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Kayttétarkoitus

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit on kvantitatiivinen diagnostinen in vitro -testi, joka
on tarkoitetty BCR-ABL1 -fuusiogeenin b3a2 (e14a2)- ja b2a2 (e13a2) -transkriptien

mittaamiseen kokoverestd eristetystd kokonais-RNA:sta.

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit -menetelmalla voidaan seurata syvad molekulaarista
vastetta potilailla, joilla on Philadelphia-kromosomipositiivisen (Ph+), p210 kroonisen

myelooisen leukemian (KML) krooninen vaihe.

Se on kalibroitu World Health Organization (WHO) International Genetic Reference Panel

(Maailman terveysjarjeston kansainvalinen geenipaneeli) -paneelin perusteella.

Yhteenveto ja selitykset

Tietoja kroonisesta myelooisesta leukemiasta

KML kuuluu myeloproliferatiivisiin - sairauksiin, ja Philadelphia-kromosomi todetaan yli
90 prosentilla KML-potilaista (Ph CHRS). Téméa kromosomi syntyy kromosomien 9 ja 22 pitkien
haarojen translokaatiossa 1(9;22). Sen BCR (Breakpoint Cluster Region) -alue paikantuu
kromosomiin 22 ja c-ABL-onkogeeni sijaitsee kromosomissa 9. Vastaava fuusiogeeni BCR-
ABL1 kopioituu 8,5 tuhannen nukleotidin pituiseksi mRNA:ksi. Tallé fuusiogeenilld on 2
|Ghettityyppid: b2a2 (todetaan 40 prosentissa tapauksista) ja b3a2 (esiintyy 55 prosentissa
tapauksista).  Se  koodaa  kimeeriproteiinia  p210, jolla  on  voimistunut
tyrosiinikinaasiaktiivisuus. b2a3- ja b3a3-transkriptit liittyvat alle 5 prosenttiin tapauksista. Ph-
kromosomi on havaittavissa myds 35 prosentilla akuuttista lymfaattista leukemiaa (ALL)

sairastavista aikuispotilaista.
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KML:n vuosittainen ilmaantuvuus on noin 1-2 / 100 000, ja KML:n osuus aikuisten kaikista
leukemioista on 20 %. Taudille on tyypillista luuytimen solujen lisééntynyt tuotanto. N&mé solut
erilaistuvat ja toimivat normaalisti. 90-95 prosentilla KML-potilaista tauti todetaan sen
kroonisessa eli rauhallisessa vaiheessa. Aiemmin tauti efeni keskim@drin 4-6 vuodessa
blastikriisi-vaiheeseen ja kuolemaan johtavaksi akuutiksi leukemiaksi. Imatinibi ja sita
seuranneet toisen sukupolven tyrosiinikinaasin estdjat ovat muuttaneet luonnollista
taudinkulkua merkittavasti. Nykyisin useimmilla potilailla tauti saadaan remissioon, ja he

tarvitsevat pitkdaikaista seurantaa.
Seuranta

KML:n hoidon tavoitteita ovat 100 %:n elossaolo ja Ph-kromosominegatiivisuus. Seurannassa
arvioidaan hoitovastetta ja pyritddn havaitsemaan relapsi  mahdollisimman  varhain.
Tyrosiinikinaasin estdijilld  hoidetuilla potilailla tauti saadaan yleensé hematologiseen,
sytogeneettiseen ja lopulta molekulaariseen remissioon. Leukemiasolut ja BCR-ABL1-transkriptit

vdhenevét vastaavasti: Kuva 1.
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IS-asteikko

Lahtotilanne =
4 o,
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4 log vé a; <0,0 CBD
Osoiteftavissa oleva tautiméara < 0,01 % BCR AB 10 % a’
@
a o
autiméérd ei osoitetta a cDNA:ssa > 10 000 AB =
1% g
=
&
0,1% o:
MMR
MR® 0,01 %
(> 5 log vihenemd; < 0,001 %'%)
. Osoifettavissa oleva tautimaéré < 0,001 % BCR ABL 1 fai o,
Tautiméérd ei osoiteftavissa cDNA:ssa > 100 000 ABL1 0,001 %
Logartiminen véhenemé on vithenem IRIS-léhtstasosta BCR-ABL1 ei
itettavi
MR: molekulaarinen vaste; MMR: merkitiivés molekulaarinen vaste osoitettavissa

Kuva 1. Molekulaarisen vasteen médritys. Sovellettu viitteista 1, 2 ja 9. MR: molekulaarinen vaste. MMR: merkittévé

molekulaarinen vaste.

KML-potilaiden tautitackan arviointiin  kaytettva vertailtumenetelma on  tavanomainen
luuytimen metafaasien sytogeneettinen analyysi (G-raitatutkimus). Sytogeneettistd vastetta
tutkittiin vahintaén 20 luuytimen metafaasista. Sytogeneettisen vasteen tasoa arvioitiin Ph-
koromosomipositiivisten metafaasien  (3) prosenttiosuuden  perusteella.  Laboratorion
suorituskyky ja asiantuntemus vaikuttivat kuitenkin arviointiin, eika sen herkkyys, 5 %, ole

erityisen hyvé 20 metafaasia tutkittaessa.

Molekulaarista vastetta mitataan reaaliaikaisella kvantitatiivisella polymeraasiketjureaktiolla
(9PCR) ja BCR-ABLT Mbcr mRNA:n kvantifioinnilla perifeerisistd veringytteistd, ja tama kuuluu
nyt KML:n seurantamenetelmiin. Se on herkempi ja véhemman invasiivinen kuin tavanomainen

luuytimen metafaasien sytogeneettinen analyysi.

KML:n seurantaa koskeviin pdivitettyihin suosituksiin on viime aikoina lisatty laaketutkimuksista
saatu uusi kliininen n&yttd, toisen sukupolven tyrosiinikinaasin estdjien parempi kliininen teho

ja BCR-ABL1:n kvantifioinnin tekniset parannukset, jotka kaikki edistévét seurannan tavoitteita.

7 ipsogen BCR-ABLT Mbcr RGQ RT-PCR Kit -kasikiria  06/2018



Erityisesti toisen sukupolven tyrosiinikinaasin estdjillé saadaan monilla  KML-potilailla
merkittdvémpi molekulaarinen vaste, jolloin tuloksena on syva molekulaarinen vaste eli BCR-
ABL1-kuorma alle 0,01 % (MR 4,0) tai 0,0032 % (MR 4,5). Ngiden hyvin pienten BCR-ABL1-
kuormien tarkalla kvantifioinnilla voi olla kliinista merkitystd, silld havainnoivissa tutkimuksissa
on osoitettu, eftd tyrosiinikinaasin estdjien antaminen voidaan lopettaa turvallisesti potilailla,
joilla on pysyvéd MR 4,5:n molekulaarinen vaste (4). Néaiden |6yddsten varmistamiseksi

tehdaan kuitenkin edelleen kliinisia tutkimuksia.

Tyrosiinikinaasin estdjia saavien KML-potilaiden vasteen selvittdmistd ja seurantaa koskevat

tuoreimmat suositukset ovat ELN:n asiantuntijoiden laatimia (3).

Kansainvdliset asiantuntijat ovat pyrkineet yhtendistdméan teknisesti BCR-ABL1 Mbcr:n
testausta ja raportointia (5-7). Maailman terveysjarjestdn johdolla on myds askettdin validoitu

vertailupaneeli BCR-ABL1:n kvantifioinnin yksinkertaista standardointia varten (8).

Menetelmén toimintaperiaate

gPCR:n  avulla PCR-+uotteet voidaan  kvantifioida  tarkasti  PCR-monistumisprosessin
eksponentiaalisessa vaiheessa. qPCR-tiedot saadaan nopeasti ilman PCR:n jalkeistd kasittelya
tunnistamalla fluoresenssisignaalit reaaliaikaisesti PCR-syklin aikana ja/tai jélkeen, mika
vahentad merkittdvasti PCR-tuotteen kontaminaation vaaraa. Tallg hetkelléd gPCR-tekniikoissa
on kolme padtyyppia: qPCR-analyysi SYBR® Green | Dye -varia kayttamalla, gPCR-analyysi
hydrolyysikoettimia kayttamalla ja gPCR-analyysi hybridisaatiokoettimia kéyttamalla.

Tama testi hyddyntad kaksoisvarjattyd qPCR-oligonukleotidien hydrolyysid. PCR:n aikana etu-
ja taka-alukkeet hybridisoituvat tiettyyn sekvenssiin. Samassa seoksessa on kaksoisvarjatty
oligonukleotidi. Téma koetin, joka koostuu 5'-reportterivarilla merkitystd oligonukleotidista ja
alavirrassa sijaitsevasta 3'-sammuttajavaristd, hybridisoituu kohdesekvenssiin PCR-tuotteessa.
gPCR-analyysi hydrolyysikoettimilla hyddyntdd Thermus aquaticus (Taq) -DNA-polymeraasin

5'3"eksonukleaasiaktiivisuutta.  Koettimen  ollessa  ehja  reportterivarin  |aheisyys
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sammuttajoan  tukahduttaa  reportterin - fluoresenssin  padasiassa  Forster-tyyppiselld

energiansiirrolla.

Jos kohdesekvenssi on PCR-ajossa lasnd, etu- ja taka-alukkeet kiinnittyvét koettimen molemmin
puolin. DNA-polymeraasin 5'—3'-eksonukleaasiaktiivisuus leikkaa koettimen reportterin ja
sammuttajan vélista vain, jos koetin hybridisoituu kohteeseen. Sen jdlkeen koettimen palaset
ifoavat kohteesta ja juosteen polymerisaatio jatkuu. Koettimen 3'-paa on estetty, jotta koetin
ei pitenisi PCR:n aikana (Kuva 2). Tdma prosessi tapahtuu jokaisessa syklissa eikd se hairitse

tuotteen eksponentiaalista kertymistd.

Fluoresenssisignaalin  voimistuminen  havaitoan  vain, jos  kohdesekvenssi  on
komplementaarinen koettimeen nd&hden ja siten monistuu PCR-ajon aikana. Naiden
vaatimusten vuoksi epdspesifistd monistusta ei havaita. Siksi fluoresenssin lisGéntyminen on

suoraan suhteessa kohteen monistumiseen PCR:n aikana.

9 ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit -kasikiria  06/2018



X 2 A [rosamion ]

Alukkeet ja

koetin
pariuvtuvat

Polymerisaatio Juosteen
syrjdyttaminen

— e Al ]

Johtaa sammuttajavérin

vapautumiseen, jolloin reportterivéri

l&hettéd fluoresoivaa signaalia

Polymerisaatio valmis

PCR-tuote on valmis ja
fluoresoiva signaali
kerddntyy joka syklilla

#ﬁ Reportteri ig E Spesifinen koetin —

. Tag-polymeraasi

Sammuttaja - PCR-tuote

Etu- ja taka-
alukkeet

Kuva 2. Reaktioperiaate. Kokonais-RNA kédnteistranskriptoidaan ja muodostunut cDNA monistetaan PCR:ll&
kayttamalla spesifisia alukkeita ja spesifistd sisdista kaksivarikoetinta (FAM™-BHQ®-1). Koetin sitoutuu amplikoniin

PCR:n kiinnittymisvaiheissa. Kun Taq laajenee amplikoniin sitoutuneesta alukkeesta, se korvaa koettimen 5'-p&én, jonka

sitten Tag-DNA-polymeraasin 5'—3'-eksonukleaasiaktiivisuus hajottaa. Katkaiseminen jatkuu, kunnes jéljellé oleva

koetin sulattaa amplikonin pois. Témé prosessi vapauttaa fluoroforin ja sammuttajan livokseen, erottaa ne ja aiheuttaa

FAM{luoresenssin lisaantymisen ja BHQ-1-fluoresenssin véhenemisen.
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Toimitetut materiaalit

Sarjan sisaltd

Mbcr and ABL1 Single Plasmid Standard Dilution
(10¢ kopiota / 5 pl)

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit (24)
Tuotenumero 670923
Reaktioiden mérd 24
Reagents for reverse transcription (RT) 24 pl
(Kaéinteistranskriptaasireagenssit [RT])

Reverse transcriptase (Kadnteistranskriptaasi) Violetti 100 pl
RT Mix Violetti 300 pl
Reagents for calibration (Kalibrointireagenssit)

High Positive RNA Control (Voimakkaasti positiivinen RNA-kontrolli) ~ Valkoinen 15plx3
Low Positive RNA Control (Heikosti positiivinen RNA-kontrolli) Valkoinen 15 plx 3
ISMMR Calibrator (IS-MMRkalibraattori) Valkoinen 15pIx3
SP1-BCR-ABL Mbcr and ABL: Keltainen 35l
Mbcr and ABL1 Single Plasmid Standard Dilution

(10" kopiota / 5 pl)

SP2-BCR-ABL Mbcr and ABL: Keltainen 35l
Mbecr and ABL1 Single Plasmid Standard Dilution

(102 kopiota / 5 pl)

SP3-BCR-ABL Mbcr and ABL: Keltainen 70 pl
Mbcr and ABL1 Single Plasmid Standard Dilution

(10° kopiota / 5 pl)

SP4-BCR-ABL Mbcr and ABL: Keltainen 35l
Mbecr and ABL1 Single Plasmid Standard Dilution

(10* kopiota / 5 pl)

SP5-BCR-ABL Mbcr and ABL: Keltainen 70 pl
Mbcr and ABL1 Single Plasmid Standard Dilution

(10° kopiota / 5 pl)

SP4-BCR-ABL Mbcr and ABL: Keltainen 70 pl

Taulukko jatkuu seuraavalla sivulla
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Taulukko jatkuu edelliseltd sivulta

qPCR:n reagenssit

Taq DNA polymerase (Taq DNA -polymeraasi) Mintunvihred 85yl
gPCR Mix ABLT* (qPCR-seos ABL1*) Vihred 720 pl x 3
gPCR Mix Mbcrt (qPCR-seos Mbcr) Punainen 720 pl x 3
ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR -késikirja 1

* Siséltad spesifisten etu- ja taka-alukkeiden seoksen ABL1-kontrolligeenille sekd spesifisen FAM—-BHQ-1-koettimen.

T Sisdltaa spesifisten etu- ja taka-alukkeiden seoksen BCR-ABL1 Mber -fuusiogeenille sekd spesifisen FAM—BHQ-1-
koettimen.

Tarvittavat materiaalit (jotka eivat kuulu
toimitukseen)

Tydskenneltdessd kemikaalien kanssa on aina kaytettdva asianmukaista laboratoriotakkia,

kertakayttokasineita ja suojalaseja. Lisatietoja on tuotekohtaisissa

kayttoturvallisuustiedotteissa, joita saa tuotteen toimittajalta.

Erytrosyyttien lyysauksen reagenssit

® Erythrocyte Lysis (EL) Buffer (tuotenumero 79217)
® 14,3 M B-merkaptoetanoli*
® RNeasy® Midi Kit (tuotenumero 75144)

* Erytrosyyttien lyysausta ja RNA:n eristystd varten suositellut kemikaalit ja vélineet voivat olla mahdollisesti
tartuntavaarallisia. Sopivia henkildsuojaimia on kaytettava ja kayttdd edeltévia turvaohieita on noudatettava.
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Kokonais-RNA:n eristyksen reagenssit

e RNeasy Midi Kit (tuotenumero 75144)
e Etanoli (70 %, 80 % ja 96-100 %)

® RNA:n puhdistus- ja konsentrointivaihe: RNeasy MinElute® Cleanup Kit (tuotenumero
74204)

® Nukleaasiton PCR-vesi

Tarvikkeet

e Nukleaasittomia, aerosolisuojattuja, steriilejé PCR-pipettikdrkid, joissa on hydrofobinen

suodatin
e RNaasittomaan ruiskuun kiinnitetty 18-20 G:n neula*®
® 0,5 mln tai 0,2 ml:n nukleaasittomia putkia
e 1,5 ml:n tai 2 ml:n nukleaasittomia putkia
e 50 ml:n sentrifugiputkia

o liuskaputkia ja korkkeja, 0,1 ml, Rotor-Gene Q -laitetta varten (tuotenumerot 981103 tai
981106)

® Jadatd

Laitteet

® Pipettejc*, jotka on tarkoitettu PCR:&én (1-10 pl; 10-100 pl; 100-1 000 l)

e Paytamallinen sentrifugi*, jossa on roottori 0,2 ml:n ja 2 ml:n reaktioputkia varten (ja

joka kykenee saavuttamaan nopeuden 8 000 x g tai 10 000 rpm)

e Spektrofotometri*

* Varmista, efta valineet on tarkastettu ja kalibroitu valmistajan ohjeiden mukaan.
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e Laboratoriosentrifugi*, jossa on roottori 15 ja 50 ml:n sentrifugiputkia varten
(nopeus 3 000-5 000 x g mahdollinen) ja jolla voidaan sentrifugoida jadhdytettyna
(4 °C)

® Lampdsekoitin, kuumennettava ravistava inkubaattori, kuumennuslohko tai vesihaude

(kéanteista transkriptiovaihetta varten) *

® Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM* (tuotenumero 9002032) ja lisdvarusteet
Huomautus: Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM -laitetta ei voi kéyttaa kadnteistd

transkriptiovaihetta varten.

