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Anvandningsomrade

ipsogen PML-RARA bcrl-kitet ar avsett for kvantifieringen av PML-RARAtyp bcrl-
fusionstranskript i benmarg eller prover pa perifert blod i en delgrupp av patienter med akut
myeloisk leukemi (AML) som fatt diagnosen M3-cytomorfologi och t(15;17)(q22;q21)-
translokation, med en brytpunkt i PMLintron 6. Resultaten som erhallits &r avsedda att
anvandas som ett hjalpmedel for att 6vervaka effekten av behandlingar hos patienter som
genomgar terapi, och for uppfélining av MRD (minimal residual disease) for att Gvervaka
sjukdomséterfall.

Sammanfattning och forklaring

Transkript av PML-RARA{fusionsgenen (FG), vilkka &r det molekyldra resultatet av
t(15;17)(g22;g21)translokationen, associeras med majoriteten av fallen med akut
progranulocytisk leukemi (APL) (>90 %), en tydlig AML-delgrupp med M3-cytomorfologi som star
for 10-15 % av alla AMLfall. Den balanserade reciproka translokationen t(15;17) leder till
fusionen av den promyelocytiska leukemigenen (PML) med retinolsyrareceptorn alfa (RARA) for att
framstélla fusionsproteinet PML-RARA. Det chimara PMLRARA-proteinet &r en transkriptionell
repressor. Dess uttryck associeras med forsvagad myeloisk differentiering, pa grund av tkad
affinitet for det nukleara repressorproteinkomplexet (NcoR), férandring av kromatinstrukturen med
histondeacetylas (HDAC) och inhibition av transkription. Behandling med alltrans-retinolsyra
(ATRA) ar mycket effektiv vid APL och verkar som ett differentierande medel genom att framja
frisattning av NCoR/HDAC-komplexet, varigenom normal transkription aterstalls.

RARA:brytpunkter uppstar alltid i intron 2. Beroende pa var brytpunkter &r lokaliserade inom PML-
stallet, intron 6, exon 6 och intron 3, kan respektive PML-RARA-transkriptsubtyper som benamns
som langa (L eller berl), variant (V eller bcr2) och korta (S eller ber3), bildas (Figur 1). Dessa
transkriptsubtyper representerar 55 %, 5 % respektive 40 % av fallen.
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Figur 1. Schematiskt diagram dver PML-RARA FG-transkriptet téckt av EAC qPCR-primers- och
sokfragmentuppsattningen. For typ berl (L): ENFOO3-ENP942-ENR962. For typ ber2 (V): ENFO06—
ENP942-ENR962. For typ bcer3 (S): ENFOO5-ENP942-ENR962.Numret under primers och sdkfragment
avser deras nukleotidposition i det normala gentranskriptet. Relativ frekvens avser proportionen av varje
typ av FG-transkript bland PML-RARA-varianter.

Kombinerad behandling med antracyklinbaserad kemoterapi och ATRA &ar mycket
framgangsrik vid APL, och ger langvariga remissioner och ett troligt tillfrisknande hos upp till
70 % av nydiagnostiserade patienter. Aterfall och laga 6verlevnadsfrekvenser ses dock
fortfarande hos 15-25 % av patienterna. Detektionen av den unika PML-RARA-fusionsgenen
med konventionell kvalitativ . omvand transkription-polymeraskedjereaktion (RT-PCR) har
anvants brett for snabb diagnos och prediktion av terapisvar. Denna teknik har dock vissa
negativa sidor och dess kanslighet ar relativt 1ag.
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Kvantifiering av PML-RARA-kopieantal med realtids kvantitativ PCR (gPCR) innebar flera
fordelar. Det &r en mycket k&nslig och reproducerbar teknik som &aven mojliggoér en
beddmning av kinetik. Analysen av det prognostiska vardet av ett valetablerat standardiserat
gPCR-protokoll (EAC-program) for APL-patienter under olika behandlingsfaser har visat att
denna metod &r ett hallbart alternativ for bedémning av MRD, och att aterfallsriskstratifiering
kan faststallas baserat pa PML-RARA-normaliserat kopieantal. Under  post-
konsolideringsanalys ar positiv qPCR-analys en stark prediktor for pafoljande hematologiskt
aterfall. Under underhallsterapi, och efter avslutad behandling, associeras ett positivt gPCR-
test med en hogre aterfallsrisk och kortare éverlevnadstid. Aterfallsriskstratifieringen baserad
pa kvantifiering av PML-RARA-normaliserat kopieantal (normalized copy number, NCN)
delar in patienter i 3 grupper: patienter med hog aterfallsrisk, medelstor aterfallsrisk och 1ag
aterfallsrisk (1). PML-RARA-Gvervakning via sensitiv detektion av transkriptet betraktas som en
vasentlig del av den totala behandlingsstrategin vid APL (se litteraturhanvisning 2 och 3 for
narmare information), varigenom behandlingstypen och -intensiteten moduleras hos patienter
med olika aterfallsrisker under uppféljning.

Standardisering och validering av MRD-kvantifieringsmetoden har faststallts i ett
multicenterprojekt som utférdes av EAC och publicerades ar 2003 (4, 5). ipsogen PML-RARA
bcri-kitet baseras pa denna teknik.

Testprincip

Med gPCR-tekniken gar det att géra en noggrann kvantifiering av PCR-produkter under den
exponentiella fasen i PCR-amplifieringsprocessen. Dessutom kan gPCR-data erhallas snabbt,
utan nagon behandling efter PCR, genom realtidsdetektion av fluorescenssignaler under
och/eller direkt efter PCR-cykling, vilket drastiskt minskar risken for att PCR-produkter ska
kontamineras. For narvarande finns det 3 huvudtyper av gPCR-tekniker att valja pa: gPCR-
analys med SYBR® Green I|farg, gPCR-analys med hydrolyssokfragment och gPCR-analys
med hybridiseringssdkfragment.
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| denna analys utnyttjas principen for gPCR-dubbelfargad oligonukleotidhydrolys. Under PCR
hybridiseras framatriktade och bakatriktade primers till en specifik sekvens. En dubbelfargad
oligonukleotid ingdr i samma blandning. Detta sokfragment, vilket bestdr av en
oligonukleotid mérkt med en 5’-reporter-farg och en nedstrdms 3’-quencher-farg, hybridiseras
till en malsekvens inom PCR-produkten. Vid gqPCR-analys med hydrolyssokfragment utnyttjas
5'a3’-exonukleasaktiviteten hos DNA-polymeraset for Thermus aquaticus (Taq). Nar
sokfragmentet ar intakt, leder narheten mellan reporterfargen och quencherfargen till

suppression av reporter-fluorescensen, primart genom energidverforing av Forster-typ.

Under PCR, om det intressanta malet forekommer, hybridiseras sokfragmentet specifikt
mellan stallena for den framétriktade och bakatriktade primern. DNA-polymerasets 5'&3’-
exonukleasaktivitet gor att sokfragmentet klyvs mellan reporter och quencher, men endast om
sokfragmentet hybridiseras till malet. Sokfragmenten forskjuts sedan frdn malet, och
polymeriseringen av strangen fortsatter. Sokfragmentets 3’-dnde &r blockerad for att
forhindra att sdkfragmentet forlangs under PCR (figur 2). Denna process sker i varje cykel
och stor inte den exponentiella ackumuleringen av produkt.

