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teenused tagavad edu proovi analtGUsimisel.

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 [Gbimurret.
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Sihtotstarve

ipsogen BCR-ABLT Mbcr komplekt on méeldud BCR-ABL p210 b2a2 véi b3a?2
transkriptsioonide kvantifitseerimiseks varem leitud BCR-ABL Mbcr
fusioonigeeniga (FG) dgedat lumfoblastset leukeemiat (ALL) voi kroonilist
mueloidset leukeemiat (CML) pédevate patsientide luuidist voi verest véetud
proovidest. Test on méeldud molekulaarse vastuse maéra hindamiseks;
tulemusi saab kasutada minimaalse residuaalhaiguse jalgimiseks.

Kokkuvoéte ja selgitus

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

See kromosoom on 9. ja 22. 1(9;22) pikkade dlgade vahel toimunud
retsiprookse translokatsiooni tulemus, kusjuures selle BCR (katkemiste klastri
piirkond) asub 22. kromosoomis ja c-ABL onkogeen pdrineb 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 kimd&drset
valku p210, lisaks on téusnud turosiini kinaasi aktiivsus. b2a3 ja b3a3
transkriptsioonid esinevad vdhem kui 5%-| juhtudest. Ph-kromosoomi
tuvastatakse ka 35%-1 téiskasvanud ALL-i patsientidest.

CML-i diagnoosimissagedus on tavaliselt 1-2 juhtu T00 000 elaniku aastas,
CML moodustab umbes 20% taiskasvanute leukeemiatest. Seda iseloomustab
kliiniliselt liigne, normaalselt diferentseerunud ja normaalse funkisiooniga
mueloidsete rakkude hulk. CML-i patsientidele pannakse 90-95%-| juhtudest
diagnoos haiguse kroonilises véi 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
té6tatud teise pdlvkonna tirosiini kinaasi inhibiitorite kasutuselevétt muutis
haiguse kulgu véga méjusalt: enamik patsientidest j@db nGUd remissiooni ja
nende jGlgimine toimub pikaajaliselt.

Haiguse jalgimine

Tanaseks on CML-i ravi eesmdargiks 100%-lise elulemuse ja Ph-negatiivsuse
saavutamine. Haiguse jdlgimine on seega Glioluline vahend ravivastuse
hindamises ning varase relapsi tuvastamine iga patsiendi puhul eraldi. TKI ravi
saavate patsientide puhul toimub tavaliselt hematoloogilisest remissioonist
tsUtogeneetilisse, seejérel molekulaarsesse remissiooni liikumine, mis téhenda
leukeemiliste rakkude ja BCR-ABL-i transkriptide arvu véhenemine, nagu
ndidatud joonisel 1 allpool.
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Joonis 1. Kohandatud viite1 pohjal

Standardmeetod kasvajakoormuse hindamiseks CML-i patsientidel on
konventsionaalne tsitogeneetiline analtis (G-véédid) luuidi (BM)
metafaasides). TsUtogeneetilist vastust hinnatakse véhemalt 20 luuidimetafaasi
pohjal. TsUtogeneetilise vastuse taset hinnatakse Ph-kromosoom-positiivsete
metafaaside protsentuaalsel hulgal (vt tabel 1, viide 2). Siiski sdltub see
hinnang labori jdudlusest ning sellel on madal tundlikkus, 20 metafaasi
analGisimisel 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 jdlgimise soovitused on samuti hiljuti l&bi vaadatud, et kasutada
kliiniliste uuringute abil saadud uusi kliinilisi saavutusi ning uuenenud eesmdrke
ja vahendeid haiguse jdlgimises. Uusimad soovitused ravivastuse definitsiooni
ja imatiniibi saavate patsientide jGlgimise kohta périnevad ELN-i ekspertidelt

(2).

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

Tabel 1. Rahvusvahelised soovitused CML-i podevate patsientide raviks
(kohandatud viite 2 pohjal)
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Taielik hematoloogiline vastus, tsitogeneetiline vastus ja molekulaarne vastus tuleb kinnitada
kahe jérjestikuse analtUsiga. Tsutogeneetilist vastust hinnatakse véhemalt 20 luutdi
metafaasi morfoloogilise tsitogeneetilise uuringu abil. Perifeerse vere fluorestsentsi in situ
hUbridisatsiooni (FISH) tuleb kasutada vaid juhul, kui luutdirakke pole véimalik saada.
Molekulaarset vastust hinnatakse perifeerse vere rakkude pahjal.

Protseduuri pohiméte

gPCR-meetod véimaldab PCR-produktide tapset kvantifitseerimist PCR-i
amplifikatsiooniprotsessi eksponentsiaalse faasi ajal. Kvantitatiivsed PCR-
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andmeid saab hankida kiiresti ilma PCR-jérgse t66tluseta, kasutades
fluorestsentsete signaalide reaalajalist tuvastamist PCR-tsUkli ajal ja/vai selle
jGrel, mistéttu PCR-toote saastumise risk drastiliselt viheneb. Hetkel on
saadaval 3 peamist ti0pi gPCR-meetodit: gPCR-analiis komplekti SYBR® véirvi
Green | (roheline 1) abil, gPCR-analtUs hidrolGusiproovide abil ja gPCR-
analtUs hibridiseerimisproovide abil.

See analiis kasutab gPCR-i topeltvéarvinguga oligonukleotiidi hidrolGUsi
p&himéotet. PCR-i ajal hibridiseerivad pdri- ja Graspidi praimerid spetsiifilise
j@rjestuse (joonis 2). Topeltvérvinguga oligonukleotiid on samas segus. Proov,
mis koosneb 5' reportervarviga mérgistatud ja périvoolulise, 3' fluorestseerumist
v@hendava vérviga margistatud oligonukleotiidist, hGbridiseerib sihtjarjestust
PCR-i toote piires. HodrolUGUsiproovi gPCR-analiusis kasutatakse Thermus
aquaticus'e (Tag) DNA polimeraasi 5'>3' eksonukleaasi aktiivsust. Kui proov
on intakine, annab reportervarvi ldhedus fluorestseerumist neelavale varvile
tulemuseks reportervérvi fluorestseerumise peamiselt Férster-t00pi
energiallekande abil.

Bcr (22g11)
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Joonis 2. gPCR-praimerite ja prooviga kaetud BCR-ABL Mbcr FG transkriptsiooni
skemaatiline diagramm: ENF501-ENP541-ENR561. Praimerite ja proovi all olev number
tahistab nende nukleotiidset asukohta normaalse geeni transkriptsioonis.

Kui huvipakkuv sihtmérk on olemas, anniilib proov PCR-i ajal spetsiifiliselt dras-
ja péripidised praimerid. DNA polUmeraasi 5'>3' eksonukleaasi aktiivsus
|6hestab proovi reporteri ja fluorestsentsi véhendaja vahel vaid juhul, kui proov
hUbridiseerib sihtmérgi. Proovi fragmendid térjutakse seejdrel sihtmdrgist vélja
ning algab ahela polimerisatsioon. Proovi 3' ots blokeeritakse, et takistada
proovi pikenemist PCR-i ajal (joonis 3). See protsess toimub igas tstklis ning ei
sega toote eksponentsiaalset akumulatsiooni.
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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 sihtmdrgi
amplifikatsiooniga PCR-i ajal.
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Joonis 3. Reakisiooni 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 DNA polimeraas laieneb amplikoniga seotud praimerist, térjub
see vélja proovi 5' otsa, mis seejdrel lagundatakse Tag DNA polimeraasi 5'23' eksonukleaasi
aktiivsuse abil. Léhustamine jatkub, kuni allesj@dnud proov amplikoni ,éra sulatab”. Selle
protsessi kéigus vabaneb lahusesse fluorofoor ja fluorestsentsi véhendaja, need eraldatakse
ruumiliselt ning see pdhjustab FAM-i fluorestsentsi suurenemise ning TAMRA fluorestsentsi
vdhenemise.
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Komplektis olevad materjalid

Komplekti sisu

ipsogen BCR-ABL Mbcr Kit Handbook (inglise keeles)

