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QIAGEN este furnizor de top de tehnologii inovatoare pentru probe si teste,
permitand izolarea si detectia continutului oricarei probe biologice. Produsele
si servicile noastre avansate, de inalta calitate, asigura succesul, de la
prelevarea probei pana la rezultat.

QIAGEN stabileste standarde in urmatoarele domenii:
W Purificarea ADN, ARN si a proteinelor

W Teste efectuate pe acizi nucleici si proteine

M Cercetare microARN si ARN de interferenta

B Automatizarea tehnologiilor pentru probe si teste

Misiunea noastra este aceea de a va permite sa obtineti un succes
exceptional si realizari iesite din comun. Pentru mai multe informatii, vizitati
www.giagen.com.


http://www.qiagen.com/
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Domeniul de utilizare

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR Kit este destinat cuantificarii transcriptiilor
BCR-ABL p210 b2a2 sau b3a2 in maduva osoasa sau probele de sange periferic
la pacientii cu leucemie acuta limfoblastica (LAL) sau leucemie mieloida cronica
(LMC) diagnosticati anterior cu un eveniment cu gena de fuziune (Fusion Gene,
FG) BCR-ABL Mbcr. Testul este destinat evaluarii nivelului de raspuns molecular;
rezultatele pot fi utilizate pentru monitorizarea minimala a bolii reziduale.

Rezumatul si explicarea produsului

Contextul LMC

LMC apartine grupului de neoplasme mieloproliferative si se caracterizeaza in
>90 % din cazuri prin prezenta cromozomului Philadelphia (cromozomul Ph).

Acest cromozom este produsul unei translocari reciproce intre bratele lungi ale
cromozomilor 9 si 22, 1(9;22), regiunea de regrupare a punctelor de ruptura
(Breakpoint Cluster Region, BCR) fiind localizata pe cromozomul 22 si
oncogena c-ABL provenind de la cromozomul 9. Gena de fuziune
corespunzatoare, BCR-ABL, este transcrisa intr-un ARNm de 8,5 kb, cu
2 variante de jonctiune b2a2 (40 % din cazuri) si b3a2 (55 % din cazuri).
Aceasta codifica o proteina himerica, p210, cu activitate crescuta a tirozin
kinazei. Transcriptiile b2a3 si b3a3 reprezinta mai putin de 5 % din cazuri. Un
cromozom Ph poate fi detectat si la 35 % dintre pacientii adulti cu LAL.

Incidenta anuala a LMC este de aproximativ 1-2 la 100.000, iar LMC reprezinta
20 % din leucemiile la adulti. Din punct de vedere clinic, aceasta se
caracterizeaza printr-un exces de celule mieloide care se diferentiaza si
functioneaza normal. Pacientii cu LMC vor fi diagnosticati in 90-95 % din cazuri in
faza cronica sau stabila a bolii. Din punct de vedere istoric, intr-o medie de 4
pana la 6 ani, pacientii intrau intr-o faza accelerata care ducea la criza blastica si
leucemie acuta, care este intotdeauna fatala. Aparitia imatinibului si, mai recent,
a inhibitorilor tirozin kinazei (Tyrosine Kinase Inhibitor, TKI) de generatia a doua
au schimbat dramatic cursul natural al bolii: cei mai multi pacienti raman acum in
remisie si fac obiectul urmaririi pe termen lung si al monitorizarii bolii.

Monitorizarea bolii

Pana in prezent, scopul tratamentului pentru LMC este acela de a obtine
orata de supravietuire de 100 % si negativitatea la cromozomul Ph.
Monitorizarea bolii este, prin urmare, un instrument esential pentru a evalua
raspunsul la tratament si pentru a detecta recidiva timpurie pentru fiecare
pacient in parte. In cadrul tratamentului cu TKI, pacientii evolueaza in mod
obisnuit de la remisie hematologica la citogenetica si apoi la remisie
moleculara, corespunzatoare numarului descrescator de celule leucemice si
transcriptii BCR-ABL, asa cum este detaliat in Figura 1.
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Figura 1. Adaptat din referinta 1.

Metoda standard de estimare a incarcaturii tumorale la pacientii cu LMC este
analiza citogenetica conventionala (bandare G) pe metafazele maduvei
osoase (MO). Raspunsul citogenetic este evaluat pe cel putin 20 de metafaze
ale maduvei. Nivelul raspunsului citogenetic este estimat pe procentul de
metafaze pozitive la cromozomul Ph (consultati Tabelul 1, referinta 2) Totusi,
aceasta evaluare depinde de performantele de laborator si are o sensibilitate
scazuta, de 5 % atunci cand sunt analizate 20 de metafaze.

Reactia cantitativa de polimerizare in lant (quantitative Polymerase Chain
Reaction, qPCR) in timp real, care cuantifica ARNm BCR-ABL Mbcr pe probe
de sange periferic (SP) este acum parte a tehnicilor de monitorizare a bolii
pentru LMC sub tratament. Aceasta este mai putin invaziva decét citogenetica
conventionala pe metafazele maduvei osoase, dar mai sensibila.

Recomandarile pentru monitorizarea bolii LMC au fost, de asemenea,
actualizate recent pentru a include noi dovezi clinice din studiile clinice,
precum Si obiective si instrumente imbunatatite de monitorizare a bolii. Cele
mai recente recomandari privind definirea raspunsului si monitorizarea
pacientilor tratati cu imatinib provin de la expertii ELN (2).
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Din punct de vedere tehnic, expertii internationali au depus eforturi pentru a
armoniza testarea si raportarea Mbcr BCR-ABL (3-5). in plus, un panel de
referintd a fost validat recent sub auspiciile OMS, pentru a permite o simpla
standardizare a cuantificarii BCR-ABL (6).

Principiul procedurii

gPCR
. ) 5 ul ADN
Sange integral complementar
£ = 1.5sau 2.0
ADN
comple- ABL
ARN si mentar
» Sinteza ™ o
& ADN I + 15 pl de amestec preliminar
| Izolarea I comple- /7 gPCR specific 4 probe in
i ARN* | l mentar* ‘ ] duplicat per rulare
[ >\ Ny BCR-ABL ABL
ot B s Rotor-Gene Q 5plex

HRM (rotor cu 72 de
tuburi), LightCycler 480,
¢ Applied Biosystems

¥ 7500 sau ABI PRISM
7900HT

*Nu se efectueaza
cu ajutorul kitului.
Reactivii nu sunt furnizati.

