte kratkym vifenim. Poté nafedény PC kratce
odstredte (pfiblizné 10 s). Zfedénou pozitivni kontrolu neskladujte.

POZNAMKA

A Vzdy pouzijte Cerstvé fedéni Control DNA XY82.

Kontrola bez templatu NTC

Misto vzorku pouzijte Nuclease-Free Water, ktera je soucasti soupravy, jako
kontrola bez templatu (NTC).

Nastaveni master mixu

Ze soupravy Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit pro nastaveni
master mixu vyjméte nasledujici komponenty:

= Nuclease-Free Water (svétle modry uzaveér)

= Reaction Mix A (fialovy uzavér)

=  Primer Mix Mentype® DIPscreen (Cerveny uzavér)
= Multi Tag 2 DNA Polymerase (bily uzavér)

VSechny zmrazené komponenty by se mély rozmrazit pfi pokojové teploté
(22 °C az 28 °C, pfiblizné 30 min, chranéné pred svétlem) a homogenizovat
pfevracenim zkumavek nebo jemnym vifenim. Poté €inidla kratce odstfedte
(pfiblizné 10 s). Pro dodrZeni zadsad spravné laboratorni praxe se doporuéuje
uchovavat Multi Tag 2 DNA Polymerase pfed nastavenim master mixu co
nejdéle v chlazeném prostfedi (napf. v chladicim stojanu).

POZNAMKA

Pro delSi stabilitu michejte Multi Tag 2 DNA Polymerase
poklepavani — enzym nemichejte pomoci vortexu.
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Ve vyhrazeném cCistém prostoru pfipravte PCR master mix podle Tabulka 4
do mikrocentrifugacni zkumavky vhodné velikosti pro celkovy pocet
testovanych vzorku. Do vypoctu zahriite alespon jednu PC a jedno NTC.

POZNAMKA

Plati pravidlo, Ze pokud testujete méné nez 10 vzorkd,
pouzijte dostateCné mnozstvi master mixu pro jeden
1 vzorek navic. Pokud testujete 10 nebo vice vzork(,

pouzijte pfebyteény objem hlavniho mixu Cinidla + 10 %.

Tabulka 4 Nastaveni reakce PCR master mixu, * Objem zavisi na koncentraci
DNA. Pokud pouzijete vétsi objem templatu DNA, nezapomente upravit objem Nuclease-Free
Water. Celkovy objem reakce (rxn) musi byt vzdy 25,0 pL.

Komponenta

Nuclease-Free Water * 13,4 pL 67,5 pL 134,0 pL
Reaction Mix A 5.0 uL 25,0 uL 50,0 pL
Primer Mix Mentype® DIPscreen 5.0 uL 25,0 puL 50,0 pL
Multi Tag 2 DNA Polymerase 0.6 pL 2,4 uL 6,0 uL

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

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

Smés master mixu promichejte jemnym vifenim a poté ji kratce odstredte.

Alikvotujte 24,0 pl PCR master mixu do pfipravenych PCR zkumavek 200 pl
a uzaviené zkumavky kratce odstfedte.

Pouziti templattd DNA a kontrol

Do pfipravenych zkumavek obsahujicich PCR master mix pfidejte 1,0 pl
nasledujicich typd vzorkd.

NTC: misto vzorku pfidejte 1,0 uL Nuclease-Free Water.
Vzorek: pfidejte 1,0 pL pfipravenych nafedénych vzorkd gDNA (2,0 ng/ul).

PC: misto vzorku pfidejte 1,0 uL pfipravené Control DNA XY82 naredéné v
pomeéru 1:2 (1,0 ng/uL).
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POZNAMKA
° Nejprve pfipravte NTC, aby nedoSlo ke kontaminaci
1 kontroly. PC pfipravte jako posledni, aby nedos$lo ke

kifizové kontaminaci vzorkd.

POZNAMKA

kontrolu bez templatu (NTC) na jeden bé&h. V opacném

: Pouzijte alespon jednu pozitivni kontrolu (PC) a jednu
pfipadé nelze béh validovat.

Uzaviete vSechny PCR zkumavky, jemné promichejte a odstredte.

PCR amplifikace

Naprogramujte PCR cykler s nasledujicim amplifikaénim profilem,
nezapomente nastavit rampovani na 4-5 °C/s. Provedte ,horky start* PCR,
abyste aktivovali polymerazu a zabranili vzniku nespecifickych
amplifika¢nich produkta.

Tabulka 5 Protokol PCR

Teplota Cas ‘
94 °C 4 min

94 °C 30s

60 °C 120 s 28 cykll

72 °C 75s

68 °C 60 min

10 °C 0 drzet

POZNAMKA

Pokud se pouzivaji termické cyklery s nastavitelnymi

kroky ohfevu a chlazeni, musi byt rampovani
nastaveno na 4-5 °C/s, aby byla zajisténa optimalni
rovnovaha signalu.
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POZNAMKA
° Zakladni informace o nastaveni, programovani a udrzbé
1 riznych PCR pfistroji naleznete v uZivatelské prirucce

prislusného pfistroje.

POZNAMKA

Velmi mald mnoZstvi DNA mohou mit za nasledek
P statistické vypadky a nevyvazenost pikl. ZvySeni poctu
1 cykll PCR zvysuje riziko kfizové kontaminace zpusobené
minimalnim mnozstvim necistot. Kromé toho se mohou
objevit nespecifické amplifikacni produkty.

Kapilarni gelova elektroforéza

Priprava produkti PCR

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

POZNAMKA

° Po dokonceni PCR Ize produkty PCR skladovat az 4 tydny
1 pii teploté 2 °C az 8 °C nebo dlouhodobé pii teploté
-25 °C az -15 °C chranéné pred svétlem.

Cinidla rozmrazte, promichejte a odstfedte:

=  Hi-Di"™ Formamide (neni soucasti soupravy)
= Allelic Ladder Mentype® DIPscreenr (zeleny uzaveér)
= DNA Size Standard BTO (550) (oranzovyd uzavér)

Pripravte denaturaéni smés popsanou v Tabulka 6 a pfidejte jednu nebo dvé
reakce, abyste vyrovnali odchylky v pipetovani. Zahriite dalSi reakci pro
alelicky zebficek.
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Tabulka 6 Denaturacéni smés

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

DNA Size Standard DNA BTO 05 L

(550) P H

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

Do jamek pfidejte bud 1,0 pL produktu PCR, nebo 1,0 uL Allelic Ladder
Mentype® DIPscreen. Uzaviete PCR desticku vhodnou félii, kratce ji
promichejte a odstifedte.

POZNAMKA

Allelic Ladder se pouziva ke spravnému urCeni
P analyzovanych fragmentd béhem analyzy dat. V kazdém
1 béhu analyzy délky fragmentu musi byt Allelic Ladder
analyzovan alespon jednou, aby bylo zajisténo Uuspésné
hodnoceni dat.

POZNAMKA

Kapilary prostfedku pro gelovou elektroforézu by nikdy

nemély vyschnout. Pokud vzorky neobsadi vSechny
pozice kapilary, naplite dalSi jamky desticky 12,0 pl Hi-
Di™ Formamide podle pod¢tu kapilar.

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

Analyza délky fragmentu

Pfed provedenim prvni analyzy délky fragmentu spustte Matrix Standard
BT5 multi (BIOTYPE GmbH), abyste provedli spektralni zarovnani pouzitych
fluorescenénich barviv pro soupravu Mentype® DIPscreen PCR
Amplification Kit (6-FAM™, BTG, BTY, BTO).
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POZNAMKA

PFi instalaci se fidte navody k pouziti Matrix Standard BT5

multi. Ty  jsou k dispozici na adrese

1 www.biotype.de/en/ifus nebo na vyzadani prostfednictvim
support@biotype.de BIOTYPE GmbH.

Po uspésném béhu Matrix Standard BT5 multi importujte dodana nastaveni
pfistroje pro 3500 Series Genetic Analyzer, jak je popsano v Tabulka 7
(www.biotype.de/en/template-files).

