‘ecutuerungA

M& LANDESKRANKENHAUS INNSBRUCK - UNIVERSITATSKLINIKEN ‘*‘L‘

entralinstitut fiir Med. em. Labordiagnosti ttp://zimcl.tirol-kliniken.at

tirol kliniken seqyaiinstitut fir med. & chem. Labordi ik (ZIMCL) | http://zimcl.tirol-klinik
Vorstand: Univ. Prof. Dr. Andrea Griesmacher | AnichstraBe 35, 6020 Innsbruck, Austria

weoznisce uaversiir Molekulare Analytik & Spezielle Serologie

oaversrarscnakie T:+43-512/504-24091 | F: +43-512 / 504-24088

{f e
\gﬂ337 ,J;.L"
IS0 15189

Praanalytik bei der Anforderung molekular-
genetischer Untersuchungen im ZIMCL

HINTERGRUND UND BEDEUTUNG

Die Bedeutung wie auch das Spektrum molekulargenetischer Analysen fir Diagnostik,
Prognoseabschatzung, Risikostratifizierung, Verlaufskontrolle und Therapietberwachung hat in den
letzten Jahren enorm zugenommen. Da insbesondere bei quantitativen Verfahren eine geringste
Anzahl von spezifischen DNA- bzw. RNA-Molekilen detektiert werden soll, ist die Einhaltung einer
optimalen Prdanalytik fiir eine korrekte Analyse essentiell.

Insbesondere die aus dem Probenmaterial isolierte RNA ist ein relativ instabiles Molekdil. In der Zelle
wird RNA standig aufgebaut und mit Hilfe der Ribonukleasen nach der Translation wieder zerlegt. Die
schnelle Degradierung der RNA durch ubiquitdr vorhandene RNAsen (RNA-abbauende Enzyme) wird
durch inaddquate Prdanalytik potenziert. Nur durch sorgsame Probengewinnung, addquaten
Probentransport und schonende Probenbearbeitung im Rahmen der Analyse kann die Intaktheit der
zu untersuchenden Genabschnitte (Ziel- bzw. Targetsequenzen) in DNA/RNA sichergestellt werden.
Alle molekulargenetischen Untersuchungen sind mehrstufige Verfahren und somit— insbesondere
RNA-basierte Analysen — zeitaufwandig, arbeits- und kostenintensiv. Daher ist das Arbeiten mit einem
moglichst optimalen Probenausgangsmaterial -wie fiir Laboranalysen generell- fir alle
molekulargenetischen Untersuchungen unbedingt erforderlich.

Gemeinsam fiir eine optimale Ergebnisqualitéit

UNSERE AUFGABEN UND MOGLICHKEITEN ALS LABOR:

Bei Probeneingang im ZIMCL kann bis auf die eingesandte Probenmenge, die Temperatur bei Eintreffen
und visuelle Beurteilung auf das Vorliegen von Gerinnseln die Einhaltung der praanalytischen
Vorgaben nur sehr eingeschriankt dberprift werden. Probengewinnung, Standzeiten und
Lagerungstemperatur nach Gewinnung, Mischen unterschiedlicher Materialien (z.B. EDTA- mit
Heparinblut, etc.) beeinflussen das Analysenergebnis in groBem Ausmall und kénnen von uns nicht
direkt beurteilt werden.

Wir konnen lediglich durch gut durchdachte und in den Analysenablauf stufenartig eingebaute
Qualitatskontrollschritte die Einhaltung der prdanalytischen Vorgaben indirekt und retrospektiv
Uberprifen. Falls diese, fur jedes eingesandte Material durchgefiihrten Qualitatskontrollen den
Hinweis liefern, dass die erzielten/erzielbaren Resultate letztlich in fehlerhafte Befunde munden (z.B.
bei qualitativen Methoden in Rahmen der Leukdmiediagnostik die Nichterfassung von Genfusionen,
bei quantitativen Methoden die Unterschdtzung der minimalen Resterkrankung durch Verlust von
Zielsequenzen in DNA/RNA) behalten wir uns die Zurlickhaltung von Befunden und den Hinweis auf
eine erforderliche Neueinsendung auf Grund mangelhafter Prdanalytik vor. GemalR Akkreditierung
nach EN-ISO 15189 miissen wir die Praanalytik unseren Zuweisern nicht nur vorgeben, sondern sind
bei Nichtbeachtung dieser Vorgaben auch zur Zuriickweisung verpflichtet.

