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BIOTYPE
Drezno, 2024-10-08

NOTATKA BEZPIECZENSTWA (Field Safety Notice, FSN)

dotyczaca
wyrobu medycznego do diagnostyki in vitro (IVDD) Mentype® AMLplex®S

Problem: Zmiany instrukcji obstugi zwigzane z bezpieczenstwem

Niezbedne dziatania naprawcze w zakresie bezpieczenstwa
(Field Safety Corrective Action, FSCA):
Uwaznie zapoznaj sie z niniejszg notatka

Nadawca:

BIOTYPE GmbH
Moritzburger Weg 67
01109 Drezno
NIEMCY

Adresaci:

Do: Dystrybutorzy, kierownicy laboratoriow i uzytkownicy kohcowi VDD Mentype®
AMLplexQS

Szanowny kliencie BIOTYPE,

Firma BIOTYPE GmbH podjeta dziatania naprawcze w zakresie bezpieczenstwa dla wyzej
wymienionego produktu. Niniejszy dokument zawiera wazne informacje i wymaga od
uzytkownika podjecia natychmiastowych dziatan.

Identyfikacja produktu, ktérego to dotyczy:
Imie i nazwisko: Mentype® AMLplexQS

Numer artykutu: 45-31220-0025
45-31220-0100
45-31220-0400
Producent i wewnetrzny numer transakcji:
BIOTYPE GmbH, C_20240916_AML_BT
Opis problemu, jego przyczyny i potencjalnego ryzyka:

W niektérych przypadkach zaobserwowano niespecyficzne szczyty powyzej wartosci
granicznej. W szczegolnosci prébki z pozytywnym i wysokim wykryciem translokacji
CBFB::MYH11_Type A wykazaly dodatkowe szczyty w poblizu przedziatébw dla
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RUNX1::RUNX1T1 oraz, znacznie nizsze, dla CBFB::MYH11_Type F.-W zaleznosci od
specyficznych ustawien instrumentu analitycznego, piki te moga by¢ przesuniete na przedziaty
translokacji i dlatego moga by¢ identyfikowane jako przypisane wartosci szczytowe. Wstepne
badania wykazaly, ze te wartosci szczytowe wystepujg tylko w prébkach CBFB::MYH11_Type
A pozytywnych. W przypadku uzycia sztucznego materiatu (gBlocks), negatywnych probek
(wildtype) lub prébek pozytywnych dla réznych translokacii, efekty te nie wystepuja.

Problem techniczny:

Przesuniecie obserwowanych wartosci szczytowych na przedziatach RUNX1:RUNX1T1
obserwuje sie tylko w danych wygenerowanych za pomocg instrumentéw Genetic Analyzer
wyposazonych w polimer typu POP-7™ Jub POP-1™. Jednak CBFB::MYH11 Type F jest
réwniez wykrywany przy uzyciu polimeru POP-4™ gtéwnie przy wysokiej intensywnosci
sygnatu CBFB::MYH11_Type A. Wiadomo, ze typy polimeréw POP-7™ | POP-1™ moga
wptywac na zachowanie migracyjne fragmentow, a zatem prowadzi¢ do nieco innych dtugosci
fragmentow w poréwnaniu do analizy z POP-4™, Co wiecej, te typy polimeréw sg znane ze
zwiekszonego szumu tta, potencjalnie prowadzgcego do dodatkowych wartosci szczytowych
powyzej punktu odciecia analizy (patrz instrukcja obstugi, rozdziat 10.2.6 Analiza danych
prébki). Elektrofotogramy opisanego efektu, wygenerowane przy uzyciu rozcienczonego
cDNA z linii komorkowej ME-1 analizowanego za pomocg POP-4™ i POP-7™ oraz probki krwi
obwodowej pozytywnej dla CBFB::MYH11_Type A, ktéra zostata przeanalizowana za pomocag
POP-1™, znajdujg sie w Zatgczniku B.

Dlatego zalecamy stosowanie polimeru typu POP-4™  gdy tylko jest to mozliwe.
Ocena ryzyka:

Obserwowany efekt wystepuje tylko w przypadku probek CBFB::MYH11_Type A
pozytywnych, szczegdlnie przy wysokich sygnatach wskazujgcych na wysokg ekspresije tej
translokaciji.

Zgodnie z literaturg, wystepowanie wiecej niz jednej fuzji genowej w poczagtkowej diagnozie
AML jest opisywane jako rzadkie zdarzeniel. Tylko jeden opis przypadku opisuje diagnoze
CBFB::MYH11_Type A i RUNX1::RUNX1T1 réwnolegle po wstepnej diagnostyce?. W jednym
dodatkowym opisie przypadku opisano takie wystgpienie z CBFB::MYH11_Type A, nabytym
po nawrocie choroby®. Dlatego réwnolegte wystepowanie CBFB::MYH11_Type A wraz z
RUNX1::RUNX1T1 przy poczatkowej diagnozie jest bardzo mato prawdopodobnym
zdarzeniem.

Jednak korzystanie z opisanych powyzej ustawien urzadzenia wigze sie z ryzykiem
nieprawidtowej oceny i wynikéw fatszywie dodatnich, co moze prowadzi¢ do niewtasciwych
decyzji klinicznych i negatywnie wptywac na leczenie pacjenta. Postepujgc zgodnie z niniejszg
Notatkg bezpieczenstwa i wskazoéwkami dot. rozwigzywania probleméw zawartymi w rozdziale
11 instrukgji obstugi, specjalista laboratoryjny zostaje uswiadomiony i uczulony, minimalizujgc
w ten sposob ryzyko.

1 Xue Chen et. al, 2020, https://doi.org/10.1038/s41417-019-0147-1

2 Inaba T. et. al, 2016, PMID: 30695313
3 Battaglia D. et. al, 1989, PMID: 2758392
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Dziatania naprawcze w zakresie bezpieczenstwa, ktére powinny zosta¢ podjete przez
uzytkownika:

o Jesli wystgpi opisany efekt, kluczowe jest skupienie sie tylko na sygnale fuzji gendéw o
najwyzszej intensywnosci i, jesli to konieczne, potwierdzenie wynikbw za pomoca
niezaleznych metod, takich jak sekwencjonowanie. Z klinicznego punktu widzenia wykrycie
wiecej niz jednej fuzji gendw w pojedynczej probce pacjenta jest bardzo mato
prawdopodobne. Podkresla to znaczenie krytycznej oceny wszystkich wykrytych sygnatow
w celu zapewnienia doktadnej interpretacji wynikéw, szczegodlnie w poréwnaniu z innymi
cechami sygnatu, takimi jak wewnetrzna kontrola ABL lub najbardziej wyrazna amplifikacja.

o W przypadku pytan lub watpliwosci dotyczgcych oceny nalezy zawsze przeczytaé rozdziat
Rozwigzywanie problemow w instrukcji obstugi. W razie dalszych pytan prosimy o kontakt.
Aktualng wersje IFU mozna znalezé na naszej stronie internetowej
(https://www.biotype.de/en/products/ifus.html).

e Prosimy o natychmiastowy kontakt z pomocg techniczng poprzez support@biotype.de w
przypadku jakichkolwiek niejasnosci zwigzanych z niniejszg Notatkg bezpieczenstwa.

e Aby zapewni¢, ze wszyscy zainteresowani uzytkownicy zostali powiadomieni i zgodnie z
obowigzujgcymi  krajowymi przepisami ustawowymi, jesteSmy zobowigzani do
dostarczenia dowodu zgtoszenia na rynku wiasciwym organom krajowym (NCA). W
zwigzku z tym prosimy o wypetnienie i podpisanie zatgczonego formularza potwierdzenia
odbioru (Zatgcznik A) w ciggu najblizszych 10 dni i przestanie go pocztg elektroniczng na
adres support@biotype.de lub faksem na numer +49 351 8838 403.

Dziatania, ktére zostaly przeprowadzone przez producenta:

o Dostosowano instrukcje obstugi (IFU). W szczegdlnosci rozdziat 11.6 opisuje teraz efekt i
dodang interpretacje.

o Dostosowana instrukcja obstugi jest wysytana wraz z niniejszg Notatkg bezpieczenstwa do
uzytkownikéw.

Obieg informaciji:

Nalezy sie upewni¢, ze informacje zawarte w niniejszej Notatce bezpieczenstwa zostang
przekazane wszystkim uzytkownikom w Panstwa organizacji i wszystkim innym osobom, ktére
powinny zosta¢ poinformowane. Prosimy o przestanie kopii tych informacji w przypadku
dostarczenia produktu osobom trzecim lub poinformowanie przedstawiciela naszej firmy,
wymienionego ponizej. Prosimy o zachowanie tych informacji do czasu zamkniecia niniejszych
dziatan naprawczych w zakresie bezpieczenstwa. Kopia niniejszej Notatki bezpieczenstwa
zostata wystana do Niemieckiego Federalnego Instytutu ds. Lekdéw i Wyrobéw Medycznych
(BfArM - Bundesinstitut fur Arzneimittel und Medizinprodukte) oraz wtasciwych organéw
krajowych w innych krajach, ktérych to dotyczy.
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Osoba do kontaktu w BIOTYPE GmbH:

Name: Marie Helbig
Phone number: +49 351 8838 471
E-Mail: m.helbig@biotype.de

Z powazaniem,
Alexandra Pissoke

(Osoba odpowiedzialna za zgodnosc¢ z przepisami zgodnie z art. 15 (UE) 2017/746)

Zatgcznik A: Potwierdzenie odbioru
Zatgcznik B: Elektrofereogramy opisanego efektu

Strona4z7 AMLFSNO2vipl


mailto:m.helbig@biotype.de

Zatacznik A: Potwierdzenie odbioru

Prosimy zwrécié na adres:

BIOTYPE GmbH
Moritzburger Weg 67
01109 DRESDEN
GERMANY

Faks: +49 351 8838 403
E-Mail: support@biotype.de
C 20240916 _AML_BT

Nadawca:
Nazwa organizaciji / firmy:

= BIOTYPE

Osoba do kontaktu:

Adres:

Numer telefonu lub adres e-mail:

Numer klienta, jesli jest dostepny:

Zaznacz

() Potwierdzam otrzymanie niniejszego pisma i oéwiadczam, ze zapoznatem(-am) sie z

opisanymi skutkami i odpowiednimi zaleceniami dotyczgcymi dziatanh.