Tabulka 7 Poskytnuté soubory pro Genetic Analyzers
(www.biotype.de/en/template-files)

3500 Series Genetic Analyzer

POP-4™, 36 cm capillary array:
Instrument DIPscreenlVD_Instrument436.xml
Protocol POP-7™, 50 cm capillary array:

DIPscreenlVD_Instrument750.xml

Size Standard

BTO_60-550_SizeStandard.xml
Protocol

Sizecalling

Protocol BTO_60-550_Sizecalling.xml

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

POP-7™, 50 cm capillary array:

DIPscreenlVD_Assay750.xml

Specifikace pozadovaného protokolu pfistroje jsou popséany v Tabulka 8.
Mély by se upravovat pouze popsané parametry, ostatni parametry by mély
zlstat ve vychozim nastaveni. Pfi nastavovani specifickych provoznich
parametrd postupujte podle navodu k pouziti od vyrobce.
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Tabulka 8 Parametry béhovych modulli riznych prostfedkt pro
kapilarni gelovou elektroforézu

Run Voltage Run Time
36 cm capillary
3500 Series 3.0 8 array: 15 1560
Genetic Analyzer ) .
50 cm capillary
array: 19.5

Odchylné od hodnot uvedenych v Tabulka 8 Ize dobu béhu upravit podle
délky pouzitého kapilarniho Array, ale je nutné analyzovat vSechny
fragmenty (60-550 bp) DNA Size Standard 550 (BTO).

Pro nastaveni Size Standard Protocol musi byt oranzovému panelu
pfifazeny nasledujici velikosti 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
® béhu pro analyzu délky fragmentu a také analytické
1 templaty pro jednoduché nastaveni  softwaru
GeneMapper™ [D-X. Tyto templaty jsou k dispozici ke
stazeni prostfednictvim: www.biotype.de/en/template-
files.
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Analyza dat

Obecna procedura analyzy dat

Viz kapitola Obecné hodnoceni b&hu
1. Kontrola validity
béhu

~

2. Kontrola validity
vzorku

~z

3. Hodnoceni vzorku

« Viz kapitola Analyza vzorku

« Viz kapitola Kvalitativni analyza —
identifikace informativnich lokust

« Viz kapitola Semi-kvantitativni analyza —
analyza chimérismu

POZNAMKA

Analyza dat musi byt provedena bud pomoci softwaru

ChimerisMonitor IVD, nebo softwaru GeneMapper™ ID-X

1 (Thermo Fisher Scientific). Ru¢ni hodnoceni souborl fsa
nebo jakychkoli vysledkd poskytnutych pomoci softwaru
pro sbér dat bez jedné ze dvou popsanych moznosti
softwaru pro analyzu a hodnoceni dat neni validovano.
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Validace béhu pracovniho postupu

» Validni velikostni standard DNA 550 (BTO)
1. Validni alelicky » Validni vyska piku = 200 RFU
Zebfiéek + VSechny oekavané piky jsou pfitomny

* Validni velikostni standard DNA 550 (BTO)
2. Validni pozitivni » Validni vyska piku = 200 RFU
kontrola PC *  VZechny oéekavane piky jsou pfitomny

* Validni velikostni standard DNA 550 (BTO)

3. Validni kontrola + Nebyly detekovany Zadné piky 2 200 RFU
bez templatu NTC

POZNAMKA

e Pro posouzeni validity je tfeba analyzovat rozsah méfeni

1 50-560 bp.

DNA Size Standard 550 (BTO)

Zjisténi presné délky amplifikovanych produkta zavisi na typu prostfedku,
podminkach elektroforézy, a také na pouzitém velikostnim standardu DNA.
Vzhledem ke slozitosti nékterych lokusu by se uréeni velikosti mélo zakladat
na rovnomérné rozlozenych referencich.

U v8ech vzorku zkontrolujte DNA Size Standard DNA 550 (BTO) podle
nasledujicich kritérii:

®=  PFitomnost vSech fragment( 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

= VS8echny fragmenty jsou pfitomny s vySkami piku nad mezni hodnotou
250 RFU

=  Koeficient determinace R? > 0,995.

= S rostouci délkou fragmentl se vySka piku plynule nesnizuje.
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Obréazek 1 Elektroferogram DNA Size Standard 550 (BTO), fragmenty s
délkami v bp

Allelic Ladder Mentype® DIPscreen

Po zajisténi validniho velikostniho standardu zkontrolujte, zda jsou v
alelickém ZebFicku pfitomny vSechny dostupné piky s vy8kami piku nad
mezni hodnotou 2200 RFU.

POZNAMKA

° Allelic Ladder Mentype® DIPscreen obsahuje fragmenty
1 pro kazdou detekovatelnou alelu. Porovnejte prosim alely
s pfilohou Tabulka 20 a Obrazek 5.

Control DNA XY82 (PC)

Po zajisténi validniho velikostniho standardu se ujistéte, ze je pfitomen
kompletni profii DNA vSech specifickych pikd pro PC s vySkou piku
2200 RFU (viz Tabulka 9). Control DNA XY82 je kvalitativni kontrola PCR,
ktera obecné zajistuje funkeéni u¢innosti master mixu.

Control DNA XY82 (viz pfiloha Obrdzek 6), ktera je soucasti testovaci
soupravy, pfedstavuje nasledujici alely:
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Tabulka 9 Genotyp Control DNA XY82, - = delece, + = inzerce

Control DNA XY82 Lokus Control DNA XY82
FAM Panel (modry kanal) BTG Panel (zeleny kanal)
Amelogenin XIY HLD91 +/+
HLD106 +/+ HLD23 -/+
HLD70 -+ HLD88 +/+
HLD84 +/+ HLD101 -/+
HLD103 =/+ HLDG67 =/+
HLD104 -/+ HLD301 -+
HLD116 -/+ HLD53 +/+
HLD112 -/+ HLD97 -+
HLD307 +/+ HLD152 -/+
HLD310 -/+ HLD128 -/+
HLD110 -/+ HLD134 +/+
HLD133 -+ HLD305 +/+
HLD79 +/+ BTY Panel (zluty kanal)
HLD105 -/- HLD48 -/-
HLD140 -/+ HLD114 ==
HLD163 -/+ HLD304 -+
HLD131 +/+
HLD38 ++
HLD82 ++

Kontrola bez templatu NTC

Po zajisténi validniho velikostniho standardu zkontrolujte, zda v rozsahu Bin
NTC nejsou detekovany zadné piky nad mezni hodnotou =200 RFU (viz
pfiloha Obrazek 6).

Pfi  pouziti softwaru ChimerisMonitor VD nebo
° GeneMapper™ ID-X spolu s dodanymi templatovymi
1 soubory pro Analysis Method nejsou piky <200 RFU
automaticky pfifazeny k nazvu alely, coz vam pomf(ize
shadno hodnotit vysledky.
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POZNAMKA

V NTC se mohou vyraznéji vyskytovat artefakty, jako jsou
e malé skvrny barvy. Vzhledem k Siroké zakladné piku,
1 abnormalnimu tvaru piku a absenci pfifazeni piku je
mozné odliSeni od amplikonovych pikd.

Analyza vzorku

Analyza dat pracovniho postupu

1. Validni velikostni | * Viz dalSi kapitola

standard DNA 550
(BTO)

~

2. Validni vysky pika

» Genotypové vzorky: viechny piky
=200 RFU

« Monitorovaci vzorky: neinformativni piky
=200 RFU

{} . Zadné pull-up piky

* Genotypové vzorky: min. 1,
3. Vhodny pocet piku max. 2 piky na lokus
na lokus « Monitorovaci vzorky: min. 1,

max. 2 piky na lokus

4. Vérohodnost

» Monitorovaci vzorky: pfitomny pouze
alelické piky, které jsou pfitomny také ve
vzorku pfijemce a darce (Zadné dalsi piky)

Pomoci softwaru ChimerisMonitor IVD jsou popsané validac¢ni kroky pro béh
a vzorky provadény automaticky.

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

V nasledujici ¢asti je vysvétlena identifikace a rozlieni lokus( specifickych
pro pfijemce. Proto jsou lokusy specifické pro darce definovany jako
neinformativni. Identifikace informativnich lokusu se provadi na zakladé
Udajl pfijemce a darce pred transplantaci. Pfiklady viz Tabulka 21 — Tabulka
22 v priloze.

