Brezen 2015

Priru¢ka (ELN*) pro sad v ipsogen®
WT1 ProfileQuanit®

W?Af

Verze 1
IVD

In vitro diagnostikum pro kvantitativni stanoveni

Pro pouziti s pfistroji Rotor-Gene® Q, ABI PRISM® 7900HT
SDS, Applied Biosystems® 7500 Real-Time PCR System a
LightCycler®

C€

676923

u QIAGEN GmbH, QIAGEN Strasse 1, D-40724 Hilden, NEMECKO

R2 MAT 1072503CS

% LeukemiaNet"

QIAGEN®

Sample & Assay Technologies



Qiagen Sample and Assay Technologies

QIAGEN je vedoucim poskytovatelem inovativnich technologii pfipravy vzorkl a
analyz, které umoziuiji izolaci a detekci obsahu jakéhokoliv biologického
vzorku. Nase pokrodilé, vysoce kvalitni produkty a sluzby Védm zaijisti spolehlivy
vysledek.

QIAGEN uréuje standardy pro:

B v purifikaci DNA, RNA a proteinl

B v analyzéch nukleovych kyselin a proteint

B ve vyzkumu microRNA a RNAi

B v automatizaci technologii pro pfipravu vzorkld a jejich analyz.

Nasi misi je umoznit Vdm dosdhnout vynikajicich vysledkl a technickych
Uspéchl. Vice informaci naleznete na www.qgiagen.com.




Obsah

Souhrn a vysvétleni 4
Princip metody 5
Dodéavané materidly 8
Obsah soupravy 8
PoZadované materidly, které nejsou souédsti dodavky 9
Varovdéni a bezpeénostni opatieni 10
Vseobecné pokyny 10
Uchovévani a naklddéni s reagenciemi 11
Postup 12
Pfiprava vzorku RNA 12
Protokol: Doporuéené standardizované zpétné transkripce EAC 12
Protokol: gPCR na pfistrojich Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM nebo
Rotor-Gene Q 5plex HRM se 72zkumavkovym rotorem 15
Protokol: gPCR na ABI PRISM 7900HT SDS, Applied Biosystems 7500 Real-
Time PCR System a pfistroj LightCycler 480 19
Protokol: gPCR na pfistroji LightCycler 1.2 24
Interpretace vysledku 28
Princip datové analyzy 28
Dopady 29
Reseni problém 30
Rizenf jakosti 34
Omezeni 34
Vykonnostni charakteristiky 34
Neklinické studie 34
Klinické studie 36
Odkazy 39
Symboly 40
Kontaktni informace 41
Informace o zpUsobu objednévéani 42

Pfirucka pro sadu ipsogen WT1 ProfileQuant 03/2015 3



Pouziti

Sada ipsogen WT1 ProfileQuant je uréena pro kvantifikaci genovych transkripci
Wilmsova tumoru (WT) v celkové RNA izolované od pacientl s akutni myeloidni
leukémii (AML). Ziskané vysledky jsou uréeny jako pomUcka pfi sledovdani ¢asné
odezvy na lé¢bu a pro minimdlni zbytkové onemocnéni (MRD).

Souhrn a vysvétleni

Soucasné lé¢ebné protokoly akutni myeloidni leukémie (AML) jsou zaloZeny na
prognostickych faktorech, které pfispivaji ke stratifikaci terapie (1, 2). Dosud
zjisténé klicové prognostické faktory zahrnuti charakteristiky pfed |é¢bou, jako
isou vék a pocet bilych krvinek (WBC) spole¢né s karyotypem pacienta a
pfitomnosti specifickych genomickych mutaci, joko jsou FLT3 a NPM1 (3, 4).
Morfologickd odezva na indukéni chemoterapii slouzi jako dalsi prediktivni
faktor, ktery byl zabudovdn do schémat stratifikace aktuélniho rizika pouzitého
pro informovdni o rozhodnutich ohledné konsolidaéni terapie, zejména u
alogenniho transplantétu (5). Zatimco tyto parametry rozlisuji skupiny pacient
podle Siroce odlisnych rizik relapsu, je tu naléhavd potfeba vyladit stratifikaci
rizika tak, aby identifikovala spolehlivéji ty pacienty, ktefi budou mit z
transplantétu prospéch s nejvétii (nejmensi) pravd&podobnosti. Rada studi
zvyraznila potencidl sledovéni MRD pomoci kvantitativni polymerézové fetézové
reakce v redlném &ase (QPCR) s cilem detekovat cile specifické pro leukémii, 1j.,
fuzni genové (FG) transkripce, joko jsou PML_RARA, CBFB-MY11, AML1-ETO
(RUNXT-RUNX1T1) nebo mutace ve specifickych genech jako NPM1. Umoznuje
to identifikovat pacienty s nejvyssi rizikem relapsu, a proto indikuje kandidaty
pro éasnou lé¢ebnou intervenci (6).

PFiblizné polovina pacientl s AML postradd vhodny cil specificky pro leukémii a
je tu znaény zdjem na rozvoji alternativnich pfistupl, které by umoznily
sledovani MRD, jez budou platit pro mnohem vétsi podil pacientl. Jedna
strategie spocivd v pouziti pritokové cytometrie k identifikaci a monitorovani
aberantnich fenotypl spojenych s leukémii, ale zatimco tato strategie mé
Sirokou pouzitelnost, je to technicky ndroéné (6). Jiny pfistup zahrnuje pouzivéani
gPCR k detekci transkriptll, které jsou vysoce nadmeérné exprimovdany v AML
blastech vzhledem k normdlni krvi a kostni dfeni s nejvét$i pozornosti
zaméfenou na gen WTT (6).

Gen WT1 je umistén na chromozomu 11p13, kéduje transkripéni faktor
zinkovych prstl a byl plvodné ztotoznén s jeho podilem na patogenezi
Wilmsova tumoru (7). Ukdzalo se, Ze gen WT1 bude vysoce exprimovdn v
nékolika hematopoetickych tumorech véetné AML (7, 8). PfestozZe jsou i
mechanismy vedouci k nadmérné expresi WT1 i naddle nedostate¢né
objasnéné, teto jev Ize vyuZit jako marker, ktery signalizuje pFfitomnost,
pFetrvdvdni nebo opakovaného vyskytu leukémické hematopoézy.
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Princip metody

Technika gPCR umoziuje pfesnou kvantifikaci vyrobkd PCR béhem
exponencidlni faze procesu amplifikace PCR. Udaje z PCR lze ziskat rychle bez
zpracovdéni po PCR detekci fluorescenénich signéll v redIiném ¢ase béhem
a/nebo po cyklovéni PCR, ¢imz se drasticky snizuje riziko kontaminace vyrobku
PCR. V soudasnosti jsou k dispozici 3 hlavni typy technik gPCR: analyza gPCR
pomoci barviva SYBR® Green |, analyza qPCR pouzivaijici hydrolyzaéni sondy a
analyza qPCR pomoci hybridiza¢nich sond.

WT1 (11p13)
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) ] e 1kb

<>

WT1F  WT1P WTIR
p  Dopredny primer (1387)  (1422) (1454)

- Zpétny primér

. Sonda
Obrézek 1. Schématicky diagram transkriptu WT1 pokryty priméry ELN qPCR a sestavou sond:
WT1-ELN F-WT1-ELN P-WT1-ELN R. Cislo pod priméry a sondou odkazuje na jejich
nukleotidovou polohu v normdlnim genovém transkriptu. Exon 5 mize byt pfipadné
rozstépen.

Tato analyza vyuzivé princip hydrolyzy oligonukleotidu dvojitého barviva gPCR.
Béhem PCR dopfedné a zpétné priméry hybridizuji do specifické sekvence. Ve
stejné smési je obsazen oligonukleotid dvojitého barviva. Tato sonda, kterd se
sklddd z oligonukleotidu oznaéeného barvivem 5' oznamovatele a za danym
mistem barvivem 3' zhdseci latky, hybridizuje do cilové sekvence v rémci
vyrobku PCR. Analyza gPCR se hydrolyza¢nimi sondami vyuzivé aktivitu
exonukledzy 5'>3' polymerdzy DNA Thermus aquaticus (Taq). Kdyz je sonda
nedotéend, blizkost paliva oznamovatele u barviva zhéseci latky zpUsobuje
potlageni fluorescenci oznamovatele primdrné pfevodem energie Férsterova

typu.

Pokud je béhem PCR pfitomen zdjmovy cil, sonda specificky Zih& mezi
dopfednymi a zpétnymi misty priméru. Aktivita exonukleédzy 5'>3' polymerdzy
DNA $tépi sondu mezi oznamovatele a zhdseci latku pouze v pfipadé, kdyz
sonda hybridizuje na cil. Fragmenty sody jsou poté z cile vytlaéeny a
polymerizace vldkna pokraéuje. Konec sondy 3' je blokovdn, aby se zabrénilo
extenzi sondy béhem PCR (obrdzek 2). Tento proces nastane v kazdém cyklu a
nebude narusen exponencidlni akumulaci produktu.

