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QIAGEN je vedoucim poskytovatelem inovativnich technologii pfipravy vzorku
a analyz, které umoznuiji izolaci a detekci obsahu jakéhokoliv biologického
vzorku. Nase pokrocilé, vysoce kvalitni produkty a sluzby Vam zajisti
spolehlivy vysledek.

QIAGEN urcuje standardy pro:

M v purifikaci DNA, RNA a protein(

B v analyzach nukleovych kyselin a proteina

B ve vyzkumu microRNA a RNAI

B v automatizaci technologii pro pfipravu vzorkl a jejich analyz.

Nasi misi je umoznit Vam dosahnout vynikajicich vysledku a technickych
uspéchu. Vice informaci naleznete na www.giagen.com.
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Urcené pouziti

Sada ipsogen BCR-ABL1 mbcr je uréena pro kvantifikaci transkripti BCR-ABL
p190 ve vzorcich kostni dfené nebo periferni krve u pacientt s pH-pozitivni
akutni lymfoblastovou leukémii (ALL), u nichZ byla pfedtim diagnostikovana
pfihoda fuze genu (FG) BCR-ABL mbcr. Ziskané vysledky jsou urCeny ke
sledovani ucinnosti IéEby u pacientl podstupujicich IéCbu a ke sledovani
minimalniho rezidualniho onemocnéni (MRD) pro sledovani relapsu
onemocneéni.

Souhrn a vysveétleni

Chromozém Philadephia (Ph) je nejCastéji se vyskytujici karyotypickou aberaci
o dospélych pacientt s ALL. Vyskytuje se u 20-30 % dospélych pacientl s
ALL celkem, kdy vyskyt roste na vice nez 50 % u pacientu ve véku 50 a vice
let.

V této translokaci se postavi 3' segment ABL proto-onkogenu na chromozomu
9 vedle 5' segmentu BCR genu na chromozomu 22. BCR-ABL FG je
produktem Ph chromozomu a je to konstitutivné aktivni tyrozinkinazovy
protein.

Zlomy v ABL genu se obvykle vyskytuji v prvnim intronu. Zlomy v BCR genu
se obecné objevuji v jednom ze tfi nasledujicich regionu: region 5.8 kb
premosténi exonu 12—16 nazyvany hlavni zlomovy region klastru (Mbcr) a
sekvence 55 kb prvniho intronu nazyvana minoritni zlomovy region klastru
(mbcr) a mikrozlomovy region klastru (u-bcr).

Zlomy vyskytujici se v mbcr spojuji exon 1 (el) s druhym exonem genu ABL
(a2), coz ma za nasledek menSi transkript fuze, e1a2, ktery kéduje chiméricky
protein 190 kDa (p190) (obrazek 1). Protein p190 BCR-ABL byl pouze
pozorovan u Ph+ALL, zatimco protein p210 BCR-ABL je bézny pro 20-40 %
pacientl s Ph+ ALL a témérf u vSech pacientu s Ph+ chronickou myelogenni
leukémii (CML).

VSechny formy protein( fuze BCR-ABL vykazuji zvySenou a deregulovanou
aktivitu tyrozinkinazy a ukazalo se, Zze forma p190 ma vétsi transformacni
potencial nez p210. Navic se zda, ze tento chiméricky protein dereguluje
normalni drahy pfenosu cytokin-dependentniho signalu, coz vede k inhibici
apoptdzy nebo rustu nezavislého na ristovém faktoru.
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Obrazek 1. Schématicky diagram transkriptu FG mbcr BCR-ABL pokryty priméry gPCR
a sestavou sond: ENF402-ENP541-ENR561. Cislo pod priméry a sondou odkazuje na
jejich nukleotidovou polohu v normalnim genovém transkriptu.

Terapie pacientt Ph+ ALL byla optimalizovana zavedenim inhibitora
tyrozinkinazy, coz preziti téchto pacientd vyznamné zlepSilo (informace viz
odkaz 1). U téchto pacientl se vyzaduje ledovani MRD. Soucasna
metodologie pro méfeni hladiny MRD zahrnuje pouziti kvantitativni reakce
polymerazového fetézce v realném Case (QPCR), kde pocty transkripti BCR-
ABL souvisi s pocty transkriptd kontrolniho genu. Sada ipsogen BCR-ABL1
mbcr je na této technice zalozena.

