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QIAGEN Sample and Assay Technologies

QIAGEN on uvuenduslike proovi- ja analGUsimeetodite juhtiv tootja, kes loob
voéimalused mikroorganismide isoleerimiseks ja tuvastamiseks igasugusest
bioloogilisest proovimaterjalist. Meie valjatéétatud kérge kvaliteediga tooted a
teenused tagavad edu proovi analGUsimisel.

QIAGEN loob standardid jérgmistes tegevustes:

DNA, RNA ja valkude puhastamine
nukleiinhapete ja valkude analGUsimine
microRNA uurimine ja RNAI

proovi- ja analUUsimeetodite automatiseerimine

Meie missiooniks on aidata teil saavutada véljapaistvat edu ja ldbimurret.
Lisateavet saate meie kodulehelt www.qgiagen.com.
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Sihtotstarve

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR komplekt on méeldud BCR-ABL p210 b2a2
voi b3a2 transkriptsioonide kvantifitseerimiseks varem leitud BCR-ABL Mbcr
fusioonigeeniga (FG) dgedat [imfoblastset leukeemiat (ALL) véi kroonilist
mueloidset leukeemiat (CML) pédevate patsientide luuidist voi verest véetud
proovidest. Test on méeldud molekulaarse vastuse maara hindamiseks;
tulemusi saab kasutada minimaalse residuaalhaiguse jéalgimiseks.

Kokkuvéte ja selgitus

CML-i olemus

CML kuulub mueloproliferatiivsete kasvajate rthma ning rohkem kui 90%-|
juhtudest iseloomustab seda Philadelphia kromosoomi (Ph-kromosoomi)
olemasolu.

See kromosoom on 9. ja 22. 1(9;22) pikkade élgade vahel toimunud
retsiprookse translokatsiooni tulemus, kusjuures selle BCR-i (katkemiste klastri
piirkond) asub 22. kromosoomis ja c-ABL-i onkogeen périneb 9.
kromosoomist. Vastav fusioonigeen BCR-ABL transkribeeritakse 8,5 kb mRNA-
ks, millel on 2 varianti: b2a2 (40% juhtudest) ja b3a2 (55% juhtudest). See
kodeerib kim&arset valku p210, lisaks on tdusnud tUrosiini kinaasi aktiivsus.
b2a3 ja b3a3 transkriptsioonid esinevad vahem kui 5%-| juhtudest. Ph-
kromosoomi tuvastatakse ka 35%-I tdiskasvanud ALL-i patsientidest.

CML-i diagnoosimissagedus on tavaliselt 1-2 juhtu 100 000 elaniku aastas,
CML moodustab umbes 20% taiskasvanute leukeemiatest. Seda iseloomustab
kliiniliselt liigne, normaalselt diferentseerunud ja normaalse funktsiooniga
mueloidsete rakkude hulk. CML-i patsientidele pannakse 90-95%-1 juhtudest
diagnoos haiguse kroonilises voi stabiilses faasis. Varem tekkis patsientidel
keskmiselt 4 kuni 6 aasta méddudes akiselereeritud faas, mis viis blastse kriisi
ja dgeda leukeemiani, mis on alati surmav. Imanitiibi ja teiste hiljuti vélja
t66tatud teise pdlvkonna tirosiini kinaasi inhibiitorite kasutuselevétt muutis
haiguse kulgu véga méjusalt: enamik patsientidest jddb nGUd remissiooni ja
nende jGlgimine toimub pikaajaliselt.

Haiguse jdalgimine

Tanaseks on CML-i ravi eesmdrgiks 100%-lise elulemuse ja Ph-negatiivsuse
saavutamine. Haiguse j@lgimine on seega Ulioluline vahend ravivastuse
hindamises ning varase relapsi tuvastamine iga patsiendi puhul eraldi. TKI ravi
saavate patsientide puhul toimub tavaliselt hematoloogilisest remissioonist
tsUtogeneetilisse, seejérel molekulaarsesse remissiooni lilkumine, mis tdhenda
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leukeemiliste rakkude ja BCR-ABL-i transkriptide arvu véhenemine, nagu
ndidatud joonisel 1 allpool.

Diagnoosimise ajal, enne ravi
voi hematoloogiline relaps
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Joonis 1. Kohandatud viite1 pohijal.

Standardmeetod kasvajakoormuse hindamiseks CML-i patsientidel on
konventsionaalne tsitogeneetiline analiis (G-vé6did) luuidi (BM)
metafaasides). Tsutogeneetilist vastust hinnatakse véhemalt 20 luuidimetafaasi
pdhjal. Tsitogeneetilise vastuse taset hinnatakse Ph-kromosoom-positiivsete
metafaaside protsentuaalsel hulgal (vt tabel 1, viide 2). Siiski séltub see
hinnang labori jdudlusest ning sellel on madal tundlikkus, 20 metafaasi
analtisimisel 5%.

Reaalajaline kvantitatiivne polimeraasahela reaktsioon (qPCR), mille abil
kvantifitseeritakse BCR-ABL Mbcr mRNA perifeerse vere (PB) proovides on osa
haiguse jélgimise meetodist CML-i ravist. See on véhem invasiivne kui
konventsionaalne luutdi metafaasi tsitogeneetika, ja tundlikum.

CML-haiguse jalgimise soovitused on samuti hiljuti l&bi vaadatud, et kasutada
kliiniliste uuringute abil saadud uusi kliinilisi saavutusi ning uuenenud eesmérke
ja vahendeid haiguse jalgimises. Uusimad soovitused ravivastuse definitsiooni
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ja imatiniibi saavate patsientide jdlgimise kohta pdrinevad ELN-i ekspertidelt
(2).

Tehnilisest vaatepunktist on rahvusvahelised eksperdid teinud j6upingutusi BCR-
ABL Mbcr testimise ja tulemuste vdljastamise Uhtlustamiseks (3-5). Lisaks on
WHO jérelevalve hiljuti valideerinud referentspaneeli, mis véimaldab BCR-ABL-i
kvantifitseerimise lihtsat standardiseerimist (6).

Protseduuri pohimote

qPCR
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Joonis 2. RNA isoleerimine, cDNA sintees ja qPCR.

gPCR-meetod véimaldab PCR-produktide tépset kvantifitseerimist PCR-i
amplifikatsiooniprotsessi eksponentsiaalse faasi ajal. Kvantitatiivsed PCR-
andmeid saab hankida kiiresti ilma PCR-jérgse t66tluseta, kasutades
fluorestsentsete signaalide reaalajalist tuvastamist PCR-tsukli ajal ja/voi selle
jGrel, mistéttu PCR-toote saastumise risk drastiliselt véiheneb. Hetkel on
saadaval 3 peamist tiUpi gPCR-meetodit: gPCR-analiis komplekti SYBR® vérvi
Green | (roheline I) abil, gPCR-analGis hidrolGUsiproovide abil ja gPCR-
analiis hibridiseerimisproovide abil.

See analtus kasutab gPCR-i topeltvarvinguga oligonukleotiidi hidrolGUsi
p&himatet. PCR-i ajal hibridiseerivad pdri- ja draspidi praimerid spetsiifilise
j@rjestuse. Topeltvarvinguga oligonukleotiid on samas segus. Proov, mis
koosneb 5' reportervarviga mdargistatud ja périvoolulise, 3' fluorestseerumist
vdhendava vérviga margistatud oligonukleotiidist, hGbridiseerib sihtjarjestust
PCR-i toote piires. HodrolUGUsiproovi gPCR-analiusis kasutatakse Thermus
aquaticus'e (Tag) DNA polimeraasi 5'23' eksonukleaasi aktiivsust. Kui proov
on intaktne, annab reportervarvi lGhedus fluorestseerumist neelavale vérvile
tulemuseks reportervarvi fluorestseerumise peamiselt Férster-tGupi
energiaUlekande abil.
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Kui huvipakkuv sihtmérk on olemas, anniilib proov PCR-i ajal spetsiifiliselt aras-
ja paripidised praimerid. DNA polUmeraasi 5'23' eksonukleaasi aktiivsus
|6hestab proovi reporteri ja fluorestsentsi véhendaja vahel vaid juhul, kui proov
hUbridiseerib sihtmérgi. Proovi fragmendid térjutakse seejdrel sihtmdrgist védlja
ning algab ahela polimerisatsioon. Proovi 3' ots blokeeritakse, et takistada
proovi pikenemist PCR-i ajal (joonis 3). See protsess toimub igas tsuklis ning ei
sega toote eksponentsiaalset akumulatsiooni.