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr Kit (24)
Kataloogi nr 670123
Reaktsioonide arv 24
ABL Control Gene Standard Dilution (ABL-geeni

kontroll-standardlahus) (10° koopiat / 5 ul) C1-ABL S0 ul
ABL Control Gene Standard Dilution (ABL-geeni

kontroll-standardlahus) (10* koopiat / 5 ul) S S
ABL Control Gene Standard Dilution (ABL-geeni

kontroll-standardlahus) (10° koopiat / 5 ul) C3-ABL 50 ul
BCR-ABL Mbcr Fusion Gene Standard Dilution (BCR-ABL  F1-BCR- 50
Mbcr-fusioonigeeni standardlahus) (10" koopiat / 5 ul)  ABL Mbcr H
BCR-ABL Mbcr Fusion Gene Standard Dilution (BCR-ABL ~ F2-BCR- 50 4l
Mbcr-fusioonigeeni standardlahus) (102 koopiat / 5 ul)  ABL Mbecr H
BCR-ABL Mbcr Fusion Gene Standard Dilution (BCR-ABL  F3-BCR- 50
Mbcr-fusioonigeeni standardlahus) (10° koopiat / 5 ul)  ABL Mbcr H
BCR-ABL Mbcr Fusion Gene Standard Dilution (BCR-ABL ~ F4-BCR- 50 4l
Mbcr-fusioonigeeni standardlahus) (10° koopiat / 5 ul)  ABL Mbcr H
BCR-ABL Mbcr Fusion Gene Standard Dilution (BCR-ABL ~ F5-BCR- 50 4l
Mbcr-fusioonigeeni standardlahus) (10 koopiat / 5 ul)  ABL Mbcr H
Primers and Probe Mix ABL* (Praimerite ja proovi segu PPC-ABL 90 ul
ABL) 25% H
Primers and Probe Mix BCR-ABL Mbcr Fusion Gene' PPF-Mbcr 110 ul
(Praimerite ja proovi segu BCR-ABL Mbcr fusioonigeen) 25% H

1

* Segu spetsiifilistest pdri- 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.

Mdarkus. Enne kasutamist tsentrifuugige standardlahuseid, praimerite ja proovi

segusid lGhiajaliselt.
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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
M Nukleaasivaba ja PCR-i jaoks vajaliku kvaliteediga vesi

B Reaktiivid péérdtranskriptsiooni jaoks: valideeritud reaktiiviks on
Superscript® Il (ehk Superscript) Reverse Transcriptase (p&érdtranskriptaas),
mis sisaldab 5% standardpuhvrit, 100 mM DTT (Life Technologies,
kataloogi nr 18064-022)

B RNaasi inhibiitor: valideeritud reaktiiv on RNaseOUT™ (Life Technologies,
kataloogi nr 10777-019)

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

B Suvaline heksameer

B Puhver ja Tag DNA polimeraas: valideeritud reaktiivideks on TagMan®
Universal PCR Master Mix (p&hisegu PCR 2 x) (Life Technologies, kataloogi
nr 4304437) ja LightCycler TagMan Master (pdhisegu PCR 5X) (Roche,
kataloogi nr 04535286001)

Tarvikud

B Nukleaasivabad aerosoolide suhtes resistentsed steriilsed PCR-pipetiotsikud
hidrofoobsete filtritega

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

W Jas

Vahend

B Mikroliitri-pipett* méeldud spetsiaalselt PCR-i jaoks (1-10 ul; 10-100 ul;
100-1000 ul)

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

*Veenduge, et seadmed on kontrollitud ja kalibreeritud tootja soovituste kohaselt.
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B Seade PCR-i reaalajaliseks médramiseks:* Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM®
voi muu Rotor Gene seade; LightCycler 1.2, 2.0 vai 480; voi ABI PRISM
7000, 7700 vai 7900HT SDS; véi SmartCycler seade ja seotud spetsiifiline

materjal.

B Termotsukler* véi vesivann* (péérdtranskriptsiooni etapp)

Sobivad reaktiivid

B Kontroll-lahuste komplekt ipsogen BCR-ABL1T Mbcr Controls Kit (kataloogi
nr 670191), mis koosneb rakuliinidest, mis on negatiivsed, kérgelt ja
madalalt positiivse ekspressiooniga BCR-ABL Mbcr fusioonigeeni suhtes,
lahused on méeldud RNA ekstraktsiooni ja pdérdtranskriptsiooni
kvalitatiivse valideerimise jaoks.

Hoiatused ja ettevaatusabinoud
In vitro diagnostiliseks kasutamiseks

Kemikaalidega t66tamisel kandke alati sobivat laborikitlit, Ghekordseid kindaid
ja kaitseprille. Lisateavet saate vastavatelt andmelehtedelt. Need on saadaval
internetis ja kompaktses PDF-vormingus kodulehel www.qgiagen.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 j@rgida haid laboritavasid, sh
molekulaarbioloogia seadmete hooldus, mis vastab kehtivatele eeskirjadele ja
asjakohastele standarditele.

Komplekt on méeldud in vitro diagnostiliseks kasutamiseks. Komplektis olevad
reaktiivid ja juhtnd6rid on optimaalse tédkindluse 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 tédkindluse tagamiseks
ei tohi neid muude reaktiividega asendada.

Transkriptsiooni tasemete méadramisel gPCR-i abil on vaja nii mRNA
podordtranskriptsiooni kui saadud cDNA amplifikatsiooni PCR-i abil. Seetéttu

*Veenduge, et seadmed on kontrollitud ja kalibreeritud tootja soovituste kohaselt.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
12 ipsogen BCR-ABL1 Mbcr komplekti kdsiraamat 03/2015



tuleb kogu analtUsiprotseduur sooritada RNaasi- ja DNaasivabades
tingimustes.

Olge déarmiselt ettevaatlik, et ei juhtuks jGrgmist:

M saastumine RNaasi/DNaasiga, mis vaib pdhjustada matriits-mRNA |a
saadud cDNA lagunemist

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

M Kasutage nukleaasivabasid laborivahendeid (nt pipetid, pipetiotsikud,
reaktsiooniviaalid) jo kandke anal(Usi sooritamisel kindaid.

B Proovide ja reaktiivide ristsaaste valtimiseks kasutage kdikide
pipeteerimisprotseduuride ajal vérskeid aerosoolide suhtes resistentseid
pipetiotsikuid.

B Valmistage ette PCR-i eelne p&hisegu 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 |ne).

M Kaidelge standardlahuseid (C1-3 ja F1-5) eraldi ruumis.

Reaktiivide sailitamine ja kaitlemine

Komplektid saadetakse kuival j@al ning neid tuleb pérast kéttesaamist sdilitada

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 kéiki komplekti komponente originaalpakendites.

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

Kéikide reaktiivide kdlblikkusajad on néidatud Uksikute komponentide

etikettidel. Oigete sailitustingimuste korral séailitab toode té8kindluse kuni etiketil

trokitud kélblikkusaja 16puni.

Toote ebastabiilsust ei néita Gkski selgelt eristatav mérk. Siiski tuleb positiivseid

ja negatiivseid kontrollproove analiUsida samaaegselt tundmatu
kontsentratsiooniga proovidega.

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr komplekti késiraamat 03/2015
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Labiviimine

Proovi RNA ettevalmistamine

Patsiendi proovides (veres vdi luutdis) oleva 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: soovitatud standardiseeritud EAC
poordtranskriptsioon

Enne alustamist tehke jargmist.

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

Lébiviimine
1. Sulatage koik vajalikud komponendid ning asetage need jadle.

2. Inkubeerige 1 yg RNA-d (1-4 ul) 10 minutit temperatuuril 70 °C ja
jahutage kohe jadl 5 minutit.

3. Tsentrifuugige veidi (u 10 sekundit, 10.000 p66ret minutis), et
koguda vedelik katsuti pohja. Seejérel hoidke seda jadl.