+ 20 pl de amestec preliminar
qPCR specific 8 probe in
duplicat per rulare

Figura 2. Izolarea ARN, sinteza ADN complementar si qPCR.

gPCR permite cuantificarea cu precizie a produsilor PCR in timpul fazei
exponentiale a procesului de amplificare PCR. Datele cantitative PCR pot fi
obtinute rapid, fara procesare post-PCR, prin detectarea in timp real a semnalelor
fluorescente in timpul si/sau ulterior ciclarii PCR, reducand astfel drastic riscul
contaminarii produsilor PCR. In prezent, sunt disponibile 3 tipuri principale de
tehnici gPCR: analiza gPCR folosind SYBR® Green | Dye, analiza gPCR folosind
sonde de hidroliza si analiza qPCR folosind sonde de hibridizare.

Acest test exploateaza principiul hidrolizei oligonucleotidelor cu colorant dublu
gPCR. in timpul PCR, solutie de amorsare directa si cea inversa hibridizeaza la o
secventa specifica. O oligonucleotida cu dublu colorant se afla in acelasi
amestec. Aceasta sonda, care consta dintr-o oligonucleotida marcata cu un
colorant raportor 5' si un colorant substanta extinctoare de fluorescenta 3' in aval,
hibridizeaza la o secventa tinta in produsul PCR. Analiza qPCR cu sonde de
hidroliza exploateaza activitatea exonucleazei 5'>3' a Thermus aquaticus (Taq)
ADN polimeraza. Cand sonda este intacta, proximitatea colorantului raportor fata
de colorantul substanta extinctoare de fluorescenta are ca rezultat suprimarea
fluorescentei raportoare in principal prin transferul de energie de tip Forster.

Manual jpsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR Kit  07/2016 7



in timpul PCR, daca tinta de interes este prezentd, sonda se tempereaza in mod
specific intre locul solutiei de amorsare directe si locul solutiei de amorsare
inverse. Activitatea exonucleazei 5'->3' a ADN polimerazei scindeaza sonda intre
raportor si substanta extinctoare de fluorescentd numai daca sonda hibridizeaza
cu tinta. Fragmentele de sonda sunt apoi indepartate de tinta si polimerizarea
catenei continua. Capatul 3' al sondei este blocat pentru a preveni extinderea
sondei in timpul PCR (Figura 3). Acest proces are loc in fiecare ciclu si nu
interfereaza cu acumularea exponentiala a produsului.

Cresterea semnalului de fluorescenta este detectatd numai daca secventa tinta
este complementara sondei si, prin urmare, este amplificata in timpul PCR. Din
cauza acestor cerinte, amplificarea nespecifica nu este detectata. Astfel, cresterea
fluorescentei este direct proportionala cu amplificarea tintei in timpul PCR.
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C [ ]
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— .)k } Polimerizare
i I ] Dislocuire catena
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de fosforescents = Produs PCR @ Taq polimeraza

Figura 3. Principiul reactiei. ARN-ul total este transcris invers, iar ADN-ul complementar
generat este amplificat prin PCR utilizdnd o pereche de solutii de amorsare specifice si o
sonda interna specifica cu colorant dublu (FAM™-TAMRA™). Sonda se leaga de amplicon
in timpul fiecarei etape de temperare a PCR. Cand Taq se extinde de la solutia de amorsare
legata de amplicon, aceasta deplaseaza capatul 5' al sondei, care este apoi degradat de
activitatea exonucleazei 5'>3' a Taqg ADN polimerazei. Scindarea continua pana cand sonda
ramasa topeste ampliconul. Acest proces elibereaza fluoroforul si substanta extinctoare de
fluorescenta in solutie, separéndu-le spatial si ducand la o crestere a fluorescentei din FAM
si 0 scadere a fluorescentei din TAMRA.
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Materiale furnizate

Continutul kitului

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR Kit (24)
Nr. de catalog 670723
Numar de reactii 24
High Positive RNA Control (Substanta de 3 x10 pl
control ARN puternic pozitiva)

IS-MMR Calibrator (Calibrator IS-MMR) 3 x10 pl
Mbcr and ABL Single Plasmid Standard SP1-BCR-ABL

Dilution (Dilutie standard cu plasmida unica Mbcr si ABL 35 i
Mbcr si ABL) (10" copii/5 l)

Mbcr and ABL Single Plasmid Standard

Dilution (Dilutie standard cu plasmida unica SI\F;I%)'CE:CS:IRAQEL 35 ul
Mbcr si ABL) (102 copii/5 l) ’

Mbcr and ABL Single Plasmid Standard

Dilution (Dilutie standard cu plasmida unica Sa%ﬁ(;&'gﬁl‘ 70 ul
Mbcr si ABL) (102 copii/5 pl) ’

Mbcr and ABL Single Plasmid Standard

Dilution (Dilutie standard cu plasmidd unica S BSREBE 35
Mbcr si ABL) (10* copii/5 pl) ’

Mbcr and ABL Single Plasmid Standard

Dilution (Dilutie standard cu plasmidg unica S PBCREBE 70
Mbcr si ABL) (10° copii/5 pl) ’

Mbcr and ABL Single Plasmid Standard

Dilution (Dilutie standard cu plasmida unica SICI%Z:E%FAQEL 70
Mbcr si ABL) (10° copii/5 l) ’

Primers and Probe Mix ABL (Amestec de PPC-ABL 25x 110 pi
solutii de amorsare si sonde ABL)*

Primers and Probe Mix BCR-ABL Mbcr PPF-Mbcr 25x 110 pl
Fusion Gene (Amestec de solutii de amorsare

si sonde gena de fuziune BCR-ABL Mbcr)t

Manual ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR Kit (limba engleza) 1

* Amestec de solutii de amorsare inverse si directe specifice pentru gena de control ABL,
plus o sonda FAM-TAMRA specifica.

T Amestec de solutii de amorsare inverse si directe specifice pentru gena de fuziune
BCR-ABL Mbcr, plus o sonda FAM-TAMRA specifica.

Nota: Amestecati usor si centrifugati pentru scurt timp standardele (SP1-SP6)
si amestecurile de solutii de amorsare si sonde inainte de utilizare.
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Materiale necesare, dar nefurnizate

Atunci cand lucrati cu substante chimice, utilizati intotdeauna un halat de
laborator, manusi de unica folosinta si ochelari de protectie adecvate. Pentru
informatii suplimentare, consultati fisele cu date de sigurantd (Safety Data
Sheet, SDS) corespunzatoare, disponibile de la furnizorul produsului.