Fluorestsentssignaali tugevnemist tuvastatakse vaid juhul, kui sihtjérjestus on
prooviga komplementaarne ning seega PCR-i ajal amplifitseeritud. Nende
tingimuste t6ttu ei tuvastata mittespetsiifilist amplifikatsiooni. Seega on
fluorestsentsi tugevnemine otseselt proportsionaalne sihtmargi
amplifikatsiooniga PCR-i ajal.
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Joonis 3. Reaktsiooni pohiméte. Toimub kogu RNA p&éérdiranskriptsioon ning saadud
cDNA amplifitseeritakse PCR-i abil, kasutades spetsiifiliste praimerite paari ning spetsiifilist
sisemist topeltvérvingu proovi (FAM™-TAMRA™). Proov seondub amplikoniga PCR-i iga
anniilimisetapi ajal. Kui Tag laieneb amplikoniga seotud praimerist, térjub see vélja proovi 5'
otsa, mis seejdrel lagundatakse Tag DNA polUmeraasi 5'>3' eksonukleaasi aktiivsuse abil.
Léhustamine jétkub, kuni allesj@énud proov amplikoni ,dra sulatab”. Selle protsessi kdigus
vabaneb lahusesse fluorofoor ja fluorestsentsi véhendaja, need eraldatakse ruumiliselt ning
see pdhjustab FAM-i fluorestsentsi suurenemise ning TAMRA fluorestsentsi véhenemise.
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Komplektis olevad materjalid

Komplekti sisu

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR Kit (24)
Kataloogi nr 670723
Reaktsioonide arv 24
High Positive RNA Control (Tugevalt positivne RNA 3 % 10 ul
kontroll-lahus)

IS-MMR Calibrator (IS-MMR kalibraator) 3 x 10 ul
Mbcr and ABL Single Plasmid Standard Dilution (Mbcr ja  SP1-BCR-ABL 35
ABL Ghe plasmiidiga standardlahus) (10" koopiat / 5 ul)  Mbcr & ABL H
Mbcr and ABL Single Plasmid Standard Dilution (Mbcr ja  SP2-BCR-ABL 35
ABL Uhe plasmiidiga standardlahus) (10? koopiat / 5 ul)  Mbcr & ABL H
Mbcr and ABL Single Plasmid Standard Dilution (Mbcr ja  SP3-BCR-ABL 70 4l
ABL Ghe plasmiidiga standardlahus) (10° koopiat / 5 ul)  Mbcr & ABL H
Mbcr and ABL Single Plasmid Standard Dilution (Mbcr ja  SP4-BCR-ABL 35
ABL Uhe plasmiidiga standardlahus) (10* koopiat / 5 ul)  Mbcr & ABL H
Mbcr and ABL Single Plasmid Standard Dilution (Mbcr ja  SP5-BCR-ABL 70 4l
ABL Uhe plasmiidiga standardlahus) (10° koopiat / 5 ul)  Mbcr & ABL H
Mbcr and ABL Single Plasmid Standard Dilution (Mbcr ja  SP6-BCR-ABL 20 ul
ABL Uhe plasmiidiga standardlahus) (10 koopiat / 5 ul)  Mbcr & ABL H
Primers and Probe Mix ABL (Praimerite ja proovi segu PPC-ABL 25x 110 ul
ABL)*

Primers and Probe Mix BCR-ABL mbcr Fusion Gene' PPF-Mbcr 110 ul
(Praimerite ja proovi segu BCR-ABL mbcr fusioonigeen) 25X%

ipsogen BCR-ABLT Mbcr IS-MMR Kit Handbook (inglise keeles) 1

* Segu spetsiifilistest pari- ja draspidistest ABL-i kontrollgeeni (CG) praimeritest, lisaks
spetsiifiline FAM-TAMRA proov.

t Segu spetsiifilistest péri- ja draspidistest BCR-ABL Mbcr fusioonigeeni praimeritest, lisaks
spetsiifiline FAM-TAMRA proov.

Madarkus. Enne kasutamist segage standardlahuseid (SP1-SP6), praimerite ja
proovi segusid &rnalt ja tsentrifuugige veidi.
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Vajalikud, kuid komplektis mittesisalduvad
materjalid
Kemikaalidega t66tamisel kandke alati sobivat laborikitlit, Ghekordseid kindaid

ja kaitseprille. Lisateavet saate vastavatelt ohutuslehtedelt, mis on saadaval
toote tarnija juures.

Reaktiivid

B RNA puhastamise reaktiivid: valideeritud reaktiivid on RNeasy® Midi Kit
(QIAGEN, katalooginr 75144) vai TRIzol® Reagent (Thermo Fisher Scientific Inc,
katalooginr 15596018 vai 15596026)

B  Nukleaasivaba PCR Grade Water

B Puhver ja Tag-i DNA polimeraas: valideeritud reaktiivid on Premix Ex Tag™ DNA
Polymerase (Perfect Real Time) (TaKaRa, katalooginr RRO39A) ja Premix Ex Tag
DNA Polymerase (Probe qPCR) (TaKaRa, kataloogi nr RR390A). Malemad
sisaldavad 2x Tag DNA polimeraasi pdhisegu ja ROX™ referentsvarve

B P&drdiranskriptsiooni reaktiivid: valideeritud reaktiivid on komplektis ipsogen RT
Kit, mis sisaldab poéordiranskriptaasi, 5x RT puhvrit, 100 mM DTT, RNaasi
inhibiitorit, juhuslikku praimerit ja dNTP-sid (QIAGEN, katalooginr 679923); v&i
SuperScript® lll Reverse Transcriptase, mis sisaldab pdérdtranskriptaasi,
5x esimese ahela puhvrit ja 100 mM DTT (Thermo Fisher Scientific Inc.,
katalooginr 18080044

B SuperScript lll kasutamisel on vajalikud jargmised lisareaktiivid.

M RNaasi inhibiitor: valideeritud reaktiiv on RNaseOUT™ Recombinant
Ribonuclease Inhibitor (Thermo Fisher Scientific Inc., katalooginr 10777019)

M Komplekt dNTP-sid, PCR-i jaoks sobiva kvaliteediga

M Juhuslik nonameer

Tarvikud

B Nukleaasivabad aerosoolide suhtes resistentsed steriilsed PCR-pipetiotsikud
hidrofoobsete filtritega

M 0,5 mlvéi 0,2 ml RNaasi- ja DNaasivabad PCR-katsutid
B Jaa
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Vahend

B Mikroliitri-pipetid* méeldud spetsiaalselt PCR-i jaoks (1-10 ul; T0-100 ul;
100-1.000 ul)

B Lauatsentrifuug,* millel on rootor 0,2 ml / 0,5 ml reakisioonikatsutite jaoks
(suudab saavutada 10.000 pddret minutis)

M Reaalajalise PCR-i mddramise seade:* Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM véi
muu Rotor-Gene seade; LightCycler 1.2, 1.5, 2.0 véi 480; Applied
Biosystems 7500 Real-Time PCR System; ABI PRISM 7900HT SDS; a
nendega seotud spetsiifilised materjalid.

B Termotsukler* véi vesivann* (p&érdiranskriptsiooni etapp)

Hoiatused ja ettevaatusabinoud
In vitro diagnostiliseks kasutamiseks

Kemikaalidega té6tamisel kandke alati sobivat laborikitlit, Ghekordseid kindaid
ja kaitseprille. Lisateavet saate vastavatelt andmelehtedelt. Need on saadaval
internetis ja kompaktses PDF-vormingus kodulehel www.qiagen.com/safety,
kus saate vaadata ja printida ohutuslehti QIAGENI iga komplekti ja komplekti
osa kohta.

Hdvitage proovide ja analtUside jG&tmed vastavalt kohalikele
ohutuseeskirjadele.

Uldised ettevaatusabinéud

gPCR-testide kasutamisel on vaja jérgida haid laboritavasid, sh
molekulaarbioloogia seadmete hooldus, mis vastab kehtivatele eeskirjadele ja
asjakohastele standarditele.

Komplekt on méeldud in vitro diagnostiliseks kasutamiseks. Komplektis olevad
reaktiivid ja juhtndérid on optimaalse té6kindluse osas valideeritud. Reaktiivide
edasine lahjendamine véi inkubatsiooniaegade ja temperatuuride muutmine
voib anda ekslikud véi sobimatud tulemused. PPC- ja PPF-reaktiivid véivad
valgusega kokku puutudes muunduda. Kaik reaktiivid on kokku pandud
spetsiaalselt selle testiga kasutamiseks.

Testi optimaalse té6kindluse tagamiseks ei tohi neid muude reaktiividega
asendada.

Transkriptsiooni tasemete maaramisel gPCR-i abil on vaja nii mRNA
poddrdiranskriptsiooni kui saadud cDNA amplifikatsiooni PCR-i abil. Seetattu tuleb
kogu analGUsiprotseduur sooritada RNaasi- ja DNaasivabades tingimustes.

*Veenduge, et seadmed on kontrollitud ja kalibreeritud tootja soovituste kohaselt.
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Olge aarmiselt ettevaatlik, et ei juhtuks jGrgmist:

B saastumine RNaasi/DNaasiga, mis véib péhjustada matriits-mRNA ja saadud
cDNA lagunemist

B mRNA véi PCR-i Ulekandesaaste, mis annab valepositiivse signaali
Seetottu soovitame jGrgmist.

B Kasutage nukleaasivabasid laborivahendeid (nt pipetid, pipetiotsikud,
reaktsiooniviaalid) jo kandke analiUsi sooritamisel kindaid.

B Proovide ja reaktiivide ristsaaste véltimiseks kasutage kéikide
pipeteerimisprotseduuride ajal vérskeid aerosoolide suhtes resistentseid
pipetiotsikuid.

B Valmistage ette PCR-i eelne pbhisegu spetsiaalsete vahenditega (pipetid,
pipetiotsikud jne) spetsiaalses piirkonnas, kus DNA maatriksite (cDNA, DNA,
plasmiidid) sattumine lahusesse pole véimalik. Lisage matriits eraldi tsooni
(eelistatavalt eraldi ruumis), kasutades spetsiaalseid vahendeid (pipetid,
pipetiotsikud jne).

B Kasitsege standardlahuseid (SP1-SPé) eraldi ruumis.

Reaktiivide sdilitamine ja kaitlemine

Komplektid saadetakse kuival j@al ning neid tuleb pérast kattesaamist sailitada
temperatuuril =30...-15 °C.

B Minimeerige praimerite ja proovi segude kokkupuudet valgusega (PPC- ja PPF-
katsutid).