Zvyseni fluorescenéniho signélu je detekovdno pouze v pfipadé, Ze bude cilové
sekvence komplementérni se sondou, a tim bude béhem PCR amplifikovana.
Kvuli témto pozadavkiim se nedetekuje nespecifickou amplifikaci. Tak je zvySeni
fluorescence pfimo Umérné cilové amplifikaci b&€hem PCR.
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Obréazek 2. Princip reakce. Celkové RNA se reverzné transkribuje a vytvofend cDNA je
amplifikovdna pomoci PCR pfi vyuziti péru specifickych primérd a specifické vnitfni sondy s
dvojim barvivem (FAM™-TAMRA™). Sonda se véze na amplikon béhem kazdého korku Zihani
PCR. Kdyz se Taq rozsifi z primérové vazby k amplikonu, vytlaéi 5' konec sondy, ktery je poté
degradovén aktivitou 5'>3' exonukledzy polymerdzy Tag DNA. Stépeni pokraduie, dokud
zbyvaijici sonda amplikon neroztavi. Tento proces uvolfiuje do roztoku fluorofor a zhdseci
latku, prostorové je oddéluje a vede ke zvyseni fluorescence zplsobené FAM a poklesem
fluorescence pochézejici z TAMRA.

Kdyz se fluorescence vynese do grafu proti po¢tu cykll, na obrdzku 3 se zobrazi
akumulace produktu PCR. Amplifikaéni kfivka se sklddd postupné z ¢asné
zékladni faze (pod Grovni hladiny detekce pfistroje), exponencidlini féze (nebo
logaritmické féze) a platd. Nejpfesnési kvantitativni stanoveni |ze provédét
pouze béhem exponencidlni fdze. Prvni cyklus, pfi némz mUze pfistroj rozlisit
fluorescenci generovanou amplifikaci jako by byl nad signdlem pozadi, se
nazyvé prahovy cyklus (Cq) nebo kfizovy bod (Cp). PFi vybéru prahu v rdmci
logaritmicky linedrni faze je mozné vypoditat skute¢né mnozstvi vychozich
startovnich molekul, protoze intenzita fluorescence je pfimo Umérné mnozstvi
produktu PCR v exponencidlni fézi.

Ve fazi platé nedochdzi k Zddném vyznamnému zvy$eni mnozstvi produktu PCR.
Je to hlavné diky depleci komponent PCR a opakovanému zihdni vidken

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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produktu PCR zpUlsobeného vysokou koncentraci koncovych produktl, které
bréni dal$imu zihdni priméru.
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Obrézek 3. Sniméni fluorescence béhem cyklovani a néslednych fazi amplifikace.

NejpFime&|$im a nejpfesn&|sim pfistupem pro analyzovéni kvantitativnich dat je
pouzit standardni kfivku, kterd se pfipravi z fad Fedéni kontrolni $ablony o
zndmé koncentraci. Ta je zndma jako "standardni kfivka" nebo "absolutni"
kvantifikace. Po amplifikaci fad standardniho fedéni se standardni kfivka vytvofi
vyneseni logaritmu hodnoty vychozi kopie $ablony proti C, generovanému pro
kazdé Fedéni. Vynesenim téchto bodu vytvofi standardni kfivku. PouZiti rovnice
této standardni kfivky dovoluje uréeni hodnoty vychozi kopie vzork(, které se
budou kvantifikovat.

Sada WT1 ProfileQuant (ELN) zahrnuje plazmidy a priméry a smési sond pro
WT1 a ABL. Tyto komponenty byly validovény spole¢né v kontextu kolaborativni
studie vedené skupinou expertl z konsorcia European Leukemia Net. Analyza
iiz dfive zvefejnénd Van Dijkem a spolupracovniky konzistentné prekonala jiné
analyzy a je méné ndchylnd k mutacim AML diky své konfiguraci (9). Ndasledné
byla vybréna joko analyza ELN WT1. Sada ipsogen WT1 ProfileQuant je na
této technice zalozena. V této sadé je endogenni kontrola (transkript ABL )
amplifikovéna ze vzorku a rovnéz i z transkriptu WT1. Jsou k dispozici
standardni sériova fedéni kontrol a VT1 cDNA a vytvofené standardni kfivky
umozfuji pfesny vypocet hodnoty kopie transkriptd WT1 a ABL v kazdém
vzorku.
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Doddvané materidly

Obsah soupravy

ipsogen WT1 ProfileQuant Kit (24)
Katalogové &. 676923
Pocet reakci 24

ABL Control Gene Standard Dilution (Standardni C1-ABL 50 ul
fedéni kontrolniho genu ABL) (10° kopii/5 ul)

ABL Control Gene Standard Dilution (Standardni C2-ABL 50 ul
fedéni kontrolniho genu ABL) (10* kopii/5 ul)

ABL Control Gene Standard Dilution (Standardni C3-ABL 50 ul
fedéni kontrolniho genu ABL) (10° kopii/5 ul)

WT1 Profile Gene Standard Dilution (Standardni
fedéni kontrolntho genu WT1) (10" kopii/5 ul)

WT1 Profile Gene Standard Dilution (Standardni
fedéni kontrolntho genu WT1) (10? kopii/5 ul)

WT1 Profile Gene Standard Dilution (Standardni
fedéni kontrolniho genu WT1) (103 kopii/5 ul)

WT1 Profile Gene Standard Dilution (Standardni
fedéni kontrolntho genu WT1) (10° kopii/5 ul)

WT1 Profile Gene Standard Dilution (Standardni
fedéni kontrolniho genu WT1) (10° kopii/5 ul)

P1-WT1 50 ul

P2-WT1 50 ul

P3-WT1 50 l

P4-WT1 50 ul

P5-WT1 50 ul

Primers and Probe Mix ABL* (Priméry a smés sond PPC-ABL 90 pl

ABL*) 25x
Primers and Probe Mix PPP-WT1 (ELN)t (Priméry @~ PPP-WTT 110 4l
smés sond PPP-WT1 (ELN)) (ELN) 25x

ipsogen WT1 ProfileQuant Kit Handbook (angli¢tina) 1

* Smés specifickych zpétnych a dopfednych primérl pro kontrolni gen ABL (CG) plus
specifickd sonda FAM-TAMRA.

t Smés specifickych zpétnych a dopfednych primérl pro gen WT1 (exon 1-2) plus specifické
sonda FAM-TAMRA.
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Pozndmka: Standardni fedéni a priméry a smési sond pfed pouzitim krdatce
odstfedujte.

Pozadované materidly, které nejsou souddsti dodavky

PFi préci s chemikdliemi vzdy pouzivejte vhodny laboratorni pldst, rukavice na
jedno pouziti a ochranné bryle. Dal$i informace jsou uvedeny v pfisludnych
bezpeénostnich listech (BL), které Ize ziskat od dodavatele produktu.

Reagencie
B Voda pro PCR bez nukledzy

B Reagencie pro reverzni transkripci: Validovanou reagencii je reverzni
transkriptdza Superscript® Il (nebo Superscript), obsahuje 5x pufr prvniho
vldkna, 100 mM DDT (Life Technologies, katalogové &islo 18064-022)

Inhibitor RNd&zy: Validovanou reagencii je RNaseOUT™ (Life Technologies,
katalogové ¢islo 10777-019)

Sestava dNTP, Uroveri pro PCR

Nd&hodny hexanukleotidovy primer

MgCl,

Pufr a polymerdza DNA Tag: Validovanymi reagenciemi jsou TagMan®
Universal PCR Master Mix (Master Mix PCR 2x) (Life Technologies,

katalogové ¢islo 4304437) a LightCycler TagMan Master (Master Mix PCR
5x) (Roche, katalogové ¢islo 04535286001)

Spotiebni materidl

B Sterilni pipetovaci $pi¢ky PCR odolné proti aerosolu neobsahuijici nukleédzu
s hydrofobnimi filtry

B  0,5ml nebo 0,2 ml zkumavky PCR neobsahujici RNézu a DNd&zu
B Led

Zafizenf
B Mikrolitrové pipeta* vy¢lenénd pro PCR (1-10 ul; 10-100 ul; 100-1000 wul)

M Stolni centrifuga* s rotorem pro 0,2 ml/0,5 ml reakéni zkumavky a
maximdlni otd¢ky dosdhnout 13.000-14.000 ot/min

B Pristroj PCR pracujici v redlném &ase:* Systém Rotor-Gene Q 5plex HRM®
nebo jiny pfistroj Rotor-Gene; LightCycler 1.2 nebo 480; ABI PRISM
7900HT SDS; systém Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR a s tim
spojeny specificky materidl

B Tepelny cyklova¢ nebo vodni ldzen (reverzni transkripéni krok)
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Pozndmka: Ujistéte se, Ze byl kontrolovdn a kalibrovén tepelny cyklovaé a vodni
|4zef podle doporuéeni vyrobce.