Pomoci softwaru ChimerisMonitor VD je podporovana identifikace
informativnich lokusu.

Informativni lokusy: Jednu alelu ve vzorku pfijemce nelze zjistit ve vzorku
déarce.

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

Semikvantitativni analyza — analyza chimérismu

Semikvantitativni analyza chimérismu se provadi podle popisu v literatufe,
napf. Clark et al. (2015) [1] nebo Nollet et al. (2001) [2]. Vzorce pro
kvantifikaci zavisi na alelické konstelaci v lokusu a jsou uvedeny v
nasledujici Tabulka 10 (upraveno podle Clark et al.). Hodnota chimérismu
se vypocita pro kazdy dfive vybrany informativni lokus. Poté se vypocita
pramér vSech hodnot chimérismu specifickych pro dany lokus.

POZNAMKA

Pro identifikaci odlehlych hodnot se doporucéuje hodnotit kazdy
SDwarker. SDmarker pro vzorky s nizkym smiSenym chimérismem
(<5 % MC) by nemél pfekro€it 4 %. U stfedniho az vysokého

A smiSeného chimérismu (> 5 % MC) by SDwmarker Nnemél prekrodit
10 %. Pokud SDwarker pfekroci limity, doporucuje se znovu
analyzovat hodnoty MC vybranych markeru kv(li odlehlym
hodnotam.
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Tabulka 10 Semikvantitativni analyza chimérismu (upraveno podle

Clark et al. [1
Scénar 1

Scénar 2

zadné sdilené alely: pfijemce je jedna sdilené alela (homozygotni):
homozygotni, darce je homozygotni, ptijemce je heterozygotni, darce je
nejsou sdilené zadné piky homozygotni, jeden pik je sdileny
[ — HD103 ]
120 140
] ) %K
Prijemce Priemce
120 140
B Eik
Darce Darce
Pomeér prijemce: Pomér pfijemce:
A L
9 iméri = ° % chimérismus =—=——7———x 100%
% chimérismus A+B x 100% o ((B -A) oA o
2
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Analyza dat pomoci softwaru ChimerisMonitor IVD

ChimerisMonitor VD je pokrocily software pro automatizovanou analyzu dat,
hodnoceni béhu a vypocéet chimérismu. Integrovany systém Patient
Management umozfiuje monitorovat kinetiku chimérismu v pfehledech s
vysokym rozliSenim, ale také v grafech a tabulkové vizualizaci.

Obecné pokyny k analyze vzorkd naleznete v navodu k pouziti softwaru
ChimerisMonitor IVD.

VSechny pozadované templaty pro analyzu jsou obsaZeny v dokumentu
Test Kit Management systému ChimerisMonitor. Ty obsahuji metody
analyzy a propojené templaty Bin a panelu. Software provadi béhem
davkového importu obecné integrované hodnoceni béhu podle kapitoly
Validace béhu pracovniho postupu. Obecny popis pracovniho postupu
analyzy dat v nastroji naleznete v Tabulka 11.

POZNAMKA

Analyza dat musi byt provedena bud pomoci softwaru
ChimerisMonitor IVD , nebo softwaru GeneMapper™ ID-
° X (Thermo Fisher Scientific). Ruéni hodnoceni soubor
1 fsa nebo jakychkoli vysledkd poskytnutych pomoci
softwaru pro sbér dat bez jedné ze dvou popsanych
moznosti softwaru pro analyzu a hodnoceni dat neni
validovano.

Tabulka 11 Pracovni postup analyzy chimérismu s nastrojem
ChimerisMonitor

C. Ikona Pracovni krok
1 Import vzorku
¥ Create new patient. Databaze vSech vytvorenych pacientt je

uvedena ve Sprave pacientl
Batch Import:
- Vyberte testovaci soupravu Biotype Mentype
) DIPscreen
VSechny prahové hodnoty pro spravny béh a
hodnoceni vzorku jsou propojeny s pfislusnou
metodou analyzy.
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C. lkona Pracovnikrok
- Importujte béh obsahujici soubory fsa alelického Zebficku,
pozitivni kontrolu, kontrolu bez templatu a vzorky.
- Typy vzorkd vyberte ruéné
(nezbytné pro spravné pfifazeni pikd a vypocet
chimérismu)
- Obecné hodnoceni béhu a vzorku provadi software
ﬁ Oteviete Batch Import View
E} Assign Sample:
Vyberte vzorek a pfifadte jej k pacientovi
5 Kontrola ovladacich prvkd — ChimerisMonitor provadi integrované
hodnoceni kvality a hodnoceni béhu a vzorku
Kontrola Allelic Ladder Electropherogram a Size Calling
Regression
Zobrazi se pfipadna varovani o kvalité:
=} -V zalozce Evaluation of Allelic Ladders béhem
davkového importu
-V zéalozce Evaluation of Allelic Ladders v editoru
pacienta
Kontrola Positive Control Electropherogram a Size Calling
- Regression
B~ Na strankach Evaluation of Positive and No Template
Controls béhem davkového importu zobrazuje pfipadna
varovani o kvalité.
Kontrola No Template Control Electropherogram a Size
Calling Regression
i© Na strankéch Evaluation of Positive and No Template
Controls béhem davkového importu zobrazuje pfipadna
varovani o kvalité.
3 Hodnoceni vzorku
Kontrola Sample Electropherogram
Spravné pfifazeni piku je nezbytné pro presnou definici
A informativnich markerd a spolehlivy vypocet chimérismu.
Kontrola Sample Quality zobrazuje béhem davkového importu
mozna varovani o kvalité
Zkontrolujte velikost vzorku Volani regrese
| 5] Kontrola Sample Quality zobrazuje béhem davkového importu
mozna varovani o kvalité
4 Definice informativnich markerd.
{? Create a new transplantation:
pro monitorovani pacienta Ize zvolit pfeddefinované markery
5 Analyza chimérismu
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€. Ikona Pracovni krok

Calculate Chimerism:
Podivejte se na pfedem vybrané markery pro analyzu
i chimérismu a provedte vypocet chimérismu
(chimérismus jednotlivych markert, celkovy chimérismus a
smeérodatna odchylka)

6 Zprava
Create Report:
E Jednotlivé hodnoty a kinetika chimérismu se zobrazuji v ¢ase
(tabulka a graf, format souboru pdf nebo csv)
7 Vytvoreni databazové fizeného systému pro Patient Management

Analyza dat pomoci softwaru GeneMapper™ ID-X

Pfiprava softwaru GeneMapper™ ID-X

Obecné pokyny k pouziti a analyze vzork(l pomoci tohoto softwaru naleznete
v uzivatelské pfiruéce k softwaru GeneMapper™ ID-X .

Rozdéleni alel se provadi pomoci analytického softwaru GeneMappe™ ID-
X v kombinaci s templatovymi soubory Mentype® DIPscreen PCR
Amplification Kit od BIOTYPE GmbH. Templatové soubory BIOTYPE (viz
Tabulka 12) jsou k dispozici na naSi domovské strance
(https://www.biotype.de/en/template-files) ke stazeni nebo na vyzadani
prostfednictvim support@biotype.de. Pracovni postup analyzy chimérismu
pomoci softwaru GeneMapper™ ID-X je uveden v Tabulka 13.

Tabulka 12 BIOTYPE GmbH templaty pro software GeneMapper™ ID-X
, templaty specifické pro # POP-4™ nebo § POP-7 ™

Templat Néazev templatu

DIPscreenlVD_Panel4_vix* bo VWE&[
DIPscreenlVD_Panel7_v1x$ Nebo vysst verze
DIPscreenlVD_Bins4_v1x*
DIPscreenlVD_Bins7_v1x$
Size Standard * BTO_60-550_v1x nebo vyssi verze
DIPscreenlVD_Analysis4 vix*
DIPscreenlVD_Analysis7_v1x8
Plot Settings PlotsBT5_4dyes

Table for 2 Alleles

Table for 10 Alleles

Panels*

Bin Sets* nebo vyssi verze

Analysis Method* nebo vyssi verze

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

POZNAMKA

Import a volani alel s poskytnutymi templatovymi soubory

je zaruCeno pouze Vv pfipadé pouziti softwaru

GeneMapper™ ID-X . Pfi pouziti softwaru GeneMapper™

se mohou vyskytnout problémy s importem nékterych

1 templatovych souborl. Je mozné, Ze budete muset
upravit panely a Bins s jednim nebo vice béhy Allelic
Ladder na specifickém nastaveni pfistroje. Kontaktujte
nas pro podporu (support@biotype.de).

