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QIAGEN Sample and Assay Technologies

QIAGEN ist der fuhrende Anbieter von innovativen Probenvorbereitungs- und
Testtechnologien, die die Isolierung und die Analyse von Nukleinséuren und
Proteinen in jedem biologischen Probenmaterial erméglicht. Unsere fortschritt-
lichen, qualitativ hochwertigen Produkte und Dienstleistungen stellen den Erfolg
von der Probe bis zum Ergebnis sicher.

QIAGEN setzt Standards in:

der Reinigung von DNA, RNA und Proteinen,
Nukleinséure- und Protein-Assays,
microRNA-Forschung und RNAI sowie

der Automatisierung von Probenvorbereitungs- und Testtechnologien.

Unsere Mission ist es, lhnen herausragende Erfolge und bahnbrechend neue
Erkenntnisse bei Ihrer Forschung zu erméglichen. Weitere Informationen finden
Sie auf der Website www.giagen.com.




Inhaltsverzeichnis

Vorgesehener Verwendungszweck 5
Zusammenfassung und Hintergrundinformationen 5
Krankheitsiberwachung 5
Prinzip des Testverfahrens und seine Anwendung 8
Mit dem Kit gelieferte Materialien 11
Kit-Inhalt 11
Vom Anwender bereitzustellende Ausristung und Reagenzien 12
Warnhinweise und VorsichtsmaBnahmen 13
Allgemeine Vorsichtsmafinahmen 13
Lagerung und Handhabung der Reagenzien 14
Verfahren 16
RNA-Isolierung aus der Probe 16
Protokolle
B Standardisierte reverse Transkription nach EAC-Empfehlung 16
B gPCR mit Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM oder Rotor-Gene Q 5plex HRM
Thermocycler mit 72er-Rotor 19
B gPCR mit ABI PRISM 7000, 7700 oder 7900HT SDS, Applied Biosystems
7500 Real-Time-PCR-System oder LightCycler 480 Thermocycler 23
B gPCR mit LightCycler 1.2 oder 2.0 Thermocycler 28
B gPCR mit dem SmartCycler Thermocycler 32
Interpretation der Ergebnisse 35
Verfahren der Datenauswertung 35
Ergebnisse 36
Hilfe zur Fehlerbehebung 39
Qualitatskontrolle 42
Beschrdnkungen des Tests 42
Leistungscharakteristik 43
Untersuchung nichtklinischer Proben 43
Untersuchung klinischer Proben 46
Literatur 50
Symbole 51

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr Kit Handbuch 03/2015 3



Kontaktinformationen 52

Bestellinformationen 53

4 ipsogen BCR-ABL1 Mbcr Kit Handbuch 03/2015



Vorgesehener Verwendungszweck

Der ipsogen BCR-ABL1 Mbcr Kit ist fur die Quantifizierung des Transkripts BCR-
ABL p210 b2a2 oder b3a2 in Knochenmarks- oder Blutproben von Patienten
mit akuter lymphoblastischer Leukémie (ALL) oder chronischer myeloischer
Leukdmie (CML), bei denen zuvor das BCR-ABL-Mbcr-Fusionsgen (FG-Ereignis)
diagnostiziert wurde, vorgesehen. Mit diesem Test soll der Grad des moleku-
laren Ansprechens evaluiert werden; die Ergebnisse kénnen fir die Verlaufs-
beobachtung der minimalen Resterkrankung (MRD = minimal residual disease)
verwendet werden.

Zusammenfassung und Hintergrundinformationen

Die CML gehort zur Gruppe der myeloproliferativen Neoplasien und ist in
> 90 % der Félle durch das Vorhandensein des Philadelphia-Chromosoms (Ph-
Chromosom; Ph-CHRS) charakterisiert.

Dieses Chromosom ist das Resultat einer reziproken Translokation, 1(9;22),
zwischen den langen Armen der Chromosomen 9 und 22. An dieser Trans-
lokation sind der Abschnitt BCR (= Breakpoint Cluster Region) des Chromo-
soms 22 und das c-ABL-Onkogen des Chromosoms 9 beteiligt. Das entspre-
chende Fusionsgen, BCR-ABL, wird in eine 8,5 kb gro3e mRNA transkribiert,
wobei vor allem zwei Fusionsvarianten vorkommen: b2a2 (40 % der Félle) und
b3a2 (55 % der Falle). Diese mRNA kodiert fir ein chimares Protein, p210, das
eine erhdhte Tyrosinkinase-Aktivitdt aufweist. Zwei weitere Transkripte, b2a3
und b3a3, kommen bei weniger als 5 % der Félle vor. Ein Ph-Chromosom |&sst
sich auch bei 35 % der erwachsenen ALL-Patienten nachweisen.

Die jéhrliche Inzidenz von CML liegt bei 1-2 Neuerkrankungen pro 100.000,
und CML macht etwa 20 % aller Leukémien bei Erwachsenen aus. Klinisch ist
sie charakterisiert durch einen Uberschuss an myeloischen Zellen, die sich
hinsichtlich ihrer Differenzierung und Funktion normal verhalten. Bei 90-95 %
aller CML-Patienten erfolgt die Diagnosestellung in der chronischen oder
stabilen Phase der Krankheit. Im weiteren Krankheitsverlauf kommt es bei den
Patienten im Durchschnitt nach 4 bis 6 Jahren zum Ubergang in die Akzele-
rationsphase und schlieBlich zur sogenannten Blastenkrise und zur akuten
Leukémie, die in aller Regel zum Tod fGhrt. Mit der EinfGhrung von Imatinib
und, vor Kurzem, den Tyrosinkinase-Inhibitoren (TKls) der zweiten Generation
hat sich der natirliche Verlauf dieser Erkrankung dramatisch veréndert: Die
meisten Patienten bleiben nun in Remission und erhalten eine langfristige
Versorgung inklusive Uberwachung der Krankheit.

Krankheitsiberwachung

Bis heute ist es das Ziel der CML-Therapie, eine Uberlebensrate von 100 % mit
Ph-Chromosom-negativem Befund zu erreichen. Das Krankheitsmonitoring ist
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daher ein essenziell wichtiges Instrument, um das Ansprechen auf die Therapie
zu bewerten und bei jedem Patienten moglichst frihzeitig ein Rezidiv festzustel-
len. Unter einer TKI-Therapie kommt es bei Patienten meist von einer hdmatolo-
gischen zu einer zytogenetischen Remission, und seltener zu einer molekularen
Remission — und entsprechend dazu zu einer Abnahme der Zahl der leukdmi-
schen Zellen und der BCR-ABL-Transkripte, wie in der folgenden Abbildung 1
dargestellt.
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Abbildung 1. In Anlehnung an Referenz 1.

Die Standardmethode zur Bestimmung der Tumorlast bei CML-Patienten besteht
in der konventionellen zytogenetischen Analyse (G-B&nderung) von Metaphase-
Chromosomen aus dem Knochenmark. Das zytogenetische Ansprechen wird
anhand von mindestens 20 Knochenmark-Metaphaseprdparaten beurteilt. Der
Grad des zytogenetischen Ansprechens wird anhand des Prozentsatzes an Ph-
Chromosom-positiven Metaphasepréparaten ermittelt (siehe Tabelle 1 in
Referenz 2). Jedoch héngt diese Bestimmung von laborinternen Leistungs-
parametern ab; auBBerdem hat diese Methode eine geringe Sensitivitat — sie
liegt bei 5 %, wenn 20 Metaphasepréparate analysiert werden.

Die quantitative Real-Time-Polymerase-Kettenreaktion (kurz gPCR), bei der die
BCR-ABL-Mbcr-mRNA in Proben des peripheren Bluts der Patienten quantitativ
bestimmt wird, ist nun eine der Methoden, die im Rahmen des Krankheitsmoni-
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torings bei der Behandlung der CML eingesetzt wird. Sie ist weniger invasiv als
die konventionelle Zytogenetik mit Knochenmark-Metaphasepréparaten und
dabei wesentlich empfindlicher.

Vor Kurzem wurden auch die Empfehlungen fur die CML-Krankheitsiberwa-
chung aktualisiert, um neuere Befunde aus klinischen Studien sowie verbesserte
Zielsetzungen und Instrumente der Krankheitsiberwachung zu bericksichtigen.
Die jungsten Empfehlungen zur Definition des Ansprechens und der Uberwa-
chung der unter Imatinib stehenden Patienten stammen von den Experten des
Europdischen Leuké&mie-Netzwerks (ELN; siehe Ref. 2).

Unter technischen Gesichtspunkten wurden dabei von den internationalen
Experten Anstrengungen unternommen, die BCR-ABL-Mbcr-Testung und -Befun-
dung zu harmonisieren (3-5). Dartber hinaus wurde kirzlich unter der
Schirmherrschaft der WHO ein Referenzpanel validiert, das eine einfache
Standardisierung der BCR-ABL-Quantifizierung erméglicht (6).
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Tabelle 1. Internationale Empfehlungen fir die Krankheitsiberwachung
bei CML-Patienten (in Anlehnung an Referenz 2)

Molekulares
Ansprechen
(Verhdltnis BCR-ABL
Hdamatologisches Zytogenetisches zu Kontrollgen (gem.

Ansprechen Ansprechen internat. Skala))
Vollsténdig: .
Thrombozytenzahl \P/ﬁl_:_ergr;/dlg'
< 450 x 10%/Liter Teilweis;.
Leukozytenzahl Ph+ 1-35 % JVollstdndig” bedeutet

< 10 x 107/Liter Transkript nicht

Deﬁm Differenzialblutbild Gering: 0 quantifizierbar und
tionen : Ph+ 36-65 % . )
ohne unreife Minimal: nicht detektierbar
Granulozyten und "oF o Bedeutend: < 0,1
) o Ph+ 66-95 %
mit < 5% .
Basophilen Kein:
R > Vi
Milz nicht tastbar Pht > 95%
Uberprifung alle
2 Wo"che.n, bis Ul?erprufung Uberprifung alle 3
vollsténdiges mindestens alle
i Monate;
Ansprechen 6 Monate, bis . .
. . 1 Mutationsanalyse bei
- erreicht und vollsténdiges
Uberwa- vy Testversagen,
bestatigt; danach  Ansprechen .
chung suboptimalem

3-mor10’r|ich, es sei erreicht und
denn Uberprifung bestétigt; danach
ist aus anderen mindestens alle

Grunden 12 Monate.
erforderlich.

Ansprechen oder
Anstieg der
Transkriptkonzentration.

Vollsténdiges hamatologisches Ansprechen, zytogenetisches Ansprechen und molekulares
Ansprechen sollten zu zwei nachfolgenden Zeitpunkten bestatigt werden. Das zytogenetische
Ansprechen wird anhand von morphologisch-zytogenetischen Untersuchungen von mindes-
tens 20 Knochenmark-Metaphasepraparaten beurteilt. Die Fluoreszenz-In-situ-Hybridisierung
(FISH) peripherer Blutzellen sollte nur eingesetzt werden, wenn keine Knochenmark-Zellen
untersucht werden kénnen. Das molekulare Ansprechen wird unter Verwendung von Zellen
des peripheren Bluts untersucht.