Varovéni a bezpeénostni opatieni
Pro diagnostické pouziti in vitro

PFi praci s chemikdliemi vzdy pouzZivejte vhodny laboratorni plést, rukavice na
jedno pouziti a ochranné bryle. Dal$i informace jsou uvedeny v odpovidajicich
bezpeénostnich listech (BL). Bezpeénostni listy jsou k dispozici online v
pohodlném a kompakinim formétu PDF na strankdch www.giagen.com/safety,
kde mUzete nalézt, zobrazit a vytisknout BL pro kazdou sadu QIAGEN a pro
kazdou komponentu téchto sad.

Odpad ze vzorkll a rozbort likvidujte podle mistnich bezpeénostnich pfedpisu.

Vieobecné pokyny

Pouziti testd gPCR vyZaduje sprdvnou laboratorni praxi véetné Gdrzby zafizeni,
kterd jsou vyélenéna pro molekuldrni biologii, a je ve shodé s platnymi pfedpisy
a pfislusnymi standardy.

Tato sada je uréena pro diagnostické pouziti in vitro. Reagencie a pokyny
doddvané s touto sadou byly validovany pro optimélni chovéni. Dalsi Fedéni
reagencii nebo pozménéni inkubaénich ¢asl a teplot mize vést k chybnym
nebo rozpornym Udajim. Reagencie PPC-ABL a PPF-WT1 se mohou zménit,
pokud budou vystaveny plUsobeni svétla. Viechny reagencie byly specificky
vytvofeny pro pouziti s timto testem. Pro optimdlni chovéni testu by se nemély
provadét zadné ndhrady.

Stanoveni Grovni transkripce pomoci gPCR vyZzaduije jak reverzni transkripci
mRNA, tak amplifikaci vytvofené cDNA pomoci PCR. Proto se musi cely postup
rozborl provést za podminky ne pfitomnosti RNé&zy/DNdzy.

Postupujte s maximdélni opatrnosti, aby nedoslo k nésledujicimu:

M Kontaminace RN&zou/DNézou, kterd by mohla zpUsobit degradaci
templdtové mRNA a vytvofené cDNA

B Pfenosovd kontaminace mRNA nebo PCR s ndslednym fale$né pozitivnim
signdlem

Proto doporuéujeme ndsleduijici.

M Pouiijte laboratorni vybaveni zbavené nukledzy (napf. pipety, pipetovaci
$picky, reakéni lahvi¢ky) a pfi provadéni analyzy méjte nasazené rukavice.
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B Poutzijte ¢erstvé pipetovaci $pi¢ky odolné vi¢i aerosolu pro viechny
pipetovaci kroky, aby se zabrdnilo zkfizené kontaminaci vzorkl a
reagencii.

B Pfipravte hlavni smés pfed PCR s vyélenénymi materidly (pipety, $picky atd.)
ve vyhrazeném mist€, kam nebyly zavleceny Zddné matrice DNA (cDNA,

DNA, plazmid). Dejte templdt do samostatné zény (nejlépe do samostatné
mistnosti) se specifickym materidlem (pipety, $picky atd.).

B Se standardnimi roztoky (C1-3 a P1-5) v oddélené mistnosti.

Uchovévani a naklddéni s reagenciemi
Sady se dodévaji na suchém ledu a po doruéeni se musi uskladnit pfi teplotéch
od -30°C do -15°C.

B Minimalizujte expozici primért a smeési sond (zkumavky PPC a PPP)
pUsobeni svétla.

B Pred otevienim zkumavky jemné smichejte a centrifuguite.
B UloZte vSechny souddsti sady do plvodnich obald.

Tyto podminky uchovévdéni plati jok pro oteviené, tak neoteviené komponenty.
Komponenty uchovévané za jinych podminek, nez jsou uvedeny a Stitcich,
nemusi Fddné fungovat a mohou nepfiznivé ovlivnit vysledky rozboru.

Data poutitelnosti pro kazdou reagencii jsou vyznaéena na $titcich
individudlnich komponent. Za sprévnych podminek uchovévani si produkt
uchové vlastnosti az do data pouzZitelnosti vytisténého na stitku.

Neexistuji Z&ddné zfejmé pfiznaky, které by upozorfiovaly na nestabilitu tohoto
produktu. Pozitivni a negativni kontroly by se u nezndmych vzorka mély
provadét soucasné.
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Postup

Pfiprava vzorku RNA

Pfiprava RNA ze vzorkl pacienta (kost nebo kostni dfef) se musi provést
validovanym postupem. Kvalita rozboru do velké mife zdvisi na kvalité vstupni
RNA. Proto doporuéujeme kvalifikovat pfed analyzou ¢&ist€nou RNA
elektroforézou agarézového* gelu nebo pomoci Agilent® Bioanalyzer®.

Protokol: Doporuéend standardizované zpétné transkripce EAC

Véci, které je nutné udélat pred zahdjenim

M Pfipravte dNTP, kazdy 10 mM. Uchovavejte v alikvotnich mnozstvich pfi -
20°C.

B Pfipravte ndhodny hexanukleotidovy primer, 50 mM. Uchovdévejte v
alikvotnich mnozstvich pfi —20°C.

B Pfipravte MgCl,, 50 mM. Uchovaveite v alikvotnich mnozstvich pfi —20°C.

Postup

1. Nechte roztét véechny nezbytné komponenty a umistéte je na led.

2. Inkubujte 1 ug RNA (1-4 ul) po 10 minut pfi 70°C a okamZité chlad’te na
ledu pfiblizné 5 minut.

3. Kratce odstiedujte (priblizné 10 sekund, 10.000 ot/min) pro shromé&zdéni
kapaliny na dné zkumavky). Pak uchovéveijte na ledu.

4. Pripravte ndsledujici smés RT podle poétu zpracovévanych vzorki (tabulka
1).

* PFi préci s chemikdliemi vzdy pouZivejte vhodny laboratorni pldst, rukavice na jedno pouziti a
ochranné bryle.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Tabulka 1. Pfiprava smési RT

Objem na Koneéné
Komponenta vzorek (ul) koncentrace
Pufr prvniho vldkna (doddvany s reverzni 40 In
transkriptdzou Superscript Il), 5x !
MgCl,, 50 mM 2,0 5 mM
dNTP (10 mM kazdy, nutno pfipravit
dfive a uchovdvat pfi —20°C v alikvotnich 2,0 T mM
mnozstvich)
DTT (1 QO ImM, dodévor?)’/ s reverzni 2.0 10 mM
transkriptdzou Superscript 1)
Inhibitor RNase (40 U/ul) 0,5 1 U/ul
Nd&hodny hexanukleotidovy primer (100 5,0 25 LM
UM)
Superscript 1l (200 U/ul) 0,5 5 U/ul
Ohréty vzorek RNA, (bude pfidén v
kroku 5) 1,0-4,0 50 ng/ul
Voda vhodné pro PCR bez nukledzy 00-30 _
(bude pfidéna v kroku 5) Y
Koneény objem 20,0 —

5. Do kazdé zkumavky PCR pipetujte 16 ul smési RT. Pak pfidejte 1-4 ul (1
H1g) RNA (z kroku 3) a upravte objem na 20 ul vodou vhodnou pro PCR bez
nukledzy (viz tabulka 2).

Tabulka 2. Priprava reakce reverzni transkriptdzy

Komponenta Objem (ul)
Smés RT 16,0
Ohfivany vzorek RNA (1 ug) 1,0-4,0
Voda pro PCR bez nukledzy 0,0-3,0
Koneény objem 20,0
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6. Dobfe promicheijte a kratce odstfed'ujte (priblizné 10 sekund, 10.000
ot/min) pro shromézdéni kapaliny na dné zkumavky.

7. Inkubuijte pfi 20°C 10 minut.

8. Inkubuite pfi 42°C na tepelném cyklovadi po 45 minut, pak neprodlené pfi
99°C po 3 minuty.

9. Chladte na ledu (pro zastaveni reakce) po 5 minut.

10. Krétce odstired'ujte (pfiblizné 10 sekund, 10.000 ot/min) pro shromézdéni
kapaliny na dné zkumavky). Pak uchovévejte na ledu.

11. Nafedte koneénou cDNA pomoci 30 ul vody vhodné pro PCR zbavené
nukledzy, aby byl koneény objem 50 pul.

12. Proved'te PCR podle ndésleduijicich protokolli podle svého pfistroje qPCR.

Pozndmka: Tento protokol zpétné transkripce byl odvozen ze studii “Europe
Against Cancer” (EAC) (Evropa proti rakoviné) (10, 11).
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Protokol: gPCR na pfistrojich Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM
nebo Rotor-Gene Q 5plex HRM se 72zkumavkovym rotorem
PFi pouZiti tohoto pfistroje doporuéujeme provddét véechna méfeni dvojmo, jak

je uvedeno v tabulce 3.