Tytut, imie, nazwisko (czytelnie):

Miejscowsé, data, podpis:
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Zatacznik B: Elektrofereogramy opisanego efektu

cDNA z linii komérkowej ME-1 (rozcienczony w stosunku 1:2), analizowany za pomocg
polimeru POP-4™ i POP-7™, pozytywna prébka cDNA z krwi obwodowej analizowana z
polimerem POP-1™
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cDNA z linii komérkowej ME-1 (rozcienczone w stosunku 1:5), analizowane za pomoca
polimeréw POP-4™ | POP-7™
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Mentype® AMLplex®s
PCR Amplification Kit

Instrukcje uzytkowania

Wykrywanie aberracji chromosomalnych
Ostra biataczka szpikowa

Diagnostyka in vitro

C€ivp

AMLIFUO1v3pl
Pazdziernik 2024 r.

45-31220-0025
45-31220-0100

45-31220-0400

BIOTYPE GmbH

Moritzburger Weg 67
01109 DRESDEN
GERMANY

Wyprodukowano w Niemczech
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BIOTYPE GmbH opracowuije, produkuje i dystrybuuje aplikacje oparte na PCR do diagnostyki
medycznej.

Nasze zestawy testowe Mentype® gwarantujg najwyzsze standardy jakosci.

Z przyjemnoscig udzielimy informacji i wystuchamy Panstwa sugestii. Prosimy o
kontakt z nami lub odwiedzenie naszej stronywww.biotype.de.
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Mentype® AMLplex?®s

1. Uzytkowanie zgodne z przeznaczeniem

Zestaw Mentype® AMLplex®s jest przeznaczony do jakosciowego wykrywania 34 wariantow
transkryptu gendw, ktére mogg wystepowaé w niektdrych podtypach ostrej biataczki
szpikowej (AML) w wyniku translokacji chromosomalnych (mutacji somatycznych)
obejmujacych 11 réznych fuzji genowych.

Aplikacje Mentype® AMLplex? sg przeznaczone wytacznie do uzytku profesjonalnego w
specjalistycznych laboratoriach. Personel powinien zosta¢ przeszkolony w zakresie technik
PCR i stosowania diagnostyki in vitro.

2. Informacje ogdlne

Wykrywanie  specyficznych  aberracji chromosomowych ma ogromne znaczenie
prognostyczne i dlatego jest niezbedne w diagnostyce ostrych biataczek. ldentyfikacja
specyficznych translokacji genetycznych umozliwia klasyfikacje podtypow biataczki, a tym
samym wspiera terapie pacjentow dostosowang do ryzyka.

Zestaw Mentype® AMLplex® umozliwia doktadng identyfikacje istotnych dla terapii
aberracji chromosomalnych lezacych u podstaw ostrej biataczki szpikowej (AML), kiorg
mozna tatwo przeprowadzi¢ w rutynowej diagnostyce.

3. Opis produktu Mentype® AMLplex?s

Mentype® AMLplex®s Identyfikuje w podejsciu wieloparametrowym 34 warianty transkryptu
nastepujgcych genow fuzyjnych: RUNX1:RUNX1T1, BCR::ABL, PICALM::MLLT10,
CBFB::MYH11, DEK::NUP214, KMT2A::MLLT4, KMT2A::MLLT3, KMT2A::ELL, KMT2A-PTD,
NPM1::MLF1 i PML::RARA (por. Tabela 1).

Wyniki  Mentype® AMLplex® s3 zabezpieczone przez dwie kontrole wewnetrzne.
Wewnetrzna kontrola PCR (Quality Sensor “QS-Control”) pokazuje powodzenie reakcii
amplifikacji; "kontrola cDNA" (ABL-Control) jest dotaczona do zestawu, aby pokazac jakos¢
uzytego cDNA.

Test ten polega na analizie dtugosci fragmentéw przy uzyciu elekiroforezy Zzelowej w
kapilarze. Startery sg oznaczane barwnikami fluorescencyjnymi 6-FAM, BTG Iub BTY.
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Fuzja genow
RUNX1::RUNX1T1
(AML1-ETO)
BCR::ABL

PICALM::MLLT10
(CALM-AF10)

CBFB:MYH11

DEK::NUP214 (DEK-CAN)
KMT2A:MLLT4 (MLL-AFG)
KMT2A:MLLT3 (MLL-AF9)

KMT2A::ELL (MLL-ELL)

KMT2A-PTD (MLL-PTD)

NPM1::MLF1
PML::RARA

Aberracja chromosomalna

1(8;21) (022;022)

1(9;22) (a34;q11)

1(10;11) (p13;q14)

inv(16) (p13;922)

1(6:9) (p23;034)
1(6;11) (427,023)
1(9;11) (p22;023)

t(11;19) (@23;p13.1)

Partial Tandem Duplication

1(3;5) (425.1;q34)
t(15;17) (022;q21)

Tabela1 Fuzje gendw i warianty transkryptow, kidre mozna wykry¢ za pomoca Mentype® AMLplex?s

ELED

ela3

ela2

b3a2

b3a3

b2a2

b2a3
MLLT10_240-PICALM_1987
MLLT10_240-PICALM_2092
Type A

Type B

Type C

Type D

Type E

Type F

Type G

Type H

Type |

Type J

6A_(THP-1)
7A_(10A)
8A_(MM®6)
6B_(9B)
e10e2
e10e3
€9e3
e10e3
elle3

bert (PR-L)
bcr2 (PR-V)
ber3 (PR-S)
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3.1 Instrumenty

Zestawy Mentype® AMLplex® zostaty sprawdzone i zwalidowane na nastepujacych
termocyklerach PCR:

e GeneAmp™ 9700 Silver Thermocycler (Applied Biosystems™)

e  Eppendorf Mastercycler ep-S (Eppendorf AG)

e  Biometra T1 (Analytik Jena AG)

e Proflex PCR System (Applied Biosystems™)

Zestawy zostalty zweryfikowane i zwalidowane w nastepujacych systemach elektroforezy
kapilarnej z uzyciemPOP-4™ (Applied Biosystems™) i kapilary o dtugosci 36cm POP-7™ /
POP-1T™:

ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems™)

ABI PRISM® 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems™)

ABI PRISM® 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems™)
SeqStudio™ Genetic Analyzer (Applied Biosystems™)

Analiza danych zostata zweryfikowana przy uzyciu nastepujacych wersji oprogramowania:

e GeneMapper™ ID 3.2 (Applied Biosystems™)
e  GeneMapper™ ID-X 1.4 (Applied Biosystems™)

Korzystanie z zestawowMentype® AMLplex® na urzadzeniach lub z oprogramowaniem
innym niz wymienione powyzej musi zosta¢ zatwierdzone i zweryfikowane przez uzytkownika
na jego wiasna odpowiedzialnos¢.

3.2 Typ probki

Mentype® AMLplex® zostaty zweryfikowane za pomocg cDNA transkrybowanego z RNA
wyizolowanego z krwi petnej na cytrynianie.

Produkt Mentype® AMLplex® jest zatwierdzony do uzytku 1 pL cDNA, ktdry jest
transkrybowany z 1 ug RNA w objetosci reakcji 20pL. Uzycie wiekszych ilosci cDNA musi
zostac zatwierdzone przez uzytkownika.
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4. ostrzezenia i instrukcje bezpieczenstwa

Prosimy o zapoznanie sie z kartami charakterystyki (SDS) produktow BIOTYPE, ktdre z
przyjemnoscia przeslemy na zadanie (support@biotype.de). Aby uzyskaé Karty
charakterystyki odczynnikow, ktére nie sg zawarte w zestawie testowym, nalezy
skontaktowac sie z odpowiednim producentem.

Przed uzyciem produktu nalezy uwaznie przeczyta¢ instrukcje obstugi.

Po otrzymaniu nalezy sprawdzi¢ produkt i jego sktadniki pod katem kompletnosci pod
wzgledem ilosci, typu i napetnienia (patrz rozdziat 5.1, Zawarto$¢ zestawu), prawidtowego
oznakowania, stanu zamrozenia odczynnikdw i integralnosci opakowania odczynnikéw.

Podczas korzystania z testow nalezy nosi¢ rekawiczki, fartuch laboratoryjny i okulary
ochronne.

Unika¢ zanieczyszczenia probek nukleaza (DNA-za / RNA-za), stosujgc wolne od DNA-zy /
RNA-zy jednorazowe koricowki do pipet z filtrami pochtaniajgcymi aerozol.

Uzywaé oddzielnych obszaréw roboczych do przygotowywania probek (przed PCR),
przygotowywania mieszanin wzorcowych oraz przetwarzania i analizy prébek (po PCR).
Kontrole pozytywne nalezy przechowywa¢ oddzielnie od sktadnikdw zestawu.

Dodatkowe kontrole moga by¢ konieczne zgodnie z wytycznymi lub wymogami lokalnych,
krajowych i/lub federalnych przepisow lub organizacii akredytacyjnych.

Nie uzywaé sktadnikow zestawu, ktdrych data waznosci zostata przekroczona i nie mieszaé
sktadnikdw zestawu pomiedzy réznymi partiami.

Usuna¢ probke i odpady testowe zgodnie z lokalnymi przepisami bezpieczeristwa.

4.1 Zapewnienie jakosci

Cafa zawarto$¢ zestawu testowego jest poddawana intensywnej kontroli jakosci przez
BIOTYPE GmbH. Jako$¢ zestawow testowych jest stale sprawdzana w celu udowodnienia ich
nieograniczonej uzytecznosci. Prosimy o kontakt pod adresem e-mail support@biotype.de
w przypadku wszelkich pytan dotyczacych zapewnienia jakosci.
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5. Dostarczone materialy

5.1 Zawartos$¢ zestawu

Zestawy Mentype® AMLplex®zawieraja nastepujgce sktadniki wystarczajace do
przeprowadzenia 25, 100 lub 400 reakcji .