Vélineet qPCR-ajoa ja manuaalista analyysia varten

Rotor-Gene Q -ohjelmiston versio 2.1.0 tai uudempi versio Valineet gPCR-ajoa

jo automaattista analyysi& varten

® Rotor-Gene AssayManager® -ohjelmiston versio 2.1.x (x > 0)
® Rotor-Gene AssayManager Gamma Plug-in, versio 1.0.x (x = 0)

o Testiprofiili ipsogen_BCR-ABLTMbcr(ABL)_blood_CE_V1_0_x.iap (x > 1)
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Varoitukset ja varotoimet

In vitro -diagnostiikkaan
Turvallisuustiedot

Kun kasittelet kemikaaleja, kéyta aina asianmukaista suojavaatetusta, kertakayttckasineitd ja
suojalaseja. Lisatietoa saa tuotekohtaisista kayttoturvatiedotteista. Ne ovat saatavilla
kétevdissd ja kompaktissa PDF-muodossa osoitteessa www.giagen.com/safety, jossa voi
tarkastella ja tulostaa kaikkien QIAGEN®-sarjan ja sarjakomponentin

kayttoturvallisuustiedotteita.

Kaikki kemikaalit ja biologiset aineet ovat mahdollisesti vaarallisia. Néytteet ovat mahdollisesti
tartuntavaarallisia ja niitd on kohdeltava biologisesti vaarallisina materiaaleina. Verta
pidetddn fartuntavaarallisena.  Kokoverta kasiteltGessé  on  noudatettava  paikallisten

madraysten mukaisia varotoimia.

Erytrosyyttien lyysausta ja RNA:n eristysta varten suositellut kemikaalit ja valineet voivat olla
mahdollisesti tartuntavaarallisia. Sopivia henkildsuojaimia on kaytettava ja kayttod edeltavia
turvaohjeita on noudatettava.

Yleiset varotoimet

gPCR+estit  edellyttévét  hyvien  laboratoriokéyténtdjen  noudattamista,  kuten
molekyylibiologiaan kéytettdvien laitteiden kunnossapitoa sovellettavien saddésten ja

standardien mukaisesti. Tdman tuotteen osat riittavat 24 reaktion suorittamiseen testia kohti.

e Havita naytteet ja testijate paikallisten turvallisuuskéyténtdjen mukaisesti.
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ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit -sarjan siséltémét reagenssit on laimennettu
optimaalisesti. Al laimenna reagensseja enempad, koska seurauksena saattaa olla
suorituskyvyn heikkeneminen.

Kaikki ipsogen BCR-ABLT Mbecr RGQ RT-PCR Kit -sarjan mukana toimitetut reagenssit on
tarkoitettu kaytettavaksi ainoastaan muiden samaan sarjaan sisdltyvien reagenssien
kanssa. Ald vaihda mitadn reagenssia toisen ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit -

sarjan reagenssiin, koska se voi vaikuttaa suorituskykyyn.

LisGtietoja varoituksista, varotoimista ja menettelytavoista on Rotor-Gene Q MDx 5Splex
HRM -laitteen, Rotor-Gene AssayManager 2.1 -ohjelmiston ja Gamma plug-in -lisGosan

kayttdoppaissa.
Inkubaatioajan ja -lampdtilan muuttaminen voi tuottaa virheellisia tai ristiriitaisia tietoja.
Alg kéytd vanhentuneita tai virheellisesti sailytettyja komponentteja.

Noudata darimmaista varovaisuutta, jotta positiivisia kontrolleja kaytettdessd ei tapahdu

ristikontaminaatiota.

Noudata aarimmaista varovaisuutta, jotta cDNA tai PCR-tuote ei aiheuta

kulkeutumiskontaminaatiota ja siitd seuraavaa vaarad positiivista signaalia.

Noudata darimmdisté varovaisuutta RNaasi- ja DNaasi-kontaminaation vélttémiseksi,
sillé se voi hajottaa RNA- tai cDNA-mallin.

Alg avaa Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM -laitetta, ennen kuin ajo on p&éttynyt.
Varmista, ettd testaat oikean ndytteen. Varo vadrdn naytteen kaytamistd, latausvirhettd
ja pipetointivirheitd.

Varmista néytteiden oikea tunnistus ja jdljitettavyys kasittelemalla néytteitd

jarjestelmallisesti.

Siksi on suositeltavaa noudattaa seuraavia ohijeita:

e Kaytd nukleaasittomia laboratoriovélineitd (esimerkiksi pipettejc, pipettien karkid,

reaktiopulloja).
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e Kaytd kaikissa pipetointivaiheissa uusia aerosolisuojattuja pipettikarkic néytteiden ja
reagenssien ristikontaminaation valttamiseksi.

e Valmista esi-PCR-padseokset vain tarkoitukseen varatuilla materiaaleilla (pipetit, karjet ja
muut) erilliselld alueella, jonne ei tuoda DNA-matriiseja (DNA:ta, plasmideja tai PCR-

tuotteita).

e Llisada malli erilliselld alueella (mieluiten erillisessé huoneessa), jolla on tarvittavat
materiaalit (pipetit, karjet ja muut).

Lue naytteiden valmistelussa kaytettavien reagenssien ja sarjojen turvallisuuteen liittyvat tiedot

vastaavista kasikirjoista. RNeasy Midi/Maxi -késikirja sisaltéa RNeasy Midi Kit -sarjan

(tuotenumero 75144) ja Buffer EL -puskurin (tuotenumero 79217) turvallisuuteen liittyvét tiedot

ja RNeasy MinElute Cleanup -késikirja sisaltda RNeasy MinElute Cleanup Kit -sarjan

(tuotenumero 74204) turvallisuuteen liittyvat tiedot.

Reagenssien sdilytys ja kasittely

Kuljetusolosuhteet

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit toimitetaan kuivajédn pddallé. Jos ipsogen BCR-ABL1
Mbcr RGQ RT-PCR Kit ei ole toimitushetkelld jadssd, ulkopakkaus on avattu kuljetuksen aikana
tai foimituspakkaus ei sisalla |ahetysluetteloa tai reagensseja, ota yhteyttd QIAGENIn
paikalliseen tekniseen tukipalveluun tai jdlleenmyyjadn (katso yhteystiedot takakannesta tai

osoitteesta www.qiagen.com).
Sailytysolosuhteet

ipsogen BCR-ABLT Mbcr RGQ RT-PCR Kit on varastoitava heti vastaanoton jélkeen tasaisessa

-30...-15 °C:n lampétilassa olevaan pakastimeen. gPCR-seokset on suojattava valolta.

17 ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit kasikirja 06/2018


http://www.qiagen.com/

Naytteen valmistelussa kéytettévien reagenssien ja sarjojen sdilytystiedot: RNeasy Midi Kit -
sarjan (tuotenumero 75144), Buffer EL -puskurin (tuotenumero 79217), RNeasy MinElute
Cleanup Kit -sarjan (tuotenumero 74204) kasikirjat.

Stabiilius

Kyseisissd olosuhteissa sdilytetty ipsogen BCR-ABL1T Mbcr RGQ RT-PCR Kit on stabiili

mainittuun viimeiseen kayttdpdivamadradn asti.

Avatut reagenssit voidaan sailyttaa alkuperdispakkauksissaan -30...-15 °C:n lampétilassa
pakkauksessa ilmoitettuun vanhenemispdivaan asti. Pakastamis- ja sulattamisjaksoja saa olla

enintaan viisi.

Naytteen valmistelussa kdytettdvien reagenssien ja sarjojen stabiiliutta koskevat tiedot:
RNeasy Midi Kit -sarjan (tuotenumero 75144), Buffer EL -puskurin (tuotenumero 79217),
RNeasy MinElute Cleanup Kit -sarjan (tuotenumero 74204) kasikirjat.

Naytteen kasittely ja s@ilytys

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit on tarkoitettu kéytettdvéksi kokoverestd saatujen

RNA-naytteiden kanssa. Kaikkia néytteitd on kéasiteltdvé mahdollisesti vaarallisina.
Kokoveringytteet

e Kokoveringytteiden hyytyminen on estettéva kalium-EDTA:lla (K2-EDTA) ja néytteitd on

sailytettava 2-8 °C:n lampétilassa enintdan 4 vuorokautta ennen RNA:n eristamista.
® Pakastettua verta ei saa kayttaa.

e Merkitse, kasittele ja sdilytd verindytteitd kontrolloidulla tavalla paikallisten kéyténtdjen

mukaan.
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Huomautus: Kokoverindytteet on kuljetettava samoissa olosuhteissa kuin missé ne

sailytetddn, jotta lampétila pysyy vakaana.
RNA-ndytteet

e Eristamisen jalkeen puhdistettua RNA:ta voidaan sdilyttdd -30...-15 °C:n lampétilassa
tai sitad kylmemmassa (-90...-65 °C), jos pitkdaikainen sdilytys on tarpeen.

® Merkitse, kasittele ja sailytd RNA-néytteitd kontrolloidulla tavalla paikallisten kéytantdjen
mukaan.
Huomautus: RNA-ndytteet on kuljetettava samoissa olosuhteissa kuin missé ne

sailytetGan, jotta sailytyksen ja kuljetuksen aikana ei esiinny lédmpétilanvaihtelua.
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Menetelma

Kokonais-RNA tulisi puhdistaa 10 millilitrasta perifeeristé kokoverta, joka on kerétty EDTA-
putkiin.

® Varmista, eftd erytrosyyttien lyysauksessa, RNA:n eristyksessé ja RNA:n konsentroinnissa
kaytettavat reagenssit eivat ole vanhentuneet ja ettd ne on kuljetettu ja sdilytetty oikeissa

olosuhteissa.

e Kaytad RNeasy Midi Kit -sarjaa (tuotenumero 75144) ja erytrosyyttien lyysauksen Buffer

EL -puskuria (tuotenumero 79217) RNA:n puhdistamiseen perifeerisestd kokoverestd.

Erytrosyyttien lyysausprotokolla kokonaisleukosyyttien kokoveresta
eristamista varten

Tama protokolla on suunniteltu kokonaisleukosyyttien eristamiseen 10 millilitrasta ihmisen

kokoverta Buffer EL-puskurin (tuotenumero 79217) avulla.

Huomautus: Tatd protokollaa ei ole tarkoitettu pakastettuja kokoverinéytteitd varten.

Tarkeitd huomioita ennen kuin aloitat

® |hmisen verta ja ruumiinnesteitd pidetddn tartuntavaarallisina. Kokoverta késiteltessa on

noudatettava paikallisten maaraysten mukaisia varotoimia.

® RLT-puskuriin (Buffer RLT) voi muodostua saostuma sdilytyksen aikana. Livota se

tarvittaessa lammittamalla ja aseta sen jalkeen huoneenlampdon.
e Erytrosyyttien lyysausvaihe tulisi tehdd jddhauteessa.

e Tamén protokollan sentrifugointivaiheet 3 ja 5 tulisi tehda 4 °C:n lampétilassa tavallisella

laboratoriosentrifugilla.
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Ennen aloittamista tehtdvét valmistelut

® Valmista (RNeasy Midi Kit -sarjan mukana toimitettu) RLT-puskuri lisaéamalla p-

merkaptoetanolia (B-ME): liséa 10 pl B-ME:t& RLT-puskurin 1 millilitraa kohti.

® RLT-puskuri pysyy stabiilina 1 kuukauden ajan B-ME:n lisédmisen jalkeen.
Huomautus: B-ME on myrkyllistd; annostele vetokaapissa ja kéytd suojavaatetusta.
Huomautus: RLT-puskuri sisaltad guanidiini-isotiosyanaattia, joka valkaisuaineen kanssa
yhdistettynd voi muodostaa herkdsti reagoivia aineita. Alé lisad valkaisuainetta tai

happamia livoksia suoraan naytteen preparointijatteeseen.

Menetelma

1. Lisé& 40 ml Buffer EL-puskuria 10 millilitraan kokoverta yhdessé 50 ml:n

sentrifugiputkessa. Sekoita kadntelemdlla hetken aikaa.

2. Inkuboi 15 minuuttia jGéhauteessa. Sekoita kadntelemalla hetken aikaa kahdesti

inkuboinnin aikana.

Huomautus: Samea suspensio muuttuu lapikuultavaksi inkuboinnin aikana punasolujen

hajoamisen seurauksena.

3. Sentrifugoi nopeudella 400 x g 10 minuuttia 4 °C:n |ampédtilassa. Poista supernatantti

kokonaan. Sailyta leukosyyttipelletti.

Huomautus: Leukosyyteistd muodostuu pelletti sentrifugoinnin jdlkeen. Huolehd:i siitd, ettd
supernatantti poistetaan kokonaan. Mahdolliset punasolujaémaét poistetaan seuraavissa
vaiheissa.
Jos supernatanttia ei poisteta kokonaan, se estad lyysausta ja laimentaa lysaattia, mika
vaikuttaa RNA:n RNeasy-kalvoon kiinnittymisen olosuhteisiin. Molemmat vaikutukset
voivat véhentad RNA-saantoa.

4. Llisaa leukosyyttipellettiin 20 ml Buffer EL-puskuria ja suspendoi uudelleen pipetoimalla

yl6s ja alas.
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5. Sentrifugoi nopeudella 400 x g 10 minuuttia 4 °C:n lampétilassa. Poista supernatantti

kokonaan. Sailyta leukosyyttipelletti.
Huomautus: Seuraavat sentrifugointivaiheet (esimerkiksi RNA:n eristys) on tehtava 20-
25 °C:n lampétilassa.

6. L3ysad leukosyyttipellettic liikuttamalla putkea 4 millilitrassa RLT-puskuria, johon on lisdtty
B-ME:ta. Sekoita vorteksoimalla tai pipetoimalla.
Huomautus: Varmista, ettd B-ME lisataén RLT-puskuriin ennen kaytod.

7. Varmista hajoaminen kayttamalla tavallista roottori-staattori-homogenoijaa vahintéaén 45
sekuntia tdydelld nopeudella, kunnes néyte on kauttaaltaan homogeeninen. Toinen
vaihtoehto on vorteksoida naytetta 10 sekuntia ja viedd lysaatti vahintaan 10 kertaa

RNaasittomaan ruiskuun kiinnitetyn 18-20 G:n neulan lépi.

Huomautus: Epétaydellinen hajoaminen vahentad saantoa merkittavasti tukkimalla
RNeasy-kolonnia. Kun hajottamiseen kaytetddn roottori-staattori-homogenoijaa, RNA-

kokonaissaanto on yleensd suurempi kuin muilla homogenisointitavoilla.

Huomautus: Naytteitd voidaan sdilyttad —90...-65 °C:n lampétilassa lyysauspuskurissa

hajottamisen jalkeen. Pakastetut naytteet pysyvét stabiileina kuukausia.
Kokonais-RNA:n eristaminen

Tama protokolla on tarkoitettu solujen kokonais-RNA:n eristdmiseen homogenisoidusta

leukosyyttilysaatista, joka on suspendoitu uudelleen 4 millilitrassa RLT/B-ME:ta.

Tarkeitd huomioita ennen kuin aloitat

e DNoaasin hajotusta ei tarvita, koska RNeasy-piioksidikalvotekniikka poistaa tehokkaasti

suurimman osan DNA:ta.

® RLT- ja RW1-puskurit (Buffer RW1) sisaltavat guanidiinisuolaa, joten ne eivét sovellu
kéytettdviksi yhdessd valkaisuainetta siséltévien desinfioivien reagenssien kanssa.

Guanidiini on arsyttavad. Noudata varotoimia ja kaytd kasineitd kasittelyn aikana.

ipsogen BCR-ABLT Mbcr RGQ RT-PCR Kit kasikirja 06/2018 22



® RNeasy-protokolla on suoritettava huoneenlémmédssa. Tydskentele nopeasti menetelmén

aikana.

e Kaikki sentrifugointivaiheet tehdadn 20-25 °C:n lampétilassa. Varmista, ettei sentrifugi
jaahdy alle 20 °C:n lampétilaan.

® Jokaisessa sentrifugointivaiheessa koko médrén on kuljettava kolonnan lépi.

Sentrifugoinnin toistaminen voi olla tarpeen.

Ennen aloittamista tehtdvét valmistelut

e Sulata leukosyyttilysaatti tarvittaessa huoneenldmmassé ennen RNA:n eristysprotokollan
aloittamista.
e Valmistele 4 ml 70-prosenttista etanolia ndytettd kohti.

® RPE-puskuri foimitetaan konsentraattina. Lisad ennen ensimmdista kaytokertaa

4 tilavuutta etanolia (96-100 %) pullon merkintdjen mukaan tyéskentelylivosta varten.

Menetelma

1. Lisaa lysaattiin 4 ml 70-prosenttista etanolia ja sekoita huolellisesti ravistamalla. Ala

sentrifugoi.

Huomautus: Etanolin lisédmisen jalkeen voi muodostua nékyvé saostuma. Livota
saostuma kokonaan ravistamalla ja siirry heti vaiheeseen 2. Saostuman epatdydellisestd
livkenemisesta voi aiheutua DNA-kontaminaation takia epdpuhdas kokonais-RNA-nayte.
2. Lisaa nayte, mahdollisesti muodostunut saostuma mukana, RNeasy Midi Column -
putkeen, joka on asetettu 15 ml:n sentrifugiputkeen (sisdltyy toimitukseen). Sulje putki
varovasti ja sentrifugoi 5 minuuttia nopeudella 4 000 x g. Héavita suodos.
Huomautus: Taytdn enimmaismadrd on 4 ml. Jos maard on yli 4,0 ml, tayta alikvootit
perdkkain RNeasy Column -putkeen ja sentrifugoi edelld annettujen ohjeiden mukaan.