Tabulka 13 Pracovni postup analyzy chimérismu se softwarem
GeneMapper™ ID-X

C. lkona Pracovni krok

1 PFiprava softwaru
Panel Manager
Importovat poskytnuté templatové soubory $ablon pro Panel,
Bins
GeneMapper™ ID-X Manager
Importovat poskytnuty templat pro Analysis Method a Size
Standard
2 Import vzorku

E‘l Add Samples to Project
- vyhledejte slozku béh, vyberte a Add to List=> Add

3 Analyza vzorku

Vyberte nésledujici vlastnosti v pfislusnych sloupcich
vzorkového listu a zvolte moZnost Analyze.

Nazev sloupce Vybrat
Sample Type Allelic Ladder, Positive Control, Negative Contro
> nebo Sample

Analysis Method  Vyberte dfive importované
Templat BIOTYPE GmbH
DIPscreenlVD_Analysis_v1x

Panel Vyberte dfive importované
Templat BIOTYPE GmbH
DIPscreenlVD_Panel_v1x
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€. lkona

Pracovni krok

o

4 Kontrola ovladacich prvki

m Template Contro)
il PFi dostatecnych vyskach piku se pfifazeni provadi podle
specifikaci uvedenych v Analysis Method
5 Hodnoceni vzorku
Kontrola validity vzorku.
m Pfi dostateCnych vyskach piku se pfifazeni provadi podle
specifikaci uvedenych v Analysis Method
il Pokud nejsou piky pfifazeny, pfestoze je dosazeno
dostatecnych vySek, je mozné provést ru€ni pfifazeni.
Zkontrolujte pfifazeni vSech pikd z hlediska vérohodnosti.
6 Definice informativnich markera.

7 Analyza chimérismu

Size Standard Vyberte drive importované
Templét BIOTYPE GmbH BTO_60-550_v1x

Oveéreni validity kontroly (Allelic Ladder, Positive Control, No

Porovnejte genotypy pfijemce a darce a poté rucné identifikujte
informativni markery (viz pfiloha, Pfiklady kvalitativhiho
hodnoceni lokus)

Exportujte Sizing Table a vypogitejte hodnoty chimérismu
podle
Tabulka 10 — viz kapitola Semikvantitativni analyza — analyza
chimérismu

1

Pomoci dodanych templatovych souborG pro Analysis
Method, Bins a Panels a vybérem odpovidajiciho typu
vzorku software automaticky zkontroluje validitu t&chto
vzorkl. PFiznaky kontroly kvality SOS (Sample off-Scale),
SQ (Sizing Quality), OMR (Outside Marker Range) musi
byt v zelenych rameccich, pokud je validita vyhovujici.
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POZNAMKA

K hodnoceni velikostniho standardu pouzijte Size Match
PY Editor v softwaru GeneMapper™ [ID-X. Pokud
1 automatické vyvolani fragmentu selze, Ize pro orientaci pfi
ruénim pfifazovani pik( pouzit triplety 80 / 90 / 100 bp a
240/ 250/ 260 bp.

Reseni problémd

Analyza post-PCR a automatické pfifazeni alel pomoci vhodného
analytického softwaru zajiStuje pfesné a spolehlivé rozlieni alel.

Automaticky vypocet poméru darcovské/pfijimajici DNA, stejné jako
standardni odchylky a detekéni limity, Ize ziskat pfimo ze surovych dat
analyzy velikosti fragmentu.

Pokud maji byt vysledky ziskané pomoci soupravy Mentype® DIPscreen
PCR Amplification Kit harmonizovany s vysledky cytologickych analyz,
ujistéte se, zZe cytologické analyzy byly provedeny s nejméné 200 leukocyty.

Pull-up piky

Pull-up piky se mohou objevit, pokud jsou vysky pik{ mimo linearni detekéni
rozsah nebo pokud byla aplikovdna nespravna matrice. Mohou se objevit na
mistech specifickych pikG v jinych barevnych panelech, obvykle s nizsi
intenzitou signalu. PFi pravidelném pozorovani zvaZzte opakovani generovani
matrice a zkontrolujte, zda nedoslo k pretizeni DNA.

Pridavani nukleotidil nezavisle na templatu

Diky své terminalni transferazové aktivité ma Multi Taq 2 DNA Polymerase
tendenci pfidavat adenosinovy radikal na 3'-konec amplifikovanych
fragmentd DNA. Artefaktni pik je o jednu bazi kratSi, nez se o¢ekavalo (-1 bp
pikd). VSechny primery BIOTYPE jsou navrzeny tak, aby tyto artefakty
minimalizovaly. Tvorbu artefaktu dale snizuje zavérecny krok prodlouzeni
protokolu PCR pfi teploté 68 °C po dobu 60 min. VysSka piku artefaktu
koreluje s mnozstvim DNA. Laboratofe by mély definovat své individualni
limity pro analyzu pikd.
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Artefakty

Pokojova teplota miize ovlivnit funkéni G¢innost produktt PCR na
vicekapilarnich pfistrojich a mohou se objevit sekundarni piky nebo
rozdélené piky. Kromé toho by v nékterych pfipadech mohlo byt ovlivhéno
automatické pfifazeni. Pokud se tyto ucinky objevi, doporu€ujeme vzorek
znovu vstiiknout pfi vy$Si pokojové teploté a pfipadné pouzit vice nez jeden
vzorek Allelic Ladder na jeden béh.

Ve vzorcich se mohou vyskytovat i artefakty, jako jsou malé skvrny barviva,
a to jesté vyraznéji v NTC. Vzhledem k Siroké zakladné piku, abnormalnimu
tvaru piku a absenci pfifazeni piku je mozné odli§eni od amplikonovych pika.

Odchylky pfi pipetovani

Analyza robustnosti soupravy Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit
ukazala, Zze souprava je robustni viéi drobnym odchylkdam od popsaného
protokolu (odchylka +/-10 %). Stfedni odchylka (+/-20 %) od popsaného
experimentalniho protokolu mlze byt kriti¢téjSi pro analyzu smiSeného
chimérismu (zejména pfi nizkém procentu chimérismu). Zvlastni pozornost
je tfeba vénovat Reaction Mix A PCR pufru. Odchylka —20 % v tomto pufru
mlze mit za nasledek vyrazné snizeni vySky signalu nebo dokonce
nedetekovatelnost markerl. Pro minimalizaci pfipadnych odchylek
doporucujeme pouzivat kalibrované pipety, pfesné pipetovani a diukladné
michani.

Odlehlé hodnoty

K identifikaci odlehlych hodnot se doporucuje hodnoceni smérodatné
odchylky v ramci markerl (SDwarker). Pokud SDwarker U vzorkll s nizkym
smiSenym chimérismem (<5 % MC) pfesahne 4 % a u vzorkl se stfednim
az vysokym smiSenym chimérismem (>5 % MC) 10 %, zvazte opétovnou
analyzu hodnot MC bez této specifické odlehlé hodnoty.

Vliv polymert

Souprava Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit byla validovana a
certifikovana pro analyzu na polymeru POP-4™ a POP-7™,

Pfi pouziti polymeru POP-7™ se mohou v pfedni ¢asti elektroferogramt
objevit skvrny barviva. Zejména v modrém kandlu byly pozorovany skvrny
barviva o velikosti az 110 bp, které by mohly ovliviiovat lokus HLD106. Pfed
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provedenim analyzy chimérismu zkontrolujte elektroferogramy, zda se na
nich takové ucinky neprojevuji.

Pouziti jinych polymerd (napf. POP-6™) m0ze ovlivnit béhové chovani
specifickych produktt PCR. Kromé toho mize dojit ke zvySeni Sumu pozadi
v dusledku odli$ného chovani volnych fluorescenénich barviv.

Hodnoceni funkéni Gcéinnosti

Analyticka specificita

Pomoci softwaru Genemapper™ ID-X jsme testovali automatické
pfifazovani alel pomoci alelického zZebfiku a shodu pfifazeni alel ve srovnani
s pfedtypovanim testované DNA pomoci jinych metod (jiné PCR soupravy).

