Instructions for use

BCR-ABL Dx ELITe MGB® Kit

Reagenzien fur die reverse RNA-Transkription und die Real-Time-PCR

e ELI Group

A BRUKER COMPANY

RTSGO7ING C€ [

08033891487485 0123



BCR-ABL Dx ELITe MGB® Kit

RTSGO7ING

ANDERUNGSVERLAUF

Revision Anderungsvermerk Datum (TT.MM.JJ)

Aktualisierung der Abschnitte 11.10 und 11.11: Korrektur von Tippfehlern
03 Verlangerte Haltbarkeit des Produkts nach dem Offnen 27/08/25
Aktualisierung des Abschnitts ,Hinweis an die Benutzer*

Aktualisierung des Abschnitts ,Symbole“ mit dem Symbol
.Gebrauchsanweisung beachten®

Aktualisierung der Abschnitte 9.2 und 10.2: Laufdauer bei der Positive
Control-Analyse

02 Aktualisierung der Abschnitte 11.4 und 11.5: Erklarung der Menge an 30/01/25
interferierenden Substanzen im Test
Aktualisierung der Abschnitte 11.10 und 11.11: andere Erklarung fir die
Testergebnisse

01 Neuproduktentwicklung 26/07/24

Die Revision dieser Gebrauchsanweisung ist auch mit den friiheren Versionen des Kits kompatibel

SCH mRTSGO7ING_de 2025-08-27 Uberarbeitung 03 2/64



BCR-ABL Dx ELITe MGB® Kit

RTSGO7ING
INHALTSVERZEICHNIS

1 VERWENDUNGSZWECK........cc i ssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssnssnssnsas 4
7 I S I e |74 | 4
3 BESCHREIBUNG DES PRODUKTS .........ciiirmsmsssssasssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssnssssss 4
4 MIT DEM PRODUKT BEREITGESTELLTE MATERIALIEN.........cornrrss s ssssssnssannes 6
5 ERFORDERLICHE, ABER NICHT MITGELIEFERTE MATERIALIEN..........corrrerenene 7
6 ANDERE ERFORDERLICHE PRODUKTE ........oooioiirmrmrsessessessessmssessessns s smssmsssssmssmssnssnssnsnss 7
7 WARNHINWEISE UND VORSICHTSMASSNAHMEN ... ssssnnas 8
8 PROBEN UND KONTROLLEN.........oorirsrssssessssssessssssasssssssssssssnsssnsssssssssssssasssssssssssssassssssnssnses 9
9 VERFAHREN BEI ELITE INGENIUS .....coioiicrierinsiserssssssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 13
10 VERFAHREN BEI ELITE BEGENIUS .....cccereirirmrerirerererses s sss s sms s s s s ssssssssssssssssns 22
11 LEISTUNGSMERKMALE ...t sas s s sssssmssss s sssssmsssnssasssmsssssmssss sanas 28
12 REFERENZEN. ...t sss s sss s s s s s s as s s s s ms s an s san s n s s s m s s smnnansanas 50
13 GRENZEN DES VERFAHRENS........... s ssesss s s s s s ssn s ssnssssssnssssssmssssssnns 50
14 FEHLERBEHEBUNG ...t sms s s s s s s e nsn s 52
IR 171210 55
16 ANWENDERHINWEISE........... s sses s s ss s s s s m s s s s 55
17 HINWEIS FUR DEN KAUFER: EINGESCHRANKTE LIZENZ.........ccccosrvursmneeusseesssessssssssses 56
Appendix A QUICK START GUIDE......... s s s sssssssssssssssssssnes 57

SCH mRTSGO7ING_de 2025-08-27 Uberarbeitung 03 3/64



BCR-ABL Dx ELITe MGB® Kit

RTSGO7ING

1 VERWENDUNGSZWECK

Das Produkt BCR-ABL Dx ELITe MGB® Kit ist ein In-vitro-Diagnostikum, das fir die Anwendung durch
medizinisches Fachpersonal in qualitativen Multiplex-Nukleinsaure-RT- (reverse Transkription) und Real-Time-
PCR-Assays zum Nachweis der mRNA des BCR::ABL (BCR-ABL)-Rearrangements und zur Unterscheidung der
aus klinischen Proben extrahierten Hauptvarianten, bestimmt ist.

Der Assay ist in der Lage, p190 e1a2, p195 e6a2, p200 e8a2, p210 e13a2 und e14a2 (Typisierung mittels
Schmelzanalyse), p230 e19a2 in der ersten Reaktion sowie p190 e1a3, p195 e6a3, p200 e8a3, p210 e13a3 und
e14a3 (Typisierung mittels Schmelzanalyse), p230 e19a3 in der zweiten Reaktion nachzuweisen und zu
identifizieren.

Dieser Assay ist in Verbindung mit den Geraten ELITe InGenius® und ELITe BeGenius®, automatisierten und
integrierten Systemen zur Extraktion, reversen Transkription, Real-Time-PCR und Ergebnisinterpretation mit
menschlichen Proben von peripheren Blutleukozyten (PBL) validiert.

Das Produkt dient als Hilfsmittel bei der Diagnose von BCR::ABL-positiver Leukamie bei Patienten mit Verdacht
auf eine Leukdmie im Zusammenhang mit einem BCR::ABL-Rearrangement.

Bei der Interpretation der Ergebnisse muissen alle relevanten klinischen Beobachtungen und Laborbefunde
herangezogen werden.

2 TESTPRINZIP

Bei dem Assay handelt es sich um ein qualitatives Real-Time-PCR-Verfahren mit Multiplex-RT (reverse
Transkription) zum Nachweis und zur Identifizierung der wichtigsten BCR-ABL-Isoformen-mRNAs in Gesamt-
RNA, die aus PBL-Proben isoliert und dann in zwei Reaktionen unter Verwendung der kompletten
Reaktionsgemische BCR-ABL a2 und BCR-ABL a3, die Primer und Sonden mit ELITe MGB-Technologie
enthalten, revers transkribiert und amplifiziert wird.

Tabelle 1
Nachgewiesene BCR-ABL-Isoformen-mRNAs
BCR-ABL a2 PCR Mix BCR-ABL a3 PCR Mix

p190 ela2 ela3

p195 eba2 e6a3

p200 e8a2 e8a3

p210 (Typisierung mittels e13a2 e13a3
Schmelzanalyse) e14a2 e14a3

p230 e19a2 e19a3

Die ELITe MGB-Sonden werden aktiviert, wenn sie mit den jeweiligen PCR-Produkten hybridisieren. ELITe
InGenius und ELITe BeGenius Uberwachen den Fluoreszenzanstieg und berechnen die Schwellenwertzyklen
(Ct) sowie die Schmelztemperaturen (Tm).

Bei den ELITe MGB-Sonden werden die Fluorophore im spiralférmig gefalteten, einzelstrangigen Zustand der
Sonde gequencht. Die Fluorophore sind in der Sonden/Amplicon-Duplex aktiv, da der Quencher rdumlich von
dem Fluorophor getrennt ist. Es ist zu beachten, dass das Fluorophor wahrend der PCR nicht abgespalten wird
und fir die Dissoziationsanalyse und die Berechnung der Schmelztemperatur verwendet werden kann.

3 BESCHREIBUNG DES PRODUKTS

Das BCR-ABL Dx ELITe MGB Kit umfasst die folgenden Komponenten:

» BCR-ABL a2 PCR Mix, ein optimiertes und stabilisiertes PCR-Gemisch, das die spezifischen Primer und
Sonden enthalt fur:
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* p190 e1a2-mRNA, nachgewiesen im Kanal p190a2 die Sonde ist durch den MGB stabilisiert, mit dem
Eclipse Dark Quencher® gequencht und mit einem FAM-Farbstoff markiert,

* p195 e6a2-mRNA, nachgewiesen im Kanal p195a2; die Sonde ist durch den MGB stabilisiert, mit dem
Eclipse Dark Quencher gequencht und mit dem Farbstoff AquaPhluor ® 593 (AP593) markiert,

* p200 e8a2-mRNA, nachgewiesen im Kanal p200a2; die Sonde ist durch den MGB stabilisiert, mit dem
Eclipse Dark Quencher gequencht und mit dem Farbstoff AquaPhluor 559 (AP559) markiert,

* p210 e13a2- und e14a2-mRNA, nachgewiesen im Kanal p210a2; die Sonden sind durch den MGB
stabilisiert, mit dem Eclipse Dark Quencher gequencht und mit dem Farbstoff AquaPhluor 639 (AP639)
markiert,

* p230 e19a2-mRNA, nachgewiesen im Kanal p230a2; die Sonde ist durch den MGB stabilisiert, mit dem
Eclipse Dark Quencher gequencht und mit dem Farbstoff AquaPhluor 690 (AP690) markiert,

+ ABL-mRNA, als endogene Internal Control, nachgewiesen im Kanal ICa2; die Sonde ist durch den MGB
stabilisiert, mit dem Eclipse Dark Quencher gequencht und mit dem Farbstoff AquaPhluor 525 (AP525)
markiert,

Der BCR-ABL a2 PCR Mix enthalt auflerdem Puffer, Magnesiumchlorid, Nukleotidtriphosphate und ,Hot-
start“-DNA-Polymerase.

+ BCR-ABL a3 PCR Mix, ein optimiertes und stabilisiertes PCR-Gemisch, das die spezifischen Primer und
Sonden enthalt fir:

* p190 e1a3-mRNA, nachgewiesen im Kanal p190a3; die Sonde ist durch den MGB stabilisiert, mit dem
Eclipse Dark Quencher gequencht und mit einem FAM-Farbstoff markiert,

* p195 eB6a3-mRNA, nachgewiesen im Kanal p195a3; die Sonde ist durch den MGB stabilisiert, mit dem
Eclipse Dark Quencher gequencht und mit dem Farbstoff AquaPhluor 593 (AP593) markiert,

* p200 e8a3-mRNA, nachgewiesen im Kanal p200a3; die Sonde ist durch den MGB stabilisiert, mit dem
Eclipse Dark Quencher gequencht und mit dem Farbstoff AquaPhluor 559 (AP559) markiert,

* p210 e13a3- und e14a3-mRNA, nachgewiesen im Kanal p210a3; die Sonden sind durch den MGB
stabilisiert, mit dem Eclipse Dark Quencher gequencht und mit dem Farbstoff AquaPhluor 639 (AP639)
markiert,

* p230 e19a3-mRNA, nachgewiesen im Kanal p230a3; die Sonde ist durch den MGB stabilisiert, mit dem
Eclipse Dark Quencher gequencht und mit dem Farbstoff AquaPhluor 690 (AP690) markiert, durch den
MGB stabilisiert und mit dem EDQ gequencht,

* ABL-mRNA, als endogene Internal Control, nachgewiesen im Kanal ICa3; die Sonde ist durch den MGB
stabilisiert, mit dem Eclipse Dark Quencher gequencht und mit dem Farbstoff AquaPhluor 525 (AP525)
markiert.

Der BCR-ABL a3 PCR Mix enthalt auRerdem Puffer, Magnesiumchlorid, Nukleotidtriphosphate und ,Hot-
start“-DNA-Polymerase.

* RT EnzymeMix, ein optimiertes und stabilisiertes Gemisch aus Enzymen zur reversen Transkription.

Das BCR-ABL Dx ELITe MGB Kit enthalt ausreichend Reagenzien fir 48 Tests auf dem ELITe InGenius und
ELITe BeGenius, wobei 20 ul PCR-Gemische und 0,3 pl RT EnzymeMix pro Reaktion verwendet werden.

Der BCR-ABL Dx ELITe MGB Kit kann auch in Verbindung mit gleichwertigen Geraten verwendet werden.
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MIT DEM PRODUKT BEREITGESTELLTE MATERIALIEN

Komponente

Beschreibung

Menge

Gefahrenklasse

BCR-ABL a2 PCR Mix
Art.-Nr. RTSG07INGA2

Gemisch aus Reagenzien fir die reverse
Transkription und Real-Time-PCR in
Roéhrchen mit WEISSEM Verschluss

2 x600 pl

BCR-ABL a3 PCR Mix
Art.-Nr. RTSGO7INGA3

Gemisch aus Reagenzien fiir die reverse
Transkription und Real-Time-PCR in
Réhrchen mit GELBEM Verschluss

2 x600 pl

RT EnzymeMix
Art.-Nr. RTS003-RT

Enzyme zur reversen Transkriptase in
Réhrchen mit Verschluss mit
SCHWARZEM Einsatz

2x20 pl
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5 ERFORDERLICHE, ABER NICHT MITGELIEFERTE
MATERIALIEN

* Laminar-Flow-Haube.

» Puderfreie Einweghandschuhe aus Nitril oder einem ahnlichen Material.
* Vortex-Mixer.

» Tischzentrifuge (~5.000 U/min).

» Tisch-Mikrozentrifuge (~13.000 U/min).

» Mikropipetten und sterile Spitzen mit Aerosolfilter oder sterile Direktverdrangerspitzen (Volumenbereich: 0,5—
1000 pl).

* 50-ml-Réhrchen mit Schraubverschluss (Sarstedt, Deutschland, Art.-Nr. 62.547.254).
* 15-ml-Réhrchen mit Schraubverschluss (Sarstedt, Deutschland, Art.-Nr. 62.554.502).
» Sarstedt 2,0-mI-Réhrchen mit Schraubverschluss (Sarstedt, Art.-Nr. 72.694.005).

* Hochreines Wasser fur die Molekularbiologie.

6 ANDERE ERFORDERLICHE PRODUKTE

Die Reagenzien fir die Extraktion der Probe, die Amplifikations-Positiv- und Negativkontrolle und die
Verbrauchsmaterialien sind nicht in diesem Produkt enthalten.

Fir die automatisierte Nukleinsdureextraktion, reverse Transkription, Real-Time-PCR und Ergebnisinterpretation
von Proben werden die folgenden Produkte bendtigt:
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Tabelle 3

Gerite und Software Produkte und Reagenzien

ELITe InGenius (ELITechGroup S.p.A., EG SpA, Art.-Nr.
INT030).

ELITe InGenius Software, Version 1.3.0.19 (oder spater).
BCR-ABL a2 ELITe _PC
BCR-ABL a3 ELITe _PC

Assay-Protokolle (Assay Protocols) mit Parametern flr die
Analyse der Positive Controls

BCR-ABL a2 ELITe _NC ELITe InGenius SP RNA (EG SpA, Art.-Nr. INTO34SPRNA),
BCR-ABL a3 ELITe _NC ELITe InGenius DNase | (EG SpA, Art.-Nr. INTO34DNASE).
Assay-Protokolle (Assay Protocols) mit Parametern fiir die | Alternative Caps For Extraction Tubes (EG SpA, Art.-Nr.
Ana|yse der Negative Controls 925-CAP) nur mit ELITe InGenius (optlonal).
BCR-ABL a2 ELITe _PBL_200_100 ELITe InGenius DNase tube adapter Kit (EG S.p.A. Art.-Nr.
BCR-ABL a3 ELITe_PBL_200_100 (6431-000). B
Assay-Protokolle (Assay Protocols) mit Parametern flr die g?g&;%?:-l\j%x - ELITe Positive Control (EG SpA, Art.-Nr.
PBL-Probenanalyse. . ) .

CeI_I LyS|s_ Solution (Promega, Art.-Nr. A7933 oder
ELITe BeGenius (EG SpA, Art.-Nr. INT040). gleichwertiges Reagens).

RNA Lysis Buffer (Promega, Art.-Nr. Z3051 oder
gleichwertiges Reagens).

Thioglycerol (Promega, Art.-Nr. A208B-C oder

ELITe BeGenius Software, Version 2.2.1 (oder spater).
BCR-ABL a2 ELITe _Be_PC
BCR-ABL a3 ELITe _Be PC gleichwertiges Reagens).

Assay-Protokolle (Assay Protocols) mit Parametern fir die | g |1e InGenius und ELITe BeGenius Verbrauchsmaterialien

Analyse der Positive Controls (siehe ELITe InGenius und ELITe BeGenius
BCR-ABL a2 ELITe _Be_NC Gebrauchsanweisung)

BCR-ABL a3 ELITe_Be_NC

Assay-Protokolle (Assay Protocols) mit Parametern flr die
Analyse der Negative Controls

BCR-ABL a2 ELITe _Be_PBL_200_100
BCR-ABL a3 ELITe _Be_PBL_200_100

Assay-Protokolle (Assay Protocols) mit Parametern fir die
PBL-Probenanalyse.

7 WARNHINWEISE UND VORSICHTSMASSNAHMEN

Dieses Produkt ist nur fiir den In-vitro-Gebrauch bestimmt.

71 Allgemeine Warnhinweise und VorsichtsmafRnahmen

Alle biologischen Proben sind so zu handhaben und zu entsorgen, als waren sie infektids. Direkten Kontakt mit
biologischen Proben vermeiden. Verspritzen und Aerosolbildung vermeiden. Réhrchen, Spitzen und andere
Materialien, die mit den biologischen Proben in Kontakt kommen, missen vor der Entsorgung mindestens 30
Minuten lang mit 3%igem Natriumhypochlorit (Bleiche) behandelt oder eine Stunde lang bei 121 °C autoklaviert
werden.

Alle zur Durchfiihrung des Tests verwendeten Reagenzien und Materialien sind so zu handhaben und zu
entsorgen, als waren sie infektids. Direkten Kontakt mit den Reagenzien vermeiden. Verspritzen und
Aerosolbildung vermeiden. Abfall ist unter Einhaltung angemessener Sicherheitsstandards zu handhaben und zu
entsorgen. Brennbares Einwegmaterial muss verbrannt werden. Saurer und basischer Flussigabfall muss vor der
Entsorgung neutralisiert werden. Extraktionsreagenzien durfen nicht mit Natriumhypochlorit (Bleiche) in Kontakt
kommen.

Geeignete Schutzkleidung und Schutzhandschuhe sowie Augen-/Gesichtsschutz tragen.

Lésungen niemals mit dem Mund pipettieren.

Das Essen, Trinken, Rauchen oder die Verwendung von Kosmetika ist in den Arbeitsbereichen untersagt.
Nach der Handhabung von Proben und Reagenzien griindlich die Hande waschen.

Restliche Reagenzien und Abfélle gemaR den geltenden Vorschriften entsorgen.
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Vor der Durchfiihrung des Assays alle bereitgestellten Anweisungen aufmerksam lesen.

Bei der Durchflihrung des Tests die bereitgestellten Produktanweisungen befolgen.

Das Produkt nicht nach dem angegebenen Ablaufdatum verwenden.

Es dirfen nur mit dem Produkt bereitgestellte und vom Hersteller empfohlene Reagenzien verwendet werden.
Keine Reagenzien aus unterschiedlichen Chargen verwenden.

Keine Reagenzien anderer Hersteller verwenden.

7.2 Warnhinweise und VorsichtsmaBnahmen fiir die Molekularbiologie

Molekularbiologische Verfahren dirfen nur von qualifizierten und geschulten Fachkraften durchgefiihrt werden,
um fehlerhafte Ergebnisse zu vermeiden, insbesondere im Hinblick auf den Nukleinsaureabbau in den Proben
oder die Probenkontamination durch PCR-Produkte.

Niemals Laborkittel, Schutzhandschuhe oder Hilfsmittel aus dem flir die Amplifikation / den Nachweis von
Amplifikationsprodukten  vorbehaltenen Bereich in den fir die Extraktion/Vorbereitung der
Amplifikationsreaktionen vorbehaltenen Bereich bringen.

Es werden Laborkittel, Handschuhe und Werkzeuge bendtigt, die speziell fur den jeweiligen Arbeitslauf
vorgesehen sind.

Die Proben mussen geeignet und moglichst fir diese Art der Analyse bestimmt sein. Proben miissen unter einer
Laminar-Flow-Haube gehandhabt werden. Die zur Verarbeitung der Proben verwendeten Pipetten dirfen
ausschlieBlich fir diesen Zweck verwendet werden. Die Pipetten missen entweder Direktverdrangungspipetten
sein oder zusammen mit Aerosolfilterspitzen verwendet werden. Die verwendeten Spitzen missen steril und
sowohl DNase- und RNase-frei als auch DNA- und RNA-frei sein.

Die Reagenzien mussen unter einer Sicherheitswerkbank gehandhabt werden. Die Pipetten, die fir die
Handhabung der Reagenzien verwendet werden, durfen nur fir diesen Zweck verwendet werden. Die Pipetten
mussen entweder Direktverdrangungspipetten sein oder zusammen mit Aerosolfilterspitzen verwendet werden.
Die verwendeten Spitzen mussen steril und sowohl DNase- und RNase-frei als auch DNA- und RNA-frei sein.

Die Extraktionsprodukte missen so verwendet werden, dass eine Freisetzung in die Umgebung minimiert wird,
um die Mdglichkeit einer Kontamination zu vermeiden.

Die PCR Cassette muss vorsichtig behandelt werden und darf niemals gedffnet werden, um die Diffusion von
PCR-Produkten in die Umgebung und die Kontamination der Proben und Reagenzien zu vermeiden.

7.3 Komponentenspezifische Warnhinweise und VorsichtsmaBnahmen
Tabelle 4
Komponente Umgeburﬂgzzrl:\r?:ratur bei HaltRszrii(t:Each Gefrier- und Auftauzyklen
BCR-ABL a2 PCR Mix -20°C oder darunter ) )
60 Tage bis zu flnf

BCR-ABL a3 PCR Mix (lichtgeschiitzt)

60 Tage bis zu zehn Mal furr bis zu zehn

RT EnzymeMix -20°C oder darunter Minuten bei +2 bis +8 °C

8 PROBEN UND KONTROLLEN
8.1 Proben

Dieses Produkt ist fir die Verwendung auf dem ELITe InGenius und ELITe BeGenius mit den folgenden
klinischen Proben, die gemal den Laborrichtlinien identifiziert und gehandhabt und unter den folgenden
Bedingungen enthommen, transportiert und gelagert wurden, bestimmt:
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Probe

Anforderungen an die Enthahme

Transport-/Lagerbedingungen

+16 / +26 °C (Raumtemperatur)

Peripheres Blut,

das in EDTA oder Natriumcitrat
entnommen wurde

innerhalb von 24 Stunden und spatestens nach
48 Stunden

Peripheres Blut nicht einfrieren, um den Abbau von RNA zu verhindern.

