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Ugel pouzitia

Slprava ipsogen PML-RARA bcr1 Kit je ur€ena na kvantifikaciu fuznych transkriptov typu
PML-RARA bcrl vo vzorkach kostnej drene alebo periférnej krvi v podskupine pacientov s
akutnou myeloidnou leukémiou (acute myeloid leukemia, AML) s diagnostikovanou
cytomorfolégiou M3 a translokaciou t(15;17)(q22;9g21) s bodom zlomu do PML intrénu 6.
Ziskané vysledky sa pouzivaju ako pomdcka na monitorovanie u€innosti lieCby u pacientov
podstupujucich lie€bu a na nasledné monitorovanie minimalneho rezidualneho ochorenia
(minimal residual disease, MRD) na sledovanie relapsu ochorenia.

Suhrn a vysvetlenie

Transkripty fizneho génu (fusion gene, FG) PML-RARA, ktoré st molekularnym vysledkom
translokacie t(15;17)(g22;921), su spojené s vacsinou pripadov akutnej progranulocytovej
leukémie (acute progranulocytic leukemia, APL) (>90 %), osobitnou podskupinou AML s
cytomorfologiou M3, ktora predstavuje 10 — 15 % vSetkych pripadov AML. Vyvazena reciproéna
translokacia t(15;17) vedie k fuzii génu promyelocytovej leukémie (promyelocytic leukemia, PML)
s receptorom kyseliny retinovej alfa (retinoic acid receptor alpha, RARA) za vzniku fzneho
proteinu PML-RARA. Chiméricky protein PML-RARA je transkripény represor. Jeho expresia je
spojena so zhorSenou myeloidnou diferenciaciou v dosledku zvySenej afinity ku komplexu
nuklearneho represorového proteinu (nuclear repressor protein complex, NcoR), zmeny
chromatinovej Struktiry histén-deacetylazou (histone deacetylase, HDAC) a inhibicie
transkripcie. LieCba kyselinou all-trans retinovou (all-trans retinoic acid, ATRA) je v pripade APL
vysoko Uc¢inna a pdsobi ako diferenciacné Ccinidlo podporovanim uvolfiovania komplexu
NCoR/HDAC, ¢im obnovuje normalnu transkripciu.

Body zlomu RARA sa vzdy vyskytuji v introne 2. V zavislosti od polohy bodov zlomu v ramci
miesta PML, intrénu 6, exénu 6 a intrénu 3, mdéZu vzniknut prislusné podtypy transkriptu
PML-RARA oznacované ako dlhé (L alebo bcr1), variantné (V alebo bcr2) a kratke (S alebo
bcr3) (Obrazok 1). Tieto podtypy transkriptu predstavuju 55 %, 5 % a 40 % pripadov.
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Relativna frekvencia

Typ
PML (15922) RARA (17q21)
A S R R
berl (L) : [ I I ~55%
[ [ N\
1264 1335 1479 1737 405
ENF 903 ENR 962
ENP 942
(1690) " 439,  (485)
3 4 5 6 3
i [ | I I
ber2 (V) — ] I ~5%
1 | AN
1264 1335 1479 1737 405
ENF 906 ENR 962
ENP 942
(1642) (439)  (485)
3 3
ber3 (S) i' f'—l;z ~40%
1263 405 100 bp
=) Priamy primer <>
4mmm Reverzny primer ENF 205 ENP 949 ENR 962
O Préba (1198) (439) (485)

Obrazok 1. Schematicky diagram transkriptu PML-RARA FG pokrytého primermi EAC gPCR a
stpravou préb. Pre typ berl (L): ENFO03—-ENP942—ENR962. Pre typ bcr2 (V): ENF906-ENP942—
ENR962. Pre typ bcr3 (S): ENF905-ENP942—-ENR962.Cislo pod primermi a prébami odkazuje na ich
nukleotidovt polohu v normalnej transkripcii génov. Relativna frekvencia sa tyka podielu jednotlivych
typov transkriptov FG medzi variantmi PML-RARA.

Kombinovana lie€ba chemoterapiou na baze antracyklinov a ATRA je u APL velmi Uspesna,
poskytuje dlhotrvajuce remisie a pravdepodobné vylieCenie az u 70 % novodiagnostikovanych
pacientov. Relaps a nizka miera preZzitia sa vSak stale vyskytuji u 15 — 25 % pacientov. Detekcia
jedine€ného fuzneho génu PML-RARA pomocou konvencnej kvalitativnej reverznej transkripénej
polymerazovej retazovej reakcie (reverse transcription polymerase chain reaction, RT-PCR) sa
vo velkej miere pouziva na rychlu diagnostiku a predikciu odpovede na lieCbu. Tato technika ma

vSak nevyhody a jej citlivost’ je pomerne nizka.
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Kvantifikacia poc¢tu koépii PML-RARA pomocou kvantitativnej real-time PCR (real-time
quantitative PCR, gPCR) ma niekolko vyhod. Je to vysoko citliva a reprodukovatelna technika,
ktora umozfiuje aj hodnotenie kinetiky. Analyza prognostickej hodnoty dobre zavedeného
Standardizovaného protokolu gPCR (program EAC) u pacientov s APL pocas roznych faz liecby
preukdazala, Ze tento pristup je robustnou alternativou na hodnotenie MRD a Ze stratifikaciu rizika
relapsu je mozné stanovit na zaklade normalizovaného poctu koépii PML-RA. Pocas
postkonsolidacnej analyzy je pozitivny test qPCR silnym prediktorom nasledného
hematologického relapsu. Pocas udrziavacej lieCby a po ukonceni liecby je pozitivny test gPCR
spojeny s vySSim rizikom relapsu a kratSim prezitim. Stratifikacia rizika relapsu na zéklade
kvantifikacie po¢tu normalizovanych kopii (normalized copy number, NCN) PML-RARA rozdeluje
pacientov do 3 skupin: pacientov s vysokym rizikom relapsu, pacientov so strednym rizikom a
pacientov s nizkym rizikom relapsu (1). Monitorovanie PML-RARA prostrednictvom citlivej
detekcie transkriptu sa povazuje za neoddelitelnd sucast celkovej stratégie lieCby pri APL
(podrobnosti najdete v odkazoch 2 a 3), pri¢om typ a intenzita lie€by sa moduluju u pacientov s

roznymi rizikami relapsu po€as naslednych kontrol.

Standardizacia a validacia metody kvantifikacie MRD bola stanovend v multicentrickom
projekte uskutoénenom v ramci programu EAC a publikovana v roku 2003 (4, 5). Tato
technika je zakladom supravy ipsogen PML-RARA bcrl Kit.

Princip postupu

Technika qPCR umoznuje presnu kvantifikaciu produktov PCR pocas exponencialnej fazy
procesu amplifikacie PCR. Okrem toho udaje gPCR je mozné rychlo ziskat bez spracovania
po PCR, a to detekciou fluorescenénych signalov v realnom ¢ase pocas cyklovania PCR
al/alebo po fom, &im sa vyznamne znizuje riziko kontaminacie produktu PCR. V su¢asnosti
su k dispozicii 3 hlavné typy technik gPCR: analyza gPCR pomocou zeleného farbiva
SYBR® |, analyza qPCR pomocou hydrolyzaénych préb a analyza qPCR pomocou
hybridizaénych préb.

6 Priru¢ka k suprave ipsogen PML-RARA berl Kit  11/2017



Tento test vyuZiva princip hydrolyzy oligonukleotidu dvojitého farbiva gPCR. Po¢as PCR
priame a reverzné primery hybridizuju do Specifickej sekvencie. V rovnakej zmesi je
obsiahnuty oligonukleotid dvojitého farbiva. Tato préba, ktora sa sklada z oligonukleotidu
oznaceného farbivom 5° reportéra a za danym miestom farbivom 3‘ zhasadla, hybridizuje do
cielovej sekvencie v ramci produktu PCR. Analyza qPCR s hydrolyza&nymi prébami vyuziva
aktivitu exonukledzy 5'->3‘ polymerdzy DNA Thermus aquaticus (Taq). Ked je proba
nedotknuta, blizkost farbiva reportéra pri farbive zhaSadla spésobuje potlacenie
fluorescencie reportéra primarne prevodom energie Forsterovho typu.

Ak je pocas PCR pritomny ciel zaujmu, proba Specificky hybridizuje medzi miestami
priamych a reverznych primerov. Aktivita exonukleazy 5‘->3' polymerazy DNA Stiepi prébu
medzi reportéra a zhasadlo iba v pripade, ked préba hybridizuje na ciel. Fragmenty préby
sU potom z ciela vytlatené a polymerizacia vldakna pokracuje. 3‘ koniec préby je blokovany,
aby sa zabranilo predizeniu proby po&as PCR (Obrazok 2). Tento proces nastane v kazdom
cykle a nebude naruseny exponencialnou akumulaciou produktu.