4. Valmistage jGrgmine RT-segu vastavalt analGisitavate proovide
arvule (tabel 2).

* Kemikaalidega té6tamisel kandke alati sobivat laborikitlit, thekordseid kindaid ja
kaitseprille.
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Tabel 2. RT-segu valmistamine

Maht

proovi
Komponent kohta (ul) Loppkontsentratsioon
First-Strand Buffer (komplektis
Superscript Il Reverse 40 1%

Transcriptase
(pdordtranskriptaas)), 5%

MgCl, (50 mM) 2,0 5mM
dNTP-d (igatks 10 mM, peavad

olema varem ette valmistatud

ning séilitatud vérdsete osadena 2,0 1 mM
temperatuuril =20 °C)

DTT (100 mM, komplektis

Superscript Il Reverse 2,0 10 mM
Transcriptase)

RNaasi inhibiitor (40 U/ul) 0,5 1 U/ul
Suvaline heksameer (100 uM) 5,0 25 uM

Superscript Il voi Superscript
Reverse Transcriptase 0,5 5 U/ul
(pdodrdtranskriptaas) (200 U/ul)

Soojendatud RNA proov (lisatakse

etapis 5) 1,0-4,0 50 ng/ul
Nukleaasivaba PCR-i jaoks sobiva

kvaliteediga vesi (lisatakse etapis 0,0-3,0 -

5)

Loppmaht 20,0 -

5. Pipeteerige igasse PCR-i katsutisse 16 ul RT-segu. Seejdrel lisage
1-4 ul (1 pg) RNA-d (etapist 3) ja lisage nukleaasivaba PCR-i jaoks
sobiva kvaliteediga vett kuni mahuni 20 pl (vt tabel 3).
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Tabel 3. Péordtranskriptsioonireaktsiooni ettevalmistamine

Komponent Maht (ul)
RT-segu 16
Soojendatud proovist véetud RNA 1.4
(1 ug)
Nukleaasivaba ja PCR-i jaoks

., o . 0-3
vajaliku kvaliteediga vesi
Loppmaht 20

6. Segage hdsti ja tsentrifuugige veidi (u 10 sekundit, 10.000 p66ret
minutis), et koguda vedelik katsuti pohja.

7. Inkubeerige 10 minutit temperatuuril 20 °C.

8. Inkubeerige 45 minutit termotsukleril temperatuuril 42 °C, seejdrel
kohe 3 minutit temperatuuril 99 °C.

9. Jahutage jadl (reaktsiooni peatamiseks) 5 minutit.

10. Tsentrifuugige veidi (u 10 sekundit, 10.000 p66ret minutis), et
koguda vedelik katsuti pohja. Seejdrel hoidke seda jddl.

11. Lahjendage loplik cDNA 30 ul nukleaasivaba PCR-i jaoks sobiva
veegaq, nii et loplik maht on 50 ul.

12. Sooritage PCR vastavalt protokollidele, mis on kaasas teie gPCR-
seadmega.
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Protokoll: qPCR seadmel Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM voi
RotorGene Q 5plex HRM (rootor 72 katsuti jaoks)

Selle seadme kasutamisel soovitame teha kéik méétmised kahekordselt, nagu
n&idatud tabelis 4.

Tabel 4. Reaktsioonide arv, kui kasutatakse 72 katsuti jaoks méeldud
rootoriga seadet Rotor

Proovid Reakisioonid

ABL-praimerite ja proovi seguga (PPC-ABL)
n cDNA koeproovid n X 2 reaktsiooni

2 X 3 reaktsiooni (3 lahjendust,
kdik topelttestitud)

ABL-i standard
Vesi — kontroll 2 reaktsiooni
BCR-ABL Mbcr praimerite ja proovi seguga (PPF-Mbcr)
n cDNA koeproovid n X 2 reaktsiooni

2 x 5 reaktsiooni (5 lahjendust,

Mber standard koik topelttestitud)

Vesi — kontroll 2 reaktsiooni

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

Soovitame Uhe katse kdigus testida véhemalt 8 cDNA proovi, et optimeerida
standardlahuste, praimerite ja proovi segude kasutamist. Igas ipsogen BCR-
ABLT Mbcr komplektis on piisavalt reaktiive, et sooritada 8 prooviga katset 72
katsutiga rootoril 3 korda.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Joonis 4. Rootori soovitatud seadistus, kui katses kasutatakse komplekti ipsogen BCR-
ABL1 Mbcr. F1-5: BCR-ABL Mbcr standardlahused; C1-3: ABL-i standardid; S: cDNA proov;
H,O: vesi — kontroll.

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

Taitke kéik muud kohad tUhjade katsutitega.

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

Madarkus. Kéik etapid tuleb sooritada jaal.

Léabiviimine
1. Sulatage koik vajalikud komponendid ning asetage need jadle.

2. Valmistage jGrgmine qPCR-segu vastavalt analGisitavate proovide
arvule.

Kdik kontsentratsioonid kehtivad reaktsioonisaaduse 16ppmahu kohta.
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Tabel 5 kirjeldab Uhe reaktiivisegu ettevalmistamiseks vajalikku
pipeteerimisprotseduuri, kus 16plik reaktsioonisaaduse maht on 25 ul. Segu
saab ette valmistada reaktsioonide arvu jGrgi, kasutades samu praimeri ja

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

Tabel 5. qPCR-segu valmistamine

BCR-ABL
Mbcr:
1 ABL: 24+1 28+1
reaktsioon reaktisiooni reaktsiooni Loppkontsent-
Komponent (k) () () ratsioon
TagMan
Universal
PCR Master 12,5 312,5 362,5 Tx
Mix, 2x
Praimerite ja
proovi segu, 1 25 29 1x
25%
Nukleaasi-
vaba ja
PCR-i jaoks 6,5 162,5 188,5 -
vajaliku
kvaliteediga
vesi
Proov
(lisatakse 5 igatht 5 igatht 5 -
etapis 4)
Kogumaht 25 igatht 25 igatht 25 -

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

4. Lisage 5 pl RT-saadust (cDNA, ekvivalentne 100 ng RNA-ga), mis
saadi pooérdtranskriptsiooni kdigus (vt ,,Protokoll: soovitatud
standardiseeritud EAC poérdtranskriptsioon”, Ik 14) vastavas
katsutis (kogumaht 25 pl).

5. Segage ornalt, pipeteerides Ules ja alla.

6. Asetage katsutid termotsiklerisse tootja soovituste kohaselt.

7. Programmeerige seade Rotor-Gene Q koos termotsukleri

programmiga, nagu ndidatud tabelis 6.
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Tabel 6. Temperatuuriprofiil

AnalUuUsireziim Kvantifitseerimine

Hoidmine Temperatuur: 50 °C

Kestus: 2 min

Hoidmine 2 Temperatuur: 95 °C

Kestus: 10 min

Tsikkel 50 korda
95 °C 15 sekundi jooksul

60 °C 1 min jooksul, saadakse FAM-i fluorestsents
kanalil Roheline: Single

8. Seadmel Rotor-Gene Q valige analiGusimiseks ,,Slope Correct”
(Kéver on oige). Soovitame lave seada vadrtusele 0,03. TermotsUkli
programm kadivitage nii, nagu naidatud tabelis 6.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Protokoll: qPCR seadmetel ABI PRISM 7000, 7700 ja
7900HT SDS ja LightCycler 480

96 lohuga plaadiga gPCR-seadme kasutamisel soovitame teha kdik médtmised
kahekordselt, nagu naidatud tabelis 7.

Tabel 7. Reaktsioonide arv 96 lohuga plaadiga qPCR-seadme
kasutamisel

Proovid Reakisioonid

ABL-praimerite ja proovi seguga (PPC-ABL)
n cDNA koeproovid n X 2 reaktsiooni

2 X 3 reaktsiooni (3 lahjendust,
kdik topelttestitud)

ABL-i standard
Vesi — kontroll 2 reaktsiooni
BCR-ABL Mbcr praimerite ja proovi seguga (PPF-Mbcr)
n cDNA koeproovid n X 2 reaktsiooni

2 x 5 reaktsiooni (5 lahjendust,

Mber standard koik topelttestitud)

Vesi — kontroll 2 reaktsiooni

Proovi t66tlemine seadmetel ABI PRISM 7000, 7700 ja 7900HT SDS ja
LightCycler 480

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

Joonis 5. Plaadi soovitatav seadistus Ghe eksperimendi puhul. S: cDNA proov; F1-5:
BCR-ABL Mbcr standardlahused; C1-3: ABL-i standardid; H,O: vesi — kontroll.

gPCR seadmetel ABI PRISM 7000, 7700 ja 7900 SDS ja LightCycler 480

Markus. Kéik etapid tuleb sooritada jadl.

Lébiviimine
1. Sulatage koik vajalikud komponendid ning asetage need jadle.

2. Valmistage jérgmine qPCR-segu vastavalt analUisitavate proovide
arvule. Kui kasutatakse 96 lohuga plaadiga qPCR-seadet, soovitame
koik mootmised teha kahekordselt.