Wenn Sie mit peripherem Blut beginnen, missen Sie die Leukozyten gemaf den folgenden Angaben trennen.

Tabelle 6

A. Vorbehandlungsverfahren fiir die
Leukozytenisolierung mit Buffy-Coat

B. Vorbehandlungsverfahren fiir die
Leukozytenisolierung mit direkter Lyse

1 Bendtigte 15-ml- und 2-ml-Réhrchen vorbereiten und
mit einem Permanentmarker beschriften.

Bendotigte 50-ml- und 2-ml-Réhrchen vorbereiten und mit
einem Permanentmarker beschriften.

2 Nicht anwendbar

Cell Lysis Solution (Promega, Art.-Nr. A7933) in ein 50-ml-
Réhrchen dispensieren: 15 ml verwenden, wenn von 5 mi
Blut ausgegangen wird bzw. 30 ml, wenn von 10 ml Blut
ausgegangen wird (Verhaltnis 3:1).

3 Periphere Blutproben, die in EDTA oder Natriumcitrat entnommen wurden, durch Umdrehen griindlich mischen.

4 5-10 mL frisches peripheres Blut in das 15-ml-
Roéhrchen Uberflihren.

5-10 mL frisches peripheres Blut in das 50-mI-Réhrchen
Uberfiihren.

5 10 Minuten bei 3.000 RZB zentrifugieren (ohne
Bremse).

Nicht anwendbar

6 5 ml Cell Lysis Solution (Promega, Art.-Nr. A7933) in
ein neues 15-ml-Réhrchen dispensieren.

Nicht anwendbar

7 Mit einer 1-ml-Pipette den nach der Zentrifugation
erhaltenen Buffy-Coat entfernen und in das 15-ml-
Réhrchen mit der Zelllyse-Lésung Uberfihren. Die
Spitze in der Losung abwaschen, bis sie frei von
Zellen ist.

Nicht anwendbar

8 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren und mindestens 3—4 Mal durch Umdrehen mischen (nicht vortexen).

9 10 Minuten bei 3.000 RZB zentrifugieren.
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Tabelle 6 (continued)

A. Vorbehandlungsverfahren fiir die B. Vorbehandlungsverfahren fiir die
Leukozytenisolierung mit Buffy-Coat Leukozytenisolierung mit direkter Lyse

Die ideale Menge an weil3en Blutkorperchen ist in der folgenden Abbildung im MaRstab 1:1 dargestellt.

10

« st das Pellet gleich groR oder kleiner als das oben gezeigte, den Uberstand entfernen, das Pellet in
1,5 ml Zelllyse-L6ésung resuspendieren und in ein 2,0-mI-Réhrchen Gberflhren.

+ Ist das Pellet groRer als das oben gezeigte, den Uberstand entfernen, das Pellet in 3 ml Zelllyse-
Losung resuspendieren und 1,5 ml in zwei verschiedene 2,0-mI-Réhrchen Gberfihren.

11 | Erneut zirka 2 Minuten bei 3.000 RZB zentrifugieren.

12 | Vorsichtig den Uberstand entfernen (darauf achten, dass auch (iber dem Pellet aus weiRen Blutkdrperchen
befindliche Spuren von roten Blutkdrperchen entfernt werden).

13 | Das Pellet durch Pipettieren vorsichtig in 200 pl Homogenisierungslosung (1 ml RNA Lysis Buffer, Promega, Art.-Nr.
Z3051 + 20 pl 1-Thioglycerol, Promega, Art.-Nr. A208B-C) lysieren.

Das PBL-Lysat kann sofort verwendet oder unter den folgenden Bedingungen aufbewahrt werden:

Tabelle 7
Lagerungsbedingungen
Probentyp Anforderungen an den Puffer | .20 +10°C 70 +15°C
PBL-Lysat Homogenisierungsldsung < ein Monat < ein Monat

Zum Testen von Proben mit dem ELITe InGenius und ELITe BeGenius mussen die folgenden Assay-Protokolle
(Assay Protocol) verwendet werden. Diese IVD-Protokolle wurden speziell mit ELITe MGB Kits und dem ELITe
InGenius oder dem ELITe BeGenius mit den angegebenen Matrizes validiert.
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Tabelle 8
Assay-Protokolle fiir BCR-ABL Dx ELITe MGB Kit
Probe Instrument Name des Assay-Protokolls Melden Sie Eigenschaften
BCR-ABL a2 ELITe_PBL_200_100 Extraktion Eingangsvolumen:
ELITe 200
InGenius | BCR.ABL a3 ELITe_PBL_200_100 Extrahiertes Elutionsvolumen:
100 pl
PBL BCR-ABL a2 ELITe_Be_PBL_200_100 | positiv/negativ | Beschallung: KEINE
ELITe Verdunnungsfakt'oT: 1
BeGenius Volumen PCR-Mix: 20 ul
BCR-ABL a3 ELITe_Be_PBL_200_100 Eingangsvolumen Proben-
PCR: 10 l

Bei allen Protokollen missen 200 ul vorbehandelte Probe verwendet werden:

* bei ELITe InGenius das PBL-Lysat aus dem 2,0-ml-Réhrchen in ein Extraktionsrohrchen uberfiihren
(Blaschenbildung beim Pipettieren vermeiden),

* bei ELITe BeGenius wird direkt das 2,0-mI-Réhrchen mit dem PBL-Lysat verwendet

Bevor die vorbehandelten Proben auf die Gerate geladen werden, den Inhalt 5 Sekunden lang herunterzentrifu-
gieren und auf Eis oder in einem Kihlblock lagern. Bei Verwendung des Extraction Tube (Extraktionsrohr-
chen) wird empfohlen, auch den dafiir vorgesehenen Verschluss zu verwenden (EG SpA, Art.-Nr. 925-CAP).

Das Pipettieren von Proben in das Extraktionsréhrchen kann Kontamination verursachen. Die geeigneten
Pipetten verwenden und alle im Abschnitt ,Warnhinweise und Vorsichtsmaflinahmen*® aufgefiihrten Empfehlun-
gen befolgen.

Aufgereinigte Nukleinsauren kdnnen bei Raumtemperatur 16 Stunden und bei -20 °C oder darunter hochstens
einen Monat aufbewahrt werden.

Daten zu stérenden Substanzen sind im Abschnitt ,Leistungsmerkmale“ sind ,Potenziell interferierende
Substanzen® aufgefuhrt.

8.2 PCR-Kontrollen
Die Ergebnisse der PCR-Kontrollen mussen fir jede Charge des PCR-Reagenzes erstellt und genehmigt werden.

» Fur die Positive Control BCR-ABL a2 Positive Control und BCR-ABL a3 Positive Control, Komponenten
des Produkts BCR-ABL Dx - ELITe Positive Control (nicht im Lieferumfang dieses Kits enthalten), mit den
Assay-Protokollen BCR-ABL a2 ELITe_PC oder BCR-ABL a2 ELITe_Be_PC bzw. BCR-ABL a3 ELITe_PC
oder BCR-ABL a3 ELITe_Be_PC verwenden.

Fir die Negative Control hochreines Wasser fur die Molekularbiologie (nicht im Lieferumfang dieses Kits
enthalten) mit den Assay-Protokollen BCR-ABL a2 ELITe_NC oder BCR-ABL a2 ELITe_Be_NC bzw. BCR-
ABL a3 ELITe_NC oder BCR-ABL a3 ELITe_Be_NC verwenden.

SCH mRTSGO7ING_de 2025-08-27 Uberarbeitung 03 12/64



BCR-ABL Dx ELITe MGB® Kit

RTSGO7ING

* ELITe InGenius und ELITe BeGenius ermdglichen die Erstellung und Speicherung der Validierung der
PCR-Kontrollen fur jede PCR-Reagenziencharge. Die Ergebnisse der PCR-Kontrollen verfallen nach 15
Tagen, danach missen die Positive Control und die Negative Control erneut durchgefiihrt werden. Die
PCR-Kontrollen missen erneut generiert werden, wenn eines der folgenden Ereignisse eintritt:

+ eine neue Reagenziencharge wird verwendet,
+ die Ergebnisse der Qualitatskontrollanalyse (siehe nachster Abschnitt) liegen auferhalb der Spezifikation,

+ es werden gréRere Wartungs- oder Instandhaltungsarbeiten an ELITe InGenius oder ELITe BeGenius
durchgefiihrt.

8.3 Qualitatskontrollen

Es wird empfohlen, das Extraktions- und PCR-Verfahren zu Uberprifen. Es kénnen archivierte Proben oder
zertifiziertes Referenzmaterial verwendet werden. Externe Kontrollen sind gemaR den einschlagigen
Anforderungen der lokalen, staatlichen und fdderalen Akkreditierungsorganisationen zu verwenden.

9 VERFAHREN BEI ELITe InGenius

Das beim Gebrauch des BCR-ABL Dx ELITe MGB Kit mit dem ELITe InGenius anzuwendende Verfahren
besteht aus drei Schritten:

Tabelle 9

SCHRITT | Prifung der Systembereitschaft
1

A) Probenlauf (Extract + PCR [Extraktion + PCR])

SCHRITT | Einrichtungdes | g) | auf mit eluierter Probe (PCR Only [nur PCRJ)

C) Lauf fur die Positive Control und Negative Control (PCR Only [nur PCR])

1) Validierung der Ergebnisse der Positive Control und Negative Control

Uberpriifung und
Genehmigung der | 2) Validierung der Probenergebnisse
Ergebnisse

SCHRITT
3

3) Ausgabe des Probenergebnisberichts

9.1 SCHRITT 1 - Priifung der Systembereitschaft
Vor Beginn des Laufs:
* ELITe InGenius einschalten und den Modus ,,CLOSED" (geschlossen) auswahlen,

» auf der Startseite im Menl ,Controls® (Kontrollen) bestatigen, dass die PCR-Kontrollen (BCR-ABL a2
Positive Control, BCR-ABL a2 Negative Control, BCR-ABL a3 Positive Control, BCR-ABL a3 Negative
Control) fiir die zu verwendende Charge des PCR-Mix (BCR-ABL a2 PCR Mix und BCR-ABL a3 PCR Mix)
genehmigt und glltig (Status) sind. Wenn keine giiltigen PCR-Kontrollen fir die Charge PCR Mix verfiigbar
sind, die PCR-Kontrollen wie in den folgenden Abschnitten beschrieben durchfihren,

» den Typ des Laufs auswahlen, dazu die Anweisungen auf der grafischen Benutzeroberflache zur Einrichtung
des Laufs befolgen und die von EG SpA bereitgestellten Assay-Protokolle verwenden (siehe ,Proben und
Kontrollen®).

Falls das betreffende Assay Protokoll nicht im System geladen ist, wenden Sie sich an lhren ELITechGroup
Kundendienstvertreter vor Ort.
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9.2 SCHRITT 2 - Einrichtung des Laufs

Das BCR-ABL Dx ELITe MGB Kit kann mit ELITe InGenius fir die Durchfihrung der folgenden Laufe
verwendet werden:

A. Probenlauf (Extract + PCR [Extraktion + PCR]),
B. Lauf mit eluierter Probe (PCR Only [nur PCRY)),
C. Lauffur die Positive Control und Negative Control (PCR Only [nur PCRY]).

Alle bendtigten Parameter sind in den auf dem Gerat verfugbaren Assay Protokollen enthalten und werden bei
Auswahl des Assay Protokolls automatisch geladen.

Bei dem Produkt BCR-ABL Dx ELITe MGB Kit sollten sowohl im Setup A als auch im Setup B zwei Reaktionen
fur jede Probe durchgefiihrt werden: eine mit BCR-ABL a2 PCR Mix (fir BCR-ABL a2-Isoformen) und die an-
dere mit BCR-ABL a3 PCR Mix (fir BCR-ABL a3-Isoformen). Mit ELITe InGenius kénnen maximal 6 Proben
pro Lauf analysiert werden.

ELITe InGenius kann mit dem “Laboratory Information System” (Laborinformationssystem - LIS) verbunden
werden, worlber die Laufinformationen heruntergeladen werden kénnen. Weitere Informationen finden Sie im
Geratehandbuch.

Vor dem Einrichten eines Laufs:

1. Die bendtigten BCR-ABL a2 PCR Mix-Réhrchen (WEISSER Verschluss) und BCR-ABL a3 PCR Mix-
Roéhrchen (GELBER Verschluss) 30 Minuten auf Raumtemperatur auftauen. Jedes Roéhrchen reicht aus fur
24 Tests unter optimalen Bedingungen (mindestens 2 Tests pro Lauf). Dreimal durch Vortexen bei niedriger
Drehzahl 10 Sekunden lang mischen, dann den Inhalt 5 Sekunden lang herunterzentrifugieren und auf Eis
oder in einem Kihlblock lagern.

Den PCR Mix lichtgeschutzt auftauen lassen, da dieses Reagenz lichtempfindlich ist.

2. Die bendtigten RT EnzymeMix Réhrchen herausnehmen. Jedes Réhrchen reicht aus fur 48 Tests.
Vorsichtig mischen, danach den Inhalt 5 Sekunden lang herunterzentrifugieren und Réhrchen auf Eis oder in
einem Kuhlblock lagern.

Der RT EnzymeMix darf nicht langer als 10 Minuten Temperaturen tber -20 °C ausgesetzt werden.

3. Ein 2-ml-Réhrchen (Sarstedt Art.-Nr. 72.694.005, nicht im Lieferumfang des Kits enthalten) fiir jedes
komplette Reaktionsgemisch zubereiten und mit einem Permanentmarker beschriften.

4. Die bendtigten Volumina von BCR-ABL a2 PCR Mix, BCR-ABL a3 PCR Mix und RT EnzymeMix fur die
Zubereitung der kompletten Reaktionsgemische auf Grundlage der Anzahl (N) an zu analysierenden
Proben berechnen, wie in der nachstehenden Tabelle beschrieben.

Tabelle 10
Probenanzahl (N) BCR-ABL a2 PCR Mi')\(n il.;(nd BCR-ABL a3 PCR RT EnzymeMix
1sN<5 (N+1)x20ul (N+1)x0,3ul
6<N<11 (N+2)x20ul (N+2)x0,3ul
N=12 290 ul 4.4yl

5. Die kompletten Reaktionsgemische zubereiten: dazu die errechneten Volumina der zwei Komponenten in
das beschriftete 2-ml-Rdhrchen Uberfuhren. Dreimal durch Vortexen bei niedriger Drehzahl 10 Sekunden
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lang mischen, dann den Inhalt 5 Sekunden lang herunterzentrifugieren und auf Eis oder in einem Kihlblock

lagern.

Die kompletten Reaktionsgemische kdnnen innerhalb von 7 Stunden verwendet werden, wenn sie gekuhlt
aufbewahrt werden (fur 2 Laufe von jeweils 3,5 Stunden). Das komplette Reaktionsgemisch darf nicht zur Wie-
derverwendung aufbewahrt werden.

Die kompletten Reaktionsgemische sind lichtempfindlich und dirfen daher keinem direkten Licht ausgesetzt
werden.

6.

N

Ausgehend von PBL-Lysaten (Setup A), fur jede Probe einen integrierten Lauf (Modus ,Extract + PCR*®
[Extraktion + PCR]) mit BCR-ABL a2 PCR Mix und einen Amplifikationslauf (Modus ,PCR Only* [nur PCR])
mit BCR-ABL a3 PCR Mix durchfiihren.

Ausgehend von Extraktionsprodukten (Setup B), fiir jede Probe zwei Amplifikationslaufe (Modus ,PCR Only*
[Nur PCR]) mit BCR-ABL a2 PCR Mix und BCR-ABL a3 PCR Mix durchfiihren.

Es ist ratsam, eine Vorlage auf dem Gerat zu erstellen, um die Einrichtung des Laufs zu erleichtern (siehe
ELITe InGenius-Handbuch).

Zum Einrichten eines der drei

Benutzeroberflache ausfiihren:

Lauftypen die folgenden Schritte

unter Beachtung der grafischen

Tabelle 11
A. Probenlauf (Extract + PCR B. Lauf mit eluierter Probe (PCR C. Lauf fiir Positive und Negative
[Extraktion + PCR]) Only [nur PCRY]) Control (PCR Only [nur PCR])

1 Vorbehandelte Proben Elutionsréhrchen mit den Positive Control-Réhrchen (a2 und
identifizieren und, falls erforderlich, extrahierten Nukleinsauren auf a3) 30 Minuten auf Raumtemperatur
auf Raumtemperatur auftauen. Raumtemperatur auftauen. auftauen. Vorsichtig mischen,
Vorsichtig mischen, den Inhalt 5 Vorsichtig mischen, danach den danach den Inhalt 5 Sekunden lang
Sekunden lang Inhalt 5 Sekunden lang herunterzentrifugieren und Réhrchen
herunterzentrifugieren und Réhrchen | herunterzentrifugieren und Réhrchen | auf Eis oder in einem Kihlblock
auf Eis oder in einem Kuhlblock auf Eis oder in einem Kiihlblock lagern. Jedes Réhrchen reicht aus fir
lagern. lagern. 4 Reaktionen.

Fir diesen Assay missen 200 pl
Probe in ein zuvor etikettiertes
Extraktionsréhrchen Uberfiihrt
werden.

2 Nicht anwendbar Nicht anwendbar Die Negative Controls (a2 und a3)
vorbereiten: dazu mindestens 50 pl
hochreines Wasser flr die
Molekularbiologie in ein
Elutionsréhrchen Uberfiihren, das im
Lieferumfang des ELITe InGenius SP
200 Consumable Set enthalten ist.

3 Auf der Startseite ,Perform Run“ Auf der Startseite ,Perform Run“ Auf der Startseite ,Perform Run”

(Lauf durchfuihren) auswahlen. (Lauf durchflihren) auswahlen. (Lauf durchfuihren) auswahlen.

4 | Sicherstellen, dass das ,Extraction Sicherstellen, dass das ,Extraction Sicherstellen, dass das ,Extraction
Input Volume* (Extraktion Input Volume* (Extraktion Input Volume* (Extraktion
Eingangsvolumen) 200 pl und das Eingangsvolumen) 200 pl und das Eingangsvolumen) 200 pl und das
extrahierte ,Extracted Elute Volume* | extrahierte ,Extracted Elute Volume® | extrahierte ,Extracted Elute Volume*
(Extrahiertes Eluatvolumen) 100 pl (Extrahiertes Eluatvolumen) 100 ul (Extrahiertes Eluatvolumen) 100 ul
betragt. betragt. betragt.
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A. Probenlauf (Extract + PCR
[Extraktion + PCR])

B. Lauf mit eluierter Probe (PCR
Only [nur PCRY])

C. Lauf fiir Positive und Negative
Control (PCR Only [nur PCR])

Reagenzname (,Reagent Name*),
Chargennummer und Ablaufdatum
eingeben.

5 Fir jede Probe eine Spur zuweisen Fir jede Probe eine Spur zuweisen Nicht anwendbar
und unter ,SamplelD® (SID) die und unter ,SamplelD* (SID) die
Proben-ID eingeben oder den Proben-ID eingeben oder den
Proben-Barcode einscannen. Proben-Barcode einscannen.

6 Das Assay-Protokoll in der Spalte Das Assay-Protokoll in der Spalte In der Spalte ,Assay” die Assay-
JAssay” (Prifung) auswahlen (siehe | ,Assay” (Priifung) auswéhlen (siche | Protokolle auswahlen (a2 und a3,
+Proben und Kontrollen®): fir jede ~Proben und Kontrollen®): fur jede siehe ,Proben und Kontrollen®).
Probe a2-Assay-Protokoll und a3- Probe a2-Assay-Protokoll und a3- Chargennummer und Ablaufdatum
Assay-Protokoll in der nachsten Spur | Assay-Protokoll in der ndchsten Spur | der Positive Control und der Negative
zuweisen. zuweisen. Control (hochreines Wasser fur die

Molekularbiologie) eingeben.

7 Fir das a2-Assay-Protokoll: Fir das a2-Assay-Protokoll: in der Sicherstellen, dass in der Spalte
sicherstellen, unter ,Protocol” Spalte ,Protocol” (Protokoll) ,PCR »Protocol“ (Protokoll) ,PCR Only* (nur
(Protokoll) das Protokoll ,Extract + Only* (nur PCR) und als PCR) ausgewahlt ist.

PCR* (Extraktion + PCR) angezeigt Probenladeposition in der Spalte

wird und unter ,Sample Position* ~Sample Position“ (Probenposition)

(Probenposition) ,Extraction Tube* sElution Tube (bottom row)*

(Extraktionsréhrchen) auswahlen. (Elutionsrohr [untere Reihe])
auswahlen.

8 Fir das a3-Assay-Protokoll: unter Fir das a3-Assay-Protokoll: in der Sicherstellen, dass die Ladeposition
+Protocol” das Protokoll ,PCR Only* Spalte ,Protocol” (Protokoll) ,PCR der Probe in der Spalte ,Sample
(Nur PCR) zuweisen und unter Only* (nur PCR) und in der Spalte Position“ (Probenposition) ,Elution
~Sample Position* (Probenposition) ~Sample Position“ (Probenposition) Tube (bottom row)* (Elutionsrohr
die Spur (,Track”) der Probe die Probenladeposition als Spur [untere Reihe]) lautet.
auswahlen. (, Track®) des Eluats auswahlen.

9 Auf ,Next* (Weiter) klicken, um Auf Next* (Weiter) klicken, um Auf ,Next* (Weiter) klicken, um
fortzufahren. fortzufahren. fortzufahren.