Tabela 2 Rozmiary opakowan i komponenty zawarte w zestawach Mentype® AMLplex®s

Skiadnik zestawu Odczynnik Objetos¢ na rozmiar opakowania
25 reakcji 100 reakcji 400 reakcii

Nuclease-Free Water x\ﬁl)(cli:a\;volna o 1,5ml 2x1,5mL 6x1,5mL
Reaction Mix A r'\("afksczzﬂg‘i 125 L 500 L 2x1,0mL

® as i
Multi Tag2 DNA Polymerase ~ Polimeraza DNA 10uL 40 pL 160 pL
'é"(fr:‘t%‘feciﬁxkgs'ﬁ:‘;: Kontrolny cONA 1041 1041 104

® S i
ot A T TR P
([l)Bl\%)Sme Standard 550 352?@5 1341 50 4L 200 L

Nie wolno miesza¢ sktadnikow zestawu pochodzacych z réznych partii. Przeglad numeréw
partii mozna znalez¢ na etykiecie po wewnetrznej stronie pokrywy pudetka. Pobieranie
sktadnikow zestawu do innych naczyn reakcyjnych jest niedozwolone.

5.2 Informacje 0 zaméwieniu

Prosimy o przestanie pisemnego zamowienia poczta elektroniczng na  adres
sales@biotype.de. Zamdwienie musi zawiera¢ numery zamoéwiern zgodnie z Tabela 3 i
Tabela 15, strona27.

Uwaga: Nalezy pamietaé, ze opakowanie w wielkosci dla 10 reakcji nie jest juz
sprzedawane.

Tabela 3 Numery porzadkowe zestawdwMentype® AMLplex?s

Produkt Wielkos¢ opakowania Nr zamowienia
Mentype® AMLplex?s 25 reakeji 45-31220-0025
Mentype® AMLplex®s 100 reakdji 45-31220-0100
Mentype® AMLplex?s 400 reakcji 45-31220-0400
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5.3 Wymagane dodatkowe odczynniki i sprzet (nie zawarte w zestawie)

W celu wstepnej kalibracji urzadzenia do elektroforezy kapilarnej w zelu do okreslonych
barwnikéw fluorescencyjnych z zestawu Mentype® AMLplex%S, nalezy przeprowadzié
kalibracje spektralng przy uzyciu nastepujacego odczynnika z BIOTYPE GmbH (Tabela 4):

Tabela 4 Dodatkowe odczynniki wymagane dla BIOTYPE GmbH

Wielkos¢

Odczynnik Zastosowanie opakowania Nr zaméwienia

Kalibracja spektralna systemu

Matrix Standard BTS — o\ovrotorezy kapilamej wzelu 25 pl. 00-10421-0025
multi ) )
(Kilka kapilar)
) Kalibracja spektralna systemu
mﬁftri'x Standard BTS — oootorezy kapilamej wzely~ 2x 25 00-10421-0050

(kilka kapilar)

Do wykonania zestawu wymagane sg nastepujgce ogolne materiaty i przyrzady:

e  Wirdwka stacjonarna z jednym rotorem dla naczyn reakcyjnych o pojemnosci 2
ml

e  96-dotkowe plytki reakcyjne lub probdéwki reakcyjne o pojemnosci 0,2 ml,
odpowiednie pokrywki lub folie w przypadku korzystania z 96-dotkowych plytek
reakeyjnych, wiréwka z rotorem do ptytek mikrolitrowych

e  Mieszadto Vortex, odpowiednie dla 96-dotkowych ptytek reakcyjnych lub
probowek reakcyjnych 0,2 ml

e  Pipety, konicowki do pipet z filtrami (jednorazowe)

e  Bezpudrowe rekawice jednorazowe

e Odpowiedni zestaw do izolacji RNA (por. rozdziat 7.1.1, |zolacja RNA)

e  Odpowiedni przyrzad do ilosciowego pomiaru stezenia RNA po izolacji i
oczyszezeniu (por. 7.1.1, Izolacja RNA)

e Odpowiedni zestaw do transkrypcji RNA na cDNA (por. 7.1.2, Transkrypcja RNA
do cDNA)

e  Blok lodowy do krotkotrwatego przechowywania polimerazy

e Odpowiedni cykler PCR (por. rozdziat 3.1, Instrumentylnstrumente)

e Hi-Di™ Formamidy (Applied Biosystems™)

e Odczynniki i materiaty eksploatacyjne systemu elektroforezy kapilarnej w zelu

e  Odpowiednie urzadzenie do elektroforezy kapilarnej w Zzelu (por. rozdziat 3.1,

InstrumentyInstrumente)

Uwaga: Upewni¢ sie, ze wszystkie urzadzenia sg zainstalowane, konserwowane i
kalibrowane zgodnie ze specyfikacjami producenta. Upewni¢ sie, ze dostepne Sa wszystkie
odczynniki do obstugi odpowiedniego urzadzenia do PCR i elektroforezy kapilarnej w zelu
(patrz instrukcja obstugi odpowiedniego producenta urzadzenia).
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6. Przechowywanie

Zestawy Mentype® AMLplex® sa wysytane w suchym lodzie. Sktadniki zestawu sa
dostarczane w stanie zamrozonym. Jesli jeden lub wiecej komponentow nie jest
zamrozonych po otrzymaniu lub jesli probki zostaty uszkodzone podczas transportu, prosimy
0 kontakt BIOTYPE GmbH (support@biotype.de), w celu uzyskania dalszej pomocy.

Komponenty musza by¢ przechowywane w temperaturze od -25 °C do -15 °C. Kontrolne
cDNA i odczynniki post-PCR (Allelic Ladder i DNA Size Standard) powinny by¢
przechowywane oddzielnie od odczynnikow PCR.

Nalezy unika¢ czestego rozmrazania i zamrazania. Nie wolno przekracza¢ maksymalne;
liczby 20 cykli zamrazania na zimno.

Zestawy Mentype® AMLplexS nalezy przechowywaé z dala od $wiatta.

Okres przechowywania zestawu testowego jest podany na etykiecie opakowania.
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7. Przebieg pracy Mentype® AMLplex?s
7.1 Przygotowanie probki i objetos¢ wejsciowa cDNA

7.1.1 Izolacja RNA

Jakos¢ wyizolowanego RNA ma decydujacy wptyw na wydajnos¢ i jakos¢ catego systemu
testowego. Nalezy upewni¢ sie, ze system uzywany do izolacji RNA jest kompatybilny z
technologia PCR.

Nastepujace zestawy zostaty przetestowane pod katem izolacji RNA i sa odpowiednie do
uzycia:

e RNeasy Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden, DE)

e RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden, DE)
Uzycie alternatywnych zestawoéw do izolacji RNA musi zosta¢ zatwierdzone przez

uzytkownika na jego wtasna odpowiedzialnos¢.

Uwaga: W celu uzyskania doktadnych wynikow wymagana jest kwantyfikacja RNA (np.
poprzez spektroskopowa kwantyfikacje RNA UVVIS przy A260 nm i okreslenie jakosci przy
uzyciu stosunku A260 /A280, ktdry powinien wynosi¢ od 1,7 do 2,0).

7.1.2 Transkrypcja RNA do cDNA

Po wyizolowaniu i 0znaczeniu ilociowym RNA, jest on transkrybowany do cDNA przy uzyciu
dostepnych na rynku zestawéw. Zatwierdzono wsad RNA o masie 1 pg w mieszaninie
reakcyjnej 20 L reakcji transkrypcji.

Ponizsze zestawy zostaty przetestowane pod katem transkrypcji i nadaja sie do uzytku:
e High Capacity cDNA Transcription Kit (Applied Biosystems™)

e  QuantiTect Reverse Transcription Kit (Qiagen GmbH, Hilden, DE)

Korzystanie z alternatywnych zestawdw do przepisywania musi zosta¢ zatwierdzone przez
uzytkownika na jego wtasna odpowiedzialnos¢.

7.1.3 Uzycie szablonu cDNA

Zestaw Mentype® AMLplex® zostat zoptymalizowany do uzycia 1 uL cDNA
(nierozcienczonego), kidry zostat przygotowany zgodnie z opisem w punkcie 7.1.2.

llos¢ matrycy cDNA mozna zwiekszy¢ w przypadku krytycznych prébek pacjentow. Nalezy
uzy¢ maksymalnie 1/10 objetosci reakcji RT. W przygotowaniu reakcji zestawu
Mentype® AMLplex% nalezy skorygowaé objetos¢ wody wolngj od nukleaz, tak aby
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catkowita objeto$¢ preparatu PCR wynosita zawsze 25 (L. Procedura ta musi zostaé
zatwierdzona przez uzytkownika na jego wiasng odpowiedzialnos¢.
7.2 Przygotowanie mieszaniny wzorcowej

Wszystkie odczynniki nalezy dobrze wymiesza¢ (worteksowad) i krotko odwirowaé (ok. 10 s)
przed przygotowaniem mieszaniny wzorcowej. Przechowywaé Multi Tag2 DNA Polymerase
na bloku lodu podczas przenoszenia.

Catkowita objetos$¢ preparatu PCR musi zawsze wynosi¢ 25 L.

Przy obliczaniu liczby reakcji PCR nalezy wzig¢ pod uwage kontrole pozytywne i negatywne.
Dodaj jedna lub dwie reakcje do catkowitej liczby, aby zrekompensowac btedy pipetowania.

Ponizszy przeglad przedstawia objetosci skfadnikow zestawu uzywanych przy objetosci
probki 1,0 pL (matryca cDNA) i objetosci reakcji 25yL.