Princip metody

gPCR umoziuje pfesnou kvantifikaci vyrobki PCR béhem exponencialni faze
procesu amplifikace PCR. Kvantitativni Udaje PCR Ize ziskat rychle bez
zpracovani po PCR detekci fluorescencnich signall v realném ¢ase béhem
a/nebo po cyklovani PCR, ¢imz se drasticky snizuje riziko kontaminace
vyrobku PCR. V sou€asnosti jsou k dispozici 3 hlavni typy technik gPCR:
analyza gPCR pomoci barviva SYBR® Green |, analyza gPCR pouzivajici
hydrolyzacni sondy a analyza qPCR pomoci hybridiza¢nich sond.

Tato analyza vyuziva princip hydrolyzy oligonukleotidu dvojitého barviva
gPCR. Béhem PCR dopfedné a zpétné priméry hybridizuji do specifické
sekvence. Ve stejné smési je obsazZen oligonukleotid dvojitého barviva. Tato
sonda, ktera se sklada z oligonukleotidu oznaeného barvivem 5'
oznamovatele a za danym mistem barvivem 3' zhaSeci latky, hybridizuje do
cilové sekvence v ramci vyrobku PCR. Analyza gPCR se hydrolyza¢nimi
sondami vyuziva aktivitu exonukleazy 5'->3' polymerazy DNA Thermus
aquaticus (Taq). Kdyz je sonda nedotCena, blizkost paliva oznamovatele u
barviva zha$eci latky zpusobuje potlaceni fluorescenci oznamovatele primarné
prevodem energie Forsterova typu.

Pokud je béhem PCR pfitomen zajmovy cil, sonda specificky ziha mezi
dopfednymi a zpétnymi misty priméru. Aktivita exonukleazy 5'->3' polymerazy
DNA Stépi sondu mezi oznamovatele a zhaseci latku pouze v pfipade, kdyz
sonda hybridizuje na cil. Fragmenty sody jsou poté z cile vytladeny a
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polymerizace vlakna pokracCuje. Konec sondy 3' je blokovan, aby se zabranilo
extenzi sondy béhem PCR (obrazek 2). Tento proces nastane v kazdém cyklu
a nebude narusen exponencialni akumulaci produktu.

Zvyseni fluorescencniho signalu je detekovano pouze v pfipadé, Zze bude
cilova sekvence komplementarni se sondou, a tim bude béhem PCR
amplifikovana. Kvuli témto poZadavkim se nedetekuje nespecifickou
amplifikaci. Tak je zvySeni fluorescence pfimo umérné cilové amplifikaci
béhem PCR.

_ ié Z /—I Zihani
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, . 4 \ Vytla€eni viakna
(. ——
vA¢
«dp <\I:> a
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Obréazek 2. Princip reakce. Celkova RNA se reverzné transkribuje a vytvofena cDNA je
amplifikovana pomoci PCR pfi vyuziti paru specifickych primért a specifické vnitfni sondy s
dvojim barvivem (FAM™-TAMRA™). Sonda se vaze na amplikon béhem kazdého korku
Zihani PCR. KdyZ se polymeraza DNA Taq rozsifi z primérové vazby k amplikonu, vytlaci 5'
konec sondy, ktery je poté degradovan aktivitou 5'->3"' exonukledzy polymerazy Taq DNA.
Stépeni pokraduje, dokud zbyvaijici sonda amplikon neroztavi. Tento proces uvolfiuje do
roztoku fluorofor a zhaSeci latku, prostorové je oddéluje a vede ke zvySeni fluorescence
zpUsobené FAM a poklesem fluorescence pochazejici z TAMRA.
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Dodavané materialy

Obsah soupravy

ipsogen BCR-ABL1 mbcr Kit (24)
Katalogové €. 670023
Pocet reakci 24
ABL Control Gene Standard Dilution C1-ABL 50 ul
(Standardni fedéni kontrolniho genu ABL)

(103 kopii/5 pl)