10 | Die kompletten Die kompletten Die kompletten
Reaktionsgemische gemal der Reaktionsgemische gemaR der Reaktionsgemische gemaR der
.Load List* (Liste Laden) auf den .Load List* (Liste Laden) auf den ,Load List* (Liste Laden) auf den
LInventory Block* (Bestandsmanager) | ,Inventory Block® (Bestandsmanager) | ,Inventory Block® (Bestandsmanager)
laden und die Chargennummer und laden und die Chargennummer und laden und die Chargennummer und
das Ablaufdatum des PCR Mix sowie | das Ablaufdatum des PCR Mix sowie | das Ablaufdatum des PCR Mix sowie
die Anzahl der Reaktionen fir jedes die Anzahl der Reaktionen fir jedes die Anzahl der Reaktionen fir jedes
Réhrchen eingeben. Roéhrchen eingeben. Réhrchen eingeben.

11 | Auf Next* (Weiter) klicken, um Auf ,Next® (Weiter) klicken, um Auf ,Next* (Weiter) klicken, um
fortzufahren. fortzufahren. fortzufahren.

12 | Die Spitzen in den , Tip Racks* Die Spitzen in den , Tip Racks" Die Spitzen in den ,Tip Racks*
(Spitzenstander) im ,Inventory Area“ | (Spitzenstander) im ,Inventory Area“ | (Spitzenstander) im ,Inventory Area®
(Inventarbereich) priifen und (Inventarbereich) prifen und (Inventarbereich) priifen und
Spitzenstander ggf. ersetzen. Spitzenstander ggf. ersetzen. Spitzenstander ggf. ersetzen.

13 | Auf ,Next* (Weiter) klicken, um Auf ,Next® (Weiter) klicken, um Auf ,Next* (Weiter) klicken, um
fortzufahren. fortzufahren. fortzufahren.

14 | PCR-Kassette, ELITe InGenius SP PCR-Kassette und Elutionsrohrchen | PCR-Kassette und Roéhrchen fur die
RNA-Extraktionskartuschen, ELITe mit extrahierten Proben laden. Positive Control und Negative
InGenius DNase I-Réhrchen Control laden.

(unverschlossen) und alle bendétigten
Verbrauchsmaterialien und zu
extrahierenden Proben laden.
15 | Im Bildschirm ,Dnase |“ ,Dnase | als | Nicht anwendbar Nicht anwendbar
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A. Probenlauf (Extract + PCR
[Extraktion + PCR])

B. Lauf mit eluierter Probe (PCR
Only [nur PCRY])

C. Lauf fiir Positive und Negative
Control (PCR Only [nur PCR])

16 | Auf ,Next® (Weiter) klicken, um
fortzufahren.

Auf ,Next* (Weiter) klicken, um
fortzufahren.

Auf ,Next* (Weiter) klicken, um
fortzufahren.

17 | SchlieBen Sie die Geratetdr.

SchlieRen Sie die Geratetdr.

SchlieRen Sie die Geratetr.

18 | ,Start” (Starten) driicken.

LStart” (Starten) driicken.

LStart” (Starten) driicken.

Nach Beendigung des Laufs ermdglicht ELITe InGenius es dem Benutzer, die Ergebnisse anzuzeigen, zu
genehmigen und zu speichern und den Bericht auszudrucken und zu speichern.

Am Ende des Laufs muss die ubrige extrahierte Probe im Elution Tube (Elutionsréhr) aus dem Gerat heraus-
genommen, verschlossen, gekennzeichnet und maximal einen Monat bei -20 £10 °C gelagert werden. Ein Ver-
schutten der extrahierten Probe vermeiden.

Die kompletten Reaktionsgemische konnen fiir bis zu 7 Stunden (2 Laufe von jeweils 3,5 Stunden) im ge-
kihlten Block des Gerats verbleiben. Vorsichtig mischen und den Inhalt dann 5 Sekunden lang herunterzentri-
fugieren, bevor der nachste Lauf beginnt. Das komplette Reaktionsgemisch darf nicht zur Wiederverwendung
aufbewahrt werden.

Am Ende des Laufs kann die tbrige Positive Control aus dem Gerat herausgenommen, verschlossen und bei
-20 °C oder darunter gelagert werden. Ein Verschutten der Positive Control vermeiden. Die Ubrige Negative
Control muss entsorgt werden.

BCR-ABL a2 Positive Control und BCR-ABL a3 Positive Control kdnnen fiir 4 separate Laufe von jeweils 3
Stunden verwendet werden.

Am Ende des Laufs missen die PCR-Kassette und die anderen Verbrauchsmaterialien unter Beriicksichtigung
samtlicher gesetzlicher und umweltrechtlicher Vorschriften entsorgt werden. Ein Verschitten der Reaktionspro-
dukte vermeiden.

9.3 SCHRITT 3 - Uberpriifung und Genehmigung der Ergebnisse

ELITe InGenius Uberwacht die Fluoreszenzsignale der Zielsequenz und der internen Kontrolle fir jede Reaktion
und wendet die Assay-Protokoll-Parameter automatisch an, um PCR-Kurven zu erstellen, anhand derer
anschlief3end die Ergebnisse interpretiert werden.

Am Ende des Laufs wird der Bildschirm ,Results Display“ (Ergebnisanzeige) automatisch angezeigt. Auf diesem
Bildschirm werden die Ergebnisse und die Laufinformationen dargestellt. Uber diesen Bildschirm kénnen
Ergebnisse genehmigt und Berichte (,Sample Report® (Probenbericht) oder ,Track Report® (Spurbericht))
ausgedruckt oder gespeichert werden. Weitere Informationen finden Sie im Geratehandbuch.

Bei Verwendung von BCR-ABL Dx ELITe MGB Kit werden fir jede Probe zwei Amplifikationslaufe mit BCR-
ABL a2 PCR Mix (fur BCR-ABL a2-Isoformen) und BCR-ABL a3 PCR Mix (fir BCR-ABL a3-Isoformen) durch-
geflhrt. Die Ergebnisanalyse wird fir beide Laufe durchgefiihrt.
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ELITe InGenius kann mit dem ,Laboratory Information System* (Laborinformationssystem — LIS) verbunden
werden, worlber die Laufinformationen heruntergeladen werden kénnen. Weitere Informationen finden Sie im
Geratehandbuch.

ELITe InGenius generiert Ergebnisse mithilfe des BCR-ABL Dx ELITe MGB Kit und geht dabei folgendermalien
vor:

1. Validierung der Ergebnisse der Positive Control und Negative Control,
2. Validierung der Probenergebnisse,

3. Ausgabe des Probenergebnisberichts.

9.3.1 Validierung der Ergebnisse des Amplifikationslaufs fur die Positivkontrolle und
Negativkontrolle

Die ELITe InGenius Software interpretiert die PCR-Ergebnisse der Zielsequenzen der Reaktionen der Positive
Control und der Negative Control mit den Parametern der Assay-Protokolle (Assay Protocols) BCR-ABL a2
ELITe_PC, BCR-ABL a3 ELITe_PC, BCR-ABL a2 ELITe_NC und BCR-ABL a3 ELITe_NC. Die sich daraus
ergebenden Ct- und Tm-Werte werden zur Uberprifung des Systems (Reagenziencharge und Gerat) verwendet.

Die Ergebnisse der Positive Control und Negative Control, die fir die PCR-Reagenziencharge spezifisch sind,
werden in der Datenbank (,Controls®) gespeichert. Sie koénnen von Mitarbeitern mit der Qualifikation
+LAdministrator oder ,Analyst® unter Befolgung der Anweisungen auf der grafischen Benutzeroberflache
angezeigt und genehmigt werden.

Die Ergebnisse der Positive Control und der Negative Control laufen nach 15 Tagen ab.

Die Ergebnisse der Amplifikation der Positive Control und Negative Control werden von der ELITe InGenius-
Software verwendet, um die Regelkarten (,Control Charts®) zur Uberwachung der Leistung der
Amplifikationsstufen einzurichten. Weitere Informationen finden Sie im Geratehandbuch.

Erfullt das Ergebnis der Positive Control bzw. Negative Control nicht die Annahmekriterien, wird die Meldung
.Failed” (nicht bestanden) im Bildschirm ,Controls” angezeigt. In diesem Fall kénnen die Ergebnisse nicht ge-
nehmigt werden und die Laufe der Positive Control oder Negative Control missen wiederholt werden.

Ist das Ergebnis der Positive Control bzw. Negative Control ungultig und wurden die Proben in denselben Lauf
einbezogen, kdnnen die Proben genehmigt werden; ihre Ergebnisse werden jedoch nicht validiert. In diesem
Fall mussen alle fehlgeschlagenen Kontrollen und Proben wiederholt werden.

9.3.2 Validierung der Probenergebnisse

Die ELITe InGenius Software interpretiert die PCR-Ergebnisse der Zielsequenzen (Kanale p190a2, p195a2,
p200a2, p210a2, p230a2) und der Internal Control (Kanal ICa2) mit den BCR-ABL a2 ELITe_PBL_200_100
Assay-Protokoll-Parametern und den Zielsequenzen (Kanale p190a3, p195a3, p200a3, p210a3 und p230a3)
und die Internal Control (Kanal ICa3) mit den BCR-ABL a3 ELITe_PBL_200_100 Assay-Protokoll-Parametern.

Die Ergebnisse werden auf dem Bildschirm ,Results Display“ (Ergebnisanzeige) angezeigt.

Die Probenlaufe kénnen genehmigt werden, wenn die in den nachfolgenden Tabellen angegebenen
Bedingungen erfilllt sind.
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Assay mit BCR-ABL a2 PCR Mix

1) Positivkontrolle

Status

BCR-ABL a2 Positive Control

APPROVED (Genehmigt)

2) Negativkontrolle

Status

BCR-ABL a2 Negative Control

APPROVED (Genehmigt)

Tabelle 13

Assay mit BCR-ABL a3 PCR Mix

1) Positivkontrolle

Status

BCR-ABL a3 Positive Control

APPROVED (Genehmigt)

2) Negativkontrolle

Status

BCR-ABL a3 Negative Control

APPROVED (Genehmigt)

Die Probenergebnisse werden von der ELITe InGenius-Software anhand der Assay-Protocol-Parameter

automatisch interpretiert. Die moglichen Ergebnismeldungen sind in der nachfolgenden Tabelle aufgefiihrt.

Fir jede Probe meldet das System eine Kombination aus den folgenden Meldungen, die angeben, ob die RNAs

nachgewiesen wurden oder nicht.

Tabelle 14

Assay mit BCR-ABL a2 PCR Mix

Ergebnis des Probenlaufs

Interpretation

p190a2:RNA Detected e1a2 (p190a2:RNA
Erkannt e1a2)

In der Probe wurde p190-mRNA nachgewiesen. Die Isoform ist e1a2.

p190a2:RNA Detected Typing not determined
(p190a2:RNA Erkannt Typing not determined )

p190-mRNA wurde nachgewiesen, die Tm-Analyse war jedoch nicht
maglich.

p190a2:RNA Not detected or below the LoD
(p190a2:RNA nicht erkannt oder unter
Nachweisgrenze)

In der Probe wurde keine p190-mRNA nachgewiesen. Die Probe
wurde negativ auf p190-mRNA getestet oder die p190-mRNA-
Konzentration liegt unter der Nachweisgrenze des Assays.

p200a2:RNA Detected e8a2 (p190a2:RNA
Erkannt e1a2)

In der Probe wurde p200-mRNA nachgewiesen. Die Isoform ist e8a2.

p200a2:RNA Detected Typing not determined
(p190a2:RNA Erkannt Typing not determined)

p200-mRNA wurde nachgewiesen, die Tm-Analyse war jedoch nicht
maoglich.

p200a2:RNA Not detected or below the LoD
(p190a2:RNA nicht erkannt oder unter
Nachweisgrenze)

In der Probe wurde keine p200-mRNA nachgewiesen. Die Probe
wurde negativ auf p200-mRNA getestet oder die p190-mRNA-
Konzentration liegt unter der Nachweisgrenze des Assays.

p195a2:RNA Detected e6a2 (p190a2:RNA
Erkannt e1a2)

In der Probe wurde p195-mRNA nachgewiesen. Die Isoform ist e6a2.

p195a2:RNA Detected Typing not determined
(p190a2:RNA Erkannt Typing not determined)

p195-mRNA wurde nachgewiesen, die Tm-Analyse war jedoch nicht
maoglich.

p195a2:RNA Not detected or below the LoD
(p190a2:RNA nicht erkannt oder unter
Nachweisgrenze)

In der Probe wurde keine p195-mRNA nachgewiesen. Die Probe
wurde negativ auf p195-mRNA getestet oder die p190-mRNA-
Konzentration liegt unter der Nachweisgrenze des Assays.
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Assay mit BCR-ABL a2 PCR Mix

Ergebnis des Probenlaufs

Interpretation

p210a2:RNA Detected e13a2 (p190a2:RNA
Erkannt e1a2)

In der Probe wurde p210-mRNA nachgewiesen. Die Isoform ist e13a2.

p210a2:RNA Detected e14a2 (p190a2:RNA
Erkannt e1a2)

In der Probe wurde p210-mRNA nachgewiesen. Die Isoform ist e14a2.

p210a2:RNA Detected e13a2 e14a2 (p210a2:
RNA nachgewiesen e13a2 e14a2)

In der Probe wurde p210-mRNA nachgewiesen. Beide Isoformen,
e13a2 und e14a2, sind vorhanden.

p210a2:RNA Detected Typing not determined
(p190a2:RNA Erkannt Typing not determined)

p210-mRNA wurde nachgewiesen, die Tm-Analyse war jedoch nicht
moglich.

p210a2:RNA Not detected or below the LoD
(p190a2:RNA nicht erkannt oder unter
Nachweisgrenze)

In der Probe wurde keine p210-mRNA nachgewiesen. Die Probe
wurde negativ auf p210-mRNA getestet oder die p190-mRNA-
Konzentration liegt unter der Nachweisgrenze des Assays.

p230a2:RNA Detected e19a2 (p190a2:RNA
Erkannt e1a2)

In der Probe wurde p230-mRNA nachgewiesen. Die Isoform ist e19a2.

p230a2:RNA Detected Typing not determined
(p190a2:RNA Erkannt Typing not determined)

p230-mRNA wurde nachgewiesen, die Tm-Analyse war jedoch nicht
maoglich.

p230a2:RNA Not detected or below the LoD
(p190a2:RNA nicht erkannt oder unter
Nachweisgrenze)

In der Probe wurde keine p230-mRNA nachgewiesen. Die Probe
wurde negativ auf p230-mRNA getestet oder die p190-mRNA-
Konzentration liegt unter der Nachweisgrenze des Assays.

Invalid - Retest Sample (Ungliltig - Probe
erneut testen).

Ungiiltiges Testergebnis aufgrund von fehlerhafter Internal Control.
Der Test sollte wiederholt werden.

Tabelle 15

Assay mit BCR-ABL a3 PCR Mix

Ergebnis des Probenlaufs

Interpretation

p190a3:RNA Detected e1a3 (p190a2:RNA
Erkannt e1a2)

In der Probe wurde p190-mRNA nachgewiesen. Die Isoform ist e1a3.

p190a3:RNA Detected Typing not determined
(p190a2:RNA Erkannt Typing not determined)

p190-mRNA wurde nachgewiesen, die Tm-Analyse war jedoch nicht
moglich.

p190a3:RNA Not detected or below the LoD
(p190a2:RNA nicht erkannt oder unter
Nachweisgrenze)

In der Probe wurde keine p190-mRNA nachgewiesen. Die Probe
wurde negativ auf p190-mRNA getestet oder die p190-mRNA-
Konzentration liegt unter der Nachweisgrenze des Assays.

p200a3:RNA Detected e8a3 (p190a2:RNA
Erkannt e1a2)

In der Probe wurde p200-mRNA nachgewiesen. Die Isoform ist e8a3.

p200a3:RNA Detected Typing not determined
(p190a2:RNA Erkannt Typing not determined)

p200-mRNA wurde nachgewiesen
die Tm-Analyse war jedoch nicht mdglich.

p200a3:RNA Not detected or below the LoD
(p190a2:RNA nicht erkannt oder unter
Nachweisgrenze)

In der Probe wurde keine p200-mRNA nachgewiesen. Die Probe
wurde negativ auf p200-mRNA getestet oder die p190-mRNA-
Konzentration liegt unter der Nachweisgrenze des Assays.

p195a3:RNA Detected e6a3 (p190a2:RNA
Erkannt e1a2)

In der Probe wurde p195-mRNA nachgewiesen. Die Isoform ist e6a3.

p195a3:RNA Detected Typing not determined
(p190a2:RNA Erkannt Typing not determined)

p195-mRNA wurde nachgewiesen, die Tm-Analyse war jedoch nicht
maoglich.
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Tabelle 15 (continued)

Assay mit BCR-ABL a3 PCR Mix

Ergebnis des Probenlaufs Interpretation
p195a3:RNA Not detected or below the LoD In der Probe wurde keine p195-mRNA nachgewiesen. Die Probe
(p190a2:RNA nicht erkannt oder unter wurde negativ auf p195-mRNA getestet oder die p190-mRNA-
Nachweisgrenze) Konzentration liegt unter der Nachweisgrenze des Assays.
p210a3:RNA Detected e13a3 (p190a2:RNA In der Probe wurde p210-mRNA nachgewiesen. Die Isoform ist e13a3.
Erkannt e1a2)
p210a3:RNA Detected e14a3 (p190a2:RNA In der Probe wurde p210-mRNA nachgewiesen. Die Isoform ist e14a3.
Erkannt e1a2)

p210a3:RNA Detected e13a3 e14a3 (p210a2: In der Probe wurde p210-mRNA nachgewiesen. Beide Isoformen, e13a3
RNA Erkannt e13a2 e14a2) und e14a3, sind vorhanden.

p210a3:RNA Detected Typing not determined p210-mRNA wurde nachgewiesen, die Tm-Analyse war jedoch nicht
(p190a2:RNA Erkannt Typing not determined) moglich.

p210a3:RNA Not detected or below the LoD In der Probe wurde keine p210-mRNA nachgewiesen. Die Probe
(p190a2:RNA nicht erkannt oder unter wurde negativ auf p210-mRNA getestet oder die p190-mRNA-
Nachweisgrenze) Konzentration liegt unter der Nachweisgrenze des Assays.
p230a3:RNA Detected e19a3 (p190a2:RNA In der Probe wurde p230-mRNA nachgewiesen. Die Isoform ist e19a3.
Erkannt e1a2)

p230a3:RNA Detected Typing not determined p230-mRNA wurde nachgewiesen, die Tm-Analyse war jedoch nicht
(p190a2:RNA Erkannt Typing not determined) maoglich.

p230a3:RNA Not detected or below the LoD In der Probe wurde keine p230-mRNA nachgewiesen. Die Probe
(p190a2:RNA nicht erkannt oder unter wurde negativ auf p230-mRNA getestet oder die p190-mRNA-
Nachweisgrenze) Konzentration liegt unter der Nachweisgrenze des Assays.

Invalid-Retest Sample (Ungiiltig - Probe erneut | Ungiiltiges Testergebnis aufgrund von fehlerhafter Internal Control.
testen). Der Test sollte wiederholt werden.

Als ,Invalid - Retest Sample“ (Ungiiltig - Probe erneut testen) ausgegebene Proben: In diesem Fall wurde die
Internal-Control-RNA mdglicherweise aufgrund von Problemen beim Probenentnahme-, Vorbehandlungs-,
Extraktions-, RT- (reverse Transkription) oder PCR-Schritt nicht effizient erkannt (z. B. falsche Probenahme,
Abbau oder Verlust von RNA wahrend der Extraktion oder Inhibitoren im Eluat), was zu falschen Ergebnissen
fihren kann.

Wenn ausreichend Eluatvolumen Ubrig bleibt, kann das Eluat (verdinnt oder unverdiinnt) mithilfe eines
Amplifikationslaufs im Modus ,PCR Only* (nur PCR) erneut getestet werden. Ist das zweite Ergebnis ungiiltig,
muss die Probe beginnend mit der Extraktion einer neuen Probe im Modus ,Extract + PCR* (Extraktion + PCR)
erneut getestet werden (siehe ,Fehlerbehebung®).

Als ,pXXXxx: RNA Detected Typing not determined‘ (pXXXxx: RNA nachgewiesen — Typisierung nicht
bestimmt) ausgegebene Proben eignen sich nicht fir die Schmelzanalyse. In diesem Fall wurde ein Ct
nachgewiesen, aber der Tm-Wert wurde nicht nachgewiesen oder lag auRerhalb des festgelegten Bereichs, was
auf Probleme bei der Probenentahme, Vorbehandlung, Extraktion, reversen Transkription oder den PCR-
Schritten zuriickzufuhren ist (z. B. falsche Probenahme, Abbau oder Verlust von RNA wahrend der Extraktion
oder Verschleppung von Inhibitoren im Eluat oder hoher Hintergrund), was zu falschen Ergebnissen fiihren kann.

Wenn ausreichend Eluatvolumen ubrig bleibt, empfiehlt es sich, die Probe (unverdiinnt oder verdinnt) mithilfe
eines Amplifikationslaufs im Modus ,PCR Only“ (Nur PCR) erneut zu testen. Ist das zweite Ergebnis identisch,
sollte die Probe beginnend mit der Extraktion einer neuen Probe im Modus ,Extract + PCR* (Extraktion + PCR)
erneut getestet werden (siehe ,Fehlerbehebung®).

Als ,pXXXxx: RNA: Not detected or below the LoD* (pXXXxx: RNA nicht nachgewiesen oder unter der
Nachweisgrenze) ausgegebene Proben sind fiir die Analyse geeignet, es wurde jedoch keine BCR-ABL-DNA
nachgewiesen. In diesem Fall kann entweder die Probe fiir BCR-ABL-RNA negativ sein oder die BCR-ABL-RNA
ist bei einer Konzentration unter der Nachweisgrenze des Tests vorhanden (siehe ,Leistungsmerkmale®).
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Bei einem positiven Test mit mehreren Isoformen den Ct-Wert die Ct-Werte der einzelnen Varianten Gberprifen.
Die Coexpression der zusatzlichen BCR-ABL-Isoformen sollte nur diagnostiziert werden, wenn ihre Ct-Werte
mit den Haupt-Isoformen vergleichbar sind, die beim niedrigsten Ct-Wert nachgewiesen werden (siehe N. P. C.
Cross et al. 2023). Andernfalls sollte nur die Haupt-lsoform mit dem niedrigsten Ct-Wert angegeben werden.