K&ik kontsentratsioonid kehtivad reaktsioonisaaduse [6ppmahu kohta.
Tabel 8 kirjeldab Uhe reaktiivisegu ettevalmistamiseks vajalikku
pipeteerimisprotseduuri, kus |6plik reaktsioonisaaduse maht on 25 ul. Segu
saab ette valmistada reaktsioonide arvu jérgi, kasutades samu praimeri ja

proovi segusid (kas PPC-ABL véi PPF-Mbcr). Lisamahud on méeldud
pipeteerimisvigade kompenseerimiseks.
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Tabel 8. qPCR-segu valmistamine

BCR-ABL
Mbcr:
1 ABL: 24+1 28+1
reaktsioon reaktsiooni reaktsiooni Loppkontsent-
Komponent (71)] () (i) ratsioon
TagMan
Universal
PCR Master 12,5 312,5 362,5 1%
Mix, 2 X
Praimerite ja
proovi segu, 1 25 29 1x
25x%
Nukleaasi-
vaba ja
PCR-1 jacks 6,5 162,5 188,5 -
vajaliku
kvaliteediga
vesi
Proov
(lisatakse 5 igatht 5 igatht 5 -
etapis 4)
Kogumaht 25 igatht 25 igatht 25 -

w

Pipeteerige 20 ul qPCR-i eellahust lohu kohta.
Lisage 5 pl RT-saadust (cDNA, ekvivalentne 100 ng RNA-ga), mis

saadi poérdtranskriptsiooni kaigus (vt ,,Protokoll: soovitatud
standardiseeritud EAC poéoérdtranskriptsioon”, |k 14) vastavas lohus
(kogumaht 25 pul).

o !

Segage ornalt, pipeteerides Gles ja alla.
Sulgege plaat ja tsentrifuugige veidi (300 X g, umbes 10 sekundit).

Asetage plaat termotsiklerisse tootja soovituste kohaselt.

Programmeerige termotsiUklerile programm, mis on ndaidatud tabelis
9 seadme ABI PRISM 7000, 7700, 7900HT SDS kohta voi tabelis 10
seadme LightCycler 480 kohta.
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Tabel 9. Seadmete ABI PRISM 7000, 7700 ja 7900HT SDS
temperatuuriprofiil

AnalUuUsireziim Standardkéver — absoluutne kvantifitseerimine

Hoidmine Temperatuur: 50 °C

Kestus: 2 minutit

Hoidmine 2 Temperatuur: 95 °C

Kestus: 10 minutit

Tsukkel 50 korda
95 °C 15 sekundit

60 °C 1 minut, saavutatakse FAM-i fluorestsents;
fluorestsentsi véhendajao: TAMRA

Tabel 10. Temperatuuriprofiil seadmel LightCycler 480

AnalGisireziim Absoluutne kvantifitseerimine (,Abs Quant”)
Tuvastamise Aknas Detection formats valige ,Simple Probe”
vormingud (Lihtne proov)

Hoidmine Temperatuur: 50 °C

Kestus: 2 minutit

Hoidmine 2 Temperatuur: 95 °C

Kestus: 10 minutit

Tsukkel 50 korda
95 °C 15 sekundit

60 °C 1 minuti jooksul FAM-i fluorestsentsi
saavutamisega, mis vastab LC versioonile 01 (483-
533 nm) ja LC versioonile 02 (465-510 nm).

8. Seadmete ABI PRISM 7000, 7700 ja 7900HT SDS kasutamisel jatkake
sammust 8a. Seadmel LightCycler 480 jatkake etapist 8b.

8a. ABI PRISM 7000, 7700 ja 7900HT SDS: soovitame léve seada
vddrtusele 0,1, nagu on kirjeldatud analiusi etapi EAC protokollis
ABI PRISM SDS etapis, algvdadartuse seada 3. ja 15. tsUkli vahele.
Alustage tsukliprogrammi vastavalt tabelile 9.

24 ipsogen BCR-ABL1 Mbcr komplekti kdsiraamat 03/2015



8b. Seade LightCycler 480: soovitame analGuUsireziimi Fit point, mille
taustvdaartuseks oleks 2,0 ja lavivadrtus 2,0. TermotsiUkli programm
kdivitage nii, nagu ndidatud tabelis 10.
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Protokoll: qPCR seadmetel LightCycler 1.2 ja 2.0

Kapillaarsete instrumentide kasutamisel soovitame médta proove kaks korda ja
kontroll-lahuseid vaid korra, nagu ndidatud tabelis 11.

Tabel 11. Reaktsioonide arv seadmetel LightCycler 1.2 ja 2.0

Proovid Reakisioonid

ABL-praimerite ja proovi seguga (PPC-ABL)

n cDNA koeproovid n X 2 reaktsiooni
1 X 3 reaktsiooni (3

ABL-i standard standardlahjendust, kéik Ghe korra
testitud)

Vesi — kontroll 1 reaktsioon

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

n cDNA koeproovid n X 2 reaktsiooni
1 X 5 reaktsiooni (5

Mbcr standard standardlahjendust, kéik Ghe korra
testitud)

Vesi — kontroll 1 reaktsioon

Proovi analiisimine seadmetel LightCycler 1.2 ja 2.0

Soovitame Uhe katse kdigus testida véhemalt 5 cDNA proovi, et optimeerida
standardlahuste, praimerite ja proovi segude kasutamist. Kapillaari skeemil
joonisel 6 on toodud ndide sellisest katsest.
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Joonis 6. Rootori soovitatud seadistus, kui katses kasutatakse komplekti ipsogen BCR-
ABL1 Mbcr. F1-5: BCR-ABL Mbcr standardlahused; C1-3: ABL-i standardid; S:
analtUsimiseks tundmatu DNA proov; H,O: vesi — kontroll.

gPCR seadmetel LightCycler 1.2 ja 2.0

Markus. Teatud tehniliste ndudmiste t6ttu tuleb katsed seadmel LightCycler
sooritada kindlaid reaktiive kasutades. Soovitame Master Mix 5x (5%
p&hisegu) valmistamiseks kasutada LightCycler TagMan Masteri komplekti ning
j@rgida tootja juhtnéore.

Markus. Kéik etapid tuleb sooritada jadal.

Lébiviimine
1. Sulatage koik vajalikud komponendid ning asetage need jadle.

2. Valmistage jérgmine qPCR-segu vastavalt analUisitavate proovide
arvule.

K&ik kontsentratsioonid kehtivad reaktsioonisaaduse [6ppmahu kohta.

Tabel 12 kirjeldab Ghe reaktiivisegu ettevalmistamiseks vajalikku
pipeteerimisprotseduuri, kus [6plik reaktsioonisaaduse maht on 20 ul. Segu
saab ette valmistada reaktsioonide arvu jérgi, kasutades samu praimeri ja
proovi segusid (kas PPC-ABL véi PPF-Mbcr). Lisamahud on méeldud
pipeteerimisvigade kompenseerimiseks.
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Tabel 12. gPCR-segu valmistamine

BCR-ABL
Mbcr:
1 ABL: 14+1 16+1
reaktsioon reaktsiooni reaktsiooni Loppkontsent-

Komponent (71)] () (i) ratsioon
TagMan
Universal
PCR Master 4,0 60 68,0 1x
Mix, 2 X
Praimerite ja
proovi segu, 0,8 12 13,6 1x
25X
Nukleaasi-
vaba ja
PCR-i jaoks 102 : 173 4
vajaliku 0, 23 73, -
kvaliteediga
vesi
Proov
(lisatakse 5,0 igatht 5 igatht 5,0 -
etapis 4)
Kogumaht 20,0 igatht 20 igatht 20,0 -

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

4. Lisage 5 pl RT-saadust (cDNA, ekvivalentne 100 ng RNA-ga), mis
saadi péoérdtranskriptsiooni kdigus (vt ,Protokoll: soovitatud
standardiseeritud EAC poéoérdtranskriptsioon”, Ik 14) vastavas
katsutis (kogumaht 20 pl).

5. Segage ornalt, pipeteerides Ules ja alla.

6. Asetage kapillaarid aparaadiga kaasas olevatesse adapteritesse
ning tsentrifuugige veidi (700 x g, u 10 sekundit).

7. Asetage kapillaarid termotsiklerisse tootja soovituste kohaselt.

8. Programmeerige seade LightCycler 1.2 v6i 2.0 koos termotsikleri
programmiga, nagu ndidatud tabelis 13.
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Tabel 13. Temperatuuriprofiil

AnalUuUsireziim Kvantifitseerimine

Hoidmine Temperatuur: 95 °C
Kestus: 10 minutit
Ramp: 20
TsUkkel 50 korda
95 °C 10 sekundit; ramp: 20

60 °C 1 minut; ramp: 20; FAM-i fluorestsentsi
saavutamisega: Single

Hoidmine 2 45 °C T minut; ramp: 20

9. Seadmel LightCycler 1.2 jatkake etapist 9a. Seadmel LightCycler 2.0
jdtkake etapist 9b.

9a. Seade LightCycler 1,2: soovitatav reziim on F1/F2 ja ,,2™ derivative
analysis” (2. tuletatud analGis). Termotsikli programm kéivitage nii,
nagu ndidatud tabelis 13.