Tabulka 3. Poéet reakci pro pfistroje Rotor-Gene Q se
72zkumavkovym- rotorem

Vzorky Reakce
S priméry ABL a smési sond (PPC-ABL)

n vzorkl cDNA n x 2 reakci

2 x 3 reakce (3 Ffedéni kazdy

Sieniefelel AEL jednotlivé testovdn dvojmo)

Kontrola vody 2 reakce
S priméry WT1 a smési sond (PPC-WT1)
n vzorkl cDNA n x 2 reakci

2 x 5 reakce (5 fedéni kazdy

Standard WT1 : . . .
andar jednotlivé testovdn dvojmo)

Kontrola vody 2 reakce

Zpracovani vzorku na pfistrojich Rotor-Gene Q se 72zkumavkovym rotorem

Doporucujeme testovdani 8 vzorkd cDNA ve stejném experimentu s cilem
optimalizovat pouziti standardd a primérd a smési sond.
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Obrézek 4. Navrhované nastaveni rotoru pro kazdy experiment se sadou ipsogen WT1
ProfileQuant. P1-5: Standardy WT1; C1-3: Standardy ABL; S: vzorek cDNA; H,O: kontrola
vody.

Pozndmka: Dbejte vidy na to, abyste testovany vzorek umistili na rotoru do
polohy 1. Jinak béhem kalibraéniho kroku pfistroj kalibraci neprovede a budou
pofizena nesprévné fluorescenéni data.

Viechny ostatni pozice zaplite prdzdnymi zkumavkami.

Pfistroje Rotor-Gene Q se 72zkumavkovym rotorem

Pozndmka: Viechny Ukony provédéjte na ledu.

Postup

1. Nechte roztét vechny nezbytné komponenty a umistéte je na led.
2. Pripravte ndsledujici smés qPCR podle po&tu zpracovavanych vzorkd.
Vsechny koncentrace plati pro koneény objem reakce.
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Tabulka 4 popisuje pipetovaci schéma pro pfipravu jedené smési reagencii

vypoditané pro dosazeni koneéného reakéniho objemu 25 ul. Premix Ize
pFipravit podle poétu reakci pomoci stejnych primért a smési sond (bud
PPC-ABL, nebo PPF-WT1). Zahrnuty jsou objemy navic pro kompenzaci
chyby pfi pipetovéni.

Tabulka 4. Priprava smési gPCR

ABL: 24 + 1 WTT1: 28+1 Koneénd
Komponenta 1 reakce (ul)  reakce (ul) reakce (ul) koncentrace

Master mix
TagMan
Universal
PCR, 2x

12,5 312,5 362,5 1x

Priméry a
smés sond, 1,0 25,0 29,0 1x
25x

Voda pro
PCR bez 6,5 162,5 188,5 -
nukledzy

Vzorek
(bude
pFidan v
kroku 4)

5,0 5 kazdy 5 kazdy -

Celkovy

obiem 25,0 25 kazdy 25 kazdy -

o

Davkuijte 20 ul premixu gPCR na zkumavku.

Pridejte 5 ul produktu RT (cDNA, ekvivalent 100 ng RNA) ziskaného v rémci

reverzni transkripce (viz “Protokol: Doporuéené standardizovand zpétnd
transkripce EAC”, strana 12) v odpovidajici zkumavce (celkovy objem 25

ul).

Jemné promichejte pipetovdnim nahoru a dolt.

Zkumavky vloZte do tepelného cyklovaée podle doporuéeni vyrobce.
Naprogramuite pfistroj Rotor-Gene Q pomoci programu tepelnych cyklt,
jak jsou uvedeny v tabulce 5.

Pfirucka pro sadu ipsogen WT1 ProfileQuant 03/2015
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Tabulka 5. Teplotni profil

ReZim analyzy Kvantifikace
Vydrz Teplota: 50 stupn
Doba trvéni: 2 minut
Drzet 2 Teplota: 95 stupnu
Doba trvéni: 10 minut
Cyklovani 50krét
95 stupnud po 15 sekund

62 stupnili po 1 minut se snimdnim fluorescence
FAM v kandlu Zelend: Jednotlivy

8. U pfistrojii Rotor-Gene Q vyberte pro analyzu "Sprévny sklon".
Doporuéujeme nastavit prahovou hodnotu na 0,03. Spustte program
tepelného cyklovéni, jak je uvedeno v tabulce 5.
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Protokol: gPCR na ABI PRISM 7900HT SDS, Applied Biosystems
7500 Real-Time PCR System a pfristroj LightCycler 480

PFi pouziti zafizeni qPCR s deskou o 96 jamkdch doporuéujeme provadét
véechna méreni dvojmo, jok je uvedeno v tabulce 6.

Tabulka 6. Poéet reakci pfi vyuZiti zafizeni gPCR s deskou o 96 jamkdch

Vzorky Reakce

S priméry ABL a smési sond (PPC-ABL)

n vzorkl cDNA n x 2 reakci

Standard ABL 2 x 3 reakce (3 Fedéni kazdy

jednotlivé testovén dvojmo)
Kontrola vody 2 reakce
S priméry WT1 a smési sond (PPC-WT1)
n vzorkld cDNA n x 2 reakci

Standard WT1 2 x5 r.eavkce (5 r,edenl !<czdy
jednotlivé testovdn dvojmo)

Kontrola vody 2 reakce

Zpracovdni vzorku na gPCR na ABI PRISM 7900HT SDS, Applied Biosystems
7500 Real-Time PCR System a pfistrojich LightCycler 480

Doporuéujeme testovani nejméné 8 vzorkd cDNA ve stejném experimentu s
cilem optimalizovat pouziti standardd a primérd a smési sond. Schéma rotoru
na obrézku 5 ukazuje pfiklad takového experimentu.
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PPC-ABL

Obrézek 5. Navrhované nastaveni desky pro jeden experiment. S: vzorek cDNA; P1-5:
Standardy WT1; C1-3: Vzorek ABL; H,O: kontrola vody.

gPCR na ABI PRISM 7900HT SDS, Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR
System a pfistroje LightCycler 480

Pozndmka: Viechny Ukony provdadéijte na ledu.

Postup

1. Nechte roztét vechny nezbytné komponenty a umistéte je na led.

2. Pripravte nésledujici smés qPCR podle poétu zpracovdvanych vzorkd.
Viechny koncentrace plati pro koneény objem reakce.
Tabulka 7 popisuje pipetovaci schéma pro pfipravu jedené smési reagencii
vypoditané pro dosazeni koneéného reakéniho objemu 25 ul. Premix lze
pFipravit podle poétu reakci pomoci stejnych primért a smési sond (bud
PPC-ABL, nebo PPF-WT1). Zahrnuty jsou objemy navic pro kompenzaci
chyby pfi pipetovéni.
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Tabulka 7. Pfiprava smési gPCR

1 reakce ABL: 24 + WT1: 28 + Koneéné
Komponenta () 1 reakci (ul) 1 reakci (ul)  koncentrace

Master mix
TagMan
Universal
PCR, 2x

12,5 312,5 362,5 1x

Priméry a
smés sond, 1,0 25,0 29,0 1x
25x

Voda pro
PCR bez 6,5 162,5 188,5 -
nukledzy

Vzorek
(bude
pFidén v
kroku 4)

5,0 5 kazdy 5 kazdy -

Celkovy 25,0 25 kazdy 25 kazdy -
objem

3. Davkuijte 20 ul premixu gPCR na jamku.

4. Pridejte 5 ul produktu RT (cDNA, ekvivalent 100 ng RNA) ziskaného v rémci
reverzni transkripce (viz “Protokol: Doporuéené standardizované zpétné
transkripce EAC”, strana 12) v odpovidajici jamce (celkovy objem 25 ul).

5. Jemné promichejte pipetovédnim nahoru a dolt.

Uzaviete desku a krétce odstred'ujte (300 x g, priblizné 10 sekund).

7. Desku vloite do tepelného cyklovaée podle doporuéeni vyrobce.
Naprogramuite tepelny cyklovaé pomoci programu tepelného cyklovéni, jak
je to uvedeno v tabulce 8 pro pfistroje ABI PRISM 7900HT SDS nebo
Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System nebo v tabulce 9 pro
pristroj LightCycler 480.

o

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Tabulka 8. Teplotni profil pro ABI PRISM 7900HT SDS nebo systém Applied
Biosystems 7500 Real-Time PCR

ReZim analyzy

Vydrz

Drzet 2

Cyklovéani

Standardni kfivka — absolutni kvantifikace
Teplota: 50°C

Doba trvani: 2 minut

Teplota: 95°C

Doba trvani: 10 minut

50krat

95°C po 15 sekund

60°C po 1 minutu se snimkovdanim fluorescence

FAM; zhé&8eci |4tka: TAMRA

Tabulka 9. Teplotni profil pro pfistroj LightCycler 480

ReZim analyzy

Detekéni forméty

Vydrz

Drzet 2

Cyklovéani

Absolutni kvantifikace ("Abs Quant")

Vyberte "Samostatné sonda" v okné Detekéni
forméaty

Teplota: 50°C

Doba trvéni: 2 minut
Teplota: 95°C

Doba trvéni: 10 minut
50krét

95°C po 15 sekund

60°C po 1 minutu se snimdnim fluorescence FAM
odpovidajici (483-533 nm) pro LC verzi 01 a
(465-510 nm) pro LC verzi 02

8. U systému ABI PRISM 7900HT SDS a Applied Biosystems 7500 Real-Time
PCR System postupuijte podle kroku 8a. U pfistroje LightCycler 480
postupuijte podle kroku 8b.