ZvySenie fluorescenéného signalu je detegované iba v pripade, Ze ciefova sekvencia bude
komplementarna s prébou, a tym bude po¢as PCR amplifikovana. Pre tieto poziadavky sa
nedeteguje neSpecifickou amplifikaciou. Preto je zvySenie fluorescencie priamo Umerné
cielovej amplifikacii po¢as PCR.
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Obréazok 2. Princip reakcie. Celkova RNA sa reverzne transkribuje a generovana cDNA sa amplifikuje
pomocou PCR s vyuzitim péaru Specifickych primerov a Specifickej internej proby s dvojitym farbivom
(FAM™-TAMRA™). Préba sa viaze na amplikon po¢as kazdého korku hybridizacie PCR. Ked sa Taq
rozsiri z primerovej vazby k amplikonu, vytlaci 5° koniec préby, ktory sa potom degraduje aktivitou
exonukleazy 5'->3‘ polymerazy Taq DNA. Stiepenie pokraduje, pokial zostavajica proba amplikén
neroztavi. Tento proces uvolTiuje do roztoku fluérofor a zhasadlo, priestorovo ich oddeluje a vedie k
zvySeniu fluorescencie spésobenej FAM a poklesom fluorescencie pochadzajlicej z TAMRA.
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Dodavané materialy
Obsah supravy

ipsogen PML-RARA bcril Kit (24)
Katalogové cislo 672123
Pocet reakcii 24
Komponent Nazov Mnozstvo
ABL Control Gene Standard Dilution (Standardné ~ C1-ABL 50 ul
riedenie kontrolného génu ABL) (103 kdpii/5 pl) H
ABL Control Gene Standard Dilution (Standardné ~ C2-ABL 50 ul
riedenie kontrolného génu ABL) (10* kopii/5 pl) H
ABL Control Gene Standard Dilution (Standardné ~ C3-ABL 50 ul
riedenie kontrolného génu ABL) (10° képii/5 pl) H
PML-RARA bcrl Fusion Gene Standard F1-PML-RARA bcrl

Dilution (Standardné riedenie fazneho génu 50 ul
PML-RARA bcrl) (10* képii/5 pl)

PML-RARA bcrl Fusion Gene Standard F2-PML-RARA bcrl

Dilution (Standardné riedenie flzneho génu 50 ul
PML-RARA bcrl) (102 kopii/5 pl)

PML-RARA bcrl Fusion Gene Standard F3-PML-RARA bcrl

Dilution (Standardné riedenie flzneho génu 50 pl
PML-RARA bcrl) (1082 kopii/5 pl)

PML-RARA bcrl Fusion Gene Standard F4-PML-RARA berl

Dilution (Standardné riedenie fizneho génu 50 ul
PML-RARA bcrl) (10° képii/5 pl)

PML-RARA bcrl Fusion Gene Standard F5-PML-RARA bcrl

Dilution (Standardné riedenie flizneho génu 50 pl
PML-RARA bcrl) (108 kopii/5 pl)

Primers and Probe Mix ABL (ABL zmes PPC-ABL 25x 90 ul
primerov a préb)* H
Primers and Probe Mix PML-RARA bcrl PPF-PML-RARA

Fusion (Zmes primerov a préb fuzneho génu berl 25x 110
PML-RARA bcr1)t

Priru¢ka k suprave ipsogen PML-RARA bcrl Kit (angli¢tina) 1

* Zmes Specifickych reverznych a priamych primerov pre kontrolny gén ABL plus Specificka préba FAM-TAMRA.
T Zmes 3pecifickych reverznych a priamych primerov pre fizny gén PML-RARA bcrl plus Specificka proba FAM-TAMRA.

Poznamka: Pred pouzitim kratko odstredte $tandardné riedenia a zmesi primerov a proéb.
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Pozadované materialy, ktoré sa nedodavaju

Pocas prace s chemikaliami noste vzdy vhodny laboratérny plast, jednorazové rukavice
a ochranné okuliare. Viac informécii najdete na prisluSnych kartach bezpec€nostnych udajov
(KBU), ktoré st k dispozicii u dodavatela produktov.

Overte, Ci boli pristroje skontrolované a kalibrované podla odporucani vyrobcu.

Reagencie

® Voda PCR stupfa bez obsahu nukleazy

e Reagencie pre reverzni transkripciu: Validovanou reagenciou je Superscript® II
(alebo Superscript) Reverse Transcriptase, obsahuje 5x pufer prvého vldkna, 100 mM
DTT (Life Technologies, kat. €. 18064-022)

e Inhibitor RN&zy: Validovanou reagenciou je RNaseOUT™ (Life Technologies,
kat. €. 10777-019)

® Subor dNTP, stupen PCR
e Nahodny hexamér
e MgCl2

e Polymeraza pufra a Taq DNA: Validované reagencie st TagMan® Universal PCR
Master Mix (Master Mix PCR 2x) (Life Technologies, kat. €. 4304437) a LightCycler
TagMan Master (Master Mix PCR 5x) (Roche, kat. €. 04535286001)

Spotrebny material

e Sterilné Spi¢ky PCR pipiet bez obsahu nukledz odolné voci aerosélom s hydrofébnymi
filtrami

e 0,5 ml alebo 0,2 ml PCR skiimavky neobsahujice RNazu a DNazu

e [ad
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Zariadenie

Mikrolitrové pipety uréené na PCR (1 — 10 pl; 10 — 100 pl; 100 — 1000 pl)
Stolna odstredivka s rotorom pre reakéné skimavky s objemom 0,2 ml/0,5 ml

(s maximalnymi otd€kami 13 000/14 000 ot/min)

Pristroj na real-time PCR: Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM alebo iné pristroje Rotor
Gene Q, LightCycler 1.2, 2.0, alebo 480, ABI PRISM 7000, 7700 alebo 7900HT SDS,
Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System, alebo SmartCycler a slvisiaci
Specificky material

Tepelny cyklovac alebo vodny kupel (krok reverznej transkripcie)

Doplnkové reagencie

Sulprava ipsogen PML-RARA bcrl Controls Kit (kat. €. 672091) uréena iba na
vyskumné Ucely obsahujuca bunkové linie s negativnou, vysokou a nizkou pozitivhou
expresiou fuzneho génu PML-RARA bcrl na kvalitativne overenie extrakcie RNA a

reverznej transkripcie

Varovania a preventivne opatrenia

Na diagnostické pouZzitie in vitro

Pocas prace s chemikaliami noste vzdy vhodny laboratérny plast, jednorazové rukavice

a ochranné okuliare. Dalsie informacie najdete v prislusnych kartach bezpeé&nostnych

Gdajov (KBU). Tieto materidly sa k dispozicii online vo formate PDF na adrese

www.giagen.com/safety, kde mézete vyhladat, zobrazit a vytlagit KBU pre jednotlivé

supravy QIAGEN a ich sucasti.

Odpad vzoriek a testov likvidujte podla miestnych bezpeénostnych predpisov.
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VSeobecné bezpecnostné opatrenia

Pouzitie testov qPCR si vyZzaduje spravne laboratérne postupy vratane Gdrzby zariadeni, ktoré

su uréené pre molekularnu bioldgiu a su v sulade s platnymi predpismi a prisluSnymi normami.

Tato sUprava je uréena na diagnostické pouZzitie in vitro. Reagencie a pokyny dodavané v tejto
stprave boli validované pre optimalny vykon. DalSie riedenie reagencii alebo zmena inkubaénych
Casov a teplét moze viest' k chybnym alebo nezhodnym udajom. Ak su reagencie PPC a PPF
vystavené svetlu, mdZu sa zmenit. VSetky reagencie su pripravené na Specifické pouzitie s tymto
testom. Pre optimélny vykon testu by sa nemali robit’ Ziadne substitucie.

Ur¢ovanie urovne transkriptov pomocou qPCR si vyZzaduje reverznu transkripciu mRNA a
amplifikaciu cDNA vytvorenej pomocou PCR. Preto musi byt cely postup testu vykonany v
podmienkach bez RNazy/DNazy.

Budte mimoriadne opatrni, aby ste zabranili:
® kontaminacii RNazy/DNazy, ktora by mohla spdsobit degradaciu templatovej mRNA a
vytvorenej cDNA

e kontamindcii prenosom mRNA alebo PCR, ktora by mohla viest k falo$ne pozitivnemu signalu

Preto odporu¢ame nasledujuce.

® Pri vykonavani testu pouZivajte laboratérne vybavenie neobsahujice nukleazy (napr.
pipety, hroty pipiet, reakéné flasticky) a noste rukavice.

® Na vSetky pipetovacie kroky pouzivajte Cerstvé pipetové hroty odolné voci aerosélom,
aby sa zabranilo krizovej kontaminacii vzoriek a reagencii.

® Pripravte predbeznu zmes PCR master s prisluSnym materialom (pipety, hroty atd’.)
v prisluSnej oblasti, kde nie si zavedené Ziadne matrice DNA (cDNA, DNA, plazmid).
Sablénu pridajte do samostatnej z6ny (najlepsie v samostatnej miestnosti) so
Specifickym materidlom (pipety, hroty, atd.).

® So Standardnymi riedeniami (C1-3 a F1-5) manipulujte v samostatnej miestnosti.
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Skladovanie a manipulacia s reagenciami

Supravy sa dodavaju na suchom lade a po prijati sa musia skladovat pri teplote -30°C az -15 °C.

® Minimalizujte vystavenie zmesi primerov a préb (skimavky PPC a PPF) svetlu.

® Pred otvorenim skimavky jemne premiesajte a odstredte.

e VSetky komponenty sUpravy skladujte v pévodnych obaloch.

Tieto podmienky skladovania platia pre otvorené aj neotvorené komponenty. Komponenty

skladované za inych podmienok, ako je uvedené na Stitkoch, nemusia spravne fungovat a

mozu nepriaznivo ovplyvnit vysledky testu.