Tabela 5 Zastosowanie mieszaniny wzorcowsj dla reakcji Mentype® AMLplex? z uzyciem 1 uL cDNA

Komponent Objetos¢ na preparat PCR

Nuclease-Free Water 16,1 pL
Reaction Mix A* 5,0 L
Mentype® AMLplex®s Primer Mix 2,5 L
Multi Tag2 DNA Polymerase (hot start, 2,5 U/uL) 0,4 L
Catkowita objeto$¢ mieszaniny wzorcowej 24,0 uL
Szablon cDNA 1,0 uL

* zawiera Mg+, dNTPs, BSA

7.2.1 Kontrola pozytywna

Najpierw rozcienczy¢ kontrole pozytywna Control cDNA Kasumi 1 zawartg w zestawie woda
wolng od nukleazy do 250 ng/uL (1:2, np. 1L kontrolnego cDNA Kasumi 1 + 1 uL wody
wolngj od nukleazy).

W przypadku kontroli pozytywnej nalezy uzy¢ 1 pL rozcieniczonej kontroli pozytywnej Control
cDNA Kasumi 1 zamiast matrycowego cDNA. Odmierzy¢ pipetg kontrolne cDNA zamiast
matrycowego cDNA do probowek reakcyjnych zawierajacych mieszanine wzorcowa PCR.

Ponizszy przeglad przedstawia objetosci sktadnikow zestawu uzytych z 1 pL kontrolnego
cDNA i objetoscig reakcji 25 L.
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Tabela 6 Zastosowanie migszaniny wzorcowej dla reakcji Mentype® AMLplex® z uzyciem 1 pL
pozytywnej probki kontrolnej

Komponent Objetos¢ na preparat PCR

Nuclease-Free Water 16,1 L
Reaction Mix A* 5,0 UL

Mentype® AMLplex? Primer Mix 2,5 L

Multi Tag2 DNA Polymerase (hot start, 2,5 U/uL) 0,4 uL

Catkowita objetos¢ mieszaniny wzorcowej 24,0 uL
Rozcieﬁc@zony . 10L

Mentype® AMLplex®S Kontrolny cDNA Kasumi 1

* zawiera Mg?*, dNTPs, BSA

7.2.2 Kontrola negatywna

Jako kontrole negatywna (bez kontroli matrycy), do probéwek reakcyjnych zawierajgcych
mieszanine wzorcowa PCR nalezy dodaé pipeta 1 pL wody wolnej od nukleaz zamiast
matrycy cDNA.

Ponizszy przeglad przedstawia objetosci sktadnikow zestawu uzytych z 1 uL ,Wody wolnej
od nukleaz” i objetoscia reakciji 25 L.

Tabela 7 Zastosowanie mieszaniny wzorcowej kontroli negatywnej dla reakcji Mentype® AMLplex?

Komponent Objetos¢ na preparat PCR

Nuclease-Free Water 16,1 L
Reaction Mix A* 5,0 uL
Mentype® AMLplex®s Primer Mix 2,5 L
Multi Tag2 DNA Polymerase (hot start, 2,5 U/uL) 0,4 L
Catkowita objeto$¢ mieszaniny wzorcowej 24,0 uL
Woda wolna od nukleazy w kontroli negatywnej 1,0 uL

* zawiera Mg?*, dNTPs, BSA
Ponadto, jako negatywng probke kontrolng mozna dofgczy¢ juz znany cDNA, ktdry jest

negatywny dla wykrywalnych fuzji gendw i translokacji. Musi ona zosta¢ przetworzona jak
normalna prébka i uzyta w PCR jako dodatkowa reakcja.
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7.3 Objetos¢ reakciji

Odmierzy¢ pipeta 24uL wzorcowej mieszaniny PCR do probowek reakcyjnych lub na plytke
wielodotkowa. Nastepnie dodac 1 uL cDNA lub 1pL kontroli pozytywnej lub negatywne;.

Po pipetowaniu naczynia reakcyjne lub ptytki wielodotkowe musza by¢ szczelnie zamkniete.
Krotko wymiesza¢ i odwirowaé mieszaniny reakcyjne, a nastepnie przeniesc¢ je do cyklera
PCR w celu amplifikacji.

8. Program PCR i amplifikacja

W celu aktywacji Multi Tag 2 DNA Polymerase i powstrzymania  powstawania
niespecyficznych produktow amplifikacji stosuje sie ,goracy start”.

Aby okresli¢ optymalng liczbe wymaganych cykli PCR, wewnetrzna kontrola ABL moze by¢
uzyta jako odniesienie. W rezultacie wysoko$¢ piku nie powinna przekracza¢ okreslonego
zakresu pomiarowego urzadzenia (np. 500 do 5 000 RFU w ABI3130).

Jesli stezenie cDNA jest zbyt niskie, moga wystapic¢ statystyczne spadki (spadki alleli) i
niezréwnowazone wysokosci pikéw. Prawdopodobienistwo wystgpienia niespecyficznych
produktow amplifikacji wzrasta wraz z liczbg cykli.

Uwaga: Aby uzyska¢ optymalng réwnowage zestawu, szybko$¢é ogrzewania i chtodzenia
urzadzen PCR powinna by¢ ustawiona na 4°C/s.

Tabela 8 Parametry amplifikaciji PCR dla realizacji Mentyps® AMLplex?

Temperatura Czas Liczba cykli

96 °C 4 min é&(&g&ﬁ;gﬁg do aktywacji polimerazy
96 °C 30s

61°C 120s 22-28 x

72°C 75s

68 °C 10 min* 1x

10°C o hold

*Jesli wystapi zwiekszony poziom pikéw -adeninowych (-1 bp), etap ten mozna wydtuzy¢ do maksymalnie 60 minut.

Liczba cykli zalezy od ilosci uzytego cDNA i poziomu ekspresji wariantu transkryptu, ktory
ma zosta¢ wykryty. Przetestowano cykle o numerach od 22 do 28. W przypadku prébek
referencyjnych z materiatu hodowli komorkowej (wysokie wskazniki ekspresji) zalecamy
zmniejszenie liczby cykli PCR do 22 cykli. Aby osiggna¢ maksymalng czuto$¢ (limit
wykrywania 11.1 Limit detekcjiDetektionslimit), zalecamy uzycie maksymalnej liczby cykli
wynoszacej 28 cykli.
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9. Elektroforeza kapilarna w zelu

9.1 Przygotowanie produktéw PCR

Po zakoniczeniu reakcji PCR wyja ¢ probki z cyklera i krotko odwirowac. Rozmrozié odczynniki
Hi-Di™ formamidu (nie wehodzi w skfad zestawu) i DNA Size Standard 550 (BTO), krétko
wymiesza¢ probdwki i krtko je odwirowac. Przygotowaé partie opisang w Tabela z Hi-Di™
formamidu i kwasu DNA Size Standard 550 (BTO) i doda¢ jedna lub dwie reakcje do parti,
aby skompensowac¢ wahania pipetowania.

Tabela 9 Przygotowanie mieszaniny denaturujacej

Komponent Objetos¢ na reakcje
Hi-Di™ Formamidy 12,0 L
DNA Size Standard 550 (BTO) 0,5 L

Odpipetowa¢ 12 pL denaturujgcej mieszaniny Hi-Di™ formamidu i DNA Size Standard 550
(BTO) do odpowiedniej liczby studzienek plytki PCR (odpowiedniej do uzycia w Genetic
Analyzer). Nastepnie doda¢ 1 pL produktu PCR lub 1L Mentype® AMLplex® Allelic
Ladderproduktu na studzienke. Uszczelni¢ ptytke PCR odpowiednig folia, worteksowac i
krotko odwirowaé ptytke. Usung¢ folie i uszczelni¢ ptytke za pomoca przegrody producenta
urzadzenia.

Uwaga: Drabina alleliczna jest uzywana do prawidtowego okreslenia fragmentow
analizowanych podczas analizy danych. W kazdym przebiegu analizy dtugosci fragmentu,
drabina alleliczna musi zosta¢ przeanalizowana co najmniej raz, aby zapewni¢ pomysing
analize danych.

Uwaga: Kapilary urzadzenia do elektroforezy zelowej nie moga wyschnaé. Jesli probki nie
zajmujg wszystkich pozycji kapilar, nalezy wypeti¢ dodatkowe dotki ptytki 12 pL Hi-
Di™formamidu zgodnie z liczba kapilar.

Denaturowa¢ przygotowane produkty PCR na cyklerze PCR przez 3minuty w temperaturze
95 °C, schtodzi¢ probki w cyklerze do temperatury 4 °C. Krotko odwirowaé probki przed
analiza dtugosci fragmentow.

9.2 Analiza dtugosci fragmentow

Ogoalne instrukcje dotyczace analizatora, tworzenia matryc i korzystania z GeneMapper™
Software mozna znalez¢ w odpowiednich instrukcjach ABI PRISM® Genetic Analyzer User’s
Manual .

Po pomysinym przeprowadzeniu kalibracji spektralnej urzadzenia do elekiroforezy kapilarnej
w zelu z uzyciem odczynnika Matrix Standard BT5 (BIOTYPE GmbH) nalezy utworzyé
specjalny modut przebiegu (ABI 3130, SeqStudio™) lub protokdt urzgdzenia (ABI 3500) z
nastepujacymi parametrami:
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Tabela 10 Specyficzne parametry przebiegu dla analizy diugosci fragmentéw Mentype® AMLplex2s

ABI 3500 ABI 3130 SeqStudio™
Injections Voltage [kV] 3.0 3.0 1.2
Injection Time [s] 10 10 10
. 15 (36 cm Arra)
Run Vottage [kV] domysiny e e r‘QiV) 9
Run Time [s] 1560 1560 1560

Odbiegajac od wartosci okreslonych w Tabela 10, czas dziatania mozna dostosowaé do
analizy wszystkich fragmentow (60-550bp) DNA Size Standard 550 (BTO).

Uwaga: Postepuj zgodnie z instrukcjami producenta urzadzenia do elektroforezy kapilarnej
w Zzelu, aby ustawic okreslone parametry przebiegu.

Uwaga: Nalezy rowniez zwréci¢ uwage na dodatkowe informacje dotyczace kalibracji i
stosowania produktow Mentype®- w urzadzeniach do elektroforezy kapilarnej w zelu. Sa one
dostepne na zadanie pod adresem support@biotype.de wBIOTYPE GmbH.