B Enne avamist segage ja tsentrifuugige katsuteid veidi.
B Sailitage koiki komplekti komponente originaalpakendites.

Need sailitustingimused kehtivad nii avatud kui ka avamata pakendiga
komponentide kohta. Muudel tingimustel sdilitatud komponendid ei pruugi
digesti toimida ning need vdivad analbusitulemusi rikkuda.

Kéikide reaktiivide kolblikkusajad on ndidatud Gksikute komponentide
etikettidel. Oigete sailitustingimuste korral sailitab toode t66kindluse kuni etiketil
trikitud kélblikkusaja 16puni.

Toote ebastabiilsust ei naita Ukski selgelt eristatav mérk. Siiski tuleb positiivseid
ja negatiivseid kontrollproove analtUsida samaaegselt tundmatu
kontsentratsiooniga proovidega.

Proovide kdsitsemine ja sdilitamine

Enne RNA ekstrakisiooni tuleb tdisvere proovid kaalium-EDTA abil
antikoaguleerida ja sdilitada neid temperatuuril 2-8 °C mitte Gle 5 p&eva.
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Labiviimine

Proovi RNA ettevalmistamine

Patsiendi proovides (veres voi luuidis) olev RNA tuleb ette valmistada
valideeritud protseduuri jargides. AnalUUsi kvaliteet séltub suuresti sisend-RNA
kvaliteedist. Seetdttu soovitame tésta puhastatud RNA kvaliteeti enne
analtUsimist elektroforeesi abil agar-agar* geelil véi kasutada vahendit

Agilent® Bioanalyzer®.?

Protokoll: P66rdtranskriptsioon toote SuperScript lll
Reverse Transcriptase abil

See protokoll on méeldud péérdiranskriptsiooni jaoks lahuse SuperScript 1l
Reverse Transcriptase abil. Kui kasutate komplekti ipsogen RT Kit, jargige
trikises ipsogen RT Kit Handbook (ipsogen RT komplekti kdsiraamat) toodud
protokolli.

Enne alustamist tehke jargmist.

B Valmistage ette dNTP-d, igatks 10 mM. Sailitage vérdsete osadena
temperatuuril =20 °C.

Léabiviimine
1. Sulatage koik vajalikud komponendid ning asetage need jddle.
2. Segage hasti (arge keerutage) ja tsentrifuugige veidi (u 10 sekundit,

10.000 poéoret minutis), et koguda vedelik katsuti pohja. Seejdrel
hoidke seda jadl.

3. Lisage RNA-proovidele lahust kuni mahuni 0,1 ug/ul. Pipeteerige
10 pl (1 ug) iga RNA-proovi eraldi, mdrgistatud katsutitesse.
Pipeteerige 10 ul tugevalt positiivset RNA kontroll-lahust, 10 pl
lahust IS-MMR Calibrator ja 10 pl nukleaasivaba vett (RT-negatiivse
kontroll-lahusena) eraldi, mérgistatud katsutitesse ja té6delge neid
paralleelselt RNA-proovidega vastavalt kirjeldusele allpool.

4. Inkubeerige iga proovi, kontroll-lahust ja kalibraatorit (igaGhte
10 pl) 5 minutit 65 °C juures ja jahutage kohe jadl 5 minutit.

* Kemikaalidega té6tamisel kandke alati sobivat laborikitlit, thekordseid kindaid ja
kaitseprille.

T Optilist tihedust méédetakse lainepikkusel 260 ja 280 nm: OT 1,0 on 260 nm juures
ekvivalentne umbes 40 ug/ml Ghe ahelaga RNA-ga. A,s0/Asge suhe vahemikus 1,8 ja 2,1
nditab kérgpuhastatud RNA olemasolu.
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5. Tsentrifuugige veidi (u 10 sekundit, 10.000 p66ret minutis), et
koguda vedelik katsuti pohja. Seejdérel hoidke seda jadl.

6. Valmistage jdérgmine RT-segu vastavalt analGisitavate proovide,
kontroll-lahuste ja kalibraatorite arvule (tabel 1).

Tabel 1. RT-segu valmistamine

Maht
proovi

Komponent kohta (ul) Léppkontsentratsioon
First-Strand Buffer (komplektis
Supersc.rlp’r lll Reverse 5.0 1%
TranScriptase
(pdordtranskriptaas)), 5%
dNTP-d (igatks 10 mM, peavad
o!ema"\{qrem e’r’r~e valmistatud 20 0,8 mM
ning sdilitatud vérdsete osadena
temperatuuril =20 °C)
Suvaline nonameer (100 uM) 5,25 21 uM
RNaseOUT (40 U/ul) 0,5 0,8 U/ul
SuperScript Il Reverse
Transcriptase (200 U/ul) 1.0 8 U/ul
DTT (komplektis SuperScript IlI

. 1,25 -
Reverse Transcriptase)
Soojendatud RNA-proov, kontroll-
lahus véi kalibraator IS-MMR 10,0 40 ng/ul
Calibrator (lisatakse etapis 7)
Loppmaht 25,0 -

7. Pipeteerige igasse PCR-i katsutisse 15 ul RT-segu. Seejdrel lisage 10 pl
(1 pg) vuritavat RNA-d, kontroll-lahust voi kalibraatorit (etapist 4).

8. Segage hoolikalt (arge keerutage) ja tsentrifuugige veidi (u 10 s, 10.000
pooret minutis), et koguda vedelik katsuti pohja.

9. Programmeerige termotsikler péérdtranskriptsiooniprogrammiga, nagu
ndidatud tabelis 2.
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Tabel 2. Temperatuuriprofiil

Péo6rdtranskriptsioon 1 Temperatuur: 25 °C

Kestus: 10 min

Péo6rdtranskriptsioon 2 Temperatuur: 50 °C
Kestus: 60 min

Inaktiveerimine Temperatuur: 85 °C
Kestus: 5 min

Jahutamine Temperatuur: 4 °C

Kestus: 5 min

10. Asetage katsutid termotsUklerisse ja kdivitage termotsUkliprogramm,
nagu ndidatud tabelis 2.

11. Pdrast programmi loppemist tsentrifuugige katsuteid veidi (u 10 s,
10.000 p6oret minutis, et koguda vedelik katsuti pohja). Hoidke
katsuteid jadl voi temperatuuril —20 °C, kuni sooritatakse qPCR
vastavalt jGrgmistele protokollile ja qPCR-i eeskirjadele.

Mdarkus. Seadmete LightCycler 1.2, 1.5 ja 2.0 puhul tdhendab iga RT
ettevalmistamine cDNA-d kahe qPCR protsessi jaoks.
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Protokoll: qPCR seadmel Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM voi
Rotor-Gene Q 5plex HRM (72 katsutit)
Selle seadme kasutamisel soovitame kéiki mé6tmisi teha kahekordselt, nagu

ndidatud tabelis 3. Komplekt on méeldud 8 erineva cDNA proovi
kolmekordseks testimiseks sama katse kaigus.

Tabel 3. Reaktsioonide arv, kui kasutatakse 72 katsuti jaoks moéeldud
rootoriga seadet Rotor-Gene Q

Proovid Reaktsioonid

ABL-praimerite ja proovi seguga (PPC-ABL) (32 reaktsiooni)

8 cDNA proovi 8 X 2 reaktsiooni
1 ¢cDNA tugevalt positiivne kontroll- 9 reakisiooni
lahus

1 cDNA IS-MMR Calibrator 2 reaktsiooni

- e 2 X 4 reaktsiooni (SP3, SP4, SP5 ja
Uhe plasmiidiga standardlahused SP6, igavht testifi kaks kordal
RT-negatiivne kontroll-lahus 2 reaktsiooni

Vesi — kontroll 2 reaktsiooni

BCR-ABL Mbcr praimerite ja proovi seguga (PPF-Mbcr) (32
reaktsiooni)

8 cDNA proovi 8 X 2 reaktsiooni
1 ¢cDNA tugevalt positiivne kontroll- 9 reakisiooni
lahus

1 cDNA IS-MMR Calibrator 2 reaktsiooni

} 2 X 5 reaktsiooni (SP1, SP2, SP3,
Uhe plasmiidiga standardlahused SP5 ja SP6, igaUht testiti kaks
korda)

Vesi — kontroll 2 reaktsiooni

Proovi té66tlemine seadmel Rotor-Gene Q (rootor 72 katsuti jaoks)

Soovitame Ghe katse kaigus testida vahemalt 8 cDNA proovi, et optimeerida
standardlahuste, praimerite ja proovi segude kasutamist. Rootori skeemil joonisel 4 on
toodud naide sellisest katsest.
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g2 2283 53 54 5455

Joonis 4. Rootori soovitatud seadistus, kui katses kasutatakse komplekti ipsogen BCR-
ABL1 Mbcr IS-MMR. SP1-SP6: BCR-ABL Mbcr ja ABL standardlahused; HC: cDNA tugevalt
positiivne kontroll-lahus; I1S-Cal: IS-MMR Calibrator (IS-MMR kalibraator); RTneg: RT-
negatiivne kontroll-lahus; S: cDNA proov; H,0O: vesi — kontroll.

Markus. Olge tahelepanelik, et paneksite testitava proovi alati rootori
asendisse 1. Vastasel korral ei soorita seade kalibreerimist korralikult ning
fluorestseerumise kohta saadakse valeandmed.

Taitke kdik muud kohad tUhjade katsutitega.

gPCR seadmel Rotor-Gene Q (rootor 72 katsuti jaoks)

Markus. Kéik etapid tuleb sooritada jaal.