8a. ABI PRISM 7900HT SDS a systém Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR:
Doporuéujeme nastavit préh na 0,1, jak je popsén v protokolu EAC v kroku

analyzy a ve vychozim nastaveni mezi cykly 3 a 15. Spust'te program
cyklovani, jok je uvedeno v tabulce 8.
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8b. LightCycler 480: Doporuéujeme rezim analyzy Bod vhodnosti s pozadim na
2,0 a prahovou hodnotou 2,0. Spustte program tepelného cyklovani, jak je
uvedeno v tabulce 9.
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Protokol: gPCR na pfistroji LightCycler 1.2

PFi pouziti kapildrnich pfistrojil doporu¢ujeme méfit vzorky dvojmo a kontroly
pouze jednou, jak je uvedeno v tabulce 10.

Tabulka 10. Poéet reakci pro pfistroj LightCcler 1.2

Vzorky Reakce
S priméry ABL a smési sond (PPC-ABL)
n vzorkl cDNA n x 2 reakci
1 x 3 reakce (3 standardni Fedéni,
Sieniefelel AEL kazdé jednotlivé testovdno dvojmo)
Kontrola vody 1 reakce
S priméry WT1 a smési sond (PPC-WT1)
n vzorkl cDNA n x 2 reakci
Standard WT1 1 x 5 reakce (5 standardni Fedéni,

kazdé jednotlivé testovdno dvojmo)

Kontrola vody 1 reakce

Zpracovdni vzorku na pfistroji LightCycler 1.2

Doporucujeme testovdani 5 vzorkd cDNA ve stejném experimentu s cilem
optimalizovat pouziti standardd a primérd a smési sond. Kapildrni schéma na
obrézku 6 ukazuje pfiklad experimentu.

24 Pfirucka pro sadu ipsogen WT1 ProfileQuant 03/2015



Obrézek 6. Navrhované nastaveni rotoru pro kazdy experiment se sadou ipsogen WT1
ProfileQuant. P1-5: Standardy WT1 C1-3: Standardy ABL; S: nezndmy vzorek DNA, ktery se
ma analyzovat; H2O: kontrola vody.

gPCR na pfistroji LightCycler 1.2

Pozndmka: Kvuli konkrétnim technologickym pozadavkl se musi experimenty s
pfistrojem LightCycler provadét pfi pouZiti specifickych reagencii.
Doporuéujeme poutzivat LightCycler TagMan Master a dodrzovat pokyny
vyrobce pro pfipravu Master Mix 5x.

Pozndmka: Vsechny Ukony provédéjte na ledu.

Postup

1. Nechte roztét vechny nezbytné komponenty a umistéte je na led.

2. Pripravte nésledujici smés qPCR podle poétu zpracovdvanych vzorkdi.
Viechny koncentrace plati pro koneény objem reakce.
Tabulka 11 popisuje pipetovaci schéma pro pfipravu jedené smési
reagencii vypocitané pro dosazeni kone¢ného reakéniho objemu 20 ul.
Premix Ize pfipravit podle poctu reakci pomoci stejnych priméri a smési
sond (bud PPC-ABL, nebo PPF-WT1). Zahrnuty jsou objemy navic pro
kompenzaci chyby pfi pipetovani.
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Tabulka 11. Pfiprava smési gPCR

1 reakce ABL: 14 + WT1: 16 + Koneéné
Komponenta () 1 reakci (ul) 1 reakci (ul)  koncentrace

Cerstvé

pfipravend

Master Mix 4,0 60,0 68,0 1x
LightCycler

TagMan, 5x

Priméry a
smés sond, 0,8 12,0 13,6 1x
25x

Voda pro
PCR bez 10,2 153,0 173,4 -
nukledzy

Vzorek
(bude
pFidén v
kroku 4)

5,0 5 kazdy 5 kazdy -

Celkovy

obiem 20,0 20 kazdy 20 kazdy —

3. Davkuijte 15 ul premixu gPCR na kapiléru.

4. Pridejte 5 ul produktu RT (cDNA, ekvivalent 100 ng RNA) ziskaného v rémci
reverzni transkripce (viz “Protokol: Doporuéené standardizované zpétné
transkripce EAC”, strana 12) v odpovidajici zkumavce (celkovy objem 20

ul).

5. Jemné promichejte pipetovdnim nahoru a dola.

6. Umistéte kapildry do adaptéri doddvanych s pfristrojem, krétce odstred’ujte
(700 x g, priblizné 10 sekund).

7. Kapiléry vlozte do tepelného cyklovaée podle doporuéeni vyrobce.

8. Naprogramuite pfistroj LightCycler 1.2 pomoci programu tepelnych cyklq,
jak jsou uvedeny v tabulce 12.
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Tabulka 12. Teplotni profil

ReZim analyzy Kvantifikace
Vydrz Teplota: 95°C
Doba trvéni: 10 minut
Nérust: 20
Cyklovani 50krét
95°C po 10 sekund; narust: 20

60°C po T minutu; nérust: 20; se snimdnim
fluorescence FAM: Jednotlivy

Drzet 2 45°C po 1 minutu; ndrust: 20

9. Pro pfistroj LightCycler 1.2 se doporuéuje F1/F2 a rezim “analyzy zaloZzené
na 2. derivaci". Spust'te program tepelného cyklovéni, jok je uvedeno v
tabulce 12.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Interpretace vysledkt

Princip datové analyzy

PFi pouziti technologie TagMan se poéet cykll PCR nezbytny pro detekci signélu
na prahovou hodnotou nazyvd prahovy cyklus (CT) a je pfimo Umérny mnozstvi
pfitomné cilové latky na poéatku reakce.

Pomoci standardu se zndmym poétem molekul muzete vytvofit standardni kfivku
a stanovit pfesné mnozstvi cilové latky pfitomné v testovacim vzorku. Standardni
kFivky ipsogenu jsou zaloZeny na plazmidech a pouZivaii 3 plazmidové
standardni Fedéni pro kontrolni gen ABL (CG) a 5 standardnich Fedéni pro gen
WT1, aby byly zaji$tény pfesné standardni kfivky. Obrdazky 7 a 8 ukzauji pfiklad
amplifikaénich kfivek TagMan ziskanych pomoci sady ipsogen WTT
ProfileQuant.

25 Standardy ABL
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Obrazek 7. Detekce standardd ABL (C1, C2, C3). 10°, 104, a 10° kopii/5 ul.
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Obrézek 8. Detekce standardd WT1 (P1-P5). 10', 10?, 10°, 10°, 10° kopii/5 ul.
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Dopady

Standardni kfivka a kritéria kvality
Surovd data lIze pro G&ely analyzy vlozit do souboru Excel®.

Pro kazdy gen (ABL a WT1) se surové hodnoty C; / C; ziskané z nafedéni
plazmidovych standardl vynési podle logaritmu poétu kopii (3, 4, a 5 pro C1,
C2aC3;1,2,3,506 proP1, P2, P3, P4 a P5). Obrdzek 9 ukazuje pfiklad
teoretické standardni kfivky vypoéitané ze 5 standardnich fedéni.

50

y =-3,32x + 39,84

40 ~ R2=1

30 4

Cp

20 ~

10

0 1 2 3 4 5 6 7

log(CN)

Obrézek 9. Teoreticka kfivka vypoéitand z 5 standardnich fedéni. Vypodité se pfimka linedrni
regrese (y = ax + b) pro kazdy gen (ABL a WT1), kde a je sklon pfimky a b je prlseéik s osou
y, coz je soufadnice y bodu, kdy pfimka protind osu y. Jeji rovnice a koeficient stanoveni (R2)
se vytiskne do grafu.

Jako standardy slouzi 10ndsobnd fedéni, teoreticky sklon kfivky je -3,32. Sklon
od -3,0 do -3,9 je pfijatelny, pokud je R2 >0,95 (12). Ovsem hodnota R2
>0,98 je zddouci pro pfesné vysledky (13).

Normalizovany poéet kopii (NCN)

Standardni rovnice kfivky ABL by se méla pouZit pro transformaci surovych
hodnot C; (ziskanych pomoci PPC-ABL) pro nezndmé vzorky do poétu kopii ABL
(ABLcy)-

primérny ABL C, — pruseéik standardni kfivky ABL
Log o ABLcy vzorku =

Smérnice standardni kfivky ABL

Standardni rovnice kfivky WT1 by se méla pouZit pro transformaci surovych
hodnot C; (ziskanych pomoci PPC-WT1) pro nezndmé vzorky do poétu kopii
WT1 (WT1cn)-
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prumérny WT1 C, — priseéik standardni kfivky
Log o WT 1y vzorku = WTT
Smérnice standardni kfivky WT1

Pomér téchto hodnot CN dévd normalizovany poéet kopii (NCN) na 10 000
kopii ABL:
WT1cn

NCN = x 10 000
ABLcy

Kontrola kvality u hodnot ABL

Spatné kvalita RNA nebo problémy b&hem krokd gPCR mé za nésledek nizky
pocet ABLcy. Doporuéujeme odmitnout vysledky ze vzorkll s ABLqy <4246.