Datum exspiracie pre kazdu reagenciu je uvedeny na Stitkoch jednotlivych komponentov. Za
spravnych skladovacich podmienok si produkt zachova svoju vykonnost az do datumu
exspiracie, ktory je uvedeny na Stitku.

Neexistuju ziadne zjavné znaky naznacujlice nestabilitu tohto produktu. Pozitivhe a

negativne kontroly by sa vS§ak mali vykonavat st€asne s neznamymi skiSobnymi vzorkami.
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Postup

Priprava vzorky RNA

Priprava RNA zo vzoriek od pacientov (krv alebo kostna dref) musi byt vykonana overenym
postupom. Kvalita testu velmi zavisi od kvality vstupnej RNA. Preto pred analyzou
odporu¢ame vymedzit purifikovanui RNA elektroforézou na agarézovom* géli alebo pouzitim

Agilent® Bioanalyzer®.
Protokol: Odporuc¢ana standardizovana reverzna transkripcia EAC

Veci, ktoré je potrebné vykonat pred zacatim

® Pripravte dNTP, 10 mM kazdy. Skladujte pri teplote —20 °C v alikvétach.
® Pripravte nahodny hexamér, 100 pM. Skladujte pri teplote —20 °C v alikvotach.
® Pripravte MgClz, 50 mM. Skladujte pri teplote —20 °C v alikvétach.

Postup

1. Rozmrazte vSetky potrebné komponenty a poloZte ich na lad.

n

Inkubujte 1 pg RNA (1 — 4 pl) 10 minut pri teplote 70 °C a okamZite ju ochladte na lade
v priebehu 5 minat.

3. Kratko odstredujte (priblizne 10 sekund pri ota¢kach 10 000 ot/min), aby sa zozbierala

kvapalina v spodnej €asti skimavky. Potom drzte na lade.

4. Pripravte nasledujucu zmes RT podla poctu spracovavanych vzoriek (Tabulka 1).

* Pocas prace s chemikaliami noste vzdy vhodny laboratérny plast, jednorazové rukavice a ochranné okuliare.
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Tabulka 1. Priprava zmesi RT

Objem na Koneéna

Komponent vzorku (pl) koncentracia
Pufer prvého vlakna (dodavany s produktom

) 4 4,0 1x
Superscript 1| Reverse Transcriptase), 5x
MgClz (50 mM) 2,0 5 mM
dNTP (10 mM kazdy, musia byt vopred
pripravené a skladované pri teplote —20 °C 2,0 1mM
v alikvotach)
DTT (10Q mM, dodavané s pro_duktom 20 10 mM
Superscript 1| Reverse Transcriptase)
Inhibitor RNazy (40 U/pl) 0,5 1 U/l
Inhibitor RNazy (40 U/ul) 0,5 1 U/l
Nahodny hexamér (100 uM) 5,0 25 uM
Superscript Il alebo Superscript Reverse
Transcriptase (200 U/ul) U s
Zahrievana vzorka RNA (prida sa v kroku 5) 1,0-4,0 50 ng/ul
Voda PCR stupria bez obsahu nukleazy 00-30 _
(prida sa v kroku 5) ’ ’
Konec¢ny objem 20,0 -

5. Napipetujte 16 pl zmesi RT do kazdej skimavky PCR. Potom pridajte 1 — 4 pl (1 pg)
RNA (z kroku 3) a upravte objem na 20 ul vodou PCR stupna bez obsahu nukleazy
(pozri Tabulka 2).

Tabulka 2. Priprava reakcie reverznej transkripcie

Komponent Objem (ul)
Zmes RT 16
Zahrievana vzorka RNA (1 pg) 1-4
Voda PCR stupria bez obsahu nukleazy 0-3
Konecny objem 20
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6. Dobre premieSajte a kratko odstredujte (priblizne 10 sekind pri 10 000 ot/min), aby sa

zozbierala kvapalina v spodnej ¢asti skimavky.
7. Inkubuijte pri teplote 20 °C po dobu 10 minut.

8. Inkubuijte pri teplote 42 °C na tepelnom cyklovaci 45 minut, potom okamzite 3 minuty
pri teplote 99 °C.

9. 5 minut ochladzujte na lade (aby sa zastavila reakcia).

10. Kratko odstredujte (priblizne 10 sekudnd pri 10 000 ot/min), aby sa zozbierala kvapalina
v spodnej Casti skimavky. Potom drzte na lade.

11. Kone¢nu cDNA rozriedte 30 ul vody PCR stupna bez obsahu nukle4zy, aby bol
konecny objem 50 pl.

12. Vykonajte PCR podla nasledujucich protokolov v sulade s vaSim pristrojom na gPCR.
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Protokol: gPCR na pristrojoch Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM alebo
Rotor-Gene Q 5plex HRM so 72-skiimavkovym rotorom

Pri pouziti tohto pristroja sa odporuca vykonat vSetky merania dvakrat, ako je uvedené
v Tabulke 3.

Tabulka 3. Pocet reakcii pre pristroje Rotor-Gene Q so 72-skimavkovym rotorom

Vzorky Reakcie

S primermi ABL a zmesou préb (PPC-ABL)

n vzoriek cDNA n x 2 reakcie

ABL Standard 2 x 3 reakcie (3 zriedenia, kazdé

testované dvakrat)
Kontrola vody 2 reakcie
S primermi PML-RARA bcrl a zmesou prob (PPF-PML-RARA bcrl)
n vzoriek cDNA n x 2 reakcie

Standard PML-RARA 2 x 5 reakcii (5 zriedeni, kazdé
testované dvakrat)

Kontrola vody 2 reakcie

Spracovanie vzoriek inStrumentmi Rotor-Gene Q so 72-skimavkovym rotorom

V ramci jedného experimentu odporu¢ame testovat najmenej 8 vzoriek cDNA s ciefom

optimalizovat pouzivanie Standardov a primerov a zmesi préb.
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Obrazok 3. Navrhované nastavenie rotora pre jednotlivé experimenty s ipsogen PML-RARA

berl Kit.

F1-5: Standardy PML-RARA bcrl; C1 — 3: Standardy ABL; S: vzorka cDNA; H20: kontrola vody.

Poznamka: Vzorku, ktora sa ma testovat, vzdy umiestnite do polohy 1 rotora. Inak po¢as

kalibraéného kroku pristroj nevykona kalibraciu a ziskaju sa nespravne udaje o fluorescencii.

Vyplrite vSetky ostatné polohy prazdnymi skimavkami.
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gPCR na pristroje Rotor-Gene Q so 72-skimavkovym rotorom

Poznamka: Vykonajte vSetky kroky na lade.

Postup

1. Rozmrazte vSetky potrebné komponenty a poloZte ich na l'ad.

2. Pripravte nasledujucu zmes gPCR podla poctu vzoriek, ktoré by mali byt spracované.
VSetky koncentracie su pre kone¢ny objem reakcie.
Tabulka 4 opisuje schému pipetovania pre pripravu jednej zo zmesi reagencii,
vypocitanej tak, aby sa dosiahol kone¢ny reakény objem 25 ul. Predbezna zmes sa
méze pripravit podfa poctu reakcii s pouzitim rovnakej zmesi primerov a prob
(PPC-ABL alebo PPF-PML-RARA bcrl). Zahrnuté su aj dalSie objemy na kompenzaciu
chyby pipetovania.

Tabulka 4. Priprava zmesi qPCR

1 ABL: PML-RARA bcril:

reakcia 24+1 28 + 1 reakcii Koneéna
Komponent (u) reakcii (ul) (u) koncentracia
TagMan Universal
PCR Master Mix, 2x 12,5 3125 362,5 Ix
Primery a zmes
prob, 25x 1 25 29 1x
Voda PCR stupna
bez obsahu 6,5 162,5 188,5 -
nukleazy
Vzorka (ma byt 115 2
pridana v kroku 4) 2 Blede 5 i a
Celkovy objem 25 25 kazda 25 kazda -

Priru¢ka k stprave ipsogen PML-RARA bcrl Kit  11/2017 19



Dispenzujte 20 pl predbeznej zmesi qPCR na skimavku.

Pridajte 5 ul produktu RT (cDNA, ekvivalent 100 ng RNA) ziskaného z reverznej
transkripcie (pozri ,Protokol: Odporu¢ana Standardizovana reverzna transkripcia EAC*,

strana 14) do prislusnej skiimavky (celkovy objem 25 pl).
Opatrne premieSajte pipetovanim hore a dole.
Skumavky umiestnite do tepelného cyklovaca podla odporucani vyrobcu.

Naprogramuijte pristroj Rotor-Gene Q a program tepelného cyklovaca, ako je uvedené
v Tabulke 5.

Tabulka 5. Teplotny profil

Mode of analysis Kvantifikacia

(Rezim analyzy)

Hold (Vydrz) Teplota: 50 stup.
Cas: 2 min

Hold 2 (Vydrz 2) Teplota: 95 stup.
Cas: 10 min

Cycling (Cyklovanie) 50-krat
95 stup. na 15 s

60 stup. na 1 min so ziskanim fluorescencie FAM v
kanali zelenom: Jednotlivy

Program teplotného cyklovania spustite podla Tabulky 5.

V pripade pristrojov Rotor-Gene Q zvolte na analyzu moznost ,Slope Correct” (Sklon

spravny). Odporu¢ame nastavit prah na hodnotu 0,03.