Zum verbesserten Verstandnis finden Sie unseren Analysenworkflow mit den integrierten
Qualitatskontrollschritten auf Seite 4 schematisch dargestelit.
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IHRE AUFGABEN UND VERANTWORTUNGEN ALS ZUWEISER: Da die Probengewinnung, die
Lagerung (Temperatur, Zeit), der Versand und auch die Angaben zur eingesandten Probe in Ihren

Handen liegt, ist bei allen von Ihnen im ZIMCL angeforderten molekularbiologischen Analysen die
Beachtung und strikte Einhaltung folgender Punkte notwendig (Details finden Sie auf den
Folgeseiten):

= Ausreichendes Probenvolumen (v.a. bei hamato-onkologischen Parametern)

=  Probenmaterial gut durchmischen (Knochenmarkaspirate!)

= Keine Zwischenlagerung im Sonnenlicht oder anderen warmen Orten (Heizung)

= Transportdauer < 24 Stunden

= Eindeutige Angaben zum Material (PB,KM,etc), Beschriftung, Kontaktdaten

= Ggf. Einverstandniserklarung des Patienten mitschicken (betrifft einzelne Analysen)

Bei Einhaltung der obgenannten Punkte kann eine bestmdgliche Praanalytik und damit Aussagekraft
der angeforderten Untersuchungen erreicht werden. Inaddaquate Praanalytik wird trotz der stufenartig
eingebauten Qualitatskontrollschritte in einzelnen Fallen nicht aufgedeckt werden. Dies kann letztlich
zu Fehlbefunden fiihren, fir welche wir selbstverstandlich keinerlei Verantwortung tGbernehmen
konnen. Bei Nichterfiillung der vom ZIMCL und in Guidelines zahlreicher Fachgesellschaften
festgelegten Vorgaben und der somit eingeschrankten Qualitat des Untersuchungsmaterials kann
eine wiederholte Materialgewinnung und Neueinsendung erforderlich werden.

Wir dirfen Sie dartiber informieren, dass das ZIMCL zur kontinuierlichen externen Qualitatskontrolle
aller molekularen Analysen regelmaBig bei folgenden Organisationen an Ringversuchsprogrammen
teilnimmt: RfB, INSTAND, UKNEQAS, RQAP, OQUASTA. Daneben erfolgen regelmiRig
Vergleichsanalysen mit den folgenden Laboratorien: AKH Wien — Klinisches Institut fiir Labormedizin,
Universitatsklinikum Bonn — Labor fiir experimentelle Hamatologie, Bernhard-Nocht-Institut flr
Tropenmedizin, Hamburg.

Wir stehen fir Rickfragen jederzeit gerne zur Verfligung, danken fiir die Zuweisung und die
Zusammenarbeit.

ZIMCL, Labor fur molekulare Analytik

Stand 02/2020
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DETAILINFORMATIONEN

- Ausreichendes Probenvolumen

Flir molekulare Untersuchungen von somatischen Verdanderungen (zB Leukdmie-, Lymphom,
MDS, MPS, MRD- und prognostische Untersuchungen) werden prinzipiell ca. 10ml EDTA Blut
bendtigt (Tabelle s.u.). Fir pharmakogenetische und hereditdre Analysen sind 3ml EDTA Blut
ausreichend. Fir infektiologische PCR Untersuchungen werden 5ml Nativblut bzw. 3ml Serum
bendtigt.
Bei geringer Leukozytenzahl (z.B. nach KMT, oftmals bei MDS, Haarzellleukdmie) kann ein
groReres Volumen erforderlich sein, um die fir die Analyse erforderliche Zellzahl und damit
eine ausreichende / optimale Sensitivitat der Methode zu erzielen.