Hodnotili jsme osmdesat jedna pfedem charakterizovanych vzork( DNA
analyzovanych pomoci soupravy Mentype® DIPscreen PCR Amplification
Kit. Byly detekovany kompletni profily s vySkami piku 2200 RFU. Po uréeni
nastaveni prostfedku specifického pro test byl v§em vzorkim DNA pfifazen
spravny genotyp pro vSechny systémy DIP a marker amelogenin. Dale jsme
hodnoaitili specifitu primerd soupravy Mentype® DIPscreen PCR Amplification
Kit. Nebyly pozorovany Zadné nespecifické chybné produkty PCR, &imZ byla
zajisténa specificita primerd soupravy Mentype® DIPscreen PCR
Amplification Kit.

Interferenty a zkfizené reakce

Potencialni rusivé vlivy, které by mohly ovlivnit vysledky procedury méfeni,
byly hodnoceny v souladu s doporu€enimi pokynt CLSI EPO7 (3. vydani),
EP37 (1. vydani). Pro soupravu Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit
byly stanoveny endogenni a exogenni interferenty, byla testovana jejich
maximalni ocekavana koncentrace (Cmax) v reakci PCR podle pokynl a v
pfipadé&, Ze byla pozorovana interference, byly testovany dalSi koncentrace,
aby se urcila koncentrace, pfi které neni interference detekovatelna.

Vysledky ukézaly ruSivy u€inek endogenniho interferentu z krve testovaného
na 2,57E- 03 % v/v v reakci PCR na méfeni UpIného profilu jednogenotypové
DNA. Dale byly pozorovany odchylky od neoSetfené skupiny u vzorkl se
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smiSenym chimérismem mérenych pfi 2 %, 5 % a 30 % MC. Vysledky byly
mimo meze presnosti, a vykazovaly tak interferenci s reakci PCR.
Kontaminaci krvi vSak lze vizualné zjistit v reakci PCR nebo v izolované
suspenzi DNA podle oranzového barevného posunu. VySkoleni odborni
uzivatelé v laboratofi by méli sledovat, zda nedochazi ke zméné barvy, a
izolaci DNA opakovat, aby se predeslo jakymkoli interferencim.

U exogennich interferentd EDTA, citratu sodného, etanolu, kyseliny
acetylsalicylové, metoklopramidu a cyklosporinu se neprojevil zadny
interferencni UCinek pfi jejich pfislusnych Cmax, kdy bylo mozné dosahnout
méfeni celého profilu jednogenotypové DNA XY1726, a odchylky od
neosSetfené skupiny pozorované u vzork smiseného chimérismu méfené pfi
2 %, 5 % a 30 % MC byly v mezich pfesnosti.

U exogennich interferentd heparinu, proteinazy K a methotrexatu byla
pozorovana interference pfi Cmax doporuc¢ené CLSI EP37 (1. vydani). DalSi
fedéni byla testovana tak dlouho, dokud nebyla zji§téna zadna interference.
Pro heparin 2,36E- 02 mg/dL, pro proteinazu K 3,22E- 06 % v/v a pro
methotrexat 13,6 mg/dL nebyly zjistény zadné interference.

Krevni antikoagulancia EDTA, citrat sodny a heparin byly dodate¢né
testovany pomoci doporuc€enych izolacnich souprav. Nebyl zjistén zadny vliv
na analytickou funk&ni u€innost. OCekavame, ze pracovni postup izolanich
souprav vylouci testované rudivé latky pochazejici z antikoagulancii a €inidel
pro izolaci DNA. Pokud jde o chemoterapeutickou latku methotrexat, ta pfi
testované koncentraci nevykazovala ve srovnani s referenénim prazdnym
vzorkem Zadnou interferenci.
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Tabulka 14 testované koncentrace endogennich a exogennich
interferentu.

e Kategorie Interferent NOTEIE
interferentu koncentrace
Endogenni  Komponenty plné krve PIna krev
EDTA 0,099 mg/dL
. . D frrss 8.23E- 05 % viv v
Antikoagulancia Sodik, citrat PCR
Heparin 2.36E- 02 mg/dL
Proteinaza K 3.22E- 06 % viv v
reakci PCR
Exogenni Izolagni Cinidla DNA Etanol 2 70E- 03 % VIV v
reakci PCR
Analgetika a Aspirin (kyselina
antipyretika acetylsalicylovd) &yl
Antiemetikum Metoklopramid 0,225 mg/dL
Chemoterapeutikum  Methotrexat 13,6 mg/dL
Imunosupresivni .
&inidlo Cyklosporin 0,18 mg/dL

Analyticka citlivost

Lidska jednogenotypova gDNA je méfitelna v rozmezi 0,125 ng az 2,00 ng.
V tomto rozsahu Ize méfit Upiné profily vSech markert DIP a amelogeninu
bez zavad. Jako optimalni vstupni mnoZstvi jednogenotypové DNA
doporucujeme 1,00 ng pro pfijatelnou analyzu celého profilu pfi sou€asném
shiZeni spotfeby materialu. Pro detekci smiSeného chimérismu s optimalni
citlivosti jsme testovali rizna vstupni mnozstvi. Abychom se vyhnuli
omezené citlivosti pfi nizkych vstupnich mnozstvich, definovali jsme 2,00 ng
DNA jako optimalni vstupni mnozstvi pro detekci smiSeného chimérismu.
Linearita byla hodnocena na zakladé pokynu CLSI - EPO6Ed2 (2. vydani).
Linearita byla testovana pomoci Sesti raznych vzork(i smiSeného
chimérismu. Kazdy vzorek smiseného chimérismu 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 na
4 % pro vzorky do 10 % chimérismu pfijemce, aby byly v tomto rozsahu
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povoleny pouze malé odchylky. Pro chimérismus pfijemce > 10 % byla ADL
nastavena na 10 %, aby se umoznily stfedni odchylky od linearity.
Ocekavané a predpokladané hodnoty byly u v§ech vzork( niz§i nez ADL,
coz potvrzuije linearitu pro testovany rozsah méfeni chimérismu.

WLS regression

Reference chimerism

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

Measured chimerism

Obrazek 2 Priklad vazené regrese riznych koncentraci chimérismu pro
smés chimérismu 82+1180. Regrese ukazala koeficient determinace 0,994, coz
potvrzuje vysoky stupen linearity mezi naméfenymi a ocekavanymi hodnotami v
celém rozsahu testu od 1 % do 90 % chimérismu pfijemce.

Limit prdzdného vzorku (LoB) byl testovan na 31 jednogenotypovych DNA
ve tfech rGznych dnech se dvéma ruznymi SarZzemi soupravy. LoB pro
smiSeny chimérismus byl vypoéten pomoci neparametrického pfistupu CLSI
- EP17-A2 (a=0,05, 2. vydani). Analyzovany byly pouze informativni
markery. Vysledek potvrdil LOB ve vysi 0,49 %. PFi pouziti vstupniho
mnozstvi 2,00 ng DNA jsme testovali tfi rizné vzorky smiSeného chimérismu
o koncentracich 0,50 % az 3,00 %. VSechny vzorky byly testovany dvéma
rdznymi Sarzemi soupravy. Pfi pouziti analyzy Probit (CLSI - EP17-A2, 2.
vydani) s Grovni spolehlivosti 95 % byla vysledna mez detekce (LoD) pro
SarZzi 1 1,36 % a pro Sarzi 3 1,39 %. Vysledna hla8ena LoD je 1,39 %
smiSeného chimérismu.

Tabulka 15 LoD pro soupravu Mentype® DIPscreen PCR Amplification
Kit s pouzitim informativnich markert
LoD (% smiSeného
chimérismu

éarie Ncelkem

Sarze 1

Sarze 3
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Cil presnosti pro mez kvantifikace byl definovan podle CLSI - EP17-A2 (2.
vydani). Pro detekci chimérismu na LoD jsme definovali cil pfesnosti pomoci
Westgardova modelu (TE = lbiasl + 1,96 s;(Westgard et al. 1974 [3])) a
zkresleni a pfesnost testu. Vysledna souhrnna smérodatna odchylka 0,45 %
byla niz§i nez cilova hodnota presnosti zalozena na TE 1,77 %, coz
potvrzuje pfijatelnou pfesnost na urovni LoD.