20

Priru¢ka k suprave ipsogen PML-RARA berl Kit  11/2017



Protokol: gPCR na pristrojoch ABI PRISM 7000, 7700 a 7900HT
SDS, Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System a
LightCycler 480

Pri pouziti zariadenia gPCR s 96 jamkami sa odporuca vykonat v8etky merania dvakrat, ako
je uvedené v Tabulke 6.

Tabulka 6. Pocet reakcii pri pouziti zariadenia qPCR s 96 jamkami

Vzorky Reakcie

S primermi ABL a zmesou prob (PPC-ABL)

n vzoriek cDNA n x 2 reakcie

ABL Standard 2 x 3 reakcie (3 zriedenia, kazdé

testované dvakrat)
Kontrola vody 2 reakcie
S primermi PML-RARA bcrl a zmesou préb (PPF-PML-RARA bcrl)
n vzoriek cDNA n x 2 reakcie

Standard PML-RARA 2 x 5 reakcii (5 zriedeni, kazdé
testované dvakrat)

Kontrola vody 2 reakcie

Spracovanie vzoriek v pristrojoch ABI PRISM 7000, 7700 a 7900 SDS, Applied
Biosystems 7500 Real-Time PCR System a LightCycler 480

V ramci jedného experimentu odporu¢ame testovat najmenej 8 vzoriek cDNA s ciefom
optimalizovat pouzivanie Standardov a primerov a zmesi préb. Schéma dosticiek na obrazku
4 znazornuje priklad takéhoto experimentu.
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PPF PML-RARA ber <£>

Obrazok 4. Navrhované nastavenie dosticiek pre jeden experiment. S: vzorka cDNA; F1 — 5:
Standardy PML-RARA bcrl; C1 — 3: Standardy ABL; H,O: kontrola vody.

gPCR na pristrojoch ABI PRISM 7000, 7700 a 7900 SDS, Applied
Biosystems 7500 Real-Time PCR System a LightCycler 480

Poznamka: Vykonajte vSetky kroky na lade.

Postup

1. Rozmrazte vSetky potrebné komponenty a polozZte ich na l'ad.

2. Pripravte nasledujucu zmes gPCR podla poctu vzoriek, ktoré by mali byt spracované.
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VSetky koncentracie su pre kone€ny objem reakcie.

Tabulka 7 opisuje schému pipetovania pre pripravu jednej zo zmesi reagencii,
vypocitanej tak, aby sa dosiahol kone¢ny reakény objem 25 pl. Predbezné zmes sa
modze pripravit podla poctu reakcii s pouzitim rovnakej zmesi primerov a préb
(PPC-ABL alebo PPF-PML-RARA bcr1). Zahrnuté su aj dalSie objemy na kompenzaciu
chyby pipetovania.

Tabulka 7. Priprava zmesi qPCR

1 ABL: PML-RARA bcrl:

reakcia 24 +1 28 + 1 reakcii Konecna
Komponent () reakcii (ul) (ul) koncentracia
TagMan Universal
PCR Master Mix, 2x 12,5 3125 362.5 Ix
Primery a zmes
prob, 25x 1 25 29 1x
Voda PCR stupna
bez obsahu 6,5 162,5 188,5 -
nukleazy
Vzorka (ma byt < iz . 1z
pridana v kroku 4) 2 8 lEH 8 lEH B
Celkovy objem 25 25 kazda 25 kazda -

3. Dispenzuijte 20 pl predbeznej zmesi gPCR na jednu jamku.

4. Pridajte 5 pl produktu RT (cDNA, ekvivalent 100 ng RNA) ziskaného v reverznej
transkripcii (pozri ,Protokol: Odporu¢ana Standardizovana reverznd transkripcia EAC*,
strana 14) v prisluSnej jamke (celkovy objem 25 pl).

5. Opatrne premieSajte pipetovanim hore a dole.

6. Zatvorte platfiu a kratko odstredujte (300 x g, priblizne 10 sekdnd).

7. Plathu umiestnite do tepelného cyklovaca podla odporucani vyrobcu.
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Naprogramuijte tepelny cyklova& na program teplotného cyklovania, ako uvadza Tabulka 8
pre pristroje ABI PRISM 7000, 7700 a 7900HT SDS a Applied Biosystems 7500 Real-Time
PCR System alebo ako uvadza Tabulka 9 pre pristroj LightCycler 480.

Tabulka 8. Teplotny profil pre ABI PRISM 7000, 7700 a 7900HT SDS a Applied
Biosystems 7500 Real-Time PCR System

Mode of analysis
(Rezim analyzy)
Hold (Vydrz)
Hold 2 (Vydrz 2)

Cycling (Cyklovanie)

Standardna krivka — AbsolGtna kvantifikacia

Teplota: 50 °C

Cas: 2 minaty
Teplota: 95 °C

Cas: 10 minGt
50-krat

95 °C na 15 sekund

60 °C 1 minutu so ziskanim fluorescencie FAM;
zhasadlo: TAMRA

Tabulka 9. Teplotny profil pre pristroj LightCycler 480

Mode of analysis
(Rezim analyzy)

Detection formats
(Formaty detekcie)

Hold (Vydrz)

Hold 2 (Vydrz 2)

Cycling (Cyklovanie)

Absolutna kvantifikacia (,Abs Quant*)

V okne Formaty detekcie vyberte moznost
~Simple Probe” (Jednoducha préba)
Teplota: 50 °C

Cas: 2 minGty

Teplota: 95 °C

Cas: 10 minGt

50-krat

95 °C na 15 sekund

60 °C 1 minutu so ziskanim fluorescencie FAM,
6o zodpoveda (483-533 nm) pri LC verzii 01 a
(465-510 nm) pri LC verzii 02

24
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8. V pripade pristrojov ABI PRISM 7000, 7700 a 7900HT SDS a Applied Biosystems 7500
Real-Time PCR System pokracujte krokom 8a. V pripade pristroja LightCycler 480
pokracujte krokom 8b.

8a. ABI PRISM 7000, 7700 a 7900HT SDS a Applied Biosystems 7500 Real-Time
PCR System: Odporu¢ame nastavit’ prah na hodnotu 0,1, ako je opisané v
protokole EAC v kroku analyzy a zakladné hodnoty nastavit medzi cyklami 3 a 15.
Spustite program cyklovania podla udajov v Tabulke 8.

8b. LightCycler 480: Odporu€¢ame rezim analyzy Fit point s pozadim nastavenym na
hodnotu 2,0 a prahovou hodnotou 2,0. Program teplotného cyklovania spustite
podla Tabufky 9.

Protokol: gPCR na pristrojoch LightCycler 1.2 a 2.0

Odporu¢ame merat vzorky dvakrat pomocou kapilarnych nastrojov a kontrolovat' ich len raz,
ako je uvedené v Tabulke 10.

Tabulka 10. Pocet reakcii pre pristroje LightCycler 1.2 a 2.0

Vzorky Reakcie

S primermi ABL a zmesou préb (PPC-ABL)

n vzoriek cDNA n x 2 reakcie

ABL Standard 1 x 3 reakcie (3 Standardné

zriedenia, kazdé testované raz)
Kontrola vody 1 reakcia
S primermi PML-RARA bcrl a zmesou prob (PPF-PML-RARA bcrl)
n vzoriek cDNA n x 2 reakcie

Standard PML-RARA 1 x 5 reakcii (5 Standardnych
zriedeni, kazdé testované raz)

Kontrola vody 1 reakcia
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Spracovanie vzoriek na pristrojoch LightCycler 1.2 a 2.0

V ramci jedného experimentu odporuCame testovat najmenej 5 vzoriek cDNA na
optimalizovanie pouzivania Standardov a primerov a zmesi préb. Kapilarna schéma na
obréazku 5 znazorfiuje priklad experimentu.

H,0 S1 s1

Obréazok 5. Navrhované nastavenie rotora pre jednotlivé experimenty s ipsogen PML-RARA bcr1 Kit.
F1-5: Standardy PML-RARA bcrl; C1 — 3: Standardy ABL; S: neznama vzorka DNA uréené na
analyzu; H20: kontrola vody.

gPCR na pristrojoch LightCycler 1.2 a 2.0

Poznamka: Pre osobitné technologické poziadavky sa musia experimenty na pristroji
LightCycler vykonavat s pouzitim Specifickych reagencii. Odpori¢ame pouzit' LightCycler
TaqMan Master a pri priprave Master Mix 5x postupovat podla odporuc€ani vyrobcu.

Poznamka: Vykonajte vSetky kroky na lade.
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Postup

1. Rozmrazte vSetky potrebné komponenty a polozte ich na lad.
2. Pripravte nasledujicu zmes qPCR podla poctu vzoriek, ktoré by mali byt spracované.
VSetky koncentracie su pre kone€ny objem reakcie.

Tabulka 11 opisuje schému pipetovania pre pripravu jednej zo zmesi reagencii,
vypocitanej tak, aby sa dosiahol kone¢ny reakény objem 20 pl. Predbezna zmes sa
mé&ze pripravit podla poctu reakcii s pouzitim rovnakej zmesi primerov a prob
(PPC-ABL alebo PPF-PML-RARA bcr1). Zahrnuté su aj dalSie objemy na kompenzaciu
chyby pipetovania.