Bei der Interpretation der mit dem Assay erhaltenen Ergebnisse miissen alle relevanten klinischen Beobach-
tungen und Laborbefunde herangezogen werden.

Die Probenergebnisse werden in der Datenbank gespeichert und kénnen, falls giltig, vom ,Administrator oder
JAnalyst unter Befolgung der Anweisungen auf der grafischen Benutzeroberfldche unter ,Results Display*
(Ergebnisanzeige) genehmigt werden. Uber das Fenster ,Results Display“ kénnen die Ergebnisse des
Probenlaufs als ,Sample Report* (Probenbericht) und ,Track Report® (Spurbericht) ausgedruckt und gespeichert
werden.

9.3.3 Ausgabe des Probenergebnisberichts

Die Probenergebnisse werden in der Datenbank gespeichert, und Berichte kénnen als ,Sample Report"
(Probenbericht) und ,Track Report* (Spurbericht) exportiert werden.

Der ,Sample Report® zeigt die Ergebnisdetails sortiert nach ausgewahlter Probe (SID, ,Sample ID*) an.
Der ,Track Report® zeigt die Ergebnisdetails nach ausgewahlter Spur an.

Der ,Sample Report* und der ,Track Report“ kdnnen ausgedruckt und von autorisiertem Personal unterschrieben
werden.

10 VERFAHREN BEI ELITe BeGenius

Das beim Gebrauch des BCR-ABL Dx ELITe MGB Kit mit dem ELITe BeGenius anzuwendende Verfahren
besteht aus drei Schritten:

Tabelle 16

SCHRITT | Prufung der Systembereitschaft
1

A) Probenlauf (Extract + PCR [Extraktion + PCR])

SCHRITT | Einrichtung des | ) Lauf mit eluierter Probe (PCR Only [nur PCRJ)

C) Lauf fiir die Positive Control und Negative Control (PCR Only [nur PCR])

1) Validierung der Ergebnisse der Positive Control und Negative Control

Uberpriifung und
Genehmigung der | 2) Validierung der Probenergebnisse
Ergebnisse

SCHRITT
3

3) Ausgabe des Probenergebnisberichts

10.1 SCHRITT 1 - Priifung der Systembereitschaft
Vor Beginn des Laufs:
* ELITe BeGenius einschalten und den Modus ,,CLOSED* (geschlossen) auswahlen,

» auf der Startseite im Menl ,Controls® (Kontrollen) bestatigen, dass die PCR-Kontrollen (BCR-ABL a2
Positive Control, BCR-ABL a2 Negative Control, BCR-ABL a3 Positive Control, BCR-ABL a3 Negative
Control) fur die zu verwendende Charge des PCR-Mix (BCR-ABL a2 PCR Mix und BCR-ABL a3 PCR Mix)
genehmigt und glltig (Status) sind. Wenn keine giiltigen PCR-Kontrollen fir die Charge PCR Mix verfiigbar
sind, die PCR-Kontrollen wie in den folgenden Abschnitten beschrieben durchfihren,
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» den Typ des Laufs auswahlen, dazu die Anweisungen auf der grafischen Benutzeroberflache zur Einrichtung
des Laufs befolgen und die von EG SpA bereitgestellten Assay-Protokolle verwenden (siehe ,Proben und
Kontrollen®).

Falls das betreffende Assay Protokoll nicht im System geladen ist, wenden Sie sich an lhren ELITechGroup
Kundendienstvertreter vor Ort.

10.2 SCHRITT 2 - Einrichtung des Laufs

Das BCR-ABL Dx ELITe MGB Kit kann mit ELITe BeGenius fir die Durchfihrung der folgenden Laufe
verwendet werden:

A. Probenlauf (Extract + PCR [Extraktion + PCRY]),
B. Lauf mit eluierter Probe (PCR Only [nur PCR]),
C. Lauffur die Positive Control und Negative Control (PCR Only [nur PCRY]).

Alle bendtigten Parameter sind in den auf dem Geréat verfuigbaren Assay-Protokollen enthalten und werden bei
Auswahl des Assay-Protokolls automatisch geladen.

Mit dem Produkt BCR-ABL Dx ELITe MGB Kit sollten sowohl im Setup A als auch im Setup B zwei PCR fiir je-
de Probe durchgefiihrt werden: eine mit BCR-ABL a2 PCR Mix (fur BCR-ABL a2-Isoformen) und die andere
mit BCR-ABL a3 PCR Mix (fur BCR-ABL a3-Isoformen). Mit ELITe BeGenius kbnnen maximal 12 Proben pro
Lauf analysiert werden.

ELITe BeGenius kann mit dem ,Laboratory Information System*“ (Laborinformationssystem — LIS) verbunden
werden, worlber die Laufinformationen heruntergeladen werden kénnen. Weitere Informationen finden Sie im
Geratehandbuch.

Vor dem Einrichten eines Laufs:

1. Die bendtigten BCR-ABL a2 PCR Mix-Rohrchen (WEISSER Verschluss) und BCR-ABL a3 PCR Mix-
Roéhrchen (GELBER Verschluss) 30 Minuten auf Raumtemperatur auftauen. Jedes Rdéhrchen reicht aus fur
24 Tests unter optimalen Bedingungen (mindestens 2 Tests pro Lauf). Dreimal durch Vortexen bei niedriger
Drehzahl 10 Sekunden lang mischen, dann den Inhalt 5 Sekunden lang herunterzentrifugieren und auf Eis
oder in einem Kihlblock lagern.

Den PCR Mix lichtgeschutzt auftauen lassen, da dieses Reagenz lichtempfindlich ist.

2. Die bendtigten RT EnzymeMix Réhrchen herausnehmen. Jedes Réhrchen reicht aus fir 48 Tests.
Vorsichtig mischen, danach den Inhalt 5 Sekunden lang herunterzentrifugieren und Réhrchen auf Eis oder in
einem Kuhlblock lagern.

Der RT EnzymeMix darf nicht langer als 10 Minuten Temperaturen Uber -20 °C ausgesetzt werden.

3. Ein 2-ml-Réhrchen (Sarstedt Art.-Nr. 72.694.005, nicht im Lieferumfang des Kits enthalten) fiir jedes
komplette Reaktionsgemisch zubereiten und mit einem Permanentmarker beschriften.

4. Die bendtigten Volumina von BCR-ABL a2 PCR Mix, BCR-ABL a3 PCR Mix und RT EnzymeMix fir die
Zubereitung des kompletten Reaktionsgemischs auf Grundlage der Anzahl (N) an zu analysierenden
Proben berechnen, wie in der nachstehenden Tabelle beschrieben.
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Tabelle 17
Probenanzahl (N) BCR-ABL a2 PCR Mil)\(nil:(nd BCR-ABL a3 PCR RT EnzymeMix
1<N<5 (N+1)x20pl (N+1)x0,3ul
6<N<11 (N+2)x20pl (N+2)x0,3ul
N=12 290 pl 4.4l
13<N<18 (N+3)x20pl (N+3)x0,3ul
19<N<23 (N+4)x20pl (N+4)x0,3ul
N =24 580 pl 8,7ul
5. Das komplette Reaktionsgemisch zubereiten: dazu die errechneten Volumina der zwei Komponenten in

das beschriftete 2-ml-Réhrchen Uberfihren. Dreimal durch Vortexen bei niedriger Drehzahl 10 Sekunden
lang mischen, dann den Inhalt 5 Sekunden lang herunterzentrifugieren und auf Eis oder in einem Kihlblock
lagern.

Das komplette Reaktionsgemisch kann innerhalb von 7 Stunden verwendet werden, wenn sie gekihlt aufbe-
wahrt werden (fUr 2 Laufe von jeweils 3,5 Stunden)Das komplette Reaktionsgemisch darf nicht zur Wiederver-
wendung aufbewahrt werden.

Das komplette Reaktionsgemisch ist lichtempfindlich und darf daher keinem direkten Licht ausgesetzt
werden.

6. Ausgehend von PBL-Lysaten (Setup A), fiir jede Probe einen integrierten Lauf (Modus ,Extract + PCR"
[Extraktion + PCR]) unter Verwendung von BCR-ABL a2 PCR Mix und einen Amplifikationslauf (Modus
,PCR Only“ [nur PCR]) unter Verwendung von BCR-ABL a3 PCR Mix durchflihren.

Ausgehend von Extraktionsprodukten (Setup B), fir jede Probe zwei Amplifikationslaufe (Modus ,PCR Only*
[Nur PCR]) unter Verwendung von BCR-ABL a2 PCR Mix und BCR-ABL a3 PCR Mix durchfiihren.

N

Es ist ratsam, eine Vorlage auf dem Gerat zu erstellen, um die Einrichtung des Laufs zu erleichtern (siehe
ELITe BeGenius-Handbuch).

Zum Einrichten eines der drei Lauftypen die folgenden Schritte unter Beachtung der grafischen
Benutzeroberflache ausfihren:
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A. Probenlauf (Extract + PCR
[Extraktion + PCR])

B. Lauf mit eluierter Probe (PCR
Only [nur PCR])

C. Lauf fiir Positive und Negative
Control (PCR Only [nur PCR])

Vorbehandelte Proben
identifizieren und, falls erforderlich,
auf Raumtemperatur auftauen,
vorsichtig mischen, den Inhalt 5
Sekunden lang
herunterzentrifugieren und Réhrchen
auf Eis oder in einem Kiihlblock
lagern. Fir diesen Assay mussen
200 pl Probe in das 2-ml-Sarstedt-
Réhrchen Gberfiihrt werden.

Elutionsréhrchen mit den
extrahierten Nukleinsauren auf
Raumtemperatur auftauen.
Vorsichtig mischen, danach den
Inhalt 5 Sekunden lang
herunterzentrifugieren und Réhrchen
auf Eis oder in einem Kihlblock
lagern.

Positive Control-Réhrchen (a2 und
a3) 30 Minuten auf Raumtemperatur
auftauen. Jedes Roéhrchen reicht
aus fiir 4 Reaktionen. Vorsichtig
mischen, danach den Inhalt 5
Sekunden lang
herunterzentrifugieren und
Réhrchen auf Eis oder in einem
Kihlblock lagern.

Nicht anwendbar

Nicht anwendbar

Die Negative Controls (a2 und a3)
vorbereiten: dazu mindestens 50 pl
hochreines Wasser fur die
Molekularbiologie in ein ,Elution
Tube* (Elutionsrohr) tiberfihren, das
im Lieferumfang des ELITe InGenius
SP 200 Consumable Set enthalten
ist.

Auf der Startseite ,Perform Run®
(Lauf durchfiihren) auswahlen.

Auf der Startseite ,Perform Run®
(Lauf durchflihren) auswahlen.

Auf der Startseite ,Perform Run*
(Lauf durchfiihren) auswahlen.

Alle Racks aus der ,Cooler Unit”
entnehmen und auf den
Zubereitungstisch stellen.

Die ,Racks” aus ,Lane 1, 2 und 3 (L1,
L2 und L3) der ,Cooler Unit*
entnehmen und auf den
Zubereitungstisch stellen.

Die ,Racks” aus ,Lane 1,2 und 3 (L1,
L2 und L3) der ,Cooler Unit*
entnehmen und auf den
Zubereitungstisch stellen.

Den Laufmodus (,Run mode®)
wahlen: ,Extract + PCR" (Extraktion
+ PCR).

Den Laufmodus (,Run mode®)
wahlen: ,PCR Only* (Nur PCR).

Den Laufmodus (,Run mode®)
wiahlen: ,PCR Only* (Nur PCR).

Die Proben in das Probenrack
(,Sample Rack") laden. Wenn als
Sekundarréhrchen ,2 mL Tubes” (2-
ml-Réhrchen) geladen werden,
verwenden Sie die blauen Adapter fir
das ,Sample Rack®.

Die Proben in das ,Elution Rack"
(Elutionsablage) laden.

Die Réhrchen fur die Positive
Control und Negative Control in
das ,Elution Rack® (Elutionsrack)
laden.

Das ,Sample Rack" in die ,Cooler
Unit“ einsetzen, beginnend mit ,Lane
5 (L5).

Unter ,Sample ID* (SID) die Proben-
ID fiur jede verwendete ,Position*
eingeben (Beim Laden von
Sekundarréhrchen ,2 mL Tube* (2-ml-
Roéhrchen) angeben). Bei
Sekundarréhrchen ohne Barcode die
Proben-ID manuell eingeben.

Das ,Elution Rack" in die ,Cooler
Unit* einsetzen, beginnend mit
.Lane 3" (L3).

Fur jede ,Position” die ,Sample ID*
(Proben-ID), die ,Sample Matrix“
(Probenmatrix), das ,Extraction Kit*
(Extraktionskit) und das ,Extracted
eluate vol.“ (extrahierte
Eluatvolumen) eingeben.

Das ,Elution Rack" in die ,Cooler
Unit* einsetzen, beginnend mit
.Lane 3" (L3).

Falls erforderlich, fir jede ,Position"
unter ,Reagent name" den
Reagenznamen, unter ,S/N" die
Seriennummer, unter ,Lot No." die
Chargennummer, unter ,Exp. Date*
das Verfallsdatum und unter ,T/R*
die Anzahl der Reaktionen eingeben.

Auf ,Next* (Weiter) klicken, um
fortzufahren.

Auf ,Next* (Weiter) klicken, um
fortzufahren.

Auf Next“ (Weiter) klicken, um
fortzufahren.

Sicherstellen, dass das ,Extraction
Input Volume* (Extraktion
Eingangsvolumen) 200 pl und das
extrahierte ,Extracted Elute Volume*
(Extrahiertes Eluatvolumen) 100 pl
betragt.

Nicht anwendbar

Nicht anwendbar
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Tabelle 18

(continued)

RTSGO7ING

A. Probenlauf (Extract + PCR
[Extraktion + PCR])

B. Lauf mit eluierter Probe (PCR
Only [nur PCR])

C. Lauf fiir Positive und Negative
Control (PCR Only [nur PCR])

fortzufahren.

10 | In der Spalte ,Assay“ das Assay- In der Spalte ,Assay” das Assay- In der Spalte ,Assay” das Assay-
Protokoll auswahlen (siehe ,Proben | Protokoll auswéahlen (siehe Protokoll auswahlen (a2 und a3,
und Kontrollen®): fiir jede zu +Proben und Kontrollen®): fir jedes siehe ,Proben und Kontrollen®).
extrahierende Probe die beiden Eluat die beiden Assay-Protokolle a2
Assay-Protokolle a2 (,Extract + PCR" | und a3 zuweisen.

[Extraktion + PCR]) und a3 (,PCR
Only“ [Nur PCR]) zuweisen.

11 | Auf ,Next“ (Weiter) klicken, um Auf ,Next* (Weiter) klicken, um Auf ,Next“ (Weiter) klicken, um
fortzufahren. fortzufahren. fortzufahren.

12 | Die ,Elution tubes” (Elutionsréhr) in Nicht anwendbar Nicht anwendbar
das ,Elution Rack® (Elutionsablage)
laden (Elutionsréhrchen kénnen zur
Verbesserung der Rickverfolgbarkeit
mit einem Barcode etikettiert werden).

13 | Das ,Elution Rack® in die ,Cooler Nicht anwendbar Nicht anwendbar
Unit“ einsetzen, beginnend mit ,Lane
3“(L3).

14 | Auf Next“ (Weiter) klicken, um Nicht anwendbar Nicht anwendbar
fortzufahren.

15 | Das komplette Reaktionsgemisch Das komplette Reaktionsgemisch | Das komplette Reaktionsgemisch
in das ,Reagent/Elution Rack" in das ,Reagent/Elution Rack" in das ,Reagent/Elution Rack"
(Reagenz-/Elutionsrack) laden. (Reagenz-/Elutionsrack) laden. (Reagenz-/Elutionsrack) laden.

16 | Das ,Reagent/Elution Rack” in die Das ,Reagent/Elution Rack" in die Das ,Reagent/Elution Rack" in die
,<Cooler Unit“in ,Lane 2“ (L2), falls ,2Cooler Unit*in ,Lane 2“ (L2), falls ,Cooler Unit“in ,Lane 2“ (L2), falls
verfligbar, oder in ,Lane 1 (L1) verfiigbar, oder in ,Lane 1 (L1) verfugbar, oder in ,Lane 1“ (L1)
einsetzen. einsetzen. einsetzen.

Fir jedes PCR-Mix-Reagenz unter Fir jedes PCR-Mix-Reagenz unter Fir jedes PCR-Mix-Reagenz unter
,SIN“ die Seriennummer, unter ,Lot ,S/N“ die Seriennummer, unter ,Lot ,SIN“ die Seriennummer, unter ,Lot
No.“ die Chargennummer, unter ,Exp. | No.“ die Chargennummer, unter ,Exp. | No.” die Chargennummer, unter
Date" das Verfallsdatum und unter , T/ | Date" das Verfallsdatum und unter -EXp. Date” das Verfallsdatum und
R* die Anzahl der Reaktionen »T/R" die Anzahl der Reaktionen unter ,T/R" die Anzahl der
eingeben. eingeben. Reaktionen eingeben.

17 | Auf Next” (Weiter) klicken, um Auf ,Next* (Weiter) klicken, um Auf ,Next® (Weiter) klicken, um
fortzufahren. fortzufahren. fortzufahren.

18 | Die Spitzen in den ,Tip Racks® Die Spitzen in den ,Tip Racks* Die Spitzen in den ,Tip Racks*
(Spitzenstander) im ,Inventory Area“ | (Spitzenstander) im ,Inventory Area“ | (Spitzenstander) im ,Inventory Area“
(Inventarbereich) priifen und (Inventarbereich) priifen und (Inventarbereich) priifen und
Spitzenstander ggf. ersetzen. Spitzenstander ggf. ersetzen. Spitzenstander ggf. ersetzen.

19 | Auf Next” (Weiter) klicken, um Auf ,Next® (Weiter) klicken, um Auf ,Next® (Weiter) klicken, um
fortzufahren. fortzufahren. fortzufahren.

20 | Das,PCR Rack" mit ,PCR Cassette” | Das ,PCR Rack" mit ,PCR Cassette“ | Das ,PCR Rack" mit ,PCR
(PCR-Kassette) in den Inventory (PCR-Kassette) in den Inventory Cassette” (PCR-Kassette) in den
Area (Inventarbereich) laden. Area (Inventarbereich) laden. Inventory Area (Inventarbereich)

laden.

21 | Auf ,Next” (Weiter) klicken, um Auf ,Next* (Weiter) klicken, um Auf ,Next® (Weiter) klicken, um

fortzufahren.

fortzufahren.
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Tabelle 18

(continued)

RTSGO7ING

A. Probenlauf (Extract + PCR
[Extraktion + PCR])

B. Lauf mit eluierter Probe (PCR
Only [nur PCRY])

C. Lauf fiir Positive und Negative
Control (PCR Only [nur PCR])

22

Das ,Extraction Rack"

Nicht anwendbar

Nicht anwendbar

(Extraktionsrack) mit den ,ELITe
InGenius SP RNA*®
Extraktionskartuschen, ,ELITe
InGenius DNase |“-Rohrchen
(unverschlossen) und die fur die
Extraktion erforderlichen
Verbrauchsmaterialien laden.

23 | Im Bildschirm ,Dnase |“ ,Dnase | als | Nicht anwendbar Nicht anwendbar
Reagenzname (,Reagent Name®),
Chargennummer und Ablaufdatum

eingeben.

24 | Schliel3en Sie die Geratetdr. Schliel3en Sie die Geratetdr. Schlielen Sie die Geratetr.

25 | ,Start” (Starten) driicken. Jotart* (Starten) driicken. Lotart” (Starten) driicken.

Nach Beendigung des Laufs ermdglicht ELITe BeGenius es dem Benutzer, die Ergebnisse anzuzeigen, zu
genehmigen und zu speichern und den Bericht auszudrucken und zu speichern.

Am Ende des Laufs muss die Ubrige extrahierte Probe im Elution Tube (Elutionsréhr) aus dem Gerat heraus-
genommen, verschlossen, gekennzeichnet und maximal einen Monat bei -20 £ 10 °C aufbewahrt werden. Ein
Verschutten der extrahierten Probe vermeiden.

Das komplette Reaktionsgemisch kann bis zu 7 Stunden (fur 2 Laufe von jeweils 3,5 Stunden) im geklhlten
Block des Gerats verbleiben. Vorsichtig mischen und den Inhalt dann 5 Sekunden lang herunterzentrifugieren,
bevor der nachste Lauf beginnt. Das komplette Reaktionsgemisch darf nicht zur Wiederverwendung aufbe-
wahrt werden.

Am Ende des Laufs kann die (ibrige Positive Control aus dem Gerat herausgenommen, verschlossen und bei
-20 °C oder darunter gelagert werden. Ein Verschutten der Positive Controls vermeiden. Die ibrige Negative
Control muss entsorgt werden.

BCR-ABL a2 Positive Control und BCR-ABL a3 Positive Control kdnnen fiir 4 separate Laufe von jeweils 3
Stunden verwendet werden.

Am Ende des Laufs mussen die PCR-Kassette und die anderen Verbrauchsmaterialien unter Berticksichtigung
samtlicher gesetzlicher und umweltrechtlicher Vorschriften entsorgt werden. Ein Verschitten der Reaktionspro-
dukte vermeiden.

10.3

ELITe BeGenius lberwacht die Fluoreszenzsignale der Zielsequenz und der Internal Control fiir jede Reaktion
und wendet die Assay-Protokoll-Parameter automatisch an, um PCR-Kurven zu erstellen, anhand derer
anschlief3end die Ergebnisse interpretiert werden.