ABL Control Gene Standard Dilution C2-ABL 50 ul
(Standardni fedéni kontrolniho genu ABL)

(10* kopii/5 pl)

ABL Control Gene Standard Dilution C3-ABL 50 ul
(Standardni fedéni kontrolniho genu ABL)

(10° kopii/5 pl)

BCR-ABL mbcr Fusion Gene Standard Dilution F1-BCR-
(Standardni fedéni genu fuze BCR-ABL mber)  ABL ela2 50 pl
(101 kopii/5 pl) mbcr

BCR-ABL mbcr Fusion Gene Standard Dilution F2-BCR-
(Standardni fedéni genu fuze BCR-ABL mbcr) ~ ABL ela2 50 pl
(102 kopii/5 pl) mbcr

BCR-ABL mbcr Fusion Gene Standard Dilution F3-BCR-
(Standardni fedéni genu fuze BCR-ABL mber)  ABL ela2 50 pl
(103 kopii/5 pl) mbcr

BCR-ABL mbcr Fusion Gene Standard Dilution F4-BCR-
(Standardni fedéni genu fuze BCR-ABL mbcr) ~ ABL ela2 50 ul
(105 kopii/5 pl) mbcr

BCR-ABL mbcr Fusion Gene Standard Dilution F5-BCR-
(Standardni fedéni genu fuze BCR-ABL mber)  ABL ela2 50 pl
(106 kopii/5 pl) mbcr

Primers and Probe Mix ABL (Priméry a smés PPC-ABL 90 pl
sond ABL)* 25x

* Smés specifickych zpétnych a dopfednych primérl pro kontrolni gen ABL plus

specificka sonda FAM-TAMRA.
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ipsogen BCR-ABL1 mbcr Kit (24)
Katalogové €. 670023
Pocet reakci 24
Primers and Probe Mix BCR-ABL mbcr Fusion PPF-mbcr 110 pl
Gene (Priméry a smés sond genu fuze BCR- 25X

ABL mbcr)f

ipsogen BCR-ABL1 mbcr Kit Handbook 1
(Anglictina)

T Smés specifickych zpétnych a dopfednych primérd pro gen fuze BCR-ABL mber plus
specifickd sonda FAM-TAMRA.

Poznamka: Standardni fedéni a priméry a smési sond pfred pouzitim kratce
odstredujte.

Pozadované materialy, které nejsou soucasti
dodavky
Pfi praci s chemikaliemi vzdy pouZivejte vhodny laboratorni plast, rukavice na

jedno pouziti a ochranné bryle. DalSi informace jsou uvedeny v pfislusnych
bezpe&nostnich listech (BL), které Ize ziskat od dodavatele produktu.

Reagencie

B Voda pro PCR bez nukleazy

B Reagencie pro reverzni transkripci: Validovanou reagencii je reverzni
transkriptaza Superscript® Il (nebo Superscript), obsahuje 5x pufr prvniho
vldkna, 100 mM DDT (Life Technologies, katalogové &islo 18064-022)

B Inhibitor RNazy: Validovanou reagencii je RNaseOUT™ (Life
Technologies, katalogové Cislo 10777-019)

M Sestava dNTP, urover pro PCR

B Nahodny hexanukleotidovy primer

B MgCl,

B Pufr a polymeraza DNA Tagq: Validovanymi reagenciemi jsou TagMan®

Universal PCR Master Mix (Master Mix PCR 2x) (Life Technologies,
katalogoveé Cislo 4304437) a LightCycler TagMan Master (Master Mix
PCR 5x) (Roche, katalogové Cislo 04535286001)

Spotrebni material

B Sterilni pipetovaci Spicky PCR odolné proti aerosolu neobsahujici
nukleazu s hydrofobnimi filtry
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B 0,5ml nebo 0,2 ml zkumavky PCR neobsahujici RNazu a DNazu
B Led

Zarizeni
B Mikrolitrova pipeta* vy&lenéna pro PCR (1-10 pl; 10-100 pl; 100-1000 pl)

B Stolni centrifuga® s rotorem pro 0,2 ml/0,5 ml reakéni zkumavky a
mikrodesky (schopna dosahnout 10.000 ot/min)