Taburlka 11. Priprava zmesi qPCR

1 ABL: PML-RARA bcrl:

reakcia 14+1 16 + 1 reakcii Konecna
Komponent (uh reakcii (ul) (uh koncentracia
Cerstvo pripravena
hlavn4 zmes
LightCycler TagMan 4.0 60,0 68,0 Ix
Master Mix, 5x
Primery a zmes 0,8 12,0 13,6 1x
préb, 25x
Voda PCR stupna
bez obsahu 10,2 153,0 173,4 -
nukleazy
Vzorka (ma byt 1 1
pridana v kroku 4) 2 Blede Blede a
Celkovy objem 20 20 kazda 20 kazda -

3. Dispenzujte 15 pl predbeznej zmesi gPCR na kapilaru.

4. Pridajte 5 pl produktu RT (cDNA, ekvivalent 100 ng RNA) ziskaného z reverznej
transkripcie (pozri ,Protokol: Odporu¢ana Standardizovana reverzna transkripcia EAC*,
strana 14) do prislusnej skiimavky (celkovy objem 20 pl).

5. Opatrne premieSajte pipetovanim hore a dole.
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6. Vlozte kapilary do adaptérov dodanych s pristrojom a kratko odstredte (700 x g,
priblizne 10 sekdnd).

7. Vlozte kapilary do tepelného cyklovaca podla odporucani vyrobcu.

8. Naprogramuijte pristroje LightCycler 1.2 alebo 2.0 programom tepelného cyklovania,
ako uvédza Tabulka 12.

Tabulka 12. Teplotny profil

Mode of analysis Kvantifikacia

(Rezim analyzy)

Hold (Vydrz) Teplota: 95 °C
Cas: 10 minat
Sklon: 20

Cycling (Cyklovanie) 50-krat
95 °C na 10 sekund; sklon: 20
60 °C 1 minutu; sklon: 20; so ziskanim fluorescencie
FAM: Jednotlivy

Hold 2 (Vydrz 2) 45 °C 1 minatu; sklon: 20

9. V pripade pristroja LightCycler 1.2 pokracujte krokom 9a. V pripade pristroja
LightCycler 2.0 pokragujte krokom 9b.

9a. LightCycler 1.2: Odporuca sa F1/F2 a rezim ,2nd derivative analysis® (analyza
zaloZena na 2. derivacii). Program teplotného cyklovania spustite podia Tabulky 12.

9b. LightCycler 2.0: Odporu€¢ame pouzit Automatizovanu (F’max) analyzu na pristroji
LightCycler 2.0 s verziu softvéru 4.0 na ziskanie reprodukovatelnych vysledkov.

Program teplotného cyklovania spustite podfa Tabulky 12.
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Protokol: gPCR na pristroji SmartCycler

Odporucame merat vzorky pomocou tohto pristroja dvakrat a kontrolovat' ich len raz, ako je
uvedené v Tabulke 13.

Tabulka 13. Pocet reakcii pre pristroj SmartCycler

Vzorky Reakcie

S primermi ABL a zmesou prob (PPC-ABL)

n vzoriek cDNA n x 2 reakcie

ABL Standard 1 x 3 reakcie (3 Standardné

zriedenia, kazdé testované raz)
Kontrola vody 1 reakcia
S primermi PML-RARA bcrl a zmesou préb (PPF-PML-RARA bcrl)
n vzoriek cDNA n x 2 reakcie

Standard PML-RARA 1 x 5 reakcii (5 Standardnych
zriedeni, kazdé testované raz)

Kontrola vody 1 reakcia

Spracovanie vzoriek na pristroji SmartCycler

V ramci jedného experimentu odporu€ame testovat najmenej 5 vzoriek cDNA na
optimalizovanie pouzivania Standardov a primerov a zmesi prob. Dvojblokova schéma na
obrazku 6 znazornuje priklad.
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@0099 VSetky testy v tomto prvom
bloku su vykonané pomocou
PPC-ABL.

°°@°°®°° VSetky testy v tomto druhom
bloku st vykonané pomocou
eeeeoeee PPF-PML-RARA borl.

Obrazok 6. Navrhované nastavenie dosticiek pre jeden experiment. S: vzorka cDNA; F1 - 5:
Standardy PML-RARA bcrl; C1 — 3: Standardy ABL; H20: kontrola vody.

gPCR na pristroji SmartCycler

Poznamka: Vykonajte vSetky kroky na lade.

Postup

1. Rozmrazte vSetky potrebné komponenty a polozte ich na lad.

2. Pripravte nasledujucu zmes qPCR podla poctu vzoriek, ktoré by mali byt spracované.
VSetky koncentracie su pre kone€ny objem reakcie.
Tabulka 14 opisuje schému pipetovania pre pripravu jednej zo zmesi reagencii,
vypocitanej tak, aby sa dosiahol kone¢ny reakény objem 25 pl. Predbezna zmes sa
modze pripravit podla poctu reakcii s pouzitim rovnakej zmesi primerov a préb
(PPC-ABL alebo PPF-PML-RARA bcrl). Zahrnuté su aj dalSie objemy na kompenzaciu
chyby pipetovania.
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Tabulka 14. Priprava zmesi gPCR

1 ABL: PML-RARA bcrl:

reakcia 14+1 16 + 1 reakcii Konecna
Komponent (ul) reakcii (ul) (ul) koncentracia
TagMan Universal
PCR Master Mix, 2x 12,5 187.5 2125 Ix
Primery a zmes
prob, 25x 1 15 17 1x
Voda PCR stupna 6.5 975 1105 _
bez obsahu nukleazy ! ’ !
Vzorka (ma byt < iz . 1z
pridana v kroku 4) 2 Sl Sl B
Celkovy objem 25 25 kazda 25 kazda -

3. Dispenzuijte 20 pl predbeznej zmesi gPCR na jednu jamku.

4. Pridajte 5 pl produktu RT (cDNA, ekvivalent 100 ng RNA) ziskaného z reverznej

transkripcie (pozri ,Protokol: Odporu¢ana Standardizovana reverzna transkripcia EAC*,

strana 14) do prislusnej skiimavky (celkovy objem 25 pl).

5. Opatrne premieSajte pipetovanim hore a dole.

6. Vlozte vzorky do tepelného cyklovada podla odporucani vyrobcu.

7. Naprogramujte pristroj SmartCycler a program tepelného cyklovaca, ako je uvedené v

Tabulke 15.
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Tabulka 15. Teplotny profil

Hold (Vydrz) Teplota 50 °C
Cas: 2 minaty
Hold 2 (vydrz 2) Teplota: 95 °C

Cas: 10 minGt
Cycling (Cyklovanie) 50-krat
95 °C na 15 sekund
60 °C 1 mindtu so ziskanim: Jednotlivy

8. Odporu¢ame prah nastaveny na hodnotu 30. Program teplotného cyklovania spustite
podla Tabufky 15.

32 Priru¢ka k suprave ipsogen PML-RARA berl Kit  11/2017



Interpretacia vysledkov

Princip analyzy udajov

Pri pouziti technologie TagMan sa pocet cyklov PCR potrebnych na detekciu signalu nad
prahovou hodnotou nazyva prahovy cyklus (Ct) a je priamo Umerny mnoZstvu pritomnej

cielovej latky na zaciatku reakcie.

Pomocou $tandardov so znamym poctom molekul mézeme vytvorit Standardnu krivku a urcit
presné mnozstvo pritomnej cielovej latky v testovanej vzorky. Standardné krivky ipsogen s
zalozené na plazmidoch a pouzivaju 3 plazmidové Standardné riedenia pre kontrolny gén
ABL (control gene, CG) a 5 Standardnych riedeni pre fazny gén (PML-RARA bcrl), aby boli
zabezpecené presné Standardné krivky. Obrazky 7 a 8 zobrazuju priklad amplifikaCnych
kriviek TagMan ziskanych pomocou supravy ipsogen PML-RARA bcrl Kit.

Amelification Curves -
® ABL10° ey
0 ABL 104 %

m ABL105
= j /
g /
8 /
o i ﬁ_(':‘____._ pa— A -
\ N
PR o=

Obrazok 7. Detekcia Standardov ABL (C1, C2, C3). 103, 10* a 10° képii/5 pl.
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PML-RARA berl 102
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Flusrescence (483533)

Cycles

Obréazok 8. Detekcia Standardov PML-RARA bcrl (F1 — F5). 10%, 102, 108, 10° a 10° képii/5 pl.

Vysledky

Standardna krivka a kritéria kvality

Nespracované Udaje mozno vloZit do stboru Excel® na analyzu.

Pre kazdy gén (ABL a PML-RARA) sa nespracované hodnoty Cr ziskané z rozriedenia
plazmidovych Standardov vyznacuju podla logaritmu poctu képii (3, 4 a 5 pre C1, C2 a C3;
1, 2, 3,5 a6 pre F1, F2, F3, F4 a F5). Obrazok 9 znazoriuje priklad teoretickej krivky
vypocitanej z 5 Standardnych zriedeni.
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Obrazok 9. Teoreticka krivka vypocitana z 5 Standardnych zriedeni. Krivka linearnej regresie

(y = ax + b) sa vypocita pre kazdy gén (ABL a PML-RARA), pri ktorom je a sklon priamky a b je
priesec¢nik s osou y, ktora je stradnicou bodu y, v ktorom priamka pretina os y. Jej rovnica a koeficient
stanovenia (R?) sa vytlacia na grafe.

KedZe Standardy predstavuju desatnasobné zriedenia, teoreticky sklon krivky je —3,3. Sklon
od —3,0 do -3,9 je akceptovatelny, pokial je R2 > 0,95 (6). Pre presné vysledky je vSak
Ziadica hodnota R2 > 0,98 (7).