SCHRITT 3 - Uberpriifung und Genehmigung der Ergebnisse
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Am Ende des Laufs wird der Bildschirm ,Results Display“ (Ergebnisanzeige) automatisch angezeigt. Auf diesem
Bildschirm werden die Ergebnisse und die Laufinformationen dargestellt. Uber diesen Bildschirm kénnen
Ergebnisse genehmigt und Berichte (,Sample Report* (Probenbericht) oder ,Track Report® (Spurbericht))
ausgedruckt oder gespeichert werden. Weitere Informationen finden Sie im Geratehandbuch.

Bei Verwendung von BCR-ABL Dx ELITe MGB Kit werden fiir jede Probe zwei Amplifikationslaufe mit BCR-
ABL a2 PCR Mix (fur BCR-ABL a2-Isoformen) und BCR-ABL a3 PCR Mix (fur BCR-ABL a3-Isoformen) durch-
geflhrt. Die Ergebnisanalyse wird fur beide Laufe durchgefihrt.

ELITe BeGenius kann mit dem ,Laboratory Information System* (Laborinformationssystem — LIS) verbunden
werden, worlber die Laufinformationen heruntergeladen werden kénnen. Weitere Informationen finden Sie im
Geratehandbuch.

ELITe BeGenius generiert die Ergebnisse mithilfe des BCR-ABL Dx ELITe MGB Kit und geht dabei
folgendermalen vor:

1. Validierung der Ergebnisse der Positive Control und Negative Control,
2. Validierung der Probenergebnisse,

3. Ausgabe des Probenergebnisberichts.

Einzelheiten sind dem entsprechenden Abschnitt unter Verfahren bei ELITe InGenius zu entnehmen.

11 LEISTUNGSMERKMALE

1.1 Nachweisgrenze (LoD)

Die Nachweisgrenze (LoD) des Assays wurde fur BCR-ABL p210 e14a2 auf dem Gerat ELITe BeGenius
bestimmt, indem BCR-ABL-negatives RNA-Referenzmaterial, das in niedriger Konzentration mit p210 e14a2-
positivem RNA-Referenzmaterial dotiert war (Invivoscribe), getestet wurde.

Es wurde eine Probit-Regressionsanalyse der Ergebnisse durchgefihrt und die Nachweisgrenze als die
Konzentration geschatzt, bei der eine 95 %-ige Wahrscheinlichkeit eines positiven Ergebnisses vorliegt. Die
Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle aufgefiihrt.

Tabelle 19
Grenzen des 95%-Konfidenzintervalls
»rarget"” (Ziel) LoD
Untere Grenze Obere Grenze
Verdiinnung 0,0000259 0,0000148 0,0000694
p210 e14a2
Log-Verdinnung -4,6 -4.8 -4,2

Die p210 e14a2-mRNA in Proben, die in der LoD-Konzentration dotiert wurden, wurde dann quantifiziert und
ergab 8 Kopien/Reaktion (p210% = 0,0066 %). Zur Verifizierung des berechneten LoD-Werts fur die
Zielsequenzen wurden negative mRNAs auf ELITe BeGenius und ELITe InGenius getestet, die aus mit p190
ela2, p195 e6a2, p210 e13a2, p210 e14a2, p200 e8a2, p230 e19a2, p190 e1a3, p195 e6a3, p210 e13a3, p210
e14a3, p200 e8a3, p230 e19a3 Plasmid-DNAs (GenScript) in der angegebenen Konzentration dotierten PBLs-
Proben extrahiert worden waren. Wenn nétig, wurde die Zielkonzentration erhoht. Die Ergebnisse sind in der
folgenden Tabelle aufgeflhrt.
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Tabelle 20
BCR-ABL a2 PCR Mix
»Target"” (Ziel) LoD (Kopien/Reaktion)
p190 e1a2 8
p195 e6a2 8
p200 e8a2 50
p210 e13a2 8
p210 e14a2 8
p230 e19a2 20
BCR-ABL a3 PCR Mix
,Target" (Ziel) LoD (Kopien/Reaktion)
p190 e1a3 8
p195 e6a3 20
p200 e8a3 50
p210 e13a3 8
p210 e14a3 20
p230 e19a3 50

Die in der Tabelle angegebenen LoD-Werte wurden sowohl mit ELITe BeGenius als auch mit ELITe InGenius
bestatigt.

11.2 Inklusivitat: Nachweiseffizienz bei verschiedenen BCR-ABL-Isoformen

Die Inklusivitat des Assays, d. h. die Nachweiseffizienz bei den Haupt-Isoformen von BCR-ABL wurde mittels In-
silico-Analyse bewertet. Die Analyse zeigte ein hohes Mall an Sequenzerhaltung und ein Nichtvorhandensein
signifikanter Mutationen. Daher sind eine effiziente Amplifikation und ein effizienter Nachweis der BCR-ABL-
Isoformen zu erwarten.

Die Inklusivitat wurde auch durch die Analyse von BCR-ABL-negativem RNA-Referenzmaterial Gberprift, das mit
synthetischer RNA (GenScript) fiir jede Zielsequenz in niedriger Konzentration dotiert wurde. Die Ergebnisse sind
in der folgenden Tabelle aufgefiihrt.

Tabelle 21
BCR-ABL a2 PCR Mix
»Target” (Ziel) Isoform Pos. / Wiederh. Ergebnis
p190 e1a2 4/4 p190:RNA Detected e1a2 (p190a2:RNA nachgewiesen
ela2)
p195 e6a2 4/ p195:RNA Detected e6ai1([:;125)30a2:RNA nachgewiesen
p200 e8a2 4/4 p200:RNA Detected eSa2e1(212§)032:RNA nachgewiesen
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Tabelle 21 (continued)
p210:RNA Detected e13a2 (p190a2:RNA
el13az 4/4 nachgewiesen e1a2)
p210
p210:RNA Detected e14a2 (p190a2:RNA
el4a2 4/4 nachgewiesen e1a2)
p230:RNA Detected e19a2 (p190a2:RNA
p230 e19a2 8/8 nachgewiesen e1a2)
BCR-ABL a3 PCR Mix
»Target” (Ziel) Isoform Pos. / Wiederh. Ergebnis
p190:RNA Detected e1a3 (p190a2:RNA nachgewiesen
p190 ela3 4/4 ela2)
p195:RNA Detected e6a3 (p190a2:RNA nachgewiesen
p195 e6a3 4/4 ela2)
p200:RNA Detected e8a3 (p190a2:RNA nachgewiesen
p200 e8a3 4/4 ela2)
p210:RNA Detected e13a3 (p190a2:RNA
e13a3 4/4 nachgewiesen e1a2)
p210
p210:RNA Detected e14a3 (p190a2:RNA
el4a3 4/4 nachgewiesen e1a2)
p230:RNA Detected e19a3 (p190a2:RNA
p230 e19a3 8/8 nachgewiesen e1a2)

Alle Proben wurden mit dem BCR-ABL Dx ELITe MGB Kit richtig erkannt.

1.3 Interferenz unter den Zielsequenzen

Die potenzielle Interferenz zwischen den Zielsequenzen des Assays wurde durch einen Test der Co-Amplifikation
in BCR-ABL-negativem RNA-Referenzmaterial bewertet, das mit Plasmid-DNAs (GenScript) der haufigeren
Isoformen dotiert war.

Fir jede Zielsequenz ist die bei allen Replikaten nachweisbare niedrigere Konzentration in der folgenden Tabelle
angegeben.

Tabelle 22
BCR-ABL a2 PCR Mix
Hauptzielsequenz bei 100.000 Kopien/Reaktion Zweite Zielsequenz bei niedriger Konzentration
p210 e13a2, 100 Kopien/Reaktion
p190 e1a2
p210 e14a2, 100 Kopien/Reaktion
p190 e1a2, 100 Kopien/Reaktion
p210 e13a2
p210 e14a2, 10.000 Kopien/Reaktion
p190 e1a2, 100 Kopien/Reaktion
p210 e14a2
p210 e13a2, 1.000 Kopien/Reaktion
BCR-ABL a3 PCR Mix
Hauptzielsequenz bei 100.000 Kopien/Reaktion Zweite Zielsequenz bei niedriger Konzentration
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Tabelle 22 (continued)

p210 e13a3, 100 Kopien/Reaktion
Pro0 etas p210 e14a3, 100 Kopien/Reaktion

p190 e1a3, 100 Kopien/Reaktion
P10 e1as p210 e14a3, 20.000 Kopien/Reaktion

p190 e1a3, 100 Kopien/Reaktion
P10 etas p210 e13a3, 5.000 Kopien/Reaktion

Das BCR-ABL Dx ELITe MGB Kit zeigt eine minimale Interferenz im Falle der Coexpression von zwei der
haufigsten BCR-ABL-Isoformen. Auf verschiedenen Kanalen kann die zweite Zielsequenz nachgewiesen werden,
auch wenn sie etwa 1000-mal kleiner ist als die Hauptzielsequenz.

1.4 Potenziell interferierende Marker: Kreuzreaktivitat

Die potenzielle Kreuzreaktivitat mit anderen Markern, die in Vollblutproben vorkommen kénnen, wurde fir den
Assay durch eine In-silico-Analyse bewertet. Die Analyse ergab keine signifikante Homologie mit anderen
unbeabsichtigten Markern (unbeabsichtigte humane Genumordnungen, Viren, Bakterien, Protozoen und Pilze),
so dass keine Kreuzreaktivitat zu erwarten ist.

Das Fehlen einer Kreuzreaktivitat mit potenziell interferierenden Markern wurde auch durch die Analyse eines
Panels unbeabsichtigter Marker bei hohem Titer (Sigma-Aldrich, Invivoscribe, ATCC, ZeptoMetrix), die in BCR-
ABL-negatives RNA-Referenzmaterial dotiert wurden, Gberprift.

Die in der folgenden Tabelle aufgeflihrten Ergebnisse wurden sowohl mit dem BCR-ABL a2 PCR Mix als auch mit
dem BCR-ABL a3 PCR Mix erzielt.

Tabelle 23
Positiv / Replikate
Marker Ergebnis
p190 p200 p195 p210 p230 p190

Humane genomische DNA 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 Keine Kreuzreaktivitat
PML-RARa 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 Keine Kreuzreaktivitat
Inv(16) 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 Keine Kreuzreaktivitat
EBV 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 Keine Kreuzreaktivitat
CMV 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 Keine Kreuzreaktivitat
HHV-6 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 Keine Kreuzreaktivitat
HHV-7 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 Keine Kreuzreaktivitat
HHV-8 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 Keine Kreuzreaktivitat
HIV-1 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 Keine Kreuzreaktivitat

Alle getesteten potenziell interferierenden Marker wiesen beim Test mit dem BCR-ABL Dx ELITe MGB Kit keine
Kreuzreaktivitat auf.

11.5 Potenziell interferierende Marker: Inhibition

Die potenzielle Hemmung durch unbeabsichtigte Marker, die in Vollblutproben gefunden werden kénnen, wurde
fir den Assay durch die Analyse eines Panels unbeabsichtigter Marker bei hohem Titer (Sigma-Aldrich,
Invivoscribe, ATCC, ZeptoMetrix) bewertet, die mit Plasmid-DNAs (GenScript) aller Targets im BCR-ABL-
negativen RNA-Referenzmaterial versetzt waren.
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Die in der folgenden Tabelle aufgefiihrten Ergebnisse wurden sowohl mit dem BCR-ABL a2 PCR Mix als auch mit
dem BCR-ABL a3 PCR Mix erzielt.

Tabelle 24
Positiv / Replikate

Marker 5180 5200 o195 221130 F;?l140 5230 Ergebnis
hgDNA 6/6 6/6 6/6 6/6 6/6 6/6 Keine Interferenz
PML-RARa 6/6 6/6 6/6 6/6 6/6 6/6 Keine Interferenz
Inv(16) 6/6 6/6 6/6 6/6 6/6 6/6 Keine Interferenz
EBV 6/6 6/6 6/6 6/6 6/6 6/6 Keine Interferenz
CMV 6/6 6/6 6/6 6/6 6/6 6/6 Keine Interferenz
HHV-6 6/6 6/6 6/6 6/6 6/6 6/6 Keine Interferenz
HHV-7 6/6 6/6 6/6 6/6 6/6 6/6 Keine Interferenz
HHV-8 6/6 6/6 6/6 6/6 6/6 6/6 Keine Interferenz
HIV-1 6/6 6/6 6/6 6/6 6/6 6/6 Keine Interferenz

Alle getesteten potenziell interferierenden Marker wiesen fiir die Zielamplifikation mit dem BCR-ABL Dx ELITe
MGB Kit keine Inhibition auf.

11.6 Potenziell interferierende Substanzen: Kreuzreaktivitat

Die Kreuzreaktivitdt mit potenziell stérenden (endogenen und exogenen) Substanzen, die in Vollblutproben
vorkommen koénnen, wurde fir den Assay durch die Analyse einer Reihe von Substanzen (Sigma-Aldrich) in
relevanten Konzentrationen bewertet, die in simulierten BCR-ABL-negativen Proben dotiert worden waren.

Die in der folgenden Tabelle aufgeflhrten Ergebnisse wurden sowohl mit dem BCR-ABL a2 PCR Mix als auch mit
dem BCR-ABL a3 PCR Mix erzielt.

Tabelle 25
Positiv / Replikate
Substanz Ergebnis
p190 p200 p195 p210 p230

.. . Keine
Héamoglobin 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 Kreuzreaktivitat

e Keine
Bilirubin 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 Kreuzreaktivitat

. . Keine
Triglyzeride 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 Kreuzreaktivitat

Keine
EDTA 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 Kreuzreaktivitat

: Keine
Heparin 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 Kreuzreaktivitat

. . Keine
Ganciclovir 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 Kreuzreaktivitat

_ Keine
Abacavir-Sulfat 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 Kreuzreaktivitit
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Tabelle 25 (continued)
Positiv / Replikate
Substanz Ergebnis
p190 p200 p195 p210 p230

. . Keine
Cidofovir 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 Kreuzreaktivitat

L Keine
Ribavirin 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 Kreuzreaktivitat

A~ Keine
Amoxicillin + Clavulanat 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 Kreuzreaktivitat

) Keine
Cefpodoxim 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 Kreuzreaktivitat

. . Keine
Azithromycin 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 Kreuzreaktivitat

. . Keine
Ciprofloxacin 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 Kreuzreaktivitat

Der Test zeigte, dass bei Verwendung des BCR-ABL Dx ELITe MGB Kit keine der getesteten Substanzen mit den
Zielsequenzen kreuzreagiert.

11.7

Die potenzielle Hemmung von potenziell interferierenden (endogenen und exogenen) Substanzen, die in
Vollblutproben vorkommen kdnnen, wurde fir den Assay durch die Analyse einer Reihe von Substanzen in
relevanten Konzentrationen bewertet, die mit Plasmid-DNAs (GenScript) aller Zielsequenzen in BCR-ABL-
negativen simulierten Proben dotiert worden waren.

Potenziell interferierende Substanzen: Inhibition

Die in der folgenden Tabelle aufgeflhrten Ergebnisse wurden sowohl mit dem BCR-ABL a2 PCR Mix als auch mit

dem BCR-ABL a3 PCR Mix erzielt.

Tabelle 26
Positiv / Replikate
Substanz Ergebnis
p190 p200 p195 p210 e13 | p210 e14 p230
Hamoglobin 6/6 6/6 6/6 6/6 6/6 6/6 Keine Interferenz
Bilirubin 6/6 6/6 6/6 6/6 6/6 6/6 Keine Interferenz
Triglyzeride 6/6 6/6 6/6 6/6 6/6 6/6 Keine Interferenz
EDTA 6/6 6/6 6/6 6/6 6/6 6/6 Keine Interferenz
Heparin 6/6 6/6 6/6 6/6 6/6 6/6 Keine Interferenz
Ganciclovir 6/6 6/6 6/6 6/6 6/6 6/6 Keine Interferenz
Abacavir-Sulfat 6/6 6/6 6/6 6/6 6/6 6/6 Keine Interferenz
Cidofovir 6/6 6/6 6/6 6/6 6/6 6/6 Keine Interferenz
Ribavirin 6/6 6/6 6/6 6/6 6/6 6/6 Keine Interferenz
Amoxicillin + Clavulanat 6/6 6/6 6/6 6/6 6/6 6/6 Keine Interferenz
Cefpodoxim 6/6 6/6 6/6 6/6 6/6 6/6 Keine Interferenz
Azithromycin 6/6 6/6 6/6 6/6 6/6 6/6 Keine Interferenz
Ciprofloxacin 6/6 6/6 6/6 6/6 6/6 6/6 Keine Interferenz
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Der Test zeigte, dass die getesteten Substanzen bei Verwendung des BCR-ABL Dx ELITe MGB Kit den
Nachweis der Zielsequenzen nicht hemmen.

11.8 Kreuzkontamination

Zur Bewertung der mdglichen Kreuzkontamination fur den Assay wahrend der Analyse wurden 60 BCR-ABL-
negative simulierte Proben und 60 Wiederholungen von BCR-ABL-positiven simulierten Proben, die mit p210
e14a2 synthetischer RNA (GenScript) in einer Konzentration von ~1x1010 Kopien/ml dotiert worden waren, in 5
Laufen getestet.

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle aufgefihrt.

Tabelle 27
Proben Anzahl Positiv Negativ % Ubereinstimmung
Positiv 60 60 0 100 %
Negativ 60 0 60 100 %

Bei diesem Test mit dem BCR-ABL Dx ELITe MGB Kit wurde weder innerhalb der Laufe noch zwischen den
Laufen eine Kreuzkontamination festgestellt.

1.9 Fehlerrate des Gesamtsystems

Zur Bewertung der Fehlerrate des Gesamtsystems fiir den Assay wurden 50 BCR-ABL-negative PBL-Proben, die
mit p190 e1a2-RNA-Referenzmaterial in niedriger Konzentration dotiert waren, analysiert.

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle aufgefihrt.

Tabelle 28
. . Fehlerrate des
Proben Anzahl Positiv Negativ Gesamtsystems
PBL in niedriger Konzentration dotiert 50 50 0 0%

Bei diesem Test mit dem BCR-ABL Dx ELITe MGB Kit wurden alle PBL-Proben als positiv bestatigt, und die
Fehlerrate des Gesamtsystems lag bei 0 %.

11.10 Wiederholprazision

Zur Bewertung der Wiederholprazision des Assays mit ELITe BeGenius und ELITe InGenius wurde ein Panel von
BCR-ABL-negativen simulierten Proben und BCR ABL-positiven simulierten Proben, die mit synthetischen BCR-
ABL-RNAs (GenScript) dotiert worden waren, analysiert:

* NEG: simulierte Probe, negativ.

* GRUPPE A: simulierte Probe, positiv fir p190 e1a2, p210 e14a2, p190 e1a3 und p210 e14a3.
* GRUPPE B: simulierte Probe, positiv flr p195 e6a2, p210 e13a2, p195 e6a3 und p210 e13a3.
» GRUPPE C: simulierte Probe, positiv fiir p200 e8a2, p230 e19a2, p200 e8a3 und p230 e19a3.

Ein Beispiel fur die Wiederholprazision innerhalb eines Laufs (an einem Tag) mit ELITe BeGenius ist in der
nachstehenden Tabelle aufgefihrt.
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Tabelle 29
Probe Zielse- | An- | Mittlerer | Ct SD VK % Ct | Mittlere Tm SD VK% Tm | %
quenz zahl | Ct-Wert Tm Ubereinstim-
mung
BCR-ABL a2 PCR Mix
NEG 6 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | oy | 6 29,19 0,38 1,31 69,2 0,23 0,33 100 %
GRUPPEB | 132 | ¢ - - - - - - 100 %
GRUPPE C 6 - - - - - - 100 %
NEG 6 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | oo | 6 - - - - - - 100 %
GRUPPEB | ©6a2 | ¢ 29,99 0,25 0,85 70,0 0,34 0,48 100 %
GRUPPE C 6 - - - - - - 100 %
NEG 6 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | ooy | 6 - - - - - - 100 %
GRUPPEB | €82 6 - - - - - - 100 %
GRUPPE C 6 28,73 0,46 1,58 67,5 0,42 0,63 100 %
NEG 6 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | po,15 - - - - - - 100 %
GRUPPEB | ©13a2 | 4 32,11 0,44 1,38 56,5 0,18 0,31 100 %
GRUPPE C 6 - - - - - - 100 %
NEG 6 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | o,1g | 6 29,51 0,62 2,12 66,2 0,16 0,25 100 %
GRUPPEB | €1482 | ¢ - - - - - - 100 %
GRUPPE C 6 - - - - - - 100 %
NEG 6 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | pyy | 6 - - - - - - 100 %
GRUPPEB | €192 | ¢ - - - - - - 100 %
GRUPPE C 6 30,57 0,70 2,29 71,3 0,50 0,70 100 %
BCR-ABL a3 PCR Mix

NEG 6 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | o9 | 6 29,83 0,14 0,46 64,0 0,08 0,12 100 %
GRUPPEB | ¢183 | ¢ - - - - - - 100 %
GRUPPE C 6 - - - - - - 100 %
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Tabelle 29 (continued)
Probe Zielse- | An- | Mittlerer | Ct SD VK % Ct | Mittlere Tm SD VK% Tm %
quenz zahl | Ct-Wert Tm Ubereinstim-
mung

NEG 6 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | oioc 6 - - - - - - 100 %
GRUPPEB | €6a3 6 29,85 0,32 1,06 67,5 0,30 0,44 100 %
GRUPPE C 6 - - - - - - 100 %
NEG 6 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | o, 6 - - - - - - 100 %
GRUPPEB | €8a3 6 - - - - - - 100 %
GRUPPE C 6 28,41 0,27 0,95 67,9 0,17 0,25 100 %
NEG 6 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | po,10 6 - - - - - - 100 %
GRUPPEB | €13a3 | ¢ 29,81 0,53 1,79 57,0 0,20 0,35 100 %
GRUPPE C 6 - - - - - - 100 %
NEG 6 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | po,10 6 29,36 0,64 2,19 65,0 0,21 0,32 100 %
GRUPPEB | ©1483 | ¢ - ; - - - - 100 %
GRUPPE C 6 - - - - - - 100 %
NEG 6 - - - - . . 100 %
GRUPPEA | o, 6 - - - - - - 100 %
GRUPPEB | ©19a3 | ¢ - - - - - - 100 %
GRUPPE C 6 28,94 0,41 1,43 64,9 0,13 0,19 100 %

Ein Beispiel fur die Wiederholprazision innerhalb eines Laufs (an einem Tag) mit ELITe InGenius ist in der
nachstehenden Tabelle aufgefihrt.