Okningen av fluorescenssignal detekteras endast om malsekvensen &r komplementar till
sOkfragmentet och alltsd amplifieras under PCR. P& grund av dessa krav sker ingen
detektering av icke-specifik amplifiering. Okningen av fluorescens &r alltsd direkt
proportionell till malamplifieringen under PCR.
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Figur 2. Reaktionsprincip. Totalt RNA transkriberas omvant, och det framstallda cDNA:t amplifieras med
PCR med hjalp av ett par specifika primers och ett specifikt internt dubbelférg-sékfragment (FAM™-—
TAMRA™™)_Sokfragmentet binds till amplikonet under varje hybridiseringssteg fér PCR. Nér Taq
forlangs fran primern som ar bunden till amplikonet, forskjuter den 5’-anden av sokfragmentet, vilket
sedan bryts ned av 5'a3’-exonukleasaktiviteten hos Tag-DNA-polymeraset. Klyvning fortsatter tills det
aterstdende sokfragmentet smalter bort frdn amplikonet. Denna process frisatter fluoroforen och
quenchern i lésning, vilket skiljer dem &t spatialt och leder till en 6kad fluorescens frdn FAM och en
minskad fluorescens frdn TAMRA.
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Material som medfdljer

Satsinnehall

ipsogen PML-RARA bcrl Kit (24)
Katalognr 672123
Antal reaktioner 24
Komponent Namn Méangd
ABL Control Gene Standard Dilution (Standardldsning for ABL- C1-ABL 50 pl
kontrollgen) (10° kopior/5 pl)

ABL Control Gene Standard Dilution (Standardl6sning for ABL- C2-ABL 50 pl
kontrollgen) (10* kopior/5 pl)

ABL Control Gene Standard Dilution (Standardlésning for ABL- C3-ABL 50 pl
kontrollgen) (10° kopior/5 pl)

PML-RARA bcrl Fusion Gene Standard Dilution (StandardIdsning F1-PML-RARA 50 ul
for PML-RARA berl-fusionsgen) (10* kopior/5 ul) berl W
PML-RARA bcrl Fusion Gene Standard Dilution (Standardl@sning F2-PML-RARA 50 ul
for PML-RARA bcrl-fusionsgen) (10? kopior/5 pl) berl "
PML-RARA bcrl Fusion Gene Standard Dilution (StandardI6sning F3-PML-RARA 50 ul
for PML-RARA berl-fusionsgen) (10° kopior/5 pl) berl K
PML-RARA bcrl Fusion Gene Standard Dilution (Standardl6sning F4-PML-RARA 50 1l
for PML-RARA berl-fusionsgen) (10° kopior/5 ul) berl "
PML-RARA bcrl Fusion Gene Standard Dilution (StandardIdsning F5-PML-RARA 50 ul
for PML-RARA berl-fusionsgen) (108 kopior/5 ul) berl W
Primers and Probe Mix ABL* (Primers och sokfragmentblandning PPC-ABL 25x 90 ul
ABL*)

Primers and Probe Mix PML-RARA bcrl Fusion Gene (Primers och  PPF-PML-RARA 110 pl
sokfragmentblandning fér PML-RARA ber-fusionsgen) ' berl 25x

Handbok for ipsogen PML-RARA bcrl-kit (engelska) 1

* Blandning av specifika bakatriktade och framatriktade primers fér ABL-kontroligenen plus ett specifikt FAM-TAMRA-

sokfragment.

T Blandning av specifika bakatriktade och framatriktade primers for PML-RARA bcrl-fusionsgenen plus ett specifikt

FAM-TAMRA:-s6kfragment.
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Obs! Centrifugera standardlésningar, primers och sokfragmentblandningar kortvarigt fore
anvandning.

Material som behdvs men inte medfoljer

Anvand alltid lamplig laboratorierock, engangshandskar och skyddsglaségon vid hantering
av kemikalier. Om du vill ha mer information hanvisas till tillampliga sékerhetsdatablad
(SDS) som kan erhallas fran produktleveranttren.

Sakerstéll att instrumenten &r kontrollerade och kalibrerade enligt tillverkarens
rekommendationer.

Reagenser

I Nukleasfritt vatten av PCR-grad

1 Reagenser for omvand transkription: Det validerade reagenset &r Superscript® Il (eller
Superscript) Reverse Transcriptase (omvant transkriptas), innefattar 5x
forstastrangsbuffert, 100 mM DTT (Life Technologies, art. nr 18064-022)

I RNase-hammare Det validerade reagenset &r RNaseOUT™ (Life Technologies, art. nr
10777-019)

1 Uppsattningar med dNTPs, PCR-grad
1 Random (slumpmassig) hexamer
1 MgClz

1 Buffert och Taqg DNA-polymeras: De validerade reagenserna ar TagMan® Universal PCR
Master Mix (Master Mix PCR 2x) (Life Technologies, art. nr 4304437) och LightCycler
TagMan Master (Master Mix PCR 5x) (Roche, art. nr 04535286001)
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Forbrukningsartiklar

Nukleasfria, aerosolresistenta, sterila PCR-pipettspetsar med hydrofoba filter
0,5 ml eller 0,2 ml RNase- och DNase-fria PCR-ror

Is

Utrustning

Mikroliterpipett* avsedd for PCR (1-10 pl; 10-100 pl; 200-1000 pl)
Bankcentrifug™* med rotor for 0,2 ml/0,5 ml reaktionsrér (med en maximal hastighet p&

13 000/14 000 varv/minut)

Realtids-PCR-instrument:* Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM eller annat RotorGene-
instrument; LightCycler 1.2, 1.5, 2.0 eller 480; ABI PRISM 7000, 7700, or 7900HT
SDS; Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System; eller SmartCycler; och tillhérande
specifikt material

Termocykel* eller vattenbad* (for steget med omvand transkription)

Kompletterande reagenser

ipsogen PML-RARA bcrl Controls Kit (kontrollkit for ipsogen PML-RARA bcerl) (kat. nr
672091) endast for forskning, bestdende av cellinjer med negativt, hogt och 1&gt positivt
uttryck av PML-RARA bcrl-fusionsgenen fér den kvalitativa valideringen av RNA-
extraheringen och den omvanda transkriptionen
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Varningar och forsiktighet

For in vitro-diagnostisk anvandning

Anvand alltid lamplig laboratorierock, engangshandskar och skyddsglaségon vid hantering
av kemikalier. Se lampligt sdkerhetsdatablad (SDS) fér mer information. Dessa &r tillgéngliga
online i praktiskt och kompakt PDF-format p4 www.giagen.com/safety dar du kan hitta,
granska och skriva ut datablad for alla satser och satskomponenter fran QIAGEN.

Kassera prov- och analysavfall enligt lokala sakerhetsregler.
Allmanna forsiktighetsatgarder

Vid gPCR-tester kravs god laboratoriesed, inklusive utrustningsunderhall, som &r sarskilt
inriktad pa molekylarbiologi och foljer gallande regler och relevanta standarder.

Detta kit ar avsett for in vitro-diagnostisk anvandning. Reagenser och instruktioner som
medféljer detta kit har validerats for optimal prestanda. Ytterligare spadning av reagenserna
eller férandring av inkuberingstider och -temperaturer kan leda till felaktiga eller oférenliga
data. PPC- och PPFreagenser kan fordndras om de utsétts for ljus. Alla reagenser &r
formulerade specifikt for anvandning med detta test. For att f& en optimal testprestanda far
inget ersattningsmaterial anvandas.

For bestamning av transkriptnivder med gPCR kravs bade den omvanda transkriptionen av
mRNA:t och amplifieringen av det framstidllda cDNA:t med PCR. Darfor maste hela
analysproceduren utféras under RNas-/DNas-fria férhallanden.
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Var mycket forsiktig for att férhindra:

I RNas-/DNaskontaminering, vilket kan bryta ned templat-mRNA:t och det framstallda
cDNA:t

I mRNA- eller PCR-6verféringskontaminering som leder till falsk positiv signal

Darfér rekommenderar vi foljande:
1 Anvand nukleasfria laboratorieartiklar (t.ex. pipetter, pipettspetsar, reaktionsflaskor) och
anvand handskar nar du utfér analysen.

1 Anvand farska aerosolresistenta pipettspetsar vid alla pipetteringssteg for att undvika
korskontaminering av prover och reagenser.

1 Bered pre-PCR-masterblandningen med sarskilt material (pipetter, spetsar osv.) i ett
sarskilt omrade dar inga DNA-matriser (cDNA, DNA, plasmid) fors in. Tillsatt templat i

en separat zon (helst i ett separat rum) med specifikt material (pipetter, spetsar osv.).

I Hantera standardspadningarna (C1-3 och F1-5) i ett separat rum.
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FOrvaring och hantering av reagens

Kiten skickas pa kolsyreis och maste férvaras vid =30 °C till =15 °C efter leverans.

1 Minimera primers och sokfragmentblandningars exponering for ljus (PPC- och PPF-ror).
1 Blanda och centrifugera réren forsiktigt innan de 6ppnas.

I Forvara alla kitkomponenter i originalbehallarna.

Dessa forvaringsvillkor géller bade 6ppnade och o6ppnade komponenter. Komponenter som
férvaras under andra villkor &n de som anges pa etiketterna fungerar eventuellt inte pa ratt
satt och detta kan paverka analysreulataten negativt.

Utgangsdatum for varje reagens anges pa de enskilda komponentetiketterna. Under korrekta
forvaringsvillkor behaller produkten sin prestanda fram till utgdngsdatumet som star tryckt pa
etiketten.