Normalizovany pocet képii (Normalized copy number, NCN)

Na transformovanie nespracovanych hodnét Cr (ziskanych pomocou PPC-ABL) pre nezname

vzorky na pocet kopii ABL (ABLcn) je potrebné pouzit rovnicu Standardnej krivky ABL.

Na transformovanie nespracovanych hodnét Cr (ziskanych pomocou PPPF-PML-RARA)
pre nezname vzorky na pocet kopii PML-RARA (PML-RARAcn) je potrebné pouzit rovnicu
Standardnej krivky PML-RARA.

Pomer tychto hodnét vyjadrujucich pocet képii CN predstavuje normalizovany pocet kopii
(Normalized Copy Number, NCN):
PML-RARAcN

NCN =
ABLcn
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Hodnota MRD

Hodnota minimalneho zvySkového ochorenia (Minimal Residual Disease, MRD) predstavuje
pomer medzi normalizovanou expresiou fuzneho génu z hladiska kontrolného génu pri
naslednej kontrole (FGcen/CGen)rup a v diagnostickych vzorkach (FGen/CGen)px.
(FGen/CGen)rup

Hodnota MRD (MRDv) =
(FGen/CGen)ox

Citlivost

Citlivost (SENSv) sa vypocita podla relativnej expresie fuzneho génu FG pri diagnéze
(FGcen/CGen)px a expresie CG (CGen,rup) VO vzorke néslednej kontroly.

CGcn,bx

Citlivost (SENSv) =
CGcen,rup X FGen,bx

Kontrola kvality z hodndét ABL

Slaba kvalita RNA alebo problémy pocas krokov qPCR vedu k nizkemu poctu ABLcn.
Odporu¢ame odmietnut vysledky zo vzoriek s hodnotou ABLcn < 1318 (nizSia hodnota 95 %
Cl zo vzoriek pacientov v Studii EAC, referencia 5).

Reprodukovatelnost medzi replikatmi

Variacia hodnét Ct medzi replikatmi by mala byt <2, o zodpoveda 4-nasobnej zmene
hodnét poctu kopii.

Variacia hodndét Cr medzi replikatmi je vo vSeobecnosti < 1,5, ak je stredna hodnota Cr
replikatov < 36 (6).

Poznamka: Kazdy pouzivatel by si mal merat svoju vlastnu reprodukovatelnost vo svojom
laboratériu.

Kontroly vody

Negativne kontroly musia mat nulovy pocet kopii.

Pozitivna kontrola vody vyplyva z krizovej kontaminacie. RieSenie najdete v Casti
~Sprievodca rieSenim problémov” uvedenej dale;j.
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Sprievodca rieSenim problémov

Tento sprievodca rieSenim problémov moéze byt uzitoény pri rieSeni akychkolvek problémov,
ktoré mozu nastat. DalSie informécie ziskate od koordinatora klinickych skasani alebo na

webovej stranke www.giagen.com.

Komentare a navrhy

Negativny vysledok pre kontrolny gén (ABL) a PML-RARA bcrl vo vSetkych
vzorkach — Standard je v poriadku

a) Slaba kvalita RNA Pred zaciatkom vzdy skontrolujte kvalitu a koncentraciu
RNA.

Subezne spustte pozitivnu kontrolu bunkovej linie RNA
(ipsogen PML-RARA bcrl Controls Kit, kat. €. 672091%).

b) Zlyhanie kroku reverznej Pred zaciatkom vZdy skontrolujte kvalitu a koncentraciu
transkripcie RNA.

Subezne spustte pozitivnu kontrolu bunkovej linie RNA
(ipsogen PML-RARA bcrl Controls Kit, kat. €. 672091%*).

Negativny vysledok pre kontrolny gén (ABL) vo vzorkach — Standard je v poriadku

a) Slaba kvalita RNA Pred zaciatkom vzdy skontrolujte kvalitu a koncentraciu
RNA.

Subezne spustte pozitivnu kontrolu bunkovej linie RNA
(ipsogen PML-RARA bcrl Controls Kit, kat. €. 672091%).

b) Zlyhanie kroku reverznej Pred zaciatkom vzdy skontrolujte kvalitu a koncentraciu
transkripcie RNA.

Subezne spustte pozitivnu kontrolu bunkovej linie RNA
(ipsogen PML-RARA bcrl Controls Kit, kat. €. 672091%).

Standardny signal negativny
a) Chyba pipetovania Skontrolujte schému pipetovania a nastavenie reakcie.

Zopakujte cyklus PCR.
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Komentare a navrhy

b) Nespravne skladovanie
komponentov sUpravy

Negativne kontroly su pozitivhe

Krizova kontaminacia

Supravu ipsogen PML-RARA bcrl Kit skladuijte pri teplote
od —15 do —30 °C a zmesi primerov a préb (PPC a PPF)
uchovavajte chranené pred svetlom. Pozrite si Cast
~Skladovanie a manipulacia s reagenciami* na strane 13.

Vyhnite sa opakovanému zmrazeniu a roztapaniu.

Alikvotné reagencie na skladovanie.

Vymerite vSetky kritické reagencie.

Experiment opakujte s novymi alikvétmi vSetkych
reagencii.

So vzorkami, komponentmi slpravy a spotrebnym
materidlom vzdy zaobchadzajte v sulade so vSeobecne
uznavanymi postupmi, aby ste zabranili kontaminacii pri
prenose.

Ziaden signal, ani pri Standardnych kontrolach

a) Chyba pipetovania alebo
vynechanie reagencii

b) Inhibi¢né ucinky materialu
vzorky spdsobené
nedostatocnou purifikaciou

¢) LightCycler: Bol zvoleny
nespravny detekény kanal

d) LightCycler: Nie je
naprogramovana Ziadna
akvizicia tdajov

Skontrolujte schému pipetovania a nastavenie reakcie.
Zopakujte cyklus PCR.
Zopakujte pripravu RNA.

Nastavte nastavenie kanalov na F1/F2 alebo
530 nm/640 nm.

Skontrolujte programy cyklov.

Vyberte rezim akvizicie ,single* (jednotlivy) na konci
kazdého segmentu hybridizacie primerov programu PCR.

Chybajuci alebo slaby signal vo vzorkach, ale Standardné kontroly su v poriadku

a) Slaba kvalita RNA alebo
nizka koncentracia

Pred zaciatkom vzdy skontrolujte kvalitu a koncentraciu
RNA.

SubezZne spustte pozitivnu kontrolu bunkovej linie RNA
(ipsogen PML-RARA bcrl Controls Kit, kat. €. 672091%).
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Komentare a navrhy

b) Zlyhanie kroku reverznej Pred zaciatkom vzdy skontrolujte kvalitu a koncentraciu
transkripcie RNA.

Subezne spustte pozitivnu kontrolu bunkovej linie RNA
(ipsogen PML-RARA bcrl Controls Kit, kat. €. 672091%).

Intenzita fluorescencie je prilis nizka

a) Nespravne skladovanie Supravu ipsogen PML-RARA bcrl Kit skladujte pri teplote
komponentov sUpravy od —15 do —30 °C a zmesi primerov a préb (PPC a PPF)
uchovavajte chranené pred svetlom. Pozrite si Cast

~Skladovanie a manipulacia s reagenciami“ na strane 13.

Vyhnite sa opakovanému zmrazeniu a roztapaniu.
Alikvotné reagencie na skladovanie.
b) Velmi malé pocCiatocné ZvySte mnozstvo vzoriek RNA.
mnozstvo cielovej RNA Poznamka: V zavislosti od zvolenej metddy pripravy
RNA sa mézu vyskytnut inhibiéné ucinky.
LightCycler: Intenzita fluorescencie sa liSi

a) Chyba pipetovania Variabilitu spésobena tzv. ,chybou pipetovania“ je
mozné znizit analyzou udajov v rezime F1/F2 alebo
530 nm/640 nm.

b) Nedostato¢né odstredenie  Pripravena zmes PCR modze byt eSte vzdy v hornej

kapilar nadobe kapilary, alebo méze byt v kapilarnom hrote
zachytena vzduchova bublina.

Kapilary naplnené reakénou zmesou vzdy odstredte,

ako je to opisané v osobithom navode na obsluhu
pristroja.

¢) Vonkajsi povrch kapilarneho  Pri manipulacii s kapilarami vzdy noste rukavice.
hrotu je znecisteny
LightCycler: Chyba Standardnej krivky

Chyba pipetovania Variabilitu spésobend tzv. ,chybou pipetovania“ je
mozné znizit analyzou udajov v rezime F1/F2 alebo
530 nm/640 nm.
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*Poznamka: Suprava ipsogen PML-RARA bcrl Controls Kit, kat. €. 672091, je ur€ena len
na vyskumné Géely. Nie je uréena na diagnostické postupy. Ziadne tvrdenie ani vyhlasenie
nie su uréené na poskytnutie informacii o diagnostike, prevencii alebo lie€be ochorenia.

Kontrola kvality

Kontrola kvality celej stupravy bola vykonana na pristroji LightCycler 480. Tato sUprava je
vyrobena v sulade s normou ISO 13485:2003. OsvedCenia o analyze su k dispozicii na
pozZiadanie na stranke www.giagen.com/support/.