Labiviimine
1. Sulatage koéik vajalikud komponendid ning asetage need jddle.

2. Segage standardlahused, PPF-Mbcr ja PPC-ABL katsuteid ja
tsentrifuugige veidi (u 10 s, 10.000 po6oéret minutis), et koguda
vedelik katsuti pohja.
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3. Valmistage jdrgmine qPCR-segu vastavalt analGisitavate proovide
arvule.
K&ik kontsentratsioonid kehtivad reaktsioonisaaduse 16ppmahu kohta.
Tabel 4 kirjeldab Ghe reaktiivisegu ettevalmistamiseks vajalikku
pipeteerimisprotseduuri, kus 16plik reaktsioonisaaduse maht on 25 ul. Segu
saab ette valmistada reaktsioonide arvu jdrgi, kasutades samu praimerite |a
proovi segusid (kas PPC-ABL véi PPF-Mbcr). Lisamahud on méeldud
pipeteerimisvigade kompenseerimiseks.

Tabel 4. gPCR-segu valmistamine

BCR-ABL
1 ABL: 32+1 Mbcr: 32+1
reaktsioon reaktsiooni reaktsiooni Lopp-
Komponent () (71)] (71)] kontsentratsioon
Premix Ex 12,5 412,5 412,5 1%
Taq, 2%
Praimerite ja
proovi segu, 1 33 33 1%
25%
Nukleaasi-
vaba ja PCR-
| jaoks 6,5 214,5 214,5 -
vajaliku
kvaliteediga
vesi
Proov
(lisatakse 5 igatht 5 igatht 5 -
etapis 5)
Kogumaht 25 igatht 25 igatht 25 -

4. Pipeteerige 20 ul qPCR-i eellahust katsuti kohta.

5. Labori muus piirkonnas ja kohas, kus on selleks spetsiaalsed
seadmed, lisage 5 ul RT-saadust (cDNA, ekvivalentne 200 ng RNA-
ga), mis saadi péordtranskriptsiooni kdigus (vt ,,Protokoll:
Péo6rdtranskriptsioon toote SuperScript Il Reverse Transcriptase
abil”, Ik 13) vastavas katsutis (kogumaht 25 pl).

6. Segage ornalt, pipeteerides Ules ja alla.

. ______________________________________________________________________________________________________________________________________|
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7. Sulgege koik katsutid ja asetage need termotsiklerisse tootja
soovituste kohaselt.

8. Programmeerige seade Rotor-Gene Q koos termotsikleri
programmiga, nagu ndidatud tabelis 5.

Tabel 5. Temperatuuriprofiil

AnalGisireziim Kvantifitseerimine
Hold 1 Temperatuur: 95 °C

Kestus: 10 s
Cycling 50 korda

95 °C 5 sekundi jooksul

60 °C 30 s jooksul, saadakse FAM-i fluorestsents
kanalil Green: Single

Hold 2 Temperatuur: 36 °C

Kestus: T min

9. Dialoogiboksi ,, Auto-Gain Optimisation Setup” (Automaatse
kogumise optimeerimise seadistamine) avamiseks klépsake
dialoogiboksis ,,New Run Wizard” (Uue t66seeria viisard) olevat
nuppu ,,Gain Optimisation” (Optimeeri kogumist). Seadke rohelise
kanali vahemik jérgmiselt: ,Min Reading” (Min ndit) alates ,,5 FI” ja
,Max Reading” (Max ndit) kuni ,10 FI” ning vastuvoetavaks
kasvuvahemikuks -10 kuni 10.

10. Mdrkige ruut , Perform Optimisation Before 1st Acquisition”
(Optimeeri enne esimest hankimist) ja sulgege dialoogiboks ,,Auto-
Gain Optimisation Setup” (Automaatse kogumise optimeerimise
seadistamine).

11. Kdivitage termotsiUkleri programm.

12. Valige analiusi jaoks ,,Slope Correct” (Kovera parandamine).
Soovitame seada laveks 0,03.
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Protokoll: gPCR seadmetel Applied Biosystems 7500 Real-
Time PCR System, ABI PRISM 7900HT SDS ja LightCycler
480

96 lohuga plaadiga gPCR-seadme kasutamisel soovitame kdiki méotmisi teha
kahekordselt, nagu néaidatud tabelis 6. Komplekt on méeldud 8 erineva cDNA
proovi kolmekordseks testimiseks sama katse kdigus.

Tabel 6. Reaktsioonide arv 96 lohuga plaadiga gPCR-seadme
kasutamisel

Proovid Reaktsioonid

ABL-praimerite ja proovi seguga (PPC-ABL) (32 reaktsiooni)
8 cDNA proovi 8 X 2 reaktsiooni

1 ¢cDNA tugevalt positiivne kontroll-
lahus

1 cDNA IS-MMR Calibrator 2 reaktsiooni

2 X 4 reaktsiooni (SP3, SP4, SP5 ja
SPé6, igaUht testiti kaks korda)

2 reaktsiooni

Uhe plasmiidiga standardlahused

RT-negatiivne kontroll-lahus 2 reaktsiooni
Vesi — kontroll 2 reaktsiooni

BCR-ABL Mbcr praimerite ja proovi seguga (PPF-Mbcr) (32
reaktsiooni)

8 cDNA proovi 8 X 2 reaktsiooni
1 ¢cDNA tugevalt positiivne kontroll- 9 reakisiooni
lahus

1 cDNA IS-MMR Calibrator 2 reaktsiooni

) 2 X 5 reaktsiooni (SP1, SP2, SP3,
Uhe plasmiidiga standardlahused SP5 ja SP6, igaUht testiti kaks
korda)

Vesi — kontroll 2 reaktsiooni
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Proovi to6tlemine seadmetel Applied Biosystems, ABI PRISM ja
LightCycler 480

Soovitame Uhe katse kdigus testida vahemalt 8 cDNA proovi, et optimeerida
standardlahuste, praimerite ja proovi segude kasutamist. Plaadi skeemil
joonisel 5 on toodud ndide sellisest katsest.

8939, . 9ID@
RS
oo e I

‘R'I*RT
R

IS- 715

Joonis 5. Plaadi soovitatud seadistus, kui katses kasutatakse komplekti ipsogen BCR-
ABL1 Mbcr IS-MMR. SP1-SP6: BCR-ABL Mbcr ja ABL standardlahused; HC: cDNA tugevalt
positilvne kontroll-lahus; IS-Cal: IS-MMR Calibrator (IS-MMR kalibraator); RTneg: RT-
negatiivne kontroll-lahus; S: cDNA proov; H,0: vesi — kontroll.

qPCR seadmetel Applied Biosystems, ABI PRISM ja LightCycler 480

Markus. Koik etapid tuleb sooritada jadl.

Lébiviimine
1. Sulatage koéik vajalikud komponendid ning asetage need jdGdle.

2. Segage standardlahused, ROX, PPF-Mbcr ja PPC-ABL katsuteid ja
tsentrifuugige veidi (u 10 s, 10.000 p66ret minutis), et koguda
vedelik katsuti pohja.

3. Valmistage jargmine qPCR-segu vastavalt analGisitavate proovide
arvule. Kui kasutatakse 96 lohuga plaadiga qPCR-seadet, soovitame
koik mootmised teha kahekordselt.

Kbik kontsentratsioonid kehtivad reaktsioonisaaduse 16ppmahu kohta.
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Tabel 7 kirjeldab seadmete Applied Biosystems ja ABI PRISM kasutamisel
Uhe reaktiivisegu ettevalmistamiseks vajalikku pipeteerimisprotseduuri, kus
|6plik reaktsioonisaaduse maht on 25 ul. Tabel 8 kirjeldab Ghe seadmel
LightCycler 480 reaktiivisegu ettevalmistamiseks vajalikku
pipeteerimisprotseduuri, kus 16plik reaktsioonisaaduse maht on 25 ul. Segu
saab ette valmistada reakisioonide arvu jérgi, kasutades samu praimerite ja
proovi segusid (kas PPC-ABL véi PPF-Mbcr). Lisamahud on méeldud
pipeteerimisvigade kompenseerimiseks.

Tabel 7. gPCR-segu ettevalmistamine seadmel Applied Biosystems ja ABI
PRISM

BCR-ABL
Mbcr:
1 ABL: 32+1 32+1
reakisioon reaktsiooni reaktsiooni Lopp-
Komponent () (71)] (71)] kontsentratsioon

Premix Ex Taq,

12,5 412,5 412,5 1x
2%

Praimerite |a
proovi segu, 1 33 33 1x
25x%

ROX |

varvaine, 50 x

(ABI PRISM

7900HT) voi

ROX I 0,5 16,5 16,5 1X%
varvaine, 50 x

(Applied

Biosystems

7500)

Nukleaasivaba

ja PCR-i jooks

vajaliku 6 198 198 —
kvaliteediga

vesi

Proov
(lisatakse 5 igatht 5 igatht 5 -
etapis 5)

Kogumaht 25 igatht 25 igatht 25 -
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Tabel 8. qPCR-segu ettevalmistamine seadmel LightCycler 480

BCR-ABL
Mbcr:
1 ABL: 32+1 32+1
reakisioon reaktisiooni reaktsiooni Lopp-

Komponent () () (71)] kontsentratsioon
Premix ExTaq, 495 412,5 412,5 1
2%
Praimerite ja
proovi segu, 1 33 33 1%
25X
Nukleaasivaba
ja PCR-i jaoks
vajaliku 6,5 214,5 214,5 —
kvaliteediga
vesi
Proov
(lisatakse 5 igatht 5 igatht 5 -
etapis 5)
Kogumaht 25 igatht 25 igatht 25 -

4. Pipeteerige 20 ul qPCR-i eellahust lohu kohta.

5. Labori muus piirkonnas ja kohas, kus on selleks spetsiaalsed
seadmed, lisage 5 ul RT-saadust (cDNA, ekvivalentne 200 ng RNA-
ga), mis saadi péordtranskriptsiooni kdigus (vt ,Protokoll:
P6o6rdtranskriptsioon toote SuperScript Il Reverse Transcriptase
abil”, Ik 13) vastavas lohus (kogumaht 25 pl).