Prinzip des Testverfahrens und seine Anwendung

Die Methode der qPCR ermdglicht die genaue Quantifizierung von PCR-
Produkten wéhrend der exponentiellen Phase des PCR-Amplifikationsprozesses.
Durch die Erfassung der Fluoreszenzsignale in Echtzeit wéhrend und/oder im
Anschluss an die PCR-Zyklen liegen schnell quantitative PCR-Daten vor, ohne
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dass eine Weiterverarbeitung nach der PCR notwendig ist, sodass das Risiko
einer Kontamination des PCR-Produkts drastisch reduziert ist. Gegenwdértig sind
drei Hauptvarianten der gPCR-Methode verfugbar: gPCR-Analyse mit dem

Farbstoff SYBR® Green |, qPCR-Analyse mit Hydrolysesonden und gPCR-Analyse
mit Hybridisierungssonden.

Dieser gPCR-Assay nutzt das Prinzip der Hydrolyse eines mit zwei Farbstoffen
markierten Oligonukleotids. Wahrend der PCR hybridisieren Vorwérts- und
RUckwarts-Primer an eine spezifische Sequenz. Ein Zwei-Farbstoff-Oligo-
nukleotid ist in derselben Mischung vorhanden. Diese Sonde besteht aus einem
Oligonukleotid, das mit einem 5'-Reporter-Farbstoff und einem 3'-Quencher-
Farbstoff markiert ist; sie hybridisiert an eine Zielsequenz (auch Target-Sequenz
genannt) im PCR-Produkt. Die gPCR-Analyse mit Hydrolysesonden nutzt die
5'>3'-Exonuklease-Aktivitét der Tag-DNA-Polymerase aus Thermus aquaticus.
Solange die Sonde intakt ist, fihrt die Néhe des Reporter-Farbstoffs zum
Quencher-Farbstoff zu einer Unterdrickung der Reporter-Fluoreszenz, primér
durch Férster-Resonanzenergietransfer.

Ist die Target-Sequenz vorhanden, lagert sich die Sonde wdhrend der PCR
spezifisch zwischen der Vorwérts- und Rickwdrts-Primerstelle an. Durch die
5'>3'-Exonuklease-Aktivitét der DNA-Polymerase wird die Sonde zwischen
Reporter und Quencher nur dann gespalten, wenn die Sonde an das Target
hybridisiert ist. Die Sondenfragmente |6sen sich dann durch Verdrdngung von
der Target-Sequenz ab und die Polymerisation des Strangs geht weiter. Das 3'-
Ende der Sonde ist blockiert, um eine Extension der Sonde wéhrend der PCR zu
verhindern (siehe Abb. 2). Diese Reaktionsfolge findet bei jedem Zyklus statt
und stort die exponentielle Akkumulation des Produkts nicht.

Der Anstieg des Fluoreszenzsignals wird nur detektiert, wenn die Zielsequenz
komplementdr zur Sonde ist und daher wéhrend der PCR amplifiziert wird.
Aufgrund dieser Anforderungen wird eine unspezifische Amplifikation nicht
detektiert. Folglich ist die Zunahme der Fluoreszenz direkt proportional zur
Amplifikation der Target-Sequenz im Verlauf der PCR.
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Abbildung 2. Reaktionsprinzip. Die Gesamt-RNA wird revers transkribiert und die so
generierte cDNA in einer PCR unter Verwendung eines Paars spezifischer Primer und einer
spezifischen, intern mit zwei Farbstoffen (FAM™-TAMRA™) markierten Sonde amplifiziert. Die
Sonde bindet bei jedem Annealing-Schritt der PCR an das Amplikon. Wenn die Tag-DNA-
Polymerase, ausgehend von dem am Amplikon gebundenen Primer, die Strangverlédngerung
ausfihrt, verdréangt sie das 5'-Ende der Sonde, das dann durch die 5'23'-Exonuklease-
Aktivitat der Tag-DNA-Polymerase abgebaut wird. Die Spaltungsreaktion setzt sich fort, bis die
verbliebenen Sondenmolekile vom Amplikon abdissoziieren. Durch diesen Prozess werden
Fluorophor und Quencher in die Lésung freigesetzt, wodurch sie rdumlich voneinander
getrennt werden und es dadurch zu einer Zunahme der FAM-Fluoreszenz und gleichzeitiger
Abnahme der TAMRA-Fluoreszenz kommt.
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Mit dem Kit gelieferte Materialien

Kit-Inhalt
ipsogen BCR-ABL1 Mbcr Kit (52)
Katalog-Nr. 670125
Anzahl Reaktionen 52
ABL Control Gene Standard Dilution
(103 copies/5 ul) (ABL-Kontrollgen-Standard- C1-ABL 50 ul

Verdinnung; 10° Kopien/5 ul)

ABL Control Gene Standard Dilution
(10* copies/5 ul) (ABL-Kontrollgen-Standard- C2-ABL 50 ul
Verdinnung; 10* Kopien/5 ul)

ABL Control Gene Standard Dilution
(10° copies/5 ul) (ABL-Kontrollgen-Standard- C3-ABL 50 ul
Verdinnung; 10° Kopien/5 ul)

BCR-ABL Mbcr Fusion Gene Standard Dilution

(10" copies/5 ul) (BCR-ABL-Mbcr-Fusionsgen- :I;Lif\:ﬁ-r 50 ul
Standard-Verdiinnung; 10" Kopien/5 ul) ¢

BCR-ABL Mbcr Fusion Gene Standard Dilution F2-BCR-

(102 copies/5 ul) (BCR-ABL-Mbcr-Fusionsgen- ABL Mbcr 50 ul
Standard-Verdiinnung; 10? Kopien/5 ul) ¢

BCR-ABL Mbcr Fusion Gene Standard Dilution F3-BCR

(102 copies/5 ul) (BCR-ABL-Mbcr-Fusionsgen- ABI: Mbc-r 50 ul
Standard-Verdiinnung; 102 Kopien/5 ul)

BCR-ABL Mbcr Fusion Gene Standard Dilution FA-BCR

(10° copies/5 ul) (BCR-ABL-Mbcr-Fusionsgen- ABI: Mbc-r 50 ul
Standard-Verdinnung; 10° Kopien/5 ul)

BCR-ABL Mbcr Fusion Gene Standard Dilution F5.BCR.

(10° copies/5 ul) (BCR-ABL-Mbcr-Fusionsgen- ABL Mber 50 ul

Standard-Verdiinnung; 10® Kopien/5 ul)
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Primer- und Sonden-Mischung ABL*, PPC-ABL, 2 % 90 wl
2 Flaschchen 25x H

Primer- und Sonden-Mischung ’EEEE\EE 2% 110 ul
BCR-ABL-Mbcr-Fusionsgent, 2 Flaschchen 25y ’ H
ipsogen BCR-ABLT Mbcr Kit Handbook (in Englisch) 1

* Mischung spezifischer Rickwérts- und Vorwarts-Primer fir das ABL-Kontrollgen (CG) plus
einer spezifischen FAM-TAMRA-Sonde.

t Mischung spezifischer Rickwdirts- und Vorwéirts-Primer fir das BCR-ABL-Mbcr-Fusionsgen
(FG) plus einer spezifischen FAM—TAMRA-Sonde.

Hinweis: Zentrifugieren Sie Standard-Verdinnungen und Primer- und Sonden-
Mischungen jeweils kurz, bevor Sie sie verwenden.

Vom Anwender bereitzustellende Ausristung und
Reagenzien

Tragen Sie beim Umgang mit Chemikalien immer einen Laborkittel, Schutz-
handschuhe und eine Schutzbrille. Weitere Informationen kénnen Sie den
entsprechenden Sicherheits-Datenbléttern (Material Safety Data Sheets, MSDS)
entnehmen, die Sie vom jeweiligen Hersteller beziehen kénnen.

Reagenzien
B Nukleasefreies Wasser (fur PCR-Zwecke)

B Reagenzien fUr die reverse Transkription: Das validierte Reagenz hierfor ist
Superscript® Il (oder Superscript) Reverse Transcriptase, inklusive 5x-Erst-
strang-Puffer und 100 mM DTT (von Life Technologies, Kat.-Nr. 18064-022).

RNase-Inhibitor: Das validierte Reagenz ist RNaseOUT™ (von Life
Technologies, Kat.-Nr. 10777-019).

Satz dNTPs (for PCR-Zwecke geeignet)
Random-Hexamer
MgCl,

Puffer und Tag-DNA-Polymerase: Als validierte Reagenzien werden der
TagMan® Universal PCR Master Mix (2x-PCR-Master-Mix; von Life
Technologies, Kat.-Nr. 4304437) und der LightCycler TagMan Master (5x-
PCR-Master-Mix; von Roche, Kat.-Nr. 04535286001) verwendet.
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Verbrauchsartikel

M Nukleasefreie, sterile PCR-Pipettenspitzen mit hydrophoben Filtern

M RNase- und DNase-freie 0,5-ml- oder 0,2-m|-PCR-Reaktionsgeféfie
B Eis

Gerdte
B FUr PCR reservierte Mikroliter-Pipette* (1-10 ul; T0-100 ul; 100-1000 wul)

B Tischzentrifuge* mit Rotor for 0,2-ml-/0,5-ml-Reaktionsgefafie
(erforderliche Drehzahl: 10.000 UpM)

M Real-Time-PCR-Thermocycler:* Rotor-Gene Q 5plex HRM oder anderer
Rotor-Gene Thermocycler; LightCycler 1.2, 2.0 oder 480; ABI PRISM 7000,
7700 oder 7900HT SDS; Applied Biosystems 7500 Real-Time-PCR-System
oder SmartCycler Thermocycler; sowie geratespezifisches Zubehérmaterial

B Thermocycler* oder Wasserbad* (fir die reverse Transkription)

Ergéinzende Reagenzien

M ipsogen BCR-ABLT Mbcr Controls Kit (Kat.-Nr. 670191), bestehend aus
Zelllinien mit keiner (= negativ), hoher und schwach positiver Expression
des BCR-ABL-Mbcr-Fusionsgens zur qualitativen Validierung der RNA-
Isolierung und der reversen Transkription

Warnhinweise und VorsichtsmaBnahmen

FUr in-vitro-diagnostische Anwendungen

Tragen Sie beim Umgang mit Chemikalien immer einen Laborkittel, Schutz-
handschuhe und eine Schutzbrille. Weitere Informationen kénnen Sie den
entsprechenden Sicherheits-Datenblé&ttern entnehmen (Material Safety Data
Sheets, MSDS). In unserer Online-Sammlung der Materialsicherheits-
Datenbléatter unter www.giagen.com/safety finden Sie zu jedem QIAGEN Kit
und zu jeder Kit-Komponente das jeweilige MSDS als PDF-Datei, die Sie
einsehen und ausdrucken kénnen.

Entsorgen Sie den bei Probenverarbeitung und PCR-Reaktion angefallenen
(Flussig-)Abfall gemé&B den geltenden Sicherheitsbestimmungen.