- Gute Durchmischung des Probenmaterials (5x mal Uberkopf-Mischen) - insbesondere bei

Einsendung von Knochenmark, da eine Gerinnselbildung zu stark reduzierten Zellausbeuten
flhrt.
- Transportdauer: Diese soll 24 Stunden nicht iibersteigen

Bei internen Anforderungen: Unmittelbarer Versand der Probe ins ZIMCL, da — wie ausgefihrt
— die enthaltene RNA einem raschen Abbau unterliegt.
Bei externen Anforderung: Probe sofort auf 2-8°C kiihlen, schnellstméglich und gekiihlt
(Coolpacks; keine Freezebags, da hier Proben anfrieren und hamolysieren koénnen!)
versenden. Abnahme ggf. nicht vor dem Wochenende planen, um einen verlangerten
Transportweg Gbers Wochenende zu verhindern. Achtung: Proben niemals einfrieren.

- Proben keinesfalls im Sonnenlicht oder an anderen warmen Orten (Heizkorper)

zwischenlagern.

- ProbengefaR eindeutig beschriftet einsenden (zweifelsfreie Patientenidentifikation)

- Am Anforderungsbeleg (Download via http://zimcl.tirol-kliniken.at unter ZIMCL Downloads)
das eingesandte Spezimen (EDTA, Knochenmark, Serum) sowie die (Verdachts)diagnose bzw.

Fragestellung vermerken (zur Sicherstellung, dass das Spezimen fir das gewliinschten
Untersuchungsverfahren und die klinische Fragestellung addquat ist).

- Angabe lhrer Kontaktdaten (Name, DECT-Nummer, Telefonnummer mit Durchwahl) fir
mogliche Riicksprachen bei etwaigen Unklarheiten.

- Unterfertigte Einverstiandniserkldarung: Nur erforderlich bei hereditdren Analysen (zB

Thrombophilie-, Zéliakie-, ApoE-Genotypisierung etc); bitte zustdndigen Facharzt fiir die
Befundiibermittlung angeben.
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ANALYSENWORKFLOW im ZIMCL mit QUALITATSKONTROLL (QKO) STUFEN (»)

ZUWEISER PRAANALYTIK

Probenabnahme
Probentransport

ZIMCL ANALYTIK

Uberpriifung von korrektem Volumen und Temperatur sowie
der Vollstandigkeit der Angaben zum Glbernommenen

| Material (PB? KM?), EDV-Erfassung der Anforderung

g

7

[ RNA basierte Analvse ]

"

[ DNA basierte Analyse ]

[ Zellisolierung/Zellanreicherung/Serumgewinnung ]

4

RNA-Extraktion

Qualitatskontrolle QKO 1 &
Kapillar/Gelektrophorese,

4

DNA-Extraktion

4

Qualitatskontrolle QKO 1 &/
(Kapillar/Gelelektrophorese)

|

guantitative Analyse

!

RT-PCR mit Amplifikation von
Referenzgensequenzen QKO 2N

Bestimmung des RIN-Wertes

Ny

cDNA-Synthese

ﬂ .

qualitative Analyse

I

RT-PCR mit Amplifikation von
Kontrollgensequenzen QKO 2 &

I

DNA-PCR mit Amplifikation
von Kontrollgensequenzen
= QKO 2 ¥

i

Realtime-PCR Auswertung bzw.

sowie PCR von Kalibratoren :— sowie PCR von Spike-In- Kapillla.r- oder Gelelektrophorese der
oKO 3N I Kontrollen QKO 3 ¥ Amplifikate
|
4 | 4
1
5 NEIN «-

Realtime-PCR Auswertung
(quantitativ)
- QKO-Kriterien erfllt?