Reactivi

B Reactivi pentru purificarea ARN: Reactivii validati sunt RNeasy® Midi Kit
(QIAGEN, nr. cat. 75144) sau TRIzol® Reagent (Thermo Fisher Scientific
Inc, nr. cat. 15596018 sau 15596026)

M Apa de calitate PCR fara nucleaza

M Solutie tampon si Tag ADN-polimeraza: Reactivii validati sunt Premix Ex
Tag™ DNA Polymerase (Perfect Real Time) (TaKaRa, nr. cat. RR039A)
si Premix Ex Taq DNA Polymerase (Probe gPCR) (TaKaRa, nr. cat.
RR390A). Ambii includ amestec master mix 2x Taqg ADN polimeraza si
coloranti de referinta ROX™

B Reactivi pentru revers-transcriere: Reactivii validati sunt ipsogen RT Kit,
care include revers-transcriptaza, 5x RT buffer, 100 mM DTT, inhibitor de
RNaza, solutie de amorsare aleatorie si dNTPs (QIAGEN,
nr. cat. 679923); sau SuperScript® |l Reverse Transcriptase, include
revers-transcriptaza, 5x first-strand buffer si 100 mM DTT (Thermo Fisher
Scientific Inc., nr. cat. 18080044)

B Cand utilizati SuperScript 1, sunt necesari urmatorii reactivi suplimentari:

M Inhibitor de RNaza: Reactivul validat este RNaseOUT™ Recombinant
Ribonuclease Inhibitor (Thermo Fisher Scientific Inc., nr. cat. 10777019)

B Set de dNTPs, calitate PCR
B Nonamer aleatoriu

Consumabile

B Varfuri de pipeta PCR sterile, fara nucleaza, rezistente la aerosoli, cu filtre
hidrofobe

B Tuburi PCR fara RNaza si DNaza de 0,5 sau 0,2 ml
B  Gheata

Echipamente
M Micropipete* dedicate pentru PCR (1-10 ul; 10-100 pl; 100-1000 pl)

B Centrifuga de banc* cu rotor pentru eprubete de reactie de 0,2 ml/0,5 ml
(capabile sa atinga 10.000 rot/min)

* Asigurati-va ca instrumentele au fost verificate si calibrate in conformitate cu recomandarile
producatorului.
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M Instrument pentru real-time PCR:* Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM sau alt
instrument Rotor-Gene; LightCycler 1.2, 1.5, 2.0 sau 480; Applied
Biosystems 7500 Real-Time PCR System; ABI PRISM 7900HT SDS si
materiale specifice asociate

B Termociclor* sau baie de apa* (etapa de transcriere inversa)

Avertismente si precautii
A se utiliza pentru diagnosticarea in vitro

Atunci cand lucrati cu substante chimice, utilizati intotdeauna un halat de
laborator, manusi de unica folosinta si ochelari de protectie adecvate. Pentru
informatii suplimentare, va rugam sa consultati fisele cu date de securitate
(Safety Data Sheet, SDS) corespunzatoare. Acestea sunt disponibile online intr-
un format PDF usor de utilizat si compact, la adresa www.qiagen.com/safety,
unde puteti gasi, vizualiza si tipari fisa cu date de securitate (Safety Data Sheet,
SDS) a fiecarui kit si componente a kitului QIAGEN.

Aruncati deseurile de probe si de test in conformitate cu reglementarile locale
de siguranta.

Precautii generale

Testarile qPCR necesita bune practici de laborator, inclusiv intretinerea
echipamentelor, care sunt dedicate biologiei moleculare si conforme cu
reglementarile aplicabile si standardele relevante.

Acest kit este destinat diagnosticarii in vitro. Reactivii si instructiunile furnizate in
acest kit au fost validate pentru performante optime. Diluarea ulterioara a
reactivilor sau modificarea timpilor si temperaturilor de incubare poate genera
date eronate sau discordante. Reactivii PPC si PPF se pot modifica daca sunt
expusi la lumina. Toti reactivii sunt formulati in mod special pentru utilizare cu
aceasta testare. Pentru o performanta optima a testarii, nu trebuie facute inlocuiri.

Determinarea nivelurilor de transcriptii folosind qPCR necesita atat
transcrierea inversa a ARNm, cat si amplificarea ADN-ului complementar
generat prin PCR. Prin urmare, intreaga procedura a testului trebuie efectuata
in conditii fara RNaza/DNaza.

Acordati o atentie extrema, pentru a preveni urmatoarele situatii:

B Contaminarea cu RNaza/DNaza, care ar putea provoca degradarea
ARNmMm-ului sablon si a ADN-ului complementar generat

M Contaminarea prin transfer de ARNm sau PCR, care are ca rezultat un
semnal fals pozitiv

* Asigurati-va céa instrumentele au fost verificate si calibrate in conformitate cu recomandarile
producatorului.
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Prin urmare, recomandam urmatoarele:

B Folositi aparatura de laborator fara nucleaza (de exemplu, pipete, varfuri
de pipeta, flacoane de reactie) si purtati manusi cand efectuati testul.

W Utilizati varfuri de pipeta noi, rezistente la aerosoli, pentru toate etapele de
pipetare pentru a evita contaminarea incrucisata a probelor si a reactivilor.

B Pregatiti amestecul Master Mix pre-PCR cu material dedicat (pipete,
varfuri etc.) intr-o zona dedicata, in care nu sunt introduse matrice ADN
(ADN complementar, ADN, plasmida). Adaugati sablonul intr-o zona
separata (de preferinta, intr-o camera separatd) cu material specific
(pipete, varfuri etc.).

B Manipulati standardele (SP1-SP6) intr-o camera separata.

Depozitarea si manipularea reactivilor
Kiturile sunt expediate pe gheata carbonica si trebuie depozitate intre
-30 si -15 °C la primire.

B Reduceti la minimum expunerea la lumina a amestecurilor de solutii de
amorsare si sonde (tuburi PPC si PPF).

B Amestecati usor si centrifugati tuburile inainte de deschidere.
W Depozitati toate componentele kitului in recipientele originale.

Aceste conditii de depozitare se aplica atat componentelor desfacute, cat si
celor nedesfacute. Componentele depozitate in alte conditi decéat cele
mentionate pe etichete pot sa nu functioneze corespunzator si pot afecta
negativ rezultatele testului.

Datele de expirare pentru fiecare reactiv sunt indicate pe etichetele
componentelor individuale. In conditii de depozitare corecte, produsul isi va
mentine performanta pana la data de expirare imprimata pe eticheta.

Nu exista semne evidente care sa indice instabilitatea acestui produs. Cu
toate acestea, substantele de control pozitive si cele negative trebuie rulate
simultan cu esantioane necunoscute.