9b. Seade LightCycler 2.0: seadmel LightCycler 2.0 tarkvaraversiooniga
4.0 soovitame korratavate tulemuste saamiseks kasutada analiusi
Automated (F'max). Termotsukli programm kaivitage nii, nagu
nédidatud tabelis 13.
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Protokoll: qPCR seadmel SmartCycler

Selle seadme kasutamisel soovitame mddta proove kaks korda ja kontroll-
lahuseid vaid korra, nagu néidatud tabelis 14.

Tabel 14. Reaktsioonide arv seadmel SmartCycler

Proovid Reakisioonid

ABL-praimerite ja proovi seguga (PPC-ABL)

n cDNA koeproovid n X 2 reaktsiooni
1 X 3 reaktsiooni (3

ABL-i standard standardlahjendust, kéik Ghe korra
testitud)

Vesi — kontroll 1 reaktsioon

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

n cDNA koeproovid n X 2 reaktsiooni
1 X 5 reaktsiooni (5

Mbcr standard standardlahjendust, kéik Ghe korra
testitud)

Vesi — kontroll 1 reaktsioon

Proovi té66tlemine seadmel SmartCycler

Soovitame Uhe katse kdigus testida véhemalt 5 cDNA proovi, et optimeerida
standardlahuste, praimerite ja proovi segude kasutamist. Heaks naiteks on
skeem joonisel 7.

@oeee Koik selle esimese bloki
analtusid tehakse PPC-ABL-
00000000
°°°°e®°o Koik teise bloki analtusid
tehakse PPF-Mbcr-iga.

Joonis 7. Plaadi soovitatav seadistus Uhe eksperimendi puhul. S: cDNA proov; F1-5:
BCR-ABL Mbcr standardlahused; C1-3: ABL-i standardid; H,O: vesi — kontroll.
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qPCR seadmel SmartCycler

Markus. Koik etapid tuleb sooritada jadl.

Lébiviimine
1. Sulatage koik vajalikud komponendid ning asetage need jadle.

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

K&ik kontsentratsioonid kehtivad reaktsioonisaaduse [6ppmahu kohta.

Tabel 15 kirjeldab Uhe reaktiivisegu ettevalmistamiseks vajalikku
pipeteerimisprotseduuri, kus [6plik reaktsioonisaaduse maht on 25 ul. Segu
saab ette valmistada reaktsioonide arvu jargi, kasutades samu praimeri ja

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

Tabel 15. gPCR-segu valmistamine

BCR-ABL
Mbcr:
1 ABL: 14+1 16+1
reakisioon reakisiooni reaktsiooni Loppkontsent-
Komponent (7])] () () ratsioon
TagMan
Universal
PCR Master 12,5 187,5 212,5 1%
Mix, 2 X
Praimerite ja
proovi segu, 1 15 17 1x
25x%
Nukleaasi-
vaba ja
PCR-i jaoks 6,5 97,5 110,5 -
vajaliku
kvaliteediga
vesi
Proov
(lisatakse 5 igatht 5 igatht 5 —
etapis 4)
Kogumaht 25 igaUht 25 igatht 25 -
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S*’

Pipeteerige 20 ul qPCR-i eellahust lohu kohta.

4. Lisage 5 pl RT-saadust (cDNA, ekvivalentne 100 ng RNA-ga), mis
saadi péordtranskriptsiooni kdigus (vt ,,Protokoll: soovitatud
standardiseeritud EAC poéérdtranskriptsioon”, lk 14) vastavas lohus
(kogumaht 25 pul).

5. Segage ornalt, pipeteerides Ules ja alla.

o

Asetage proovid termotsiklerisse tootja soovituste kohaselt.

7. Programmeerige seade SmartCycler koos termotsukleri
programmiga, nagu ndaidatud tabelis 16.

Tabel 16. Temperatuuriprofiil

Hoidmine Temperatuur: 50 °C

Kestus: 2 minutit

Hoidmine 2 Temperatuur: 95 °C

Kestus: 10 minutit

Tsukkel 50 korda
95 °C 15 sekundit

60 °C 1 minuti jooksul koos valmendamisega:
Single

8. Soovitame ldve seada vadrtusele 30. Kaivitage termotstkleri
programm, nagu ndidatud tabelis 16.

32 ipsogen BCR-ABL1 Mbcr komplekti kdsiraamat 03/2015



Tulemuste tolgendamine

Andmeanaliisi péohimote

TagMani meetodi kasutamisel nimetatakse léve Gletava signaali tuvastamiseks
vajalike PCR-tsuklite arvu lavitsUkliks C;) ja see on otseselt proportsionaalne
sihtmargi hulgaga reaktsiooni alguses.

Teadaoleva arvu molekulidega standardlahuste kasutamisel saab luua
standardkévera ning méérata proovis oleva sihtmargi véga tépse koguse.
ipsogen'i standardkdverad on plasmiidipdhised ning nende puhul kasutatakse
tdpsete standardkdverate saamiseks plasmiidi 3 standardlahjendust CG puhul
ning 5 standardlahjendust FG puhul. Joonistel 8 ja 9 on kujutatud naide
TagMani amplifikatsioonikdverast, mis on saadud komplektiga ipsogen BCR-
ABL Mbcr.

Amplification Curves Selecd 200m)
o
B Mober 10 =
0  M-ber 102
B M-ber 10° R""
B  M-bcr 10° ¢
]
B M-ber 10¢ g
g i
:
10 R
[ 0 ] ] F-] n 5 ] L] L]
Cycles
Joonis 8. BCR-ABL Mbcr standardlahuste (F1-F5) tuvastamine. 10", 10%, 103, 10°, 10°
koopiat / 5 ul.
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Amplification Curves [ D)

B ABL10°
@ ABL 10
m ABL105

3]

Fluorescence (483-53)

s}

Joonis 9. ABL-i standardite (C1, C2, C3) tuvastamine. 10°, 10* ja 10° koopiat / 5 ul.

Tulemused

Standardkover ja kvaliteedi kriteeriumid
Tostlemata andmed saab analGisimiseks kleepida Excel®-i faili.

Kummagi geeni (ABL ja BCR-ABL) kohta saadud t66tlemata C; plasmiidi
standardlahjenduste andmeid analGUsitakse logis olevate koopiate arvuga (3, 4
ja 5 koopiat C1, C2 ja C3 puhul; 1, 2, 3, 5 ja 6 koopiat F1, F2, F3, F4 ja F5
puhul). Joonisel 10 on toodud néide 5 standardlahjenduse péhjal arvutatud
teoreetilisest kdverast.
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40
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Cr

20 4

10 +

y = —3,32x + 39,84
Rz =1

log (CN)

Joonis 10. Teoreetiline kover, mis on arvutatud 5 standardlahjenduse pohjal.
Kummagi geeni (ABL ja BCR-ABL) kohta arvutatakse lineaarne regressioonikéver (y = ax + b),
kus a on joone kéver ja b on y-16ikaja, mis on selle punkti y-koordinaat, kus joon Gletab y-
telge. Selle vérrand ja médramiskordaja (R?) prinditakse graafikule.

Kuna standardlahused on 10-kordsed lahjendused, on kévera teoreetiline kalle
-3,3. Vahemikku -3,0 ja -3,9 j@dv kalle on akisepteeritav, kuni R2 > 0,95. (7)
Siiski on tapsete tulemuste saamiseks soovitatav R2 > 0,98. (3)

Normalized copy number (NCN, normaliseeritud koopiate arv)

Tundmatu proovi t6étlemata Cr-véértuste (saadud PPC-ABL-iga) teisendamiseks
ABL-i koopiate arvuks (ABLqy) tuleks kasutada ABL-i standardkévera vérrandit.

Tundmatu proovi téétlemata Ci-vaartuste (saadud PPF-Mbcr-iga)
teisendamiseks BCR-ABL-i koopiate arvuks (BCR-ABL Mbcr ) tuleks kasutada

BCR-ABL-i standardkévera vérrandit.