Reprodukovatelnost mezi replikaty

Variace hodnot Cp mezi replikaty by méla byt <2, coz odpovidd étyfndsobné
zmeéné hodnot poctu kopii.

Variace hodnot C, mezi replikaty je obecné <1,5, pokud bude hodnota C;
replikétd <36 (12).

Pozndmka: Kaozdy uZivatel by mé&l méfit vlastni reprodukovatelnost ve své
laboratofi.

Kontroly vody
Negativni kontroly by mély dévat nulovou CN jak pro ABL, tak WTT.

Pozitivni kontrola vody je vysledkem zkFizend kontaminace. Viz “Reseni
problémU” nize, kde naleznete Feseni.

Reseni problém

V této kapitole naleznete uZiteéné informace, které Vdém mohou pomoci pfi
feSeni pfipadnych problému. Vice informaci Ize ziskat také na internetové
strdnce nasi technické podpory: www.qgiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Védci z
technické podpory QIAGEN vidy radi zodpovi Vade otdzky ohledné informaci a
protokolu v tomto manuélu nebo pfipravy vzorkl a jejich technologii rozbort
(moZnosti navdzdni kontaktu viz “Kontakini informace”, strana 41).
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Komentdéie a ndvrhy

Negativni vysledek pro kontrolni gen (ABL) a WT1 ve v8ech vzorcich —
standard je v poradku

a) Nizké kvalita RNA Pfed zahdjenim vidy zkontrolujte kvalitu a
koncentraci RNA.

Soubé&zné spustte pozitivni kontrolu RNA
bunééné linie.

b) Selhdni kroku zpétné Pfed zahdjenim vidy zkontrolujte kvalitu a
transkripce koncentraci RNA.

Soubéiné spustte pozitivni kontrolu RNA
bunééné linie.

Negativni vysledek pro kontrolni gen (ABL) ve vzorcich — standard je v

poradku

a) Nizké kvalita RNA Pfed zahdjenim vidy zkontrolujte kvalitu a
koncentraci RNA.

Soubéiné spustte pozitivni kontrolu RNA
bunééné linie.

b) Selhdni kroku zpétné Pfed zahdjenim vzdy zkontrolujte kvalitu a
transkripce koncentraci RNA.

Soubé&zné spustte pozitivni kontrolu RNA
bunééné linie.
Standardni signél negativni

a) Chyba pipetovani Zkontrolujte schéma pipetovdni a nastaveni
reakce.

Opakuijte chod PCR.

b) Nevhodné uchovévéni  Uchovévejte sadu ipsogen WT1 ProfileQuant pfi
komponent sady teploté od —15 do —30°C a chrafte priméry a
smési sond (PPC a PPP) pfed svétlem. Viz

“Uchovévéni a nakladdéni s reagenciemi”, strana
11.

Chrarite pfed opakovanym zmrazenim nebo
roztavenim.

Alikvotni reagencie pro uchovévéni
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Komentdéie a ndvrhy

Negativni kontroly jsou pozitivni
KFiZové kontaminace Vymérite viechny kritické reagencie.

Zopakuite experiment s novym alikvotnimi
mnozstvimi véech reagencii.

Vzdy naklédeijte se vzorky, komponenty sady a
spotfebni materidly ve shodé s bézné pfijatou
praxi, aby se zabrdnilo kontaminaci pfenosem.

Nulovy signdl i u standardnich kontrol

a) Chyba pipetovdni nebo Zkontrolujte schéma pipetovéni a nastaveni
vynechané reagencie.  reakce.

Opakujte chod PCR.

b) Inhibi¢ni G&inky Zopakuijte pfipravu RNA
materiélu vzorku
zpUsobené
nedostateénym
¢isténim

c) LightCycler: Vybrdn Zadejte nastaveni kandélu na F1/F2 nebo 530
nesprévny detekéni nm/640 nm.
kandl

d) LightCycler: Snimdni Zkontrolujte programy cyklu.
dat nebylo

, Zkontrolujte rezim snimdni "jednotlivy" na konci
naprogramovano

kazdého segmentu snimdni programu PCR.

Nepfitomny nebo nizky signdl u vzorka, ale standardni kontroly jsou v
pordadku.

a) Nizké kvalita RNA Pfed zahdjenim vidy zkontrolujte kvalitu a
nebo nizkd koncentraci RNA.
koncentrace

Soubéiné spustte pozitivni kontrolu RNA
buné&éné linie.
b) Selhdni kroku zpétné Pfed zahdjenim vidy zkontrolujte kvalitu a

transkripce koncentraci RNA.

Soubéiné spustte pozitivni kontrolu RNA
bunééné linie.

32 Pfirucka pro sadu ipsogen WT1 ProfileQuant 03/2015



Komentdéie a ndvrhy

Intenzita fluorescence je pfili$ nizka

a) Nevhodné uchovavani  Uchovdveijte sadu ipsogen WT1 ProfileQuant pfi
komponent sady teploté od —15 do —30°C a chrante priméry a
smési sond (PPC a PPP) pfed svétlem. Viz
“Uchovavani a nakldddni s reagenciemi”, strana
11.

Chrarite pfed opakovanym zmrazenim nebo
roztavenim.

Alikvotni reagencie pro uchovavéni

b) Velmi nizké vychozi Zvétsete mnozstvi RNA vzorku

mnozstvi cilové , , . . , Y
oZstvi cilové RNA Pozndmka: V zdvislosti na zvolené metodé

pFipravy RNA se mohou vyskytnout inhibiéni
Uéinky.

LightCycler: Intenzita fluorescence se méni

a) Chyba pipetovani Proménlivost zplsobend tzv. "chybou pipetovani"
Ize snizit analyzou dat v rezimu F1/F2 nebo 530
nm/640 nm.

b) Nedostateé¢nd Pfipravend smés PCR mUze byt stdle pfitomna v

centrifugace kapilar horni ¢asti kapildry nebo muze dojit k zachyceni

vzduchové bubliny v hrotu kapildry.

Vidy centrifugujte kapildry na plnéné reakéni
smési, jak je to popsdno v konkrétni provozni
pfirucce pfistroje.
c) Vnéjsi povrch hrotu PFi manipulaci s kapildrami vidy noste rukavice.
kapiléry je znelisténi

LightCycler: Chyba standardni kFivky

Chyba pipetovani Proménlivost zpUsobend tzv. "chybou pipetovéni"
lze snizit analyzou dat v rezimu F1/F2 nebo 530
nm/640 nm.
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Rizeni jakosti

Na pfistroji LightCycler 480 provedte Fizeni jakosti Uplné sady. Tato sada se
vyrébi podle normy ISO 13485:2003. Certifikéty o analyze jsou k dispozici na
pozaddni na adrese www.giagen.com/support/.

Omezeni

UZivatelé musi byt $koleni a obezndmeni s touto technologii pfed pouzitim
tohoto zafizeni. Tato sada by se méla pouzit podle ndsledujicich pokynt
uvedenych v této pfiruéce v kombinaci s validovanymi pfistroji “Pozadované
materidly, které nejsou soucdsti dodavky”, strana 9.

Jakékoliv ziskané diagnostické vysledky se musi interpretovat v kontextu
ostatnich klinickych nebo laboratornich nélezd. Uzivatel odpovidé za validaci
chovdni systému v souvislosti s jakymikoliv postupy pouzitymi v jeho laboratofi,
které nejsou zahrnuty do studii chovéani QIAGEN.

Dbejte na konec doby pouzitelnosti uvedeny na baleni a na stitcich jednotlivych
komponent. NepouZivejte reagencie s proslou trvanlivosti.

Pozndmka: Sada byla navriena podle studii "European Leukemia Net" (ELN)
(10, 17). Méla by se pouzit podle pokynl uvedenych v této pfiruéce v kombinaci
s validovanymi reagenciemi a pfistroji. Jakékoliv pouziti tohoto vyrobku mimo
schvélené indikace a/nebo Uprava komponent zneplatni zédvazky QIAGEN.

Vykonnostni charakteristiky

Neklinické studie

Materidly a metody

Studie linearity byly provedeny u 14 vzorku, kazdy byl ziskdn z rlzné smési RNA
extrahované z bunééné linie s vysokou expresi a ze vzorkl zdravych darca, ktefi
meli nizkou Uroven exprese genu WT1. Kazdy vzorek byl testovdn ffikrat. Pro
NCN se hodnoty pohybovaly od 2,20 do 3838,11 NCN a tato studie ukdzala,
7e sada ipsogen WT1 ProfileQuant davé linedrni vysledky v celém tomto
rozsahu hodnot.