Havita suodos jokaisen sentrifugointivaiheen jélkeen.

Kayta sentrifugiputkea uudelleen vaiheessa 3.
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3. Lisad 4 ml RW1-puskuria RNeasy Column -putkeen. Sulje sentrifugiputki varovasti ja pese

kolonni sentrifugoimalla 5 minuuttia nopeudella 4 000 x g. Havita suodos.
Huomautus: Suodos sisaltaa RLT- tai RW 1-puskuria, joten se ei ole yhteensopiva
valkaisuaineen kanssa.

Kayta sentrifugiputkea uudelleen vaiheessa 4.

4. Llisaa 2,5 ml RPE-puskuria (Buffer RPE) RNeasy Column -putkeen. Sulje sentrifugiputki
varovasti ja pese kolonni sentrifugoimalla 2 minuuttia nopeudella 4 000 x g.
Huomautus: RPE-puskuri toimitetaan konsentraattina. Varmista, etté RPE-puskuriin lisétadn
etanolia ennen kayttda.

Kayta sentrifugiputkea uudelleen vaiheessa 5. Suodosta ei tarvitse havittaa.

5. Llisaa taas 2,5 ml RPE-puskuria RNeasy Column -putkeen. Sulje sentrifugiputki varovasti ja

sentrifugoi 5 minuuttia nopeudella 4 000 x g, jotta RNeasy-piioksidikalvo kuivuu.

Huomautus: RNeasy-kalvon kuivaaminen on tarkead, silla etanolijaama voi haitata
mydhempid reaktioita. Tallé sentrifugoinnilla varmistetaan, eftei eluoinnin aikana

kulkeudu etanolia.

Huomautus: Ota RNeasy Column -putki sentrifugoinnin jalkeen varovasti pois

sentrifugiputkesta, niin ettei se koske suodokseen ja aiheuta etanolin kulkeutumista.

6. Siirrg eluointia varten RNeasy Column -putki uuteen 15 ml:n néyteputkeen (sisdltyy
toimitukseen). Pipetoi 200 pl RNaasitonta vettd suoraan RNeasy-piioksidikalvolle. Sulje
putki varovasti. Anna sen vaikuttaa 1 minuutti ja sentrifugoi sitten 3 minuuttia nopeudella
4000 x g.

7. Toista eluointivaihe (vaihe 6) kayttamdlla vaiheen 6 eluaattia ja sentrifugoi sitten

5 minuuttia nopeudella 4 000 x g.

Huomautus: Pitkdaikaista sailytystd varten RNA voidaan sailyttaa —90...-65 °C:n

lampadtilassa.
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RNA:n kvalifiointi ja kvantifiointi

RNA-syotteen laatu vaikuttaa merkittavasti  testin - laatuun.  Suosittelemme  arvioimaan

puhdistettua RNA:ta spekirofotometrillé tai agaroosigeelielektroforeesilla ennen analyysié.

® Spekirofotometrin kalibroinnissa on kéytettéva nukleaasitonta PCR-vettd.
® 1,0:n optinen tiheys 260 nm:ss@ vastaa noin 40 pg/ml yksisdikeistd RNA:ta.
® OD2s0/OD2go-suhde vélilla 1,8 ja 2,1 on merkki erittdin puhtaasta RNA:sta.

RT-vaihetta varten tarvittava RNA-pitoisuus on 200 ng/pl. Jos eluaatin RNA-pitoisuus on alle
200 ng/pl, eluaatin RNA-pitoisuutta tulisi lisatd RNeasy MinElute Cleanup Kit -sarjalla
(QIAGEN, tuotenumero 74204).

Jos eluaatin RNA-pitoisuus on sallitun alueen ylépuolella, pitoisuudeksi tulisi muuttaa 200

ng/pl RNaasittomalla vedella.

Huomautus: Tarkista RNA-pitoisuus normalisoinnin jalkeen.
RNA-pitoisuus

Tama protokolla on optimoitu RNA:n konsentrointia varten.

Tarkeitd huomioita ennen kuin aloitat

® DNaasin hajotusta ei tarvita, koska RNeasy MinElute -piioksidikalvotekniikka poistaa
tehokkaasti suurimman osan DNA:ta.

® RLT-puskuri sisaltaa guanidiinisuolaa, joten se ei sovellu kaytettavaksi yhdessd
valkaisuainetta siséltévien desinfioivien reagenssien kanssa.

e Tee menetelmdn kaikki vaiheet huoneenlémméssa (15-25 °C). Tydskentele nopeasti

menetelmdn aikana.
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e Tee kaikki sentrifugointivaiheet 20-25 °C:n lampétilassa tavallisella mikrosentrifugilla.

Varmista, ettei sentrifugi jadhdy alle 20 °C:n lampétilaan.

® RLT-puskuriin voi muodostua saostuma sailytyksen aikana. Livota se tarvittaessa

lammittamallé jo aseta sen jdlkeen huoneenldmpddn (15-25 °C).

Ennen aloittamista tehtdvét valmistelut

e Valmistele 500 pl 80-prosenttista etanolia konsentroitavaa RNA-naytettd kohti.

® RPE-puskuri toimitetaan konsentraattina. Liséid ennen ensimmdistd kdytokertaa

4 tilavuutta etanolia (96-100 %) pullon merkintdjen mukaan tydskentelylivosta varten.

® Aseta putket huoneenlampddn ennen aloittamista.

® Mittaa késiteltavien néytteiden tilavuus ja muuta sitd niin, eftd naytteen lopullinen tilavuus

on 200 pl.

Menetelma

1. Kun néytteen tilavuudeksi on muutettu 200 pl RNaasittomalla vedelld, lisda 700 pl RLT-

puskuria ja sekoita hyvin.

2. Lisaa laimennettuun RNA:han 500 pl 96-100-prosenttista etanolia ja sekoita hyvin

pipetoimalla. Alg sentrifugoi. Siirry heti vaiheeseen 3.

3. Siirrd enintaan 700 pl naytettd RNeasy MinElute Spin Column -putkeen, joka on asetettu

2 ml:n nayteputkeen (sisdltyy toimitukseen). Sulje korkki varovasti ja sentrifugoi 15
sekuntia nopeudella > 8 000 x g (> 10 000 rpm). Havita suodos. Siirréd mahdollisesti
jalielle jaényt néyte (enintadn 700 pl) ja toista sentrifugointi. Havitd suodos.
Huomautus: Suodos sisaltéa RLT-puskuria, joten se ei ole yhteensopiva valkaisuaineen

kanssa. Lue turvallisuustiedot kohdasta Varoitukset ja varotoimet, sivulta 15.

4. Aseta RNeasy MinElute Spin Column -putki uuteen 2 ml:n nayteputkeen (siséltyy

toimitukseen).
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5. Lisda Spin Column -putkeen 500 pl RPE-puskuria. Sulje korkki varovasti ja sentrifugoi 15
sekuntia nopeudella > 8 000 x g (> 10 000 rpm) kalvon pesua varten. Havita suodos.

Huomautus: RPE-puskuri toimitetaan konsentraattina. Varmista, ettd RPE-puskuriin lisatdan

efanolia ennen kaytda.
Kayta nayteputkea uudelleen vaiheessa 6.

6. Lisaa RNeasy MinElute Spin Column -putkeen 500 pl 80-prosenttista etanolia. Sulje
korkki varovasti ja sentrifugoi 2 minuuttia nopeudella > 8 000 x g (> 10 000 rpm)

kalvon pesua varten. Havita suodos ja nayteputki.

Huomautus: Suodos sisaltaa RLT-puskuria, joten se ei ole yhteensopiva valkaisuaineen

kanssa.

Huomautus: Ota RNeasy MinElute Spin Column -putki sentrifugoinnin jalkeen varovasti

pois nayteputkesta, niin ettei se koske suodokseen ja aiheuta etanolin kulkeutumista.

7. Aseta RNeasy MinElute Spin Column -putki uuteen 2 ml:n néyteputkeen (siséltyy

toimitukseen).

8. Avaa Spin Column -putken korkki ja sentrifugoi téydellé nopeudella 5 minuutin ajan.

Havita suodos ja néyteputki.

Jotta Spin Column -putkien korkit pysyvét ehjind, aseta putket sentrifugiin niin, eftd niiden
vélilla on véhintaén yksi tyhja paikka. Suuntaa korkit niin, etté ne osoittavat
pdinvastaiseen suuntaan roottorin pydrimiseen ndhden (jos esimerkiksi roottori pyrii
mydtapdivadn, aseta korkit vastapdivaan).

Spin Column kalvon kuivaaminen on térkedd, silla etanolijagama voi haitata mydhempia
reaktioita. Sentrifugoimalla Spin Column -putket korkki auki varmistetaan, ettei etanolia

siirry RNA:n eluoinnin aikana.

9. Aseta RNeasy MinElute Spin Column -putki uuteen 1,5 ml:n nayteputkeen (sisdltyy

toimitukseen).

10.Lisé& 20 pl RNaasitonta vettd suoraan Spin Column -kalvon keskelle. Sulje korkki

varovasti ja sentrifugoi 1 minuutti taydelld nopeudella RNA:n eluointia varten.

11.Aseta naytteet jaahauteeseen eluointivaiheen jalkeen.
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12.Mittaa kasiteltévien ndytteiden tilavuus ja muuta sité niin, etté lopullinen pitoisuus on
200 ng/pl.

LisGtietoja on kohdassa RNA:n kvalifiointi ja kvantificinti, sivulla 25.

K&anteinen transkriptio

Ennen aloittamista tehtdvét valmistelut

e Sulata kaikki tarvittavat komponentit paitsi kaénteistranskriptaasi, jota on sdilytettéva
pakastimessa, kun sitd ei kaytetd. Aseta putket, joissa sulatettavat komponentit ovat,
jdGhauteeseen.

Huomautus: Alg anna komponenttien sulaa yli 30 minuuttia, jotta materiaali ei pilaannu.

e Valta mallin ja nukleaasin kontaminaatio: puhdista tydpdydan alue, jolla kadnteisen
transkription (RT) seos valmistetaan.

® Sekoita hyvin pipetoimalla kaanteisen transkription reagenssit, RNA-naytteet, positiiviset
kontrollit ja IS-MMR-kalibraattorin sisaltavia putkia 10 kertaa ylés ja alas ja sentrifugoi
niitd hetken aikaa ennen kayttdd. Aseta ne sitten jGahauteeseen.

e RT-negatiivinen kontrolli luodaan ké&dnteisen transkriptiovaiheen aikana nukleaasittoman

PCR-veden avulla.
e Tarvittava madrd on 3 pg RNA:ta naytettd kohti.

® ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit siscltad tarpeeksi reagensseja kahdeksan

naytteen kolmea ajoa varten.

Menetelma

1. Inkuboi 15 pl kutakin néytettd, positiivisia kontrolleja (voimakkaasti ja heikosti positiivisia
kontrolleja), vettd (jota kéytetdan RT-negatiivisen kontrollin luontiin) ja IS-MMR-
kalibraattoria 5 minuuttia 65 °C:n lampétilassa. Jaghdytd niitd sitten heti jadhauteessa

vahintadn 5 minuuttia.
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2. Kayta niitd hetken aikaa (noin 5 sekuntia) sentrifugissa, jotta neste kertyy putken pohjalle

Aseta ne sitten jGdhauteeseen.

3. Valmista seuraava RT-seos kasiteltdvien naytteiden, kontrollien ja kalibraattoreiden

madran mukaan (Taulukko 1).

Huomautus: lopullisen reaktiokohtaisen tilavuuden on oltava 25 pl.

Taulukko 1. RT-seoksen valmistus

Komponentti Néytekohtainen RT-seos: 12 +1 reaktiota Lopullinen maéra
filavuus (pl) (ph)

RT-seos, 3,33x 7,5 97,5 1x

Kédnteistranskriptaasi, 10x 2,5 32,5 1x

RT-seoksen lopullinen

tilavuus (lisGtadn vaiheessa 10 130 -

4)

Néyte, positiiviset kontrollit,

IS-MMR-kalibraattori tai vesi 15 15 kutakin -

(vaiheesta 1)

Kokonaisméaré 25 25 kutakin -

4. Pipetoi 10 pl RTseosta jokaiseen merkittyyn RNA-ngytettd, positiivisia kontrolleja, vetta

tai kalibraattoria sisaltavaan putkeen (vaiheesta 3).

5. Sekoita hyvin pipetoimalla 10 kertaa ylés ja alas ja sentrifugoi hetken aikaa (noin

5 sekuntia), jotta neste kertyy putken pohjalle.
Huomautus: Vie kaikki ipsogen BCR-ABLT Mber RGQ RT-PCR Kit -sarjan kadnteisen

transkription reagenssit takaisin pakastimeen reaktioiden valmistelun jalkeen, jotta

materiaali ei pilaannu.

6. Aseta putket PCR-laitteeseen ja madritd kadnteisen transkription ohjelma (Taulukko 2).
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Taulukko 2. Kéénteisen transkription lampétilaprofiili

Vaihe

Parametrit

Reverse transcription 1
(K&énteinen transkriptio 1)

Reverse transcription 2
(K&énteinen transkriptio 2)

Inactivation (Inaktivaatio)

Cooling (Jaghdytys)

Temperature (Lampétila): 25 °C
Time (Aika): 10 minuuttia
Temperature (Lampédtila): 46 °C
Time (Aika): 45 minuuttia
Temperature (Lampédtila): 85 °C
Time (Aika): 5 minuuttia
Temperature (Lampétila): 4 °C
Time (Aika): 5 minuuttia

7. Kun ohjelma on paéttynyt, kéytd putkia hetken aikaa sentrifugissa (noin 5 sekuntia), jotta

neste kertyy putken pohjalle. Pida putkia jadhauteessa tai —20 °C:ssa qPCR-testiin asti.
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Manuaalinen analyysi: gPCR-ajo RGQ-ohjelmistolla ja Rotor-Gene Q
MDx 5plex -laitteella, jossa on 72 putken roottori

Suosittelemme tekemadn kaikki mittaukset kahtena (Taulukko 3). Téman sarjan avulla samassa
kokeessa voidaan testata kahdesti kahdeksan cDNA-naytetta. ipsogen BCR-ABLT Mber RGQ
RT-PCR Kit -sarjalla voidaan tehda kolme koetta.

Taulukko 3. Reaktioiden méérd Rotor-Gene Q -laitteella, jossa on 72 putken roottori

Néyte

Reaktiot

qPCR Mix ABL1:llg (34 reaktiota)

8 cDNA-naytettd

1 cDNA:n voimakkaasti positiivinen kontrolli
1 cDNA:n heikosti positiivinen kontrolli

1 cDNA:n IS-MMR-*kalibraattori

Yhden plasmidin standardit

RT-negatiivinen kontrolli

Vesikontrolli

gPCR Mix Mbcr:llé (34 reaktiota)

8 cDNA-naytettd

1 cDNA:n voimakkaasti positiivinen kontrolli
1 cDNA:n heikosti positiivinen kontrolli

1 cDNA:n IS-MMR-*kalibraattori

Yhden plasmidin standardit

Vesikontrolli

8 x 2 reaktiota
2 reaktiota
2 reaktiota
2 reaktiota

4 x 2 reaktiota
(SP3, SP4, SP5 ja SP¢)

2 reaktiota

2 reaktiota

8 x 2 reaktiota

2 reaktiota

2 reaktiota

2 reaktiota

5 x 2 reaktiota (SP1, SP2, SP3, SP5 ja SPé)

2 reaktiota
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Levyn ja rooftorin jdrjestys

Samassa kokeessa on suositeltavaa testata véhintdén kahdeksan ¢cDNA:n néytettd, jotta
standardien, alukkeiden ja koettimien seokset voidaan optimoida. Kuva 3 sisdltaa

esimerkkikokeen roottorin jgrjestyksen.