B Pristroj PCR pracujici v realném ¢ase:* Systém Rotor-Gene Q MDx5plex
HRM® nebo jiny pfistroj Rotor-Gene; LightCycler 1.2, 2.0 nebo 480; ABI
PRISM 7000, 7700 nebo 7900HT SDS nebo pfistroj SmartCycler a s tim
spojeny specificky material

B Tepelny cyklovac* nebo vodni lazen* (reverzni transkripéni krok)

Doplinkové reagencie

B Sada kontrol ipsogen BCR-ABL1 mbcr (katalogoveé Cislo 670091)
skladajici se z bunécnych linii s negativni, vysokou a nizkou pozitivni
expresi genu fuze BCR-ABL mbcr pro kvalitativni validaci extrakce RNA a
reverzni transkripci

Varovani a bezpecnostni opatreni
Pro diagnostické pouziti in vitro

Pfi praci s chemikaliemi vzdy pouZivejte vhodny laboratorni plast, rukavice na
jedno pouziti a ochranné bryle. DalSi informace jsou uvedeny v odpovidajicich
bezpe&nostnich listech (BL). Bezpecnostni listy jsou k dispozici online v
pohodiném a kompaktnim formatu PDF na strankach www.giagen.com/safety,
kde mUzete nalézt, zobrazit a vytisknout BL pro kazdou sadu QIAGEN a pro
kazdou komponentu téchto sad.

Odpad ze vzorkl a rozboru likvidujte podle mistnich bezpe&nostnich predpisu.

* Ujistéte se, Ze byly pristroje kontrolovany a kalibrovany podle doporuceni vyrobce.
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Vseobecné pokyny

Pouziti testd gPCR vyzaduje spravnou laboratorni praxi v€etné udrzby
zarizeni, ktera jsou vyclenéna pro molekularni biologii, a je ve shodé s
platnymi pfedpisy a pfisluSnymi standardy.

Tato sada je urCena pro diagnostické pouziti in vitro. Reagencie a pokyny
dodavané s touto sadou byly validovany pro optimalni chovani. DalSi fedéni
reagencii nebo pozménéni inkubacnich ¢asu a teplot mize vést k chybnym
nebo rozpornym udajim. Reagencie PPC a PPF se mohou zménit, pokud
budou vystaveny pusobeni svétla. VSechny reagencie byly specificky
vytvoreny pro pouziti s timto testem. Pro optimalni chovani testu by se nemély
provadét zadné nahrady.

Stanoveni urovni transkripce pomoci gPCR vyzaduje jak reverzni transkripci
MRNA, tak amplifikaci vytvofené cDNA pomoci PCR. Proto se musi cely
postup rozborl provést za podminky ne pfitomnosti RNazy/DNazy.

Postupujte s maximalni opatrnosti, aby nedoslo k nasledujicimu:

B Kontaminace RNazou/DNazou, ktera by mohla zpUsobit degradaci
templatové mRNA a vytvorené cDNA

B Prenosova kontaminace mRNA nebo PCR s naslednym faleSné
pozitivnim signalem

Proto doporu€ujeme nasleduijici.

B Pouzijte laboratorni vybaveni zbavené nukleazy (napf. pipety, pipetovaci
Spicky, reakcni lahvi¢ky) a pfi provadéni analyzy méjte nasazené
rukavice.

M Pouzijte Cerstvé pipetovaci Spicky odolné vici aerosolu pro vSechny
pipetovaci kroky, aby se zabranilo zkfizené kontaminaci vzorku a
reagencii.

M Pripravte hlavni smés pfed PCR s vy¢lenénymi materialy (pipety, Spicky
atd.) ve vyhrazeném misté, kam nebyly zavleCeny zadné matrice DNA

(cDNA, DNA, plazmid). Dejte templat do samostatné zény (nejlépe do
samostatné mistnosti) se specifickym materialem (pipety, Spi¢ky atd.).

M Se standardnimi roztoky (C1-3 a F1-5) pracujte v oddélené mistnosti.

Uchovavani a nakladani s reagenciemi

Sady se dodavaji na suchém ledu a po doruceni se musi uskladnit pfi
teplotach od -30°C do -15°C.