Allgemeine VorsichtsmaBnahmen

Die Anwendung quantitativer PCR-Tests setzt die Einhaltung der guten
Laborpraxis voraus, einschlieBBlich der Wartung der for molekularbiologische

* Stellen Sie sicher, dass die Geréte regelmafig und gemaf3 den Herstellerangaben Uberprift
und kalibriert werden.
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Zwecke vorgesehenen Gerdte geméf den anzuwendenden Vorschriften und
relevanten Normen.

Dieser Kit ist fUr in-vitro-diagnostische Anwendungen vorgesehen. Die in diesem
Kit enthaltenen Reagenzien und mitgelieferten Anweisungen wurden fur opti-
male Leistung validiert. Eine weitere Verdinnung der Reagenzien oder die
Anderung von Inkubationszeiten oder -temperaturen kénnte zu fehlerhaften
oder widersprichlichen Daten fihren. Die PPC- und PPF-Reagenzien kénnten
unter Lichteinfluss chemischen Verdnderungen unterliegen. Die Formulierung
aller Reagenzien ist spezifisch auf den Gebrauch mit diesem Test abgestimmt.
Um die optimale Leistungsfahigkeit des Tests zu erhalten, diurfen keine
Reagenzien ausgetauscht werden.

FUr die Bestimmung der Transkriptkonzentration mittels gPCR ist zum einen die
reverse Transkription der mRNA und zum anderen die Amplifikation der gene-
rierten cDNA durch PCR erforderlich. Daher muss das Assay-Verfahren unter
RNase-/DNase-freien Bedingungen durchgefUhrt werden.

Gehen Sie duBerst sorgfdltig vor, um Folgendes zu vermeiden:

B RNase-/DNase-Kontamination, die einen Abbau der Template-mRNA bzw.
der generierten cDNA verursachen kénnte

B  mRNA- oder PCR-Produkt-Kontaminationen durch Verschleppung, die zu
einem falsch-positiven Signal fGhren kénnten

Wir empfehlen daher, folgende Maflnahmen einzuhalten.

B Verwenden Sie nukleasefreie Verbrauchsmaterialien (z. B. Pipetten, Pipet-
tenspitzen, Reaktionsgeféfle) und tragen Sie bei der DurchfUhrung des
Assays immer Einmal-Handschuhe.

B Benutzen Sie bei allen Pipettierschritten neue Pipettenspitzen mit Filter als
Aerosolbarriere, um eine Kreuzkontamination der Proben und Reagenzien
zu vermeiden.

B Setzen Sie den Master-Mix vor der PCR mit dafir reservierten Materialien
(Pipetten, Pipettenspitzen etc.) in einem speziell dafir vorgesehenen Labor-
bereich an, in den keine DNA-Matrizen (cDNA, DNA, Plasmid-DNA)
hineingetragen werden. Pipettieren Sie die Template-DNA in einem
separaten Laborbereich (vorzugsweise in einem anderen Laborraum) mit
speziell dafir reservierten Materialien (Pipetten, Pipettenspitzen etc.).

M Pipettieren Sie die Standard-Verdinnungen (C1 bis C3 und F1 bis F5) in
einem separaten Laborraum.

Lagerung und Handhabung der Reagenzien

Die Kits werden auf Trockeneis verschickt und missen nach Eingang bei —30 °C
bis —=15 °C gelagert werden.
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B Sorgen Sie dafur, dass die Primer- und Sonden-Mischungen (PPC- und
PPF-R&hrchen) nicht (bzw. mdglichst wenig) dem Licht ausgesetzt werden.

W Schitteln Sie die Rohrchen vorsichtig und zentrifugieren Sie sie kurz vor
dem Offnen.

B Lagern Sie alle Kit-Komponenten in ihren OriginalgefaBBen/-behdéltern.

Diese Lagerungsbedingungen gelten sowohl fir gedfinete als auch ungedtinete
Komponenten. Komponenten, die nicht unter den auf den Etiketten angege-
benen Bedingungen gelagert wurden, kénnten in ihrer Funktion beeintréchtigt
sein, was sich ungUnstig auf die Assay-Ergebnisse auswirken kénnte.

Das Haltbarkeitsdatum eines Reagenzes ist jeweils auf dem Etikett der einzelnen
Komponente angegeben. Bei Aufbewahrung unter korrekten Lagerungs-
bedingungen behdlt das Produkt seine Leistungsfdhigkeit bis zu dem
Haltbarkeitsdatum, das auf dem Etikett angegeben ist.

Es liegen keine Anhaltspunkte vor, die auf eine Instabilitét dieses Produkts
hindeuten. Dennoch sollten beim Testen unbekannter Proben immer Positiv-
und Negativkontrollen simultan mitgefGhrt werden.
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Verfahren

RNA-Isolierung aus der Probe

Die RNA-Isolierung aus Patientenproben (Blut oder Knochenmark) muss nach
einem validierten Verfahren durchgefUhrt werden. Die Qualitét des Assays
héngt in starkem Maf3e von der Qualitdt der als Ausgangsmaterial verwendeten
RNA ab. Wir empfehlen daher, die gereinigte RNA einer Qualitétskontrolle
durch Agarosegelelektrophorese* unter Verwendung eines Agilent®
Bioanalyzer® zu unterziehen, bevor sie fir die Analyse eingesetzt wird.

Protokoll: Standardisierte reverse Transkription nach
EAC-Empfehlung

Vor Beginn durchzufihrende Arbeiten

B Setzen Sie die dNTP-Lésungen, jeweils 10 mM, an und lagern Sie sie
aliquotiert bei —20 °C.

M Setzen Sie die Random-Hexamer-Lésung (100 uM) an und lagern Sie sie
aliquotiert bei —20 °C.

B Setzen Sie eine MgCl,-Lésung der Konzentration 50 mM an und lagern Sie
sie aliquotiert bei —20 °C.

DurchfiGhrung

1. Tauen Sie alle Komponenten auf und stellen Sie sie auf Eis.

2. Inkubieren Sie 1 ug RNA (1-4 ul) fGr 10 Minuten bei 70 °C und
stellen Sie sie anschlieBend sofort fir 5 Minuten auf Eis.

3. Zentrifugieren Sie kurz (ca. 10 Sekunden bei 10.000 UpM), um
Tropfchen im Deckel mit der restlichen FlUssigkeit am Boden des
GefdaBes zu vereinigen. Stellen Sie die R6hrchen anschlieBend auf
Eis.

4. Setzen Sie entsprechend der Anzahl an zu verarbeitenden Proben
den folgenden RT-Mix an (siehe Tab. 2).

* Tragen Sie beim Umgang mit Chemikalien immer einen Laborkittel, Einmal-Handschuhe
und eine Schutzbrille.
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Tabelle 2. Ansetzen des RT-Mix

Volumen pro Endkonzen-

Komponente Probe (ul) tration
Erststrang-Puffer, 5x (mit Superscript Il

. . 4,0 1x
Reverse Transcriptase geliefert)
MgCl, (50 mM) 2,0 5 mM
dNTPs (jeweils 10 mM; vorher ansetzen
und bei —20 °C in Aliquots lagern) 2,0 T mM
DTT (100 mM, mit Super§cr|p1 Il 2.0 10 mM
Reverse Transcriptase geliefert)
RNase-Inhibitor (40 U/ul) 0,5 1 U/ul
Random-Hexamer (100 uM) 5,0 25 uM
Superscript Il oder Superscript Reverse
Transcriptase (200 U/ul) 0.5 5 U/l
Erhitzte RNA-Probe (Zugabe bei
Schritt 5) 1,0-4,0 50 ng/ul
Nukleasefreies Wasser fur PCR-Zwecke 00-30
(Zugabe bei Schritt 5) e B
Endvolumen 20,0 -

5. Pipettieren Sie 16 ul RT-Mix in jedes PCR-ReaktionsgefdB. Geben Sie
dann 1-4 pl (1 ug) RNA (aus Schritt 3) hinzu und fillen Sie mit
nukleasefreiem Wasser fur PCR-Zwecke auf ein Volumen von 20 ul
auf (siehe Tab. 3).

Tabelle 3. Reaktionsansatz fir die reverse Transkription

Komponente Volumen (pl)
RT-Mix 16
Erhitzte Proben-RNA (1 ug) 1-4
Nukleasefreies Wasser (fur PCR-Zwecke) 0-3
Endvolumen 20
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6. Mischen Sie griondlich und zentrifugieren Sie kurz (ca. 10 Sekunden
bei 10.000 UpM), um Trépfchen im Deckel mit der restlichen FlUssig-
keit am Boden des GefaBes zu vereinigen.

7. Inkubieren Sie fur 10 Minuten bei 20 °C.

8. Inkubieren Sie dann fur 45 Minuten bei 42 °C in einem Thermocycler
und anschlieBend fir 3 Minuten bei 99 °C.

9. Kuhlen Sie dann die Anséatze zum Stoppen der Reaktion fir
5 Minuten auf Eis.

10. Zentrifugieren Sie kurz (ca. 10 Sekunden bei 10.000 UpM), um
Tropfchen im Deckel mit der restlichen Flissigkeit am Boden des
GefaBes zu vereinigen. Stellen Sie die ReaktionsgefdBe anschlieBend
auf Eis.

11. Verdinnen Sie die erhaltene cDNA mit 30 pl nukleasefreies Wasser
for PCR-Zwecke, sodass das Endvolumen 50 ul betrégt.

12. FGhren Sie die PCR nach einem der folgenden Protokolle durch, je
nachdem welchen qPCR-Thermocycler Sie verwenden.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Protokoll: gPCR mit Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM oder
Rotor-Gene Q 5plex HRM Thermocycler mit 72er-Rotor

Bei Verwendung dieses Thermocyclers empfehlen wir, alle Messungen als
Doppelbestimmung, wie in Tabelle 4 angegeben, durchzufGhren.

Tabelle 4. Anzahl an Reaktionen fir Rotor-Gene Q Thermocycler mit
72er-Rotor

Proben Reaktionen
Mit ABL-Primer- und -Sonden-Mix (PPC-ABL)
n cDNA-Proben n x 2 Reaktionen

3 x 2 Reaktionen (3 Verdinnungen;

ABL-Standard jeweils als Doppelbestimmung getestet)

Wasser-Kontrolle 2 Reaktionen
Mit BCR-ABL-Mbcr-Primer- und -Sonden-Mix (PPF-Mbcr)
n cDNA-Proben n x 2 Reaktionen

5 x 2 Reaktionen (5 Verdinnungen;

Mber-Standard ieweils als Doppelbestimmung getestet)

Wasser-Kontrolle 2 Reaktionen

Probenverarbeitung bei Rotor-Gene Q Thermocycler mit 72er-Rotor

Wir empfehlen, mindestens 13 cDNA-Proben im selben Experiment zu testen,
um die Standard-Lésungen sowie Primer- und Sonden-Mischungen optimal zu
nutzen.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Abbildung 3. Vorgeschlagenes Rotor-Set-up fir jedes Experiment mit dem ipsogen
BCR-ABL1 Mbcr Kit. F1-F5: BCR-ABL-Mbcr-Standards; C1-C3: ABL-Standard; S: cDNA-
Probe; H,O: Wasser-Kontrolle.

Hinweis: Achten Sie darauf, immer eine zu testende Probe in Position 1 des
Rotors zu platzieren. Andernfalls wird der Thermocycler wéhrend des Kali-
brierungsschritts keine Kalibrierung durchfGhren und es werden falsche
Fluoreszenzsignaldaten erfasst.