GPCR mix Mber — —— @) Tag DNA -polymeraasi QPCR mix ABLT  —— @) Tag DNA -polymeraasi

1 @sP1 o @spPs 17 @ spPé 25@ - 33@- 41 @ 9@ 57@- 65 @
2 @sP 10@spe 1806 2@ |5 M@ |, o, 20 50@ 8@ 6@ ”
3@sP2 11@P3 19@Rneg 7@ (MR 35@ | 3@ 519 590 67 @

4 @sP2 12 @5SP3 20 @QRTneg 28 @ - 36@- 44 Q 52@ 60 Q 68 @ -

5@SP3  13QSP4 21 @ 20 @ 7@ 5@ 5@ 6@ 69O
6 @ sP3 14QsP4a  22@ 0@ e 8@ 51 46 @ 53 54 @ %5 2@ 57 700
1
1

HC N
7 @ sps 5@sps 23@ e 9@ 7@ 55@ 63 0@ 710
8 @ sps s@sps 240 2@- 20 @ 48 @- 56 @- 64 @- 720

@® Bcr-ABL1 Mbcr:n tunnistus

© ABL1:n

Paikka 1

Kuva 3. Kokeiden roottorin jarjestys. SP1-SP6: BCR-ABL1 Mbcr- ja ABL1-standardit; RTneg: RT-negatiivinen kontrolli; IS-
Cal: ISMMRkalibraattori; HC: Voimakkaasti positiivinen kontrolli; LC: Heikosti positiivinen kontrolli; H2O: Vesikontrolli;
$1-58: cDNA-ngytteet.
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Huomautus: Tayta kaikki tyhjat paikat tyhjilla putkilla. Numerot ilmaisevat sijainnit

latauslohkossa seka roottorin loppuasennon.

gPCR-ajon asettaminen
Ennen aloittamista tehtavdt valmistelut

e Sulata kaikki tarvittavat komponentit paitsi Tag-DNA-polymeraasi; kyseistd entsyymié on
sailytettava pakastimessa, kun sitd ei kaytetd. Aseta putket, joissa sulatettavat
komponentit ovat, jGahauteeseen.

Huomautus: Ald anna komponenttien sulaa yli 30 minuuttia, jotta materiaali ei pilaannu.

e Valta mallin ja nukleaasin kontaminaatio: puhdista tydpdydéan alue, jolla PCR-seos

valmistetaan.

e Sekoita hyvin pipetoimalla gPCR Mix ABL1- ja qPCR Mix Mbcr -seosta sisdltavia putkia
10 kertaa ylés ja alas ja sentrifugoi niitd hetken aikaa ennen kayttod. Aseta ne sitten

j@Ghauteeseen.
Menetelmé

1. Valmista PCR-p&dseos kasiteltdvien ndytteiden maérén mukaan.

Taulukko 4 sisaltaa pipetointijdrjestyksen yhden reagenssiseoksen valmistusta varten.
Laskelma perustuu lopulliseen reaktioon, jonka maara on 25 pl. Esiseos valmistetaan
reaktioiden maardn mukaan samalla aluke- ja koetinseoksella (PCR Mix ABL1 tai gPCR

Mix Mbcr). Mukaan on sisallytetty lisatilavuutta pipetointivirheen kompensoimista varten.

Huomautus: Alg kayta alle 25 pl:n reaktiotilavuuksia (reaktioseos + ndyte).
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Taulukko 4. PCR-pédseoksen valmistaminen

Esiseos ABL1 tai Mbcr:

Komponentti 1 reaktio (pl) 34 +2 reaktiota (pl) Lopullinen mééré
gPCR-seos (qQPCR Mix ABL1

tai gPCR Mix Mber) 19.75 71 Ix

Tag DNA -polymeraasi 0,25 9 1x
Nayte, standardi, kontrolli

tai IS-MMR*kalibraattori 5 5 kutakin -
(lisgtécn vaiheessa 3)

Kokonaismddra 25 25 kutakin -

2. Annostele 20 pl gPCR-esiseosta jokaiseen 0,1 ml:n Rotor-Gene Q -putkeen.

3. Liséa 5 pl RT-tuotetta (cDNA), joka saatiin kadnteisen transkriptiovaiheen jdlkeen

(Kaanteinen transkriptio, sivu 28), 5 pl standardeja, 5 pl kontrolleja tai ISMMR-

kalibraattoria kuvassa esitetyn néytteen valmistelun mukaan (Kuva 4, kokonaisméadara 25

pl).

4. Sekoita varovasti pipetoimalla ylés ja alas.

Rotor-Gene MDx -instrumentin valmistelu ja qPCR-ajon aloittaminen

1. Aseta putket laitteen mukana tulleeseen sovittimeen.

Huomautus: Kayttamattdmat paikat on taytettava tyhijilla putkilla.

2. Aseta lukitusrengas putkien padlle ja lukitse se painamalla.

3. Aseta taysi sovitin Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM -laitteeseen.

Taulukko 5.

Huomautus: Vie kaikki ipsogen BCR-ABLT Mber RGQ RT-PCR Kit -sarjan komponentit

takaisin pakastimeen, jotta materiaali ei pilaannu.

Ohjelmoi Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM -laitteeseen PCR-ohjelma ohjeen mukaan:
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Taulukko 5. qPCR-ajon lémpétilaprofiili

Vaihe Parametrit

Mode of analysis Quantitation (Kvantitointi)
(Analyysi)

Hold (Pito) 1 Temperature (Lampétila): 95°C

Time (Aika): 15 minuuttia
Cycling (Syklit) 50 syklia
94 °C; 15 sekuntia

60 °C; 60 sekuntia, FAM-fluoresenssin tunnistus
Green (Vihred) -kanavalla.

5. Valitse New Run Wizard (Ohjattu uusi ajo) -valintaikkunasta Gain Optimisation
(Vahvistuksen optimointi). Néyttéén tulee Auto-Gain Optimisation Setup (Automaattisen
vahvistuksen optimoinnin asetukset) -valintaikkuna. Tarkista Green (Vihred) -kanavan
arvovdli Min Reading (Vahimmaisarvo) 5 Fl - Max Reading (Enimmaisarvo) 10 Fl ja

hyvaksyttava vahvistusalue —=10...10.

6. Tarkista, ettd Perform Optimisation Before 1st Acquisition (Suorita optimointi ennen 1.
keruuta) -asetus on valitty, ja sulje Auto-Gain Optimisation Setup (Automaattisen

vahvistuksen optimoinnin asetukset) -valintaikkuna.
7. Kaynnistd PCR-ohjelma.
8. Luo molemmat ABL1- ja Mbcrryhmat, tayta Edit samples (Muokkaa néytteitd) -ikkuna.

9. Kun PCR on paattynyt, valitse Options (Asetukset) ja Crop Start Cycles (Rajaa
aloitussyklit). Poista syklia 10 edeltavét tiedot. Valitse sitten Analysis (Analyysi) ja Cycling
A. Green from 10 (Vihred jakso 10:std) raportin mukaan: left threshold = 10.00 (vasen
kynnysarvo = 10.00).
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10.Jatka seuraavalla tavalla ABL1- ja Mber-ryhmdlle:

® Jos nayttodn tulee Calculate Automatic Threshold (Laske automaattinen kynnysarvo) -

ikkuna, valitse Cancel (Peruuta).
e Madarita kynnysarvoksi 0,03 (ikkunan oikeassa alareunassal).

e Valitse raportin normalisointitavaksi Dynamic Tube (Dynaaminen putki) ja valitse Slope
Correct (Kulmakertoimen korjaus) kohinan korjausta varten.

e Tarkista, ettd Outlier Removal (Poikkeavan arvon poisto) -asetukseksi on madritetty O %
(vastaa NTC-kynnysarvoa) ja Reaction Efficiency Threshold (Reaktion tehokkuuden
kynnysarvo) -asetusta ei ole valittu.

® Maarita kaaviolle lineaarinen asteikko ja Auto-Scale (Automaattinen asteikko).

® Napsauta monistumiskdyria sisaltavad ikkunaa hiiren kakkospainikkeella ja tarkista, etta
Digital filter (Digitaalinen suodatin) -asetuksen arvoksi on madritetty Light (Kevyt).

e Valitse ikkunan oikealta puolelta named on (nimetty) -asetus, jotta kaikki néytteet varmasti
nakyvat.

Kun kaikki vaiheet on tehty, varmista raakatietojen tallennus ja siirry tulosten analysointiin

(Tietojen analysointi, sivu 48).
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Automaattinen analyysi: gPCR-ajo RGAM-ohjelmistolla ja Rotor-Gene
Q MDx 5plex HRM -laitteella, jossa on 72 putken roottori

Suosittelemme tekemadn kaikki mittaukset kahtena (Taulukko 6). Téman sarjan avulla samassa
kokeessa voidaan testata kahdesti kahdeksan cDNA-naytetta. ipsogen BCR-ABLT Mber RGQ

RT-PCR Kit -sarjalla voidaan tehda kolme koetta.

Taulukko 6. Reaktioiden méérd Rotor-Gene Q -laitteella, jossa on 72 putken roottori

Néyte

Reaktiot

qPCR Mix ABL1:llg (34 reaktiota)

8 cDNA-naytettd

1 cDNA:n voimakkaasti positiivinen kontrolli
1 cDNA:n heikosti positiivinen kontrolli

1 cDNA:n IS-MMR-*kalibraattori

Yhden plasmidin standardit

RT-negatiivinen kontrolli

Vesikontrolli

gPCR Mix Mbecr:llé (34 reaktiota)

8 cDNA-naytettd

1 cDNA:n voimakkaasti positiivinen kontrolli
1 cDNA:n heikosti positiivinen kontrolli

1 cDNA:n IS-MMR-*kalibraattori

Yhden plasmidin standardit

Vesikontrolli

8 x 2 reaktiota
2 reaktiota
2 reaktiota
2 reaktiota

4 x 2 reaktiota
(SP3, SP4, SP5 ja SP¢)

2 reaktiota

2 reaktiota

8 x 2 reaktiota

2 reaktiota

2 reaktiota

2 reaktiota

5 x 2 reaktiota (SP1, SP2, SP3, SP5 ja SP¢)

2 reaktiota

Tarkeitd huomioita ennen kuin aloitat

ipsogen BCR-ABL1T Mbcr RGQ RT-PCR Kit -sarja on ajettava Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM -

laitteella ja Rotor-Gene AssayManager v2.1 -ohjelmistolla. Tutustu huolellisesti Rotor-Gene Q
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MDx -laitteen kdyttédn ennen protokollan suorittamista. Lisdtietoja on laitteen, Rotor-Gene

AssayManager 2.1 -ohjelmiston ja Gamma Plug-in -lisGosan kaytéoppaissa.

Rotor-Gene AssayManager v2.1 mahdollistaa PCR-tulosten automaattisen  tulkinnan.

Sykliparametrit ovat lukittuina ajon aikana.
Ennen aloittamista tehtévat valmistelut

Rotor-Gene AssayManager 2.1 -ohjelmisto on asennettava Rotor-Gene Q -laitteeseen liitettyyn
tietokoneeseen.  Sen  voi  ladata  QIAGENin  verkkosivuilla  osoitteesta
http://www.qiagen.com/Products/Rotor-GeneAssayManager_v2.1.aspx. Llisdtietoja Rotor-
Gene AssayManager v2.1 -ydinohjelmistosta on Rofor-Gene AssayManager v2.1 Core
Application -kéyttéoppaassa.

® ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit edellyttad erityistd Gamma Plug-in -lisdosaa.
Taman lisdosan voi ladata QIAGEN-verkkosivuilta:
https:/ /www.giagen.com/resources/resourcedetail?id=bfb8c9a8-245b-4ab4-99ea-
1b39e2c243a0&lang=en. Témd lisdosa on asennettava tietokoneeseen, johon on jo

asennettu Rotor-Gene AssayManager -ohjelmiston versio 2.1.

® ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit -sarjan kanssa tarvitaan myds testiprofiilia.
Testiprofiili (*.iap-tiedosto) siséltad kaikki parametrit, joita tarvitaan gPCR-testin sykleihin
ja analyysiin. Sen voi ladata ipsogen BCR-ABLT Mber RGQ RT-PCR Kit -sarjaan liittyvilta
QIAGEN-verkkosivuilta https://www.qiagen.com/shop/detection-
solutions/personalized-healthcare /ipsogen-ber-abl1-mber-rgq-ri-per-kit-ce /#resources.

Testiprofiili on tuotava Rotor-Gene AssayManager 2.1 -ohjelmistoon.

Huomautus: ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit voidaan ajaa vain, jos tietyt asetukset

on madritetty Rotor-Gene AssayManager 2.1 -ohjelmistossa.
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Jarjestelménlaajuisen prosessiturvallisuuden vuoksi seuraavat pakolliset asetusmédritykset on

asetfettava suljetun tilan mukaisiksi:

® Material number required (Materiaalinumero pakollinen)
e Valid expiry date required (Kelvollinen vanhenemispdiva pakollinen)

® Lot number required (Erdnumero pakollinen)

Gamma Plug-in -lisdosan asentaminen ja testiprofiilin tuominen

Gamma Plug-in -lisdosan ja festiprofiilin asennus- ja tuontiohjeet esitetddn Rotor-Gene
AssayManager 2.1 -ohjelmiston ja Gamma Plug-in -lisGosan kaytdoppaissa: Rotor-Gene

AssayManager v2.1 Core Application -kéyttéopas ja Gamma Plug-in -kéytéopas.

® Llataa Gamma Plug-in ja ipsogen_BCR-ABL1Mbcr(ABL)_blood_CE+estiprofiilin tuorein
versio QIAGENn verkkosivuilta.

e Aloita asennus kaksoisnapsauttamalla RGAM_V2_1_Gamma_Plug-
in.Installation.V1_0_0.msi-tiedostoa. Noudata néyttddn tulevia asennusohieita. Lisdtietoja
tasta prosessista on Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application -kéyttéoppaan

osassa Installing Plug-ins (LisGosien asentaminen).

Huomautus: Jarjestelmdnlaajuisen prosessiturvallisuuden vuoksi valitse Settings
(Asetukset) -valilehdesta valintaruudut Material number required (Materiaalinumero
pakollinen), Valid expiry date required (Kelvollinen vanhenemispaivé pakollinen) ja Lot
number required (Eranumero pakollinen) suljettua tilaa varten (osasta Work list

[Tydluettelo]). Jos néma eivat ole valittu, valitse ne napsauttamalla.
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O M 0N

Lisdosan onnistuneen asennuksen jdlkeen henkildn, jolla on Rotor-Gene AssayManager -

ohjelmiston jarjestelmanvalvojan oikeudet, on tuotava ipsogen_BCR-
ABL1Mbcr(ABL)_blood_CE-estiprofiili seuraavalla tavalla:

. Kirjaudu Rotor-Gene AssayManager 2.1 -ohjelmistoon kaytajcng, jolla on

jarjestelménvalvojan oikeudet.

Valitse madritysympdaristd.

Valitse Assay Profiles (Testiprofiilit) -valilehti.
Napsauta Import (Tuo) -painiketta.

Valitse tuotava testiprofiili ipsogen_BCR-ABL1Mbcr(ABL)_blood_CE ja valitse Open
(Avaa).

Kun testiprofiili on tuotu, sitd voidaan kéyttaa Setup (Asetukset) -ympdristdssa.

Huomautus: Testiprofiilin samaa versiota ei voi tuoda kahdesti.
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Levyn ja rooftorin jdrjestys

Samassa kokeessa on suositeltavaa testata véhintdén kahdeksan ¢cDNA:n néytettd, jotta

standardien, alukkeiden ja koetftimen seokset voidaan optimoida. Kuva 4 sisdltaa

esimerkkikokeen roottorin jgrjestyksen.

qPCR mix Mbcr > . Taq DNA -polymeraasi qPCR mix ABL1 ———» O

1 @SP1 o @ SPs 17 @ SP& 25@- 3@ i B 49 @A
2@sP1 10@sPs 180k 2@ |5 M@ |, 20 50@
3@sp2 11@5p3  19@Rmeg 7@ (MR 35@ | 43@ 510
4@sP2  12QsP3 20 DRTneg 28 QO 36Q@- 44 Q 52@

5@SP3  13@SP4 21 @+ 20 @ 7@ 5@ 53@
6 @ sP3 14QsP4a  22@ 0@ e 8@ 51 46 @ 53 54 @ %5
7@sps  15@Qsps 230@ HE e 9@ 7@ 55@
s@sps  160sps 240 2@- 200" 48 @- 56 @~

@ Bcr-ABL1 Mbcr:n tunnistus
LC © ABLI1:n S8
IS—Col\ /
2%00 eco0®® :
6 ~————— SP5 "
SP5 SP4 SP3 SP6 Paikka 1

Taq DNA -polymeraasi

57@-
8@
590
60 Q

6@
2@
3@
64@-

57

65 @
66
o 58

67 @

68 @ -
62 O
700
710

720

Kuva 4. Kokeiden roottorin jérjestys. SP1-SP6: BCR-ABL1 Mbcr- ja ABL1-standardit; RTneg: RT-negatiivinen kontrolli; IS-
Cal: IS-MMR-kalibraattori; HC: Voimakkaasti positiivinen kontrolli; LC: Heikosti positiivinen kontrolli; H2O: Vesikontrolli;

$1-58: cDNA-ndytteet. Huomautus: Téytd kaikki tyhjat paikat tyhiillé putkilla. Numerot ilmaisevat sijainnit

latauslohkossa sekd roottorin loppuasennon.
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& Putket on asetettava roottoriin kuvan mukaisesti (Kuva 4), koska testiprofiilissa
m&adritetty automaattinen analyysi perustuu téhan jarjestykseen. Jos kaytetadn

eri asettelua, tuloksista tulee poikkeavia.

Huomautus: tayta kaikki lepopaikat tyhjilla putkilla.

Tydluettelon luominen

Luo kasiteltavistd néytteistd tydluettelo seuraavasti.

1. Kaynnista Rotor-Gene Q MDx -instrumentti.

2. Avaa Rotor-Gene AssayManager 2.1 -ohjelmisto ja kirjaudu Operator (Kaytt&ja) -rooliin

kuuluvana kayttajana suljetussa toimintatilassa.