Manipularea si depozitarea probelor

Probele de sange integral trebuie anticoagulate cu EDTA potasiu si pastrate la
2-8 °C timp de cel mult 5 zile inainte de extractia ARN.
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Procedura

Prepararea ARN-ului pentru proba

Prepararea ARN-ului din probe de la pacienti (sdnge sau maduva osoasa)
trebuie sa fi fost realizata cu o procedura validata. Calitatea testului depinde in
mare masura de calitatea ARN-ului de intrare. Prin urmare, recomandam
calificarea ARN-ului purificat prin electroforeza in gel de agaroza*, prin
utilizarea Agilent® Bioanalyzer® sau prin spectrofotometrie inainte de analiza.t

Protocol: Transcriere inversa prin utilizarea SuperScript Il
Reverse Transcriptase

Acest protocol este destinat transcrierii inverse prin utilizarea SuperScript Il
Reverse Transcriptase. La utilizarea ipsogen RT Kit, urmati protocolul din
Manualul ipsogen RT Kit.

Operatiuni care trebuie executate inainte de incepere
B Preparati dNTPs, cate 10 mM. Depozitati la —20 °C in parti alicote.

Procedura

1. Decongelati toate componentele necesare si asezati-le pe gheata.

2. Amestecati bine (nu vortexati) si centrifugati pentru scurt timp
(aproximativ 10 s, 10.000 rot/min, pentru a colecta lichidul in partea
de jos a tubului). Apoi pastrati-le pe gheata.

3. Ajustati probele de ARN la 0,1 ug/pl. Pipetati 10 pl (1 pg) din fiecare
proba de ARN in tuburi separate, etichetate. Pipetati 10 pl de
substanta de control ARN puternic pozitiva, 10 pl de calibrator
IS-MMR si 10 pl de apa fara nucleaza (ca substanta de control
negativa RT) in tuburi separate, etichetate si procesati-le in paralel cu
probele de ARN, conform descrierii de mai jos.

4. Incubati fiecare proba, substanta de control si calibrator (cate 10 pl)
timp de 5 min la 65°C si raciti-le imediat pe gheata timp de 5 min.

5. Centrifugati pentru scurt timp (aproximativ 10s, 10.000 rot/min,
pentru a colecta lichidul in partea de jos a tubului). Apoi pastrati-le pe
gheata.

6. Preparati urmatorul amestec RT in functie de numarul de probe,
substante de control si calibratoare procesate (Tabelul 1).

* Atunci cand lucrati cu substante chimice, utilizati intotdeauna un halat de laborator, manusi
de unica folosinta si ochelari de protectie adecvate.

T Densitatea optica masurata la 260 si 280 nm: Densitatea optica de la 1,0 la 260 nm este
echivalenta cu aproximativ 40 ug/ml ARN monocatenar. Un raport Asso/A2s0 cuprins intre
1,8 si 2,1 indica ARN ultra purificat.

___________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Tabelul 1. Prepararea amestecului RT

Volum per Concentratie

Componenta proba (ul) finala
First-Strand Buffer, 5x (furnizat
impreuna cu SuperScript Ill Reverse 5,0 1x

Transcriptase)

dNTPs (cate 10 mM, de preparat in

prealabil si de depozitat la —20 °C in 2,0 0,8 mM
parti alicote)
Nonamer aleatoriu (100 uM) 5,25 21 uM
RNaseOUT (40 U/ul) 0,5 0,8 U/l
SuperScript Ill Reverse Transcriptase
(200 U/pl) 1,0 8 U/l
DTT (furnizat impreuna cu SuperScript

: 1,25 —
[l Reverse Transcriptase)
Proba ARN incalzita, substanta de
control sau calibrator IS-MMR 10,0 40 ng/ul
(de adaugat la pasul 7)
Volum final 25,0 —

7. Pipetati cate 15 pl de amestec RT in fiecare eprubeta PCR. Apoi
adaugati 10 ul (1 pg) proba ARN, substanta de control sau calibrator
(de la pasul 4).

8. Amestecati cu atentie (nu vortexati) si centrifugati pentru scurt timp
(aproximativ 10 s, 10.000 rot/min, pentru a colecta lichidul in partea
de jos a tubului).

9. Programati termociclorul cu programul de transcriere inversa indicat
in Tabelul 2.
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Tabelul 2. Profilul de temperatura

Transcriere inversa 1 Temperature (Temperatura): 25 °C
Time (Timp): 10 min

Transcriere inversa 2 Temperature (Temperatura): 50 °C
Time (Timp): 60 min

Inactivare Temperature (Temperatura): 85 °C
Time (Timp): 5 min

Racire Temperature (Temperatura): 4 °C
Time (Timp): 5 min

10. Asezati tuburile in termociclor si porniti programul de termociclare,
asa cum este indicat in Tabelul 2.

11. La finalizarea programului, centrifugati tuburile pentru scurt timp
(aproximativ 10 s, 10.000 rot/min, pentru a colecta lichidul in partea
de jos a tubului). Pastrati tuburile pe gheata sau la —20 °C péana cand
se efectueaza qPCR, conform urmatoarelor protocoale, in functie de
instrumentul gPCR pe care il detineti.

Nota: Pentru instrumentele LightCycler 1.2, 1.5 si 2.0, fiecare preparat RT
furnizeaza ADN complementar pentru doua rulari gPCR.

Manual jpsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR Kit  07/2016 15



Protocol: qPCR pe instrumente Rotor Gene Q MDx 5plex
HRM sau Rotor-Gene Q 5plex HRM cu rotor cu 72 de tuburi

Daca utilizati acest instrument, va recomandam sa efectuati toate masuratorile
in duplicat, asa cum este indicat in Tabelul 3. Kitul este conceput pentru
testarea a opt probe diferite de ADN complementar in acelasi experiment de
trei ori.

Tabelul 3. Numar de reactii pentru instrumentele Rotor-Gene Q cu rotor
cu 72 de tuburi

Probele Reactii
Cu amestecul de solutii de amorsare si sonde ABL (PPC-ABL)
(32 reactii)
8 probe de ADN complementar 8 x 2 reactii
1 substanta de control puternic 2 reactii
pozitiva ADN complementar ’
1 calibrator IS-MMR ADN 5 .
reactii

complementar

2 x 4 reactii (SP3, SP4, SP5 si

SIEINEENRD Gl @ gl DEsiiles SP6, fiecare testat in duplicat)

Substanta de control negativa

la RT 2 reactii
Substanta de control apa 2 reactii

Cu amestecul de solutii de amorsare si sonde BCR-ABL Mbcr
(PPF-Mbcr) (32 reactii)

8 probe de ADN complementar 8 x 2 reactii
1 substanta de control puternic 2 reactii
pozitiva ADN complementar ’
1 calibrator IS-MMR ADN .