Det finns inga uppenbara tecken som visar att denna produkt &ar instabil. Positiva och
negativa kontroller ska dock kdras samtidigt med ok&anda patientprover.
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Procedur

Beredning av prov-RNA

RNA-beredning fran patientprover (blod eller benméarg) méaste ha utforts med en validerad
procedur. Analysens kvalitet beror till stor del pa kvaliteten hos det inmatade RNA:t. Darfor
rekommenderar vi att det renade RNA:t kvalificeras med agaros**-gel-elektrofores eller med

anvandning av Agilent® Bioanalyzer® fore analys.
Protokoll: Rekommenderad standardiserad EAC omvand transkription

Saker som ska utféras fore start

1 Bered dNTP:er, 10 mM i varje. Férvaras vid —20 °C i alikvoter.
1 Bered random (slumpmassig) hexamer, 100 uM. Forvaras vid —20 °C i alikvoter.

1 Bered MgClz, 50 mM. Forvaras vid —20 °C i alikvoter.

Procedur

=

Tina alla nédvandiga komponenter och placera dem pa is.
2. Inkubera 1 ug RNA (1-4 pl) i 10 minuter vid 70 °C och kyl omedelbart p& is i 5 minuter.

3. Centrifugera kortvarigt (cirka 10 sekunder, 10 000 varv/minut) fér att samla upp véatskan

i botten pa roret. Forvara sedan pa is.

4. Bered nedanstdende RT-blandning enligt antalet prover som ska behandlas (tabell 1).

* Anvand alltid lamplig laboratorierock, engangshandskar och skyddsglaségon vid hantering av kemikalier.
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Tabell 1. Beredning av RT-blandning

Volym per Slutlig

Komponent prov (ul) koncentration
Forstastrangsbuffert (medféljer Superscript Il

N . 4.0 1x
omvant transkriptas), 5x
MgClz (50 mM) 2.0 5 mM
o!NTf’:er (10"mM i va'rje, ska be.redfals i 20 1 mM
férvag och férvaras vid —20 °C i alikvoter)
DTT .(.100 mM,_medfoljer Superscript Il 20 10 mM
omvant transkriptas)
RNas-hammare (40 E/pl) 0.5 1E/u
RNas-hammare (40 E/ul) 0.5 1 E/ul
Random (slumpmassig) hexamer (100 uM) 5.0 25 uM
SuperScript Il eller SuperScript Il omvant
transkriptas (200 E/pl) 05 S E/l
Uppvarmt RNA-prov (tillsatts i steg 5) 1.0-4.0 50 ng/ul
Nukleasfritt vatten av PCR-grad (tillsatts i 0.0-3.0 .
steg 5)
Slutlig volym 20.0 —

5. Pipettera 16 pul RT-blandning i varje PCR-ror. Tillsatt sedan 1-4 pl (1 pg) RNA (fran steg
3) och justera volymen till 20 pl med nukleasfritt vatten av PCR-grad (se tabell 2).

16 Handbok for ipsogen PML-RARA berl-kit 11/2017



Tabell 2. Beredning av omvéand transkriptionsreaktion

Komponent Volym (ul)
RT-blandning 16
Uppvarmt prov-RNA (1 pg) 1-4
Nukleasfritt vatten av PCR-grad 0-3
Slutlig volym 20

6. Blanda val och centrifugera kortvarigt (cirka 10 sekunder, 10 000 varv/minut), for att

samla upp vétskan i botten pa roret.

7. Inkubera vid 20 °C i 10 minuter.

8. Inkubera vid 42 °C i en termocykel i 45 minuter och sedan omedelbart vid 99 °C i 3

minuter.

9. Kyl pa is (for att stoppa reaktionen) i 5 minuter.

10.Centrifugera kortvarigt (cirka 10 sekunder, 10 000 varv/minut) fér att samla upp vatskan

i botten pa roret. Forvara sedan pa is.

11.Spad det slutliga cDNA:t med 30 ul nukleasfritt vatten av PCR-grad sa att den slutliga

volymen &r 50 pl.

12.Utfér gPCR enligt nedanstdende protokoll, enligt ditt gPCR-instrument.
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Protokoll: qPCR pa Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM- eller Rotor-Gene
Q 5plex HRM-instrument med 72-rérsrotor

Nar detta instrument anvands rekommenderar vi att alla matningar gors i duplikat, s& som

anges i tabell 3.

Tabell 3. Antal reaktioner for Rotor-Gene Q-instrument med 72-rérsrotor

Prover Reaktioner

Med ABL-primers och sdkfragmentblandning (PPC-ABL)

n cDNA-prover n x 2 reaktioner

ABLstandard 2x3 real_<t|one_r (3 spadningar, var och
en testad i duplikat)

Vattenkontroll 2 reaktioner

Med PML-RARA bcrl-primers och sdkfragmentblandning (PPF-PML-RARA bcrl)
n cDNA-prover n x 2 reaktioner

2 x 5 reaktioner (5 spadningar, var och
PML-RARA-standard en testad i duplikat)2 x 5 reaktioner (5
spadningar, var och en testad i duplikat)

Vattenkontroll 2 reaktioner

Provbehandling pa Rotor-Gene® Q-instrument med 72-rorsrotor

Vi rekommenderar att minst 8 cDNA-prover testas i samma experiment for att optimera

anvandningen av standarder, primers och sékfragmentblandningar.
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Figur 3. Rekommenderad rotoruppstéllning for varje experiment med ipsogen PML-RARA bcrl-kitet. F1—

5: PML-RARA bcrl-standarder; C1-3: ABL-standarder; S: cDNA-prov; H20: vattenkontroll.

Obs! Var noga med att alltid placera ett prov som ska testas i position 1 pa rotorn. | annat
fall utfér instrumentet ingen kalibrering under kalibreringssteget och felaktiga fluorescensdata

samlas in.

Fyll alla andra positioner med tomma rér.
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gPCR pa Rotor-Gene Q-instrument med 72-rérsrotor

Obs! Utfor alla steg pa is.

Procedur

1. Tina alla nédvandiga komponenter och placera dem pa is.
2. Bered nedanstdende qPCR-blandning enligt antalet prover som ska behandlas.
Alla koncentrationer avser den slutliga volymen av reaktionen.

| tabell 4 beskrivs pipetteringsschemat for beredningen av en reagensblandning,
beraknad att uppna en slutlig reaktionsvolym pa 25 pl. En pre-mix kan beredas, enligt
antalet reaktioner, med samma primers och sékfragmentblandning (antingen PPC-ABL
eller PPF-PML-RARA bcrl). Extra volymer &r inkluderade for att kompensera for

pipetteringsfel.

Tabell 4. Beredning av qPCR-blandning

ABL: 24 + 1 PML-RARA

1 reaktion reaktioner bcrl: 28 +1 Slutlig
Komponent () () reaktioner (ul)  koncentration
TagMan Universal
PCR Master Mix, 2x 12.5 312.5 362.5 1x
Primers och
sokfragment- 1 25 29 1x
blandning, 25x
Nukleasfritt vatten av
PCR-grad 6.5 162.5 188.5 —
Prov (tillsatts i steg 4) 5 5 vardera 5 vardera —
Total volym 25 25 vardera 25 vardera —
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3. Dispensera 20 ul av gPCR-pre-mixen per ror.

4. Tillsatt 5 pl av den RT-produkt (cDNA, 100 ng RNA-ekvivalent) som erhallits vid den
omvanda transkriptionen (se "Protokoll: Rekommenderad standardiserad EAC omvand
transkription”, sida 15) i det motsvarande roret (total volym 25 pl).

5. Blanda forsiktigt genom att pipettera upp och ned.
6. Placera roren i termocykeln enligt tillverkarens rekommendationer.

7. Programmera Rotor-Gene Q:-instrumentet med det termocykelprogram som anges i tabell 5.

Tabell 5. Temperaturprofil

Analyssatt Kvantifiering

Uppehall Temperatur: 50 grader
Tid: 2 minuter

Uppehall 2 Temperatur: 95 grader
Tid: 10 minuter
Cykling 50 ganger
95 grader i 15 sek.

60 grader i 1 min. med insamling av FAM-fluorescens i
kanal Green (gron): Enkel

8. Starta termocykelprogrammet s& som anges i tabell 5.

9. For Rotor-Gene Q-instrument valjer du "Slope Correct” (lutning korrekt) fér analysen. Vi
rekommenderar att tréskeln stalls in pa 0,03.
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Protokoll: qPCR pa ABI PRISM 7000, 7700 och 7900HT SDS,
Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System och LightCycler 480-
instrument

Nar utrustningen fér gPCR med 96-brunnsplattor anvands rekommenderar vi att alla

matningar gors i duplikat, s& som anges i tabell 6.