Tabelle 30
Probe Zielse- | An- | Mittlerer CtSD VK% Ct | Mittlere TmSD |VK%Tm | %
quenz | zahl | Ct-Wert Tm Ubereinstim-
mung
BCR-ABL a2 PCR Mix

NEG 6 - - - - - - 100 %

GRUPPE A P190 6 28,30 0,37 1,31 69,8 0,08 0,12 100 %

GRUPPEB | ©132 | ¢ - - - - - - 100 %

GRUPPE C 6 - - - - - - 100 %
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Tabelle 30 (continued)
Probe Zielse- | An- | Mittlerer CtSD VK% Ct | Mittlere TmSD | VK% Tm . %
quenz | zahl | Ct-Wert Tm Ubereinstim-

mung
NEG 6 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | pioc | 6 - - - - - - 100 %
GRUPPEB | ¢©6a2 6 29,13 0,13 0,43 70,8 0,00 0,00 100 %
GRUPPE C 6 - - - - - - 100 %
NEG 6 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | pyo9 | 6 - - - - - - 100 %
GRUPPEB | €822 6 - - - - - - 100 %
GRUPPE C 6 28,16 0,26 0,92 68,1 0,11 0,16 100 %
NEG 6 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | pyqg | 6 - - - - - - 100 %
GRUPPEB | €13a2 | ¢ 31,74 0,26 0,81 57,8 0,41 0,71 100 %
GRUPPE C 6 - - - - - - 100 %
NEG 6 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | p,ig | 6 29,35 0,34 1,15 67,2 0,14 0,21 100 %
GRUPPEB | €1482 | ¢ - - - - - - 100 %
GRUPPE C 6 - - - - - - 100 %
NEG 6 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | o,y | 6 - - - - - - 100 %
GRUPPEB | €192 | ¢ - - - - - - 100 %
GRUPPE C 6 24,09 0,22 0,77 72,0 0,05 0,07 100 %

BCR-ABL a3 PCR Mix

NEG 6 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | .59 | 6 28,58 0,53 1,85 64,5 0,06 0,10 100 %
GRUPPEB | ©133 | ¢ - - - - - - 100 %
GRUPPE C 6 - - - - - - 100 %
NEG 6 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | pyo5 | 6 - - - - - - 100 %
GRUPPEB | €6a3 6 28,25 0,10 0,36 68,3 0,10 0,15 100 %
GRUPPE C 6 - - - - - - 100 %
NEG 6 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | oy | 6 - - - - - - 100 %
GRUPPEB | ¢€8a3 6 - - - - - - 100 %
GRUPPE C 6 27,07 0,23 0,86 68,3 0,16 0,24 100 %
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Tabelle 30 (continued)
Probe Zielse- | An- | Mittlerer CtSD VK% Ct | Mittlere TmSD | VK% Tm . %
quenz | zahl | Ct-Wert Tm Ubereinstim-

mung
NEG 6 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | pyqg | 6 - - - - - - 100 %
GRUPPEB | ©13a3 | ¢ 29,33 0,18 0,60 57,6 0,04 0,07 100 %
GRUPPE C 6 - - - - - - 100 %
NEG 6 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | py1g | 6 29,19 0,48 1,64 65,1 0,08 0,13 100 %
GRUPPEB | €1483 | ¢ - - - - - - 100 %
GRUPPE C 6 - - - - - - 100 %
NEG 6 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | oy | 6 - - - - - - 100 %
GRUPPEB | ©19a3 | ¢ - - - - - - 100 %
GRUPPE C 6 25,97 0,27 1,04 65,4 0,05 0,08 100 %

Ein Beispiel fur die laufubergreifende Wiederholprazision (an zwei Tagen) mit ELITe BeGenius ist in der
nachstehenden Tabelle aufgefihrt.

Tabelle 31
Probe Zielse- | An- | Mittlerer CtSD VK% Ct | Mittlere TmSD | VK% Tm . %
quenz | zahl | Ct-Wert Tm Ubereinstim-
mung
BCR-ABL a2 PCR Mix
NEG 12 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | oiog | 12 | 2938 0,47 1,81 69,2 0,19 0,27 100 %
GRUPPEB | €132 | 12 - - - - - - 100 %
GRUPPE C 12 - - - - - - 100 %
NEG 12 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | oo | 12 - - - - - - 100 %
GRUPPEB | €632 | 45 | 30,13 0,31 1,03 70,1 0,62 0,89 100 %
GRUPPE C 12 - - - - - - 100 %
NEG 12 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | oy | 12 - - - - - - 100 %
GRUPPEB | ©832 | 12 - - - - - - 100 %
GRUPPE C 12 | 28,89 0,39 1,36 67,7 0,37 0,55 100 %
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Tabelle 31 (continued)
Probe Zielse- | An- | Mittlerer CtSD VK% Ct | Mittlere TmSD | VK% Tm . %
quenz | zahl | Ct-Wert Tm Ubereinstim-

mung
NEG 12 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | o, | 12 - - - - - - 100 %
GRUPPEB | ©13a2 | 15 | 3223 0,37 1,16 56,9 0,63 1,10 100 %
GRUPPE C 12 - - - - - - 100 %
NEG 12 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | o, | 12 | 2952 0,58 1,98 66,1 0,29 0,43 100 %
GRUPPEB | ©€1432 | 4 - - - - - - 100 %
GRUPPE C 12 - - - - - - 100 %
NEG 12 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | poyy | 12 - - - - - - 100 %
GRUPPEB | ©19a2 | 13 - - - - - - 100 %
GRUPPE C 12 | 3044 0,53 1,74 71,5 0,44 0,62 100 %

BCR-ABL a3 PCR Mix

NEG 12 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | o0 | 12 | 2990 0,38 1,27 64,0 0,06 0,10 100 %
GRUPPEB | €133 | 12 - - - - - - 100 %
GRUPPE C 12 - - - - - - 100 %
NEG 12 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | oo | 12 - - - - - - 100 %
GRUPPEB | ©6a3 | 1o | 2957 0,43 1,44 67,8 0,39 0,58 100 %
GRUPPE C 12 - - - - - - 100 %
NEG 12 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | oy | 12 - - - - - - 100 %
GRUPPEB | ©8a3 | 12 - - - - - - 100 %
GRUPPE C 12 | 2822 0,33 1,18 68,0 0,15 0,22 100 %
NEG 12 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | po1 | 12 - - - - - - 100 %
GRUPPEB | ©13a3 | 45 | 2968 0,48 1,63 57,1 0,21 0,37 100 %
GRUPPE C 12 - - - - - - 100 %
NEG 12 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | o, | 12 | 2927 0,65 2,22 65,0 0,20 0,31 100 %
GRUPPEB | ©¢1483 | 45 - - - - - - 100 %
GRUPPE C 12 - - - - - - 100 %
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Tabelle 31 (continued)
Probe Zielse- | An- | Mittlerer CtSD VK % Ct Mittlere TmSD | VK% Tm . %
quenz | zahl | Ct-Wert Tm Ubereinstim-

mung
NEG 12 - - - - - - 100 %
GRUPPE A P230 12 - - - - - - 100 %
GRUPPEB | ©19a3 | 12 - - - - - - 100 %
GRUPPE C 12 28,53 0,55 1,92 65,0 0,15 0,23 100 %

Ein Beispiel fur die laufubergreifende Wiederholprazision (an zwei Tagen) mit ELITe InGenius ist in der
nachstehenden Tabelle aufgefiihrt

Tabelle 32
Probe Zielse- | An- | Mittlerer CtSD VK % Ct | Mittlere TmSD |VK%Tm | %
quenz | zahl | Ct-Wert Tm Ubereinstim-
mung
BCR-ABL a2 PCR Mix
NEG 12 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | Loy | 12 | 2829 0,43 1,51 69,8 0,07 0,11 100 %
GRUPPEB | ©132 | 4 - - - - - - 100 %
GRUPPE C 12 - - - - - - 100 %
NEG 12 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | pqos | 12 - - - - - - 100 %
GRUPPEB | €632 | 45 | 2919 0,17 0,59 70,8 0,08 0,11 100 %
GRUPPE C 12 - - - - - - 100 %
NEG 12 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | ooy | 12 - - - - - - 100 %
GRUPPEB | €832 | 12 - - - - - - 100 %
GRUPPE C 12 | 27,86 0,47 1,69 68,2 0,12 0,18 100 %
NEG 12 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | o, | 12 - - - - - - 100 %
GRUPPEB | ©13a2 | 15 | 3178 0,25 0,78 58,5 0,11 0,19 100 %
GRUPPE C 12 - - - - - - 100 %
NEG 12 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | o0 | 12 | 2936 0,35 1,20 67,1 0,07 0,10 100 %
GRUPPEB | ©€1432 | 45 - - - - - - 100 %
GRUPPE C 12 - - - - - - 100 %
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Tabelle 32 (continued)
Probe Zielse- | An- | Mittlerer CtSD VK % Ct Mittlere TmSD | VK% Tm . %
quenz | zahl | Ct-Wert Tm Ubereinstim-

mung
NEG 12 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | o,y | 12 - - - - - - 100 %
GRUPPEB | €192 | 13 - - - - - - 100 %
GRUPPE C 12 | 27,85 0,31 1,11 72,0 0,08 0,11 100 %

BCR-ABL a3 PCR Mix

NEG 12 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | oo | 12 | 2856 0,48 1,68 64,5 0,06 0,09 100 %
GRUPPEB | ©133 | 12 - - - - - - 100 %
GRUPPE C 12 - - - - - - 100 %
NEG 12 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | pqos | 12 - - - - - - 100 %
GRUPPEB | €633 | 12 | 2856 0,37 1,30 68,3 0,07 0,11 100 %
GRUPPE C 12 - - - - - - 100 %
NEG 12 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | ooy | 12 - - - - - - 100 %
GRUPPEB | ©83a3 | 12 - - - - - - 100 %
GRUPPE C 12 | 26,78 0,36 1,34 68,3 0,14 0,21 100 %
NEG 12 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | po1g | 12 - - - - - - 100 %
GRUPPEB | ©13a3 | 15 | 2964 0,38 1,28 57,5 0,05 0,09 100 %
GRUPPE C 12 - - - - - - 100 %
NEG 12 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | o, | 12 | 2912 0,42 1,45 65,1 0,08 0,13 100 %
GRUPPEB | ©€1483 | 45 - - - - - - 100 %
GRUPPE C 12 - - - - - - 100 %
NEG 12 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | py5g | 12 - - - - - - 100 %
GRUPPEB | ©19a3 | 12 - - - - - - 100 %
GRUPPE C 12 | 2585 0,26 1,02 65,4 0,06 0,10 100 %

Beim Test der Wiederholprazision erkannte BCR-ABL Dx ELITe MGB alle Proben wie erwartet und wies eine
maximale Variabilitat der Ct-Zielwerte als VK % unter 5 % aus.
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11.11  Vergleichsprazision

Zur Bewertung der Vergleichsprazision des Assays mit ELITe BeGenius und ELITe InGenius wurde eine Reihe
von PBLs-negativen simulierten oder mit einer Reihe von synthetischen BCR-ABL-RNAs (GenScript) dotierten
Proben, wie im vorherigen Test beschrieben, analysiert.

Die Ergebnisse der chargenubergreifenden Vergleichsprazision (an sechs Tagen und drei Chargen) mit ELITe
BeGenius sind in der nachfolgenden Tabelle aufgeflhrt.

Tabelle 33
Probe Zielse- | An- | Mittlerer CtSD VK% Ct | Mittlere TmSD | VK% Tm | %
quenz | zahl | Ct-Wert Tm Ubereinstim-
mung
BCR-ABL a2 PCR Mix
NEG 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | oo | 36 | 2908 0,42 1,44 69,2 0,21 0,30 100 %
GRUPPEB | ©132 | 36 - - - - - - 100 %
GRUPPE C 36 - - - - - - 100 %
NEG 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | oo | 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEB | €632 | 35 | 2062 0,57 1,91 69,9 0,59 0,84 100 %
GRUPPE C 36 - - - - - - 100 %
NEG 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | o, | 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEB | ©8a2 | 3p - - - - - - 100 %
GRUPPE C 36 | 2877 0,49 1,69 67,6 0,28 0,42 100 %
NEG 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | o, | 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEB | ©1332 | 35 | 3199 0,49 1,52 56,7 0,44 0,78 100 %
GRUPPE C 36 - - - - - - 100 %
NEG 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | .10 | 36 | 2925 0,50 1,72 66,1 0,70 1,06 100 %
GRUPPEB | ©€1482 | 34 - - - - - - 100 %
GRUPPE C 36 - - - - - - 100 %
NEG 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | pyy | 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEB | ©19a2 | 3p - - - - - - 100 %
GRUPPE C 36 | 2967 0,76 2,55 714 0,36 0,51 100 %

BCR-ABL a3 PCR Mix
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Tabelle 33 (continued)
Probe Zielse- | An- | Mittlerer CtSD VK % Ct Mittlere TmSD | VK% Tm . %
quenz | zahl | Ct-Wert Tm Ubereinstim-

mung
NEG 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | oo | 36 | 2924 0,59 2,00 63,9 0,11 0,17 100 %
GRUPPEB | ©133 | 36 - - - - - - 100 %
GRUPPE C 36 - - - - - - 100 %
NEG 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | oo | 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEB | €633 | 35 | 2921 0,48 1,63 67,7 0,26 0,39 100 %
GRUPPE C 36 - - - - - - 100 %
NEG 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | o, | 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEB | €8a3 | 3p - - - - - - 100 %
GRUPPE C 36 | 2820 0,50 1,79 67,8 0,20 0,29 100 %
NEG 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | o, | 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEB | ©1333 | 35 | 2966 1,07 3,61 57,1 0,17 0,29 100 %
GRUPPE C 36 - - - - - - 100 %
NEG 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | o,., | 36 | 2885 0,66 2,29 65,0 0,19 0,29 100 %
GRUPPEB | €1483 | 34 - - - - - - 100 %
GRUPPE C 36 - - - - - - 100 %
NEG 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | poyy | 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEB | ©19a3 | 35 - - - - - - 100 %
GRUPPE C 36 | 2802 0,70 2,51 64,8 0,31 0,47 100 %

Die Ergebnisse der chargeniibergreifenden Vergleichsprazision (an zwolf Tagen und mit drei Chargen) mit ELITe
InGenius sind in der nachfolgenden Tabelle aufgefiihrt.
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Tabelle 34
o
Probe oons | Ane | Miwerer | ctsp | vkwct | Mitere | rysp | vico Tm Uber:‘eﬁztim-
BCR-ABL a2 PCR Mix
NEG 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | o.og | 36 | 27.85 0,53 1,91 69,7 0,09 0,13 100 %
GRUPPEB | ©132 | 3¢ - - - - - - 100 %
GRUPPE C 36 - - - - - - 100 %
NEG 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | pigs | 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEB | €632 | 35 | 2873 0,41 1,42 70,8 0,07 0,10 100 %
GRUPPE C 36 - - - - - - 100 %
NEG 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | poo0 | 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEB | ©832 | 3p - - - - - - 100 %
GRUPPE C 36 | 27,58 0,49 1,77 68,2 0,12 0,18 100 %
NEG 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | ooqq | 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEB | ©1332 | 35 | 3136 0,37 1,18 58,2 0,38 0,65 100 %
GRUPPE C 36 - - - - - - 100 %
NEG 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | ooqq | 36 | 2866 0,72 2,50 67,1 0,37 0,55 100 %
GRUPPEB | ©€1482 | 34 - - - - - - 100 %
GRUPPE C 36 - - - - - - 100 %
NEG 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | o5y | 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEB | ©19a2 | 3p - - - - - - 100 %
GRUPPE C 36 | 27,28 0,53 1,94 71,9 0,08 0,12 100 %
BCR-ABL a3 PCR Mix
NEG 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | p.og | 36 | 27,99 0,65 2,32 64,4 0,12 0,19 100 %
GRUPPEB | ©183 | 36 - - - - - - 100 %
GRUPPE C 36 - - - - - - 100 %
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Tabelle 34 (continued)

Probe . %
Zielse- | An- | Mittlerer Mittlere ¥ P
quenz | zahl | Ct-Wert CtSD VK % Ct m TmSD | VK% Tm Ube;e&:\‘stlm

g

NEG 36 - - . - - . 100 %

GRUPPEA | oo | 36 - - . - - - 100 %

GRUPPEB | ©€6a3 | 35 28,22 0,40 1,43 68,4 0,08 0,12 100 %

GRUPPE C 36 - - - - - - 100 %

NEG 36 - - - - - - 100 %

GRUPPEA | o, | 36 - - - - - - 100 %

GRUPPEB | €83 | 35 - - - - - - 100 %

GRUPPE C 36 26,76 0,47 1,74 68,3 0,15 0,21 100 %

NEG 36 . - . . - . 100 %

GRUPPEA | o, | 36 - - - - - - 100 %

GRUPPEB | ©13a3 | 34 29,10 0,63 2,18 57,6 0,10 0,17 100 %

GRUPPE C 36 . . . - - y 100 %

NEG 36 - - - - - . 100 %

GRUPPEA | o, | 36 28,24 1,07 3,80 65,2 0,13 0,19 100 %

GRUPPEB | 1483 | 35 - - - - ; - 100 %

GRUPPE C 36 - - - - - - 100 %

NEG 36 - - - - - - 100 %

GRUPPEA | p,q, | 36 - - . . . - 100 %

GRUPPEB | ©€19a3 | 35 - - - - - - 100 %

GRUPPE C 36 25,67 0,57 2,21 65,3 0,28 0,42 100 %

Die Ergebnisse der geratelibergreifenden Vergleichsprazision (an sechs Tagen, mit drei Chargen und drei
Geraten) mit ELITe BeGenius sind in der nachfolgenden Tabelle aufgefuhrt.

Tabelle 35
Probe Zielse- | An- | Mittlerer CtSD VK % Ct | Mittlere TmSD |VK%Tm | %
quenz | zahl | Ct-Wert Tm Ubereinstim-
mung
BCR-ABL a2 PCR Mix

NEG 36 - - - - - - 100 %
GRUPPE A P190 36 29,19 0,39 1,35 69,3 0,22 0,32 100 %
GRUPPEB | ©132 | 36 - - - - - - 100 %
GRUPPE C 36 - - - - - - 100 %
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Tabelle 35 (continued)
Probe Zielse- | An- | Mittlerer CtSD VK % Ct Mittlere TmSD | VK% Tm . %
quenz | zahl | Ct-Wert Tm Ubereinstim-
mung
NEG 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | g5 | 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEB | 632 | 35 | 2956 0,47 1,58 70,1 0,49 0,70 100 %
GRUPPE C 36 - - - - - - 100 %
NEG 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | ooy | 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEB | ©832 | 3p - - - - - - 100 %
GRUPPE C 36 | 28,71 0,44 1,55 67,7 0,15 0,23 100 %
NEG 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | o | 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEB | ©1332 | 35 | 31380 0,46 1,44 56,7 0,58 1,02 100 %
GRUPPE C 36 - - - - - - 100 %
NEG 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | py1g | 36 | 29,09 0,46 1,58 66,2 0,69 1,04 100 %
GRUPPEB | €1432 | 34 - - - - - - 100 %
GRUPPE C 36 - - - - - - 100 %
NEG 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | oy | 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEB | ©19a2 | 35 - - - - - - 100 %
GRUPPE C 36 | 2903 0,43 1,50 71,5 0,21 0,30 100 %
BCR-ABL a3 PCR Mix

NEG 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | oo | 36 | 2935 0,66 2,24 63,9 0,14 0,22 100 %
GRUPPEB | €133 | 35 - - - - - - 100 %
GRUPPE C 36 - - - - - - 100 %
NEG 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | o | 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEB | €633 | 35 | 2908 0,48 1,66 67,7 0,30 0,44 100 %
GRUPPE C 36 - - - - - - 100 %
NEG 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | oo | 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEB | ©8a3 | 3p - - - - - - 100 %
GRUPPE C 36 | 2810 0,36 1,29 67,7 0,21 0,31 100 %
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Tabelle 35 (continued)
Probe Zielse- | An- | Mittlerer CtSD VK % Ct Mittlere TmSD | VK% Tm . %
quenz | zahl | Ct-Wert Tm Ubereinstim-

mung
NEG 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | o, | 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEB | ©13a3 | 35 | 26,69 1,05 3,54 57,1 0,20 0,36 100 %
GRUPPE C 36 - - - - - - 100 %
NEG 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | o | 36 | 2836 1,25 4,42 64,9 0,23 0,35 100 %
GRUPPEB | ©€1483 | 3¢ - - - - - - 100 %
GRUPPE C 36 - - - - - - 100 %
NEG 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | oo, | 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEB | €19a3 | g3p - - - - - - 100 %
GRUPPE C 36 | 27,65 0,60 2,18 64,8 0,31 0,48 100 %

Die Ergebnisse der geratetbergreifenden Vergleichsprazision (an zwdlf Tagen, mit drei Chargen und drei
Geraten) mit ELITe InGenius sind in der nachfolgenden Tabelle aufgefiihrt.