2 reactii

complementar

2 x 5 reactii (SP1, SP2, SP3, SP5

SIEINEENRD Gl @ S DEsilee si SP6, fiecare testat in duplicat)

Substanta de control apa 2 reactii

___________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Procesarea probelor pe instrumente Rotor-Gene Q cu rotor cu 72 de tuburi

Va recomandam sa testati cel putin 8 probe de ADN complementar in acelasi
experiment pentru a optimiza utilizarea standardelor si a amestecurilor de
solutii de amorsare si sonde. Schema rotorului din Figura 4 prezinta un astfel
de experiment exemplificativ.

g2 82583 53 54 34 ag

S4
53 g3 gp 82 81 51

Figura 4. Configurarea sugerata a rotorului pentru un experiment efectuat cu ipsogen
BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR Kit. SP1-SP6: Standarde BCR-ABL Mbcr si ABL; HC: substanta
de control puternic pozitiva ADN complementar; IS-Cal: calibrator IS-MMR; RTneg:
substantd de control negativa RT; S: proba de ADN complementar; H2O: substanta de
control apa.

Nota: Aveti grija sa plasati intotdeauna o proba de testat in pozitia 1 a
rotorului. In caz contrar, in timpul etapei de calibrare, instrumentul nu va
efectua calibrarea si vor fi obtinute date de fluorescenta incorecte.

Umpleti toate celelalte pozitii cu tuburi goale.

qPCR pe instrumente Rotor-Gene Q cu rotor cu 72 de tuburi
Nota: Toate etapele vor fi efectuate pe gheata.
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Procedura

1.

Decongelati toate componentele necesare si asezati-le pe gheata.

2. Vortexati standardele, PPF-Mbcr si tuburile PPC-ABL si centrifugati

pentru scurt timp (aproximativ 10 s, 10.000 rot/min, pentru a colecta
lichidul in partea de jos a tubului).

Preparati urmatorul amestec qPCR in functie de numarul de probe
procesate.

Toate concentratiile se refera la volumul final al reactiei.

Tabelul 4 descrie schema de pipetare pentru prepararea unui amestec de
reactivi, calculata pentru a obtine un volum final de reactie de 25 pl. Poate fi
preparat un amestec preliminar, in functie de numarul de reactii, folosind
acelasi amestec de solutii de amorsare si sonde (PPC-ABL sau PPF-Mbcr).
Sunt incluse volume suplimentare pentru a compensa eroarea de pipetare.

Tabelul 4. Prepararea amestecului qPCR

BCR-ABL

ABL: 32+1 Mbcr: 32+1 Concentratie
Componenta 1 reactie (pl) reactii (pl) reactii (pl) finala
Premix Ex 12,5 412,5 412,5 1x
Taq, 2x
Amestec de
solutiide 1 33 33 1x
amorsare Si
sonde, 25x
Apa de
calitate PCR 6,5 2145 2145 —
fara nucleaza
Proba (de
adaugat la 5 Cate 5 Cate 5 —
pasul 5)
Volum total 25 Cate 25 Cate 25 —

4. Distribuiti 20 yl de amestec gPCR preliminar per tub.

5. intr-o zona de laborator diferita si cu echipament dedicat, adaugati 5
pl de produs RT (ADN complementar, 200 ng echivalent ARN) obtinut
in transcrierea inversa (consultati ,,Protocol: Transcriere inversa prin
utilizarea SuperScript lll Reverse Transcriptase”, pagina 13) in tubul
corespunzator (volum total 25 pl).

6. Amestecati usor, prin pipetare pe verticala.
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7. inchideti toate tuburile si asezati-le in termociclor, conform
recomandarilor producatorului.

8. Programati instrumentul Rotor-Gene Q cu programul de termociclare,
asa cum este indicat in Tabelul 5.

Tabelul 5. Profilul de temperatura

Modul de analiza Cuantificarea
Hold 1 (Retinere 1)  Temperature (Temperatura): 95 °C
Time (Timp): 10 s

Cycling 50 times (50 de ori)
(Repetare ciclu) 95 °C timp de 5 s

60 °C timp de 30 s cu achizitie de fluorescenta
FAM pe canalul Green: Unic

Hold 2 (Retinere 2) Temperature (Temperatura): 36 °C
Time (Timp): 1 min

9. Faceti clic pe ,,Gain Optimisation” (Optimizare amplificare) in caseta
de dialog ,,New Run Wizard” (Expertul pentru testare noua) pentru a
deschide dialogul , Auto-Gain Optimisation Setup” (Configurarea
optimizarii amplificarii automate). Setati intervalul pentru canalul
Green de la ,,5 FI” pentru ,,Min Reading” (Citire minima) la ,,10 FI”
pentru ,Max Reading” (Citire maxima) si intervalul acceptabil de
amplificare de la -10 la 10.

10. Bifati caseta ,Perform Optimization Before 1st Acquisition”
(Efectuarea optimizarii inainte de prima achizitie) si inchideti caseta
de dialog ,,Auto-Gain Optimization Setup” (Configurarea optimizarii
amplificarii automate).

11. Porniti programul de termociclare.

12. Selectati ,Slope Correct” (Corectie panta) pentru analiza. Va
recomandam sa setati pragul la 0,03.
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Protocol: qPCR pe instrumente Applied Biosystems 7500
Real-Time PCR System, ABI PRISM 7900HT SDS si
LightCycler 480

Daca utilizati echipament gPCR cu placi cu 96 de godeuri, va recomandam sa
efectuati toate masuratorile in duplicat, asa cum este indicat in Tabelul 6. Kitul
este conceput pentru testarea a opt probe diferite de ADN complementar in
acelasi experiment de trei ori.

Tabelul 6. Numar de reactii folosind echipament qPCR cu placi cu 96 de
godeuri

Probele Reactii
Cu amestecul de solutii de amorsare si sonde ABL (PPC-ABL)
(32 reactii)
8 probe de ADN complementar 8 x 2 reactii
1 substanta de control puternic 2 reactii
pozitiva ADN complementar ’
1 calibrator IS-MMR ADN .
2 reactii

complementar

2 x 4 reactii (SP3, SP4, SP5 si

SIEMEENRD C © eiglie) DEsiie SP6, fiecare testat in duplicat)

Substanta de control negativa

la RT 2 reactii
Substanta de control apa 2 reactii

Cu amestecul de solutii de amorsare si sonde BCR-ABL Mbcr
(PPF-Mbcr) (32 reactii)

8 probe de ADN complementar 8 x 2 reactii
1 substanta de control puternic 2 reactii
pozitiva ADN complementar ’
1 calibrator IS-MMR ADN .