Setzen Sie in alle Gbrigen Positionen ein leeres ReaktionsgefaB ein.

gPCR mit Rotor-Gene Q Thermocycler mit 72er-Rotor

Hinweis: FUhren Sie alle Arbeitsschritte auf Eis durch.

DurchfGhrung

1. Tauen Sie alle Komponenten auf und stellen Sie sie auf Eis.

2. Setzen Sie entsprechend der Anzahl an zu verarbeitenden Proben
den folgenden qPCR-Mix an.
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Alle Konzentrationsangaben beziehen sich auf das Endvolumen der
Reaktion.

Die Tabelle 5 dient als Pipettierschema fir das Ansetzen eines Reagenzien-
Mix, der fUr ein Reaktions-Endvolumen von 25 ul berechnet ist. Sie kénnen,
entsprechend der Anzahl an Reaktionen, einen Pre-Mix mit demselben
Primer- und Sonden-Mix (entweder PPC-ABL oder PPF-Mbcr) ansetzen. Ein
zusatizliches Volumen zur Kompensation von Pipettierfehlern ist jeweils
berUcksichtigt.

Tabelle 5. Ansetzen des qPCR-Mix

BCR-ABL-
ABL: Mbcr:
1 34 + 1 38 + 1
Reaktion Reaktionen Reaktionen Endkonzen-

Komponente () () (71)] tration
TagMan
Universal PCR- 12,5 437,5 487,5 1x
Master-Mix, 2x
Primer- und
Sonden-Mix, 1,0 35,0 39,0 1x
25x
Nukleasefreies
Wasser (fir 6,5 227,5 253,5 -
PCR-Zwecke)
Probe (Zugabe . .
bei Schritt 4) 5,0 jeweils 5,0 jeweils 5,0 -
Gesamtvolumen 25,0 jeweils 25,0  jeweils 25,0 -

3.
4.

5.
6.
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Pipettieren Sie 20 ul des qPCR-Mix in jedes ReaktionsgefdB.

Geben Sie 5 ul des RT-Produkts (cDNA, édquivalent zu 100 ng RNA),
das bei der reversen Transkription erhalten wurde (siehe ,Protokoll:
Standardisierte reverse Transkription nach EAC-Empfehlung” auf
Seite 16) in das entsprechende ReaktionsgefdB (Gesamtvolumen

25 ul).

Mischen Sie jeweils durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren.

Setzen Sie die ReaktionsgefdBe gemdéB den Empfehlungen des
Herstellers in den Thermocycler.

2]




7. Programmieren Sie den Rotor-Gene Q Thermocycler mit dem
zyklischen Temperaturprogramm, wie in Tabelle 6 angegeben.

Tabelle 6. Temperaturprofil

Analysemodus Quantifizierung
Halten (“Hold”) Temperatur: 50 °C
Zeit: 2 Minuten
Halten 2 (“Hold 2”)  Temperatur: 95 °C
Zeit: 10 Minuten
Zykleneinstellungen 50 Zyklen
95 °C fur 15 Sekunden

60 °C fur 1 Minute mit Erfassung der FAM-
Fluoreszenz im Kanal Grin: Einzel (“Single”)

8. Aktivieren Sie bei den Rotor-Gene Q Thermocyclern bei der Analyse
die Funktion “Slope Correct” (,,Steigung korrigieren”). Wir empfeh-
len, den Schwellenwert (“Threshold”) auf 0,03 einzustellen. Starten
Sie das in Tabelle 6 angegebene zyklische Temperaturprogramm.

22 ipsogen BCR-ABL1 Mbcr Kit Handbuch 03/2015



Protokoll: gPCR mit ABI PRISM 7000, 7700 oder 7900HT
SDS, Applied Biosystems 7500 Real-Time-PCR-System oder
LightCycler 480 Thermocycler

Bei Verwendung eines dieser gPCR-Thermocycler fir 96-Well-Platten empfehlen

wir, alle Messungen als Doppelbestimmung, wie in Tabelle 7 angegeben,
durchzufGhren.

Tabelle 7. Anzahl an Reaktionen bei Verwendung eines qPCR-
Thermocyclers for 96-Well-Platten

Proben Reaktionen
Mit ABL-Primer- und -Sonden-Mix (PPC-ABL)
n cDNA-Proben n x 2 Reaktionen

3 x 2 Reaktionen (3 Verdinnungen;

ABL-Standard ieweils als Doppelbestimmung getestet)

Wasser-Kontrolle 2 Reaktionen
Mit BCR-ABL-Mbcr-Primer- und -Sonden-Mix (PPF-Mbcr)
n cDNA-Proben n x 2 Reaktionen

5 x 2 Reaktionen (5 Verdinnungen;

Mber-Standard jeweils als Doppelbestimmung getestet)

Wasser-Kontrolle 2 Reaktionen

Probenverarbeitung bei ABI PRISM 7000, 7700 oder 7900 SDS, Applied
Biosystems 7500 Real-Time-PCR-System oder LightCycler 480
Thermocycler

Wir empfehlen, mindestens 16 cDNA-Proben im selben Experiment zu testen,
um die Standard-Lésungen sowie Primer- und Sonden-Mischungen optimal zu
nutzen. Das Platten-Schema in Abbildung 4 gibt beispielhaft die Belegung einer
Platte bei einem Experiment wieder.

|
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Abbildung 4. Vorgeschlagenes Platten-Set-up fur ein Experiment. S: cDNA-Probe; F1-
F5: BCR-ABL-Mbcr-Standards; C1-C3: ABL-Standards; H,0: Wasser-Kontrolle.

qgPCR mit ABI PRISM 7000, 7700 oder 7900HT SDS, Applied Biosystems
7500 Real-Time-PCR-System oder LightCycler 480 Thermocycler

Hinweis: FUhren Sie alle Arbeitsschritte auf Eis durch.

DurchfGhrung

1. Tauen Sie alle Komponenten auf und stellen Sie sie auf Eis.

2. Setzen Sie entsprechend der Anzahl an zu verarbeitenden Proben
den folgenden qPCR-Mix an.

Alle Konzentrationsangaben beziehen sich auf das Endvolumen der
Reaktion.

Die Tabelle 8 dient als Pipettierschema fir das Ansetzen eines Reagenzien-
Mix, der fUr ein Reaktions-Endvolumen von 25 ul berechnet ist. Sie kénnen,
entsprechend der Anzahl an Reaktionen, einen Pre-Mix mit demselben
Primer- und Sonden-Mix (entweder PPC-ABL oder PPF-Mbcr) ansetzen. Ein
zusdtzliches Volumen zur Kompensation von Pipettierfehlern ist jeweils
berUcksichtigt.
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Tabelle 8. Ansetzen des gPCR-Mix

BCR-ABL-
ABL: Mbcr:
1 40 + 1 44 + 1
Reaktion Reaktionen Reaktionen Endkonzen-

Komponente (i) (i) (7])] tration
TagMan
Universal PCR- 12,5 512,5 562,5 1x
Master-Mix, 2x
Primer- und
Sonden-Mix, 1,0 41,0 45,0 1x
25x
Nukleasefreies
Wasser (fir 6,5 266,5 292,5 -
PCR-Zwecke)
Probe (Zugabe . . . :
be: ScPEriﬁg4) 5,0 ieweils 5,0 leweils 5,0 —
Gesamtvolumen 25,0 jleweils 25,0  jeweils 25,0 -

S*’

Pipettieren Sie 20 ul des qPCR-Pre-Mix in jedes Well.

4. Geben Sie 5 ul des RT-Produkts (cDNA, dquivalent zu 100 ng RNA),
das bei der reversen Transkription erhalten wurde (siehe ,,Protokoll:
Standardisierte reverse Transkription nach EAC-Empfehlung” auf
Seite 16) in das entsprechende Well (Gesamtvolumen 25 pl).

5. Mischen Sie jeweils durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren.

6. SchlieBen Sie die Platte und zentrifugieren Sie kurz (300 x g, ca.
10 Sekunden).

7. Setzen Sie die Platte gemd@B den Angaben des Herstellers in den
Thermocycler. Programmieren Sie den Thermocycler mit dem
zyklischen Temperaturprogramm, wie in Tabelle 9 fGr den ABI PRISM
7000, 7700 oder 7900HT SDS oder das Applied Biosystems 7500
Real-Time-PCR-System bzw. in Tabelle 10 fur den LightCycler 480
Thermocycler angegeben.

|
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Tabelle 9. Temperaturprofil fGr ABI PRISM 7000, 7700 und 7900HT SDS
Thermocycler oder Applied Biosystems 7500 Real-Time-PCR-System

Analysemodus

Halten (“Hold”)

Halten 2 (“Hold 2")

Zykleneinstellungen

Standardkurve — absolute Quantifizierung

Temperatur: 50 °C
Zeit: 2 Minuten

Temperatur: 95 °C
Zeit: 10 Minuten

50 Zyklen

95 °C fur 15 Sekunden

60 °C fur 1 Minute; mit Erfassung der FAM-
Fluoreszenz; Quencher: TAMRA

Tabelle 10. Temperaturprofil fir den LightCycler 480 Thermocycler

Analysemodus

Detektionsformat

Halten (“Hold"”)

Halten 2 (“Hold 2”)

Zykleneinstellungen

Absolute Quantifizierung (“Abs Quant”)

Wahlen Sie im “Detection formats”-Fenster
(,Detektionstformate”) die Option “Simple Probe”
(,Einfach markierte Sonde”).

Temperatur: 50 °C
Zeit: 2 Minuten

Temperatur: 95 °C
Zeit: 10 Minuten

50 Zyklen
95 °C fur 15 Sekunden

60 °C for 1 Minute mit Erfassung der FAM-
Fluoreszenz im Bereich 483-533 nm bei LC-
Version 01 bzw. im Bereich 465-510 nm bei LC-
Version 02

8. Bei Verwendung eines ABI PRISM 7000, 7700 oder 7900HT SDS oder
Applied Biosystems 7500 Real-Time-PCR-Systems fahren Sie mit
Schritt 8a fort. Bei einem LightCycler 480 Thermocycler fahren Sie
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mit Schritt 8b fort.
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8a. Bei ABI PRISM 7000, 7700 oder 7900HT SDS oder Applied
Biosystems 7500 Real-Time-PCR-System: Wir empfehlen, beim ABI
PRISM SDS einen Schwellenwert von 0,1 beim Analyseschritt sowie
die Basislinie zwischen Zyklus 3 und 15 einzustellen, wie im EAC-
Protokoll beschrieben. Starten Sie das in Tabelle 9 angegebene
zyklische Temperaturprogramm.

8b. LightCycler 480 Thermocycler: Wir empfehlen, den Fit-Point-
Analysemodus mit einem Hintergrundwert von 2,0 und einem
Schwellenwert von 2,0 zu verwenden. Starten Sie das in Tabelle 10
angegebene zyklische Temperaturprogramm.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Protokoll: qPCR mit LightCycler 1.2 oder 2.0 Thermocycler

Bei Verwendung eines Kapillar-Thermocyclers empfehlen wir, die Proben in
Doppelbestimmung und Kontrollen lediglich in Einfachbestimmung zu testen,
wie in Tabelle 11 angegeben.