Tabelle 36
Probe Zielse- | An- | Mittlerer CtSD VK % Ct | Mittlere TmSD | VK% Tm . %
quenz | zahl | Ct-Wert Tm Ubereinstim-
mung
BCR-ABL a2 PCR Mix
NEG 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | o0 | 36 | 2802 0,39 1,40 69,8 0,13 0,19 100 %
GRUPPEB | ©132 | 35 - - - - - - 100 %
GRUPPE C 36 - - - - - - 100 %
NEG 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | oo | 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEB | ©63a2 | 35 | 2885 0,50 1,75 70,8 0,28 0,39 100 %
GRUPPE C 36 - - - - - - 100 %
NEG 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | o, | 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEB | ©832 | 3p - - - - - - 100 %
GRUPPE C 36 | 2767 0,44 1,59 68,3 0,16 0,24 100 %
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Tabelle 36 (continued)
Probe Zielse- | An- | Mittlerer CtSD VK % Ct Mittlere TmSD | VK% Tm . %
quenz | zahl | Ct-Wert Tm Ubereinstim-

mung
NEG 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | o, | 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEB | ©1332 | 35 | 3152 0,41 1,30 58,1 0,40 0,68 100 %
GRUPPE C 36 - - - - - - 100 %
NEG 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | o, | 36 | 2871 0,29 1,01 67,1 0,11 0,17 100 %
GRUPPEB | ©€1482 | 34 - - - - - - 100 %
GRUPPE C 36 - - - - - - 100 %
NEG 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | poo | 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEB | €19a2 | g3p - - - - - - 100 %
GRUPPE C 36 | 27,20 0,49 1,80 72,0 0,12 0,17 100 %

BCR-ABL a3 PCR Mix

NEG 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | o0 | 36 | 2824 0,28 0,98 64,4 0,16 0,24 100 %
GRUPPEB | ©133 | 36 - - - - - - 100 %
GRUPPE C 36 - - - - - - 100 %
NEG 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | pyos | 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEB | €633 | 35 | 2829 0,43 1,52 68,4 0,13 0,19 100 %
GRUPPE C 36 - - - - - - 100 %
NEG 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | poo | 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEB | ©8a3 | 3p - - - - - - 100 %
GRUPPE C 36 | 26,79 0,50 1,86 68,3 0,25 0,36 100 %
NEG 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | poqq | 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEB | ©13a3 | 35 | 2932 0,54 1,85 57,6 0,08 0,14 100 %
GRUPPE C 36 - - - - - - 100 %
NEG 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEA | pp1g | 36 | 2878 0,54 1,88 65,2 0,18 0,28 100 %
GRUPPEB | ©€1483 | 3¢ - - - - - - 100 %
GRUPPE C 36 - - - - - - 100 %
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Tabelle 36 (continued)

Probe Zielse- | An- | Mittlerer CtSD VK % Ct Mittlere TmSD | VK% Tm . %
quenz | zahl | Ct-Wert Tm Ubereinstim-
mung
NEG 36 - - - - - - 100 %
GRUPPE A P230 36 - - - - - - 100 %
GRUPPEB | ©19a3 | 3p - - - - - - 100 %
GRUPPE C 36 25,65 0,69 2,68 65,3 0,30 0,46 100 %

Beim Test der Vergleichsprazision erkannte der BCR-ABL Dx ELITe MGB Kit alle Proben wie erwartet und wies
eine maximale Variabilitat der Ct-Zielwerte als VK % unter 5 % aus.

11.12 Diagnostische Spezifitat: Bestatigung negativer Proben

Zur Bewertung der diagnostischen Spezifitat des Assays als Bestatigung negativer klinischer Proben wurden in
Verbindung mit ELITe InGenius klinische PBLs-Proben, die fir jede Zielsequenz als negativ oder vermutlich
negativ bestatigt worden waren, analysiert.

Da ELITe BeGenius gleichwertige analytische Leistungen wie ELITe InGenius aufweist, ist die diagnostische
Gute der auf den beiden Instrumenten durchgefiihrten Tests ebenfalls als gleichwertig anzusehen. Daher gilt die
mit ELITe InGenius erhaltene diagnostische Spezifitat des Assays auch fiir ELITe BeGenius.

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst.

Tabelle 37
p190 60 0 60 100 %
p195 60 0 60 100 %
p200 60 0 60 100 %
p210 60 0 60 100 %
p230 60 0 60 100 %

Alle PBL-Proben waren fiir die Analyse glltig und negativ.

Der Ct-Grenzwert fur die IC wurde auf 31 festgelegt.

11.13 Diagnostische Sensitivitat: Bestatigung positiver Proben

Zur Bewertung der diagnostischen Sensitivitat des Assays als Bestatigung positiver klinischer Proben wurden in
Verbindung mit ELITe InGenius klinische PBLs-Proben analysiert und fiir die einzelnen Zielsequenzen als positiv
bestatigt oder mit Referenzmaterial dotiert.

Da ELITe BeGenius gleichwertige analytische Leistungen wie ELITe InGenius aufweist, ist die diagnostische
Gute der auf den beiden Geraten durchgefiihrten Tests ebenfalls als gleichwertig anzusehen. Daher gilt die mit
ELITe InGenius erhaltene diagnostische Sensitivitat des Assays auch fir ELITe BeGenius.

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst.
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Tabelle 38
Positive oder dotierte PBL-Proben An- Positiv Negativ Diagnostische
Sensitivitat in
zahl o
0
Positiv flir e1a2 1 1 0
p190 Dotiert fiir e1a2 25 25 0 100 %
Dotiert fiir e1a3 25 25 0
Dotiert fiir e6a2 25 25 0
p195 100 %
Dotiert fiir e6a3 25 25 0
Positiv fir e8a2 1 1 0
p200 Dotiert flir e8a2 25 25 0 98 %
Dotiert fliir e8a3 25 24 1
Positiv fir e13a2 2 2 0
Dotiert fir e13a2 25 25 0
Dotiert fir e13a3 25 25 0
p210 100 %
Positiv flir e14a2 3 3 0
Dotiert flir e14a2 25 25 0
Dotiert fir e14a3 25 25 0
Dotiert fiir e19a2 25 25 0
p230 100 %
Dotiert fiir e19a3 25 25 0

Eine fiir p200 e8a2 dotierte Probe ergab ein abweichend negatives Ergebnis.

Die vollstandigen Daten und Ergebnisse der Tests, die zur Bewertung der Leistungsmerkmale des Produkts mit
Matrizes und Geraten durchgefihrt wurden, sind in der technischen Produktdokumentation ,BCR-ABL Dx
ELITe MGB Kit*, FTP GO7ING, aufgefihrt.
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13 GRENZEN DES VERFAHRENS

Dieses Produkt darf nur mit den folgenden klinischen Proben verwendet werden: Leukozyten aus peripheren
Blutproben, die in EDTA oder Natriumcitrat enthommen wurden.

Derzeit liegen keine Daten zur Produktleistung mit anderen klinischen Proben vor.
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Dieses Produkt nicht mit Proben von peripherem Blut, die in Heparin enthommen wurden, verwenden, da
Heparin die reverse Transkription und PCR-Reaktion von Nukleinsduren hemmt und zu ungdltigen Ergebnissen
fuhren kann.

Mit diesem Produkt keine extrahierte RNA verwenden, die groRe Mengen an humaner genomischer DNA enthalt,
da diese die reverse Transkriptionsreaktion und die Amplifikation von Nukleinsauren hemmen kann.

Die mit diesem Produkt erhaltenen Ergebnisse hangen von einer ordnungsgemalen Identifizierung, Entnahme,
Transportierung, Aufbewahrung und Verarbeitung der Proben ab. Zur Vermeidung falscher Ergebnisse ist es
daher notwendig, bei diesen Schritten sorgfaltig vorzugehen und die dem Produkt beiliegende
Gebrauchsanweisung sorgfaltig zu befolgen.

Aufgrund ihrer hohen analytischen Sensitivitat ist die bei diesem Produkt verwendete Real-Time-PCR-Methode
empfindlich fir Kontaminationen durch positive klinische Proben, Positivkontrollen und PCR-Produkte.
Kreuzkontamination fihrt zu falsch-positiven Ergebnissen. Das Produktformat ist so gestaltet, dass
Kreuzkontamination begrenzt wird. Trotzdem kann Kreuzkontamination nur durch Beachtung der guten
Laborpraxis und der vorliegenden Gebrauchsanweisung vermieden werden.

Dieses Produkt darf nur von qualifiziertem Personal, das im Umgang mit potenziell infektiosen biologischen
Proben und als gefahrlich klassifizierten chemischen Praparaten geschult ist, verwendet werden. Dadurch sollen
Unfalle mit moglicherweise ernsten Folgen fir den Anwender und andere Personen vermieden werden.

Die Verwendung dieses Produkts erfordert personliche Schutzausristung und Arbeitsbereiche, die fur den
Umgang mit potenziell infektidsen biologischen Proben und als geféahrlich klassifizierten chemischen Praparaten
geeignet sind, um Unfalle mit moglicherweise ernsten Folgen fir den Anwender und andere Personen zu
vermeiden.

Dieses Produkt macht das Tragen von personlicher Schutzausristung und das Verwenden von fir die
Einrichtung des Arbeitslaufs vorgesehenen Instrumente erforderlich, um falsch-positive Ergebnisse zu vermeiden.

Zur Vermeidung falscher Ergebnisse darf dieses Produkt nur von professionellem, qualifiziertem Personal, das im
Umgang mit molekularbiologischen Techniken wie Extraktion, reverse Transkription, PCR und Nachweis von
Nukleinsauren geschult ist, verwendet werden.

Eine rdumliche Trennung von Vorbereitung des kompletten Reaktionsgemischs und die Extraktion/Amplifikation/
Detektion von Amplifikationsprodukten ist zu beachten, um falsch-positive Ergebnisse zu vermeiden.

Vor einer Umstellung auf eine neue Technologie sollten die Anwender aufgrund von inharenten Unterschieden
zwischen verschiedenen Technologien Korrelationsstudien zu den Methoden durchfiihren, um die Unterschiede
zwischen den Technologien abschatzen zu kdnnen.

Ein mit diesem Produkt erhaltenes negatives Ergebnis zeigt, dass die Ziel-RNA nicht in der RNA, die aus der
Probe extrahiert wurde, nachgewiesen wurde. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass die
Erregerlast unter dem Detektionslimit des Produkts liegt (siehe ,Leistungsmerkmale"). In diesem Fall kann das
Ergebnis falsch-negativ sein.

Bei Coexpression von mehr als einer Isoform kann die Sensitivitat fir eine Zielsequenz durch die Amplifikation
einer zweiten Zielsequenz (siehe ,Leistungsmerkmale") beeintrachtigt werden.

Bei einem positiven Test mit mehreren Isoformen den Ct-Wert die Ct-Werte der einzelnen Varianten Uberprifen.
Die Coexpression der zusatzlichen BCR-ABL-Isoformen sollte nur diagnostiziert werden, wenn ihre Ct-Werte mit
den Haupt-Isoformen vergleichbar sind, die beim niedrigsten Ct-Wert nachgewiesen werden (siehe N. P. C.
Cross et al. 2023) dotiert waren, analysiert. Andernfalls sollte nur die Haupt-Isoform mit dem niedrigsten Ct-Wert
angegeben werden.

Bei einer Expression von p210 e14a2 mit niedrigem Titer wurde manchmal ein zweites unspezifisches Tm
nachgewiesen, was zu einer doppelten Positivitat von p210 e13a2 und p210 e14a2 fiihrt.

Mit diesem Produkt erhaltene Ergebnisse kénnen manchmal aufgrund von Ausféllen der internen Kontrolle
unglltig sein. In diesem Fall ist die Probe beginnend mit der Extraktion erneut zu testen, was zu einer
Verzbégerung der endgiltigen Testergebnisse fiihren kann.

Etwaige Polymorphismen, Insertionen oder Deletionen in der Primer- oder Sondenzielregion der Ziel-RNA
kénnen den Nachweis der Ziel-RNA beeintrachtigen.

Wie bei allen anderen diagnostischen Produkten missen die mit diesem Produkt erhaltenen Ergebnisse in
Kombination mit allen relevanten klinischen Beobachtungen und Laborbefunden interpretiert werden.
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Wie bei allen diagnostischen Produkten besteht auch bei diesem Produkt ein Restrisiko von ungultigen oder
fehlerhaften Ergebnissen. Dieses Restrisiko kann nicht eliminiert oder weiter minimiert werden. In manchen
Fallen kann dieses Restrisiko zu falschen Entscheidungen mit potenziell gefahrlichen Auswirkungen auf den
Patienten beitragen. Dieses Restrisiko im Zusammenhang mit dem Verwendungszweck des Produkts wurde
jedoch gegen den potenziellen Nutzen fir den Patienten abgewogen und als akzeptabel eingestuft.

14 FEHLERBEHEBUNG
Tabelle 39

Ungiiltige Reaktion der Positivkontrolle

Mogliche Ursachen

AbhilfemaRBnahmen

Einstellfehler des Gerats.

Position des kompletten Reaktionsgemischs und der Positive Control
kontrollieren.

Volumina des kompletten Reaktionsgemischs und der Positive Control
kontrollieren.

Fehler bei der Zubereitung des kompletten
Reaktionsgemischs.

Volumina der bei der Zubereitung des kompletten Reaktionsgemischs
verwendeten Reagenzien kontrollieren.

Abbau des kompletten Reaktionsgemischs oder
seiner Komponenten.

Das komplette Reaktionsgemisch nicht flir mehr als 2 aufeinander
folgende Laufe verwenden (7 Stunden im gekuhlten Reagenzienblock
oder in der Cooler Unit).

Das komplette Reaktionsgemisch nicht langer als 30 Minuten bei
Raumtemperatur aufbewahren.

Den RT EnzymeMix nicht Ianger als 10 Minuten bei Temperaturen ber
-20 °C aufbewahren.

Das komplette Reaktionsgemisch erneut zubereiten.
Ein neues Aliquot Komponenten verwenden.

Abbau der Positive Control.

Die Positive Control nicht flir mehr als 4 unabhangige Arbeitslaufe
verwenden (jeweils 3 Stunden im Extraktionsbereich oder in der
Cooler Unit).

Ein neues Aliquot der Positive Control verwenden.

Geratefehler.

Technischen Kundendienst der ELITechGroup kontaktieren.

Tabelle 40

Ungiiltige Reaktion der Negative Control

Mogliche Ursachen

AbhilfemaRnahmen

Einstellfehler des Gerats.

Position des kompletten Reaktionsgemischs und der Negativkontrolle
kontrollieren.

Volumina des kompletten Reaktionsgemischs und der Negativkontrolle
kontrollieren.

Kontamination der Negativkontrolle.

Die Negative Control nicht fiir mehr als 1 Lauf verwenden.

Ein neues Aliquot hochreines Wasser flr die Molekularbiologie
verwenden.

Kontamination des kompletten
Reaktionsgemischs oder seiner Komponenten.

Das komplette Reaktionsgemisch erneut zubereiten.
Ein neues Aliquot Komponenten verwenden.

Kontamination des Extraktionsbereichs, der
Racks, des Bestandsmanager oder der Cooler
Unit.

Oberflachen mit wassrigen Reinigungsmitteln reinigen, Laborkittel
waschen, verwendete Rohrchen und Spitzen austauschen.

Geréatefehler.

Technischen Kundendienst der ELITechGroup kontaktieren.
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Ungiiltige Probenreaktion

Mogliche Ursachen

AbhilfemaBnahmen

Einstellfehler des Gerats.

Position des kompletten Reaktionsgemischs und der Probe
kontrollieren.

Volumina des kompletten Reaktionsgemischs und der Probe
kontrollieren.

Fehler bei der Zubereitung des kompletten
Reaktionsgemischs.

Volumina der bei der Zubereitung des kompletten Reaktionsgemischs
verwendeten Reagenzien kontrollieren.

Abbau des kompletten Reaktionsgemischs oder
seiner Komponenten.

Das komplette Reaktionsgemisch nicht flir mehr als 2 aufeinander
folgende Laufe verwenden (7 Stunden im Inventarbereich).

Das komplette Reaktionsgemisch nicht langer als 30 Minuten bei
Raumtemperatur aufbewahren.

Den RT EnzymeMix nicht Ianger als 10 Minuten bei Temperaturen Gber
-20 °C aufbewahren.

Das komplette Reaktionsgemisch erneut zubereiten.
Ein neues Aliquot Komponenten verwenden.

Inhibition durch Stérsubstanzen in der Probe.

Amplifikation der eluierten Probe mit einer 1:2-Verdiinnung in
hochreinem Wasser fiir die Molekularbiologie in einem ,PCR Only*“-
Lauf (nur PCR) wiederholen.

Extraktion mit einer 1:2-Verdinnung der in Homogenisierungslésung
vorbehandelten Probe in einem ,Extract + PCR"-Lauf (Extraktion +
PCR) wiederholen.

Geratefehler.

Technischen Kundendienst der ELITechGroup kontaktieren.

Tabelle 42

Anomale Dissoziationskurve

Mogliche Ursachen

AbhilfemaRnahmen

Fehlen eines definierten Peaks.

Definierter Peak, Tm-Wert unterscheidet sich
jedoch von dem der anderen Proben und der
Positive Control.

Kontrollieren, ob der Ct-Zielwert unter 30 liegt.

GrolRe Menge an Amplifikationsprodukt am Ende der Reaktion kann
die Schmelzkurvenanalyse beeintrachtigen.

Die Probenamplifikation wiederholen, um das Vorhandensein von Ziel-
DNA mit einer moglichen Mutation zu bestéatigen.

Die Ziel-DNA in der Probe sollte sequenziert werden, um die Mutation
zu bestatigen.
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Fehler bei der Berechnung des Ct-Werts

Mogliche Ursachen

AbhilfemaBnahmen

Zu hohe Konzentration von Ziel-DNA in der Probe
oder Probe mit anomalem Fluoreszenzsignal.

Wenn im PCR-Diagramm eine signifikante Amplifikation zu
beobachten ist, entsprechende Spur flir die Probe auswahlen und
Ergebnis manuell als positiv bestatigen.

Wenn im PCR-Diagramm keine Amplifikation zu beobachten ist,
entsprechende Spur fiir die Probe auswahlen und Ergebnis manuell
als negativ bestatigen oder als ungultig belassen.

Wenn ein Ct-Wert benétigt wird:

- Amplifikation der eluierten Probe mit einer 1:10-Verdinnung in
hochreinem Wasser fiir die Molekularbiologie in einem ,PCR Only*“-
Lauf (nur PCR) wiederholen.

- Extraktion mit einer 1:2-Verdliinnung der in Homogenisierungslésung

vorbehandelten Probe in einem ,Extract + PCR"-Lauf (Extraktion +
PCR) wiederholen.

Tabelle 44

enthalt).

Fehler 20081 (Es kann sein, dass das Beschallungs-/Extraktionsréhrchen der folgenden Spur keine Fliissigkeit

Mogliche Ursachen

AbhilfemaRnahmen

Blaschen oder hohen Viskositat der Probe.

- Die Probe im Extraktionsréhrchen fir die erforderlichen Spuren
prifen. Wenn keine Probe vorhanden ist, Probe in das
Extraktionsrohrchen fiir die erforderliche Spur laden. Wenn die Probe
vorhanden ist, im Dialogfenster auf die Schaltflache ,OK" klicken, um
mit der Extraktion fortzufahren.

- Wenn die Zeit ohne Aktion abgelaufen ist, wird der Lauf abgebrochen.
Wenn in diesem Fall die Probe vorhanden ist und der Lauf unmittelbar
nach dem Abbruch neu gestartet werden kann, kann die Probe fiir den
neuen Lauf verwendet werden. Alternativ dazu die Extraktion mit
einem neuen Aliquot der vorbehandelten Probe wiederholen.

Tabelle 45

spéaten Ct-Werten)

Ungewo6hnlich hoher Anteil positiver Ergebnisse innerhalb ein und desselben Laufs (Reaktionen mit &hnlich

Mogliche Ursachen

AbhilfemaRnahmen

Kontamination von Probe zu Probe bei
Praanalyseschritten.

Mikropipette nach dem Pipettieren jeder Probe mit frischer 3%iger
Natriumhypochloritlosung (Bleiche) oder DNA/RNA-Cleaner reinigen.

Keine Pasteur-Pipetten verwenden. Die Pipetten missen entweder
Direktverdrangungspipetten sein oder zusammen mit
Aerosolfilterspitzen verwendet werden.

Proben in die letzten Positionen der Gerate einsetzen, wie auf der
Benutzeroberflache angegeben. Die von der Software angegebene
Ladefolge beachten.

Kontamination der Laborumgebung.

Alle Oberflachen, die mit dem Bediener und den Proben (einschlielich
Pipetten) in Kontakt kommen, mit frischer 3%iger
Natriumhypochloritldsung (Bleiche) oder DNA/RNA-Cleaner reinigen.

Einen UV-Dekontaminationszyklus durchfiihren.
Das komplette Reaktionsgemisch erneut zubereiten.
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15 SYMBOLE
Katalognummer.

m Temperaturobergrenze.

Chargenbezeichnung.

B Verfallsdatum (letzter Tag des Monats).

Erfillt die Anforderungen der Verordnung (EU) 2017/746 Gber In-vitro-Diagnostika (IVDR). Zertifizierung
ausgestellt von der TUV SUD Product Service GmbH, Deutschland.

In-vitro-Diagnostikum.

Unique Device Identification, eindeutige Geratekennung

W Ausreichend fiir ,N" Tests

Gebrauchsanweisung beachten.

Inhalt.

//.lt Vor Sonneneinstrahlung schiitzen.

“ Hersteller.

16 ANWENDERHINWEISE

Jeder schwerwiegende Zwischenfall, der im Zusammenhang mit dem Produkt aufgetreten ist, muss dem
Hersteller und der zustéandigen Behdrde des Mitgliedsstaates, in dem der Anwender und/oder der Patient
ansassig ist, gemeldet werden. Um den Herstellung dieses Gerats zu informieren, verwenden Sie sie bitte die
folgende E-Mail-Adresse: egspa.vigilance@elitechgroup.com.