2 reactii

complementar

2 x 5 reactii (SP1, SP2, SP3, SP5

SIEMEENRD C © eiglie) DEsiie si SP6, fiecare testat in duplicat)

Substanta de control apa 2 reactii
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Procesarea probelor pe instrumentele Applied Biosystems, ABI PRISM si
LightCycler 480

Va recomandam sa testati cel putin 8 probe de ADN complementar in acelasi
experiment pentru a optimiza utilizarea standardelor si a amestecurilor de
solutii de amorsare si sonde. Schema placilor din Figura 5 prezinta un astfel
de experiment exemplificativ.

Figura 5. Configurarea sugerata a placii pentru un experiment efectuat cu ipsogen
BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR Kit. SP1-SP6: Standarde BCR-ABL Mbcr si ABL; HC: substanta
de control puternic pozitiva ADN complementar; IS-Cal: calibrator IS-MMR; RTneg:
substantd de control negativa RT; S: proba de ADN complementar; H20: substanta de
control apa.

gPCR pe instrumente Applied Biosystems, ABI PRISM sau LightCycler 480
Nota: Toate etapele vor fi efectuate pe gheata.

Procedura

1. Decongelati toate componentele necesare si asezati-le pe gheata.

2. Vortexati standardele, ROX, PPF-Mbcr si tuburile PPC-ABL si
centrifugati pentru scurt timp (aproximativ 10s, 10.000 rot/min,
pentru a colecta lichidul in partea de jos a tubului).

3. Preparati urmatorul amestec qPCR in functie de numarul de probe
procesate. Daca utilizati echipament gPCR cu placi cu 96 de godeuri,
va recomandam sa efectuati toate masuratorile in duplicat.

Toate concentratiile se refera la volumul final al reactiei.
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Tabelul 7 descrie schema de pipetare pentru prepararea unui amestec de
reactivi pentru instrumentele Applied Biosystems si ABlI PRISM, calculata
pentru a obtine un volum final de reactie de 25 pl. Tabelul 8 descrie
schema de pipetare pentru prepararea unui amestec de reactivi pentru
instrumentul LightCycler 480, calculata pentru a obtine un volum final de
reactie de 25 pyl. Poate fi preparat un amestec preliminar, in functie de
numarul de reactii, folosind acelasi amestec de solutii de amorsare si
sonde (PPC-ABL sau PPF-Mbcr). Sunt incluse volume suplimentare
pentru a compensa eroarea de pipetare.

Tabelul 7. Prepararea amestecului gPCR pentru instrumentele Applied
Biosystems si ABI PRISM

BCR-ABL
1 reactie = ABL:32+1  Mbcr: 32+1 Concentratie
Componenta (u1) reactii (pl) reactii (ul) finala

Premix Ex Taq,

12,5 412,5 412,5 1x
2X

Amestec

de solutii de
amorsare si
sonde, 25x

Colorant ROX I,
50x (ABI PRISM
7900HT) sau
colorant ROX I,
50x (Applied
Biosystems 7500)

0,5 16,5 16,5 1Xx

Apa de calitate
PCR fara 6 198 198 -
nucleaza

Proba
(de adaugat 5 Cate 5 Cate 5 -
la pasul 5)

Volum total 25 Cate 25 Cate 25 -
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Tabelul 8. Prepararea amestecului qPCR pentru LightCycler 480

BCR-ABL

1 reactie @ ABL: 32+1  Mbcr: 32+1 Concentratie
Componenta (ul) reactii (pl) reactii (ul) finala
premxExTad, 425 412,5 412,5 1x
Amestec
de solutii de; 1 33 33 1x
amorsare si
sonde, 25x
Apa de calitate
PCR fara 6,5 214,5 2145 —
nucleaza
Proba
(de adaugat 5 Cate 5 Cate 5 —
la pasul 5)
Volum total 25 Cate 25 Cate 25 -

4. Distribuiti 20 yl de amestec gPCR preliminar per godeu.

5. intr-o zoni de laborator diferitid si cu echipament dedicat, adiugati
5 ul de produs RT (ADN complementar, 200 ng echivalent ARN)
obtinut in transcrierea inversa (consultati ,Protocol: Transcriere
inversa prin utilizarea SuperScript Il Reverse Transcriptase”,
pagina 13) in godeul corespunzator (volum total 25 pl).

6. Amestecati usor, prin pipetare pe verticala.

7. inchide;i placa si centrifugati pentru scurt timp (300 x g, aproximativ
10 s).

8. Asezati placa in termociclor, conform recomandarilor producatorului.
Programati termociclorul in programul de termociclare, asa cum este

indicat in Tabelul 9 pentru instrumentele Applied Biosystems si ABI
PRISM sau in Tabelul 10 pentru Instrumentul LightCycler 480.
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Tabelul 9. Profilul temperaturii pentru instrumentele Applied Biosystems
si ABI PRISM

Modul de analiza Curba standard — Cuantificare absoluta
Hold 1 (Retinere 1) Temperature (Temperatura): 95 °C
Time (Timp): 10 s

Cycling 50 times (50 de ori)
(Repetare ciclu) 95 °C timp de 5 s

60 °C timp de 30 s cu achizitia fluorescentei FAM:
Unic; substanta extinctoare de fluorescenta: TAMRA

Hold 2 (Retinere 2) Temperature (Temperatura): 36 °C
Time (Timp): 1 min

Tabelul 10. Profilul temperaturii pentru instrumentul LightCycler 480

Modul de analiza Cuantificare absoluta (,Abs Quant”)
Formate de Selectati ,Simple Probe” (Sonda simpla) in
detectie fereastra Detection formats (Formate de detectie)

Hold 1 (Retinere 1) Temperature (Temperatura): 95 °C
Time (Timp): 10 s

Cycling 50 times (50 de ori)

(Repetare ciclu) 95 °C timp de 5 s

60 °C timp de 30 s cu achizitia fluorescentei FAM
corespunzatoare intervalului (483-533 nm) pentru
LC versiunea 01 si (465-510 nm) pentru LC
versiunea 02

Hold 2 (Retinere 2) Temperature (Temperatura): 36 °C
Time (Timp): 1 min

___________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
24 Manual jpsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR Kit  07/2016



9. Pentru Applied Biosystems 7500 si ABI PRISM 7900HT SDS,
parcurgeti etapa 9a. Pentru instrumentul LightCycler 480, parcurgeti
etapa 9b.