3. Napsauta tydluettelon hallinnan New manual work list (Uusi manuaalinen tydluettelo) -

painiketta (Setup [Asetuksef] -ympdristd).

4. Vdlitse Assay (Testi) -vaiheen kaytettévissa olevien testiprofiilien luettelosta ipsogen_BCR-
ABLTMbcr(ABL)_blood_CE-testiprofiili.

5. Siirra valittu testiprofiili Selected assay profiles (Valitut testiprofiilit) -luetteloon Add assay
to work list (Lisad testi tySluetteloon) -painikkeella. Testiprofiilin pitdisi nyt nékya Selected

assay profiles (Valitut testiprofiilit) -luettelossa.
6. Kirjoita naytteiden lukumadra vastaavaan kenttaan.

7. Valitse Kit information (Sarjan tiedot) -joukko ja liséé seuraavat ipsogen BCR-ABL1 Mber
RGQ RT-PCR -sarjan tiedot, jotka on painettu laatikon kanteen.

® Materiaalinumero: 0670923
e Kelvollinen vanhenemispdiva
® Erdnumero.

8. Valitse Samples (Naytteet) -vaihe. Nakyviin tulee luettelo néytteen tiedoista. Luettelo

edustaa roottorin odotettua asettelua.
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9. Kirjoita tahdn luetteloon néytteen tunnistenumerol(t) seké mahdolliset muut valinnaiset

ndytetiedot kommenttina jokaisen néytteen kohdalle.
10.Valitse Properties (Ominaisuudet) -vaihe ja kirjoita tydluettelon nimi.
11.Valitse is applicable (on soveltuva) -valintaruutu.
12.Tallenna tydluettelo.

13.Tydluettelo voidaan tulostaa ja tamé voi auttaa gPCR:n valmistelussa ja asetusten
madrittdmisessd. Tulosta tySluettelo painamalla Print work list (Tulosta tydluettelo) -

painiketta. Naytteen tiedot ovat osa tydluetteloa.

Huomautus: Tydluettelo voidaan luoda, kun koe on madritetty laitteessa tai ennen

ndytteiden lisaamista laitteeseen, koska tydluettelotiedosto voidaan fallentaa.

gPCR-ajon asettaminen
Ennen daloittamista tehtavat valmistelut

e Sulata kaikki tarvittavat komponentit paitsi Tag-DNA-polymeraasi; kyseistd entsyymié on
sailytettava pakastimessa, kun sitd ei kaytetd. Aseta putket, joissa sulatettavat

komponentit ovat, jGdhauteeseen.
Huomautus: Ald anna komponenttien sulaa yli 30 minuuttia, jotta materiaali ei pilaannu.

e Valta mallin ja nukleaasin kontaminaatio: puhdista tydpdydén alue, jolla PCR-seos

valmistetaan.
e Sekoita hyvin pipetoimalla gPCR Mix ABL1- ja gPCR Mix Mbcr -seosta sisaltavia putkia

10 kertaa ylds ja alas ja sentrifugoi niitd hetken aikaa ennen kayttéd. Aseta ne sitten

jddhauteeseen.
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Menetelmd

1. Valmista PCR-p&dseos kasiteltdvien ndytteiden maérén mukaan.

Taulukko 7 sisaltaa pipetointijdrjestyksen yhden reagenssiseoksen valmistusta varten.
Laskelma perustuu lopulliseen reaktioon, jonka maara on 25 pl. Esiseos valmistetaan
reaktioiden maardn mukaan samalla aluke- ja koetinseoksella (QPCR Mix ABL1 tai gPCR

Mix Mbcr). Mukaan on siséllytetty lisatilavuutta pipetointivirheen kompensoimista varten.

Huomautus: Alg kayta alle 25 pl:n reaktiotilavuuksia (reaktioseos + néyte).

Taulukko 7. PCR-pédseoksen valmistaminen

Esiseos ABL1 tai Mbcr:
Komponentti 1 reaktio (pl) 34 +2 reaktiota (pl) Lopullinen maéra

gPCR-seos (qQPCR Mix ABL1

tai gPCR Mix Mber) 19.75 71 Ix

Tag DNA -polymeraasi 0,25 9 1x

Nayte, standardi, kontrolli
tai IS-MMR*kalibraattori 5 5 kutakin -
(lisgtécn vaiheessa 3)

Kokonaismadrda 25 25 kutakin -

2. Annostele 20 pl gPCR-esiseosta jokaiseen 0,1 ml:n Rotor-Gene Q -putkeen.

3. Liséa 5 pl RT-tuotetta (cDNA), joka saatiin kddnteisen transkriptiovaiheen jdlkeen
(Kaanteinen transkriptio, sivu 28), 5 pl standardeja, 5 pl kontrolleja tai ISMMR-
kalibraattoria kuvassa esitetyn néytteen valmistelun mukaan (Kuva 4, kokonaisméaéara
25 l).

4. Sekoita varovasti pipetoimalla ylés ja alas.

ipsogen BCR-ABLT Mbcr RGQ RT-PCR Kit -kasikirjia  06/2018 44



Rotor-Gene MDx -instrumentin valmistelu ja qPCR-ajon aloittaminen

. Aseta 72-kuoppainen roottori Rotor-Gene Q MDx -roottoripitimeen.

Aseta liuskaputket roottoriin oikeisiin paikkoihin; aloita paikasta 1 kuvassa esitetyllé

tavalla (Kuva 4). Aseta kaikkiin kayttamattomiin paikkoihin tyhja korkilla suljettu putki.

Huomautus: varmista, ettd ensimmdinen putki on asetettu sijaintiin 1, ja ettd liuskaputket

on asetettu oikeisiin suuntiin ja sijainteihin kuvan Kuva 4 esittamdalla tavalla.

3. Kiinnit& lukitusrengas.

Lataa roottori ja lukitusrengas Rotor-Gene Q MDx -laitteeseen ja sulje laitteen kansi.

5. Valitse Rotor-Gene AssayManager 2.1 -ohjelmistossa vastaava tydluettelo tyéluetteloiden

hallinnasta ja napsauta Apply (Kéytd) -painiketta tai, jos tydluettelo on vield auki,

napsauta Apply (Kaytd) -painiketta.

Huomautus: jos kokeen omaa tydluetteloa ei ole luoty, kirjaudu Rotor-Gene
AssayManager 2.1 -ohjelmistoon ja noudata kohdan Tydluettelon luominen, sivu 42

ohjeita ennen kuin jatkat seuraavien ohjeiden mukaan.
Kirjoita testin nimi.

Valitse kaytettava sykleri Cycler selection (Syklerin valinta) -ikkunassa.

8. Valitse oikea lukitusrenkaan kiinnitys ja vahvista néytéssd, ettd lukitusrengas on

kiinnitetty.
Napsauta Start run (Kaynnistd ajo) -painiketta. ipsogen BCR-ABLT Mbcr RGQ RT-PCR -

ajon pitdisi alkaa.

Vapauta ja raportoi qPCR-tulokset

1.

Kun ajo on padttynyt, valitse Finish run (Lopeta ajo).

2. Vapauta ja hyvaksy ajo:
e Approver (Hyvéksyjd) -roolissand siséénkirjautuneet henkilét: Valitse Release and
go to approval (Vapauta ja siirry hyvaksyntaan).
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e Operator (Kayttdja)na -roolissasisdankirjautuneet henkildt: Valitse Release
(Vapauta).
3. Release and go to approval (Vapauta ja siirry hyvaksyntaan) -vaihtoehdon valinta tuo

testin tulokset nakyviin.

4. Jos kayttajaroolissa oleva kayttaja napsauttaa Release (Vapauta) -vaihtoehtoa, jonkun
toisen kayttajan on kirjauduttava sisaan Approver (Hyvaksyjd) -roolissa ja valittava
Approval (Hyvaksyntd) -ympdrist.

a. Suodata hyvdksyttava testi valitsemalla suodatinvaihtoehdot ja napsauttamalla
Apply (Kayta) -painiketta.

b. Valitse sen kokeen viereinen valintaruutu, jonka aiot hyvaksya.

c. Napsauta Start approval (Aloita hyvéksyntd) -painiketta.

Koska koe sisaltaa yhden kalibraattorin, Calibrator (Kalibraattori) -vélilehteen on

lisattava pakolliset kalibraattoritiedot, jotta ndytteet voidaan lopuksi hyvéaksya.

5. Napsauta Use calibrator (Kéyta kalibraattoria) -painiketta ja liséé vastaava arvo (joka

on IS-MMR-kalibraattorin putkessa tai analyysin sertifikaatissa).

Huomautus: Téma arvo on lisattava kahdesti Enter calibrator value (Lisaé kalibraattorin

arvo)- ja Reenter calibrator value (Liséa kalibraattorin arvo vudelleen) -kenttaan.
Vahvista lisatyt arvot Apply (Kaytd) -painikkeella, niin tulokset pdivittyvat.

Huomautus: Kun véhintdén yksi ndyte on vapautettu, kalibraattoria ei enéé tarvitse

muvuttaa.

6. Tarkista tulokset ja napsauta Release/Report data (Vapauta/raportoi tiedot) -painiketta.
Valitse OK. Jarjestelmd luo *.pdf-muotoisen raportin ja tallentaa sen automaattisesti
ennalta madritettyyn kansioon.

Tama kansiopolku on oletusarvoisesti: QIAGEN > Rotor-Gene AssayManager > Export >
Reports (QIAGEN > Rotor-Gene AssayManager > Vie > Raportit)
Huomautus: t6tG polkua ja kansiota voi muuttaa Configuration (Kokoonpano) -

ympadristossa.
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Huomautus: vianmddritystd varten tarvitaan tukipaketti ajosta. Tukipaketteja voidaan
luoda hyvaksyntd- tai arkistoympdristdssa (Rotor-Gene AssayManager 2.1 Core
Application -kéyttéopas, osa 1.8, Troubleshooting (Vianmadritys) > Creating a support
package (Tukipaketin luonti)). Auditointiloki tapahtumahetkeltd +1 paivé voi myds olla
hyédyllinen. Auditointilokin voi hakea Service (Huolto) -ympadristdstd (Rotor-Gene

AssayManager v2.1 Core Application -kéyttéopas, osa 1.5.5.5).

Poista Rotor-Gene Q MDx -laitteeseen ladatut materiaalit ja havita liuskaputket paikallisten

turvallisuussadddsten mukaan.
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Tulosten tulkinta RGQ Software -ohjelmassa

Tietojen analysointi

TagMan®-tekniikkaa kaytettdessa kynnysarvon ylittévan signaalin tunnistamiseen tarvittavien
PCR-syklien maara eli syklien kynnysarvo (Ct) on suoraan verrannollinen reaktion alussa

olevan kohteen madradn.

Kayttamalla  standardeja, joissa on tunnettu madrd molekyylejd, voidaan madrittad
standardikayra ja selvittda testindytteessd olevan kohteen tarkka maara. Standardikayrat
perustuvat plasmideihin. Virheettdmien standardikdyrien varmistamiseksi ABL1-testic varten
kaytetaan neljaa standardilaimennosta ja Mbcr-testia varten viittd standardilaimennosta. Sarja
sisaltdd myds 1S-kalibraattorin, jonka avulla tulokset voidaan esittéd IS-asteikolla. Kuva 5 ja
Kuva 6 sisdltavat esimerkkeja TagMan-monistumiskayristd, jotka muistuttavat ipsogen BCR-
ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit -sarjalla standardeille, IS-MMR-kalibraattorille sek& voimakkaasti

ja heikosti positiivisille kontrolleille luotuja kayri.
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Kuva 5. ABL1:n tunnistaminen kontrollien ja standardien SP3, SP4, SP5 ja SP6 avulla. 10%, 104, 10° ja 10°

kopiota/reaktio.
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Kuva 6. BCR-ABL1 Mbcr:n tunnistaminen kontrollien ja standardien SP1, SP2, SP3, SP5 ja SP6 avulla. 10', 102, 10,
10° ja 10° kopiota/reaktio.
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Raakatietoihin sovellettavat laatukriteerit ja standardikayrat

Toistettavuus replikaattien vdlilla

Toistojen vdlisen Cr-arvojen vaihtelun pitdisi olla < 2 tai toistotesti tulisi mitétéida seuraavia

tapauksia lukuun ottamatta:

Jos keskimadrdinen Cr > 36 tai jos Cra > 36 ja Cm-tulos on not detected (ei havaittu), ACr-
kriteerej ei sovelleta; toistotesti on mé&dritysten mukainen. Téllin Cra:lle laskettu kopiomédrd
(CN] tulisi jakaa kahdella.

Huomautus: kayttajien tulisi mitata toistettavuus omassa laboratoriossaan.

Standardikéyrét

Raakatiedot voidaan liittéa Excel®tiedostoon analysointia varten.

Kunkin geenin (ABL1 ja BCR-ABL1 Mbcr) plasmidin standardilaimennoksista saadut Cr-arvot
lasketaan logaritmisen kopiom&aran mukaan (3, 4, 5 ja 6 standardeille SP3, SP4, SP5 ja
SP6; 1, 2, 3, 5 ja 6 standardeille SP1, SP2, SP3, SP5 ja SP6). Kuva 7 sisaltaa esimerkin
neljalla standardilaimennoksella lasketusta ABL1-kéyrdsta. Kuva 8 siséltaa esimerkin viidella
standardilaimennoksella lasketusta BCR-ABLT Mber -kayrasta.
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Kuva 7. Neljésté standardilaimennoksesta laskettu ABL1-geenin standardikdyré. Ohjelma laskee lineaarisen
regressiosuoran [y = ax + b), jossa a on viivan kulmakerroin ja b on y-leikkauspiste eli y-koordinaatti, jonka kohdalla
viiva leikkaa y-akselin. Yhtald ja determinaatiokerroin (R?) nékyvat kaaviossa.
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Kuva 8. Viidestd standardilaimennoksesta laskettu BCR-ABL1 Mbcr -geenin standardikéyrd. Ohjelma laskee lineaarisen
regressiosuoran [y = ax + b), jossa a on viivan kulmakerroin ja b on y-leikkauspiste eli y-koordinaatti, jonka kohdalla
viiva leikkaa y-akselin. Yht&lé ja deferminaatiokerroin (R?) nakyvét kaaviossa.
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Koska standardit ovat kymmenkertaisia laimennoksia, kdyrén teoreettinen kulmakerroin on —
3,3. Kulmakerroin valilla -3,1 ja -3,6 on hyvaksyttava, kunhan R? on > 0,95. Tasmallisia

tuloksia ajatellen R2 > 0,98 on kuitenkin toivottava arvo.

Huomautus: SP1-standardilaimennos (BCR-ABL1-geenin plasmidi, 10 kopiota) on tunnistettava

BCR-ABL Mbcr -standardikéyrén méaarittamista varten.

Kopiomaérd (CN)

ABL1- tai BCR-ABLT Mbcr -standardikdyran yhtaloa tulisi kayttad, kun raakadatan Cr-arvoja
(jotka on saatu tuntemattomien naytteiden gPCR Mix ABL1:n tai gPCR Mix Mbcr:n avulla)
muunnetaan ABL1:n tai BCR-ABL1:n kopiomd&ariksi (ABL1cn tai BCR-ABLT Mbcren).

Keskimadardinen ABL Cr — ABL1 -standardikéyrén

leikkauspiste

Logio ndyte ABL1ICN ABL-standardikayrén kulmakerroin

Keskimadarainen BCR-ABLT Mbcr Cr — BCR-ABLT Mber -

standardikayran leikkauspiste
logio ndyte BCRABLT =
Mbcren BCR-ABL1 Mbcr -standardikéyrén kulmakerroin
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Kaikkien ABL1cn-arvojen laadunvalvonta

Jos RNA:n laatu on huono tai RT-qPCR-ajossa on ongelmia, tuloksena saadut ABLI-

kopiomddrdt voivat ovat pienid.

Jotta testi olisi mahdollisimman herkkd, ABL1cn:n pitdisi olla suurempi tai yhtd suuri kuin
100 000 voimakkaasti positiivisella RNA-kontrollilla, heikosti positiivisella RNA-kontrollilla ja
IS-MMR-kalibraattorilla.

RT-negatiivinen kontrolli ja vesikontrolli

Kadnteisen transkriptiovaiheen (RT-negatiivinen kontrolli) ja PCR-vaiheen (vesikontrolli)
mallitoman kontrollin (NTC) tuloksena pitdisi olla nolla CN seka ABLI1- ettd BCR-ABLT Mbcr -
geenille. Sen vuoksi tuloksiin ei pitdisi siséltyd Cr-arvoa tai Cr-arvo on standardikéyrien
leikkauspisteen ylapuolella. Naiden NTC-kontrollien positiivinen tulos on merkki kadnteisen

transkription tai gPCR-ajon tai molempien aikana tapahtuneesta ristikontaminaatiosta.
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Normalisoitu kopiomé&ara (NCN)

Naiden CN-arvojen suhteesta saadaan normalisoitu kopioméaéara (NCN):

BCR-ABL1T Mbcren
NCN = x 100
ABLTcn

Laske normalisoidun kopiomaaran (NCN) tulos voimakkaasti positiiviselle RNA-kontrollille
(NCNHc), heikosti positiiviselle RNA-kontrollille (NCNic), IS MMR -kalibraattorille (NCNal) ja
kullekin naytteelle (NCNsample).