Sprévnost

Studie pfesnosti byla provedena na 4 vzorcich, kazdy byl ziskan z odlidné smési
RNA extrahované z buné&énych linii s vysokou a nizkou expresi WT1. Tyto
analyzy byly pro kazdy vzorek opakovdany az 16krat. Analytickd data jsou
shrnuta do ndsleduiicich tabulek.
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Tabulka 13. Analytické data ze studie presnosti — plazmidy

i} Primérny
Redéni C; (o} n CV (%)
P1: 10" kopii/5 ul 36,13 087 15 2,42
P2: 102 kopii/5 ul 32,70 0,40 16 1,21
&';ﬁmidy P3: 10 kopii/5 ul 29,39 0,43 16 1,45
P4: 105 kopii/5 ul 22,62 041 16 1,80
P5: 10 kopii/5 ul 19,25 038 16 1,98
C1: 10% kopii/5 pl 29,59 035 16 1,20
/':'g‘fmidy C2: 10* kopii/5 26,11 0,40 15 1,52
C3: 10° kopii/5 pl 22,77 028 16 1,22

Tabulka 14. Analytickd data ze studie presnosti — bunééné linie

} Primérny
Redéni NCN (o n CV (%)
10 % 10 472 5598,76 16 53
Redéni 1,5 % 1880 747,01 16 40
bunééné
linie RNA 0,05 % 86 37,79 16 44
0,0025 % 3 1,90 16 57

Mez slepého pokusu a mez detekce

Design studie byl zalozen na doporuéenim popsanych v dokumentu NCCLS
EP17-A, Protokoly pro stanoveni mezi detekce a mezi kvantifikace; schvdlené
smérnice. Byla stanovena Uroven pozadi nebo mez slepého pokusu (LOB) u
normdlnich vzorkd krve od zdravych dércl (4 vzorky, 73 méreni). Bylo zjisténo,

Ze se rovnd 3,66 WT1 NCN.

Mez detekce (LOD), kterd udavda analytickou citlivost, byla stanovena u vzorki
se zndmou nizkou expresi WTT, které byly ziskdny od zdravych ddarcl a zesileny
bun&énymi liniemi s vysokou expresi WT1. Tim se zajistilo, ze oéekdvand
hodnota NCN pfedstavoval 4nédsobek LOB. U celkem 4 vzorkl bylo provedeno
72 méfeni a zjistilo se, Ze LOD je rovna 13,08 WT1 NCN.

Pfirucka pro sadu ipsogen WT1 ProfileQuant 03/2015 35




Klinické studie

Protoze k expresi WT1 dochdzi v normdlnich hematopoetickych burikéch, je
zdsadné dullezité zjistit Groven exprese pozorovanou v normdlnich kontrolnich
vzorcich, aby bylo mozné definovat prahovou hodnotu, kterd rozliSuje mezi
rezidudlIni leukémii a amplifikaci na pozadi. Analyza 204 kontrolnich vzorku
odebranych zdravym dobrovolnikiim pomoci analyzy ELN pouzité v sadé
ipsogen WT1 ProfileQuant potvrdila, Ze velmi nizk& exprese WT1 je zji$t€na ve
vzorcich periferni krve, kostni dfené a kmenovych bunék periferni krve. Stfedni
hodnoty byly 19.8 WT1 kopii/104 kopii ABL (rozsah 0-213) v kostni dfeni, 0,01
(rozsah 0,01-47,6) v periferni krvi a 6,1 (rozsah 0-39) v perifernich krevnich
kmenovych burikéch (viz obrézek 10). Exprese WT1 v periferni krvi byla
vyznamneé niz$i nez v kostni dfeni (p<0,0001). Na zékladé téchto vysledkl byla
definovdna horni mez normdlu jako 250 NCN pro kostni dfefi a 50 NCN pro
periferni krev.
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Bunéény zdroj
Obréazek 10. Exprese WT1 ve vzorcich od zdravych dérctli. Akutni myeloidni leukémie (AML),
kostni dfen (BM); periferni krev (PB); kmenové buriky periferni krve (PBSC). (15)

PFetisténo se svolenim Cilloni D et al: Real-time quantitative polymerase chain reaction detection of minimal
residual disease by standardized WT1 assay to enhance risk stratification in acute myeloid leukemia: A European
LeukemiaNet Study: J Clin Oncol 27(31):5195-201. Epub 2009 Sep 1. © 2009, American Society of Clinical
Oncology, Viechna prava vyhrazena.

Definovdani exprese WT1 pomoci standardizované analyzy ELN qPCR ve
vzorcich AML pred lé¢bou

Pro hodnoceni pouzitelnosti analyzy ELN vyuzité v sadé ipsogen WT1
ProfileQuant k detekci MRD bylo analyzovéno 620 vzorkl pfed lé¢bou (238 z
periferni krve a 382 z kostni dfené) od 504 pacientq.
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Doslo k nadmérné expresi WT1 nad Urovné pozadi (definované jako >250 a
>50 kopii WT1/10: kopii ABL v kostni dfeni a periferni krvi v prvni a druhém
pfipadé) u 86 % a 91 % diagnostickych vzorkd AML kostni dfené a periferni
krve (také zachyceno na obrdzku 10).

Sttedni hodnota kopii WT1/10: kopii ABL byla 2505 (rozsah 0-7,5°x10°) v
kostni dfeni (p<0,0001 versus normélini kostni dfefl) a 3107 (rozsah 0-1,13 x
109) v periferni krvi (p<0,0001 versus normdlni periferni krev). V expresi mezi
periferni krvi a kostni dfeni nedoslo k vyznamnému rozdilu v expresi napfi¢
celou kohortou, jak ot potvrdily vysledky ziskané u pacientl s pdrovymi

diagnostickymi vzorky periferni krve a kostni dfené, viz Cilloni D et al., J Clin
Oncol, obrézek A3 v pfiloze (15).

Variace normalizované Grovni exprese WT1 byly pozorovény podle cytogenetiky
(obrézek 11, p<0,001) se zvlasté vysokymi Grovnémi v pfipadech s
inv(16)(p13922)/t(16;16)(p13;922) (medidn 2,31 x 10%, rozsah 12-3,14 x 10°).
Vyznamné vyssi Grovné WT1 byly rovnéz detekovdany u AML s mutacemi NPM1
(mutant NPM1: medidn 1,44 x 104, rozsah 0-1,13 x 10%; divoky typ NPM1:
medidn 6566, rozsah 0-7,5 x 10°, p = 0,005).
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Obrézek 11. Variace exprese WT1 podle cytogenetiky (15).

Pretidt€no se svolenim Cilloni D et al: Real-time quantitative polymerase chain reaction detection of minimal
residual disease by standardized WTT assay to enhance risk stratification in acute myeloid leukemia: A European
LeukemiaNet Study: J Clin Oncol 27(31):5195-201. Epub 2009 Sep 1. © 2009, American Society of Clinical
Oncology, Viechna prava vyhrazena.
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Uroveri exprese WT1, jak ji definuje analyza ELN v 15 pfipadech poskytujicich
Utodisté mutacim v exonech 7 a 9 genu WT1, byla porovnatelnd s mutacemi
divokého typu WT1 (p=0,2). Oviem sekvenéni analyza fady 32 pfipadud, kdy
analyza ELN navrhovala nizkou Groven exprese transkriptu WT1

(<250 kopii/10* kopii ABL) signalizovala, ze ve 3 pfipadech (9,4 %) tato nizkd
hladina exprese byla spojena s mutacemi, které naru$ovaly vazebné misto

dopfedného priméru, viz Cilloni D et al., J Clin Oncol, obrézek A4 v pfiloze
(15).
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Odkazy

QIAGEN udrzuje rozsdhlou aktudlni online databdzi védeckych publikaci, které
hodnoti produkty QIAGEN. Podrobné volby hled&ni umoznuji nalezeni
potfebnych ¢lankl, budto jednoduchym zaddnim kli¢ovych slov nebo
upfesnénim druhu aplikace, oboru vyzkumu, nédzvu, atd.

Uplny seznam literatury naleznete v databance "QIAGEN Reference Database'
na strdnce www.giagen.com/RefDB/search.asp nebo kontaktujte technicky
servis QIAGEN nebo Vaseho mistniho distributora.

Citovand literatura

1.

Cheson, B.D. et al. (2003) Revised recommendations of the international
working group for diagnosis, standardization of response criteria, treatment

outcomes, and reporting standards for therapeutic trials in acute myeloid
leukemia. J. Clin. Oncol. 21, 4642.

2. Estey, E. and Déhner, H. (2006) Acute myeloid leukemia. Lancet 368, 1894.

3. Grimwade D. (2001) The clinical significance of cytogenetic abnormalities in

9.

acute myeloid leukaemia. Best. Pract. Res. Clin. Haematol. 14, 497.