Presnost

Neprfesnost a zkresleni se mohou liSit mezi rlznymi obsahy chimérismu.
Dosli jsme k zavéru rozdélit rozsah smiSeného chimérismu (MC) do tfi
intervald, které rovnéz uvadi Pettersson et al. (2021) [4] pro stanoveni
upravenych kritérii pfijatelnosti pro kazdy interval. Intervaly jsou nasleduijici:

¢ Nizky MC s obsahem <5 % druhého genotypu
e Stfedni MC s obsahem 5-20 % druhého genotypu
e Vysoky MC s obsahem >20 % druhého genotypu

Analyza prfesnosti vychazela z pokynu CLSI - EP21Ed2E (2. vydani).
Zkresleni naméfené pfi porovnani s referenénim materialem a nepfesnost
(reprodukovatelnost) naméfena ve studii s vice pracovisti byla pouzita k
vypoc¢tu hodnoty sigma na zakladé metriky Sigma (Westgard et al. 2018 [3]).
Total Error acceptable byla stanovena na zakladé odhadul zkresleni ze studie
linearity a uvadéné nepresnosti pro testy PCR zaloZzené na STR pro analyzu
chimérismu(Pettersson et al. 2021 [4]). Vysledné hodnoty sigma vykazovaly
dobrou pfesnost pro nizky a stfedni interval MC a vynikajici pfesnost pro
vysoky interval MC.

Tabulka 16 Sigmavaluespro smiSeny chimérismus

Vzorek Sigma value

2 % smiSeny chimérismus

5 % smiSeny chimérismus

30 % smiSeny chimérismus
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Pravost

Hodnoceni zkresleni bylo zalozeno na referenénim materialu od tfi riznych
poskytovatelt kruhovych testl (3 rdzné programy External Quality Control).
Zkresleni bylo vypoéteno pro rozdil mezi vysledkem soupravy Mentype®
DIPscreen PCR Amplification Kit a referenéni hodnotou:

AMC = Referentni MC — Mentype DIPscreen MC

Vypocet zkresleni vychazi z pokynu CLSI - EPO9Ed3cE (3. vydani) a
pouziva primér hodnot AMC, protoze bylo prokazano normaini rozdéleni
(Shapiro-Wilktv test normality, a = 0,05). Podle referen¢nich hodnot byly
vzorky rozdéleny do tfi dilich intervald pro MC, jak je popsano vyse
(kapitolaPresnost). Vysledné zkresleni se pohybovalo od -0,68 do 0,74.

Tabulka 17 Zkresleni (priimér AMC) pro nizky, stfedni a vysoky MC

nizky MC stfedni MC vysoky MC
(<5 %) (5-20 %) (> 20 %)

Zkresleni
(pramér AMC)

Kromé hodnoceni zkresleni jsme porovnali soupravu Mentype® DIPscreen
PCR Amplification Kit s referenéni metodou. Referenéni metoda zalozena
na PCR Mentype® Chimera® PCR Amplification Kit analyzuje polymorfismus
kratkych tandemovych repetic (STR) za u€elem rozliSeni dvou jedincu
(genotypu). Obé metody byly méfeny u 97 vzork( pacientd s rlznym
obsahem smiSeného chimérismu. Vysledny koeficient determinace 0,9963
potvrdil vysokou korelaci mezi obéma metodami.
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Chimera
100

R?=0.9963
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Mentype® DIPscreen

0 50 100
Mentype® Chimera®

Obréazek 3 Srovnani referenénich metod souprav Mentype® DIPscreen
PCR Amplification Kit a Mentype® Chimera® PCR Amplification Kit.
Linearni regrese vpravo ukazuje pfijatelnou korelaci s koeficientem determinace
0,9963.

Presnost

Opakovatelnost a reprodukovatelnost testu jsme hodnotili na zakladé normy
ISO 5725-2:2022-05 a CLSI - EPO05 (3. vydani). Vzorky smiSeného
chimérismu pokryvajici rozsah méreni chimérismu (2 %, 5 %, 30 %, 70 %)
byly hodnoceny ve studii 5 x 5 x 3 (den x opakovani x misto) na vice
mistech. Vysledna opakovatelnost pro smiSeny chimérismus se pohybovala
mezi 0,60 % a 1,68 % smérodatné odchylky (SD) smiSeného chimérismu a
reprodukovatelnost mezi 0,63 % a 1,75 % SD smiSeného chimérismu.

Mezni hodnota testu

Hodnotili jsme mezni hodnotu testu pro soupravu Mentype® DIPscreen PCR
Amplification Kit na zakladé vypoctu alelické frekvence rlznych
amplifikovanych markerd. Vzorky 81 jedinct byly analyzovany pomoci
soupravy Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit. Vysledné alelické
frekvence byly pouzity k vypoctu specifickych forenznich diskriminaénich
parametru, které jsou dulezité i pro analyzu chimérismu, jako je informacni
obsah polymorfismu (PIC), oCekavana heterozygozita (HET) a sila
diskriminace (PD), kterd demonstruje schopnost genetického markeru nebo
souboru marker( rozliSovat mezi rGznymi jedinci v populaci. Hodnoty PIC a
HET ukazuji vysoce polymorfni INDELy a vysokou miru heterozygozity pro
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soupravu Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit. PD pro vS$echna
rozmezi markerd DIP se pohybuje od 0,5146 do 0,6581, coz technicky
umoznuje rozliSit dva jedince na zakladé alespor jednoho markeru, ale PD
se zvySuje pfi pouziti vice markerl v kombinaci.

Tabulka 18 Diskriminaéni pravdépodobnost v§ech markerd zahrnutych
v soupravé Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit. PIC, PD a HET
byly vypoéteny pro kazdy marker na zakladé analyzy 81 jedincu.
Marker PIC HET PD
AM 0,3384 0,4341 0,4664
HLD106 0,3066 0,3804 0,5301
HLD70 0,3744 0,5019 0,6572
HLD84 0,3695 0,4921 0,6328
HLD103 0,3703 0,4938 0,6389
HLD104 0,3651 0,4835 0,6389
HLD116 0,3736 0,5003 0,5322
HLD112 0,3725 0,4982 0,5877
HLD307 0,3736 0,5003 0,6054
HLD310 0,3559 0,4660 0,6152
HLD110 0,3685 0,4901 0,6261
HLD133 0,3703 0,4938 0,6462
HLD79 0,3174 0,3981 0,5603
HLD105 0,3736 0,5003 0,6191
HLD140 0,3623 0,4783 0,5972
HLD163 0,3703 0,4938 0,6060
HLD91 0,3712 0,4954 0,5274
HLD23 0,3559 0,4660 0,5850
HLD88 0,3719 0,4969 0,5597
HLD101 0,3740 0,5012 0,6261
HLD67 0,3384 0,4341 0,5834
HLD301 0,3736 0,5003 0,6054
HLD53 0,3593 0,4724 0,6216
HLD97 0,3736 0,5003 0,6411
HLD152 0,3329 0,4246 0,5146
HLD128 0,3750 0,5030 0,6554
HLD134 0,3384 0,4341 0,5752
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Marker

HLD305 0,3685
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 pFi pouzivani

VSechny studie stability byly naplanovany v souladu s normou ISO
23640:2015 a pokynem CLSI EP25 (2. vydani). Pro vSechny studie stability
byla provedena nasledujici procedura: Souprava Mentype® DIPscreen PCR
Amplification Kit byla testovana v nékolika ¢asovych bodech po rGzné
dlouhou dobu. Analyza vzorkd chimérismu byla provedena pomoci
ChimerisMonitor 1VD, pfijemce a darce reprezentovala jednogenotypova
DNA XY 1726 a XX1180, v daném poradi.

Analyzovali jsme jednogenotypovou DNA XY1726 ve vstupnim mnoZstvi
DNA 1 ng a vzorky smiSeného chimérismu (MC) XY1726:XX1180
(pfijemce:darce) ve vstupnim mnozstvi DNA 1 ng, které predstavuji rizné
intervaly MC 4 % a 30 % MC. Pro stabilitu master mixu jsme testovali rdzné
intervaly MC 30 %, 5 % a 2 % MC s 1 ng vstupni DNA pro 30 % a 5 % MC
a 2 ng vstupni DNA pro 2 % MC.