9a. Applied Biosystems si ABI PRISM: Va recomandam un prag setat la
0,1 in etapa de analiza a instrumentului. Porniti programul de ciclare,
asa cum este indicat in Tabelul 9.

9b. Instrumentul LightCycler 480: Va recomandam un mod de analiza de
tip Fit point cu fundal la 2,0 si prag la 2,0. Porniti programul de
termociclare, asa cum este indicat in Tabelul 10.
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Protocol: qPCR pe instrumente LightCycler 1.2, 1.5 si 2.0

Daca utilizati instrumente cu capilare, recomandam masurarea probelor in
duplicat si a substantelor de control o singura data, asa cum este indicat in
Tabelul 11. Kitul este conceput pentru testarea a patru probe diferite de ADN
complementar in acelasi experiment de sase ori.

Tabelul 11. Numar de reactii pentru instrumentele LightCycler 1.2, 1.5 si 2.0

Probele Reactii
Cu amestecul de solutii de amorsare si sonde ABL (PPC-ABL)
(16 reactii)
4 probe de ADN complementar 4 x 2 reactii
1 substanta de control puternic 1 reactie
pozitiva ADN complementar ’
1 calibrator IS-MMR ADN :
1 reactie

complementar

Standarde cu o singura plasmida 1 x 4 reactii (SP3, SP4, SP5 si

SP6)
Substanta de control negativa la :
’ 1 reactie
RT ’
Substanta de control apa 1 reactie

Cu amestecul de solutii de amorsare si sonde BCR-ABL Mbcr
(PPF-Mbcr) (16 reactii)

4 probe de ADN complementar 4 x 2 reactii
1 substanta de control puternic 1 reactie
pozitiva ADN complementar ’
1 calibrator IS-MMR ADN :

1 reactie

complementar

1 x 5 reactii (SP1, SP2, SP3, SP5
si SP6)

Substanta de control apa 1 reactie

Standarde cu o singura plasmida
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Procesarea probelor pe instrumentele LightCycler 1.2, 1.5 si 2.0

Va recomandam sa testati cel putin 4 probe de ADN complementar in acelasi
experiment pentru a optimiza utilizarea standardelor si a amestecurilor de
solutii de amorsare si sonde. Schema capilarelor din Figura 6 prezinta un
experiment exemplificativ.

Figura 6. Configurarea sugerata a rotorului pentru un experiment efectuat cu ipsogen
BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR Kit. SP1-SP6: Standarde BCR-ABL Mbcr si ABL; HC: substanta
de control puternic pozitiva ADN complementar; IS-Cal: calibrator IS-MMR; RTneg:
substantd de control negativa RT; S: proba de ADN complementar; H20: substantd de
control apa.

gPCR pe instrumentele LightCycler 1.2, 1.5 si 2.0
Nota: Toate etapele vor fi efectuate pe gheata.

Procedura

1. Decongelati toate componentele necesare si asezati-le pe gheata.

2. Vortexati standardele, PPF-Mbcr si tuburile PPC-ABL si centrifugati
pentru scurt timp (aproximativ 10 s, 10.000 rot/min, pentru a colecta
lichidul in partea de jos a tubului).

3. Preparati urmatorul amestec qPCR in functie de numarul de probe
procesate.

Toate concentratiile se refera la volumul final al reactiei.

Tabelul 12 descrie schema de pipetare pentru prepararea unui amestec de
reactivi, calculata pentru a obtine un volum final de reactie de 20 pl. Poate fi
preparat un amestec preliminar, in functie de numarul de reactii, folosind
acelasi amestec de solutii de amorsare si sonde (PPC-ABL sau PPF-Mbcr).
Sunt incluse volume suplimentare pentru a compensa eroarea de pipetare.
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Tabelul 12. Prepararea amestectului qPCR pentru instrumentele
LightCycler 1.2, 1.5 si 2.0

BCR-ABL

1 reactie ABL: 16+1 Mbcr: 16+1 Concentratie
Componenta (M) reactii (ul) reactii (ul) finala
Premix Ex 10 170 170 1x
Taq, 2x
Amestec
elO Rl 0,8 13,6 13,6 1x
amorsare Si
sonde, 25x
Apa de calitate
PCR fara 4,2 71,4 71,4 —
nucleaza
Proba
(de adaugat 5 Cate 5 Cate 5 —
la pasul 5)
Volum total 20 Cate 20 Cate 20 —

4. Distribuiti 15 yl de amestec qPCR preliminar per capilar.

5. intr-o zona de laborator diferitd si cu echipament dedicat, adiugati
54l de produs RT (ADN complementar, 200 ng echivalent ARN)
obtinut in transcrierea inversa (consultati ,Protocol: Transcriere
inversa prin utilizarea SuperScript Il Reverse Transcriptase”,
pagina 13) in capilarul corespunzator (volum total 20 pl).

6. Amestecati usor, prin pipetare pe verticala.

7. Asezati capilarele in adaptoarele furnizate impreuna cu aparatul si
centrifugati pentru scurt timp (700 x g, aproximativ 10 s).

8. incarcati  capilarele  termociclor, conform  recomandarilor
producatorului.

9. Programati instrumentul LightCycler 1.2, 1.5 sau 2.0 la programul de
termociclare, asa cum este indicat in Tabelul 13.
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Tabelul 13. Profilul de temperatura

Modul de analiza Cuantificare

Hold 1 (Retinere 1)  Temperature (Temperatura): 95 °C
Time (Timp): 10 s

Rampa: 20
Cycling 50 times (50 de ori)
(Repetare ciclu) 95 °C timp de 5 s; rampa: 20

60 °C timp de 30 s; rampa: 20; cu achizitia
fluorescentei FAM: Unic
Hold 2 (Retinere 2) Temperature (Temperatura): 36 °C
Time (Timp): 1 min
Rampa: 20

10. Pentru LightCycler 1.2 si 1.5, parcurgeti etapa 10a. Pentru
LightCycler 2.0, parcurgeti etapa 10b.

10a.LightCycler 1.2 si 1.5: Se recomanda F1/F2 si modul ,,2"¢ derivative
analysis” (analiza cu derivata secundara). Porniti programul de
termociclare, asa cum este indicat in Tabelul 13.

10b.LightCycler 2.0: Va recomandam sa utilizati analiza automata
(F’max) pe LightCycler 2.0 Software versiunea 4.0 pentru a obtine
rezultate reproductibile. Porniti programul de termociclare, agsa cum
este indicat in Tabelul 13.
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Interpretarea rezultatelor

Principiul analizei datelor

Daca utilizati tehnologia TagMan®, numarul de cicluri PCR necesare pentru a
detecta un semnal peste prag se numeste ciclu de prag (Cr) si este direct
proportional cu cantitatea de tinta prezenta la inceputul reactiei.