Schlenk, R.F. et al (2008) Mutations and treatment outcome in cytogenetically
normal acute myeloid leukemia. N. Engl. J. Med. 358, 1909.

. Wheatley, K. et al. (1999) A simple, robust, validated and highly predictive

index for the determination of risk-directed therapy in acute myeloid
leukaemia derived from the MRC AML 10 ftrial. United Kingdom Medical
Research Council's Adult and Childhood Leukaemia Working Parties. Br. J.
Haematol. 107, 69.

Freeman, S.D., Jovanovic, J.V., and Grimwade D. (2008) Development of
minimal residual disease-directed therapy in acute myeloid leukemia. Semin.
Oncol. 4, 388.

Sugiyama, H. (2001) Wilms' tumor gene WT1: its oncogenic function and
clinical application. Int. J. Hematol. 73, 177.

Liu-Yin, J.. et al. (2008) Predictive value of minimal residual disease (MRD)
monitoring by RQ-PCR in WT1 positive patients entered in the UK MRC AML-
15 Trial. Blood 112, 259.

Van Dijk J.P. et al. (2003) Abnormal WT1 expression in the CD34-negative
compartment in myelodysplastic bone marrow. Br. J. Haematol. 118, 1027.

10.Gabert, J. et al. (2003) Standardization and quality control studies of 'real-

time' quantitative reverse transcriptase polymerase chain reaction of fusion
gene transcripts for residual disease detection in leukemia — a Europe
Against Cancer program. Leukemia 17, 2318.

11.Beillard, E. et al. (2003) Evaluation of candidate control genes for diagnosis

and residual disease detection in leukemic patients using ‘real-time’
guantitative reverse-transcriptase polymerase chain reaction (RQ-PCR) - a
Europe against cancer program. Leukemia 17, 2474.

Pfirucka pro sadu ipsogen WT1 ProfileQuant 03/2015 39



12.van der Velden, V.H. et al. (2003) Detection of minimal residual disease in
hematologic malignancies by real-time quantitative PCR: principles,
approaches, and laboratory aspects. Leukemia 17, 1013.

13.Branford, S. et al. (2006) Rationale for the recommendations for
harmonizing current methodology for detecting BCR-ABL transcripts in
patients with chronic myeloid leukaemia. Leukemia 20, 1925.

14.Cilloni, D. et al., American Society of Hematology (ASH) Annual Meeting,
2007.

15.Cilloni D. et al., Real-time quantitative polymerase chain reaction detection
of minimal residual disease b standardized WTT assay to enhance risk
stratification in acute myeloid leukemia: a European LeukemiaNet Study. J

Clin Oncol 27, 5195.
Symboly
Na obalech a stitcich se mohou objevit nésledujici symboly:

I i <N> i
<N> Obsahuije reagencie pro <N> reakci

Pouzijte do

SN

IVD Prostfedky zdravotnické techniky pro in vitro diagnostiku

Katalogové ¢islo

Cislo $arze

MAT Cislo materidlu

GTIN Mezinérodni ¢&islo obchodni polozky GTIN
Teplotni rozmezi

Vyrobce

Dal$i informace viz ndvod k pouZiti

=l -

N

0 Pfirucka pro sadu ipsogen WT1 ProfileQuant 03/2015



m

1*N | eukemianet* European LeukemiaNet

uropean

m

Kontaktni informace

Pro technickou podporu a vice informaci navstivte centrum technické podpory
na adrese www.qgiagen.com/Support, volejte 00800-22-44-6000, kontaktujte
jedno z technickych servisnich oddéleni QIAGEN nebo nase mistni distributory
(viz posledni strdnka obalu nebo navstivie www.giagen.com).

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Informace o zplisobu objednévéani

Produkt Obsah Kat. &
ipsogen WT1 Pro 24 reakci: standardy genové 676923
ProfileQuant (24) kontroly ABL, genové standardy WT1

(exon1-2), priméry a smési sond ABL,
priméry a smési sond PPP-WT1

Rotor-Gene Q MDx — pro analyzu PCR v redlném ¢&ase
validované IVD v klinickych aplikacich

Platforma Rotor-Gene ~ Cyklova& PCR v redlném ¢ase a 9002032
Q MDx 5plex HRM analyzétor taveniny s vysokym

rozlisenim s 5 kandly (zeleny, Zluty,

oranzovy, ¢erveny, nachovy) plus kandl

HRM, laptop, software, pFislusenstvi,

1letd zaruka na dily a prdci, instalace a

Skoleni neni zahrnuto

Rotor-Gene Q MDx Real-time PCR cyklér a analyzator 9002033
5plex HRM System kFivek tani s vysokym rozlisenim (High

Resolution Melt - HRM) s 5 kandly

(zeleny, Zluty, oranZovy, &erveny,

purpurovy) plus HRM kandl, notebook

pocitaé, software, pfisludenstvi, roéni

zdruka na souddsti a servis véetné

instalace a $koleni

Aktudini licenéni informace a odmitnuti odpovédnosti specifickd pro vyrobek
jsou uvedeny v pfirué¢ce pro sadu QIAGEN nebo pfiruéce uzivatele. Manudly k
produktlim QIAGEN jsou dostupné na www.giagen.com nebo na pozdddni u
technického servisu QIAGEN nebo lokélniho distributora.
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Tato stranka byla tmysIné ponechdna prazdné
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Tento produkt je uréen pro diagnostické poutziti in vitro. Produkty ipsogen se nesmi déle proddvat, upravovat pro dalsi prodej nebo pouzivat k
vyrob& komerénich produktt bez pisemného souhlasu spole¢nosti QIAGEN.

Informace v tomto dokumentu se mohou zménit bez pfedchoziho ozndmeni. QIAGEN nepiebird zddnou odpovédnost za zadné chyby, kieré se
mohou v tomto dokumentu objevit. M4 se za to, Ze tento dokument je v dobé zvefejnéni Gplny a piesny. V zddném piipadé nebude QIAGEN
odpovidat za ndhodné, zvl&$tni, ndsobné nebo ndsledné $kody souvisejici s pouzivanim tohoto dokumentu nebo z ného vyplyvaiicich.

Produkty ipsogen maii zaruku na dodrZeni pro né stanovenych technickych parametrd. Vyluény zévazek QIAGEN a vyluény opravny prostfedek
zékaznika se omezuje na ndhradu vyrobkl zdarma v pfipadé, Ze se vyrobky nebudou chovat podle zaruky.

Ochranné zndmky: QIAGEN®, ipsogen®, ProfileQuant®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group); ABI PRISM®, Applied Biosystems®, FAM™, RNaseOUT™,
SuperScript®, SYBR®, TAMRA™ (Life Technologies Corporation); Agilent®, Bioanalyzer® (Agilent Technologies, Inc); Excel® (Microsoft Corporation);
LightCycler®, TagMan® (Roche Group).

Omezend licenéni smlouva
Pouzitim produktu vyjadfuje kupuijici nebo uzivatel sady ipsogen WT1 ProfileQuant souhlas s nésledujicimi podminkami:

1. Sada ipsogen WT1 ProfileQuant smi byt pouzivana vyhradné v souladu s PAruckou sady ipsogen WTT ProfileQuant a pouze s komponentami
obsazenymi v sadé. QIAGEN neposkytuje Z&ddnou licenci v rémci kteréhokoliv svého dugevniho vlastnictvi k pouZiti nebo k zaglenéni pfilozenych
komponent sady s komponenty, které nejsou zahrnuty v této soupravé, s vyjimkou pfipadli uvedenych v PiYruéce sady ipsogen WT1
ProfileQuant a dodate&nych protokolech dostupnych na www.giagen.com.

2.  QIAGEN neposkytuje zadnou jinou zaruku nez vyslovné stanovené licence v tom smyslu, Ze tato sada a/Nebo jeji pouZiti nenaruiuje prava
tietich stran.

3. Tato sada a jeji dily jsou licencovény k jednordzovému pouziti a nesmi se pouzivat opakované, pfepracovéna ani opakované proddvat.
4.  QIAGEN specificky odmité jakékoliv dalsi vyslovné nebo nepfimé licence s vyjimkou téch, které jsou uvedeny vyslovné.

5.  Kupujici a uzivatel této sady souhlasi s tim, Ze neposkytne a nepovoli nikomu jinému provadét zadné kroky, které by mohly vést nebo by
usnadnily jakékoliv shora zakézané ¢€innosti. QIAGEN mize zdkazy tohoto Omezeného licenéniho ujedndni prosadit u kazdého soudu a
vyzadovat Ghradu viech vysetfovacich a soudnich poplatkl, vé. poplatkll za advokéta, v rémci jakéhokoliv postupu k prosazeni tohoto
Omezeného licen&niho ujednani nebo jakychkoliv jinych prav dudevniho vlastnictvi vztahujicich se na tuto soupravu a/nebo jeji komponenty.

Pro aktualizovand licenéni ustanoveni viz www.giagen.com.
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