Normalisoidun kopioméérén arvojen laadunvalvonta

Voimakkaasti ja heikosti positiivisten kontrollien seka IS-MMR-kalibraattorin avulla voidaan
valvoa ABL1- ja BCR-ABLT Mbcr estin monistumisvaihetta ja kddnteistd transkriptiovaihetta

transkriptin kvantifioinnin aikana.

e ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit -sarjalla testatulle IS-MMR-kalibraattorille
lasketun NCN-tuloksen on oltava arvovdlilla 0,05-0,3, silla muuten NCN-arvoja ei
voi muuntaa IS-asteikon arvoiksi.

e Testin herkkyyttd voidaan arvioida vain, jos heikosti positiivinen RNA-kontrolli

tunnistetaan.

Muuntaminen IS-asteikon arvoiksi

Huomautus: Katso ennen tulkintaa arvo IS-MMR-kalibraattorin putken etiketistd tai sarjan
mukana toimitetusta analyysin sertifikaatista. (Tarkista, ettd sekd etiketissd ettd sertifikaatissa

on sama arvo.)
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Laske IS-asteikon mukainen normalisoitu kopiomadérd (IS-NCNsample) kayttamalla kokeellista
IS-MMR-kalibraattorin NCN-tulosta (NCNcal) ja sille mé&aritettyd arvoa (IS-Cal-arvo), joka on

ilmoitettu analyysin sertifikaatissa.

NCNisample x 1S-Cal-arvo
IS-NCNsample =

NCNcol

IS-NCN-arvojen laadunvalvonta

e IS-NCNc-uloksen (voimakkaasti positiivisen RNA-kontrollin NCN [S-asteikolla)
pitdisi olla ei merkittévaa molekulaarista vastetta (No MMR [Ei MMR], lisatietoja on
jaliempana kohdassa Molekulaarisen vasteen raportointi).

o ISNCNc-tuloksen (heikosti positiivisen RNAkontrollin NCN [S-asteikolla) pitéisi

olla < 0,01 (MR4), jotta MR 4,5 voidaan varmasti madrittad luotettavasti.
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Molekulaarisen vasteen raportointi

Maérita kunkin néytteen molekulaarinen vaste seuraavan tulkinnan mukaisesti: Taulukko 8.

Taulukko 8. Molekulaarisen vasteen raportointi

Case ABLCN BCR-ABL1 Mbcr CN IS-NCN% Status (Tila)
(Tapaus)
1 < 10000 <10 B Poor quolif‘y somele
(Huonolaatuinen nayte)
>10 >0,1 No MMR (Ei MMR]
2 < 10 000
> 10 <0,1 Inconclusive (Epdselvd)
>0, No MMR (Ei MMR]
> 1OD
<01 MMR
10 000 < CNas LOB<CN<LOD > 0,1 No MMR (Ei MMR)
3 o Replace CN by LOD
< 32 000 place Y
(Korvaa CN LOD:lla) <01 MMR
Not detected (Ei
<loB B havaittu) /MR4
50,1 No MMR (Ei MMR]
> 1OD 0,01 <IS<0,1 MMR
<0,01 MR4
4 32 000 < CNast LOB<CN<LOD >0,1 No MMR (Ei MMR)
<100 000 Replace CN by LOD 0,01 <i5<0,1 MMR
(Korvaa CN LOD:lla) 600 MRA
Not detected (Ei
=[eE B havaittu)/MR4.5
>0, No MMR (Ei MMR]
> LOD 0,01 <IS<0,1 MMR
0,0032 <1S<0,01 MR4
<0,0032 MR4.5
5 100 000 < CNa LOB<CN<LOD >0,1 No MMR (Ei MMR)
Replace CN by LOD 0,01 <IS<0,1 MMR
(Korvaa CN LOD:la) 0,0032 <5< 0,01 MR4
<0,0032 MR4.5

< LOB

Not detected (Ei
havaittu) /MR5

LOB: Limit of Blank (Tyhjén raja) -arvo; LOD: Limit of Detection (havaitsemisraja); MR: molecular response
(molekulaarinen vaste); MMR: major molecular response (merkittdvé molekulaarinen vaste).

ipsogen BCR-ABLT Mbcr RGQ RT-PCR Kit -kasikirjia  06/2018

56



Laatukriteerien yhteenveto

Taulukko 9 sisdltéd yhteenvedon laatukriteereistd seka niihin liittyvisté arvoista ja tuloksista.

Taulukko 10. Laatukriteerien yhteenveto

Kriteerit

Hyviksyttévét arvot tai tulokset

Cr-arvojen vaihtelua toistojen valilla

Standardikéyrien kulmakerroin
Standardikéyrien R?

SP1-standardilaimennos
(BCR-ABL1 10 kopiota, plasmidi)

Biologisten naytteiden ABLcn-arvon laadunvalvonta

Voimakkaasti positiivinen RNA-kontrolli,
heikosti positiivinen RNA-kontrolli
ja IS-MMR-kalibraattori

NTC (vesi)- ja RTneg-kontrollit

IS-MMR-kalibraattorille laskettu NCN (NCNq)
Voimakkaasti positiivinen RNA-kontrolli
Heikosti positiivinen RNA-kontrolli

ISNCNc

ISNCNc

<2Cy

Paitsi jos keskim@ardinen Cr > 36 tai jos Cra 2 36 ja
Cr-tulos on not defected (ei havaittu): toistotesti on
mddritysten mukainen.

Cro:lle laskettu kopiomaara (CN) tulisi jakaa
kahdella.

Arvovililla -3,1 ja -3,6
Véhintgén > 0,95 (ja mielviten > 0,98)

On tunnistettava standardikéyrén madrittémistd
varten

Katso Taulukko 8
ABLTcn > 100 000

Kummallekin ABLTcn = 0 ja Mberen = 0

(ei Cr-arvoa tai Cr > standardikéyrén leikkauspiste)
On oltava alueella 0,05-0,3

On tunnistettava

On tunnistettava

Tila: ei merkittavad molekulaarista vastetta

ISNCNic < 0,01 (MR4)

On tunnistettava, jotta MR 4,5 voidaan varmasti
maddrittad luotettavasti.

Cr: threshold cycle (syklien kynnysarvo); HC: high control (voimakkaasti positiivinen kontrolli); IS: International

Standard (IS-asteikko); LC: low control (heikosti positiivinen kontrolli); MR: molecular response (molekulaarinen vaste);

MMR: major molecular response (merkittéivé molekulaarinen vaste); NCN: normalized copy number (normalisoitu
kopiomédéré); NTC: No Template Control (malliton kontrolli); RTneg: reverse transcription negative

(kaanteistranskriptio negatiivinen).
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Tulosten tulkinta RGAM-ohjelmistolla

Analyysi on taysin automaattista.

Rotor-Gene AssayManager 2.1 analysoi ensin  monistumiskdyriad ja voi merkita
epdyhteensopivat kayrat virheellisiksi niiden muodon ja kohina-amplitudin mukaan. Téllaiset

kéyrat on merkitty erityiselld merkinnalla.

Approver (Hyvaksyjd) -roolilla varustetun kayttajan on hyvaksyttavé jo vapautettava Rotor-
Gene AssayManager 2.1 -ohjelmiston automaattisesti analysoimat ja maarittamat testitulokset.
Hyvaksytdvissa ndytetuloksissa on kolme hyvaksyntdpainiketta vastaavan rivin perdssa.
Nailla painikkeillo voidaan hyvaksyd tai hylata ndytetulokset. Lisatietoja on julkaisussa

Gamma Plug-in -kayttéopas.
Rotor-Gene AssayManager v2.1 analysoi sitten ajon kontrollit:

e NTC:std (RT-neg ja H20) tarkistetaan spesifisen monistumisen (ABL1 ja BCR-ABLT Mbcr)

puuttuminen.
® ABL1 ja BCR-ABL1 Mbcr SP: Validointi perustuu kummankin R% ja kulmakerroinarvoihin.

e HC: ABL1-kopiomd&dran on oltava tarpeeksi suuri, jotta témd kontrolli voidaan tulkita. Jos
ndin on, ohjelmisto laskee ISNCN-prosentin. Témé ajon kontrolli validoidaan, jos sen

tila on testin mukaan No MMR (Ei merkittavaa molekulaarista vastetta).

e LC: ABL1-kopiomadrén on oltava tarpeeksi suuri, jotta téméd kontrolli voidaan tulkita. Jos
ndin on, ohjelmisto laskee ISNCN-prosentin. Tama ajon kontrolli validoidaan, jos sen

tila on testin mukaan MR4.

® IS-MMR-kalibraattori: ABL1-kopiomédrdn on oltava tarpeeksi suuri, jotta tdma kontrolli
voidaan tulkita. Jos ndin on, ohjelmisto laskee NCN-arvon. Témé ajon kontrolli

validoidaan, jos sen NCN on testin mukaan sallitulla arvovdlilla.

ipsogen BCR-ABLT Mbcr RGQ RT-PCR Kit -kasikirjia  06/2018 58



Huomautus: Ajon pddtteeksi generoitunut raportti esittéd ajon kontrolleista saadut tulokset.

Epdkelvollisten tietojen edessd on epdkelpoisuuden merkki.

Jos kaikki ajon kontrollit noudattavat médrityksid, Rotor-Gene AssayManager v2.1 analysoi

tuntemattomat naytteet.

Naytteessd toistojen vdlisen Cr-arvojen vaihtelun on oltava tarpeeksi véhaistd, jotta tulokset

voidaan tulkita. IS-NCN-prosentti lasketaan sen jélkeen ja néytteen tila tulee ndkyviin.

Huomautus: jos sekd ajon kontrollit ettd naytteen tulokset ovat valideja, raportissa esitetddan
kunkin naytteen ABL1:n ja BCR-ABL1 Mbcr:n kopiomaarat, NCN (%), ISNCN (%) ja

molekulaarinen vaste.

Taulukko 11 ja Taulukko 12 siséltavat naytteiden hylkaykseen ja varoituksiin  liittyvét
merkinndt, jotka voidaan madrittad yksittaiselle putkelle Rotor-Gene AssayManager 2.1 -

ohjelmiston analyysissd, sekd niiden merkityksen.
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Taulukko 11. Epékelvollisen néytteen merkinndt ja termien kuvaus

Merkintd

Kuvaus

ANALYSIS_FAILED (ANALYYSI_EPAONNISTUI)
ASSAY_INVALID (MAARITYS_VIRHEELLINEN)
CONSECUTIVE_FAULT (PERAKKAINEN_VIKA)

CURVE_SHAPE_ANOMALY
(KAYRAN_MUODON_POIKKEAMA)

FLAT_BUMP (LITTEA_TOYSSY)

HIGH_PC_HIGH_DELTA_CT
(KORKEA_PC_KORKEA_MUUTOS_CT) (ABL tai Mbcr)

HIGH_PC_HIGH_DELTA_CT
(KORKEA_PC_KORKEA_MUUTOS_CT) {Mber)

HIGH_PC_LOW_ABL_CN
(KORKEA_PC_MATALA_ABL_CN)

HIGH_PC_LOW_ISNCN (KORKEA_PC_MATALA_IS-
NCN)

HIGH_PC_NO_CT (KORKEA_PC_EI_CT) (ABL)
HIGH_PC_NO_CT (KORKEA_PC_EI_CT) (Mbcr)

HIGH_PC_REPLICATE_NO_CT
(KORKEA_PC_REPLIKAATTI_EI_CT) (ABL)

HIGH_PC_REPLICATE_NO_CT
(KORKEA_PC_REPLIKAATTI_EI_CT) (Mbcr]

INVALID_CALCULATION (VIRHEELLINEN_LASKENTA)

ISCAL_HIGH_DELTA_CT (IS-
KAL_KORKEA_MUUTOS_CT) (ABL)

Testi on madritetty virheelliseksi, koska analyysi
epdonnistui. Ota yhteys QIAGENin tekniseen palveluun.

Testi on virheellinen, silla véhintaan yksi ulkoinen
kontrolli on virheellinen.

Téman kohteen laskennassa kéytetty kohde on
virheellinen.

Raakadatan monistumiskéyrén muoto poikkeaa tamén
testin tyypillisesta kayttaytymistavasta. Virheellisten
tulosten tai tulosten virheellisen tulkinnan todenndkaisyys
on suuri.

Raakadatan monistumiskdyrén muoto on litted t&yssy,
mikd poikkeaa téman testin tyypillisestd
kayttaytymistavasta. Virheellisten tulosten tai tulosten
virheellisen tulkinnan todenndkaisyys on suuri
(esimerkiksi Cr-arvon médritys on virheellinen).

Voimakkaasti positiivisen kontrollin toistojen Cr-arvojen
vdlillé on liikaa vaihtelua kontrolligeenin seoksessa.

Voimakkaasti positiivisen kontrollin toistojen Cr-arvojen
vlilla on liikaa vaihtelua fuusiogeenin seoksessa.

Voimakkaasti positiivisen kontrollin kontrolligeenin
kopiomé&aré on liian pieni.

Voimakkaasti positiivisen kontrollin normalisoitu
kopiomadra on liian pieni (IS-asteikolla).

Voimakkaasti positiiviselle kontrollille ei havaitty C+-
arvoa kontrolligeenin seoksessa.

Voimakkaasti positiiviselle kontrollille ei havaittu C+-
arvoa fuusiogeenin seoksessa.

Yhta voimakkaasti positiivisen kontrollin replikaateista ei
havaittu kontrolligeenin seoksessa.

Yhta voimakkaasti positiivisen kontrollin replikaateista ei
havaittu fuusiogeenin seoksessa.

Taman kohteen laskelma ep&onnistui.

IS-MMR-*kalibraattorin positiivisen kontrollin replikaattien
Cr-arvojen vdlilla on likaa vaihtelua kontrolligeenin
seoksessa.
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Merkintd

Kuvaus

IS-CAL_HIGH_DELTA_CT (IS-KAL_KORKEA_MUUTOS_CT)
(Mbcr)

ISCAL_HIGH_NCN (ISKAL_KORKEA_NCN)
IS-CAL_LOW_ABL_CN (IS-KAL-MATALA_ABL_CN)
ISCAL_LOW_NCN (IS-KAL_MATALA_NCN]

IS-CAL_REPLICATE_NO_CT (ISKAL_REPLIKAATTI_EI_CT)
(ABL)

IS-CAL_REPLICATE_NO_CT (IS-KAL_REPLIKAATTI_EI_CT)
(Mbcr)

LOW_PC_HIGH_DELTA_CT
(MATALA_PC_KORKEA_MUUTOS_CT) (ABL)

LOW_PC_HIGH_DELTA_CT
(MATALA_PC_KORKEA_MUUTOS_CT) (Mbcr)

LOW_PC_HIGH_ISNCN [MATALA_PC_KORKEA _IS-
NCN|

LOW_PC_LOW_ABL_CN
(MATALA_PC_MATALA_ABL_CN])

LOW_PC_NO_CT [MATALA_PC_EI_CT) (ABL)
LOW_PC_NO_CT [MATALA_PC_EI_CT) (Mbcr)

LOW_PC_REPLICATE_NO_CT
(MATALA_PC_REPLIKAATTI_EI_CT) (ABL)

LOW_PC_REPLICATE_NO_CT
(MATALA_PC_REPLIKAATTI_EI_CT) (Mber]

MULTIPLE_THRESHOLD_CROSSING
(USEAN_KYNNYKSENL_YLITYS)

NO_BASELINE (EI_LAHTOTASOA)

NTC_UNEXPECTED_VALUE
(NTC_ODOTTAMATON_ARVO)

OTHER_TARGET_INVALID (TOINEN_KOHDE_KELVOTON]

OUT_OF_COMPUTATION_RANGE (LASKENTA-
ALUEEN_ULKOPUOLELLA)

IS-MMR-kalibraattorin replikaattien Cr-arvojen vélillé on
liikaa vaihtelua fuusiogeenin seoksessa.

IS-MMR-kalibraattorin normalisoitu kopiomdéré on liian
suuri.

IS-MMR-kalibraattorin kontrolligeenin kopiomadaré on liian
pieni.

IS-MMR-kalibraattorin normalisoitu kopiomdéré on liian
pieni.

Yhté IS-MMR-kalibraattorin replikaateista ei havaittu
kontrolligeenin seoksessa.

Yhtd 1S-MMR-kalibraattorin replikaateista ei havaittu
fuusiogeenin seoksessa.

Heikosti positiivisen kontrollin replikaattien Cr-arvojen vdlilla
on liikaa vaihtelua kontrolligeenin seoksessa.

Heikosti positiivisen kontrollin replikaattien Cr-arvojen vdlilla
on liikaa vaihtelua fuusiogeenin seoksessa.

Heikosti positiivisen kontrollin normalisoitu kopiomé&éra on
liian suuri (IS-asteikolla).

Heikosti positiivisen kontrollin kontrolligeenin kopiomadard
on liian pieni.

Heikosti positiiviselle kontrollille ei havaittu Cr-arvoa
kontrolligeenin seoksessa.

Heikosti positiiviselle kontrollille ei havaittu Cr-arvoa
fuusiogeenin seoksessa.

Yhté heikosti positiivisen kontrollin replikaateista ei havaittu
kontrolligeenin seoksessa.