Obmedzenia

Pred pouzitim tohto zariadenia musia byt pouzivatelia zaskoleni a oboznameni s touto
technolégiou. Tato suprava by sa mala pouzivat podla pokynov uvedenych v tejto prirucke
v kombinacii s overenym pristrojom uvedenym v ,Pozadované materialy, ktoré sa

e

nedodavaju”, strana 10.

V3etky ziskané diagnostické vysledky sa musia interpretovat v spojeni s inymi klinickymi alebo
laboratérnymi nalezmi. Pouzivatel je zodpovedny za overenie vykonu systému pre vSetky
postupy pouzivané v jeho laboratériu, na ktoré sa nevztahuju studie vykonnosti QIAGEN.

Pozornost by sa mala venovat datumom exspiracie vytlatenym na Skatuli a Stitkoch

vSetkych komponentov. NepouZivajte exspirované komponenty.

Poznamka: Tato slUprava bola navrhnuta v sulade so Stadiami programu ,Eurdpa proti
rakovine” (Europe Against Cancer, EAC) (4,5). Mala by sa pouzivat podla pokynov
uvedenych v tejto prirucke v kombinacii s validovanymi reagenciami a pristrojmi. PouZivanie
tohto produktu spbésobom, ktory nie je v sulade s priruc¢kou, a/alebo modifikacia

komponentov rusi zodpovednost' spolocnosti QIAGEN.
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Charakteristiky ucinnosti
Neklinické Stadie

Materidly a metody

Hodnotenie ucinnosti bolo vykonané na pristroji ABI PRISM 7700 SDS v kombinacii s
reagenciami uvedenymi v ¢asti ,Pozadované materialy, ktoré sa nedodavaju“ na strane 10.
Studie rovnocennosti potvrdili jej pouZitie na nasledujicich pristrojoch: ABI PRISM 7000
a 7900HT SDS, LightCycler 1.2 a 480, Rotor-Gene 3000 a SmartCycler.

Vykonali sa neklinické Studie s ciefom stanovit analytickd vykonnost supravy ipsogen PML-
RARA bcrl Kit. Tieto neklinické laboratérne Studie boli vykonané na celej RNA z bunkovej
linie NB4 zriedenej v stalom kone¢nom mnozstve celkovej RNA bunkovej linie MV4-11.

Na uréenie opakovatelnosti testu bolo analyzovanych 5 réznych koncentracii celkovej RNA
linie NB4 (5 ng, 500 pg, 50 pg, 5 pg a 0,5 pg) zriedenej v celkovej RNA linie MV4-11 v stdlom
kone¢nom celkovom mnozZstve 200 ng v 5 replikatoch na cyklus a v 4 réznych cykloch.
Vzorky s hmotnostou 5 pg a 0,5 pg NB4 RNA v MV4-11 RNA boli prili§ malé na to, aby
poskytli vysledky (Obrazok 10).

B NB42.5x107 Th
10°-1

ARn

O NB42.5x10°

O NB425x10* =z ==

f

5
I . -
10°-3 E=2
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Cycle

Obrazok 10. Amplifikacia vytvara krivku zriedeni 2,5 x 102 (5 ng), 2,5 x 102 (0,5 ng) a 2,5 x 10*
(0,05 ng) celkovej RNA linie NB4 v celkovej RNA negativnej na liniu MV4-11.
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Analytické udaje

V tabulkach 16 — 19 s uvedené medzilaboratdrne testy so strednym prahovym cyklom (Cr),

Standardnou odchylkou (standard deviation, SD), po¢tom vzoriek (n), koeficientom variacie

(coefficient of variation, CV), strednym poctom kopii (copy number, CN) a strednym

normalizovanym poc¢tom kopii (normalized copy number, NCN).

Tabulka 16. Medzilaboratorny a vnutrolaboratérny test — bunkové linie PML-RARA a ABL

Medzilaboratérny test

Vnatrolaboratorny

test
ﬁﬁir;kova Zriedenie ?Tredné Sb n CV (%) Strc(:esny 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
Tabulka 17. Medzilaboratérny test — plazmidy
Gén Plazmid Stredné Cr SD n CV (%)
F1 (10! kopii) 35,95 0,29 8 0,79
F2 (102 kopif) 32,25 0,59 8 1,84
PML-RARA  F3 (108 kpii) 28,71 0,55 8 1,90
F4 (10° kopif) 22,14 0,49 7 2,23
F5 (10° kopif) 18,64 0,72 8 3,84
C1 (10° kopif) 28,85 0,76 7 2,62
ABL C2 (10* kopii) 25,25 0,71 8 2,82
C3 (10° kopif) 21,74 0,81 8 3,74
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Tabul'ka 18. Medzilaboratérny test — bunkové linie PML-RARA bcrl a ABL (stredny CN)

Bunkova
linia Zriedenie Stredny CN SD n CV (%)
2,5x 102
583,95 149,19 20 25,55
(5 ng/200 ug)
PML- 2,5x10°
RARA 44,98 12,25 20 27,23
berl (0,5 ng/200 ng)
2,5x 10*
4,91 1,55 19 31,52
(0,05 ng/200 ng)
ABL - 35171,47 22 448,3 99 63,83

Tabulka 19. Medzilaboratérny test — bunkova linia PML-RARA bcrl (stredny NCN)

Bunkova
linia Zriedenie Stredny NCN* SD n CV (%)
2,5x 1072
2714 150,00 20 55,56
(5 ng/200 pg)
PML- 2,5x 103
RARA 15,35 8,12 20 52,87
berl (0,5 ng/200 ng)
2,5x10*
1,66 0,91 18 55,14
(0,05 ng/200 ng)

PML-RARA bcrlen

ABLoy x 10 000

* |ba pre vysledky tychto Stadii je NCN uvedeny ako

Klinické Studie

Hodnotenie ucinnosti bolo vykonané na pristroji ABI PRISM 7700 SDS v kombinacii s

reagenciami uvedenymi v Casti ,Pozadované materidly, ktoré sa nedodavaji“ na strane 10.

Studie rovnocennosti potvrdili jej pouZitie na nasledujicich pristrojoch: ABI PRISM 7000

a 7900HT SDS, LightCycler 1.2 a 480, Rotor-Gene 3000 a SmartCycler.

Priru¢ka k stprave ipsogen PML-RARA bcrl Kit  11/2017

43




Skupina 26 laboratérii v 10 eurépskych Statoch, ktoré su zoskupené v programe EAC,
zosuladila svoj postup a pouzila plazmidy dodané spolo¢nostou ipsogen na vytvorenie
Standardizovaného protokolu analyzy qPCR hlavnych faznych génov spojenych s leukémiou
v klinickom prostredi. Jednym z fznych génov (fusion genes, FG) zahrnutych do tejto Stadie
bol transkript PML-RARA bcrl. Predkladame vam zhrnutie tejto overovacej Studie, jej Uplné

vysledky uz boli zverejnené v roku 2003 (4, 5).

Medzilaboratérna reprodukovatelnost pre Standardy plazmidov CG a FG

Celkovo 11 laboratérii urobilo experiment medzilaboratérnej reprodukovatelnosti na
zhodnotenie variability merania Standardnych riedeni plazmidov CG a FG. Riedenia boli v
kazdom zariadeni vykonané dvakrat. Tabulka 20 uvadza priemer, Standardnd odchylku a

CV (%) pre jednotlivé riedenia.

Tabulka 20. Medzilaboratérna reprodukovatelnost’ pre Standardy plazmidov CG a FG

Gén Zriedenie Stredna Cr SD CV (%)
Cc1 29,26 0,69 2,31

Kontrolny gén

ABL (674 25,79 0,65 2,53
Cc3 22,40 0,61 2,70
F1 35,84 0,79 2,21
F2 32,47 0,49 1,50

Fazny gén PML-

RARA berl = 28,91 0,34 117
F4 21,82 0,30 1,40
F5 18,47 0,29 1,55

Hodnoty expresie transkriptu PML-RARA bcrl FG

V tabulkach 21 a 22 su uvedené hodnoty expresie transkriptu FG PML-RARA bcrl a ABL
CG pre bunkovu liniu NB4 u pacientov s APL pri diagnostike a u pacientov s negativnou
kontrolou.
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Tabul'ka 21. Hodnoty expresie transkriptu PML-RARA bcrl FG a ABL CG —hodnoty CT

Hodnoty Cr (95 % rozsah)

PML-RARA bcrl ABL
Bunkové linia NB4 24,7 23,7
Vzorky pacientov s APL
Kostna drefi (n = 14) 25,6 (23,1 - 27,5) 24,5 (21,7 — 28,5)
Periférna krv (n = 9) 25,7 (23,7—29,4) 24,6 (22,0 - 27,4)
Vzorky negativnych pacientov
Kostna dren (n = 26) - 25,35 (24,68 — 26,02)
Periférna krv (n = 74) - 25,15 (24,83 — 25,48)

Hodnoty ABL Cr medzi beznymi vzorkami a vzorkami leukémie neboli vyrazne odlisné,
rovnako ako ani medzi typmi vzoriek (PB alebo BM) alebo vzorkami leukémie od pacientov

s diagnostikovanym APL.