Tabelle 11. Anzahl an Reaktionen bei Verwendung eines LightCycler 1.2
oder 2.0 Thermocyclers

Proben Reaktionen
Mit ABL-Primer- und -Sonden-Mix (PPC-ABL)
n cDNA-Proben n x 2 Reaktionen
3 x 1 Reaktion (3 Standard-
ABL-Standard VerdUnnungen; jeweils als Einfach-

bestimmung getestet)

Wasser-Kontrolle 1 Reaktion
Mit BCR-ABL-Mbcr-Primer- und -Sonden-Mix (PPF-Mbcr)
n cDNA-Proben n x 2 Reaktionen
5 x 1 Reaktion (5 Standard-
Mbcr-Standard VerdUnnungen; jeweils als Einfach-

bestimmung getestet)

Wasser-Kontrolle 1 Reaktion

Probenverarbeitung bei LightCycler 1.2 oder 2.0 Thermocycler

Wir empfehlen, mindestens 5 cDNA-Proben im selben Experiment zu testen, um
die Standard-Lésungen sowie Primer- und Sonden-Mischungen optimal zu
nutzen. Das Kapillaren-Schema in Abbildung 5 gibt beispielhaft die Belegung
der Kapillaren bei einem Experiment wieder.
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Abbildung 5. Vorgeschlagenes Rotor-Set-up fir jedes Experiment mit dem ipsogen
BCR-ABL1 Mbcr Kit. F1-F5: BCR-ABL-Mbcr-Standards; C1-C3: ABL-Standard; S:
unbekannte, zu analysierende DNA-Probe; H,O: Wasser-Kontrolle.

gPCR mit LightCycler 1.2 oder 2.0 Thermocycler

Hinweis: Wegen der besonderen technologischen Anforderungen missen
Experimente mit einem LightCycler Geréat unter Verwendung spezifischer
Reagenzien durchgefUhrt werden. Wir empfehlen, beim Ansetzen des 5-fach
konzentrierten Master-Mix die LightCycler TagMan Master-Reaktionsgemische
zu benutzen und dabei die Anweisungen des Herstellers zu befolgen.

Hinweis: FUhren Sie alle Arbeitsschritte auf Eis durch.

DurchfGhrung

1. Tauen Sie alle Komponenten auf und stellen Sie sie auf Eis.

2. Setzen Sie entsprechend der Anzahl an zu verarbeitenden Proben
den folgenden qPCR-Mix an.

Alle Konzentrationsangaben beziehen sich auf das Endvolumen der
Reaktion.

Die Tabelle 12 dient als Pipettierschema fir das Ansetzen eines Reagen-
zien-Mix, der fur ein Reaktions-Endvolumen von 20 ul berechnet ist. Sie
kénnen, entsprechend der Anzahl an Reaktionen, einen Pre-Mix mit
demselben Primer- und Sonden-Mix (entweder PPC-ABL oder PPF-Mbcr)
ansetzen. Ein zusétzliches Volumen zur Kompensation von Pipettierfehlern
ist jeweils berucksichtigt.
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Tabelle 12. Ansetzen des qPCR-Mix

BCR-ABL-
ABL: Mbcr:
1 14 + 1 16 + 1
Reaktion Reaktionen Reaktionen Endkonzen-

Komponente (ul) () (M) tration
LightCycler
TagMan Master-
Mix, 5x (frisch 4.0 60,0 68,0 Ix
angesetzt)
Primer- und
Sonden-Mix, 25x s 12,0 13,6 Uz
Nukleasefreies
Wasser (fir PCR- 10,2 153,0 173,4 —
Zwecke)
Probe (Zugabe . .
bei Schritt 4) 5,0 ieweils 5,0 leweils 5,0 -
Gesamtvolumen 20,0 jleweils 20,0  jeweils 20,0 -

S*’

Pipettieren Sie 15 ul des qPCR-Pre-Mix in jede Kapillare.

4. Geben Sie 5 ul des RT-Produkts (cDNA, dquivalent zu 100 ng RNA),
das bei der reversen Transkription erhalten wurde (siehe ,,Protokoll:
Standardisierte reverse Transkription nach EAC-Empfehlung” auf
Seite 16) in die entsprechende Kapillare (Gesamtvolumen 20 pl).

5. Mischen Sie jeweils durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren.

6. Setzen Sie die Kapillaren in die mit dem Gerdt gelieferten Adapter
und zentrifugieren Sie sie kurz (700 x g, ca. 10 Sekunden).

7. Setzen Sie die Kapillaren gemaB den Angaben des Herstellers in den
Thermocycler ein.

8. Programmieren Sie den LightCycler 1.2 oder 2.0 Thermocycler mit
dem zyklischen Temperaturprogramm, wie in Tabelle 13 angegeben.
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Tabelle 13. Temperaturprofil

Analysemodus Quantifizierung

Halten (“Hold”) Temperatur: 95 °C
Zeit: 10 Minuten
“Ramp”: 20

Zykleneinstellungen 50 Zyklen
95 °C fur 10 Sekunden; “Ramp”: 20

60 °C fur 1 Minute; “Ramp”: 20; mit Erfassung
der FAM-Fluoreszenz: Einzel (“Single”)

Halten 2 (“Hold 2”) 45 °C fUr 1 Minute; “Ramp”: 20

9. Bei einem LightCycler 1.2 fahren Sie mit Schritt 9a fort. Bei einem
LightCycler 2.0 Thermocycler fahren Sie mit Schritt 9b fort.

9a. LightCycler 1.2: Es wird empfohlen, den F1/F2 und “2" derivative”-
Analysemodus (,,2. Ableitung”) zu verwenden. Starten Sie das in
Tabelle 13 angegebene zyklische Temperaturprogramm.

9b. LightCycler 2.0: Wir empfehlen, beim LightCycler 2.0 mit der
Software-Version 4.0 den “Automated (F'’max)”-Analysemodus
(,,Automatisiert (F""max)”) zu verwenden, um reproduzierbare
Ergebnisse zu erhalten. Starten Sie das in Tabelle 13 angegebene
zyklische Temperaturprogramm.

|
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Protokoll: gPCR mit dem SmartCycler Thermocycler

Bei Verwendung dieses Thermocyclers empfehlen wir, die Proben in Doppel-
bestimmung und Kontrollen lediglich in Einfachbestimmung zu testen, wie in
Tabelle 14 angegeben.

Tabelle 14. Anzahl an Reaktionen bei Verwendung eines SmartCycler
Thermocyclers

Proben Reaktionen
Mit ABL-Primer- und -Sonden-Mix (PPC-ABL)
n cDNA-Proben n x 2 Reaktionen
3 x 1 Reaktion (3 Standard-
ABL-Standard VerdUnnungen; jeweils als Einfach-

bestimmung getestet)
Wasser-Kontrolle 1 Reaktion

Mit BCR-ABL-Mbcr-Primer- und -Sonden-Mix (PPF-Mbcr)

n cDNA-Proben n x 2 Reaktionen
5 x 1 Reaktion (5 Standard-
Mbcr-Standard VerdUnnungen; jeweils als Einfach-

bestimmung getestet)

Wasser-Kontrolle 1 Reaktion

Probenverarbeitung bei SmartCycler Thermocycler

Wir empfehlen, mindestens 5 cDNA-Proben im selben Experiment zu testen, um
die Standard-Lésungen sowie Primer- und Sonden-Mischungen optimal zu
nutzen. Das Zwei-Block-Schema in Abbildung 6 gibt ein Beispiel fur ein

Experiment wieder.
@ooee Alle Reaktionsansétze in diesem

ersten Block werden mit dem PPC-

QOEEOOO0)| =

°°°°e®°° Alle Reaktionsansétze in diesem
zweiten Block werden mit dem PPF-
COOREEE)] =

Abbildung 6. Vorgeschlagenes Platten-Set-up fir ein Experiment. S: cDNA-Probe; F1-
F5: BCR-ABL-Mbcr-Standards; C1-C3: ABL-Standards; H,0: Wasser-Kontrolle.
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gPCR mit dem SmartCycler Thermocycler

Hinweis: FUhren Sie alle Arbeitsschritte auf Eis durch.

Durchfihrung

1.
2,

Tauen Sie alle Komponenten auf und stellen Sie sie auf Eis.

Setzen Sie entsprechend der Anzahl an zu verarbeitenden Proben
den folgenden qPCR-Mix an.

Alle Konzentrationsangaben beziehen sich auf das Endvolumen der
Reaktion.

Die Tabelle 15 dient als Pipettierschema fur das Ansetzen eines Reagen-
zien-Mix, der fur ein Reaktions-Endvolumen von 25 ul berechnet ist. Sie
kénnen, entsprechend der Anzahl an Reaktionen, einen Pre-Mix mit
demselben Primer- und Sonden-Mix (entweder PPC-ABL oder PPF-Mbcr)
ansetzen. Ein zusdtzliches Volumen zur Kompensation von Pipettierfehlern
ist jeweils bertcksichtigt.

Tabelle 15. Ansetzen des qPCR-Mix

BCR-ABL-
ABL: Mbcr:
1 14 + 1 16 + 1
Reaktion Reaktionen Reaktionen Endkonzen-

Komponente (ul) (ut) () tration
TagMan
Universal PCR- 12,5 187,5 212,5 1x
Master-Mix, 2x
Primer- und
Sonden-Mix, 1,0 15,0 17,0 1x
25x
Nukleasefreies
Wasser (fir 6,5 97,5 110,5 -
PCR-Zwecke)
Probe (Zugabe . .
bei Schritt 4) 5,0 jeweils 5,0 jeweils 5,0 —
Gesamtvolumen 25,0 jeweils 25,0 jeweils 25,0 -

3.

Pipettieren Sie 20 ul des qPCR-Pre-Mix in jedes Réhrchen.
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4. Geben Sie 5 ul des RT-Produkts (cDNA, dquivalent zu 100 ng RNA),
das bei der reversen Transkription erhalten wurde (siehe ,,Protokoll:
Standardisierte reverse Transkription nach EAC-Empfehlung” auf
Seite 16) in das entsprechende Réhrchen (Gesamtvolumen 25 pl).

5. Mischen Sie jeweils durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren.

6. Setzen Sie die Proben gemdB den Angaben des Herstellers in den
Thermocycler ein.

7. Programmieren Sie den SmartCycler Thermocycler mit dem
zyklischen Temperaturprogramm, wie in Tabelle 16 angegeben.

Tabelle 16. Temperaturprofil

Halten (“Hold”) Temperatur: 50 °C
Zeit: 2 Minuten
Halten 2 (“Hold 2”)  Temperatur: 95 °C
Zeit: 10 Minuten
Zykleneinstellungen 50 Zyklen
95 °C fur 15 Sekunden
60 °C for 1 Minute mit Erfassung: Einzel (“Single”)

8. Wir empfehlen, einen Schwellenwert von 30 einzustellen. Starten Sie
das in Tabelle 16 angegebene zyklische Temperaturprogramm.
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Interpretation der Ergebnisse

Verfahren der Datenauswertung

Bei Anwendung der TagMan Technologie wird die Anzahl der PCR-Zyklen, die
erforderlich ist, um ein Signal oberhalb des Schwellenwerts zu detektieren, als
Schwellenwert-Zyklus (“Threshold Cycle”; Symbol: C;) bezeichnet. Dieser Wert ist
direkt proportional zur Target-Menge, die zu Beginn der Reaktion vorhanden ist.