10. Analiza danych

10.1 Oprogramowanie i szablony oceny

Dane s analizowane przy uzyciu oprogramowania GeneMapper™ ID lub GeneMapper™ ID-
X (Applied Biosystems™).

Do prostej oceny danych firma BIOTYPE GmbH oferuje na stronie www.biotype.de wstepnie
przygotowane ustawienia (Tabela 11), ktére mozna zaimportowa¢ do odpowiedniej wersji
GeneMapper™ i zastapi¢ reczne tworzenie parametréw analizy.

Uwaga: Import i przypisanie alleli przy uzyciu dostarczonych szablonéw oceny mozna
zagwarantowaé tylko dla GeneMapper™ ID/ID-X Software. W przypadku uzycia
GeneMapper™, moga wystapi¢ problemy podczas importowania niektorych szablondw
oceny.

Uwaga: Dostepne szablony dla pojemnikdw i zestawdw paneli definiujg dugosé fragmentow
poszczegdinych fragmentéw. Ze wzgledu na niewielkie rdznice w wydajnosci roznych
urzadzen do elektroforezy kapilarej w zelu, moga wystepowac niewielkie odchylenia
miedzy urzadzeniami. Specyficzne dostosowanie pojemnikow i paneli przez H BIOTYPE
Gmbjest mozliwe, prosimy o kontakt poprzez support@biotype.de.
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Tabela 11 Przeglad dostepnych szablonow do zaimportowania do GeneMapper™ ID/ID-X

Szablon Nazwa
Panels AMLplex_Panels_v2/v2x lub wyzsza wersja
BinSets AMLplex_Bins_v2/v2x lub wyzsza wersja
Size Standard SST-BTO_60-550bp
Analysis Method AMLplex_HID_310_200RFU Zalecane
AMLplex_HID_3130_200RFU  Zalecane
Plot Settings PlotsBT5_4dyes
Table Setting Table for 10 Alleles
Table for 22 Alleles

Jesli metoda analizy jest tworzona recznie, nalezy wybra¢ nastepujace parametry (Tabela
12).

Tabela 12 Parametry dla recznego tworzenia metody analizy w aplikacjiGeneMapper™ ID/ID-X

Parametry Ustawienie

Peak Detection Algorythm Advanced

No specific stutter ratio, set all to 0.0
Allele

Amelogenin cut off: 0.0

Analysis: Full Range
Ranges

Sizing: All Sizes
Smoothing: Light
Smoothing and Baselining
Baseline Window: 51 pts
Size Calling Method Local Southern Method
Peak Amplitude Thresholds
B: 200; Y: 200; G: 200; R: 200; 0: 50
Min. Peak Half Width: 2 pts

Peak Detection
Polynominal Degree: 3
Peak Window Size: 15 pts*
Slope Thresholds: 0.0
Heterozygote Balance: 0.0
Peak Quality

Max expected alleles: 22

* W razie potrzeby rozmiar okna pikéw mozna zmniejszy¢ do 11 pkt.
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10.2 Procedura analizy danych

10.2.1 Ogolne minimalne wymagania dotyczace analizy danych

Pliki fsa z elektroforezy kapilarnej w zelu sg analizowane jakosciowo, tj. sprawdzane pod
katem obecnosci pikéw amplifikacji. Zasada jest, ze szczyt musi osiggac co najmniej 200
RFU wysokosci i powinien by¢ co najmniej 3 razy wiekszy niz poziom szumu linii bazowe;.
Kryteria te maja zastosowanie do pikdw kontrolnych (kontrola QA i ABL), jak rowniez do
pikéw fuzji genow.

Jedynym wyjatkiem jest standard wielko$ciDNA Size Standard 550 (BTQ),, w ktdrym
minimalna wysokos$¢ piku musi wynosi¢ 50 RFU.

10.2.2 Testowanie standardu diugosci DNA Size Standard 550 (BT0)

Okreslenie dokfadnej dtugosci fragmentdw amplifikowanych produktow zalezy od
zastosowanego standardu dtugosci DNA. Ze wzgledu na ztozonosé niektérych loci, do
okreslenia dtugosci nalezy uzy¢ jak najwiekszej liczoy rownomiernie roztozonych punktow
odniesienia. W tym celu nalezy uzy¢ testu DNA Size Standard 550 (BTO) (llustracja 1) z
fragmentami o dtugosci 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 i 5500p.

Sprawdzi¢ na elektroferogramie (kanat pomaranczowy) wszystkich probek, czy wszystkie
allele standardu wielkosci sa obecne, maja wystarczajaca wysokosé piku wynoszaca co
najmniej 50 RFU i zostaty prawidtowo przypisane (por. llustracja 1).

4200
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60.0] [20.0]|[100.0] [120.0 [140.0] [160.0] [120.0] [200.0] [220.0] [240.0] [260.0] [280.0] [200.0] [z20.0] [240.0] [360.0| [z80.0 [e00.0] [s25.0] [s500] [a7s0| [soon| [s2so) [ssoo)
0.0 2500

llustracja 1 Elektroferogram DNA Size Standard 550 (BTO), analizowany na ABI 3500, Software
GeneMapper™ D-X 1.4, Template Files v3x, 0 y: 55-560 bp, 0$ x: 0-1 500 RFU

Uwaga: Jesli nie wszystkie fragmenty standardu wielkosci sa analizowane w réznych
prébkach, drabina alleliczna i probki moga nie zosta¢ odpowiednio ocenione. W zwigzku z
tym zawsze nalezy sprawdzac standard wielkosci w celu pomysinej analizy.

10.2.3 Testowanie drabiny allelicznej/Allelic Ladder

Drabina alleliczna  zawiera  wszystkie  fragmenty  wykrywalne za  pomoca
Mentype® AMLplex® (por.Tabela i llustracja 2). W zwigzku z tym fragmenty te musza byé
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obecne w drabinie allelicznej i by¢ wykrywane na wysokosci co najmniej 200RFU. Geny
fuzyjne i odpowiadajace im warianty transkryptu s zawsze zlokalizowane w jednym kanale

koloru.

Tabela 13 Przeglad rozktadu fuzji genéw w kanatach kolorow
Zielony kanat koloréw

Niebieski kanat kolorow

Zotty kanat koloréw

CBFB:MYH11

BCR::ABL

PICALM::MLLT10 (CALM-AF10)
RUNX1::RUNX1T1 (AML1-ETO)
NPM1::MLF1

Kontrola jakosci i ABL

DEK::NUP214 (DEK-CAN)
KMT2A:MLLT4 (MLL-AF6)
KMT2A:MLLT3 (MLL-AF9)
KMT2A:ELL (MLL-ELL)
KMT2A-PTD (MLL-PTD)

PML::RARA

Uwaga:Jesli nie wszystkie fragmenty drabiny allelicznej sa nazywane automatycznie
podczas korzystania z szablonéw oceny (szczeg6lnie w przypadku zestawow pojemnikow i
panel)), prosimy o kontakt z support@biotype.de, poniewaz moze byé konieczne
dostosowanie szablonow do ustawien uzytkownika. W takim przypadku mozliwe jest, ze piki
w probkach nie moga by¢ przypisane.

Mentype® AMLplex2s
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llustracja2 Elektrofereogram Mentype® AMLplex®Allelic Ladder, analizowanej na ABI 3500,0cena

GeneMapper™ ID-X 1.4, Template Files v3x, 0 y: 55-550 bp, 0$ x: 0,5 500 RFU
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10.2.4 Testowanie Mentype® AMLplex?S Control cDNA Kasumi 1

Zestaw zawiera pozytywna kontrole Mentype® AMLplex@S Control cDNA Kasumi 1*, ktora
jest pozytywna dla fuzji genéw RUNX1::RUNX1T1 (AML1-ETO).

Sprawdz, czy szczyty kontrolne QS-Control i ABL-Controlsg wys$wietlane na wystarczajacej
wysokosci. Sprawdzi¢, czy pik dla translokacji RUNX1::RUNX1T1 pojawia sie z wystarczajaca
wysokoscia na elekiroferogramie (llustracja). Sprawdzi¢, czy na elekiroferogramie nie
pojawiaja sie nieoczekiwane produkty uboczne.

*Hodowle komérkowa do przygotowania cDNA uzyskano z: DSMZ - German Collection of Microorganisms and Cell Cultures GmbH,
Braunschweig, Niemcy. Wykorzystanie tego cDNA jest przeznaczone wytacznie dia Mentype® AMLplex9s,

CEREE

CEEEE

RERR

llustracja3 Elekirofereogram Mentype® AMLplex® Control cDNA Kasumi 1 analizowany na ABI 3500,
GeneMapper™ ID-X 1.4, Template Files v3x 0§ y 55-550 bp, 0$ x 0-8 000 RFU

10.2.5 Sprawdzanie kontroli negatywnej

Sprawdzi¢, czy na elektroferogramie (kanat niebieski, zielony, zotty) nie pojawiaja Sie piki
specyficzne dla translokacji wieksze niz 200RFU.

No-Template Control: Sprawdzi¢, czy tylko pik kontrolny QS-Control pojawia sie z
wystarczajaca wysokoscia, ale nie pik ABL-Control (llustracja).

llustracjad Elekirofereogram kontroli bez wzorca, analizowany pod katem ABI 3500, GeneMapper ID-
X 1.4, Template Files v3x 0§ y 0-10 000 RFU, 0s$ x 55-550 bp

Mentype® AMLplex2s AMLIFUO1v3pl
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Ujemna prébka kontrolna (nie wchodzi w sktad zestawu): Sprawdzi¢, czy dla znanego
cDNA, ktore jest negatywne dla wykrywalnych fuzji genow i translokacii, piki kontrolne QS-
Control i ABL-Controlmaja wystarczajaca wysokosé
(llustracja ).

- |

il “

a0,

o

-

o

llustracja 5 Elektrofereogram negatywnej probki kontrolnej, analizowany pod katem ABI 3500,
GeneMapper™ ID-X 1.4, Template Files v3x 0y 0-10 000 RFU, 0$ x 55-550 bp

10.2.6 Analiza przyktadowych danych

Po przetestowaniu standardéw wielkosci, drabin allelicznych i probek kontrolnych, dane
probki sg analizowane.