Tabell 6. Antal reaktioner med anvandning av utrustning fér gPCR med 96-brunnsplattor

Prover Reaktioner

Med ABL-primers och sdkfragmentblandning (PPC-ABL)

n cDNA-prover n x 2 reaktioner

ABLstandard 2x3 realftloner (3 spadningar, var och
en testad i duplikat)

Vattenkontroll 2 reaktioner

Med PML-RARA bcrl-primers och sdkfragmentblandning (PPF-PML-RARA bcrl)
n cDNA-prover n x 2 reaktioner

2 x 5 reaktioner (5 spadningar, var och
PML-RARA bcrl-standard en testad i duplikat)2 x 5 reaktioner (5
spadningar, var och en testad i duplikat)

Vattenkontroll 2 reaktioner

Provbehandling pa ABI PRISM 7000, 7700 och 7900 SDS, Applied Biosystems
7500 Real-Time PCR System och LightCycler 480-instrument

Vi rekommenderar att minst 8 cDNA-prover testas i samma experiment for att optimera
anvandningen av standarder, primers och sokfragmentblandningar. Plattschemat i figur 4

visar ett exempel pa ett sddant experiment.
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Figur 4. Rekommenderad plattuppstéllning for ett (1) experiment. S: cDNA-prov; F1-5: PML-RARA bcrl-
standarder; C1-3: ABL-standarder; H20: vattenkontroll.

gPCR pa ABI PRISM 7000, 7700 och 7900 SDS, Applied Biosystems 7500 Real-
Time PCR System och LightCycler 480-instrument

Obs! Utfor alla steg pa is.




Procedur

1.
2.

Tina alla nédvandiga komponenter och placera dem pa is.
Bered nedanstdende gPCR-blandning enligt antalet prover som ska behandlas.
Alla koncentrationer avser den slutliga volymen av reaktionen.

| tabell 7 beskrivs pipetteringsschemat for beredningen av en reagensblandning,
beraknad att uppna en slutlig reaktionsvolym p& 25 pl. En pre-mix kan beredas, enligt
antalet reaktioner, med samma primers och sékfragmentblandning (antingen PPC-ABL
eller PPF-PML-RARA bcrl). Extra volymer ar inkluderade for att kompensera for

pipetteringsfel.

Tabell 7. Beredning av qPCR-blandning

1 ABL: 24 +1 PML-RARA

reaktion reaktioner berl: 28 +1 Slutlig
Komponent (1) () reaktioner (ul) koncentration
TagMan Universal PCR
Master Mix, 2x 12.5 312.5 362.5 1x
Primers och sokfragment-
blandning, 25x 1 25 29 Ix
Nukleasfritt vatten av
PCRygrad 6.5 162.5 188.5 —
Prov (tillsatts i steg 4) 5 5 vardera 5 vardera —
Total volym 25 25 vardera 25 vardera —

3.
4.

Dispensera 20 ul av qPCR-pre-mixen per brunn.

Tillsatt 5 ul av den RT-produkt (cDNA, 100 ng RNA-ekvivalent) som erhallits vid den
omvénda transkriptionen (se "Protokoll: Rekommenderad standardiserad EAC omvénd
transkription”, sida 15) i den motsvarande brunnen (total volym 25 pl).

Blanda forsiktigt genom att pipettera upp och ned.
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6. Forslut plattan och centrifugera kortvarigt (300 x g, cirka 10 sekunder).

7. Placera plattan i termocykeln enligt tillverkarens rekommendationer. Programmera
termocykeln med termocykelprogrammet s& som anges i tabell 8 fér ABI PRISM 7000,
7700 och 7900HT SDS, och Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System, eller
tabell 9 for LightCycler 480-instrumentet.

Tabell 8. Temperaturprofil for ABI PRISM 7000, 7700 och 7900HT SDS, och Applied
Biosystems 7500 Real-Time PCR System

Analyssatt Standardkurva — absolut kvantifiering

Uppehall Temperatur: 50 °C
Tid: 2 minuter
Uppehall 2 Temperatur: 95 °C
Tid: 10 minuter
Cykling 50 ganger
95 °C i 15 sekunder

60 °C i 1 minut med insamling av FAM-fluorescens;
quencher: TAMRA
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Tabell 9. Temperaturprofil for LightCycler 480-instrument

Analyssatt Absolut kvantifiering ("Abs kvant”)

Detektionsformat Valj ”Simple Probe” (enkelt s6kfragment) i fonstret
Detection formats (detektionsformat)

Uppehall Temperatur: 50 °C
Tid: 2 minuter

Uppehall 2 Temperatur: 95 °C
Tid: 10 minuter
Cykling 50 génger
95 °C i 15 sekunder

60 °C i 1 minut med insamling av FAM-fluorescens
motsvarande (483-533 nm) for LC-version 01 och
(465-510 nm) for LC-version 02

8. For ABI PRISM 7000, 7700 och 7900HT SDS, och Applied Biosystems 7500 Real-Time
PCR System, félj steg 8a. For LightCycler 480, f6lj steg 8b.

8a. ABI PRISM 7000, 7700 och 7900HT SDS, och Applied Biosystems 7500 Real-Time
PCR System: Vi rekommenderar en tréskelinstalining pa 0,1 s& som beskrivs i EAC-
protokollet i analyssteget och en baslinjeinstallning mellan cykel 3 och 15. Starta
cyklingsprogrammet s som anges i tabell 8.

8b. LightCycler 480: Vi rekommenderar ett Fit point-analyssatt med bakgrund vid 2,0
och troskel vid 2,0. Starta termocykelprogrammet s& som anges i tabell 9.
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Protokoll: qPCR pa LightCycler 1.2- och 2.0-instrument

Nar kapillarinstrument anvands rekommenderar vi att prover méats i duplikat och kontroller

endast en gang, sa som anges i tabell 10.

Tabell 10. Antal reaktioner for LightCycler 1.2- och 2.0-instrument

Prover Reaktioner

Med ABL-primers och sdkfragmentblandning (PPC-ABL)

n cDNA-prover n x 2 reaktioner

ABLstandard 1 x 3 reaktioner (3 star:dardspadnlngar,
var och en testad en gang)

Vattenkontroll 1 reaktion

Med PML-RARA bcrl-primers och sdkfragmentblandning (PPF-PML-RARA bcrl)
n cDNA-prover n x 2 reaktioner

1 x 5 reaktioner (5 standardspadningar,

PML-RARA bcrl-standard 9
var och en testad en gang)

Vattenkontroll 1 reaktion

Provbehandling pa LightCycler 1.2- och 2.0-instrument

Vi rekommenderar att minst 5 cDNA-prover testas i samma experiment for att optimera
anvandningen av standarder, primers och sokfragmentblandningar. Kapillarschemat i figur

5 visar ett exempel pa ett experiment.
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Figur 5. Rekommenderad rotoruppstéllning fér varje experiment med ipsogen PML-RARA berl-kitet. F1-
5: PML-RARA bcrl-standarder; C1-3: ABL-standarder; S: okéant DNA-prov som ska analyseras; H20:
vattenkontroll.

gPCR pa LightCycler 1.2- och 2.0-instrument

Obs! P& grund av sarskilda tekniska krav maste LightCycler-experiment utféras med specifika
reagenser. Vi rekommenderar att LightCycler TagMan Master anvands samt att man foljer
tillverkarens anvisningar om beredningen av Master Mix 5x.

Obs! Utfor alla steg pa is.
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Procedur

1. Tina alla nédvandiga komponenter och placera dem pa is.

2. Bered nedanstaende qPCR-blandning enligt antalet prover som ska behandlas.
Alla koncentrationer avser den slutliga volymen av reaktionen.
| tabell 11 beskrivs pipetteringsschemat fér beredningen av en reagensblandning,
beréaknad att uppna en slutlig reaktionsvolym pé 20 ul. En pre-mix kan beredas, enligt
antalet reaktioner, med samma primers och sékfragmentblandning (antingen PPC-ABL
eller PPF-PML-RARA bcrl). Extra volymer ar inkluderade for att kompensera for

pipetteringsfel.
Tabell 11. Beredning av qPCR-blandning

ABL: 14 + 1 PML-RARA
1 reaktion reaktioner berl: 16 +1 Slutlig
Komponent (1) () reaktioner (ul) koncentration

Farskt beredd
LightCycler TagMan 4.0 60 68.0 1x
Master Mix, 5x

Primers och
sokfragment- 0.8 12 13.6 1x
blandning, 25x

Nukleasfritt vatten av

PCRgrad 10.2 153 173.4 —
Prov (tillsatts i steg 4) 5.0 5 vardera 5,0 vardera —
Total volym 20.0 20 vardera 20,0 vardera —

3. Dispensera 15 ul av gPCR-pre-mixen per kapillar.
4. Tillsatt 5 pl av den RT-produkt (cDNA, 100 ng RNA-ekvivalent) som erhallits vid den
omvanda transkriptionen (se "Protokoll: Rekommenderad standardiserad EAC omvand

transkription”, sida 15) i det motsvarande roret (total volym 20 pl).
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5. Blanda forsiktigt genom att pipettera upp och ned.