Tabulka 22. Hodnoty expresie transkriptu PML-RARA bcrl FG a ABL CG - hodnoty
CN a NCN

Hodnoty NCN
Hodnoty CN (95 % rozsah) (95 % rozsah)
PML-RARA bcrl ABL CN bcr1/CN ABL
Vzorky pacientov
Kostna dreft (n = 14 5129 1538,7 0,30
ostna dref (n = 14) (1480 — 25 704)  (133,2 — 46 781,28) (0,09 -1,82)
Periférna krv (n = 9) 3891 1400,76 036
- (475 — 14 454) (50,27 — 11 274) (0,11 -0,78)
Vzorky negativnych
pacientov
, . 19 201
Kostna drefi (n = 26) - (12 922 — 25 480) -
21136
Periférna krv (n = 74) - (17 834 — 24 437) -
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Miera faloSnej pozitivity a faloSnej negativity
Miera faloSnej pozitivity a faloSnej negativity bola vypoc&itana pomocou nasledujucich kontrol.

® Pozitivne kontroly: Bunky NB4, bunkova linia dobre znama svojou pozitivitou na PML-
RARA bcrl FG; vzorky pacientov uz vyhodnotené ako pozitivne na PML-RARA bcrl

® Negativne kontroly: Negativne vzorky RNA, neboli vykonané Ziadne amplifikaéné
kontroly (No Amplification Controls, NAC) na RNA baktérii E. coli namiesto ludskej
RNA s ciefom skontrolovat kontaminaciu PCR a Ziadne $ablénové kontroly (No
Template Controls, NTC), ktoré obsahovali vodu namiesto fudskej RNA

Amplifikacia na vzorkach RNA FG bola vykonana trikrat a dvakrat na CG.

FaloSne negativna vzorka bola definovana ako pozitivha vzorka RNA s menej ako 50 %
pozitivnych jamiek (0/2, 0/3 alebo 1/3).

FaloSne pozitivna vzorka bola definovand ako negativha vzorka s minimalne 50 %
pozitivnych jamiek (1/2, 2/3 alebo 3/3).

Tabulka 23 zobrazuje pocet a percento faloSne negativnych a falo$ne pozitivnych vzoriek.

Tabulka 23. FaloSne negativne a faloSne pozitivhe vzorky

FaloSnéa negativita FaloSna pozitivita
103 104 Negativna kontrola FG NAC/NTC
0 % (0/29) 0 % (0/28) 11 % (5/45) 5 % (5/100)
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Symboly

Nasledujuce symboly sa mozu objavit na baleni a Stitkoch:

<N>

%

IVD

REF

LOT

MAT
GTIN

{
[Ti]

Obsahuje reagencie postacujuce na <N> reakcii

Pouzite do

Zdravotnicka diagnosticka pomédcka na pouzitie v podmienkach
in vitro

Katalogové Cislo
Cislo $arze
Cislo materilu (t. j. oznagenie komponentu)

Identifikator GTIN (Global Trade Iltem Number)

Teplotné obmedzenia

Vyrobca

Precitajte si navod na pouzitie

Prehflad revizii dokumentu

R5, november 2017

Pridané poznamky, Ze suprava ipsogen PML-RARA
berl Controls Kit, kat. €. 672091, je uréena len na
vyskumné Ucely; opravené drobné tlacové chyby.
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Informacie o objednavani

Produkt

Obsah

Kat. €.

ipsogen PML-RARA bcrl Kit
(24)

Pre 24 reakcii: Standardy
kontrolného génu ABL, Standardy
fuzneho génu PML-RARA bcrl,
zmes primerov a prob ABL, zmes
primerov a préb fuzneho génu
PML-RARA bcrl.

Rotor-Gene Q MDx — pre IVD-validované analyzy real-time PCR

v klinickych aplikaciach

Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM Platform

Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM System

Real-time PCR cyklova¢ a High
Resolution Melt analyzator s 5
kanalmi (zelena, Zlta, oranzova,
Cervena, karminova) plus kanal
HRM, prenosny pocitag, softvér,
prisluSenstvo, jednoro€na zéruka
na diely a pracu, inStalacia a
zaskolenie nie su sugastou balenia

Real-time PCR cyklova¢ a High
Resolution Melt analyzator s 5
kanalmi (zelena, zlta, oranzova,
Cervena, karminova) plus kanal
HRM, prenosny pocitag, softvér,
prislusenstvo, jednoro¢na zaruka
na diely a pracu, inStalacia a
zaskolenie

672123

9002032

9002033
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ipsogen PML-RARA bcrl Controls Kit — na kvalitativhu
validaciu extrakcie RNA a reverznu transkripciu fizneho génu
PML-RARA bcrl

ipsogen PML-RARA bcrl Bunkoveé linie s negativnou, 672091*
Controls Kit vysokou a nizkou pozitivnou

expresiou fuzneho génu

PML-RARA bcrl

* Suprava ipsogen PML-RARA bcrl Controls Kit, kat. ¢. 672091, je ur¢ena len na vyskumné ucely. Nie je
ur&ena na diagnostické postupy. Ziadne tvrdenie ani vyhlasenie nie st uréené na poskytnutie informacii o

diagnostike, prevencii alebo lie¢be ochorenia.

Aktualne licenéné informacie a pravne informacie tykajuce sa produktu najdete
v sprievodcovi alebo pouzivatelskej prirucke k siprave QIAGEN. Sprievodcov a
pouzivatelské priru¢ky k sipravam QIAGEN najdete na lokalite www.qgiagen.com alebo o
ne mozete poziadat oddelenie technickych sluzieb spolo€nosti QIAGEN alebo svojho
miestneho distributora.
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Tento produkt je urceny na dlagnostlcke pouzltle in vitro. Produkty ipsogen sa 0zu opa predavat,, upi " na d'al$i predaj ani pouzivat’' na

vyrobu komerénych vy bez i QIAGEN.
Informacie uvadzané v tomto dokumente sa mézu zmenit’ bez predchadzajiuceho upoxornema ¢ ' QIAGEN ie Ziadnu ost’ za
chyby, ktoré sa mézu vyskytnat' v tomto dokumente. Tento sav case Zuje za Uplny a presny. Spolo¢ QIAGEN Vv Ziadi

pripade nezodpoveda za nahodné, Specialne, viacnasobné alebo nasledné skody, ktore vznlknu v slvislosti s pouzivanim tohto dokumentu alebo
vyplyvajlice z jeho pouZitia.
Na produkty ipsogen sa poskytuje zaruka Ze spliaju dené Specifikacie. Jediny zava lo¢ i QIAGEN a jediny prostriedok napravy
je y na b vymenu produk v pripade, Ze produkty nebudi fungovat’ v sulade so zarukou.
Ochranné znamky: QIAGEN?®, ipsogen®, 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); SmartCycler® (Cepheid).

Obmedzena licenéna zmluva pre stipravu ipsogen PML-RARA bcrl Kit

PouZitie tohto produktu predstavuje stihlas kupujticeho alebo pouZivatela tohto produktu s nasledovnymi podmienkami:

1. Produkt sa moze pouzivat vylucéne v stlade s protokolmi poskytovanymi spolu s produktom a touto priruckou, a méZze sa pouzivat vyluéne s komponentmi
obsiahnutymi v stprave. Spoloénost QIAGEN neudeluje Ziadnu licenciu v ramci Ziadneho zo svojich prav na ochranu dusevného vlastnictva na pouZivanie
alebo spajanie komponentov tejto stipravy s akymikolvek komponentmi, ktoré netvoria sucast tejto stipravy s vynimkou ustanoveni uvadzanych v protokoloch
dodavanych spolu s produktom, tejto prirucke a v dalsich protokoloch, ktoré st dostupné na adrese www.giagen.com. Niektoré z tychto protokolov boli
poskytnuté pouzivatelmi produktov od spolo¢nosti QIAGEN pre pouzivatelov produktov od spolo¢nosti QIAGEN. Tieto protokoly neboli podrobne testované
ani optimalizované spoloénostou QIAGEN. Spolo¢nost QIAGEN na ne neposkytuje Ziadne zaruky a neruéi za to, Ze ich pouzitim neddjde k poruseniu prav
tretich stran.

Iné nez vyslovne uvedené licencie — spolo¢nost QIAGEN neposkytuje Ziadnu zaruku na to, Ze tato stprava alebo jej pouzitie neporusi prava tretich stran.
Této stprava a jej komponenty su licenéne poskytnuté na jednorazové pouzitie a nesmu sa opatovne pouZivat, opravovat ani predavat.

Spoloénost QIAGEN sa Specificky zrieka vietkych ostatnych (vyslovnych alebo implicitnych) licencii nez tych, ktoré st tu vyslovne uvedené.

o s wN

Kupujlci a pouzivater tejto supravy suhlasia s tym, Ze inym osobam neumoznia ani nepovolia vykonat Ziadne kroky, ktoré by mohli viest k akymkolvek
Cinnostiam, ktoré su zakazané vy3sie, alebo k nim napomahat. Spolognost QIAGEN mdze uplatiiovat prislusné zakazy uvadzané v tejto obmedzenej
licenénej zmluve pred akymkolvek sudom a bude poZzadovat v3etky naklady na vy3etrovanie a stidne konania (vratane nékladov na pravne zastupovanie) pri
kazdom takomto kroku s ciefom uplatnit ustanovenia tejto obmedzenej licenénej zmluvy alebo prav duSevného vlastnictva suvisiacich so stpravou alebo jej
komponentmi.

Aktualizované licenéné podmienky najdete na adrese www.giagen.com.
HB-1358-005 1108718 Nov-2017 © 2013 — 2017 QIAGEN, v3etky prava vyhradené
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