Nende CN-véadrtuste suhe annab tulemuseks normaliseeritud koopiate arvu

(NCN):
BCR-ABL MbchN
NCN = x 100
ABL,
MRD-vadartus

Minimaalse residuaalhaiguse (MRD) véértus on FG ja CG normaliseeritud
ekspressiooni médtmiste suhe jarelkontrolli ajal (FGon/CGen)eue [0

diagnostilistes proovides (FGcn/CGen)ox-

(FGen/CGenrur

MRD-vadrtus (MRDv) =

(FGen/CGenlox
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Tundlikkus

Tundlikkus (SENSv) arvutatakse FG suhtelise ekspressiooni jdrgi diagnoosimise
hetkel (FGcn/CGen)ox ja CG ekspressiooni jargi (CGey rup) j@relkontrolli ajal
voetud proovides.

CGen,ox
CGCN,FUP X FGCN,DX

Tundlikkus (SENSv) =

ABL-i vaartuste kvaliteedikontroll

RNA halb kvaliteet véi gPCR-i ajal tekkinud probleemid annavad tulemuseks
madala ABLqy. Me soovitame kérvale jatta proovid, mis annavad tulemuseks
ABLcy < 4.246,2 (madalaim 95% Cl-véértus CML-i patsientidelt véetud
proovides EAC uuringus, viide 8).

Replikaatidevaheline korratavus

Varieeruvus Ci-v@drtustes replikaatide vahel peab olema < 2, mis vastab
koopiate arvu 4-kordsele muutusele.

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

Madarkus. Iga kasutaja peab oma laboris korratavust méétma.

Vesi — kontroll-lahused
Negatiivsed kontrollid peaksid andma tulemuseks CN-i puudumise.

Positiivne kontroll-lahus tdhendab ristsaastumist. Lahenduse leiate 16igust
JTorkeotsingu juhend” allpool.

Torkeotsingu juhend

Kaesolev térkeotsing vdib abiks olla tekkivate probleemide puhul. Lisateavet
saate ka meie tehnilise toe lehekiljelt Frequently Asked Questions (Korduma
kippuvad kisimused): www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. QIAGEN: tehnilise
toe teadlased vastad réédmuga kéikidele kisimustele, mis teil tekivad kdesolevas
kasiraamatus oleva teabe ja protokolli kohta véi proovi ja analGUsimeetodite
kohta (kontaktandmeid vt , Kontaktandmed”, Ik 48).
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Kommentaarid ja soovitused

Kontrollgeeni (ABL) ja BCR-ABL Mbcr negatiivne tulemus kéikides
proovides - tavaliselt normis

a) RNA halb kvaliteet Enne alustamist kontrollige alati RNA kvaliteeti ja
kontsentratsiooni.

Kaivitage paralleelselt rakuliini RNA suhtes
positiivne kontroll (komplekt ipsogen BCR-ABL1
Mbcr Controls (kataloogi nr 670191).

b) P&&rdiranskriptsiooni Enne alustamist kontrollige alati RNA kvaliteeti ja
ebadnnestumine kontsentratsiooni.

Kéaivitage paralleelselt rakuliini RNA suhtes
positiivne kontroll (komplekt ipsogen BCR-ABL1
Mbcr Controls (kataloogi nr 670191).

Kontrollgeeni (ABL) negatiivne tulemus proovides — tavaliselt normis.

a) RNA halb kvaliteet Enne alustamist kontrollige alati RNA kvaliteeti ja
kontsentratsiooni.

Kéaivitage paralleelselt rakuliini RNA suhtes
positiivne kontroll (komplekt ipsogen BCR-ABL1
Mbcr Controls (kataloogi nr 670191).

b) P&6rdiranskriptsiooni Enne alustamist kontrollige alati RNA kvaliteeti ja
ebadnnestumine kontsentratsiooni.

Kéaivitage paralleelselt rakuliini RNA suhtes
positiivne kontroll (komplekt ipsogen BCR-ABL1
Mbcr Controls (kataloogi nr 670191).

Standardsignaal negatiivne

a) Pipeteerimisviga Kontrollige pipeteerimisskeemi ja reaktsiooni
seadistust.

Korrake PCR-i tsuklit.

b) Komplekti komponente Sailitage komplekti ipsogen BCR-ABL1 Mbcr Kit
on valesti sailitatud temperatuuril -15 ...
—-30 °C ning hoidke praimerite ja proovi segusid
(PPC ja PPP) valguse eest kaitstuna. Vi
»Reaktiivide sailitamine ja kaitlemine”, |k 13.

Véltige korduvat kilmutamist ja sulatamist.

Sailitamisel jagage reaktiivid osadeks.
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Kommentaarid ja soovitused

Negatiivsed kontroll-lahused annavad positiivse vastuse
Ristsaastumine Asendage kadik olulised reaktiivid.
Korrake katset uuesti pipeteeritud reaktiividega.

Ristsaastumise véltimiseks kdsitsege proove,
komplekti komponente ja tarvikuid alati Gldiselt
tunnustatud praktika kohaselt.

Puudub signaal, isegi standardsetes kontroll-lahustes

a) Pipeteerimisviga voi Kontrollige pipeteerimisskeemi ja reaktsiooni
puuduv reaktiiv seadistust.

Korrake PCR-i tsuklit.

b) Proovimaterjali Korrake RNA ettevalmistust.
inhibitsioon, mida
pdhjustab ebapiisav
puhastamine

c) LightCycler: valitud on  Seadistage parameeter Channel Setting (Kanali

vale tuvastuskanal seadistus) vaartusele F1/F2 voi 530 nm /
640 nm.
d) LightCycler: Kontrollige tstkliprogramme.

andmevalmendus on

; PCR-programmi iga anniilimissegmendi 16pus
programmeerimata

valige valmendusreziimiks ,single” (Uksik).

Proovide signaal puudub véi on nérk, kuid kontroll-lahuste signaaliga
on koéik korras

a) Halva kvaliteediga véi  Enne alustamist kontrollige alati RNA kvaliteeti ja

liiga madala kontsentratsiooni.
Ilélcilr:sen’rro’moomgo Kaivitage paralleelselt rakuliini RNA suhtes
positiivne kontroll (komplekt ipsogen BCR-ABL1
Mbcr Controls (kataloogi nr 670191).
b) P&&rditranskriptsiooni Enne alustamist kontrollige alati RNA kvaliteeti ja
ebadnnestumine kontsentratsiooni.

Kaivitage paralleelselt rakuliini RNA suhtes
positiivne kontroll (komplekt ipsogen BCR-ABL1
Mbcr Controls (kataloogi nr 670191).
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Kommentaarid ja soovitused

Fluorestsentsi intensiivsus on liiga madal

a) Komplekti komponente Sdilitage komplekti ipsogen BCR-ABLT Mbcr Kit
on valesti sailitatud temperatuuril =15 ...
—-30 °C ning hoidke praimerite ja proovi segusid
(PPC ja PPP) valguse eest kaitstuna. Vi
,Reaktiivide sailitamine ja kaitlemine”, |k 13.

Véltige korduvat kilmutamist ja sulatamist.

Sailitamisel jagage reaktiivid osadeks.

b) Siht-RNA-d on vaga Suurendage proovi RNA kogust.

véike kogus Markus. Soltuvalt RNA ettevalmistusmeetodi

valikust voib tekkida RNA inhibitsioon.

LightCycler: fluorestsentsi intensiivsus varieerub

a) Pipeteerimisviga Nn pipeteerimisveast tingitud varieeruvust saab
véhendada, kui analtiusida andmeid reziimis
F1/F2 v6i 530 nm / 640 nm.

b) Kapillaaride ebapiisav  Ettevalmistatud PCR-segu véib endiselt olla
tsentrifuugimine kapillaari Glemises osas, kapillaaris véib olla
éhumull.

Tsentrifuugige kapillaarid reaktsiooniseguga
alati nii, nagu on soovitatud seadme
kasutusjuhendis.

c) Kapillaariotsa vélispind  Kandke kapillaaride késitsemisel alati kindaid.
on madardunud
LightCycler: standardkévera térge

Pipeteerimisviga Nn pipeteerimisveast tingitud varieeruvust saab
véthendada, kui analtisida andmeid reziimis

F1/F2 voi 530 nm / 640 nm.

Kvaliteedikontroll

Kogu komplekti kvaliteedikontroll on Iébi viidud seadmel LightCycler 480.
Komplekt on toodetud vastavalt standardile ISO 13485:2003. AnaltUsi
sertifikaate saate tellida aadressil www.giagen.com/support/.

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr komplekti késiraamat 03/2015

39



Piirangud

Enne seadme kasutamist peab kasutaja olema koolitatud ning meetodit
tundma.