6. Placera kapillarerna i adaptrarna som medféljde apparaten och centrifugera kortvarigt
(700 x g, cirka 10 sekunder).

7. Ladda kapillarerna i termocykeln enligt tillverkarens rekommendationer.

8. Programmera LightCycler 1.2- eller 2.0-instrumentet med det termocykelprogram som

anges i tabell 12.

Tabell 12. Temperaturprofil

Analyssatt Kvantifiering

Uppehall Temperatur: 95 °C
Tid: 10 minuter
Ramp: 20

Cykling 50 ganger

95 °C i 10 sekunder; ramp: 20

60 °C i 1 minut; ramp: 20; med insamling av FAM-
fluorescens: Enkel

Uppehall 2 45 °C i 1 minut; ramp: 20

9. For LightCycler 1.2, folj steg 9a. For LightCycler 2.0, folj steg 9b.

9a. LightCycler 1.2: Laget F1/F2 och ”2™ derivative analysis” (2:a derivatanalys)
rekommenderas. Starta termocykelprogrammet s& som anges i tabell 12.

9b. LightCycler 2.0: Vi rekommenderar anvandningen av automatiserad (F’’max)
analys pa LightCycler 2.0 programversion 4.0 for att erhalla reproducerbara
resultat. Starta termocykelprogrammet sa som anges i tabell 12.
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Protokoll: qPCR pa SmartCycler-instrumentet

Nar detta instrument anvands rekommenderar vi att prover mats i duplikat och kontroller

endast en gang, sa som anges i tabell 13.

Tabell 13. Antal reaktioner for SmartCycler-instrumentet

Prover Reaktioner

Med ABL-primers och sdkfragmentblandning (PPC-ABL)

n cDNA-prover n x 2 reaktioner

ABLstandard 1 x 3 reaktioner (3 star:dardspadnlngar,
var och en testad en gang)

Vattenkontroll 1 reaktion

Med PML-RARA bcrl-primers och sdkfragmentblandning (PPF-PML-RARA bcrl)
n cDNA-prover n x 2 reaktioner

1 x 5 reaktioner (5 standardspadningar,

PML-RARA bcrl-standard 9
var och en testad en gang)

Vattenkontroll 1 reaktion

Provbehandling pa SmartCycler-instrumentet

Vi rekommenderar att minst 5 cDNA-prover testas i samma experiment for att optimera
anvandningen av standarder, primers och sokfragmentblandningar. Tvablocksschemat i figur

6 visar ett exempel.
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Figur 6. Rekommenderad plattuppstéllning for ett (1) experiment. S: cDNA-prov; F1-5: PML-RARA bcrl-
standarder; C1-3: ABL-standarder; H20: vattenkontroll.

gPCR pa SmartCycler-instrumentet

Obs! Utfor alla steg pa is.

Procedur

1. Tina alla nédvandiga komponenter och placera dem pa is.
2. Bered nedanstaende qPCR-blandning enligt antalet prover som ska behandlas.
Alla koncentrationer avser den slutliga volymen av reaktionen.

| tabell 14 beskrivs pipetteringsschemat fér beredningen av en reagensblandning,
beraknad att uppna en slutlig reaktionsvolym pa 25 pl. En pre-mix kan beredas, enligt
antalet reaktioner, med samma primers och sékfragmentblandning (antingen PPC-ABL
eller PPF-PML-RARA bcrl). Extra volymer &r inkluderade for att kompensera for

pipetteringsfel.
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Tabell 14. Beredning av qPCR-blandning

ABL: 14 +1 PML-RARA

1 reaktion reaktioner berl: 16 +1 Slutlig
Komponent () () reaktioner (ul) koncentration
TagMan Universal
PCR Master Mix, 2x 12.5 187.5 212.5 1x
Primers och
sokfragment- 1 15 17 1x
blandning, 25x
Nukleasfritt vatten av
PCR-grad 6.5 97.5 110.5 —
Prov (tillsatts i steg 4) 5 5 vardera 5 vardera —
Total volym 25 25 vardera 25 vardera —

3. Dispensera 20 pl av gPCR-pre-mixen per brunn.

4. Tillsatt 5 pl av den RT-produkt (cDNA, 100 ng RNA-ekvivalent) som erhallits vid den
omvénda transkriptionen (se "Protokoll: Rekommenderad standardiserad EAC omvénd

transkription”, sida 15) i det motsvarande roret (total volym 25 pl).
5. Blanda forsiktigt genom att pipettera upp och ned.
6. Ladda proverna i termocykeln enligt tillverkarens rekommendationer.

7. Programmera SmartCycler-instrumentet med det termocykelprogram som anges i
tabell 15.
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Tabell 15. Temperaturprofil

Uppehall Temperatur: 50 °C
Tid: 2 minuter
Uppehall 2 Temperatur: 95 °C
Tid: 10 minuter
Cykling 50 ganger
95 °C i 15 sekunder
60 °C i 1 minut med insamling: Enkel

8. Vi rekommenderar en troskelinstallning pa 30. Starta termocykelprogrammet sa som
anges i tabell 15.
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Tolkning av resultat

Dataanalysprincip

Nar TagMan-tekniken anvands, kallas antalet PCR-cykler som behévs for att detektera en
signal ovanfor troskeln for troskelcykeln (Cr) och ar direkt proportionell till méangden mal som
finns i bdrjan av reaktionen.

Nar man anvander standarder med ett kant antal molekyler, kan man faststélla en
standardkurva och bestamma den exakta mangden mal som finns i testprovet.
Standardkurvorna for ipsogen ar plasmidbaserade; vi anvander 3 plasmidstandardspadningar
for ABL-kontrollgenen (CG), och 5 standardspadningar for fusionsgenen (PML-RARA bcrl) for
att sakert f& noggranna standardkurvor. | figur 7 och 8 visas ett exempel pa TagMan-
amplifieringskurvor som erhallits med ipsogen PML-RARA bcrl-kitet.

Amelitisation Curves L
B ABL10¢ B 7
0 ABL 104 2
m ABL10O®
a2 i J,"l
/

[ TR T

Figur 7. Detektion av ABL-standarder (C1, C2, C3). 10%, 10* och 10° kopior/5 pl.
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Figur 8. Detektion av PML-RARA bcrl-standarddetektion (F1-F5). 10%, 102, 108, 10° och 10° kopior/5 pl.

Resultat

Standardkurva och kvalitetskriterier

Radata kan klistras in i en Excel®il for att analyseras.

For varje gen (ABL och PML-RARA), ritas rda Crvarden in som erhdllits fran
plasmidstandardspéadningar i enlighet med log-kopians nummer (3, 4 och 5 fér C1, C2 och
C3; 1, 2, 3,5 0ch 6 for F1, F2, F3, F4 och F5). | figur 9 visas ett exempel pa den teoretiska
kurvan som beraknats pa 5 standardspadningar.
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Figur 9. Teoretisk kurva som beraknats fran 5 standardspadningar. En linjar regressionskurva (y = ax +
b) beraknas for varje gen (ABL och PML-RARA), déar a &r linjens lutning och b ar y-skérningspunkten,
vilket &r y-koordinaten for den punkt dar linjen korsar y-axeln. Dess ekvation och bestamningskoefficient
(R?) ar tryckta pa grafen.

Eftersom standarder ar tiofaldiga spadningar, ar kurvans teoretiska lutning —3,3. En lutning
mellan -3,0 och -3,9 &r acceptabel sa lange som R2 &r >0,95 (6). Ett varde for R2 som
ar >0,98 ar dock onskvart for att fa exakta resultat (7).

Normaliserat kopieantal (normalized copy number, NCN)

Ekvationen for ABL-standardkurvan ska anvandas for att omvandla rda Cr-varden (erhalina
med PPC-ABL) fér de ok&nda proven till ABL-kopieantal (ABLcn).