Yhtd heikosti positiivisen kontrollin replikaateista ei havaittu
fuusiogeenin seoksessa.

Monistuskéyra ylittéa kynnysarvon useammin kuin kerran.
Selvéé Cr-arvoa ei voida méérittad.

Lahtotasoa ei [8ydy. Jatkoanalyysia ei voi tehda.
Cr on havaittu mallittomassa kontrollissa.
Saman néytteen toinen kohde on kelvoton.

Tamén ndytteen laskettu pitoisuus ylittéd teknisen rajan.
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Merkintd

Kuvaus

RUN_FAILED (AJO_EPAONNISTUI)
RUN_STOPPED (AJO_PYSAYTETTY)

SAMPLE_HIGH_DELTA_CT
(NAYTE_KORKEA_MUUTOS_CT) (ABL)

SAMPLE_HIGH_DELTA_CT
(NAYTE_KORKEA_MUUTOS_CT) (Mbcr)

SAMPLE_REPLICATE_NO_CT (NAYTE_REPLIKAATTI_EI_CT)
(ABL)

SAMPLE_REPLICATE_NO_CT (NAYTE_REPLIKAATTI_EI_CT)
(Mbcr)

SATURATION (SATURAATIO)

SPIKE_CLOSE_TO_CT (PIIKKI_LAHELLA_CT:TA)

SP_HIGH_SLOPE (SP_KORKEA_KULMAKERROIN) (ABL)
SP_HIGH_SLOPE (SP_KORKEA_KULMAKERROIN) (Mber]
SP_LOW_RSQUARED (SP_MATALA_RNELI®) (ABL)
SP_LOW_RSQUARED (SP_MATALA_RNELIO) (Mbcr)
SP_LOW_SLOPE (SP_MATALA_KULMAKERROIN) (ABL)
SP_LOW_SLOPE (SP_MATALA_KULMAKERROIN) (Mbcr)
SP1_NO_CT (SP1_EI_CT) (Mbcr)

STANDARD_HIGH_DELTA_CT
(STANDARDI_KORKEA_MUUTOS_CT) (ABL)

STANDARD_HIGH_DELTA_CT
(STANDARDI_KORKEA_MUUTOS_CT] (Mbcr)

STANDARD_REPLICATE_NO_CT
(STANDARDI_REPLIKAATTI_EI_CT) (ABL)

STANDARD_REPLICATE_NO_CT
(STANDARDI_REPLIKAATTI_EI_CT) (Mbcr)

STEEP_BASELINE (JYRKKA_PERUSTASO)

Testi madritettiin virheelliseksi, koska syklerissé tai sen
liitdnnd@ssd ilmeni ongelma.

Testi madritettiin virheelliseksi, koska ajo lopetettiin
manuaalisesti.

Testindytteen replikaatin Cr-arvojen valilla on likaa
vaihtelua kontrolligeenin seoksessa.

Testindytteen replikaatin Cr-arvojen valillé on likaa
vaihtelua fuusiogeenin seoksessa.

Yhtd testindytteen replikaateista ei havaittu kontrolligeenin
seoksessa.

Yhtd testindytteen replikaateista ei havaittu fuusiogeenin
seoksessa.

Fluoresenssin raakadata saturoituu voimakkaasti ennen
monistumiskdyrén taipumispistettd.

Monistumiskéyrdssé havaittiin piikki lahellé

Cr-arvoa.

Kontrolligeenin kulmakertoimen yléraja on ylittynyt.
Fuusiogeenin kulmakertoimen yléraja on ylittynyt.
Kontrolligeenin R2:n alarajaa ei saavutettu.
Fuusiogeenin R2:n alarajaa ei saavutettu.
Kontrolligeenin kulmakertoimen alarajaa ei saavutettu.
Fuusiogeenin kulmakertoimen alarajaa ei saavutettu.

Standardin plasmidille 1 ei havaittu Cr-arvoa fuusiogeenin
seoksessa.

Standardin replikaattien Cr-arvojen valilla on likaa
vaihtelua kontrolligeenin seoksessa.

Standardin replikaattien Cr-arvojen vlilla on likaa
vaihtelua fuusiogeenin seoksessa.

Yhté standardin replikaateista ei havaittu kontrolligeenin
seoksessa.

Yhté standardin replikaateista ei havaittu fuusiogeenin
seoksessa.

Monistumiskdyrdssa havaittiin fluoresenssin raakadatassa
jyrkdsti nouseva perustaso.
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Merkintd

Kuvaus

STRONG_BASELINE_DIP
(VOIMAKAS_PERUSTASON_PUDOTUS)

STRONG_NOISE (VOIMAKAS_KOHINA)

STRONG_NOISE_IN_GROWTH_PHASE
(VOIMAKAS_KOHINA_KASVUVAIHEESSA)

WAVY_BASE_FLUORESCENCE

(AALTOILEVA_PERUSTASO_FLUORESENSSISSA)

Monistumiskdyréssé havaittiin fluoresenssin raakadatassa
voimakas pudotus perustasossa.

Monistumiskéyrén kasvuvaiheen ulkopuolella havaittiin
voimakasta kohinaa.

Monistumiskéyrén kasvuvaiheessa (eksponentiaalisessa
vaiheessa) havaittiin voimakasta kohinaa.

Monistumiskdyréssa havaittiin fluoresenssin raakadatassa
aaltoileva perustaso.

Taulukko 12. Néytteen varoitusmerkinnét ja termien kuvaus

Merkintd

Kuvaus

CN Mbcr Between LOB and LOD (CN Mbcr
LOB:n ja LOD:n vdlilla)

CN Mber Single Replicate (CN Mber
yksittdinen replikaatti)

CN Mber Single Replicate Between LOB and
LOD (CN Mber yksittdinen replikaatti LOB:n
ja LOD:n vdlilla)

ISNCN (%) Between LOB and LOD (IS-NCN
[%] LOB:n ja LOD:n valilla)

ISNCN (%) Single Replicate (ISNCN [%]
yksittéinen replikaatti)

ISNCN (%) Single Replicate Between LOB
and LOD (IS NCN [%)] yksittdinen replikaatti
LOB:n ja LOD:n valilla)
LOW_FLUORESCENCE_CHANGE
(PIENI_FLUORESENSSIN_MUUTOS)
LOW_REACTION_EFFICIENCY
(HEIKKO_REAKTIOTEHOKKUUS)

NCN (%) Between LOB and LOD (NCN [%)]
LOB:n ja LOD:n valilla)

NCN (%) Single Replicate (NCN [%]
yksittdinen replikaatti)

NCN (%) Single Replicate Between LOB and
LOD (NCN [%] yksitt@inen replikaatti LOB:n
ja LOD:n vdlilla)

SPIKE (PIIKKI)

Testindytteen fuusiogeenin kopiomdéré on LOB- ja LOD-arvojen valilla
ja se korvataan LOD-arvolla.

Testindytteen fuusiogeenin kopiomé&éré lasketaan vain yhdestd
replikaatista ja jaetaan kahdella.

Testindytteen fuusiogeenin kopiomdéré (joka lasketaan vain yhdestd
replikaatista ja jaetaan kahdella) on LOB- ja LOD-arvojen véilillé ja se
korvataan LOD-arvolla.

Testingytteen normalisoitu kopioméérd (IS-asteikolla) saadaan LOB- ja
LOD-arvojen vdlilld olevan fuusiogeenin kopiomé&drdarvon perusteella.

Testindiytteen normalisoitu kopiomédrd (IS-asteikolla) saadaan vain
yhdestd replikaatista lasketun fuusiogeenin kopioméérén perusteella.

Testin normalisoitu kopioméard (IS-asteikolla) saadaan LOB- ja LOD-
arvojen vdlillé olevan (vain yhdestd replikaatista lasketun) fuusiogeenin
kopiom&éréarvon perusteella.

Témén ndytteen fluoresenssin muutos suhteessa putkeen, jossa tapahtui
suurin fluoresenssin muutos, on pienempi kuin médritetty alaraja.
Taman néytteen reaktiotehokkuus ei ole yltényt madritettyyn raja-
arvoon.

Testindiytteen normalisoitu kopiomééré saadaan LOB- ja LOD-arvojen
vdlillé olevan fuusiogeenin kopioméadrdarvon perusteella.
Testindytteen normalisoitu kopiomddré saadaan vain yhdestd
replikaatista lasketun fuusiogeenin kopiomédran perusteella.

Testindytteen normalisoitu kopiomdéré saadaan LOB- ja LOD-arvojen
vdlilla olevan (vain yhdestd replikaatista lasketun) fuusiogeenin
kopiomé&éaréarvon perusteella.

Monistumiskdyréssd havaittiin fluoresenssin raakadatassa piikki, mutta
se on Cr-maéritysalueen ulkopuolella.
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Ongelmien ratkaisu

Tama ongelmien ratkaisuopas voi auttaa mahdollisissa esiin tulevissa ongelmissa. Lisatietoja
on saafavissa myds feknisen tuen sivustostamme usein kysyttyjen kysymysten osiosta:
www.qgiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. QIAGENin teknisen palvelun asiantuntijat vastaavat
aina mielellaan kysymyksiisi koskivatpa ne sitten taman kasikirjan tietoja tai tassa kasikirjassa
esiteltyja@ protokollia tai néytteisiin ja testeihin liittyvia tekniikoita. (Katso yhteystiedot taman

kasikirjan takakannesta tai osoitteesta www.qgiagen.com.)

Huomautuksia ja ehdotuksia

RNA:n eristdminen

Jos RNA:n puhdistamisessa kokoverestd RNeasy Midi Kit -sarjan ja Buffer EL-puskurin avulla on ongelmia, hae
ohjeita sarjan kasikirjasta.

Eluaatissa ei ole tarpeeksi RNA:ta

Kaytettdvad verta ei ollut Tee RNA:n eristys uudelleen ja kéytd useampia néytteitd. Harkitse molempien
tarpeeksi eluaattien yhdistémistd samaan ryhméadan ja RNA:n konsentrointia RNeasy
MinElute Cleanup Kit -sarjalla {tuotenumero 74204).

Eluaatissa ei ole tarpeeksi RNA:ta

RNA:n pitoisuuden on Kaytd néytteen konsentrointiin RNeasy MinElute Cleanup Kit sarjaa
oltava 200 ng/p, jotta testin  (tuotenumero 74204) ja muuta pitoisuudeksi 200 ng/pl.
paras herkkyys saavutetaan

Standardia, kontrollia tai IS-kalibraattoria ei tunnistettu

a) Pipetointivirhe tai puuttuva Tarkista pipetointijdriestys ja reaktion jdrjestely. Suorita PCR-ajo uudelleen.
reagenssi; putket tai kuopat
ovat vaihtuneet keskenddn

b)  Sarjan osien vaara sailytys  Sailyta ipsogen BCR-ABLT Mbcr RGQ RT-PCR Kit -sarjaa =30...-15 °C:n
l&dmpétilassa ja suojaa gPCR Mix ABL1 ja gPCR Mix Mbcr valolta.

Pakastamis- ja sulattamisjaksoja saa olla enintéén kolme.

c) ipsogen BCR-ABL1 Mbcr Tarkista reagenssien sdilytysolosuhteet ja viimeinen kayttdpdivamaara
RGQ RT-PCR Kit on (efiketissd) ja kaytd tarvittaessa uutta sarjaa.
vanhentunut

ipsogen BCR-ABLT Mbcr RGQ RT-PCR Kit -kasikirjia  06/2018 64


http://www.qiagen.com/

Huomautuksia ja ehdotuksia

Ei signaalia edes kontrolleista

a)

b)

<)

d

Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM -laitteen paikassa 1 ei
ole reaktioputkea

Pipetointivirhe tai puuttuva
reagenssi; putket tai kuopat
ovat vaihtuneet keskendén

Sarjan osien vaara sdilytys

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr
RGQ RT-PCR Kit on
vanhentunut

Vaard tunnistuskanava on
valitty

Tiedonkeruuta ei ole
ohjelmoitu

Muista asettaa néyte aina roottorin paikkaan 1. Muutoin laite ei tee
kalibrointia ja testistd saadaan virheellisia fluoresenssitietoja.

Tarkista pipetointijdrjestys ja reaktion jarjestely.

Suorita PCR-ajo uudelleen.

Sailytd ipsogen BCR-ABLT Mbcr RGQ RT-PCR Kit -sarjaa -30...-15 °C:n
l&dmpétilassa ja pida aluke- ja koetinseokset valolta suojattuina.

Pakastamis- ja sulattamisjaksoja saa olla enintéén kolme.

Tarkista reagenssien sdilytysolosuhteet ja viimeinen kayttdpdivamaara
(efiketissd) ja kayta tarvittaessa uutta sarjaa.

Méaérité tunnistuskanavaksi Cycling Green (Syklit vihred) tai 470 nm/510
nm.

Tarkista sykliohjelma. Lisétietoja: Taulukko 5, sivu 35.

Valitse keruumenetelmdksi Single (Yksi) PCR-ohjelman kunkin
kiinnittymissegmentin lopussa.

Fluoresenssin voimakkuus vaihtelee.

Pipetointivirhe tai puuttuva
reagenssi; putket tai kuopat
ovat vaihtuneet keskenddén

Fluoresenssin voimakkuus ei riita

Tarkista pipetointijdrjestys ja reaktion jarjestely.

Suorita PCR-ajo uudelleen.

a) Sarjan osien vaard sdilytys  Sailytd ipsogen BCR-ABLT Mbcr RGQ RT-PCR Kit -sarjaa -30...-15 °C:n
lémpétilassa ja suojaa gPCR Mix ABL1 ja qPCR Mix Mbcr valolta.
Pakastamis- ja sulattamisjaksoja saa olla enintéén kolme.
b) ipsogen BCR-ABLT Mbcr Tarkista reagenssien sdilytysolosuhteet ja viimeinen kayttdpaivamaara
RGQ RT-PCR Kit on (etiketissd) ja kdytd tarvittaessa uutta sarjaa.
vanhentunut
c) Kohde-RNA:n hyvin pieni Tarkista aina RNA:n pitoisuus ennen aloittamista.
madra
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Huomautuksia ja ehdotuksia

Negatiivisesta kontrollista (H,O) saadaan positiivinen tulos

Ristikontaminaatio, Vaihda kaikki kriittiset reagenssit tai kdytd uutta sarjaa.

reagenssin konfomln-ooho,- Valta ristikontaminaatiot kasittelemélld néytteitd, sarjan osia ja tarvikkeita
Ionﬂ‘een v-|rhe, k‘uopp-len fai gina hyvien kéyténtdjen mukaisesti.

kapillaarien vaihtuminen o ) ] ) .

keskendidn tai kosftimen Pidé gPCR Mix ABLT ja gPCR Mix Mbcr valolta suojattuina.
pilaantuminen Tarkista, nakyykd fluoresenssikdyréssé vadaria positiivisia tuloksia.

Tarkista reaktion jérjestely.

Tulosten tulkinta
Rotor-Gene Q MDx -laitteen ja Rotor-Gene Q- tai Rotor-Gene AssayManager 2.1 -ohjelmiston vianmadritysta
koskevia tietoja on niiden kayttdoppaissa.

Laadunvalvonta

Valmiin sarjan laadunvarmistus on tehty Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM -instrumentilla. Téméa
sarja on valmistettu ISO 13485 -standardin mukaisesti. Analyysin sertifikaatit ovat saatavana

pyydettéessd osoitteessa www.giagen.com/support/.

Rajoitukset

Tama sarja on tarkoitettu ammattikéyttdon.

Tuotetta saavat kaytad vain asianmukaisesti opastetut, molekyylibiologian tekniikoihin

koulutetut ja tdman nimenomaisen tekniikan tuntevat henkilst.

Tatd sarjaa on kaytettdvd tdman kayttdoppaan ohjeiden mukaisesti yhdessd validoidun,
kohdassa Tarvittavat materiaalit (jotka eivét kuulu toimitukseen) sivulla 12 esitetyn laitteen

kanssa.
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Ota  huomioon pakkauksen efiketissé  ilmoitetut vanhenemispdivamaarat. Ala  kayta

vanhentuneita komponentteja.

Kaikki ipsogen BCR-ABLT Mbcr RGQ RT-PCR Kit -sarjan mukana foimitetut reagenssit on
tarkoitettu kaytettdvaksi ainoastaan muiden samaan sarjaan sisaltyvien reagenssien kanssa.

Muiden reagenssien tai muista eristd saatujen reagenssien kayttd voi haitata testin toimintaa.

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit on validoitu vain Philadelphia-kromosomipositiivista
(Ph+) p210 kroonista myelooista leukemiaa sairastavien, taudin kroonisessa vaiheessa olevien

potilaiden kokoverelle, jonka antikoagulanttina on kalium-EDTA (K2EDTA).
ipsogen BCR-ABL1 Mber RGQ RT-PCR Kit sarjan suorituskyky médritettiin RNeasy Midi Kit -
sarjalla (tuotenumero 75144), Buffer EL-puskurilla (tuotenumero 79217) ja RNA:n puhdistus-

ja konsentrointivaiheessa RNeasy MinElute Cleanup Kit -sarjalla (tuotenumero 74204).