Uwaga:Mentype® AMLplex® jest testem czysto jakosciowym. Ocena ilosciowa, np. w
ramach okreslenia MRD Measurable residual disease - minimalna choroba resztkowa) jest
wyraznie niemozliwa.

Podczas korzystania z szablonow oceny BIOTYPE GmbH i pomysinej oceny drabiny alleliczne;
przebiegu, wykryte fragmenty PCR sg automatycznie nazywane. Przeglad diugosci
fragmentow produktéw PCR mozna znalez¢é w tabeli 14.

Uwaga: Mentype® AMLplex® zostat zatwierdzony pod katemPOP-4™i certyfikowany.
Uzycie innego polimeru (np.POP-7™ |ub POP-6™) moze zmieni¢ zachowanie
specyficznych produktow PCR. Konieczne moze byé¢ dostosowanie BIOTYPE Templates
(Panels i BinSet). Prosimy o kontakt z naszym wsparciem technicznym (support@biotype.de).
Ponadto zaobserwowano zwiekszony szum tfa spowodowany zmiang zachowania wolnych
pozostatosci barwnika fluorescencyjnego.

Mentype® AMLplex2s AMLIFUO1v3pl
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Tabela 14 Przeglad diugosci fragmentéw poszczegolnych translokacji w drabinie allelicznej
Mentype® AMLplex®s, okreslone przy uzyciu POP-4™: *dla wariantu KMT2A::MLLT3_6A spodziewane
sg dwa amplikony; * Ze wzgledu na zmienng diugo$¢ amplikonu PML::RARA_bcr2 (ok. 173 bp),
wariantu nie mozna przypisa¢ automatycznie, ale mozna go wykry¢ za pomocg Starteréw
Mentype® AMLplex®s

Panel/Translokacja Rozmiar [bp] Panel/Translokacja Rozmiar

[bp]

Kanat niebieski Kanat zielony
CBFB::MYH11_TypeG 63 DEK::NUP214 78
CBFB::MYH11_Typel 66 KMT2A-PTD_e9e3 87
QS-Control 72 KMT2A::MLLT3_6A_S* 113
BCR::ABL_b2a3 107 KMT2A::MLLT3_6B 191
CBFB::MYH11_TypeJ 41 KMT2A-PTD_e10e3 218
CBFB::MYH11_TypeC 146 KMT2A::ELL_e10e3 242
CBFB:MYH11_TypeD 160 KMT2A::MLLT3_7A 245
CBFB:MYH11_TypeH 165 KMT2A::ELL_e10e2 289
CBFB::MYH11_TypeF 175 KMT2A::MLLT4 303
BCR::ABL_b3a3 183 KMT2A-PTD_e11e3 333
BCR::ABL_e1a3 206 KMT2A::MLLT3_8A 360
MLLT10_240::PICALM_2092 265 KMT2A:MLLT3_6A_L* 498
CBFB::MYH11_TypeA 271 76#ty kanat

BCR::ABL_b2a2 282 PML::RARA_bcr1 220
RUNX1::RUNX1T1 301 PML::RARA_bcr3 288
BCR::ABL_b3a2 358 PML::RARA_bcr2*
CBFB:MYH11_TypeE 365

MLLT10_240::PICALM_1987 371

BCR::ABL_e1a2 380

NPM1::MLF1 389

CBFB::MYH11_TypeB 486

ABL-Control 518

Mentype® AMLplex2s AMLIFUO1v3pl
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11. Troubleshooting

Opisana wczesniej analiza post-PCR z automatycznym przypisywaniem alleli zapewnia
precyzyjne i niezawodne rozroznienie transkryptéw gendw fuzyjnych i ich wariantow.
Sprawdzi¢ prawidtowe przypisanie alleli w drabinie allelicznej w kazdym przebiegu.

11.1 Limit detekciji

W eksperymentach z plazmidami, granica wykrywalnosci < 1000 kopii zostata okreslona dla
32 z 34 wariantdw transkryptu przy liczbie cykli 25. Warianty transkrypcyjne
CBFB::MYH11_Type C i KMT2A::MLLT4 (MLL-AF6) odbiegaja od tego. Przy liczbie cykli
wynoszacej 28 mozna okresli¢ 1000 kopii CBFB:MYH11_Type C i 10 000 kopii
KMT2A::MLLT4 (MLL-AF6). Jesli dostepna jest okreslona liczba kopii, mozna osiagna¢
szczytowe wysokosci > 200 RFU .

Aplikacja ta jest narzedziem przesiewowym opartym na PCR, ktdre zostato opracowane,
zatwierdzone i certyfikowane do klasyfikacji podtypow AML. Ta aplikacja nie jest odpowiednia
do kwantyfikacji lub monitorowania MRD- .

11.2 Przeswietlenie (Pull-up Peaks)

Moga wystagpi¢ zakiocenia miedzy kolorowymi panelami, jesli do analizy uzyto
nieodpowiedniej matrycy lub wysokosci pikow produktu PCR znajduja sie poza liniowym
zakresem wykrywania urzadzenia. Pojawiaja sie one w tej samej pozycji, co okreslone piki
w innych kolorowych panelach (zwykle o nizszej intensywnosci sygnatu).

Uwaga: Jesli to konieczne, rozcienczy¢ produkty PCR przed elekiroforeza kapilarng w zelu,
aby uzyskac¢ wyrazne wyniki analizy. Matryce nalezy wymieni¢ w przypadku przeswietlenia
pomimo optymalnej wysokosci fluorescencji.

11.3 Przylaczanie nukleotydow niezalezne od szablonu

Ze wzgledu na swojg aktywnos¢ terminalnej transferazy Multi Tag 2 DNA Polymerase
preferuje przytaczanie adenozyny do 3'-konca amplifikowanego fragmentu DNA. Jesli
system PCR nie ma wystarczajgco duzo czasu na wydtuzenie lub jesli sekwencje starterdw
nie sprzyjaja wydtuzeniu, wyzarzanie nie ma miejsca. Artefakt ten mozna rozpoznaé po
wystepowaniu fragmentu skroconego o jedng zasade (pik -1 bp). Wszystkie BIOTYPE Primer
g zaprojektowane w taki sposdb, aby zminimalizowa¢ powstawanie artefaktow. Ponadto,
powstawanie artefaktow jest ograniczone przez koricowy etap przedtuzania w protokole PCR
(68 °C przez 10 min). Wysoko$¢ piku artefaktu wzrasta przy duzych ilosciach cDNA. Aby
oceni¢ wartosci szczytowe, kazde laboratorium analityczne powinno zdefiniowac wiasne
wartosci graniczne.

11.4 Artefakty

Temperatura pokojowa moze silnie wptywac¢ na zachowanie produktow PCR na urzadzeniach
kapilarnych i moze prowadzi¢ do wystepowania ramion lub podwdjnych pikéw (Split Peaks,
jesli temperatura jest zbyt niska. Ponadto automatyczne przypisywanie alleli moze byé¢
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zakiocone. Jesli efekty te zostang zaobserwowane, zalecamy ponowne wstrzykniecie
probek, w miare mozliwosci z kilkoma drabinami allelicznymi na przebieg. Nalezy upewnié
sie, ze przestrzegana jest temperatura robocza zalecana przez producenta urzadzenia.
Idealna jest stabilna temperatura pokojowa > 22 °C.

11.5 Wplyw rodzaju polimeru

Mentype® AMLplex® zostat zatwierdzony i certyfikowany w POP-4™., Uzycie innego
polimeru (np. POP-7™|ub POP-6™) moze zmieni¢ zachowanie sie okreslonych produktow
PCR. Konieczne moze by¢ dostosowanie BIOTYPE Templates (Panels i BinSet). Prosimy o
kontakt z naszym wsparciem technicznym (support@biotype.de). Ponadto zaobserwowano
zwiekszony szum ta spowodowany zmiang zachowania wolnych pozostatosci barwnika
fluorescencyjnego.

11.6 Niespecyficzne amplikony

Prébki, ktore sa pozytywne dla okreslonej fuzji gendw, mogg wykazywaé dodatkowe
niespecyficzne sygnaty tta, widoczne jako amplikony o roznej diugosci na elektroferogramie.
W prébkach pozytywnych o wysokiej intensywnosci sygnatu, to to moze staé sie bardziej
wyrazne i moze nawet skutkowaé wywotaniem niespecyficznych alleli, ktore przekraczaja
prog testu, jak opisano w rozdziale 10.2.1. Warto zauwazy¢, ze niespecyficzne amplikony
dziatajace w wyznaczonych zakresach przedziatow testu sg czesciej obserwowane przy
uzyciu alternatywnych ustawien instrumentalnych, takich jak polimery POP-7™ i POP-1™,
W takich przypadkach kluczowe jest skupienie sie tylko na sygnale fuzji genow o najwyzszej
intensywnosci i, jesli to konieczne, potwierdzenie wynikéw za pomoca niezaleznych metod,
takich jak sekwencjonowanie. Z klinicznego punktu widzenia wykrycie wiecej niz jednej fuzji
gendw w pojedynczej probce pacjenta jest bardzo mato prawdopodobne[1]. Podkresla to
znaczenie krytycznej oceny wszystkich wykrytych sygnatéw w celu zapewnienia doktadnej
interpretacji wynikow, szczegolnie w poréwnaniu z innymi cechami sygnatu, takimi jak
wewnetrzna kontrola ABL lub najbardziej wyrazna amplifikacja.

Na przyktad w probkach CBFB::MYH11_Type A pozytywnych moze sie zdarzy¢, ze
dodatkowe niespecyficzne sygnaty amplikonu o niskiej intensywnosci sg amplifikowane w
zakresie fuzji gendw RUNX1::RUNX1T1 lub CBFB::MYH11_Type F. W prébkach typu dzikiego
niespecyficzne amplikony powyzej punktu granicznego testu nie sa wykrywalne.