Koneéné hodnoceni rlznych podminek zahrnovalo srovnani pramér
pocate¢niho €asového bodu (to) a rGznych €asovych bodl (tn) a bylo
vypocteno pomoci nasledujici rovnice:

abs. A, = |to-t,|

Pro studii stability pfi pouZiti byly provedeny tfi experimenty. Jeden pro
testovani stability po vystaveni cyklim zmrazeni a rozmrazeni, jeden pro
testovani stability po rlzném zachazeni s master mixem a druhy pro
testovani stability souprav béhem simulovaného pouZiti po otevfeni.

V3echny testované vzorky v experimentu stability master mixu vykazovaly
Uplny profil markeru pro jednogenotypovou DNA XY1726 a byly pod
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celkovou chybou zaloZenou na limitech pfesnosti a preciznosti testu pro ffi
testované vzorky MC: 30 %, 5% a 2 % MC s jejich meznimi hodnotami
3,31%, 3,62% a 1,77 %. Na soupravu Mentype® DIPscreen PCR
Amplification Kit tak nema jiny zplsob zachazeni s master mixem zadny vliv.

Pokud jde o stabilitu pfi zmrazovani a rozmrazovani, nevykazuje Mentype®
DIPscreen PCR Amplification Kit zadné kritické nepfijatelné odchylky od To
a plny profil markeru pro jednogenotypovou DNA XY1726 a u testovanych
vzorkd MC byly pod celkovymi limity pfesnosti testu zaloZzenymi na chybach:
30% a 4% s jejich meznimi hodnotami 3,31 % a 2,85 %. Souprava
Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit je proto stabilni az po dobu 20
zmrazovacich a rozmrazovacich cykld.

Na zakladé vysledk(l simulovaného pouziti po otevieni je Mentype®
DIPscreen PCR Ampilification Kit stabilni pro pouziti po prvnim otevfeni az
12 mésicu, stejné jako je stabilni po dobu az 20 zmrazovacich a
rozmrazovacich cykl{.

Udaje o klinické funkéni uéinnosti
Plan studie, etické a regulac¢ni aspekty

Souprava Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit a referen¢ni metody
byly testovany na vzorcich pacientd po alo-HSCT. 10 pacientu zafazenych
do této studie bylo monitorovano po alo-HSCT a obsah darcovskych vzorku
byl béhem monitorovani analyzovan desetkrat po alo-HSCT. Cilem této
studie bylo poskytnout klinické dikazy podle §§ 20 az 24 zakona o
zdravotnickych prostfedcich ‘Medizinproduktgesetz’' (MPG verze ze 7. srpna
2002 (BGBI. | S 3146). Pomoci cytogenetické referenéni metody FISH bylo
tfeba prokazat shodu s metodou PCR zaloZenou na dele¢né inzertnim
polymorfismu prostfedku. Potvrzeni odpovédné etické komise bylo obdrzeno
dne 14. 3. 2012.
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Referenéni metody

Jako referen¢ni metoda byla provedena fluorescenéni hybridizace na misté
(FISH) s pouzitim soupravy specifické pro alozom CE-IVD CEP® X
SpectrumOrange™ /Y SpectrumGreen™ Direct Labeled Fluorescent DNA
Probe Kit (Abbott GmbH & Co KG, Wiesbaden). Pro pouziti referenéni
metody byly do studie zahrnuty pouze dvojice darce-pfijemce rlzného
pohlavi. V souladu s doporu¢enimi vyrobct byly hodnoceny pouze
cytogenetické vysledky s poétem bunék > 200.

Extrakce a purifikace DNA

DNA byla izolovana pomoci soupravy QlAamp® DNA Blood Mini Kit (Qiagen
GmbH, Hilden, DE). Izolace byla provedena podle protokolu vyrobce.

Vysledky

Vysoka korelace mezi soupravou Mentype® DIPscreen PCR Amplification
Kit a referenéni cytogenetickou metodou s R? = 0,9889 potvrzuje
pouzitelnost pro monitorovani chimérismu po alo-HSCT.

Cytogenetic

100+
1 R2=0.9889

50

Mentype® DIPscreen

0 50 100
Cytogenetic

Obréazek 4 Korelace cytogenetickych a soupravy Mentype® DIPscreen
PCR Ampilification Kit jsou znazornény v grafu. Linearni regrese vykazuje
pfijatelnou korelaci s koeficientem determinace 0,9889 (N = 87)
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Vysledna shoda 94,25 % (akceptovano 5 % AMC) s vysledky referencni
metody potvrzuje spolehlivost soupravy Mentype® DIPscreen PCR
Amplification Kit pro interpretaci klinickych dat.

Diagnostické hodnoceni

Klinické charakteristiky funkéni Gc€innosti vykazovaly pfijatelné vysledky.
Vysledky byly hodnoceny s ohledem na LoD PCR a cytogenetické 1 %
(Bader et al. 2023 [5]). Parametry pro hodnoceni klinické funk&ni u€innosti
podle pfilohy |, sekce 9.1b IVDR nebyly shledany zcela pouzitelnymi pro
soupravu Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit. Prostfedek monitoruje
rozsah analytu, nikoli jeho pfitomnost. Posouzeni negativniho a pozitivniho
stavu analytu tedy neni zcela pouzitelné.

Tabulka 19 Diagnostické charakteristiky

Dolni Horni
Diagnostické charakteristiky Odhad konfidenéni konfidenéni

interval interval
Diagnosticka citlivost 96,0 % 90,6 % 100,0 %
Diagnosticka specificita 76,3 % 62,8 % 89,8 %
Diagnosticka presnost 87,5 % 80,6 % 94,4 %
Pozitivni prediktivni hodnota 84,2 % 74,7 % 93,7 %
Negativni prediktivni hodnota 93,5 % 84,9 % 100,0 %
Prevalence 56,8 % 46,5 % 67,2 %
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Kontrola kvality

VSechny komponenty soupravy prochazeji intenzivnim procesem kontroly
kvality v BIOTYPE GmbH. Kvalita testovaci soupravy je trvale monitorovana,
aby byla zajisténa jeji neomezena pouzitelnost. V pfipadé jakychkoli dotazu
tykajicich se zajisténi kvality nas prosim kontaktujte.

Technickd pomoc

Pro technické poradenstvi se obratte na nas tym Customer Support:

e-mail: support@biotype.de

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

=  Procedury uvedené v této pfirucce IFU je tfeba dodrzovat v souladu s
popisem. Jakékoli odchylky mohou mit za nasledek selh&ani testu nebo
zplsobit chybné vysledky.

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

®  Pro optimalni funkéni ucinnost tohoto testu je nutné zajistit vhodné
procedury odbéru, pfepravy, skladovani a zpracovani vzorku.

®  Souprava byla validovana pouze pro pouziti béhu se vzorky lidské
periferni Zilni plné krve na PCR pfistrojich uvedenych v kapitole Pristroje
a software

= Tento testnesmi byt pouZit pfimo na vzorku. Pfed pouZitim tohoto testu
je tfeba provést vhodné metody extrakce nukleovych kyselin.

= Souprava byla validovana pouze pomoci souprav popsanych v kapitole
Cinidla, soupravy a spotfebni material pro extrakci a purifikaci DNA.

= Kzajisténi funkéni uCinnost soupravy je nutna spravna laboratorni praxe.

= Vysledky je nutné interpretovat po konzultaci s klinickymi Iékafi, ktefi
kombinuji vysledky analyz chimérismu s vysledky jinych metod
relevantnich pro terapii nebo diagnostiku.

= Interpretace vysledkd musi pocCitat s moznosti faleSné negativnich a
faleSné pozitivnich vysledkd.

= Soupravu Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit nelze pouzit,
pokud jsou darce a pfijemce jednovaje¢na dvojCata.

= Dvojita transplantace nebyla v ramci hodnoceni funkéni ucinnosti
validovana.