Eine ,Zusammenfassung der Unbedenklichkeit und der Leistung“ wird der Offentlichkeit tiber die Européaische
Datenbank fir Medizinprodukte (Eudamed) zur Verfiigung gestellt, sobald dieses Informatiksystem funktionsfahig
ist. Vor der Veroffentlichung des Hinweises Uber die vollstandige Funktionsfahigkeit von Eudamed wird die
,Zusammenfassung der Sicherheit und Leistung® der Offentlichkeit auf Anfrage per E-Mail an emd.
support@elitechgroup.com ohne unnétige Verzdgerung zur Verfigung gestellt.
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[REF|RTSGO7ING
17  HINWEIS FUR DEN KAUFER: EINGESCHRANKTE LIZENZ

Dieses Produkt enthalt Reagenzien, die von Thermo Fisher Scientific hergestellt wurden und im Rahmen von
Lizenzvereinbarungen zwischen ELITechGroup S.p.A. und deren Tochtergesellschaften und Thermo Fisher
Scientific vertrieben werden. Im Kaufpreis dieses Produkts eingeschlossen sind eingeschrankte, nicht
Ubertragbare Rechte zum Gebrauch nur dieser Produktmenge ausschlie3lich fir Aktivitdten des Kaufers mit
direktem humandiagnostischem Bezug. Informationen zum Kauf einer Lizenz fiir dieses Produkt zu anderen als
den oben genannten Zwecken sind erhaltlich bei Licensing Department, Thermo Fisher Scientific. E-Mail:
outlicensing@thermofisher.com.

ELITe MGB ® Nachweisreagenzien sind durch eines oder mehrere der US-Patente mit den Nummern 7319022,
7348146, 7381818, 7541454, 7671218, 7723038, 7767834, 8008522, 8067177, 8163910, 8389745, 8969003,
9056887, 9085800, 9169256, 9328384, 10677728, 10738346, 10890529 und der EP-Patente mit den Nummern
1781675, 1789587, 2689031, 2714939, 2736916, 2997161 sowie durch anhangige Patentanmeldungen
geschutzt.

Die ELITe InGeniuse- und die ELITe BeGeniuse-Technologie sind durch Patente und Patentanmeldungen
geschutzt.

Diese eingeschrankte Lizenz erlaubt der Person oder Einrichtung, der das Produkt zur Verfigung gestellt wurde,
das Produkt und die bei Verwendung des Produkts erzeugten Daten ausschliel3lich fiir die Humandiagnostik zu
verwenden. Weder die ELITechGroup S.p.A. noch deren Lizenzgeber gewahren weitere, ausdruckliche oder
stillschweigende Lizenzen fur andere Zwecke.

MGBe, Eclipse Dark Quenchere, AquaPhluore, ELITe MGBe, das ELITe MGBe-Geratelogo, ELITe InGeniuse und ELITe BeGeniuse sind
eingetragene Marken der ELITechGroup in der Europaischen Union.
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Appendix A BCR-ABL Dx ELITe MGB Kit zur Verwendung mit
Plattformen der Genius-Reihe®

VORSICHT

Dieses Dokument ist eine vereinfachte Version der offiziellen Gebrauchsanweisung. Dieses Do-
kument ist nur in englischer Sprache verfligbar. Bitte lesen Sie vor dem Gebrauch das vollstandi-

ge Dokument: www.elitechgroup.com

Verwendungszweck

Das Produkt BCR-ABL Dx ELITe MGB® Kit ist ein In-vitro-Diagnostikum, das fir die Anwendung durch
medizinisches Fachpersonal in qualitativen Multiplex-Nukleinsaure-RT- (reverse Transkription) und Real-Time-
PCR-Assays zum Nachweis der mRNA des BCR::ABL (BCR-ABL)-Rearrangements und zur Unterscheidung der
aus klinischen Proben extrahierten Hauptvarianten, bestimmt ist.

Der Assay ist in der Lage, p190 e1a2, p195 e6a2, p200 e8a2, p210 e13a2 und e14a2 (Typisierung mittels
Schmelzanalyse), p230 e19a2 in der ersten Reaktion sowie p190 e1a3, p195 e6a3, p200 e8a3, p210 e13a3 und
e14a3 (Typisierung mittels Schmelzanalyse), p230 e19a3 in der zweiten Reaktion nachzuweisen und zu
identifizieren.

Dieser Assay ist in Verbindung mit den Geraten ELITe InGenius® und ELITe BeGenius®, automatisierten und
integrierten Systemen zur Extraktion, reversen Transkription, Real-Time-PCR und Ergebnisinterpretation mit
menschlichen Proben von peripheren Blutleukozyten (PBL) validiert.

Das Produkt dient als Hilfsmittel bei der Diagnose von BCR::ABL-positiver Leukamie bei Patienten mit Verdacht
auf eine Leukédmie im Zusammenhang mit einem BCR::ABL-Rearrangement.

Bei der Interpretation der Ergebnisse missen alle relevanten klinischen Beobachtungen und Laborbefunde
herangezogen werden.

Amplifizierte Sequenz

BCR-ABL a2 PCR Mix

Sequenz Gen Fluorophor Kanal
Zielsequenz 1 p190 e1a2 FAM p190a2
Zielsequenz 2 -P210, -e13a2, -8C, -e14a2 AP639 P210a2
Zielsequenz 3 P230 e19a2 AP690 P230a2
Zielsequenz 4 P200 e8a2 APS559 p200a2
Zielsequenz 5 p195 e6a2 AP593 p195a2
Internal Control ABL AP525 ICa2

BCR-ABL a3 PCR Mix

Sequenz Gen Fluorophor Kanal
Zielsequenz 1 p190 e1a3 FAM p190a3
Zielsequenz 2 p210 e13a3 und e14a3 AP639 P210a3
Zielsequenz 3 p230 e19a3 AP690 P230a3
Zielsequenz 4 P200 e8a3 AP559 p200a3
Zielsequenz 5 p195 e6a3 AP593 p195a3
Internal Control ABL AP525 ICa3
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Peripheres Blut, das in EDTA oder Natriumcitrat gesammelt und vorbehandelt wurde, um periphere Blutleukozyten (PBL)

zu isolieren.

Kit-Inhalt und zugehorige Produkte

(RTSGO7ING)

BCR-ABL Dx ELITe MGB Kit

BCR-ABL Dx - ELITe Positive Control
(CTRGO7ING)

X2

RT

x3

x3

BCR-ABL a2 PCR
Mix
2 Réhrchen mit 600 pl

24 Reaktionen pro
Réhrchen

48 Reaktionen pro Kit

BCR-ABL a3 PCR
Mix
2 Réhrchen mit 600 pl

24 Reaktionen pro
Réhrchen

48 Reaktionen pro Kit

RT EnzymeMix
2 Réhrchen mit 20 pl

48 Reaktionen pro
Roéhrchen

96 Reaktionen pro Kit
10 Gefrier- und

BCR-ABL a2
Positive Control

3 Roéhrchen mit 160 pl

4 Reaktionen pro
Réhrchen

12 Reaktionen pro Kit

BCR-ABL a3
Positive Control

3 Réhrchen mit 160 pl

4 Reaktionen pro
Réhrchen

12 Reaktionen pro Kit

tur bei Lagerung

5 Einfrier- und Auftau- | 5 Einfrier- und Auftau- | Auftauzyklen 4 Gefrier- und 4 Gefrier- und
Zyklen pro Réhrchen Zyklen pro Réhrchen Auftauzyklen Auftauzyklen
Maximale 18 Monate Maximale 24 Monate
Haltbarkeitsdauer: Haltbarkeitsdauer
Umgebungstempera- | <-20°C Umgebungstempera- | <-20°C

tur bei Lagerung

Weitere bendotigte, nicht im Kit enthaltene Produkte

G6431-000.

(optional)

» ELITe InGenius-Gerat: INT030.

» ELITe BeGenius-Gerat: INT040.

» ELITe InGenius SP RNA INTO34SPRNA.

» ELITe InGenius DNase | INTO34DNASE.

» ELITe InGenius DNase Rohrchenadapter-Kit:

» Alternative Caps For Extraction Tubes 925-CAP

Reagens).
Reagens).

Reagens).

» Cell Lysis Solution (Promega, Art.-Nr. A7933 oder gleichwertiges
» RNA Lysis Buffer (Promega, Art.-Nr. Z3051 oder gleichwertiges
» Thioglycerol (Promega, Art.-Nr. A208B-C oder gleichwertiges

» ELITe InGenius und ELITe BeGenius Verbrauchsmaterialien
(siehe ELITe InGenius und ELITe BeGenius Gebrauchsanweisung)

Protokoll fiir ELITe InGenius und ELITe BeGenius

» Probenvolumen 200 pl » PCR-Eingangsvolumen flr 10 pl
» Gesamtes Elutionsvolumen 100 pl die Elution 20 I
» Volumen PCR-Mix 15 Tage
» Haufigkeit der Kontrollen
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Leistungsdaten fiir ELITe InGenius und ELITe BeGenius
Matrix Zielsequenz Nachweisgrenze Sensitivitait Spezifitat
Peripheres p190 ela2 8 Kopien/Reaktion 100 % (26/26) 100 % (60/60)
Blut, das in
Elgt-rrﬁrziﬁ:at ela3 8 Kopien/Reaktion 100 % (25/25) 100 % (60/60)
\ir:jtrrzjc;mmen p195 e6a2 8 Kopien/Reaktion 100 % (25/25) 100 % (60/60)
eba3 20 Kopien/Reaktion | 100 % (25/25) 100 % (60/60)
p200 e8a2 50 Kopien/Reaktion | 100 % (26/26) 100 % (60/60)
e8a3 50 Kopien/Reaktion | 98 % (24/25) 100 % (60/60)
p210 e13a2 | 8 Kopien/Reaktion 100 % (27/27) 100 % (60/60)
e13a3 | 8 Kopien/Reaktion 100 % (25/25) 100 % (60/60)
e14a2 | 8 Kopien/Reaktion 100 % (28/28) 100 % (60/60)
e14a3 | 20 Kopien/Reaktion | 100 % (25/25) 100 % (60/60)
p230 e19a2 | 20 Kopien/Reaktion | 100 % (25/25) 100 % (60/60)
e19a3 | 50 Kopien/Reaktion | 100 % (25/25) 100 % (60/60)

Probenvorbereitung

Dieses Produkt ist fur die Verwendung auf dem ELITe InGenius und ELITe BeGenius mit den folgenden
klinischen Proben, die gemal den Laborrichtlinien identifiziert und unter den folgenden Bedingungen entnommen,
transportiert und gelagert wurden, bestimmt.

Probentyp Transport-/Lagerbedingungen

+16/+26 °C
(Raumtemperatur)

Peripheres Blut, innerhalb von 24 Stunden und spatestens nach 48 Stunden

das in EDTA oder Natriumcitrat enthommen
wurde

Hinweis: Die Proben missen vorbehandelt wurde, um periphere Blutleukozyten (PBL) zu isolieren., bevor sie gemaR dem
in der kompletten Gebrauchsanweisung beschriebenen Verfahren verwendet werden.
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Verfahren bei ELITe InGenius

Der Benutzer wird von der ELITe InGenius-Software zur Vorbereitung des Laufs Schritt fir Schritt durch die

grafische Benutzeroberflache gefluhrt. Alle Schritte: Extraktion, reverse Transkription, Real-Time-PCR und
Ergebnisinterpretation werden automatisch durchgefiihrt. Es stehen zwei Betriebsmodi zur Verfligung:
vollstandiger Lauf ,Extract + PCR" (Extraktion + PCR) und ,PCR Only* (Nur PCR).

Bei dem Produkt BCR-ABL Dx ELITe MGB Kit sollten zwei Reaktionen fur jede Probe durchgefiihrt werden:
eine mit BCR-ABL a2 PCR Mix (fuir BCR-ABL a2-Isoformen) und die andere mit BCR-ABL a3 PCR Mix (fur
BCR-ABL a3-Isoformen).

Vor der Analyse

1. ELITe InGenius einschalten.

Mit dem Benutzernamen und Passwort
anmelden.

Den Modus ,,CLOSED* (Geschlossen)
wahlen.

2. Kontrollen tUberprifen: BCR-ABL a2
Positive Control / BCR-ABL a3
Positive Control und BCR-ABL a2
Negative Control / BCR-ABL a3
Negative Control im Menu ,Controls®
(Kontrollen).

Hinweis: Alle miissen ausgefiihrt und
genehmigt worden sein und durfen
nicht abgelaufen sein.

3. BCR-ABL a2 PCR Mix / BCR-ABL
a3 PCR Mix Rohrchen auftauen.

Vorsichtig vortexen.
5 Sek. herunterzentrifugieren.

4. Das komplette Reaktionsgemisch zubereiten

5. Vorsichtig vortexen

5 Sek. herunterzentrifugieren.

Das komplette Reaktionsgemisch auf
Eis Keinem direkten Licht aussetzen.

Probenanzahl (N) BCR-ABL a2 PCR Mix RT EnzymeMix
und BCR-ABL a3 PCR
Mix
1<N<5 (N+1)x20pl (N+1)x0,3ul
6<N=<11 (N+2)x20pl (N+2)x0,3ul
N=12 290 pl 4,4 ul

Verfahren 1 — Vollstiandiger Lauf: ,,Extract + PCR“ (Extraktion + PCR) (z. B. Proben)

1. Auf der Startseite ,Perform Run*
(Lauf durchfiihren) auswahlen.

2. Die Extraktionsvolumina
Uberprifen:
Eingangsvolumen: ,200 pL*,
Elutionsvolumen: ,100 pL®.

3. Die Proben-Barcodes mit dem
tragbaren Barcodeleser scannen oder
die Proben-ID eingeben.

4. Das gewunschte Assay-Protokoll
auswahlen: BCR-ABL a2 ELITe PBL _
200_100 und

BCR-ABL a3 ELITe_PBL_200_100

5. Fiur das a2-Assay-Protokoll: das
Protokoll ,Extract + PCR" (Extraktion
+ PCR) und unter ,Sample Position"
(Probenposition) ,Extraction Tube"
(Extraktionsréhrchen) auswahlen.

Fir das a3-Assay-Protokoll: das
Protokoll ,PCR Only" (Nur PCR)
zuweisen und unter ,Sample
Position" (Probenposition) die Spur
(»Track") der Probe auswahlen.

6. Das komplette Reaktionsgemisch in
den ,Inventory Block*
(Bestandsmanager) laden

7. Folgendes laden: PCR-Kassette, SP
RNA Extraktionskartusche, DNase |-
Roéhrchen, Elution tube
(Elutionsroéhrchen), Spitzenkassette,
Extraction Tube (Extraktionsrohrchen)-
Rack

8. Tir schlie®en. Analyselauf starten.

9. Ergebnisse anzeigen, genehmigen
und speichern.
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beachten.

Wird der Modus ,Extract Only“ (nur Extraktion) benétigt, zum Verfahren das Benutzerhandbuch des Gerats

Verfahren 2: ,,PCR Only“ (Nur PCR) (z. B. Eluate, Kontrollen)

1. Auf der Startseite ,Perform Run®
(Lauf durchfuihren) auswahlen.

2. Die Extraktionsvolumina Uberprifen:

Eingangsvolumen: ,200 pL*,
Elutionsvolumen: ,100 pL*.

3. Die Proben-Barcodes mit dem
tragbaren Barcodeleser scannen oder
die Proben-ID eingeben.

4. Das gewlnschte Assay-Protokoll
auswahlen:

BCR-ABL a2 ELITe_PBL_200_100 und
BCR-ABL a3 ELITe_PBL_200_100
oder BCR-ABL a2 ELITe_PC oder
BCR-ABL a3 ELITe_PC oder

BCR-ABL a2 ELITe_NC oder BCR-ABL
a3 ELITe_NC

5. Die Methode ,PCR Only“ (Nur PCR)
auswahlen.

Fur Kontrollen und das Assay-Protokoll
a2 die Probenposition ,Elution Tube“
(Elutionsréhr) auswahlen.

Fir das Assay-Protokoll a3 als
Probenposition die Spur (, Track®) des
Eluats auswahlen.

6. Das komplette Reaktionsgemisch in
den ,Inventory Block®
(Bestandsmanager) laden

7. PCR-Kassettenrack und Elution tube
(Elutionsroéhrchen)-Rack mit der
extrahierten Nukleinsaure.

8. Tur schlieBen. Analyselauf starten.

9. Ergebnisse anzeigen, genehmigen
und speichern.

Verfahren bei ELITe BeGenius

Der Benutzer wird von der ELITe BeGenius-Software zur Vorbereitung des Laufs Schritt fir Schritt durch die
grafische Benutzeroberflache gefiihrt. Alle Schritte: Extraktion, reverse Transkription, Real-Time-PCR und
Ergebnisinterpretation werden automatisch durchgefihrt. Es stehen zwei Betriebsmodi zur Verfligung: ,Extract +

PCR® (Extraktion + PCR) und ,PCR Only* (Nur PCR).

Bei dem Produkt BCR-ABL Dx ELITe MGB Kit sollten zwei Reaktionen fur jede Probe durchgefuhrt werden:
eine mit BCR-ABL a2 PCR Mix (fir BCR-ABL a2-Isoformen) und die andere mit BCR-ABL a3 PCR Mix (fur
BCR-ABL a3-Isoformen).

Vor der Analyse

1. ELITe BeGenius einschalten.
Mit dem Benutzernamen und Passwort
anmelden.

Den Modus ,CLOSED* (Geschlossen)
wahlen.

2. Kontrollen Gberpriifen: BCR-ABL a2
Positive Control / BCR-ABL a3
Positive Control und BCR-ABL a2
Negative Control / BCR-ABL a3
Negative Control im Menu ,Controls*
(Kontrollen).

Hinweis: Alle mussen ausgefihrt und
genehmigt worden sein und durfen
nicht abgelaufen sein.

3. BCR-ABL a2 PCR Mix / BCR-ABL
a3 PCR Mix Rohrchen auftauen.

Vorsichtig vortexen.
5 Sek. herunterzentrifugieren.
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5. Vorsichtig vortexen.
5 Sek. herunterzentrifugieren.

Das komplette Reaktionsgemisch auf
Eis Keinem direkten Licht aussetzen.

4. Das komplette Reaktionsgemisch zubereiten
BCR-ABL a2 PCR Mix
Probenanzahl (N) und BCR-ABL a3 PCR RT EnzymeMix
Mix
1<Ns5 (N+1)x20pl (N+1)x0,3pl
6=<N<11 (N+2)x20 pl (N+2)x0,3pl
N=12 290 ul 4,4l
13sN<18 (N+3)x20ul (N+3)x0,3ul
19<sN<23 (N+4)x20pl (N+4)x0,3pl
N=24 580 l 8,7 ul

Verfahren 1 — Vollstandiger Lauf: ,,Extract + PCR“ (Extraktion + PCR) (z. B. Proben)

1. Auf dem Touchscreen ,Perform Run®
(Lauf durchfiihren) auswahlen und
anschlie®end auf den Laufmodus ,Extract +
PCR* (Extraktion + PCR) klicken.

2. Das Sample Rack
(Probenstander) mit den Proben in
die Cooler Unit einsetzen. Die
Proben-Barcodes oder die Proben-
ID eingeben

3. Die Extraktionsvolumina
Uberprifen:
Eingangsvolumen: ,200 pL*,
Elutionsvolumen: ,100 yL*

4. Das gewunschte Assay-Protokoll
auswahlen:

BCR-ABL a2 ELITe_PBL_200_100 und
BCR-ABL a3 ELITe_PBL_200_100

5. Die Etiketten ausdrucken, um die
leeren Elution Tubes
(Elutionsréhrchen) mit einem
Barcode zu versehen. Die Réhrchen
in das Elution Rack (Elutionsablage)
laden und in die Cooler Unit
einsetzen

6. Das komplette Reaktionsgemisch
in das ,Reagent/Elution Rack"
(Reagenz-/Elutionsrack) laden und
in die Cooler Unit einsetzen.

7. Das ,PCR Rack” mit ,PCR Cassette”
(PCR-Kassette) und das ,Extraction Rack”
(Extraktionsrack) mit den ,ELITe InGenius
SP RNA" Extraktionskartuschen, ,ELITe
InGenius DNase [“-Réhrchen und die fir die
Extraktion erforderlichen
Verbrauchsmaterialien laden.

8. Tir schlie®en. Analyselauf starten.

9. Ergebnisse anzeigen,
genehmigen und speichern.

beachten.

Wird der Modus ,Extract Only” (nur Extraktion) bendtigt, zum Verfahren das Benutzerhandbuch des Gerats
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1. Auf dem Touchscreen ,Perform Run®
(Lauf durchfiihren) auswahlen und
anschlieend auf den Run mode ,PCR
Only“ (Nur PCR) klicken.

2. Die barcodierten Rohrchen mit der
extrahierten Nukleinsdure oder den
Kontrollen in das Elution Rack
(Elutionsablage) laden und in die
Cooler Unit einsetzen.

3. Die Extraktionsvolumina Uberpriifen:

Eingangsvolumen: ,200 pL*,
Elutionsvolumen: ,100 pL*.

4. Das gewlnschte Assay-Protokoll
auswahlen: BCR-ABL a2 ELITe_PBL_
200_100 und

BCR-ABL a3 ELITe_PBL_200_100 oder
BCR-ABL a2 ELITe_PC oder

BCR-ABL a3 ELITe_PC oder

BCR-ABL a2 ELITe_NC oder

BCR-ABL a3 ELITe_NC

5. Das komplette Reaktionsgemisch
in das ,Reagent/Elution Rack"
(Reagenz-/Elutionsrack) laden und in
die Cooler Unit einsetzen.

6. ,PCR Rack" mit ,PCR
Cassette(PCR-Kassette) laden.

7. TUr schlie®en. Analyselauf starten.

8. Ergebnisse anzeigen, genehmigen
und speichern.
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