W przypadku jakichkolwiek niejasnosci, prosimy o kontakt z dziatem obstugi klienta BIOTYPE
pod adresem support@biotype.de

[1] Chen, X., Wang, F., Wang, T., Zhang, Y., Ma, X., Yuan, L.,Teng, W, Guo, L., Liu, M., Liu,
M., Chen, J., Nie, D., Zhang, Y., Zhou, X., Wang, M., Chen, K., Zhu, P. & Liu, H. (2020). The
incidence, genetic characteristics, and prognosis of leukemia with concurrent pathogenic
fusion genes: a series of 25 cases from a large cohort of leukemia patients. Cancer gene
therapy, 27 (1), 89-97
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12. Informacje 0 zaméwieniu

Tabela 15 Szczegdtowe informacje dotyczace zamawiania zestawéw Mentype® AMLplex?

Zestaw Wielkos¢ opakowania Numer zamoéwienia
Mentype® AMLplex? 25 reakgji 45-31220-0025
Mentype® AMLplex?s 100 reakcji 45-31220-0100
Mentype® AMLplex®s 400 reakcji 45-31220-0400
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14. Znaki towarowe i wytaczenie odpowiedzialnosci

Zarejestrowane nazwy, znaki towarowe itp. uzyte w niniejszym dokumencie nie moga by¢
traktowane jako niechronione, nawet jesli nie sa wyraznie oznaczone jako takie: BIOTYPE,
Mentype® (BIOTYPE GmbH); ABI PRISM®, GeneMapper™, Hi-Di'™ Formamide, POP-4™,
POP-6™, POP-1™ POP-7™ Applied Biosystems™ (Thermo Fisher Scientific Inc.); FAM™
(Life Technologies Ltd.).

Zestawy Mentype® AMLplex®S sg oznaczone znakiem CE zgodnie z europejska dyrektywa
98/79/WE dotyczaca wyrobow medycznych do diagnostyki in vitro. Zestawy nie sg dostepne
jako diagnostyka in vitro poza tym obszarem regulacyjnym.
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Weryfikacja i walidacja Mentype® AMLplex% Zestawy do amplifikacji PCR

A
A a)

Ab)

Walidacja analityczna
Definicja standardowej reakgc;ji i tolerancji specyficznych dla partii

Cel: Definicja standardowej reakcji i tolerancji specyficznych dla parti w
odniesieniu do bezwzglednych pozioméw sygnatu (RFU), rownowagi poziomow
sygnatu multipleksowej reakcji PCR i linii bazowej. Ponadto specyficzne dla testu
ustawienia urzadzenia do genotypowania przy uzyciu elektroforezy kapilarnej w
zelu (Bins i Panels ) sg okreslane na podstawie wynikéw przy uzyciu szablonow
oceny maszyn do sekwencjonowania DNA.

Metodologia:Do zestawu testowego dotaczony jest kontrolny cDNA linii
komorkowej KASUMI-1 (ACC220, Leibniz-Institut DSMZ-Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig), ktdra zawiera fuzje
genow RUNX1::RUNX1T1 (AML1-ETO) z aberracjg chromosomalna t(8; 21) (q22;
q22) [7]. Dodatkowo, zastosowano sztuczng mieszanine plazmidow zawierajgcy
33 z 34 wykrywalnych wariantéw. Standardowg reakcje przeprowadzono z
kontrolnym cDNA w nominalnym stezeniu 250 ng na preparat PCR i 25 cyklach
PCR. Mieszanine matryc dostosowano tak, aby wysoko$¢ sygnatu w liniowym
zakresie pomiarowym zastosowanych analizatorow zostata osiagnieta po 25
cyklach PCR (maks. 5000 RFU). Przeprowadzono poczwérne oznaczenie z
czterema wartosciami $lepymi (kontrola bez wzorca, NTC) bez DNA.

Wyniki: Zdefiniowano nastepujace specyfikacje dla mieszania starterow PCR
specyficznych dla partii: Uzywajac mieszaniny szablonéwABI PRISM® 310
Genetic Analyzeruzyskano wysoko$¢ sygnatu 1000-4000 RFU, a przy uzyciu
mieszaniny szablondw ABI PRISM® 3130 Genetic Analyzeruzyskano wysokosé
sygnatu 1000-5000 RFU. Okreslone sygnaty s wykrywane od wysokosci
sygnatu 200 RFU. Nie wykryto zadnych niespecyficznych sygnatéw (wolne
barwniki, artefakty) w wartosciach Slepych w zakresie skalowania > 200 RFU
(linia bazowa).

Testowanie doktadnosci pomiaru

Cel: Informacje na temat doktadnosci metody pomiaru i wystarczajgco
szczegotowe podsumowanie danych, aby umozliwi¢ ocene, czy $rodki ustalania
dokfadnosci sa odpowiednie. Pomiary dokfadnosci moga by¢ stosowane
zardwno w testach ilosciowych, jak i jakosciowych tylko wtedy, gdy dostepny jest
wzorzec lub metoda referencyjna.

Metodologia:Zestaw jest walidowany poprzez regularne uczestnictwo w testach
typu round robin i sprawdzany pod katem prawidtowych wynikow jakosciowych
(diagnostyka). BIOTYPE bierze od 3 czerwca 2013 r. regularnie udziat w testach
typu round robin United Kingdom National Quality Assessment Schemes
(UKNEQASwww.uknegas.org.uk) w celu wykrywania translokacji BCR-ABL i AML.
Odbywaja sie one regularnie (2 razy) w roku i sa analizowane przez wiadze.
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Wyniki (Performance Status), réwniez w poréwnaniu z innymi uczestnikami,
zostana przestane po zakonczeniu udziatu.

Wyniki: Biezacy status wydajnosci to ,Zielony”. Udowodniono, ze produkt jest
odpowiedni do wykrywania wariantow BCR-ABL i translokacji AML i osigga
prawidtowe wyniki (jakosciowe) w poréwnaniu z innymi molekularnymi metodami
genetycznymi.

Testowanie specyficznosci analitycznej

Testowanie specyficznosci analitycznej przy uzyciu negatywnych
wstepnie typowanych cDNA

Cel: Testy stuzyly do wykluczenia wynikéw fatszywie dodatnich z powodu
interferencii i reaktywnosci krzyzowej z wybranymi cDNA z negatywnych probek
wstepnych (pacjentow i zdrowych dawcow).

Metodologia: Przetestowano 22 cDNA, ktore byly wstepnie negatywne dla
wariantow translokacji wykrywanych w zestawie testowym. Zastosowane ilosci
mialy na celu pokrycie zakresu stezen oczekiwanych w praktyce klinicznej i
wahaly sie od 145 ng do maksymalnie 934 ng cDNA na test PCR z 25 cyklami.

Wyniki: W zakresie alleli okreslonym przez Bins i Panels (Templates) nie wykryto
reaktywnosci krzyzowej (> 200 RFU). Sygnat pomiarowy dla wewnetrznej kontroli
cDNA (gen ABL) dla 21 cDNA wynosit >cDNAs > 200 RFU, w jednym przypadku
ok. 50 RFU. Warto$¢ graniczna dla automatycznego przypisywania alleli zostata
ustawiona na 200 RFU.

Testowanie specyficznosci analitycznej przy uzyciu pozytywnego
wstepnie typowanego cDNA

Cel: Testy stuzyly do wykluczenia wynikow fatszywie dodatnich z powodu
interferencii i reaktywnosci krzyzowej starterow z wybranymi cDNA od pozytywnie
wstepnie typowanych pacjentow.

Metodologia: Przetestowano 20 cDNA, kiore zostaly pozytywnie wstepnie
typowane dla wariantow translokaciji, ktére majg by¢ wykrywane w zestawie
testowym. Uzyta ilo$¢ zostata ustawiona na 250 ng cDNA na test PCR. Program
PCR zostat przeprowadzony z 25 cyklami.

Wyniki: Wszystkie wczesniej okreslone mutacje somatyczne zostaty wyraznie
wykryte. Nie wykryto reaktywnosci krzyzowej w zakresie alleli (> 50 RFU).
Sygnaty pomiarowe dla mutacji somatycznych i wewnetrznej kontroli cDNA (gen
ABL) w 16/20 prébkach > 200 RFU i > 50 RFU w 3/20 prébkach. Jedna probka
osiagneta wartosci ponizej 50 RFU, ale wariant genu fuzyjnego byt nadal
wykrywalny. Wartos¢ graniczna dla automatycznego przypisywania alleli zostata
ustawiona na 200 RFU.
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Testowanie czutosci analitycznej

Cel: Testy zostaty wykorzystane do okreslenia analitycznej granicy wykrywalnosci
testu (czutosci).

Metodologia: Seria rozcienczen od 1 pg do 31,25 ng referencyjnego cDNA
(Kasumi-1) zostata przetestowana w czterech powtorzeniach. Program PCR zostat
przeprowadzony z 25 cyklami. Ponadto, serie rozcienczen sztucznie
wytworzonego wzorca referencyjnego (plazmidy, GeneArt, Life Technologies) o
okreslonej liczbie kopii byly testowane w duplikatach dla kazdego wykrywanego
wariantu transkrypcji.

Wyniki:Do stezenia ¢cDNA 62,5 ng, intensywno$¢ sygnatu mozna wykry¢
zarowno dla specyficznej translokacii, jak i kontroli ABL > 200 RFU. Przy 31,25
ng intensywnos¢ sygnatu specyficznego wariantu wynosita > 200 RFU, a
intensywno$¢ sygnatu kontroli ABL wynosita > 50 RFU. Optymalne wartosci w
odniesieniu do zakresu pomiarowego sekwenatora kapilarnego zostaty osiagniete
w zakresie 150 ng — 250 ng. Pomiary rozcienczen plazmidu wykazaty, ze limit
detekeji > 200 RFU z 100-1 000 kopii mozna osiagna¢ dla wszystkich wariantéw
translokacii.