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

Tahelepanu tuleb péérata kéikide komponentide karpidele ja etikettidele
trokitud kélblikkusaegadele. Aegunud komponente @rge kasutage.

Markus. Komplekt on loodud vastavalt uuringutele, mis on labi viinud
organisatsioon ,Europe Against Cancer” (EAC, Euroopa Vahi Vastu) (8), ja see
vastab uvusimatele rahvusvahelistele soovitustele (3, 5). Seda tuleb kasutada
kdesoleva kdsiraamatu juhtnééride jargi koos valideeritud reaktiivide ja
instrumentidega (vt ,Vajalikud, kuid komplektis mittesisalduvad materjalid” |k
11). Ilgasugune toote mittesihipdrane kasutamine ja/véi selle komponentide
muutmine muudab ettevétte QIAGEN vastutuse kehtetuks.

Toimekarakteristikud

Mittekliinilised vuringud

Materjalid ja meetodid

Jéudluse hinnang sooritati seadmel ABI PRISM 7700 SDS koos reaktiividega,
mida nimetab 16ik ,Vajalikud, kuid komplektis mittesisalduvad materjalid” lk

11. Ekvivalentsuse uuringud valideerisid selle kasutamise j@rgmistel seadmetel:
ABI PRISM 7000 ja 7900HT SDS, LightCycler 1.2 ja 480, Rotor

Komplekti ipsogen BCR-ABLT Mbcr Kit analUitilise jdudluse leidmiseks viidi labi
mittekliinilised uuringud. Need mittekliinilised laborivuringud viidi labi kogu

RNA-I, mis saadi K562 rakuliinist, mis lahjendati MV4-11 rakuliini kogu RNA
puUsivas |dppkoguses.

AnalUusi korratavuse madaramiseks lahjendati K562 kogu RNA 5 erinevat
kontsentratsiooni (5 ng, 500 pg, 50 pg, 5 pg ja 0,5 pg) MV4-11 konstantses
l6ppkoguses 200 ng ja neid analtsiti 5 korda 4 erineva protseduuri kdigus
(joonis 11).
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Joonis 11. Lahus: K562 kogu RNA MV4-11-negatiivses kogu RNA-s, 2,5 x 102 (5 ng),
2,5 x 10™ (0,05 ng), 2,5 x 10~ (0,005 ng), ja 2,5 x 107 (0,0005 ng) lahjenduste
amplifikatsioonigrupid.

AnalUusi andmed

Tabelites 17-20 on néidatud analGusidevahelised analbisid keskmise
lavitstkliga (Cy), standardhéalbega (SD), proovide arvuga (n),
variatsioonikoefitsiendiga (CV), keskmise koopiate arvuga (CN) ja keskmise
normaliseeritud koopiate arvuga (NCN).

Tabel 17. AnalUisidevaheline analGis - rakuliinid BCR-ABL Mbcr ja ABL

Rakuliin Keskmine Ccv
Lahjendus C; SD n (%)
-2
2,5 % 107 (5 ng /200 2618 040 20 1,54
ng)
BCR-ABL 2,5 x 102 (0,5 ng /
Mber: 200 ng) 29,32 0,53 19 1,82
2,5 x 10% (0,05 ng /
200 ng) 32,62 0,62 20 1,91
ABL: - 23,59 0,20 95 0,83
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Tabel 18. AnalGisidevaheline analGis — plasmiidid

Geen Keskmine Ccv
Plasmiid C; SD n (%)
F1 (10" koopiat) 34,47 1,25 8 3,64
F2 (10% koopiat) 31,48 0,54 8 1,71

BCR-ABL 3 :
Mbor: F3 (10° koopiat) 28,17 1,11 7 3,95
F4 (10° koopiat) 21,20 0,65 8 3,06
F5 (10° koopiat) 18,22 0,09 6 0,49
C1 (102 koopiat) 28,47 0,34 8 1,18
ABL: C2 (10* koopiat) 25,25 0,31 8 1,22
C3 (10° koopiat) 21,92 0,70 8 3,19

Tabel 19. AnalUisidevaheline analGis - rakuliinid BCR-ABL Mbcr ja ABL
(keskmine CN)

Rakuliin Keskmine

Lahjendus CN SD n CV (%)

2,5 x 107
(5 ng / 200 ng) 4.134,27 2.512,40 20 60,77

BCR-ABL 2,5 x 1073
Mber: (0,5 ng / 200 ng) 512,8 479,51 19 93,51

2,5 x 10
(0,05 ng / 200 ng) 42,94 22,05 20 51,36
ABL: - 33.831,51 13.637,7 94 40,31
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Tabel 20. AnalUusidevaheline analUUs - rakuliinid BCR-ABL Mbcr
(keskmine NCN)

Keskmine cv
Rakuliin Lahjendus NCN* SD n (%)
-2
39‘? X 107(5ng /200 4, 4338 53279 20 42,17

BCR-ABL 2,5 x 102 (0,5 ng /
Mbcr: 200 ng)

2,5 x 10 (0,05 ng /
200 ng)

1,1605 94,69 19 81,61

0,1782 10,73 20 60,23

* Ainult nende uuringutulemuste puhul on NCN-i Mbcr % 100
all méeldud ABLcy )

Kliinilised vuringud

Jéudluse hinnang sooritati seadmel ABI PRISM 7700 SDS koos reaktiividega,
mida nimetab 16ik ,Vajalikud, kuid komplektis mittesisalduvad materjalid” lk

11. Ekvivalentsuse uuringud valideerisid selle kasutamise jargmistel seadmetel:
ABI PRISM 7000 ja 7900HT SDS, LightCycler 1.2 ja 480, Rotor

Kimnes Euroopa riigis asuvad 26 laborit osalesid organisatsiooni Europe
Against Cancer (EAC) juhitud uuringus, kus kasutati IPSOGENI toodetud
plasmiide, et luua standardiseeritud protokoll olulisemate leukeemiaga seotud
geenide qPCR-anal(Usi jaoks kliinilises keskkonnas. BCR-ABL p210 transkript
oli Uks uuringus kasutatud fusioonigeenidest (FG). Esitame siin selle
valideerimisuuringu kokkuvétte, taielikud tulemused on avaldatud (8,10).

CG ja FG plasmiidide standardlahuste laboritevaheline korratavus

Uksteist laborit osalesid laboritevahelises korratavuse eksperimendis, et hinnata
CG ja FG plasmiidide standardlahuste médtmise varieeruvust. lgas asutuses
tehti kaks lahjendust. Tabelis 21 on esitatud iga lahjenduse keskmine,
standardhdlve ja CV (%).
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Tabel 21. CG ja FG plasmiidide standardlahuste laboritevaheline

korratavus

Geen Lahjendus Keskmine C;SD CV (%)
C1 29,59 1,34 4,54

ABL-i kontrollgeen C2 26,33 1,02 3,90
C3 22,75 1,59 6,97
F1 41,11 2,26 5,50
F2 37,43 1,51 4,04

Eufi'i':ri;fjn] 0 F3 33,76 1,28 3,81
F4 26,50 1,03 3,90
F5 22,98 0,97 4,21

BCR-ABL Mbcr FG transkripti ekspressiooni vadrtused

Tabelites 22 ja 23 on né&idatud BCR-ABL Mbcr FG transkripti ja ABL CG
transkripti ekspressiooni vaértused K562 rakuliinil, hinnati ALL-i patsiente
diagnoosimise hetkel ning terveid patsiente.

Tabel 22. BCR-ABL Mbcr FG transkripti ja ABL CG ekspressiooni

vaartused - C;-vadrtused

C;-vadrtused (vahemik 95%)

BCR-ABL Mbcr: ABL:
K562 rakuliin 20,5 20,7
CML-i patsientide proovid
BM (n = 15) 25,1 (21,5-27,0) 25,2 (20,7-26,8)
PB (n = 14) 23,1 (21,9-25,8) 23,7 (22,6-26,7)

ALL-i patsientidelt voetud proovid

BMja PB (n = 17)

Tervete patsientide proovid

24,1 (21,5-29,9) 24,0 (21,6-26,4)

BM (n = 26) _ 25,35 (24,68-26,02)
PB (n = 74) _ 25,15 (24,83-25,48)
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Tabel 23. BCR-ABL Mbcr FG transkripti ja ABL CG ekspressiooni
vadrtused - CN-i ja suhte vadrtused

Suhte
vadrtused
(vahemik
CN-vadrtused (vahemik 95%) 95%)*
CN BCR-ABL
BCR-ABL Mbcr: ABL: Mbcr/CN ABL
CML-i patsientide proovid
8710 10.115,8 0.86
BM (n = 15) (2.089- (4.786,3— 0 44' 3,02)
112.202) 37.153,52) T
B = 14 (]2?6182?: (4 246]25 ‘22?57568 3) (0 4135]47 41)
112.202) ' e ! e
Tervete patsientide proovid
_ 19.201
BM [n = 26) - (12.922-25.480) -
PB (n = 74) . 21.136 )

(17.834-24.437)

* Tulemused védljendatakse lihtsa BCR-ABL/ABL suhtena.
ABL-i C;-véértused ei olnud tervete ja leukeemiahaigete patsientide proovides

oluliselt erinevad, samuti mitte erinevates proovitiupides (PB véi BM) véi
leukeemiahaigete proovides (ALL, AML, CML).