6. Segage ornalt, pipeteerides Ules ja alla.
Sulgege plaat ja tsentrifuugige veidi (300 X g, umbes 10 s).

8. Asetage plaat termotsiklerisse tootja soovituste kohaselt.
Programmeerige termotsiUklerile programm, mis on ndaidatud tabelis
9 seadmete Applied Biosystems ja ABI PRISM kohta véi tabelis 10
seadme LightCycler 480 kohta.

N
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Tabel 9. Temperatuuriprofiil sesadmetel Applied Biosystems ja ABI PRISM

AnalGisireziim Standardkéver — absoluutne kvantifitseerimine
Hold 1 Temperatuur: 95 °C

Kestus: 10 s
Cycling 50 korda

95°C5s

60 °C 30 minutit, saavutatakse FAM-i fluorestsents:
Single; fluorestsentsi véhendaja: TAMRA

Hold 2 Temperatuur: 36 °C

Kestus: 1T min

Tabel 10. Temperatuuriprofiil seadmel LightCycler 480

AnalUisireziim Absoluutne kvantifitseerimine (,Abs Quant”)
Aken Detection Aknas Detection formats valige ,Simple Probe”
Formats (Lihtne proov)
(Tuvastamise
vormingud)
Hold 1 Temperatuur: 95 °C
Kestus: 10 s
Cycling 50 korda
95°C5s

60 °C 30 s jooksul FAM-i fluorestsentsi
saavutamisega, mis vastab LC versioonile 01
(483-533 nm) ja LC versioonile 02 (465-510 nm).

Hold 2 Temperatuur: 36 °C

Kestus: T min
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9. Seadmete Applied Biosystems 7500 ja ABI PRISM 7900HT SDS puhul
jatkake punktist 9a. Seadmel LightCycler 480 jatkake punktist 9b.

9a. Applied Biosystems ja ABI PRISM: seadme analUisietapis soovitame
Idve seadistada védrtusele 0,1. Termotsukli programm kaivitage nii,
nagu ndidatud tabelis 9.

9b. Seade LightCycler 480: soovitame analiUiUsireziimi Fit point, mille
taustvadrtuseks oleks 2,0 ja lévivadrtus 2,0. Termotsiukli programm
kdivitage nii, nagu ndidatud tabelis 10.
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Protokoll: qPCR seadmetel LightCycler 1.2, 1.5 ja 2.0

Kapillaarse seadme kasutamisel soovitame kaiki proovide analtise teha
kahekordselt ja kontroll-lahuste puhul Ghekordselt, nagu néidatud tabelis 11.
Komplekt on méeldud 4 erineva cDNA proovi kuuekordseks testimiseks sama
katse kaigus.

Tabel 11. Reaktsioonide arv seadmetel LightCycler 1.2, 1.5 ja 2.0

Proovid Reaktsioonid

ABL-praimerite ja proovi seguga (PPC-ABL) (16 reaktsiooni)

4 cDNA proovi 4 X 2 reaktsiooni
1 ¢cDNA tugevalt positiivne kontroll- 1 reakisioon
lahus

1 cDNA IS-MMR Calibrator 1 reaktsioon

Uhe plasmiidiga standardlahused ;P2)4 reakisiooni (SP3, SP4, SP5 ja

RT-negatiivne kontroll-lahus 1 reaktsioon

Vesi — kontroll 1 reaktsioon

BCR-ABL Mbcr praimerite ja proovi seguga (PPF-Mbcr) (16
reaktsiooni)

4 cDNA proovi 4 X 2 reaktsiooni

|]GEESNA tugevalt positiivne kontroll- 1 reakisioon

1 cDNA IS-MMR Calibrator 1 reaktsioon

Uhe plasmiidiga standardlahused ;P>5< ii' rsepoék)’rsiooni BIFLy OPZ, SIS,
Vesi — kontroll 1 reaktsioon

Proovi analiisimine seadmetel LightCycler 1.2, 1.5 ja 2.0

Soovitame Uhe katse kaigus testida vahemalt 4 cDNA proovi, et optimeerida
standardlahuste, praimerite ja proovi segude kasutamist. Kapillaari skeemil
joonisel 6 on toodud ndide sellisest katsest.
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a1 .. OO SP2
Is-Cal apg o
HC SPG

Joonis 6. Rootori soovitatud seadistus, kui katses kasutatakse komplekti ipsogen BCR-
ABL1 Mbcr IS-MMR. SP1-SP6: BCR-ABL Mbcr ja ABL standardlahused; HC: cDNA tugevalt
positilvne kontroll-lahus; 1S-Cal: IS-MMR Calibrator (IS-MMR kalibraator); RTneg: RT-
negatiivne kontroll-lahus; S: cDNA proov; H,0: vesi — kontroll.

qPCR seadmetel LightCycler 1.2, 1.5 ja 2.0

Markus. Kéik etapid tuleb sooritada jaal.

Léabiviimine
1. Sulatage koéik vajalikud komponendid ning asetage need jdGdle.

2. Segage standardlahused, PPF-Mbcr ja PPC-ABL katsuteid ja
tsentrifuugige veidi (u 10 s, 10.000 p6o6ret minutis), et koguda
vedelik katsuti pohja.

3. Valmistage jargmine qPCR-segu vastavalt analGisitavate proovide
arvule.

K&ik kontsentratsioonid kehtivad reaktsioonisaaduse 16ppmahu kohta.
Tabel 12 kirjeldab Ghe reaktiivisegu ettevalmistamiseks vajalikku
pipeteerimisprotseduuri, kus 16plik reaktsioonisaaduse maht on 20 ul. Segu
saab ette valmistada reaktsioonide arvu jdrgi, kasutades samu praimerite |a

proovi segusid (kas PPC-ABL véi PPF-Mbcr). Lisamahud on méeldud
pipeteerimisvigade kompenseerimiseks.

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR komplekti késiraamat 07/2016 27



Tabel 12. gPCR-segu valmistamine seadmete LightCycler 1.2, 1.5 ja 2.0
jaoks

BCR-ABL
Mbcr:
1 ABL: 16+1 16+1
reakisioon reaktsiooni reaktsiooni Lopp-

Komponent () (71)] () kontsentratsioon
Premix Ex Taq, 10 170 170 1%
2%
Praimerite ja
proovi segu, 0,8 13,6 13,6 1x
25X
Nukleaasivaba
ja PCR-i jaoks
vajaliku 4,2 71,4 71,4 -
kvaliteediga
vesi
Proov
(lisatakse 5 igatht 5 igatht 5 -
etapis 5)
Kogumaht 20 igatht 20 igatht 20 -

4. Pipeteerige 15 ul qPCR-i eellahust kapillaari kohta.

5. Labori muus piirkonnas ja kohas, kus on selleks spetsiaalsed
seadmed, lisage 5 ul RT-saadust (cDNA, ekvivalentne 200 ng RNA-
ga), mis saadi péordtranskriptsiooni kdigus (vt ,Protokoll:
P6o6rdtranskriptsioon toote SuperScript Il Reverse Transcriptase
abil”, Ik 13) vastavas kapillaaris (kogumaht 20 pl).

6. Segage ornalt, pipeteerides Ules ja alla.

7. Asetage kapillaarid aparaadiga kaasas olevatesse adapteritesse
ning tsentrifuugige veidi (700 X g, u 10 s).

8. Asetage kapillaarid termotsiklerisse tootja soovituste kohaselt.

9. Programmeerige seade LightCycler 1.2, 1.5 v6i 2.0 koos
termotsikleri programmiga, nagu ndidatud tabelis 13.

. ______________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Tabel 13. Temperatuuriprofiil

AnalGisireziim Kvantifitseerimine
Hold 1 Temperatuur: 95 °C
Kestus: 10 s
Ramp: 20
Cycling 50 korda

95°C 5's; ramp: 20

60 °C 30 s; ramp: 20; FAM-i fluorestsentsi
saavutamisega: Single

Hold 2 Temperatuur: 36 °C
Kestus: 1 min
Ramp: 20

10. Seadmetel LightCycler 1.2 ja 1.5 jatkake etapist 10a. Seadmel
LightCycler 2.0 jatkake etapist 10b.

10a.LightCycler 1.2 ja 1.5: soovitatav reziim on F1/F2 ja ,2" derivative
analysis” (2. tuletatud analGis). Termotsukli programm kdivitage nii,
nagu ndidatud tabelis 13.

10b.Seade LightCycler 2.0: seadmel LightCycler 2.0 tarkvaraversiooniga
4.0 soovitame korratavate tulemuste saamiseks kasutada analGsi
Automated (F'max). Termotsukli programm kaivitage nii, nagu
naidatud tabelis 13.
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Tulemuste tolgendamine

Andmeanalbisi pohimote

TagMan®-i meetodi kasutamisel nimetatakse léve Uletava signaali
tuvastamiseks vajalike PCR-tsUklite arvu lavitstkliks C;) ja see on otseselt
proportsionaalne sihtmargi hulgaga reaktsiooni alguses.