Bei Verwendung von Standards mit einer bekannten Anzahl an Molekilen kann
eine Standardkurve erstellt und die Target-Menge in der zu testenden Probe
prézise bestimmt werden. Die ipsogen Standardkurven basieren auf Plasmid-
DNA; um genaue Standardkurven sicherzustellen, verwenden wir drei Standard-
Verdiunnungen fur das ABL-Kontrollgen (CG) und funf Standard-Verdinnungen
for das Mbcr-Fusionsgen (FG). Die Abbildungen 7 und 8 zeigen Beispiele von
TagMan Amplifikationskurven, die mit dem ipsogen BCR-ABL Mbcr Kit erhalten
wurden.

Amplification Curves Saleg (100er
s
B Mober 10 ﬁ;‘? —
B M-ber 102 /
B M-ber 103 it
B M-ber 10°
B  M-ber 109

Fluorescence (483-533)

=
-]

$ 0 ;] % = n % L L] L]

Abbildung 7. Detektion der BCR-ABL-Mbcr-Standards (F1-F5) entsprechend 10", 102,
103, 10° und 10° Kopien/5 ul.
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Abbildung 8. Detektion der ABL-Standards (C1, C2, C3) entsprechend 10°, 10* und 10°
Kopien/5 ul.

Ergebnisse

Standardkurve und Qualitatskriterien

Die Rohdaten kénnen zur Auswertung kopiert und in eine Excel® Datei eingefigt
werden.

Fir jedes Gen (ABL bzw. BCR-ABL) werden die C;-Rohwerte, die for die
Plasmid-Standard-Verdinnungen erhalten wurden, entsprechend der logarith-
mischen Kopienzahl (3, 4 und 5 fur C1, C2 und C3 bzw. 1, 2, 3, 5 und 6 fur
F1, F2, F3, F4 und F5) aufgetragen. In der Abbildung 9 ist ein Beispiel fur die
theoretische Standardkurve wiedergegeben, die anhand der Werte for funf
Standard-Verdinnungen berechnet wurde.
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Abbildung 9. Theoretische Kurve, berechnet anhand der funf Standard-Verdinnun-
gen. Fir jedes Gen (ABL bzw. BCR-ABL) wird eine lineare Regressionsgleichung (y = ax + b)
ermittelt, in der a fur die Steigung der Geraden und b fir den y-Achsenabschnitt steht, also for
die y-Koordinate des Punkts, in dem die Gerade die y-Achse schneidet. Die Geradengleichung
und das Bestimmtheitsmaf3 (R?) sind im Diagramm wiedergegeben.

Da es sich bei den Standards um 10-fache Verdinnungen handelt, betrégt die
theoretische Steigung der Geraden -3,3. Eine Steigung zwischen -3,0 und -3,9
gilt als akzeptabel, solange der Wert R? > 0,95 ist (7). Fur prézise Ergebnisse ist
allerdings ein R%-Wert von > 0,98 wiinschenswert (3).

Normalisierte Kopienzahl (NCN)

Die ABL-Standard-Geradengleichung sollte benutzt werden, um die C;-
Rohwerte (mit PPC-ABL erhalten) der unbekannten Proben in die ABL-
Kopienzahl (ABLqy) umzurechnen.

Die BCR-ABL-Standard-Geradengleichung sollte benutzt werden, um die C;-
Rohwerte (mit PPF-Mbcr erhalten) der unbekannten Proben in die BCR-ABL-
Kopienzahl (BCR-ABL-Mbcrqy) umzurechnen.

Das Verhdlinis dieser CN-Werte ergibt die normalisierte Kopienzahl (NCN):
BCR-ABL-MbchN

NCN = x 100
ABLcy

MRD-Wert

Der Wert der minimalen Resterkrankung (MRD = minimal residual disease) ist
das Verhdltnis zwischen der auf das Kontrollgen (CG) normalisierten Expression
des Fusionsgens (FG) bei der Nachuntersuchung (FGc/CGen)rr und den
Proben bei der Diagnosestellung (FGc\/CGen)ox-
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(FGCN/CGCN)FUP
(FGCN/CGCN)DX

MRD-Wert =

Sensitivitat

Die Sensitivitat (SENSv) wird berechnet als relative Expression des Fusionsgens
bei Diagnose (FGc\/CGen)ox und der Expression des Kontrollgens (CGey rup) in
der Nachuntersuchungs-Probe (“Follow-up”-Probe; FUP).

CGCN,DX

Sensitivitat (SENSv) =
CGCN,FUP X FGCN,DX

Qualitatskontrolle der ABL-Werte

Eine geringe Qualitét der RNA oder eventuelle Probleme bei den Arbeits-
schritten der gPCR fUhren zu einer niedrigen ABL-Kopienzahl (ABL¢y). Wir
empfehlen, die Ergebnisse von Proben, die einen ABL-Wert von < 4246,2
(unterer Wert des 95-%-KI von CML-Patientenproben bei der EAC-Studie, siehe
Referenz 8) ergeben, zu verwerfen.

Reproduzierbarkeit zwischen Wiederholproben

Die Unterschiede in den C;-Werten zwischen den Wiederholproben (Replikaten)
sollten < 2 sein, entsprechend einer Anderung des Werts fir die Kopienzahl um
das Vierfache.

Die Variation der C;-Werte zwischen den Wiederholproben ist generell < 1,5,
wenn der C;-Mittelwert der Replikate < 36 ist (7).

Hinweis: Jeder Benutzer sollte seine eigene Reproduzierbarkeit im eigenen
Labor bestimmen.

Wasser-Kontrollen
Negativkontrollen sollten eine Kopienzahl (CN) von null ergeben.

Bei einem positiven Testergebnis bei der Wasser-Kontrolle liegt eine Kreuz-
kontamination vor. Siehe unten, den Abschnitt ,Hilfe zur Fehlerbehebung”, um
eine Lésung zu finden.
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Hilfe zur Fehlerbehebung

Diese Anleitung zur Fehlerbehebung soll Ihnen eine Hilfe geben, falls einmal
Probleme auftreten sollten. Weitere Informationen finden Sie auch auf der
~Frequently Asked Questions”-Seite unseres Support-Centers unter:
www.qgiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Auf3erdem beantwortet das Team vom
Technischen Service bei QIAGEN gerne |Ihre Fragen zu den Angaben und zu
den Protokollen in diesem Handbuch bzw. zu Proben- und Testtechnologien
allgemein (Méglichkeiten der Kontaktaufnahme, siehe ,Kontaktinformationen”
auf Seite 52).

Kommentare und Vorschlége

Negatives Ergebnis fir Kontrollgen (ABL) und BCR-ABL-Mbcr bei allen
Proben - Standard dagegen ist in Ordnung

a) RNA von zu geringer Uberprifen Sie immer die RNA-Qualitét
Qualitat und -Konzentration vor Testbeginn.

FOhren Sie parallel eine RNA-Positivkontrolle aus
Zelllinien (ipsogen BCR-ABL1 Mbcr Controls Kit,
Kat.-Nr. 670191) mit.

b) Fehlschlagen der Uberprifen Sie immer die RNA-Qualitét
reversen Transkription  und -Konzentration vor Testbeginn.

FOhren Sie parallel eine RNA-Positivkontrolle aus
Zelllinien (ipsogen BCR-ABL1 Mbcr Controls Kit,
Kat.-Nr. 670191) mit.

Negatives Ergebnis fir das Kontrollgen (ABL) bei den Proben -
Standard dagegen ist in Ordnung

a) RNA von zu geringer Uberprifen Sie immer die RNA-Qualitét
Qualitat und -Konzentration vor Testbeginn.

FOhren Sie parallel eine RNA-Positivkontrolle aus
Zelllinien (ipsogen BCR-ABL1 Mbcr Controls Kit,
Kat.-Nr. 670191) mit.

b) Fehlschlagen der Uberprifen Sie immer die RNA-Qualitét
reversen Transkription  und -Konzentration vor Testbeginn.

FGhren Sie parallel eine RNA-Positivkontrolle aus
Zelllinien (ipsogen BCR-ABL1 Mbcr Controls Kit,
Kat.-Nr. 670191) mit.
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Kommentare und Vorschlége

Signal bei Standard ergibt negatives Ergebnis

a)

b)

Pipettierfehler

UnsachgemaBe
Lagerung von Kit-
Komponenten

Uberprifen Sie das Pipettierschema und den
Reaktionsansatz.

Wiederholen Sie den PCR-Lauf.

Lagern Sie den ipsogen BCR-ABLT Mbcr Kit bei
—-15 °C bis -30 °C und schitzen Sie Primer- und
Sonden-Mischungen (PPC und PPF) vor Lichtein-
fluss, siehe ,Lagerung und Handhabung der
Reagenzien” auf Seite 14.

Vermeiden Sie wiederholtes Einfrieren und
Wiederauftauen.

Aliquotieren Sie die Reagenzien vor der
Lagerung.

Negativkontrollen ergeben positives Ergebnis

Kreuzkontamination

Tauschen Sie alle kritischen Reagenzien aus.

Wiederholen Sie das Experiment mit neuen
Aliquots sdmtlicher Reagenzien.

Handhaben Sie Proben, Kit-Komponenten und
Verbrauchsartikel geméf3 den allgemein
anerkannten Regeln der guten Laborpraxis, um
eine Verschleppungskontamination zu
vermeiden.

Kein Signal, auch nicht bei Standard-Kontrollen

a) Pipettierfehler oder

Reagenzien vergessen

b) Inhibitorische Effekte

des Probenmaterials,
verursacht durch
unzureichende
Nukleinséure-
Reinigung

LightCycler: Falscher
Detektionskanal
gewdhlt

Uberprifen Sie das Pipettierschema und den
Reaktionsansatz.

Wiederholen Sie den PCR-Lauf.
Wiederholen Sie die RNA-Préparation.

Stellen Sie den Kanal auf F1/F2 oder
530 nm / 640 nm ein.

40
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Kommentare und Vorschlége

d) LightCycler: Keine Uberprifen Sie das Zyklenprogramm.
Datenerfassung

, Wahlen Sie den Erfassungsmodus “Single”
programmiert

(,Einzel”) am Ende jedes Annealing-Schritts des
PCR-Programms.

Kein oder schwaches Signal in Proben, wahrend Standard-Kontrollen
in Ordnung sind

a) RNA von zu geringer Uberprifen Sie immer die RNA-Qualitét
Qualitét oder zu und -Konzentration vor Testbeginn.

niedriger Konzentration FOhren Sie parallel eine RNA-Positivkontrolle aus

Zelllinien (ipsogen BCR-ABL1 Mbcr Controls Kit,
Kat.-Nr. 670191) mit.

b) Fehlschlagen der Uberprifen Sie immer die RNA-Qualitét
reversen Transkription  und -Konzentration vor Testbeginn.