A

qualitative Auswertung

= QKO-Kriterien erflllt? IA

=

4

JA

"

BEFUNDERSTELLUNG UND
UBERMITTLUNG

Do)
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Ubersicht der im ZIMCL angebotenen Analysen mit Materialbedarf und Besonderheiten

DNA &
Mindest-Volumen / RNA Q) .
Analyse Material cfDNA @ Besonderheit
Analyse
Mindestens 10ml EDTA- .
BCR-ABL (quantitativ und Blut — | (SS%I’flgﬁl)ls\}renrzglr;%hegis
qualitativ) 3-5ml EDTA/Heparin dahin kiihlen ’
Knochenmark
Mindestens 10ml EDTA- Schnellstméalicher
PML-RARA, RUNX1-1T1, Blut = (sofort) Versgnd bis
INV(16) (quantitativ) 3-5ml EDTA/Heparin dahin kiihlen ’
Knochenmark
Akute-Leukamie- 10ml EDTA-Blut _ Schnellstmbglicher.
) . 3-5ml EDTA/Heparin - (sofort) Versand, bis
Abberationsscreening S
Knochenmark dahin kihlen
Einzeltranslokationsnachweise | 10ml EDTA-Blut
qualitativ 3-5ml EDTA/Heparin = .
(RUNXL-RUNX1T1, inv(16), Knochenmark Z%?Qﬁ;'s\};”r‘s’g'rﬁh%ﬁs
MLL-AFF1, TCF3-PBX1, ETV6- dahin kiihlen ’
RUNX1, SIL-TAL1, ETV6-
PDGFRB etc.)
. 5ml EDTA-Blut Schnellstmdglicher
(Nqih;r}tﬁéic [)) Mutation 3ml EDTA/Heparin (] (sofort) Versand, bis
Knochenmark dahin kiihlen
Myeloproliferative Marker: 10ml EDTA-BIut Schnellstméglicher
JAK2, MPL, Calreticulin 3-5ml EDTA/Heparin o8 (sofort) Versand, bis
Mutation Knochenmark dahin kiihlen
Hamatologische LT DTS . Eintreffen im ZIMCL
Gen-Panel Diagnostik &l [ FDIAY T e innerhalb von 48h
Knochenmark
5ml EDTA-BIut . .
bcl-1, bel-2 3ml EDTA/Heparin a E]Ir?grif;?kr)] \'/rgnzéllgﬁr? L
Knochenmark
NOTCH1, SF3B1, KIT D816V, gm: EB$ZEI:tarin = Eintreffen im ZIMCL
BRAF V600E P innerhalb von 48h
Knochenmark
Immunglobulin / T- %?é?rilEEDDT'IAA_/I?-lthparin = Eintreffen im ZIMCL
Zellrezeptor-Rearrangement innerhalb von 48h
Knochenmark
Pharmakogenetische 3ml EDTA Blut . .
Untersuchungen (TPMT, DPD, ) Er?gﬁ]f;?g\'/rgnﬂ'gfl‘
Cyp P450, MDR, SLCO1B1)

- 3ml EDTA Blut Einverstandniserklarung
Hereditare Untersuchungen ) erforderlich
(Thrombophilie, Zdliakie, Eintreffen im ZIMCL
ApoE, HLA-B27, HFE etc) innerhalb von 48h
Infektiologische molekulare 5ml Nativblut . .
Untersuchungen (HAV-, HCV-, J8 E:gﬁ]f;?g\'/rgnzzlzﬂfl‘
HDV-, HEV-, Malaria PCR etc)

EGFR Mutationen, BRAF V600 10ml Paxgene-Blut o Schnellstmdglicher

(Liquid Profiling/Biopsy)

(sofort) Versand, bis
dahin kiihlen
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