Teadaoleva arvu molekulidega standardlahuste kasutamisel saab luua
standardkdvera ning mé&érata proovis oleva sihtmdrgi vaga tépse koguse.
ipsogen'i standardkéverad on plasmiidipéhised. Tapsete standardkéverate
saamiseks kasutame ABL-i jaoks 4 ning Mbcr-i jaoks 5 standardlahust.
Komplekt sisaldab ka IS-MMR-kalibraatorit, mis véimaldab tulemused
rahvusvahelisse skaalasse teisendada Joonistel 7 ja 8 on toodud néited
TagMani amplifikatsioonikéveratest, mis on saadud standardlahuste,
kalibraatori IS-MMR Calibrator ja tugevalt positiivse RNA-kontroll-lahuste puhul
komplektiga ipsogen BCR-ABLT Mbcr IS-MMR.

0o \RNA tugevalt positiivne kontroll-lahus

08 \
‘g 07 IS-MMR kalibraator
06 iy
05
0.4
. SP6
‘ SP5
e SP4 $p3
01
00 -

Cycle

Joonis 7. ABL-i tuvastamine standardlahustega SP3, SP4, SP5 ja SP6. 10°, 104, 10° ja
10° koopiat / 5 ul.
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11 RNA tugevalt positiivne kontroll-lahus
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E 08 IS-MMR kalibraator
4d 08 N
07
08
05
04 SP6
i SP5  sp3
e SP2
0 SP1

i i e ~Z B

0.1

Joonis 8. BCR-ABL Mbcr tuvastamine standardlahustega SP1, SP2, SP3, SP5 ja SPé.
10", 10?, 103, 10°, 10° koopiat / 5 ul.

Standardkoéverad ja kvaliteedikriteeriumid sisaldavad
to6tlemata andmeid

Replikaatidevaheline korratavus

Varieeruvus C;-véértustes replikaatide vahel peab olema < 2, mis vastab
koopiate arvu 4-kordsele muutusele.

Varieeruvus replikaatide C;-véértustes on tavaliselt < 1,5, kui replikaatide
keskmine C;-vaartus on < 36. (7)

Mérkus. Iga kasutaja peab oma laboris korratavust méétma.

Standardkoverad
Tootlemata andmed saab analGisimiseks kleepida Excel®-i faili.

Kummagi geeni (ABL ja BCR-ABL) kohta saadud C; plasmiidi standardlahuste
té6tlemata andmeid analUUsitakse logis olevate koopiate arvuga (3, 4, 5 ja 6
koopiat SP3, SP4, SP5 ja SP6 puhul; 1, 2, 3, 5 ja 6 koopiat SP1, SP2, SP3, SP5,
ja SP6 puhul). Joonisel 9 on toodud ndide 4 standardlahuse péhjal arvutatud
teoreetilisest ABL-i standardkéverast. Joonisel 10 on toodud naide 5
standardlahuse pohjal arvutatud teoreetilisest BCR-ABL-i standardkdverast.
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Joonis 9. Teoreetiline kéver, mis on arvutatud ABL-i 4 standardlahuse pohijal.
Arvutatakse lineaarne regressioonikdver (y = ax + b), kus a on joone kéver ja b on y-l6ikaja,
mis on selle punkti y-koordinaat, kus joon Gletab y-telge. Selle vérrand ja médramiskordaja
(R?) prinditakse graafikule.

40

35

30

25
y = -3,44959x + 39,605
R%z = 0,99998
20

Cr

0 1 2 3 4 5 6 7

Log10(CN)

Joonis 10. Teoreetiline kover, mis on arvutatud BCR-ABL-i 5 standardlahuse pohijal.
Arvutatakse lineaarne regressioonikéver (y = ax + b), kus a on joone kdver ja b on y-l6ikaja,
mis on selle punkti y-koordinaat, kus joon Gletab y-telge. Selle vérrand ja médramiskordaja
(R?) prinditakse graafikule.

Kuna standardlahused on kimnekordsed lahjendused, on kévera teoreetiline
kalle -3,3. Kalle, mis jadb vahemikku -3,0 ja —-3,9 on akisepteeritav, kuni R2
> 0,95 (7). Siiski on tapsete tulemuste saamiseks soovitatav R2 > 0,98. (3)
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Mdarkus. SP1 standardlahus (BCR-ABL-i plasmid, 10 koopiat) peab olema
tuvastatav ning see tuleb lisada BCR-ABL-i standardkéverale.

Koikide ABL-i vadrtuste kvaliteedikontroll

RNA halb kvaliteet voi gPCR-i ajal tekkinud probleemid annavad tulemuseks
vdikese ABL-i koopiate arvu (ABLcy). Optimaalne tundlikkus saavutatakse
proovidega, mis annavad tulemuseks ABL-y = 10.000 koopiat. See ABLqy
kriteerium kehtib ka tugevalt positiivse RNA kontroll-lahuse ja kalibraatori IS-
MMR Calibrator kohta.

RT-negatiivne lahus ja vee kontroll-lahused

Matriitsi mittesisaldavad kontroll-lahused (NTC) PCR-i etapi (vee kontroll-lahus)
ja pddrdiranskriptsiooni etapi (RT-negatiivne kontroll-lahus) puhul peavad
tulemuseks andma null CN nii ABL-i kui ka BCR-ABL Mbcr-i testimisel. Nende
NTC-de positiivne tulemus tdhendab poéérdtranskriptsiooni ja/véi gPCR-i ajal
toimunud saastumist.

Normalized copy number (NCN, normaliseeritud koopiate
arv)

Tundmatu proovi té6tlemata Cr-vddrtuste (saadud PPC-ABL-iga) teisendamiseks
ABL-i koopiate arvuks (ABLqy) tuleks kasutada ABL-i standardkévera vérrandit.

Tundmatu proovi t6étlemata Ci-véértuste (saadud PPF-Mbcer-iga)
teisendamiseks BCR-ABL-i koopiate arvuks (BCR-ABL Mbcr ) tuleks kasutada
BCR-ABL-i standardkévera vérrandit.

Nende CN-vaartuste suhe annab tulemuseks normaliseeritud koopiate arvu
(NCN):

BCR-ABL Mbcrey
NCN = x 100
ABLcy

Arvutage tugevalt positiivse RNA kontroll-lahuse (NCNy¢), IS-MMR kalibraatori
(NCN,,) ja iga proovi (NCN,,,.,) NCN tulemus.

Tugevalt positiivse RNA kontroll-lahus ja kalibraator IS-MMR Calibrator

Need kontroll-lahused véimaldavad ABL-i ja BCR-ABL Mbcr-i
poordtranskriptsiooni ja amplifikatsiooni jalgimist transkripti kvantifitseerimise
ajal.

NCN_, tulemuste kvaliteedikontroll

Mdrkus. NCN-i tulemus, mis saadi kalibraatoriga IS-MMR-Calibrator ja mida
testiti komplektiga ipsogen BCR-ABL Mbcr IS-MMR Kit koos valideeritud
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reaktiivide ja seadmetega (vt ,Komplektis olevad materjalid” |k 9 ja ,Vajalikud,
kuid komplektis mittesisalduvad materjalid” |k 10), peab j@édma vahemikku
0,05-0,3. Vastasel juhul ei saa NCN-i vaartusi rahvusvahelisse skaalasse
teisendada. Lisaks tuleb kogu katse tulemused kérvale heita, kui RNA tugevalt
positiivne kontroll-lahus annab negatiivse tulemuse.

Teisendamine IS-i ja MMR tulemuste esitamine

Mérkus. Enne tulemuste télgendamist vt va@drtust, mis on kirjas IS-MMR-
kalibraatori katsuti etiketil voi komplektiga kaasas oleval analGusisertifikaadil.

Kasutage I1S-MMR-kalibraatori eksperimentaalset NCN-i tulemust (NCN,) ja
selle maaratud vaartust (IS-Cal vaértus), mis on ndidatud analtusisertifikaadil,
ja arvutage rahvusvahelise skaala normaliseeritud koopiate arv (IS-NCN,, ., ).

NCN,00v X IS-Cal vaartus
NCN,r,

Maérake iga proovi MMR-olek vastavalt allpool toodud kriteeriumidele.

IS-NCN,,o,,, =

W IS-NCN,,,., = 0,05: oluline molekulaarne vastus

M 0,05 <IS-NCN,,.v < 0,15: Hall tsoon MMR-i d@ralsikevadrtuse Iahedal,
ebaselge tulemus

W IS-NCN,,,., = 0,15: oluline molekulaarne vastus puudub

IS-NCN, tulemus (tugevalt positiivse RNA kontroll-lahuse NCN rahvusvahelise
skaala jérgi) ei tohi anda olulist molekulaarset vastust.

Joonisel 11 on toodud néide patsiendi jélgimisest NCN-i ja IS-NCN-i tulemuste
abil.

. ______________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Joonis 11. Patsiendi MMR-oleku jdalgimiskoverad komplekti ipsogen BCR-ABL1 Mbcr
IS-MMR Kit puhul. NCN: normaliseeritud koopiate arv; NCN-IS: normaliseeritud koopiate
arv rahvusvahelisel skaalal; MMR GZ: MMR hall tsoon (GZ) ebamdérane tulemus; LoD:

tuvastuspiir; LoB: algkontsentratsioon.

Kokkuvote kvaliteedikriteeriumidest

Tabel 14 vétab kokku mitmesugused kvaliteedikriteeriumid ja nendega seotud
vadrtused voi tulemused.

