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Kritéria EuroMRD

Kritéria pro specifitu

Problémem v pripadé RQ-PCR detekce Ig/TCR gent miéze byt pozadi zdravych lymfocyts. Aby se zabrdnilo vzniku falesné pozitivnich
vysledks, pouzivd se jako negativni kontrola DNA izolovand ze vzorkd periferni krve odebrané od dércd, idedini pocet je 10 (stejné
smésnd DNA, do které se redi standardni kalibracni kfivka) a to minimdlné v Sesti replikétech do reakce, coz v pripadé amplifikace uda-
vé hodnotu pozadi.

Kritéria pro senzitivitu
Senzitivitu uréuje nékolik faktord jako je typ Ig/TCR prestavby, velikost a sloZeni N dseku a mnozstvi DNA. Senzitivita RQ-PCR systému
je nejvyssi fedéni, které:
* se specificky amplifikuje
® md nejméné jeden vzorek z replikétu pozitivni
* md nejvyssi Ct replikati v rozmezi 20 cykld od Ct 100% infiltrovaného (diagnostického) vzorku

vy

* nejméné jedna hodnota Ct je o nejméné jeden cyklus niZsi nez nejnizsi hodnota Ct pozadi

Kritéria pro rozmezi kvantifikace

Rozmezi kvantifikace je nejnizsi redéni, které:

* se specificky amplifikuje a rozdil Ct replikéti je 1,5

* jeho promérné hodnota Ct je o 2,6-4,0 cykly vétsi nez predchozi 10x nizsi fedéni nebo o 0,5-1,5 cyklu véfi nez predchozi 5x nizsi fedéni
e standardni kfivka mé sklon mezi -3,1 a -3,9 a korela¢ni koeficient je 0,98 a zahrnuje nejméné 3 fedlici body pres dvé logaritmické fedéni
* jeho promérné hodnota Ct musi byt nejméné o 3 cykly niz3i nez nejniz3i Ct hodnota pozadi

Hodnoceni MRN v rezidudlnich vzorcich

Hladinu MRN Ize vyjédFit ze standardni kalibraéni kfivky s normalizaci ke kontrolnimu genu, jestliZe:

* promérnd hodnota Ct replikétd  nejvyssi Ct rozmezi kvantifikace a rozdil Ct replikéta je 1,5

e viechny pozitivni hodnoty pod hodnotou rozmezi kvantifikace by mély byt uvédény pouze jako pozitivni, bez uvedent ¢iselné hodnoty

* vzorek je déle poklédén za pozitivni, pokud Ct hodnota nejméné jednoho z replikétd je v rozmezi 4 cykli od senzitivity a Ct hodnota
nejméné jednoho z replikéti je o 1,0 nizsi nez nejnizsi Ct pozadi. Toto pravidlo vzhledem k moznosti falesné pozitivity je nejspornéjsi
a nejdiskutovanési, proto bylo roziteno podle nésledné klinické aplikace: Méné prisné kritéria jsou aplikovéna tam, kde je nutné vy-
zadi-stejné jako vyse). Prisnéjsi kritéria jsou aplikovdna tam, kde by bylo mozno falesnou pozitivitou s néslednou aplikaci lécby (napr:
infuzi dércovskych lymfocytis) poskodit pacienta (Ct hodota nejméné jednoho z replikats je o 3,0 nizsi nez nejnizsi Ct pozadi) (50,51).
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