Daca utilizati standarde cu un numar cunoscut de molecule, se poate stabili o
curba standard si se poate determina cantitatea exacta de tinta prezenta in
proba de testare. Curbele standard ipsogen se bazeaza pe plasmide. Pentru a
asigura curbe standard de precizie, folosim patru dilutii standard pentru ABL si
5 dilutii standard pentru Mbcr. Kitul include, de asemenea, un calibrator
IS-MMR care permite conversia rezultatelor la scara internationala. Figurile 7
si 8 prezintda exemple de curbe de amplificare TagMan obtinute pentru
standarde, calibratorul IS-MMR si substanta de control ARN puternic pozitiva
cu ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR Kit.

15
14
1,3 P
12
11
1,0

0,9 .

1 Substanta de control
08| ARN puternic pozitiva
0,7

0.6 Calibrator IS-MMR:

ARn

0,5' \

04|

03| SP6

0,2 SP5

01 /5P 4p3

0,0 ‘

0,1 TR —

0,1

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50

Ciclu

Figura 7. Detectia ABL cu standardele SP3, SP4, SP5 si SP6. 103, 104, 10° si 10° copii/5 pl.
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0.0 SP1
01 s Ll
01
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Figura 8. Detectia BCR-ABL Mbcr cu standardele SP1, SP2, SP3, SP5 si SP6. 10", 102,
103, 10°%, 10° copii/5 pl.

Curbe standard si criterii de control al calitatii aplicabile
datelor brute

Reproductibilitatea intre replicate

Variatia valorilor Cr intre replicate trebuie sa fie <2, corespunzatoare unei
modificari 4x a valorilor numarului de copii.

Variatia valorilor Ct intre replicate este in general <1,5, daca valoarea medie
Cr a replicatelor este <36 (7).

Nota: Fiecare utilizator trebuie sa masoare propria reproductibilitate in
laboratorul sau.

Curbe standard
Datele brute pot fi lipite intr-un fisier Excel® pentru analiza.

Pentru fiecare gena (ABL si BCR-ABL), valorile brute Ct obtinute din dilutiile
standard de plasmide sunt reprezentate grafic in functie de numarul de copii
logaritmice (3, 4, 5 si 6 pentru SP3, SP4, SP5 si SP6; 1, 2, 3, 5 si 6 pentru
SP1, SP2, SP3, SP5 si SP6). Figura 9 prezinta un exemplu de curba standard
ABL teoretica calculatd pe patru dilutii standard. Figura 10 prezinta un
exemplu de curba standard BCR-ABL teoretica calculatda pe cinci dilutii
standard.
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Figura 9. Curba standard teoretica pentru ABL calculata din 4 dilutii standard. Se
calculeaza o curba de regresie liniara (y = ax + b), unde a este panta dreptei si b este
intersectia in y, care este coordonata y a punctului in care linia intersecteaza axa y. Ecuatia
si coeficientul de determinare (R?) sunt imprimate pe grafic.
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Figura 10. Curba standard teoretica pentru BCR-ABL calculata din 5 dilutii standard.
Se calculeaza o curba de regresie liniara (y = ax + b), unde a este panta dreptei si b este
intersectia in y, care este coordonata y a punctului in care linia intersecteaza axa y. Ecuatia
si coeficientul de determinare (R?) sunt imprimate pe grafic.

Deoarece standardele sunt dilutii 10x, panta teoretica a curbei este —3,3.
O panta intre —3,0 si —3,9 este acceptabila atat timp cat R? este >0,95 (7). Cu
toate acestea, pentru rezultate de precizie se recomanda o valoare pentru
R2>0,98 (3).
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Nota: Dilutia standard SP1 (plasmida BCR-ABL, 10 copii) trebuie detectata si
inclusa in curba standard BCR-ABL.

Controlul calitatii pe toate valorile ABL

Calitatea slaba a ARN-ului sau problemele in timpul etapelor g°PCR au ca
rezultat o valoare scazuta a numarului de copii ABL (ABLcn). Sensibilitatea
optima este atinsa cu probe care genereaza ABLcn 210.000 de copii. Acest
criteriu pentru ABLcn se aplica si substantei de control ARN puternic pozitive si
calibratorului IS-MMR.

Substante de control negative RT si cu apa

Substantele de control fara sablon (No Template Control, NTC) pentru etapa
PCR (substanta de control apa) si etapa de transcriere inversa (substanta de
control negativa RT) nu trebuie sa genereze CN zero pentru ABL si pentru
BCR-ABL Mbcr. Un rezultat pozitiv pentru aceste NTC-uri indica
o contaminare incrucisata in timpul transcrierii inverse si/sau qPCR.

Numarul de copii normalizat (Normalized Copy Number, NCN)

Ecuatia curbei standard ABL trebuie utilizata pentru a transforma valorile brute
Cr (obtinute cu PPC-ABL) pentru probele necunoscute in numere de copii ABL
(ABLcn).

Ecuatia curbei standard BCR- ABL trebuie utilizata pentru a transforma valorile
brute Cr (obtinute cu PPF-Mbcr) pentru probele necunoscute in numere de
copii BCR-ABL (BCR-ABL Mbcrcn).

Raportul dintre aceste valori CN ofera numarul de copii normalizate
(Normalized Copy Number, NCN):
BCR-ABL Mbcren

NCN = x 100
ABLcn

Calculati rezultatul NCN pentru substanta de control ARN puternic pozitiva
(NCNHc), calibratorul IS-MMR (NCNecal) si pentru fiecare proba (NCNproba).

Substanta de control ARN puternic pozitiva si calibrator IS-MMR

Aceste substante de control permit monitorizarea etapelor de transcriere
inversa si de amplificare ABL si BCR-ABL Mbcr in timpul cuantificarii
transcriptiei.
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Controlul calitatii pentru rezultatul NCNca

Nota: Rezultatul NCN obtinut pentru calibratorul 1IS-MMR, testat cu ipsogen
BCR-ABL Mbcr IS-MMR Kit in combinatie cu reactivi si instrumente validate
(consultati ,Materiale furnizate”, pagina9 si ,Materiale necesare, dar
nefurnizate”, pagina 10) trebuie sa se incadreze in intervalul 0,05-0,3. In caz
contrar, valorile NCN nu pot fi convertite la scara internationald. in plus,
intregul experiment trebuie