Vain Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM -laite on validoitu kaytettavaksi PCR:ssé tdmén sarjan

kanssa.
Taman tuotteen off label -kéyttd ja/tai osien muokkaaminen mit&tdéi QIAGENin vastuun.

Saatu  diagnostinen tulos on tulkittava yhdessé muiden Kkliinisten 16yddsten  tai

laboratorioldydésten kanssa.

Kaytajan vastuulla on validoida jarjestelmén suorituskyky kaikissa niissa laboratoriossa

kéytetyissd menetelmissd, joita QIAGENIn tekeméit suorituskykytutkimukset eivét kata.
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Suorituskykyominaisuudet

LOB (Limit of Blank)

Limit of blank (Tyhjgn raja, LOB) -arvo mddritettin  CLSI/NCCLS EP17-2A
standardin mukaisesti terveilta luovuttajilta otetuista kokoverindytteistd (seitseman naytettd,

12 mittausta / kaksi erad).
LOB-arvoksi saatiin BCR-ABL1 Mbcr -transkriptin 1,02 kopiota.
Toteamisraja

Toteamisraja (LOD tai analyyttinen herkkyys) méaadritettiin tavanomaisella menetelmalla, joka
esitetdan standardissa CLSI/NCCLS EP17-2A. Tassa tutkimuksessa analysoitiin tunnettuja

heikosti positiivisia naytteitd (seitsemdn naytettd, 12 mittausta / kaksi erdd).
Toteamisrajaksi saatiin BCR-ABL1 Mbcr -transkriptin 3,21 kopiota eli 0,0030 % IS-NCN.
Lineaarisuus

Lineaarisuus mddritettiin CLSI/NCCLS EP6-A -standardin mukaan ipsogen BCR-ABL1 Mbcr
RGQ RT-PCR Kit -sarjan yhdella erdlla ja yhdeksalla erilaisella naytteelld, jotka valmisteltiin
perdkkaisilla  laimennoksilla  solulinjasta  eristetystd  positiivisesta  RNA:sta ja  ferveiltd

luovuttajilta saadulla negatiivisella RNA:lla. Magritys tehtiin kolmelle erilaiselle RNA-syétteelle.
BCR-ABL1 Mbcr -transkriptin kvantifiointi on lineaarista LOD-arvosta 56 prosentin IS-NCN-
arvoon, kunhan kvantifioidun RNA-ndytteen pitoisuus on noin 200 ng/pl eli testin suositeltu

sydte (sydte yhteensd 3 pg).

Pienemmalla RNA-sydtteelld lineaarinen alue saattaa olla pienempi.
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Toistettavuus ja uusittavuus

Tarkkuustutkimus tehtiin standardin CLSI/NCCLS EP5-A2 mukaisesti. Testaus tehtiin kahtena
yhdeksdlle erilaiselle néytteelle 45 kertaa 45 ajossa 23 pdivan aikana, mikd tuotti 90

mittausta ndytetta kohti.

Tarkkuustulosten yhteenveto: Taulukko 13.

Taulukko 13. Tarkkuustulokset

Keskimddrdinen SDR+ SDRUN++ SDTOTAL+++ CVyur
Ndyte BCR-ABL1 Mbcr

IS-NCN
S1 64,5243 4,3105 12,3610 13,0910 20,29 %
S2 36,1684 1,7104 5,9078 6,8581 18,96 %
S3 6,4876 0,4231 0,7857 1,0941 16,86 %
S4 0,7305 0,0512 0,0779 0,1178 16,12 %
S5 0,0754 0,0068 0,0073 0,0133 17,62 %
S6 0,0075 0,0016 0,0009 0,0022 28,81 %
S7 0,0036 0,0014 0,0002 0,0014 38,64 %
S8 0,0020 0,0010 0,0000 0,0010 48,71 %
S9 0,0011 0,0007 0,0000 0,0007 63,32 %

CVyur: Coefficient of variation for the total precision (Kokonaistarkkuuden vaihtelukerroin) (BCR-ABL1 Mbcr IS-NCN);
SD: standard deviation (Keskihajonta); R+: Repeatability (Toistettavuus); RUN++: Ajojen vélinen toistettavuus; S:
standard (Standardi); TOTAL+++: Kokonaistarkkuus (mukaan lukien laitteiden, kayttgjien ja erien vélinen tarkkuus).

Hairitsevat aineet

Tutkimusjérijestely perustui NCCLS-standardissa EP7-A2 kuvattuihin suosituksiin hdiritsevien
aineiden festaamisessa kliinisessa kemiassa. Seuraavat verindytteissd mahdollisesti olevat tai
RNA:n puhdistuksessa mahdollisesti lisatyt aineet valittiin niiden PCR-vaikutuksen tutkimiseksi
(konjugoitumaton  bilirubiini, konjugoitunut bilirubiini, hemoglobiini [ihmisen], seerumin
albumiini [ihmisen], kalium-EDTA [K2-EDTA], etanoli).
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Saaduissa tuloksissa ei ndkynyt hairitsevdd vaikutusta ndistd aineista.
Kliininen validointi ja menetelman vertailu

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RTPCR Kit -sarjaa verrattiin vaihtoehtoisiin  menetelmiin

kahdessa tutkimuksessa.

Tutkimus 1: 76 perifeerisestd verestd eristettyd RNA-ndytettd analysoitiin ipsogen BCR-ABL1
Mbcr RGQ RT-PCR Kit- ja ipsogen BCR-ABLT Mbcr ISSMMR DX Kit -sarjalla.

Demingin regressiolla verrattiin kummallakin menetelmalla mitattuja ISNCN-arvoja. ipsogen
BCR-ABL1T Mbcr RGQ RT-PCR Kit- ja ipsogen BCR-ABLT Mbcr ISSMMR DX -sarjan valilla oli
vahva korrelaatio (R? = 0,97): Kuva 9.
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Kuva 9. Pistekaavio: ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit- ja ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR DX Kit -sarjalla
saatu IS-NCN.

Tutkimus 2: Philadelphia-kromosomipositiivista kroonista myelooista leukemiaa sairastavilta,
tyrosiinikinaasin estdjdhoitoa saavilta potilailta eristettiin perifeerisestd verestd 39 RNA-
naytettd, joita analysoitiin Ranskassa ipsogen BCR-ABL1T Mbcr RGQ RT-PCR Kit -sarjalla ja
laboratorion kehittamalla testilla (vertailumenetelmd). Vertailumenetelmalld saadut tulokset

standardoitiin 1S-asteikon mukaisiksi muuntokertoimella.

Seuraavaan yhtapitavyystaulukkoon koottiin kummallakin menetelmalla médritetyn kliinisen
tilan vertailu. ipsogen BCR-ABLT Mbcr RGQ RT-PCR Kit -sarjan ja vertailumenetelméan valilla
oli selvé yhtapitavyys (kokonaisyhtapitavyys = 97,4 %): Kuva 10.
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Kuva 10. ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit -sarjan ja laboratorion kehittémén testin vélinen yhtdpitévyys IS-

asteikolla.

Yhdenmukaisuustutkimus: ERM-AD623 BCR-ABL1:n yhden plasmidin
(IRMM) ja ipsogenin yhden plasmidin (QIAGEN) standardit

European LeukemiaNet/European Treatment Outcome Study (ELN/EUTOS) Molecular
Monitoring Steering Group on laatinut tuoreimmat  madritelmat  BCR-ABL1  Mbcr:n
molekulaariselle vasteelle kroonisessa myelooisessa leukemiassa ja suosittelee kaytamadn
belgialaisen IRMM:n (Institute for Reference Materials and Measurements) ERM-AD623 BCR-
ABL1:n plasmidia (9).

Taman suosituksen mukaisesti QIAGEN  teki yhdenmukaisuustutkimuksen, jossa verrattiin
ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RTPCR Kit (24) CE -sarjassa kaytettdvad ipsogenin
monikohteista plasmidia (tuotenumero 670923) ja ERM-AD623 BCR-ABL1:n plasmidia
(IRMM).

Vertailu perustui BCR-ABLT Mbcr/ABL1:n normalisoidun kopiomddrén suhteeseen (NCN).
Siind analysoitiin kahden standardin laimennoksia (ipsogen ja ERM-AD623 BCR-ABLI)

ipsogen-sarjoihin kuuluvilla kontrollingytteilld ja NIBSC:n (National Institute for Biological
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Standards and Control) sertifioidulla vertailumateriaalilla (8). Tulokset osoittavat, etté néméa

kaksi standardikdyraa ovat yhdenmukaisia (Kuva 11) ja NCN-suhteet vertailukelpoisia (Kuva

12).
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Kuva 11. ipsogenin ja ERM-AD623 BCR-ABL1:n plasmidien vertailusta nihdédn, ettd standardikdyrét ovat

yhdenmukaisia.
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Kuva 12. ipsogenin ja ERM-AD623:n plasmidien NCN-arvot ovat vertailukelpoisia.

QIAGENIn tutkimuksessa todettiin, ettei tilastollisesti merkitsevaa eroa ole: ERM-AD623 BCR-

ABL1:n plasmidin ja ipsogenin plasmidin standardeilla saadaan yhdenmukaiset tulokset.
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Tilaustiedot

Tuote

Sisalto

Tuotenro

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ
RT-PCR Kit (24)

24 reaktiota varten: ABL1:n ja BCR-
ABL1 Mbcr:n kvantitatiiviset yhden
plasmidin standardit, heikosti ja
voimakkaasti positiiviset kontrollit, IS-
MMR-kalibraattori, gPCR-seos ABLI,
gPCR-seos Mbcr, kadnteisen
transkription ja qPCR:n reagenssit.

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM -laite — IVD-validoituun reaaliaikaiseen PCR-

analyysiin kliinisessa kéytossd

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM
Platform

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM
System

Rotor-Gene Assay Manager 2.1
Software

Reaaliaikainen PCR-laite ja High
Resolution Melt -analysaattori, jossa on
5 kanavaa (vihred, keltainen, oranssi,
punainen, karmiini) seké HRM-kanava,
kannettava tietokone, ohjelmisto,
lisdvarusteet: sisaltdd 1-vuotisen takuun
osille ja tydlle. Ei sisalla asennusta ja
koulutusta.

Reaaliaikainen PCR-laite ja HRM-
analysaattori, jossa on 5 kanavaa
(vihred, keltainen, oranssi, punainen ja
karmiini) sekd HRM-kanava,
kannettava tietokone, ohjelmisto ja
lisdvarusteet: sisdltdd 1-vuotisen takuun
osille ja tydlle, asennuksen ja
koulutuksen.

Ohijelmisto rutiinitestaukseen yhdessa
Rotor-Gene Q -laitteen kanssa

670923

9002032

9002033

9024203
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Rotor-Gene Assay Manager 2.1 Yksi ohjelmistolisenssi asennettavaksi 9025620
License yhdelle tietokoneelle

Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes  Alumiinilevy manuaaliseen reaktion 9018901
valmisteluun yksikanavaisella pipetillg,
72 x 0,1 ml:n putki.

Strip Tubes and Caps, 0.1 ml 250 neliputkista liuskaa seka korkit 981103
(250) 1 000 reaktiota varten.

Strip Tubes and Caps, 0.1 ml 10 x 250 neliputkista liuskaa seké 981106
(2500) korkit 10 000 reaktiota varten.

RNA:n eristdminen

RNeasy Midi Kit 50 RNeasy Midi Spin Column -putkea, 75144
ndyteputket (15 ml), RNaasittomat
reagenssit ja puskurit. Kokonais-RNA:n
puhdistamiseen.

Buffer EL 1 000 ml erytrosyyttien 79217
lyysauspuskuria.

RNeasy MinElute Cleanup Kit 50 RNeasy MinElute Spin Column - 74204
putkea, néyteputket (1,5 ml ja 2 ml),
RNaasittomat reagenssit ja puskurit.
RNA:n puhdistamiseen ja
konsentrointiin pienilla eluutiomadrilla.

Voimassa olevat lisenssitiedot ja tuotekohtaiset vastuuvapauslausekkeet ovat saatavilla
tuotekohtaisista QIAGEN-sarjojen kayttdoppaista tai kasikirjoista. QIAGEN-sarjojen kasikirjat
jo kayttdoppaat ovat saatavilla osoitteessa www.qgiagen.com tai niitd voi tiedustella

QIAGEN:n teknisestd huollosta tai paikalliselta jalleenmyyijalta.
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Kasikirjan muutoshistoria

Asiakirja Muutokset Date (Pdivémadra)
HB-1904_005 Lisdtty kohdat Automaattinen analyysi: PCR-ajo RGAM-ohjelmistolla ja Kesdkuu 2018
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM -laitteella, jossa on 72 putken roottori ja
Tulosten tulkinta RGAM-ohjelmistolla.
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T&md tuote on tarkoitettu kéytettévéiksi in vitro -diagnostiik . QIAGENH iden jalleenmyynti, muokkaus jélleenmyyntia varten tai kayttd kaupallisten tuotteiden
valmistukseen on kielletty ilman QIAGEN:in kirjallista lupaa.

Téssa asiakirjassa olevia tietoja saatetaan muuttaa ilman erillistd ilmoitusta. QIAGEN ei ole vastuussa mistédn tssé asiakirjassa mahdollisesti olevista virheistd. Taman
asiakirjan uskotaan olevan julkaisuhetkend@n kattava ja tarkka. QIAGEN ei missédn tapauksessa ole vastuussa satunnaisista, erityisistd, moninkertaisista tai
seurannaisvahingoista, jotka liittyvét témén asiakirjan kéyttddn tai ovat seurausta sen kéytdstd.

QIAGEN-Huotteille on mydnnetty takuu siitd, ettd ne ovat il jen ominaisuuksiensa mukaisia. QIAGENin ainoa velvollisuus ja asiakkaan saama ainoa korvaus

rajoittuvat tuotteiden vaihtamiseen veloituksetta tuotevirhetapauksissa tai jos tuote ei toimi takuussa kerrotulla tavalla.

Hankittuaan témén tuotteen ostajalla on oikeus kéyttdd sitd diagnostisiin palveluihin ihmisten in vitro -diagnostiikassa. Téman erityisen kéyttdoikeuden lisdksi osto ei
oikeuta mihinké&&n muuhun yleiseen patenttiin tai kdyttdoikeuteen.

Tavaramerkit: QIAGEN®, ipsogen®, MinElute®, RNeasy®, Rotor-Gene®, Rotor-Gene AssayManager® (QIAGEN Group); FAM™, SYBR® (Thermo Fisher Scientific Inc.);
BHQ-1® (Biosearch Technologies, Inc); Excel® (Microsoft Corporation); TagMan® (Roche Group).

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit -sarjaa koskeva rajoitettu lisenssisopimus

Ta&mdn tuotteen kéyttd tarkoittaa ostajan tai kéytdjdn suostumusta noudattaa seuraavia ehtoja:

. Tuotetta saa kéytdd ainoastaan tuotteen mukana toimitettujen asiakirjojen ja tdmén kéyttdoppaan ohjeiden mukaan, ja sen kanssa saa kéytad vain sarjan
siséltamia komponentteja. QIAGEN ei mydnnd lisenssié mihink&én aineettomaan omaisuuteensa, eikd témén sarjan oheisia komponentteja saa kayttdd tai liitt
muihin komponentteihin, jotka eivét sisélly téhan sarjaan, kuten tuotteen mukana toimitetuissa asiakirjoissa, tssé kdyttdoppaassa ja lisémateriaalissa mainitaan.
Ne ovat saatavilla osoitteesta www.qiagen.com. Osa lisémateriaalista on QIAGEN-kdyttdjien toisille QIAGEN-kéyttdjille laatimaa. QIAGEN ei ole testannut tai
tarkistanut kyseisté materiaalia. QIAGEN ei anna takuuta lisémateriaalille eikd takaa, ettei se loukkaa kolmansien osapuolten oikeuksia.

2. Muutoin kuin nimer i il jen kayttdoik osalta QIAGEN ei takaa, eftd t6ma sarja ja/tai sen kéytdjdt eivét loukkaa kolmansien osapuolten
oikeuksia.

3. Tamd sarja ja sen komponentit on lisensoitu kertakéyttdén, eiké niitd saa kéyttad vudelleen, kunnostaa tai myydé eteenpéin.

4. QIAGEN Kkiistad ni isesti kaikki kéyttdoikeudet, suorat tai epdsuorat, joita ei ole tassd nimenomaisesti ilmoitettu.

5. Sarjan ostaja ja kéyttdjé suostuvat sithen, ettd he eivét ryhdy tai anna kenellekéén toiselle lupaa ryhtyé r jotka saattavat aik tai edistad mitadn

yllg kiellettyd toimintaa. QIAGEN voi k&antyd minké tahansa tuomioistuimen puoleen pannakseen téytantdén témén rajoitetun lisenssisopimuksen kiellot ja saada
hyvityksen kaikista valmistelu- ja oikeuskuluista (asianajopalkkiot mukaan lukien), kun tarkoituksena on t&man rajoitetun lisenssisopimuksen tai sarjaan ja/tai sen
komponentteihin liittyvien immateriaalioikeuksien tdyténtédnpano.

Katso péivitetyt kéyttéoikeusehdot osoitteesta www.qgiagen.com.
1114278F1 06/2018 HB-1904-005 © 2016 QIAGEN, kaikki oikeudet pidétetédn.
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