. ______________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Tabel 14. Kokkuvéte kvaliteedikriteeriumidest

Kriteerium

Aktsepteeritavad
vadartused/tulemused

C;-vadrtused replikaatide vahel

Standardkéverate kalle
Standardkéverate R?

SP1 standardlahus (BCR-ABL
10 koopiaga plasmiid)

ABLq\-vaartuse kvaliteedikontroll
patsiendiproovide, tugevalt
positilvse RNA kontroll-lahuse ja
kalibraatori IS-MMR-Calibrator
puhul

PCR (vesi) ja pdordtranskriptsiooni
(RT-negatiivne) kontroll-lahused

Kalibraatori IS-MMR Calibrator
(NCN,) puhul saadud NCN

High Positive RNA Control
(Tugevalt positiivne RNA kontroll-
lahus)

Tugevalt positiivse RNA kontroll-
lahuse NCN teisendatakse
rahvusvahelisse skaalasse (IS-

NCNic)

< 2 G, kui keskmine C; > 36

< 1,5 C;, kui keskmine C; < 36
Vahemikus -3,0 ja -3,9

Vahemalt > 0,95, parem kui > 0,98

Peab olema tuvastatav ning see tuleb
lisada standardkdverale

ABLy > 10.000 ABL-i koopiat, et
optimaalne tundlikkus oleks tagatud

lga ABLcy = 0 ja Mberey =0

Peab olema vahemikus 0,05-0,3

Peab olema tuvastatav

Olek: oluline molekulaarne vastus
puudub

Torkeotsing

Lisateavet saate ka meie tehnilise toe lehekUljelt Frequently Asked Questions
(Korduma kippuvad kisimused): www.qgiagen.com/FAQ/FAQList.aspx.

QIAGEN: tehnilise toe teadlased vastad réémuga koéikidele kisimustele, mis teil
tekivad kaesolevas késiraamatus oleva teabe ja protokolli kohta véi proovi ja
analtUsimeetodite kohta (kontaktandmeid vt ,Kontaktandmed”, |k 42).
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Kvaliteedikontroll

Vastavalt QIAGEN-i ISO sertifikaadiga kvaliteedihalduse sisteemile on iga
komplekti ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR Kit partiid testitud eelnevalt
madratud nduete kohaselt, et tagada toote Ghtlane kvaliteet.
Analiisisertifikaadid on tellimisel saadaval aadressil
www.qiagen.com/support/.

Piirangud

Enne seadme kasutamist peab kasutaja olema koolitatud ning meetodit
tundma.

Kaiki saadud diagnostilisi tulemusi tuleb télgendada koos muude kliiniliste voi
laboratoorsete néitajatega. Kasutaja vastutusele jadb stisteemi tédkindluse
valideerimine vastavas laboris kasutatud protseduuride korral, kui need pole
kaetud ettevotte QIAGEN t66kindluse uuringutega.

Tahelepanu tuleb péérata koikide komponentide karpidele ja etikettidele
trokitud kolblikkusaegadele. Aegunud komponente drge kasutage.

Mdarkus. Komplekt on loodud vastavalt uuringutele, mis on labi viinud
organisatsioon ,Europe Against Cancer” (EAC, Euroopa Véhi Vastu) (8, 9), ja
see vastab uusimatele rahvusvahelistele soovitustele. Komplekt sisaldab
kalibraatorit IS-MMR Calibrator, mis on standardiseeritud rahvusvahelise skaala
abil ja mille puhul on NCN-i tulemusi véimalik teisendada rahvusvahelisse
skaalasse ja seega anda vastus MMR-i (oluline molekulaarne vastus) oleku
kohta.

Igal kalibraatori IS-MMR Calibrator partiil on méadaratud véértus, mis on
tuletatud otseselt kalibratsioonist NIBSC WHO sertifikaadiga primaarse
referentsmaterjaliga (International Genetic Reference Panel (rahvusvaheline
geneetiline referentspaneel) BCR-ABL translokatsiooni RQ-PCR (1st I.S.), vt
09/138 kvantifitseerimiseks).

lga komplektiga on kaasas analUusisertifikaat, mis néitab kalibraatori IS-MMR
Calibrator méératud védrtust.

Komplekti tuleb kasutada kéesoleva kasiraamatu juhtnééride jargi koos
valideeritud reaktiivide ja instrumentidega (vt ,Vajalikud, kuid komplektis
mittesisalduvad materjalid” Ik 10). Igasugune toote mittesihipdrane kasutamine
ja/voi selle komponentide muutmine muudab ettevétte QIAGEN vastutuse
kehtetuks.
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Toimekarakteristikud

Mdarkus. Toimekarakteristikud leiti ssadmega Applied Biosystems 7500 Real-
Time PCR System, kasutades komplekti ipsogen BCR-ABL Mbcr IS-MMR Kit ja
valideeritud lisareaktiive (vt ,Vajalikud, kuid komplektis mittesisalduvad
materjalid” Ik 10).

Tulemuse puudumise piir ja tuvastuspiir

Tulemuse puudumise piir (LoB) ja tuvastuspiir (LoD) leiti suunise CLSI/NCCLS
EP17-A pdhijal.

Taustkontsentratsioon (LoB) madrati tervetelt doonoritelt saadud negatiivsete
proovide pdhjal (11 proovi, 69 mddtmist) ja leiti, et see on 0,0022 BCR-ABL
Mbcr NCN.

Tuvastuspiir (LoD ehk analGUsi tundlikkus) madrati teadaolevalt madalalt
positiivsete proovide (n = 8, 74 mddtmist) analtisimisega, tulemuseks saadi

0,0069 BCR-ABL Mbcr NCN.

B NCN < LoB: BCR-ABL Mbcr ei tuvastatud

M LoB < NCN < LoD: BCR-ABL Mbcr tuvastati, kuid hulka ei mé&aratud
B NCN = LoD: BCR-ABL Mbcr hulk maéarati

Lineaarsus
Lineaarsus leiti suunise CLSI/NCCLS EP6-A pdhijal.

Uuring sooritati segudes, mis olid rakuliinidest ekstraheeritud RNA suhtes
positiivsed ja negatiivsed. Uhtteist erinevat taset testiti kolmekordselt. Nendel
proovidel saadud tulemused néitavad, et ipsogen BCR-ABL Mbcr IS-MMR
analtids on vahemikus 0,003 kuni 65 lineaarne BCR-ABL Mbcr NCN-iga.

Sisendid

Uuringuks valiti viis RNA-d, millel oli erinev NCN BCR-ABL Mbcr-i
kontsentratsioon. Sisendi m&ju hindamiseks NCN-i tulemustele testiti erinevaid
RNA ja cDNA koguseid. Tulemused ndaitasid, et RNA sisendvariatsioonil on
NCN-i tulemustele piiratud méju, samas kui cDNA sisend oli tundlikum tegur,

kui materjali kasutati vahem véi rohkem. Seega on testi jaoks soovitatav
kasutada 1 ug RNA-d ja 5 ul cDNA-d.

Tapsus
Téapsus madarati suunise CLSI/NCCLS EP5-A2 péhjal.

Tapsuse uuring sooritati 13 erineva prooviga, mida testiti paarikaupa 42 korda
(n = 84). Need proovid néitasid BCR-ABL Mbcr ekspressiooni erinevat taset
patsientide proovides, mis olid MMR-vddrtusega umbes vordsed vai sellest
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kdrgemad. MMR-i umbkaudse vaartuse globaalne variatsioonikoefitsient oli
25%.

Vastavusuuring: ERM-AD623 BCR-ABL1 Uksikplasmiid
(IRMM) vorreldes komplekti ipsogen Uksikplasmiidi
(QIAGEN) standarditega

Kdéige uuema praktilise médratluse BCR-ABL1T Mbcr molekulaarse vastuse kohta
CML-is on andnud ELN/EUTOS-e molekulaarse jalgimise juhtrihm, soovitades
kasutada ERM-AD623 BCR-ABL1 plasmiidi (IRMM, Belgia): Cross, N.C., et al.
Laboratory recommendations for scoring deep molecular responses following
treatment for chronic myeloid leukemia (2015) Leukemia. 29, 999.

Selle soovituse jargimiseks viis QIAGEN labi vastavusuuringu, et vérrelda
komplekti ipsogen mitmesihilist Uksikplasmiidi, mis on kasutusel komplektis
ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR Kit (24) CE (kataloogi nr 670723), ERM-
AD623 BCR-ABLT plasmiidiga (IRMM).

Vérdlus péhines BCR-ABLT Mbcr/ABLT normaliseeritud koopiate arvu suhtel
(NCN), mille hindamiseks kasutati emba-kumba standardlahust (komplekt
ipsogen voi ERM-AD623 BCR-ABLT1) kontrollproovidel, mis sisalduvad
komplektides ipsogen ja NIBSC kinnitatud viitematerjalides: White, H.E., et al.
(2010) Establishment of the first World Health Organization International
Genetic Reference Panel for quantitation of BCR-ABL mRNA. Blood 116, e111.

* [RMM_Mbcr »  Ipsogen_Mbcr

+  IRMM_ABL «  ipsogen_ABL
regression curve (IRMM_Mbcr) regression curve (ipsogen_Mbcr)
regression curve (IRMM_ABL) regression curve (ipsogen_ABL)

an *

20

10

Log €N

regressioonikévera
Ct vadrtus
Log CN

Joonis 12. Komplekti ipsogen ja ERM-AD623 BCR-ABL1 plasmiidi standardkéverad
Uhtivad.
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Komplekt ipsogen BCR-ABLT Mbcr IS-MMR Kit.