FOhren Sie parallel eine RNA-Positivkontrolle aus
Zelllinien (ipsogen BCR-ABL1 Mbcr Controls Kit,
Kat.-Nr. 670191) mit.

Fluoreszenzintensitdt zu gering

a) Unsachgemafe Lagern Sie den ipsogen BCR-ABL1 Mbcr Kit bei
Lagerung von Kit- -15 °C bis —30 °C und schitzen Sie Primer- und
Komponenten Sonden-Mischungen (PPC und PPF) vor Lichtein-

fluss, siehe ,Lagerung und Handhabung der
Reagenzien” auf Seite 14.

Vermeiden Sie wiederholtes Einfrieren und
Wiederauftauen.

Aliguotieren Sie die Reagenzien vor der

Lagerung.
b) Sehr geringe Erhéhen Sie die Menge an Proben-RNA.
Ausgangsmenge an Hinweis: Je nach gewdahlter Methode fir die
Target-RNA

RNA-Préparation kénnen inhibitorische Effekte
auftreten.

LightCycler: Fluoreszenzintensitdt variiert

a) Pipettierfehler Die durch sogenannte ,Pipettierfehler” verur-
sachte Variabilitét beim LightCycler kann
reduziert werden, indem die Daten im Modus
F1/F2 oder 530 nm / 640 nm analysiert werden.
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Kommentare und Vorschlége

b) Unzureichende Der angesetzte PCR-Mix befindet sich noch im
Zentrifugation der oberen KapillargeféB3, oder eine Luftblase ist in
Kapillaren der Kapillarenspitze.

Zentrifugieren Sie die mit dem Reaktionsgemisch
gefillten Kapillaren immer, wie im gerdte-
spezifischen Bedienungshandbuch beschrieben.

c) AuBere Oberfléiche der Tragen Sie beim Umgang mit den Kapillaren
Kapillarenspitze immer Laborhandschuhe.
verschmutzt

LightCycler: Fehler bei der Standardkurve

Pipettierfehler Die durch sogenannte ,Pipettierfehler” verur-
sachte Variabilitat beim LightCycler kann
reduziert werden, indem die Daten im Modus
F1/F2 oder 530 nm / 640 nm analysiert werden.

Qualitatskontrolle

Die Qualitétskontrolle des gesamten Kits wurde mit einem LightCycler 480
Thermocycler durchgefthrt. Dieser Kit wird gemaf3 der ISO-Norm 13485:2003
hergestellt. Analysezertifikate sind auf Anfrage an www.giagen.com/support/
erhdltlich.

Beschrénkungen des Tests

Die Anwender muUssen in dieser Technologie geschult und mit ihrer Anwendung
vertraut sein, bevor Sie dieses Testverfahren anwenden. Dieser Kit sollte gemaf
den Anweisungen in diesem Handbuch und in Kombination mit einem
validierten Gerat der im Abschnitt ,Vom Anwender bereitzustellende Ausristung
und Reagenzien” auf Seite 12 genannten Modelle verwendet werden.

Alle mit dem System erhaltenen diagnostischen Ergebnisse dirfen nur im
Zusammenhang mit anderen klinischen und/oder labormedizinischen Unter-
suchungsergebnissen interpretiert werden. Es liegt in der Verantwortung des
Anwenders, die Leistungscharakteristik des Systems fir jede Methode, die im
Labor des Anwenders angewendet wird und die durch die QIAGEN Untersu-
chungen zur Leistungsevaluierung nicht abgedeckt ist, selbst zu validieren.

Achten Sie auf die Haltbarkeitsdaten, die auf der Kit-Verpackung und den
Etiketten der einzelnen Komponenten des Kits aufgedruckt sind. Verwenden Sie
keine Kit-Komponenten, deren Haltbarkeitsdatum abgelaufen ist.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Hinweis: Der Kit wurde gemé&f3 den Studien des “Europe Against Cancer”-
Programms (EAC) entwickelt (8) und ist konform mit den aktualisierten
internationalen Empfehlungen. Er sollte gemé&f den Anweisungen in diesem
Handbuch und in Kombination mit validierten Reagenzien und Geréten
verwendet werden. Bei nicht vorgesehenem Gebrauch (sog. ,Off-Label-Use”)

dieses Produkts und/oder durch Modifikation seiner Komponenten erlischt
jegliche Haftung QIAGEN:Ss.

Leistungscharakteristik

Untersuchung nichtklinischer Proben

Material und Methoden

Die Untersuchungen zur Leistungsevaluierung wurden mit einem ABI PRISM 7700
SDS Thermocycler in Kombination mit Reagenzien, die im Abschnitt ,Vom
Anwender bereitzustellende Ausristung und Reagenzien” auf Seite 12 aufgefUhrt
sind, durchgefthrt. Durch Aquivalenzstudien wurde der Gebrauch auch mit fol-

genden Gerdaten validiert: ABI PRISM 7000 und 7900HT SDS, LightCycler 1.2
und 480 Thermocycler, Rotor-Gene 3000 sowie SmartCycler Thermocycler (9).

Untersuchungen mit nichtklinischen Proben wurden durchgefihrt, um die
analytische Leistungsféhigkeit des ipsogen BCR-ABL1 Mbcr Kits zu bestimmen.
Diese Experimente mit nichtklinischen Proben wurden mit Gesamt-RNA der

Zelllinie K562, verdinnt in einer konstanten Endmenge Gesamt-RNA der
Zelllinie MV4-11, durchgefthrt.

Um die Wiederholbarkeit des Assays zu bestimmen, wurden finf verschiedene
Konzentrationen der K562-Gesamt-RNA (5 ng, 500 pg, 50 pg, 5 pg und 0,5
pg) — jeweils verdinnt in MV4-11-Gesamt-RNA — in einer konstanten End-
Gesamtmenge von 200 ng analysiert, und zwar jeweils als Finffachbestim-
mung (5 Replikate) pro Lauf und in vier verschiedenen Laufen (siehe Abb. 10).
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Abbildung 10. Amplifikationsdiagramme von Verdinnungen der K562-Gesamt-RNA
in negativer MV4-11-Gesamt-RNA entsprechend den folgenden Konzentrationen:
2,5x 1072 (5ng), 2,5x 102 (0,5 ng), 2,5 x 10 (0,05 ng), 2,5 x 10~ (0,005 ng) und
2,5x 107 (0,0005 ng).

Analytische Daten

In den Tabellen 17 bis 20 sind die Inter-Assay-Analysen mit mittlerem Schwel-
lenwert-Zyklus (C;-Wert), Standardabweichung (SD), Anzahl Proben (n),
Variationskoeffizient (CV), Mittelwert der Kopienzahl (CN) und Mittelwert der
normalisierten Kopienzahl (NCN) zusammengefasst.

Tabelle 17. Inter-Assay-Analyse — BCR-ABL-Mbcr- und ABL-Zelllinie

Zelllinie Verdinnung Miﬂgi\-lvert SD n CV (%)
2,5x102(5ng/200 ng) 26,18 0,40 20 1,54
EA%E;ABL- 2,5% 107 (0,5 ng/200 ng) 29,32 0,53 19 1,82
2,5x 10 (0,05 ng/200 ng) 32,62 0,62 20 1,91
ABL _ 2359 020 95 0,83
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Tabelle 18. Inter-Assay-Analyse — BCR-ABL-Mbcr- und ABL-Plasmide

Gen Plasmid Miﬂgi\-/veri SD n CV (%)
F1 (10" Kopien) 34,47 1,25 8 3,64
F2 (102 Kopien) 31,48 054 8 1,71

EA(E)E;ABL' F3 (10° Kopien) 2817 1,01 7 3,95
F4 (10° Kopien) 21,20 0,65 8 3,06
F5 (10° Kopien) 1822 0,09 6 0,49
C1 (10 Kopien) 28,47 034 8 1,18

ABL C2 (10* Kopien) 2525 031 8 1,22
C3 10" Kopien] 2192 070 8 3,19

Tabelle 19. Inter-Assay-Analyse — BCR-ABL-Mbcr- und ABL-Zelllinie
(CN-Mittelwert)

Zelllinie Verdinnung Mitﬁalrv;ert SD n CV (%)
(5%]'5/’;38_:19) 413427  2512,40 20 60,77

AB,\(E,E;ABL' (0152 'fgj;(?:ng) 512,80 479,51 19 93,51
(o,oélig/égg hg) 4294 22,05 20 51,36

ABL _ 33.831,51 13.637,7 94 40,31
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Tabelle 20. Inter-Assay-Analyse — BCR-ABL-Mbcr- und ABL-Zelllinie
(NCN-Mittelwert)

NCN-
Zelllinie Verdinnung Mittelwert*  SD n CV (%)

2,5 x 1072 (5 ng/200 ng) 12,6338 532,79 20 42,17

ABAi':;ABL' 2,5% 102 (0,5ng/200 ng)  1,1605 94,69 19 81,61
2,5 x 10 (0,05 ng/200 ng) 0,1782 10,73 20 60,23
* Nur bei diesen Studienergebnissen Mbcrey 100
wird NCN angegeben als: ABLcy X

Untersuchung klinischer Proben

Die Untersuchungen zur Leistungsevaluierung wurden mit einem ABI PRISM
7700 SDS Thermocycler in Kombination mit Reagenzien, die im Abschnitt ,Vom
Anwender bereitzustellende Ausristung und Reagenzien” auf Seite 12
aufgefihrt sind, durchgefihrt. Durch Aquivalenzstudien wurde der Gebrauch
auch mit folgenden Geréten validiert: ABI PRISM 7000 und 7900HT SDS,
LightCycler 1.2 und 480 Thermocycler, Rotor-Gene 3000 sowie SmartCycler
Thermocycler (9).

Eine Gruppe von 26 Labors in 10 européischen Landern, die im ,Europe
Against Cancer”-Programm (EAC) organisiert sind, entwickelten unter Verwen-
dung von Plasmiden, die von IPSOGEN zur Verfigung gestellt wurden, ein
standardisiertes Protokoll fir die gPCR-Analyse der Haupt-Fusionsgene, die mit
Leukédmie assoziiert sind, in einem klinischen Umfeld. Das BCR-ABL-p210-
Transkript war eines der Fusionsgene (FGs), das Gegenstand dieser Studie war.
Im Folgenden werden die Ergebnisse dieser Validierungsstudie kurz zusammen-
gefasst; die vollstandigen Ergebnisse wurden 2003 publiziert (8, 10).