B Minimalizujte expozici primért a smési sond (zkumavky PPC a PPF)
plUsobeni svétla.

B Pred otevienim zkumavky jemné smichejte a centrifugujte.
B Ulozte vSechny soucdasti sady do puvodnich obald.
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Tyto podminky uchovavani plati jak pro oteviené, tak neoteviené komponenty.
Komponenty uchovavané za jinych podminek, nez jsou uvedeny a Stitcich,
nemusi Fadné fungovat a mohou nepfiznivé ovlivnit vysledky rozboru.

Data pouzitelnosti pro kazdou reagencii jsou vyznacena na Stitcich
individualnich komponent. Za spravnych podminek uchovavani si produkt
uchova vlastnosti az do data pouzitelnosti vytiSténého na Stitku.

Neexistuji zadné zifejmé pfiznaky, které by upozorriovaly na nestabilitu tohoto
produktu. Pozitivni a negativni kontroly by se u neznamych vzorkd mély
provadét soucasneé.
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Postup

Priprava vzorku RNA

Pfiprava RNA ze vzorku pacienta (kost nebo kostni dfer) se musi provést
validovanym postupem. Kvalita rozboru do velké mife zavisi na kvalité vstupni
RNA. Proto doporu€ujeme kvalifikovat pfed analyzou Cisténou RNA
elektroforézou agarézového* gelu nebo pomoci Agilent® Bioanalyzer®.

Protokol: Doporucena standardizovana zpétna transkripce
EAC

Véci, které je nutné udélat pred zahajenim

M Pripravte dNTP, kazdy 10 mM. Uchovaveijte v alikvotnich mnozstvich pfi —
20°C.

Postup

1. Nechte roztat vSechny nezbytné komponenty a umistéte je na led.

2. Inkubujte 1 ug RNA (1-4 pl) po 10 minut pri 70°C a okamzité chlad’te
na ledu priblizné 5 minut.

3. Kratce odstred’ujte (priblizné 10 sekund, 10.000 ot/min pro
shromazdéni kapaliny na dné zkumavky). Pak uchovavejte na ledu.

4. Pripravte nasledujici smés RT podle poétu zpracovavanych vzorku
(tabulka 1).

* Pfi praci s chemikaliemi vzdy pouzivejte vhodny laboratorni plast, rukavice na jedno pouziti
a ochranné bryle.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Tabulka 1. Priprava smési RT

Objem na Konecna
Komponenta vzorek (ul) koncentrace
Pufr prvniho vldkna (dodavany s
reverzni transkriptdzou Superscript Il), 4,0 1x
SX
MgCl,, 50 mM 2,0 5mM
dNTP (10 mM kazdy, nutno pfipravit
dfive a uchovavat pfi —20°C v 2,0 1 mM
alikvotnich mnozstvich)
DTT (1_00,mM, dodavany S reverzni 20 10 mM
transkriptdzou Superscript I1)
Inhibitor RNase (40 U/ul) 0,5 1 U/l
Nahodny hexanukleotidovy primer (100 5.0 25 LM
HM)
Reverzni transkriptaza Superscript Il
nebo Superscript (200 U/ul) 0.5 5 Ul
Ohraty vzorek RNA, (bude pfidan v _
kroku 5) 1,0-4,0 50 ng/pl
Voda vhodna pro PCR bez nukleadzy 0.0-3.0 _
(bude pfidana v kroku 5) T
Konecny objem 20,0 -

5. Do kazdé zkumavky PCR pipetujte 16 pl smési RT. Pak pridejte 1-4 pl
(1 pg) RNA (z kroku 3) a upravte objem na 20 pl vodou vhodnou pro
PCR bez nukleazy (viz tabulka 2).

Tabulka 2. Priprava reakce reverzni transkriptazy

Komponenta Objem (ul)
Smés RT 16
Ohfivany vzorek RNA (1 ug) 1-4
Voda pro PCR bez nukleazy 0-3
Konecny objem 20

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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6. Dobfre promichejte a kratce odstred’ujte (pfiblizné 10 sekund, 10.000
ot/min pro shromazdéni kapaliny na dné zkumavky).