Ekvationen for PML-RARA-standardkurvan ska anvandas for att omvandla rda Crvarden (erhalina
med PPF-PML-RARA) for de okéanda proven, till APML-RARA-kopieantal (PML-RARAcnN).

Kvoten fér dessa CN-varden ger det normaliserade kopieantalet (NCN):

PML-RARAcN
ABLcn

NCN =
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MRD-véarde

Vardet for MRD (minimal residual disease) ar kvoten mellan CG-normaliserat uttryck fér FG:t
vid uppfdljning (FGen/CGen)rue 0ch diagnostiska prover (FGen/CGen)ox.

(FGen/ CGen)rup
(FGen/CGen)ox

MRD-vérde (MRDv) =

Kénslighet

Kénsligheten eller sensitiviteten (SENSv) beréknas enligt det relativa uttrycket av FG vid
diagnosen (FGen/CGen)ox och CG-uttryck (CGen rue) | uppfoljningsprovet.

CGen,px

Kénslighet (SENSv) =
CGecen,rup X FGen,px

Kvalitetskontroll p& ABL-varden

Dalig kvalitet for RNA eller problem under gPCR-stegen leder till ldga ABlcn. Vi
rekommenderar att man kasserar resultat fran prover som ger ABLcn <1318 (lagre varde for
95 % KI fran patientprover i EAC-studien, litteraturhanvisning 5).

Reproducerbarhet mellan replikat

Variationen i Crvarden mellan replikat ska vara <2, vilket motsvarar en fyrfaldig féréndring

av kopieantalsvardena.

Variation i Cr-varden mellan replikat &r generellt <1,5 om det genomsnittliga Cr-vardet for
replikaten ar <36 (6).

Obs! Varje anvandare bér mata den egna reproducerbarheten i sitt laboratorium.
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Vattenkontroller

Negativa kontroller ska ge noll CN.

En positiv vattenkontroll ar féljden av en korskontamination. Se “Felsdkningshandbok” nedan
for att hitta en 16sning.
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Felsdkningshandbok

Denna felstkningshandbok kan vara till hjalp for att losa eventuella problem som uppstéar.

For mer information, kontakta din kliniska koordinator eller besék www.qiagen.com.

Kommentarer och forslag

Negativt resultat for kontrollgenen (ABL) och PML-RARA bcrl i alla proverna — acceptabel
standard

a)

b)

Dalig RNAkvalitet

Steget for omvand transkription
misslyckas

Kontrollera alltid RNA-kvalitet och -koncentration
innan du bérjar.

Koér en positiv kontroll fér cellinje-RNA (ipsogen PML-
RARA bcrl Controls Kit [PML-RARA bcrl-kontrollkit],
kat. nr 672091)*) parallellt.

Kontrollera alltid RNA-kvalitet och -koncentration
innan du boérjar.

Koér en positiv kontroll fér cellinje-RNA (ipsogen PML-
RARA bcrl Controls Kit [PML-RARA bcrl-kontrollkit],
kat. nr 672091)*) parallellt.

Negativt resultat for kontrollgenen (ABL) i proverna — acceptabel standard

a)

b)

Dalig RNA-kvalitet

Steget for omvand transkription
misslyckas

Kontrollera alltid RNA-kvalitet och -koncentration
innan du bérjar.

Koér en positiv kontroll fér cellinje-RNA (ipsogen PML-
RARA bcrl Controls Kit [PML-RARA bcrl-kontrollkit],
kat. nr 672091)*) parallellt.

Kontrollera alltid RNA-kvalitet och -koncentration
innan du boérjar.

Koér en positiv kontroll fér cellinje-RNA (ipsogen PML-
RARA bcrl Controls Kit [PML-RARA bcrl-kontrollkit],
kat. nr 672091)*) parallellt.

40

Handbok for ipsogen PML-RARA bcrl-kit 11/2017



Kommentarer och férslag

Standardsignal negativ

a) Pipetteringsfel

b) Felaktig férvaring av kit-
komponenter

Negativa kontroller ar positiva

Korskontamination

Kontrollera pipetteringsschema och uppstéllningen
av reaktionen.

Upprepa PCR-kérningen.

Forvara ipsogen PML-RARA bcrl-kitet vid —15 till
—-30 °C och skydda primers och
sokfragmentblandningar (PPC och PPF) mot ljus.

Se "Férvaring och hantering av reagens”, sidan 14.
Undvik upprepad frysning och tining.

Alikvotera reagenser for forvaring.

Byt ut alla viktiga reagenser.

Upprepa experimentet med nya alikvoter av samtliga
reagenser.

Hantera alltid prover, kitkomponenter och
forbrukningsartiklar i enlighet med allmant
vedertagna rutiner for att férhindra
Overforingskontamination.

Ingen signal, aven i standardkontroller

a) Pipetteringsfel eller utelamnade Kontrollera pipetteringsschema och uppstéllningen

reagenser

b) Hammande effekter av
provmaterialet, orsakade av
otillrécklig rening

c) LightCycler: Felaktig
detektionskanal valdes

d) LightCycler: Ingen
datainsamling ar
programmerad

av reaktionen.
Upprepa PCR-kérningen.
Upprepa RNA-beredningen.

Stall in kanalinstaliningen p& F1/F2 eller
530 nm/640 nm.

Kontrollera cykelprogrammen.

Valj insamlingslaget “single” (enkelt) i slutet av varje
hybridiseringssegment fér PCR-programmet.
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Kommentarer och férslag

Ingen eller 1&g signal i prover men standardkontroller ar utan anmarkning

a) Dalig RNA-kvalitet eller lag
koncentration

b) Steget fér omvand transkription
misslyckas

Fluorescensintensiteten ar for lag

a) Felaktig férvaring av kit-
komponenter

b) Mycket Iag initial mangd av
mal-RNA

Kontrollera alltid RNA-kvalitet och -koncentration
innan du bérjar.

Koér en positiv kontroll fér cellinje-RNA (ipsogen PML-
RARA bcrl Controls Kit [PML-RARA bcrl-kontrollkit],
kat. nr 672091)*) parallellt.

Kontrollera alltid RNA-kvalitet och -koncentration
innan du bérjar.

Koér en positiv kontroll fér cellinje-RNA (ipsogen PML-
RARA bcrl Controls Kit [PML-RARA bcrl-kontrollkit],
kat. nr 672091)*) parallellt.

Forvara ipsogen PML-RARA bcrl-kitet vid —15 till
—30 °C och skydda primers och
sokfragmentblandningar (PPC och PPF) mot ljus.

Se "Férvaring och hantering av reagens”, sidan 14.

Undvik upprepad frysning och tining.
Alikvotera reagenser for forvaring.
Oka mangden prov-RNA.

Obs! Beroende pa vilken metod som valts for RNA-
beredning kan hammande effekter uppsta.

LightCycler: Fluorescensintensiteten varierar

a) Pipetteringsfel

b) Otillracklig centrifugering av
kapillarerna

Variabilitet som orsakas av sa kallat ”pipetteringsfel”
kan reduceras om data analyseras i laget F1/F2
eller 530 nm/640 nm.

Den beredda PCR-blandningen kan fortfarande vara
kvar i kapillarens 6vre karl, eller en luftbubbla kan
sitta kvar i kapillarspetsen.

Centrifugera alltid kapillarer som laddats med
reaktionsblandningen s& som beskrivs i den specifika
anvandarhandboken till apparaten.
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Kommentarer och férslag

c) Utsidan pa kapillarspetsen &r  Anvéand alltid handskar vid hantering av
smutsig kapillarerna.

LightCycler: Fel i standardkurvan

Pipetteringsfel Variabilitet som orsakas av s& kallat ”pipetteringsfel”
kan reduceras om data analyseras i laget F1/F2
eller 530 nm/640 nm.

* ipsogen PML-RARA bcrl Controls Kit, katalognr 672091, ar endast avsedd for forskning. Far ej anvandas i
diagnostiskt syfte. Ingen garanti eller inget framstéllande ar avsedd/avsett for instrumentets anvandning for att
tillhandahalla information for diagnos, foérebyggande eller behandling av en sjukdom.

Kvalitetskontroll

Hela kitet har kvalitetskontrollerats pa ett LightCycler 480-instrument. Detta kit ar tillverkat
enligt  standarden ISO 13485:2003.  Analyscertifikat  kan  bestédllas pa
www.giagen.com/support/.