Inter-Labor-Reproduzierbarkeit fir Kontrollgen- und Fusionsgen-
Plasmid-Standards

Insgesamt elf Labors fUhrten ein Experiment zur Untersuchung der Repro-
duzierbarkeit zwischen den Labors durch, um die Variabilitét bei der Messung
der Kontrollgen-(CG-) und Fusionsgen-(FG-)Plasmid-Standard-Verdinnungen
zu beurteilen. Die Verdinnungen wurden in jedem Labor als Doppelbestim-
mung getestet. Tabelle 21 fasst fur jede Verdinnungsstufe die erhaltenen C;-
Mittelwerte, Standardabweichungen und CV-Werte (%) zusammen.
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Tabelle 21. Inter-Labor-Reproduzierbarkeit for CG- und FG-Plasmid-
Standards

C;- SD des
Gen Verdinnung Mittelwert C; CV (%)
Cl 29,59 1,34 4,54
ABL-Kontrollgen C2 26,33 1,02 3,90
C3 22,75 1,59 6,97
F1 41,11 2,26 3,50
F2 37,43 1,51 4,04
BCR-ABL-Mber-p210- 5 3376 128 3,81
Fusionsgen
F4 26,50 1,03 3,90
F5 22,98 0,97 4,21

Werte fUr die Expression des Fusionsgen-Transkripts BCR-ABL-Mbcr

In den Tabellen 22 und 23 sind jeweils die Expressionswerte fir das BCR-ABL-
Mbcr-FG-Transkript und das ABL-Kontrollgen wiedergegeben, und zwar fur
Proben der K562-Zelllinie sowie fur Proben von CML- und ALL-Patienten bei
Diagnosestellung, im Vergleich zu negativen Patientenproben, die als Kontrolle
dienten.
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Tabelle 22. Werte der Expression des BCR-ABL-Mbcr-FG- und des ABL-
CG-Transkripts — C;-Werte

C;-Werte (95-%-Bereich)

BCR-ABL-Mbcr ABL
K562-Zelllinie 20,5 20,7
CML-Patientenproben
Knochenmark (n = 15) 25,1 (21,5-27,0) 25,2 (20,7-26,8)
Peripheres Blut (n = 14) 23,1 (21,9-25,8) 23,7 (22,6-26,7)
ALL-Patientenproben
522;:2?$°|3r|t+u(?1d= - 24,1 (21,5-29,9) 24,0 (21,6-26,4)
Negative Patientenproben
Knochenmark (n = 26) - 25,35 (24,68-26,02)
Peripheres Blut (n = 74) - 25,15 (24,83-25,48)

Die ABL-C;-Werte unterschieden sich zwischen den negativen Patientenproben
und den Proben von Leuk&mie-Patienten nicht signifikant. Auch zwischen
verschiedenen Probenarten (peripheres Blut und Knochenmark) oder zwischen
Proben verschiedener Leukédmieformen (ALL, AML, CML) ergaben sich keine
signifikanten Unterschiede.
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Tabelle 23. Werte der Expression des BCR-ABL-Mbcr-FG- und des ABL-
CG-Transkripts — Kopienzahlen (CN) und NCN-Werte

NCN-Werte
CN-Werte (95-%-Bereich) (95-%-Bereich)
CN BCR-ABL-
BCR-ABL-Mbcr ABL Mbcr/CN ABL
CML-Patientenproben
Knochenmark 8710 10.115,8 0,86
(n=15) (2089-112.202) (4786,3-37.153,52) (0,44-3,02)
Peripheres Blut 17.783 15.237 1,17
(n = 14) (2042-112.202)  (4246,2-25.568,3) (0,48-4,41)
Negative Patientenproben
Knochenmark 19.201 _
(n = 26) B (12.922-25.480)
Peripheres Blut 21.136 _
(n = 74) - (17.834-24.437)

Raten falsch-positiver und falsch-negativer Ergebnisse

Die Raten falsch-negativer und falsch-positiver Proben wurden unter Verwen-
dung der folgenden Kontrollen berechnet.

B Positivkontrollen: K562-Zellen — eine Zelllinie, die bekanntermafBen positiv
for das BCR-ABL-p210-Fusionsgen ist; auflerdem Patientenproben, die
bereits positiv auf p210 getestet worden waren

B Negativkontrollen: negative RNA-Proben — Kontrollen ohne Amplifikation
(“No Amplification Controls”; NAC), hergestellt aus E.-coli-RNA statt
Human-RNA, um auf Kontaminationen bei der PCR zu prifen, sowie
Kontrollen ohne Template (“No Template Controls”; NTC), die Wasser statt
Human-RNA enthielten

Die Amplifikation von RNA-Proben des Fusionsgens (FG) erfolgte als
Dreifachbestimmung, die des Kontrollgens (CG) als Doppelbestimmung.

Eine falsch-negative Probe wurde definiert als eine positive RNA-Probe mit
weniger als 50 % positiven Wells (0/2, 0/3 oder 1/3).

Eine falsch-positive Probe wurde definiert als eine negative Probe mit
mindestens 50 % positiven Wells (1/2, 2/3 oder 3/3).

In Tabelle 24 sind die Anzahlen und Prozentsétze der falsch-negativen und
falsch-positiven Proben zusammengefasst.
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Tabelle 24. Falsch-negative und falsch-positive Proben

Falsch-negativ Falsch-positiv
103 10 FG-Negativkontrolle NAC/NTC
% (0/33) 6,1 % (2/33) 10,9 % (6/55) 4,1 % (14/340)
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Kontaktinformationen

Technische Hinweise und zusétzliche nitzliche Informationen finden Sie in
unserem Technischen Support-Center unter www.giagen.com/Support oder
erhalten Sie unter der Rufnummer 00800-22-44-6000. DarUber hinaus ist
Ihnen das Team vom Technischen Service gerne behilflich, falls Sie Rat oder
weitere Informationen zu QIAGEN Produkten benétigen (Kontaktinformationen
siehe hintere Umschlagseite oder unter www.qgiagen.com).

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Bestellinformationen

Produkt

Inhalt

Kat.-Nr.

ipsogen BCR-ABL1
Mbcr Kit (52)

FOr 52 Reaktionen: ABL-Kontrollgen-
Standards, BCR-ABL-Mbcr-Fusionsgen-
Standards, Primer- und Sonden-Mix fir
ABL, Primer- und Sonden-Mix fir BCR-
ABL-Mbcr-Fusionsgen

Rotor-Gene Q MDx - fur IVD-validierte Real-Time-PCR-
Analysen bei klinisch-diagnostischen Applikationen

Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM Platform

Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM System

Real-Time-PCR-Thermocycler und
Analyzer fir hochauflésende Schmelz-
kurvenanalysen (HRM) mit fonf
Fluoreszenz-Kanalen (grion, gelb,
orange, rot, purpur) und einem HRM-
Kanal, inklusive Laptop, Software,
Zubehér und 1 Jahr Garantie auf alle
Teile sowie Arbeitskosten; Installation
und Unterweisung nicht inbegriffen

Real-Time-PCR-Thermocycler und
Analyzer fir hochauflésende Schmelz-
kurvenanalysen (HRM) mit fonf
Fluoreszenz-Kandlen (grion, gelb,
orange, rot, purpur) und einem HRM-
Kanal, inklusive Laptop, Software,
Zubehor, 1 Jahr Garantie auf alle Teile
sowie Arbeitskosten, Installation und
Unterweisung

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr Controls Kit - fUr die qualitative
Validierung der RNA-Isolierung und reversen Transkription
des BCR-ABL-Mbcr-Fusionsgens

ipsogen BCR-ABLT
Mbcr Controls Kit

Zelllinien mit keiner (= negativ), hoher
und schwach positiver Expression des
BCR-ABL-Mbcr-Fusionsgens

670125

9002032

9002033

670191

Aktuelle Lizenzinformationen und produktspezifische Anwendungseinschrén-
kungen finden Sie im jeweiligen QIAGEN Kit- oder Geréte-Handbuch. QIAGEN
Kit- und Gerate-Handbicher stehen unter www.qgiagen.com zur Verfigung oder
kénnen Sie vom QIAGEN Technischen Service oder dem fir Sie zusténdigen
Auf3endienstmitarbeiter oder Distributor anfordern.
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Dieses Produkt ist fir den in-vitro-diagnostischen Gebrauch vorgesehen. ipsogen Produkte dirfen weder wiederverkauft noch fir den Wiederverkauf
modifiziert oder ohne vorherige schriftliche Zustimmung durch QIAGEN zur Herstellung kommerzieller Produkte verwendet werden.

Die in diesem Dokument gemachten Angaben kénnen ohne vorherige Ankiindigung gedndert werden. QIAGEN Gbernimmt keine Verantwortung fir
Fehler, die méglicherweise in diesem Dokument vorhanden sind. Die Angaben in diesem Dokument zum Zeitpunkt der Versffentlichung werden als
vollstéindig und richtig erachtet. In keinem Fall haftet QIAGEN fir zuféllige, besondere, mehrfache oder Folgeschéden, die aus oder in Verbindung
mit dem Gebrauch dieses Dokuments entstehen kénnen.

Die Einhaltung der angegebenen Spezifikationen der ipsogen Produkte wird zugesichert. QIAGENS einzige Verpflichtung und der ausschlieBliche
Anspruch des Kunden beschrénken sich auf den kostenfreien Ersatz von Produkten fir den Fall, dass die Produkte nicht die zugesicherte Leistung
einhalten.

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

Eingeschrankte Nutzungsvereinbarung
Mit der Nutzung dieses Produkts erkennen Kéufer und Anwender des ipsogen BCR-ABL1 Mbcr Kits die folgenden Bedingungen an:

1. Deripsogen BCR-ABL1 Mbcr Kit darf nur geméf den Angaben im ipsogen BCR-ABLT Mbcr Kit Handbuch und ausschlieB3lich mit den Kompo-
nenten, die im Kit geliefert werden, verwendet werden. QIAGEN gewdhrt im Rahmen ihrer Eigentumsrechte keinerlei Lizenz, die zum Kit
gehdrenden Komponenten mit anderen Komponenten, die nicht zum Kit gehéren, zu verwenden oder zu kombinieren, mit Ausnahme der im
ipsogen BCR-ABL1 Mbcr Kit Handbuch und in zusétzlichen, unter www.qgiagen.com verfigbaren Protokollen beschriebenen Anwendungen.

2. Uber die ausdricklich erwéhnten Lizenzanwendungen hinaus Gbernimmt QIAGEN keinerlei Garantie dafir, dass dieser Kit und/oder die mit
ihm durchgefihrte(n) Anwendung(en) die Rechte Dritter nicht verletzt.

3. Dieser Kit und seine Komponenten sind fur die einmalige Verwendung lizenziert und dirfen nicht wiederverwendet, wiederaufgearbeitet oder
weiterverkauft werden.

4. QIAGEN lehnt aufler der ausdricklich genannten Lizenzgewdhrung jede weitere Lizenzgewéhrung ab, sowohl ausdriicklich als auch
konkludent.

5. Ké&ufer und Anwender des Kits stimmen zu, keinerlei Schritte zu unternehmen oder anderen die Einleitung von Schritten zu gestatten, die zu
unerlaubten Handlungen im obigen Sinne fihren kénnten oder solche erleichtern kénnten. QIAGEN kann die Verbote dieser eingeschrénkten
Nutzungsvereinbarung an jedem Ort gerichtlich geltend machen und wird sémtliche Ermittlungs- und Gerichtskosten, inklusive Anwalts-
gebuhren, zuriickfordern, die ihr bei der Geltendmachung dieser eingeschréinkten Nutzungsvereinbarung oder irgendeines ihrer geistigen
Eigentumsrechte im Zusammenhang mit dem Kit und/oder dessen Komponenten entstehen.

Aktualisierte Nutzungs- und Lizenzbedingungen kénnen unter www.giagen.com nachgelesen werden.
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