Testowanie réznych termocyklerow PCR

Cel: Termocyklery PCR roznych producentow roznia sie specyfikacjami. W
szczegolnosci moga wystepowac rozne szybkosci ogrzewania i chfodzenia oraz
rézne techniki kontroli temperatury.

Metodologia: Testowanie standardowych reakcji z kontrolnym DNA w
nominalnym stezeniu 250 ng przeprowadzono za pomocg nastepujacych
termocykleréw w 4-krotnym oznaczeniu z ta sama mieszaning wzorcowg i 2
Slepymi probkami bez DNA: Thermocycler Eppendorf Mastercycler ep-S
(Eppendorf AG, Hamburg), Applied Biosystems® GeneAmp 9700 z blokiem
srebrnym (Life Technology GmbH, Darmstadt), Applied Biosystems® GeneAmp
9700 z blokiem aluminiowym (Life Technology GmbH, Darmstadt).

Wyniki: Prawidtowe przypisanie wszystkich amplikondw byto mozliwe na
wszystkich typach termocyklerow. Wszystkie fragmenty mieszaniny szablondw
zostaty pomysinie amplifikowane.

Testowanie wplywu réznych temperatur wyzarzania w PCR

Cel:Aby okresli¢ odpornos¢ reakcji PCR, symulowane sa wahania temperatury
dla etapu wyzarzania starteréw (Annealing)multipleksowej reakcji PCR). Ten etap
temperaturowy ma kluczowe znaczenie dla czutosci i specyficznosci reakcji PCR.

Metodologia:Specyficzna  dla  zestawu  Annealingtemperatura 60 °C
standardowej reakcji z kontrolnym DNA w nominalnym stezeniu 250 ng byta
zmieniana 0 = 1 °C i = 2 °C. Przeprowadzono 3-krotne oznaczenie przy uzyciu
tej samej mieszaniny wzorcowej.
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Wyniki: Zestaw w przypadku wahan urzadzenia technicznego + 1 °C jest
stabilny w okreslonej temperaturze Annealing. Optymalna wysoko$¢ sygnatu we
wszystkich systemach Annealingzostata osiagnieta przy temperaturze 61 °C.

Testowanie roznych partii buforow PCR

Cel: Stosunki stezen skfadnikow mieszaniny reakcyjnej A buforu PCR (dNTP,
stezenia jonow, zwiaszcza Mg?*) sa decydujace dla czutosci, specyficznosci i
réwnowagi sygnatow w multipleksowym PCR. W zwigzku z tym testowana jest
odporno$¢ testu na wahania partii dostarczonego buforu PCR.

Metodologia: Testowanie 3 niezaleznych parti REM-A przeprowadzono w
standardowej reakcji z kontrolnym DNA o nominalnym stezeniu 250 ng, a takze
drabing alleliczng i linig cDNA o stabej ekspresji (KMT2A::MLLT4 (MLL-AFG)).

Wyniki: Kazda nowo wyprodukowana partia REM A jest testowana przy uzyciu
Mentype® AMLplex2 PCR Amplification Kit. Partia REM A jest zwolniona tylko
wtedy, gdy wyniki osiggniete przy jej uzyciu Mentype® AMLplex? s3 zgodne ze
specyfikacja.

Okres trwatosci po otwarciu

Cel: Stabilnos¢ odczynnikow w zestawie PCR byfa testowana po wielokrotnym
zamrazaniu i rozmrazaniu.

Metodologia: Odczynniki zestawu zostaly poddane 20-krotnemu cyklowi
zamrazania i rozmrazania. Zamrazanie przeprowadzono przez ¢o najmniej 1
godzine w temperaturze -20 °C. Rozmrazanie odbywato sie w temperaturze
pokojowej, a przed uzyciem odczynniki homogenizowano przez wytrzasanie.
Nastepnie przeprowadzono standardowa reakcje z kontrolnym DNA w
nominalnym stezeniu 250 ng i dodatkowymi Slepymi warto$ciami bez DNA w
trzech powtorzeniach. Ocene przeprowadzono w poréwnaniu do standardowej
reakcji bez cyklu zamrazania i rozmrazania.

Wyniki:Odchylenie usrednionych wysokosci pikow w  poréwnaniu  do
standardowej odpowiedzi wynosito maksymalnie 20 % (w szczegolnosci utrata
sygnatu). Nie wykryto zadnych dodatkowych pikéw > 50 RFU w wartosciach
$lepych w zakresie skalowania.
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Dane dotyczace wydajnosci klinicznej
Pobieranie probek, aspekty etyczne i regulacyjne

Test oceny dziatania zostat przeprowadzony zgodnie z sekcjami 20-24
niemieckiej ustawy o wyrobach medycznych (DE). Federalny Instytut ds. Lekow i
Wyrobéw Medycznych przyznat zwolnienie z wymogu uzyskania zezwolenia dla
wyrobow medycznych o niskim ryzyku bezpieczenstwa zgodnie z § 7
rozporzadzenia w sprawie badan Klinicznych wyrobdw medycznych. Dostepna
byta pozytywna opinia wiasciwej komisji etycznej oraz formularze zgody
pacjentow.

Wykorzystano petng krew zylng od 297 pacjentéw i 10 zdrowych ochotnikow.
Testy poréwnawcze

Gtownym celem jest okreslenie czutosci i swoistosci diagnostycznej w
poréwnaniu z metodami referencyjnymi. Do selekcji translokacji dostepne byty
standaryzowane metody cytogenetyczne (kariotypowanie, analizy FISH) [8]. W
przypadku translokacji, ktérych nie mozna byto uwidoczni¢ cytogenetycznie,
zastosowano zwalidowane i uznane testy PCR typu monoplex nested [9, 10].

Ekstrakcja i oczyszczanie DNA

Komorki jednojadrzaste (MNC) uzyskano z heparynizowanej krwi petnej metoda
wirowania w gradiencie gestosci. Catkowity mRNA zostat nastepnie
wyekstrahowany przy uzyciu dostepnych w handlu zestawow do ekstrakcji mRNA
(RNeasy Mini Kit, Qiagen GmbH, Hilden, DE). Zostat on przepisany na cDNA przy
uzyciu dostepnych w handlu zestawdéw (QuantiTect Reverse Transcription Kit,
Qiagen GmbH, Hilden, DE). Jako$¢ cDNA zostata przetestowana przy uzyciu
Realtime-PCR (zwalidowanego testu wewnetrznego). Poszczegolne geny fuzyjne
lub mutacje zostaty przetestowane przy uzyciu zatwierdzonych indywidualnych
reakcji PCR.

Wyniki

Mentype® AMLplex2S PCR Amplification Kit nie wykazaty one mutacji z cDNA od
10 zdrowych ochotnikdw. Wyniki te nie zostaly uwzglednione w dalszych
obliczeniach wynikdw. Nastepnie przeanalizowano 297 prébek pobranych od
pacjentow. Sposrod nich 5 probek nie mogto zosta¢ przeanalizowanych (sygnat
kontrolny dla ABL ponizej zalecanej wartosci progowej). Z pozostatych 292
probek, 199 uznano za prawidiowo ujemne w poréwnaniu z kariotypowaniem,
FISH i/lub kontrolnym PCR. Sposrod prawidtowo negatywnych probek, 56
wykazato zmiany genetyczne (nieprawidtowosci chromosomalne) w kariogramie,
ktore nie moga by¢ rozpoznane przez zestaw testowy. Mozna to wyttumaczyé
faktem, ze chociaz Mentype® AMLplex® PCR Amplification Kitzawiera
najczestsze translokacje, obejmuje tylko okoto 37 % nieprawidtowosci
genetycznych czesto obserwowanych w AML [8]. Poszczegoine wyniki testow
poréwnawczych podsumowano w tabeli 17.
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Ogolnie uzyskano czuto$¢ diagnostyczng na poziomie 94 % i swoisto§é
diagnostyczng na poziomie 99,5 %. Wszystkie wyniki cytogenetyczne
zweryfikowane za pomoca kontrolnego PCR [9, 10] zostaty jednoznacznie
potwierdzone.

Tabela 16 Podsumowanie wynikow testu oceny wydajnosci, * [8]

Biomarkery Ocena testu wydajnosci klinicznej (n=292)
Aberracja Wariant Czestos¢ Prawid Prawidto Btad Btad Czutos¢ Specyficzn
chromosom wystepow towy wy Pozyty Negatywn diagnostyczn 03¢
alna ania Pozyty Negatywn wny y a diagnostyc
[%] * wny y [%] zna
[%]
RUNX1:: 1(8;21) NA
RUNX1T1  (422;022)
BCR: 1(9;22) ela3 1 1 291 0 0 100.0 100.0
ABL (a34;,011) ela2
b3a2
b3a3
b2a2
b2a3
PICALM::  t(10;11) MLLT10_240- 1 0 262 0 0 NA 100.0
MLLT10 (p13;q14) PICALM_1987
MLLT10_240-
PICALM_2092
CBFB:: inv(16) Type A 5 25 264 1 2 92.6 99.6
MYH11 (p13;022) Type B
Type C
Type D
Type E
Type F
Type G
Type H
Type |
Type J
DEK:: 1(6:9) NA 1 3 289 0 0 100.0 100.0
NUP214 (p23;034)
KMT2A:: 1(6;11) NA <05 0 292 0 0 NA 100.0
MLLT4 (027;023)
KMT2A:: (9;11) 6A_(THP-1) 1 4 287 0 1 80.0 100.0
MLLT3 (p22;023) 7A_(10A)
8A_(MM6)
6B_(9B)
KMT2A:: t(11;19) e10e2 1 0 291 0 1 0 100.0
ELL (q23;p13.1) e10e3
KMT2A- Czesciowy €9e3 5-7 23 269 0 0 100.0 100.0
PTD Duplikacja €10e3
tandemowa e11e3
NPM1:: 1(3;5) NA <05 1 291 0 0 100.0 100.0
MLF1 (025.1;034)
PML: t(15;17) ber1 (PR-L) 13 8 284 0 0 100.0 100.0
RARA (q22;g21) ber2 (PR-V)
ber3 (PR-S)
tacznie 37 79 207 1 5 94.0 99.5
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