Begransningar

Anvandarna maste vara utbildade i och fértrogna med denna teknologi innan produkten
anvands. Kitet ska anvandas i enlighet med anvisningarna i denna handbok, i kombination med
ett validerat instrument som omnamns i "Material som behévs men inte medfdljer”, sida 10.

Alla diagnostiska resultat som erhalls maste tolkas tillsammans med 6vriga kliniska fynd eller
laboratoriefynd. Det &r anvéndarnas ansvar att validera systemets prestanda for eventuella
procedurer som anvands i deras laboratorium som inte ingar i QIAGENS prestandastudier.
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Var noga med att uppmarksamma de utgangsdatum som &r angivna pa kartongen och
etiketterna for alla komponenter. Anvand inte utgangna komponenter.

Obs! Kitet har utformats i enlighet med studierna "Europe Against Cancer” (EAC) (4, 5). Det
ska anvandas i enlighet med anvisningarna i denna handbok, i kombination med validerade
reagenser och instrument. Om denna produkt anvands utanfor indikationen och/eller om
komponenterna modifieras, upphér ansvarsskyldigheten fér QIAGEN.

Prestandaegenskaper

Icke-kliniska studier

Material och metoder

Prestandautvardering utférdes pa ett ABI PRISM 7700 SDS i kombination med reagenser
som anges i "Material som behdvs men inte medféljer”, sida 10. Ekvivalensstudier utférdes
pa féljande instrument for att validera dess anvandning: ABI PRISM 7000 och 7900HT SDS,
LightCycler 1.2 och 480, RotorGene 3000 och SmartCycler.

Icke-kliniska studier har utforts for att faststélla den analytiska prestandan for ipsogen PML-
RARA bcri-kitet. Dessa icke-kliniska laboratoriestudier utférdes péa totalt RNA fran NB4-
cellinjen utspadd i en konstant slutlig mangd av totalt RNA fran MV4-11-cellinje.

For att bestdamma analysens upprepningsbarhet blev 5 olika koncentrationer av NB4 totalt
RNA (5 ng, 500 pg, 50 pg, 5 pg och 0,5 pg) utspadda i MV4-11 totalt RNA, i en konstant
slutlig total mangd p& 200 ng, och analyserade i 5 replikat per korning och i 4 olika
koérningar. Proverna med 5 pg och 0,5 pg NB4 RNA i MV4-11 RNA var for laga for att ge
nagra resultat (figur 10).
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Figur 10. Amplifieringskurvor for 2,5 x 1072 (5 ng), 2,5 x 10~ (0,5 ng) och 2,5 x 10 (0,05 ng)
spadningar av NB4 totalt RNA i MV4-11-negativt totalt RNA.

Analysdata

| tabell 16-19 visas analyserna av jamférelser mellan olika analyser med genomsnittlig
tréskelcykel (Cr), standardavvikelse (SD), antal prover (n), variationskoefficient (CV),
genomsnittligt antal kopior (CN) och genomsnittligt normaliserat antal kopior (NCN).

Tabell 16. Analys av jamférelser mellan olika och inom analyser — cellinjer PML-RARA och
ABL

Analys av jamforelse mellan olika Analys av jamforelse
analyser inom en analys
Cellinje Spéadning Medel-Cr SD n CV (%) Min. CV Max. CV
5ng 29.86 0.29 20 0.98 0.32 1.42
PML-
RARA 0,5 ng 33.70 0.48 20 1.42 0.56 2.16
0,05 ng 37.03 0.37 18 1.01 1.07 2.03
ABL — 24.06 0.22 100 0.92 0.15 2.31

Handbok for ipsogen PML-RARA bcrl-kit 11/2017 45



Table 17. Analys av jamforelse mellan olika analyser — plasmider

Gen Plasmid Medel-Cr SD n CV (%)
F1 (107 kopior) 35.95 0.29 8 0.79
F2 (102 kopior) 32.25 0.59 8 1.84

PML-RARA F3 (102 kopior) 28.71 0.55 8 1.90
F4 (10° kopior) 22.14 0.49 7 2.23
F5 (108 copies) 18.64 0.72 8 3.84
C1 (102 kopior) 28.85 0.76 7 2.62

ABL C2 (10* kopior) 25.25 0.71 8 2.82
C3 (10° kopior) 21.74 0.81 8 3.74

Tabell 18. Analys av jamforelse mellan olika analyser — cellinjer PML-RARA bcrl och ABL
(medel-CN)

Cellinje Spadning Medel-CN SD n CV (%)
(5263/)(2381219) 583.95 149.19 20 2555

E,’::Ll.RARA (Oé’ﬁgxlzlgg ng) 44.98 12.25 20 27.23
(0,025;5;1;(/12%; ng) 4.91 1.55 19 31.52

ABL — 35,171.47 22,448.3 99 63.83
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Table 19. Analys av jamforelse mellan olika analyser — cellinje PML-RARA bcrl (medel-NCN)

Medel-

Cellinje Spéadning NCN* SD n CV (%)
2,5x 1072

(5 ng/200 ng) 271.4 150.00 20 55.56
2,5x 108

PML-RARA bcrl (0,5 ng/200 ng) 15.35 8.12 20 52.87
2,5x10™*

(0,05 ng/200 ng) 1.66 0.91 18 55.14

ABL = 35,171.47 22,448.3 99 63.83

PML-RARA bcrlen
* Endast for dessa studieresultat anges NCN som T x 10 000.
CN

Kliniska studier

Prestandautvardering utférdes pa ett ABI PRISM 7700 SDS i kombination med reagenser

som anges i "Material som behdvs men inte medféljer”, sida 10. Ekvivalensstudier utférdes
pa foljande instrument for att validera dess anvandning: ABI PRISM 7000 och 7900HT SDS,

LightCycler 1.2 och 480, RotorGene 3000 och SmartCycler.

En grupp med 26 laboratorier, i 10 europeiska lander, som deltog i en gemensam aktion

med EAC, anvande plasmider som tillhandahdllits av ipsogen for att faststalla ett

standardiserat protokoll for gPCR-analys av de viktigaste leukemiassocierade fusionsgenerna

i den kliniska miljon. PML-RARA bcrl-transkriptet var en av fusionsgenerna (FG) som ingick i

studien. Har presenteras en sammanfattning av denna valideringsstudie; de fullstandiga

resultaten publicerades 2003 (4, 5).
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Reproducerbarhet mellan olika laboratorier for CG- och FG-plasmidstandarder

Totalt 11 laboratorier utférde ett reproducerbarhetsexperiment mellan olika laboratorier for

att bedéma variabiliteten i matningen av CG- och FG-plasmidstandardspadningarna.

Spadningar utférdes i duplikat pa varje laboratorium. | tabell 20 rapporteras genomsnitt,

standardavvikelse och CV (%) for varje spadning.

Table 20. Reproducerbarhet mellan olika laboratorier for CG- och FG-plasmidstandarder

Gen Spédning Medelvéarde Cr SD CV (%)
C1 29.26 0.69 2.31

ABL-kontrollgen Cc2 25.79 0.65 2.53
C3 22.40 0.61 2.70
F1 35.84 0.79 2.21
F2 32.47 0.49 1.50

PML-RARA bcrl-fusionsgen F3 28.91 0.34 1.17
F4 21.82 0.30 1.40
F5 18.47 0.29 1.55

Uttrycksvarden fér PML-RARA bcerl FG-transkriptet

| tabell 21 och 22 visas uttrycksvardena fér PML-RARA bcrl FG-transkriptet och ABL CG, for

NB4-cellinjen, APL-patienter vid diagnosen, samt for negativa kontrollpatienter.
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Tabell 21. Uttrycksvarden fér PML-RARA bcrl FG-transkriptet och ABL CG — Cr-varden

Cr-véarden (95 % intervall)

PML-RARA bcrl ABL
NB4-cellinje 24.7 23.7
APL-patientprover
Benmérg (n = 14) 25.6 (23.1-27.5) 24.5 (21.7-28.5)
Perifert blod (n = 9) 25.7 (23.7-29.4) 24.6 (22.0-27.4)
Negativa patientprover
Benmérg (n = 26) — 25.35 (24.68-26.02)
Perifert blod (n = 74) — 25.15 (24.83-25.48)

ABL CT-varden skilde sig inte signifikant mellan normala prover och leukemiprover, inte heller
mellan provtyper (PB eller BM) eller leukemiprover fran patienter som fatt diagnosen APL.