=  Vzorek obsahujici degradovanou DNA mdlze ovlivnit schopnost
detekovat INDEL/DIP a pohlavné specifické lokusy

= Nepouzivejte proslé nebo nespravné skladované komponenty.
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®=  Analyza chimérismu byla validovana pomoci informativnich markert
specifickych pro pacienta (pro vSechny rozsahy chimérismu).

® Vzorky z rGznych etnickych skupin mohou vykazovat odlisné genetické
charakteristiky, napfiklad rizné alelické frekvence, coz by mohlo omezit
rozliSovaci schopnost nebo zesileni. Byla hodnocena alelicka frekvence
nékterych marker( DIP v rGznych populacich. Kombinovana rozliSovaci
schopnost je vysoka a jeji hodnoty pfesahuji 0,99. To naznaluje
relativné nizké riziko, Ze test pacienta bude mit potize s amplifikaci. V
soucCasnosti jsou vSak k dispozici udaje pro beéloSskou populaci.
Potencialni dopad na ostatni etnické skupiny zatim nelze odhadnout.

Informace k objednéavani

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

Produkt Velikost baleni Objednaci cislo
Mentype® DIPscreen PCR 25 reakci 45-12300-0025
Amplification Kit 100 reakci 45-12300-0100
. . 1x25uL 45-15100-0025
Matrix Standard BT5 multi 2 x 25 L 45-15100-0050
demo licence
ChimerisMonitor IVD licence na 1 rok 46-14800-0000

licence na 3 roky

POZNAMKA

e Jednotlivé  komponenty souprav nelze objednat
1 samostatné.
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Ochranné znamky a prohlaseni o vyloué€eni
odpovédnosti

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

Dal$i ochranné znamky: ABI PRISM®, GeneMapper®, GeneAmp® a Applied
Biosystems® (Applied Biosystems LLC group); QlAamp® (Qiagen); POP-4™
(Evropa: Applied Biosystems LLC, USA: Life Technologies Corporation).

Na PCR se vztahuji patenty. Patenty jsou spole¢nosti Hoffmann-La Roche
Inc. a F. Hoffmann-La Roche (Roche).

Registrované nazvy, ochranné znamky apod. pouzité v tomto dokumentu, i
kdyz nejsou specificky jako takové, nelze povazovat za nechranéné
zékonem.

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

Produkt nema licenci Health Canada a neni ovéfen nebo schvalen FDA .
Zdravotnicky prostfedek neni dostupny ve v8ech zemich.

© 2025 BIOTYPE GmbH; v8echna prava vyhrazena.
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Vysvétleni symboll
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Vyrobce

Kéd Sarze

Obsah postacuje pro <N> testl(

Prostudujte si elektronicky navod k pouziti (elFU)

Datum spotieby

Omezeni teploty

Katalogové Cislo

Diagnosticky zdravotnicky prostfedek in vitro

Uchovavejte mimo pfimy dosah slunecnich paprski

Udrzujte v suchu

Jedine¢ny identifikator prostfedku
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Dal8i oznaceni pouzité v tomto navodu k pouZiti:

1

A

modre podtrzeny text

¢erné podtrzeny text

odsazeny, kurzivni, tu¢ny text

UziteCné tipy

Pozor, dbejte na dodrZzovani tohoto
upozornéni!

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

Kfizové odkazy v dokumentu pro
shadnou navigaci

Array, na ktera se ma kliknout v
softwaru
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Priloha

Elektroferogramy referenc¢nich vzorki

Na nasledujicich strankach najdete pfiklady elektroferogramt Allelic Ladder
Mentype® DIPscreen (Obrazek 5), Control DNA XY82 (PC, Obrazek 6) a
kontroly bez templatu (NTC, Obrazek 7).

VSechny vzorky byly amplifikovany na PCR cykleru ProFlex a analyzovany
na Genetic Analyzer Applied Biosystems™ 3500 (POP-4™, Array 36 cm) s
pouzitim validovaného parametru béhu. Analyza dat byla provedena pomoci
softwaru GeneMapper ID-X verze 1.6. Byly pouzity templaty Bins, Panels a
Analysis Method podle Tabulka 12.

Elektroferogramy jsou zvétSeny na délku fragmentu 70-420 bp (osa X).
Obecny rozsah pro analyzu délky fragmentu (osa Xx) pomoci soupravy
Mentype® DIPscreen PCR Amplification Kit je 50 bp az 550 bp. Méfitko osy
y bylo provedeno individualné podle popisu pod kazdym obrdzkem (Obrézek
5, Obrazek 6, Obrazek 7).
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Mentype® DIPscreen Allelic Ladder

[+ecq] [1E1q] [0z [avq]
oz ] E g [ e ]
o002
o0t
088 053 olg 0z 052 061 051 oL [
 E— I BT N N 7T W
uog3Rq Joj 3dwes e []
[+&4) [2q [1tq) [+zzq] +16d
E E E E sertaferia[+ia [T61q] [+i6q] [46q] E.SE T0Ed. +i9q] [+tona+eed] [ged] E 164
3
0002
00
052 052 0l [ (3 051 51 ol o
[ soerm [ roow baow [oow [ o [T T (20w [#[ " seoml o |

uoga3q Joj 3ydwes e []
[£0q) [6cq] [+t (g [ritq] [+ g [+201]

0

0001
0002
000
000t

0008

3 058 02 051 [ o

g 02 061
Corw  Cowael  Goow [ Cenoml [0 (oo ol i — R o R |

57

DISIFUO2v1cz

Obréazek 5 Allelic Ladder Mentype® DIPscreen
ZvétSeni na 6 000 RFU (osa y) a 70—-420 bp (osa x)
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Control DNA XY82 (PC)
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Obrazek 6 Control DNA XY82 (PC)
ZvétSeni na 12 000 RFU (osa y) a 70-420 bp (osa x)
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Kontrola bez templatu (NTC)
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Obréazek 7 Kontrola bez templatu (NTC)
ZvétSeni na 1 000 RFU (osa y) a 70—420 bp (osa x)
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Délky fragmentu a alel

Tabulka 20 ukazuje délky fragmentU jednotlivych alel, které se vztahuji k
DNA Size Standard 550 (BTO). VSechny analyzy byly provedeny na Genetic
Analyzer ABI PRISM® 310/3130 s POP-4™ polymer. RGzné analytické
pfistroje, Size Standard DNA nebo polymery mohou vést k riznym délkam
fragmentu. Kromé toho se doporuCuje vizualni zarovnani s alelickym
ZebFiCkem.
Tabulka 20 Délky fragmenta Allelic Ladder Mentype® DIPscreen
analyzované na ABI PRISM® 3130 Genetic Analyser s POP-4™
polymerem, * zaokrouhleno na celé Cislo
Marker/ Velikost Velikost Marker/ Velikost Velikost

modry zeleny +DIP
kanal
Amelogenin 77 (X) 80 (Y) HLD91 84 88
HLD106 91 98 HLD23 107 113
HLD70 104 108 HLD88 118 128
HLD84 112 117 HLD101 131 135
HLD103 129 138 HLD67 140 148
HLD104 153 157 HLD301 172 182
HLD116 170 192 HLD53 190 194
HLD112 199 204 HLD97 214 228
HLD307 228 236 HLD152 239 250
HLD310 248 257 HLD128 258 266
HLD110 264 270 HLD134 296 312
HLD133 278 288 HLD305 375 401
HLD79 294 299 Marker/ Velikost Velikost
zeleny -DIP +DIP
HLD105 302 310 Vel [bp]* [bp]*
HLD140 318 333 HLD48 78 83
HLD163 344 358 HLD114 159 177
HLD304 184 203
HLD131 208 220
HLD38 234 240
HLD82 314 352
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Priklady kvalitativniho hodnoceni lokust

Tabulka 21 Ptiklady kvalitativniho hodnoceni informativnich lokusu

Informativni lokusy Informativni lokusy

120 140

11

Priiemce [L103] Prjemce
J 120 | 120

Ejk

Darce Darce
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Tabulka 22 Priklad kvalitativnhniho hodnoceni neinformativnich lokusu

Neinformativni lokusy Neinformativni lokusy

HLD3T0 ] 180

m Priemce Daa0r Pfijemce -1330 1+
| |

Darce  [D310+ Dirce  [p30l
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