7. Inkubujte pfi 20°C 10 minut.

8. Inkubujte pfi 42°C na tepelném cyklovaci po 45 minut, pak
neprodlené pri 99°C po 3 minuty.

9. Chladte na ledu (pro zastaveni reakce) po 5 minut.

10. Kratce odstred’ujte (priblizné 10 sekund, 10.000 ot/min pro
shromazdéni kapaliny na dné zkumavky). Pak uchovavejte na ledu.

11. Nared’'te koneénou cDNA pomoci 30 ul vody vhodné pro PCR zbavené
nukleazy, aby byl koneény objem 50 pl.

12. Proved'te PCR podle nasledujicich protokoll podle svého pristroje
gPCR.
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Protokol: qPCR na pristrojich Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM nebo Rotor-Gene Q 5plex HRM se 72zkumavkovym
rotorem

Pfi pouziti tohoto pristroje doporucujeme provadét vSechna méfeni dvojmo,
jak je uvedeno v tabulce 3.

Tabulka 3. Pocet reakci pro pristroje Rotor-Gene Q se
72zkumavkovym- rotorem

Vzorky Reakce
S priméry ABL a smési sond (PPC-ABL)

n vzorkd cDNA n x 2 reakci

2 x 3 reakce (3 fedéni kazdy
jednotlivé testovan dvojmo)

Standard ABL
Kontrola vody 2 reakce

S priméry BCR-ABL mbcr a smési sond (PPF-mbcr)
n vzorkd cDNA n x 2 reakci

2 x 5 reakce (5 fedéni kazdy

S DL jednotlivé testovan dvojmo)

Kontrola vody 2 reakce

Zpracovani vzorku na pfristrojich Rotor-Gene Q se 72zkumavkovym
rotorem

Doporucujeme testovani nejméné 8 vzorkl cDNA ve stejném experimentu s
cilem optimalizovat pouziti standardd a primért a smési sond.
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Obrazek 3. Navrhované nastaveni rotoru pro kazdy experiment se sadou ipsogen
BCR-ABL1 mbcr. F1-5: Standardy BCR-ABL mbcr; C1-C3: Standardy ABL; S: vzorek
cDNA; H20: kontrola vody.

Poznamka: Dbejte vzdy na to, abyste testovany vzorek umistili na rotoru do
polohy 1. Jinak béhem kalibracniho kroku pfistroj kalibraci neprovede a budou
pofizena nespravna fluorescencni data.

VSechny ostatni pozice zaplnte prazdnymi zkumavkami.

Pristroje Rotor-Gene Q se 72zkumavkovym rotorem
Poznamka: VSechny ukony provadéjte na ledu.

Postup

1. Nechte roztat vSechny nezbytné komponenty a umistéte je na led.

2. Pripravte nasledujici smés qPCR podle poétu zpracovavanych
vzork(.

VSechny koncentrace plati pro koneény objem reakce.
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Tabulka 4 popisuje pipetovaci schéma pro pfipravu jedené smeési
reagencii vypocitané pro dosazeni kone¢ného reakéniho objemu 25 pl.
Premix Ize pfipravit podle pocCtu reakci pomoci stejného priméru a smési
sond (bud PPC-ABL, nebo PPF-mbcr). Zahrnuty jsou objemy navic pro
kompenzaci chyby pfi pipetovani.

Tabulka 4. Priprava smési qPCR

BCR-ABL
mbcr:
1 reakce ABL: 24+1 28+1 Konecna
Komponenta (uh reakce (ul) reakce (ul) koncentrace
Master mix
TagMan 125 312,5 362,5 1x
Universal
PCR, 2x
Priméry a
smeés sond, 1 25 29 1x
25x
Voda pro
PCR bez 6,5 162,5 188,5 —
nukleazy
Vzorek (bude
pridan v 5 5 kazdy 5 kazdy -
kroku 4)
Celkovy 25 25kazdy 25 kazdy -
objem

3. Déavkujte 20 pl premixu qPCR na zkumavku.

4. Pridejte 5 pl produktu RT (cDNA, ekvivalent 100 ng RNA) ziskaného v
ramci reverzni transkripce (viz “Protokol: Doporucéena
standardizovana zpétna transkripce EAC”, strana 12) v odpovidajici
zkumavce (celkovy objem 25 pl).