Tabell 22. Uttrycksvarden for PML-RARA bcrl FG-transkriptet och ABL CG — CN- och NCN-varden

NCN-vérden
CN-varden (95 % intervall) (95 % intervall)
CN bcrl/
PML-RARA bcrl ABL CN ABL

Patientprover
Benmarg 5129 1538.7 0.30
(n=14) (1480-25,704) (133.2-46,781.28) (0.09-1.82)
Perifert blod 3891 1400.76 0.36
(n=9) (475-14,454) (50.27-11,274) (0.11-0.78)

Negativa patientprover

Benméarg . 19,201 .
(n=26) (12,922-25,480)
Perifert blod . 21,136 .
(n=74) (17,834-24,437)
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Falska negativa och falska positiva frekvenser

Falska negativa och falska positiva frekvenser berédknades med anvéandning av féljande

kontroller:

1 Positiva kontroller: NB4-celler, en cellinje som ar valkand for dess positivitet fér PML-
RARA bcrl FG; patientprover ar redan bedémda avseende PML-RARA bcrl-positivitet

1 Negativa kontroller: Negativa RNA-prover, kontroller utan amplifiering (no amplification
controls, NAC) av RNA fran E. coli istallet for humant RNA for att kontrollera eventuell
PCR-kontaminering, och kontroller utan templat (no template controls, NTC), som innehéll

vatten istallet for humant RNA

Amplifiering p& RNA-prover av FG gjordes i triplikat samt i duplikat for CG.

Ett falskt negativt prov definierades som ett positivi RNA-prov med mindre &n 50 % positiva
brunnar (0/2, 0/3 eller 1/3).

Ett falskt positivt prov definierades som ett negativt RNA-prov med minst 50 % positiva
brunnar (1/2, 2/3 eller 3/3).

| tabell 23 visas antalet och procenten for falska negativa och falska positiva prover.

Tabell 23. Falska negativa och falska positiva prover

Falsk negativitet Falsk positivitet
108 10+ FG-negativ kontroll NAC/NTC
0% (0/29) 0% (0/28) 11% (5/45) 5% (5/100)
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Symboler

Foljande symboler kan férekomma pa férpackning och markning:

Innehaller reagenser som racker for <N> reaktioner

<N>
Anvand fore
IVD Medicinsk utrustning for in vitro-diagnostik
REF Katalognummer
I.OT Lotnummer
MAT Materialnummer (till exempel komponentmérkning)
GTIN Globalt nummer pa handelsvara
j Temperaturbegransningar
Tillverkare
"
[ ]
| | Konsultera bruksanvisningen
-

Dokumentrevisioner

R5, november 2017 Noteringar har lagts till att ipsogen PML-RARA bcrl-
kontrollkit, katnr. 672091, enbart &r for
forskningsandamal; smarre skrivfel har korrigerats.
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Bestallningsinformation

Produkt Innehall Kat.nr
ipsogen PML-RARA bcrl Kit  For 24 reaktioner: ABL Control Gene 672123
(24) Standards (ABL-kontrollgenstandarder), PML-

RARA bcrl Fusions Gene Standards (PML-
RARA bcrl-fusionsgenstandarder), Primers and
Probe Mix ABL (primers och
sokfragmentblandning ABL), Primers and Probe
Mix PML-RARA bcrl Fusion Gene (primers och
sokfragmentblandning PML-RARA bcrl-
fusionsgen)

Rotor-Gene Q MDx — for IVD-validerad realtids PCR-analys i Kliniska
applikationer

Rotor-Gene Q MDx 5plex PCR-cykler i realtid och analysator med 9002032
HRM Platform hégupplésningssmaltning och fem kanaler

(grdn, gul, orange, réd och karmosinréd) plus

HRM-kanal, laptopdator, program, tillbehor

och ett ars garanti pa reservdelar och arbete,

installation och utbildning ingar inte

Rotor-Gene Q MDx 5plex PCR-cykler i realtid och analysator med 9002033
HRM System hégupplésningssmaltning och fem kanaler

(grdn, gul, orange, réd och karmosinréd) plus

HRM-kanal, laptopdator, program, tillbehor

och ett ars garanti pa reservdelar och arbete,

installation och utbildning

ipsogen PML-RARA bcrl Controls Kit (ipsogen PML-RARA bcrl-kontrollkit) — for
kvalitativ validering av RNA-extrahering och omvéand transkription av PCR-
RARA bcrl1-fusionsgenen

ipsogen PML-RARA bcrl Cellinjer med negativt, hogt och 1agt positivt 672091*
Controls Kit uttryck av PML-RARA bcrl-fusionsgenen

* ipsogen PML-RARA bcrl Controls Kit, katalognr 672091, ar endast avsedd for forskning. Far ej anvandas i
diagnostiskt syfte. Ingen garanti eller inget framstéllande ar avsedd/avsett for instrumentets anvéndning for att
tillhandahalla information for diagnos, foérebyggande eller behandling av en sjukdom.
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Uppdaterad licensinformation och produktspecifika friskrivningsklausuler: se respektive
QIAGEN-kithandbok eller anvandarhandbok. Handbodcker och anvandarhandbdécker for
QIAGEN-kit finns pa www.giagen.com eller kan bestallas fran QIAGENS tekniska support

eller fran lokal distributor.
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Denna produkt &r avsedd att for in vitro-di ik. ipsogenp! far inte &terférséljas, modifieras for aterforsaljning eller anvandas for att
tillverka kommersiella produkter utan skriftligt godkannande fr&n QIAGEN.

Informationen i detta dokument kan &ndras utan féregdende meddelande. QIAGEN tar inget ansvar for eventuella fel som kan finnas i detta dokument. Detta

betraktas som och riktigt vid tiden fér publicering. Under inga omstandigheter &r QIAGEN ansvarigt for tillfalliga, speciella eller multipla
skador eller féljdskador i samband med, eller p& grund av i av detta
ipsogenp ar g de aft deras angivna specifikationer. QIAGENS enda & och enda gottg &r beg till

erséttning av produkter utan kostnad om produkter inte skulle fungera enligt garantin.

Varumarken: QIAGEN?®, jpsoger®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group); ABI PRISM®, Applied Biosystems®, FAM™, RNaseOUT™, SuperScript®, SYBR®, TAMRA™
(Life Te ies Corporati Agilent®, Bi yzer® (Agilent T ies, Inc); Excel® (Mi Corporati LightCycler®, TagMan® (Roche Group);
SmartCycler® (Cepheid).

Avtal om begransad licens for ipsogen PML-RARA berl-kitet
Anvéandning av den har produkten innebér att kopare eller anvéndare av produkten godkanner foljande villkor:

1. Produkten far endast anvandas i enlighet med de protokoll som medfoljer produkten och den har handboken och far endast anvandas med komponenterna som
ingér i kitet. QIAGEN ger ingen licens fér ngon av sina immateriella tillg&ngar fér att anvénda eller inkludera komponenterna i detta kit med komponenter som
inte ing&r i detta kit férutom vad som beskrivs i de protokoll som medfoljer produkten, den hér handboken och ytterligare protokoll som finns p&
www.giagen.com. Vissa av de har ytterligare protokollen har tillhandahéllits av QIAGEN-anvandare fér andra QIAGEN-anvéndare. De hér protokollen har inte
testats noggrant eller optimerats av QIAGEN. QIAGEN garanterar inte att de inte kranker tredje parts rattigheter.

Forutom de uttryckligen angivna licenserna kan QIAGEN inte garantera att detta kit och/eller dess anvandning inte kréanker oberoende tredje parts rattigheter.
Detta kit och dess komponenter &r licensierade for engangsbruk och far inte ateranvandas, renoveras eller séljas vidare.

QIAGEN frénséger sig specifikt alla andra licenser, uttryckliga eller underforstddda, bortsett fr&n dem som uttryckligen angivits.

o p w0 N

Inkdparen och anvandaren av detta kit samtycker till att inte vidta eller tillata att ndgon annan vidtar ngra steg som kan leda till eller underlatta n&gra tgarder
som &r forbjudna enligt ovan. QIAGEN kan kréva upphévande av detta begransade licensavtal i domstol och ska ersattas for alla underséknings- och
ratteg&ngskostnader, inklusive advokatkostnader, vid eventuellt forsok att uppratthélla detta begrénsade licensavtal eller ndgon av sina immateriella réttigheter
avseende kitet och/eller n&gon av dess komponenter.

For uppdaterade licensvillkor, se www.qgiagen.com.

HB-1358-005 1108718 Nov-2017 © 2013-2017 QIAGEN, med ensamrétt.
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