Valepositiivsete ja valenegatiivsete tulemuste hulk

Valenegatiivsete ja valepositiivsete proovide tulemused arvutati jGrgmiste
kontroll-lahuste abil.

B Positiivsed kontroll-lahused: K562 rakud (rakuliin, mille puhul on hésti
teada selle positiivsus BCR

B Negatiivsed kontroll-lahused: RNA-negatiivsed proovid; amplifikatsioonita
kontroll-lahused (NAC) olid valmistatud E. coli RNA-st, mitte inimese RNA-

st, et kontrollida PCR-i saastumist, ja matriitsi mittesisaldavad kontroll-
lahused (NTC), mis sisaldasid inimese RNA asemel vett.

FG RNA proovide amplifikatsioon viidi labi kolmekordselt ning CG oma
kahekordselt.

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr komplekti késiraamat 03/2015

45



Valenegatiivne proov loeti positiivseks RNA suhtes vahem kui 50% positiivsete
tulemusega lohkudes (0/2, 0/3 véi 1/3).

Valepositiivne proov loeti negatiivseks véhemalt 50% positiivsete tulemusega

lohkudes (1/2, 2/3 vai 3/3).

Tabelis 24 naidatakse valenegatiivsete ja valepositiivsete tulemuste arv ja
protsent.

Tabel 24. Valenegatiivsed ja valepositiivsed tulemused

Valenegatiivsus Valepositiivsus
FG negatiivne
103 104 kontroll-lahus NAC/NTC
0% (0/33) 6,1% (2/33) 10,9% (6/55) 4,1% (14/340)
Viited

QIAGEN: suur ajakohane veebiandmebaas sisaldab teaduspublikatsioone, mis
on tehtud ettevotte QIAGEN toodete kohta. NUUdisaegsed otsinguvdimalused
voéimaldavad teil leida vajalikke artikleid kas lihtsa vétmeséna otsimise abil voi
rakenduse, uvurimisala, pealkirja jne jargi.

Taieliku viidete loendi leiate andmebaasist QIAGEN Reference Database
(QIAGEN: viidete andmebaas) veebis www.giagen.com/RefDB/search.asp; voite
votta Uhendust ka QIAGEN: tehnilise teeninduse véi kohaliku edasimiijaga.
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Sumbolid

Pakenditel ja etikettidel voivad esineda jargmised simbolid.

W Sisaldab reaktiivi <N> reakisiooni jaoks
<N>
g Kalblik kuni

IVD In vitro diagnostiline meditsiiniseade

Kataloogi nr

Partii number

N

Materjali number
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GTIN Globaalne kaubaartikli number (GTIN)

/R/ Temperatuuripiirang

‘ Tooft|a
[:m Vt kasutusjuhendit

Kontaktandmed

Tehnilist ja muud teavet saate meie tehnilise toe lehekuljelt veebis
www.qgiagen.com/Support véi telefonil 00800-22-44-6000; voéite 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-ABL1
Mbcr Kit (24)

24 reaktsiooni jaoks: ABL Control Gene
Standards (kontrollgeeni
standardlahused), BCR-ABL Mbcr
Fusion Gene Standards (fusioonigeeni
standardlahused), Primer and Probe
Mix ABL (ABL-i praimeri ja proovi segu),
Primer and Probe Mix BCR-ABL Mbcr
Fusion Gene (BCR-ABL Mbcr
fusioonigeeni praimeri ja proovi segu

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

Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM Platform

Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM System

Reaalajaline PCR-tsUkler ja High
Resolution Melt analUsaator 5 kanaliga
(roheline, kollane, oranz, punane, lilla),
lisaks HRM-kanal, sUlearvuti, tarkvara,
lisatarvikud, 1-aastane garantii osade
ja t66 osas, paigaldamist ja koolitust ei
sisalda.

Reaalajaline PCR-tsUkler ja High
Resolution Melt analUsaator 5 kanaliga
(roheline, kollane, oranz, punane, lilla),
lisaks HRM-kanal, silearvuti, tarkvara,
lisatarvikud, 1-aastane garantii osade
ja t66 osas, sisaldab paigaldamist ja
koolitust.

Kontroll-lahuste komplekt ipsogen BCR-ABL1 Mbcr Controls
Kit - RNA ekstraktsiooni ja BCL-ABL Mbcr fusioonigeeni
poéordtranskriptsiooni kvalitatiivseks valideerimiseks

ipsogen BCR-ABL1
Mbcr Controls Kit

Rakuliinid, kus BCR-ABL Mbcr
fusioonigeeni ekspressioon on
negatiivne, kdrgelt ja madalalt
positiivne

670123

9002032

9002033

670191

Ajokohase litsentseerimisteabe ja tootespetsiifiliste kaebuste puhul vt vastava
QIAGENi komplekti késiraamatut voi kasutusjuhendit. QIAGENi komplektide
kasiraamatud ja kasutusjuhendid on saadaval veebilehel www.qgiagen.com ja
neid saab tellida QIAGEN: tehnilise teeninduse osakonnast véi teie kohaliku

edasimUUja kdest.
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See leht on teadlikult tGhjaks jaetud
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K&esolev toode on méeldud in vitro diagnostiliseks kasutamiseks. ipsogen'i tooteid ei véi edasi mGia, edasimiigiks muuta ega kasutada
kommertstoodete tootmiseks ilma ettevotte QIAGEN kirjaliku loata.

Selles dokumendis sisalduvat teavet voidakse 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 pdhjuslike kahjustuste
eest, mis voivad tekkida selle dokumendi t&ttu.

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

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

Piiratud litsentsileping
Komplekti ipsogen BCL-ABL1 Mbcr ostja véi kasutaja ndustub selle toote kasutamisel alljgrgnevate tingimustega.

1. ipsogen BCR-ABLT Mbcr komplekti véib kasutada vaid vastavalt ipsogen BCR-ABL1 Mbcr komplekti kdsiraamatule 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-ABLT Mbcr komplekti késiraamatus ja aadressil
www.giagen.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 miva.
4. QIAGEN keeldub kéikidest muudest otsestest voi kaudsetest litsentsidest, v.a neist, mida on selgesénaliselt vélijendatud.

5. Komplekti ostja ja kasutaja néustub mitte lubama kellelgi teisel teha midagi, mis vaib pohjustada véi soodustada ménda tlaltoodud keelatud
toimingutest. QIAGEN vaib piiratud litsentsilepingu keelud kinnitada suvalises kohtus ning tagab kéik 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.giagen.com.
HB-1360-002 © 2013-2015 QIAGEN, kéik digused kaitstud.



www.qiagen.com

Australia = techservice-au@qiagen.com

Austria = techservice-at@giagen.com

Belgium = techservice-bnl@qiagen.com

Brazil = suportetecnico.brasil@qgiagen.com

Canada = techservice-ca@giagen.com

China = techservice-cn@qiagen.com

Denmark = techservice-nordic@qiagen.com

Finland = techservice-nordic@giagen.com

France = techservice-fr@giagen.com

Germany = techservice-de@giagen.com

Hong Kong = techservice-hk@giagen.com

India = techservice-india@giagen.com

Ireland = techservice-uk@qiagen.com

ltaly = techservice-it@giagen.com

Japan = techservice-jp@giagen.com

Korea (South) = techservice-kr@giagen.com

Luxembourg = techservice-bnl@giagen.com

Mexico = techservice-mx@giagen.com

The Netherlands = techservice-bnl@qiagen.com

Norway = techservice-nordic@giagen.com

Singapore = techservice-sg@giagen.com

Sweden = techservice-nordic@giagen.com

Switzerland = techservice-ch@qiagen.com

UK = techservice-uk@qiagen.com

USA = techservice-us@qiagen.com
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