5. Jemné promichejte pipetovanim nahoru a dold.
Zkumavky vlozte do tepelného cyklovace podle doporuéeni vyrobce.

7. Naprogramujte pristroj Rotor-Gene Q pomoci programu tepelnych
cykld, jak jsou uvedeny v tabuilce 5.

»
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Tabulka 5. Teplotni profil

Rezim analyzy Kvantifikace
Vydrz Teplota: 50 stupril
Doba trvani: 2 minut

Drzet 2 Teplota: 95 stupnil
Doba trvani: 10 minut

Cyklovani 50krat
95 stupnu po 15 sekund

62 stupnu po 1 minut se snimanim fluorescence
FAM v kanalu Zelena: Jednotlivy

8. U pristroju Rotor-Gene Q vyberte pro analyzu "Slope Correct"
(Spravny sklon). Doporuc¢ujeme nastavit prahovou hodnotu na 0,03.
Spustte program tepelného cyklovani, jak je uvedeno v tabulce 5.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Protokol: gPCR na ABI PRISM 7000, 7700 a 7900HT SDS a
pristroj LightCycler 480

Pfi pouziti zafizeni gQPCR s deskou 0 96 jamkach doporucujeme provadét
vSechna méfeni dvojmo, jak je uvedeno v tabulce 6.

Tabulka 6. Pocet reakci pri vyuziti zafizeni gPCR s deskou o 96 jamkach

Vzorky Reakce

S priméry ABL a smési sond (PPC-ABL)

n vzorki cDNA n x 2 reakci

Standard ABL fednoting testovan dvojmo)
Kontrola vody 2 reakce

S priméry BCR-ABL mbcr a smési sond (PPF-mbcr)
n vzorki cDNA n x 2 reakci

2 x 5 reakce (5 fedéni kazdy

S DL jednotlivé testovan dvojmo)

Kontrola vody 2 reakce

Zpracovani na ABI PRISM 7000, 7700 a 7900 SDS a pristroji LightCycler
480

Doporucujeme testovani nejméné 8 vzorkl cDNA ve stejném experimentu s
cilem optimalizovat pouziti standardl a primértu a smési sond. Schéma rotoru
na obrazku 4 ukazuje pfiklad takového experimentu.
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Obréazek 4. Navrhované nastaveni desky pro jeden experiment. S: vzorek cDNA; F1-5:
Standardy BCR-ABL mbcr; C1-C3: Vzorek ABL; H,O: kontrola vody.

qPCR na ABI PRISM 7000, 7700 a 7900 SDS a pristroji LightCycler 480
Poznamka: VSechny ukony provadéjte na ledu.

Postup

1. Nechte roztat vSechny nezbytné komponenty a umistéte je na led.

2. Pripravte nasledujici smés qPCR podle poétu zpracovavanych
vzorkul. Pokud pouzijete zafizeni gPCR s 96 jamkami na desce,
doporucujeme provadét vSechna méreni dvojmo.

VSechny koncentrace plati pro kone¢ny objem reakce.

Tabulka 7 popisuje pipetovaci schéma pro pfipravu jedené smési
reagencii vypocCitané pro dosazeni konecného reakéniho objemu 25 pl.
Premix Ize pfipravit podle poCtu reakci pomoci stejného priméru a smeési
sond (bud PPC-ABL, nebo PPF-mbcr). Zahrnuty jsou objemy navic pro
kompenzaci chyby pfi pipetovani.
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Tabulka 7. Priprava smési qPCR

BCR-ABL
mbcr:
1 reakce ABL: 24+1 28+1 Kone€na
Komponenta (uh) reakce (ul) reakce (ul) koncentrace
Master mix
TagMan 12,5 312,5 362,5 1x
Universal
PCR, 2x
Priméry a
smeés sond, 1 25 29 1x
25x
Voda pro
PCR bez 6,5 162,5 188,5 -
nukleézy
Vzorek (bude
pridan v 5 5 kazdy 5 kazdy -
kroku 4)
Celkovy 25 25kazdy 25 kazdy -
objem

3. Dévkujte 20 pl premixu qPCR na jamku.

4. Pridejte 5 pl produktu RT (cDNA, ekvivalent 100 ng RNA) ziskaného v
ramci reverzni transkripce (viz “Protokol: Doporu€ena
standardizovana zpétna transkripce EAC”, strana 12) v odpovidajici
jamce (celkovy objem 25 pl).