Joonis 13. ERM-AD623 BCR-ABL1 vorreldes komplekti ipsogen NCN-vadrtustega.

QIAGEN-i uuringu jargi statistiline erinevus puudub: ERM-AD623 BCR-ABL1
Uksikplasmiidi ja komplekti ipsogen Uksikplasmiidi standardite tulemused on
samavddrsed.

40 ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR komplekti kdsiraamat 07/2016



Viited
1. Baccarani, M. et al. (2006) Evolving concepts in the management of

chronic myeloid leukemia: recommendations from an expert panel on
behalf of the European LeukemiaNet. Blood 108, 1809.

2. Baccarani, M. et al. (2009) Chronic myeloid leukemia: an update of
concepts and management recommendations of European LeukemiaNet.
J. Clin. Oncol. 27, 6041.

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

4. Branford, S. et al. (2008) Desirable performance characteristics for BCR-
ABL measurement on an international reporting scale to allow consistent
interpretation of individual patient response and comparison of response
rates between clinical trials. Blood 112, 3330.

5. Hughes, T. et al. (2006) Monitoring CML patients responding to
treatment with tyrosine kinase inhibitors: review and recommendations
for harmonizing current methodology for detecting BCR-ABL transcripts
and kinase domain mutations and for expressing results. Blood 108, 28.

6. White, H.E. et al. (2010) Establishment of the first World Health
Organization International Genetic Reference Panel for quantitation of
BCR-ABL mRNA. Blood 116, e111.

7. van der Velden, V.H., Hochhaus, A., Cazzaniga, G., Szczepanski, T.,
Gabert, J., and van Dongen, J.J. (2003) Detection of minimal residual
disease in hematologic malignancies by real-time quantitative PCR:
principles, approaches, and laboratory aspects. Leukemia 17, 1013.

8. Gabert, J. et al. (2003) Standardization and quality control studies of
‘real-time’ quantitative reverse transcriptase polymerase chain reaction of
fusion gene transcripts for residual disease detection in leukemia — a
Europe Against Cancer program. Leukemia 17, 2318.

9. Beillard, E. et al. (2003) Evaluation of candidate control genes for
diagnosis and residual disease detection in leukemic patients using ‘real-
time’ quantitative reverse-transcriptase polymerase chain reaction (RQ-
PCR) - a Europe against cancer program. Leukemia 17, 2474,

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR komplekti késiraamat 07/2016 1



Sumbolid

Pakenditel ja etikettidel voivad esineda jGrgmised simbolid.

Sisaldab reaktiivi <N > reaktsiooni jaoks
<N>

Kélblik kuni

ZN

IVD In vitro diagnostiline meditsiiniseade

Kataloogi nr

Partii number

Materjali number

GTIN Globaalne kaubaartikli number (GTIN)
Temperatuuripiirang

Toot|a

Vt kasutusjuhendit

Sl Ao NN

Kontakiandmed

Tehnilist ja muud teavet saate meie tehnilise toe lehekiljelt veebis
www.qiagen.com/Support voi telefonil 00800-22-44-6000; véite Ghendust
votta QIAGEN: tehnilise teeninduse osakonna véi kohaliku edasimitjaga (vt
tagakaant véi kilastage veebilehte www.giagen.com).
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Tellimisinfo

Toode Sisu Kat nr
ipsogen BCR-ABLT Mbcr 24 reaktsiooni jaoks: Mbcr ja ABL 670723
IS-MMR Kit (24) Single Plasmid Standards (Mbcr ja ABL

Uhe plasmiidiga standardlahused),
High RNA Positive Control (RNA
tugevalt positiivne kontroll-lahus), IS-
MMR Calibrator (IS-MMR kalibraator),
Primers and Probe Mix ABL (Praimerite
ja proovi segu ABL), Primers and Probe
Mix BCR-ABL Mbcr Fusion Gene
(Praimerite ja proovi segu BCR-ABL
Mbcr fusioonigeen)

Rotor-Gene Q MDx - IVD-valideeritud reaalajaliseks PCR-
analGsiks kliinilistes rakendustes

Rotor-Gene Q MDx 5plex Reaalajaline PCR-tsUkler ja High 9002032
HRM Platform Resolution Melt analisaator 5 kanaliga

(roheline, kollane, oranz, punane, lilla),

lisaks HRM-kanal, stlearvuti, tarkvara,

lisatarvikud, 1-aastane garantii osade

ja t66 osas, paigaldamist ja koolitust ei

sisalda.
Rotor-Gene Q MDx Reaalajaline PCR-tsUkler ja High 9002033
5plex HRM System Resolution Melt analtsaator 5 kanaliga

(roheline, kollane, oranz, punane, lilla),
lisaks HRM-kanal, stlearvuti, tarkvara,
lisatarvikud, 1-aastane garantii osade
ja t66 osas, sisaldab paigaldamist ja
koolitust.

Komplekt ipsogen RT Kit — péérdtranskriptsiooni jaoks

ipsogen RT Kit Reverse Transcriptase 679923
(Pé6rdtranskriptaas), Random Primer
(Suvaline praimer), DTT, dNTP, RNase
Inhibitor (RNaasi inhibiitor), RT Buffer
(RT puhver)

. ______________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Toode Sisu Kat nr

RNeasy komplektid - kogu RNA puhastamiseks

RNeasy Midi Kit (50) 50 RNA preparaadi jaoks: 50 RNeasy 75144
Midi Spin Columns, kogumiskatsutid
(15 ml), RNaasivabad reaktiivid ja
puhvrid

Ajakohase litsentseerimisteabe ja tootespetsiifiliste kaebuste puhul vt vastava
QIAGENi komplekti késiraamatut voi kasutusjuhendit. QIAGENi komplektide
kasiraamatud ja kasutusjuhendid on saadaval veebilehel www.giagen.com ja
neid saab tellida QIAGEN:I tehnilise teeninduse osakonnast véi teie kohaliku
edasimU0ja ka&est.

44 ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR komplekti kdsiraamat 07/2016



K&esolev toode on méeldud in vitro diagnostiliseks kasutamiseks. ipsogen'i tooteid ei véi edasi mGia, edasimiigiks muuta ega kasutada
kommertstoodete tootmiseks ilma ettevétte QIAGEN kirjaliku loata.

Selles dokumendis sisalduvat teavet véidakse ilma etteteatamata muuta. QIAGEN ei vastuta kéesolevas dokumendis esineda véivate vigade eest. Me
usume, et dokument oli avaldamise hetkel téielik ja tépne. Mingil juhul ei vastuta QIAGEN juhuslike, sihilike, korduvate véi p&hjuslike kahjustuste
eest, mis voivad tekkida selle dokumendi t&ttu.

ipsogen'i toodete puhul on garanteeritud vastavus mérgitud tehnilistele nduetele. QIAGEN ainsaks kohustuseks kliendi ees ja kohustuse ainsaks
vahendiks on toote tasuta asendamine juhul, kui toode ei toimi vastavalt garantiile.

Kaubamérgid: QIAGEN®, Sample to Insight®, ipsogen®, RNeasy®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group); ABI PRISM®, Applied Biosystems®, FAM™,
RNaseOUT™, ROX™, SuperScript®, SYBR®, TAMRA™, TRIzol® (Thermo Fisher Scientific Inc.); Agilent®, Bioanalyzer® (Agilent Technologies, Inc.);
Excel® (Microsoft Corporation); LightCycler®, TagMan® (Roche Group); Premix Ex Taq™ (Takara Bio, Inc.).

Piiratud litsentsileping
Komplekti ipsogen BCL-ABL1 Mbcr IS-MMR ostja véi kasutaja néustub selle toote kasutamisel alljéirgnevate tingimustega.

1. ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR komplekti véib kasutada vaid vastavalt ipsogen BCR-ABLT Mbcr IS-MMR komplekti késiraamatule ja ainult
koos komplektis sisalduvate komponentidega. QIAGEN ei anna luba enda intellektuaalomandi piires ega luba kasutada komplektis olevaid
komponente muude komplektis mittesisalduvate komponentidega, v.a juhtudel, mis on kirjeldatud ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR komplekti
késiraamatus ja aadressil www.qiagen.com leiduvates lisaprotokollides.

2.  QIAGEN ei anna mingit garantiid, et komplekt ja/véi selle kasutusalad ei riku kolmandate osaliste digusi, v.a selgesénalistes litsentsides
mainitud juhtudel.

3. Komplekt ja selle komponendid on litsentseeritud Ghekordseks kasutamiseks ning neid ei tohi vuesti kasutada, vérskendada ega edasi mia.
4. QIAGEN keeldub kéikidest muudest otsestest voi kaudsetest litsentsidest, v.a neist, mida on selgesénaliselt véliendatud.

5. Komplekti ostja ja kasutaja ndustub mitte lubama kellelgi teisel teha midagi, mis véib péhjustada véi soodustada ménda tlaltoodud keelatud
toimingutest. QIAGEN véib piiratud litsentsilepingu keelud kinnitada suvalises kohtus ning tagab kaik uurimisega seotud ja kohtukulud, sh
advokaaditasud, iga kord, kui on vaja piiratud litsentsilepingut véi enda igust intellektuaalomandile (mis on seotud komplekti ja/véi selle
komponentidega) jdustada.

Vérskeid litsentsitingimusi vt www.qiagen.com.

HB-1362-003 © 2013-2016 QIAGEN, kéik digused kaitstud.
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