5. Jemné promichejte pipetovanim nahoru a dolu.

Uzaviete desku a kratce odstred’ujte (300 x g, priblizné 10 sekund).

7. Desku vlozte do tepelného cyklovacée podle doporuéeni vyrobce.
Naprogramujte tepelny cyklovaé pomoci programu tepelného
cyklovani, jak je to uvedeno v tabulce 8 pro pristroje ABI PRISM 7000,
7700 a 7900HT SDS nebo v tabulce 9 pro pristroj LightCycler 480.

o

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Tabulka 8. Teplotni profil pro ABI PRISM 7000, 7700 a 7900HT SDS

Rezim analyzy Standardni kifivka — absolutni kvantifikace
Vydrz Teplota: 50°C

Doba trvani: 2 minut
Drzet 2 Teplota: 95°C

Doba trvani: 10 minut
Cyklovani 50krat
95°C po 15 sekund

60°C po 1 minutu se snimkovanim fluorescence
FAM; zhasSeci latka: TAMRA

Tabulka 9. Teplotni profil pro pristroj LightCycler 480

Rezim analyzy Absolutni kvantifikace ("Abs Quant")

Detekéni formaty  Vyberte "Simple Probe" (Samostatna sonda) v
okné Detekéni formaty

Vydrz Teplota: 50°C

Doba trvani: 2 minut
Drzet 2 Teplota: 95°C

Doba trvani: 10 minut
Cyklovani 50krat

95°C po 15 sekund

60°C po 1 minutu se snimanim fluorescence FAM
odpovidajici (483-533 nm) pro LC verzi 01 a
(465-510 nm) pro LC verzi 02

8. U pristroji ABI PRISM 7000, 7700 a 7900HT SDS postupujte podle
kroku 8a. U pristroje LightCycler 480 postupujte podie kroku 8b.

8a. ABI PRISM 7000, 7700 a 7900HT SDS Doporucujeme nastavit prah na
0,1, jak je popsan v protokolu EAC v kroku analyzy na ABI PRISM
SDS a ve vychozim nastaveni mezi cykly 3 a 15. Spust'te program
cyklovani, jak je uvedeno v tabulce 8.

8b. Pristroj LightCycler 480: Doporucujeme rezim analyzy Bod vhodnosti
s pozadim na 2,0 a prahovou hodnotou 2,0. Spust’te program
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tepelného cyklovani, jak je uvedeno v tabulce 9. Protokol: qPCR
na pristrojich LightCycler 1.2, a 2.0

PFi pouziti kapilarnich pfistroji doporu¢ujeme méfit vzorky dvojmo a kontroly
pouze jednou, jak je uvedeno v tabulce 10.

Tabulka 10. Pocet reakci pro pristroje LightCycler 1.2 a 2.0

Vzorky Reakce

S priméry ABL a smési sond (PPC-ABL)

n vzorki cDNA n x 2 reakci

Standard ABL (azdé jednotiva tostovéno dvoimo)
Kontrola vody 1 reakce

S priméry BCR-ABL mbcr a smési sond (PPF-mbcr)
n vzorki cDNA n x 2 reakci

1 x 5 reakce (5 standardni fedéni,

standard mber kazdé jednotlivé testovano dvojmo)

Kontrola vody 1 reakce

Zpracovani vzorku na pfristrojich LightCycler 1.2 a 2.0

Doporucujeme testovani nejméné 5 vzorkl cDNA ve stejném experimentu s
cilem optimalizovat pouziti standardl a primért a smési sond. Kapilarni
schéma na obrazku 5 ukazuje pfiklad experimentu.
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Obrazek 5. Navrhované nastaveni rotoru pro kazdy experiment se sadou ipsogen
BCR-ABL1 mbcr. F1-5: Standardy BCR-ABL mbcr; C1-C3: Standardy ABL; S: nezndmy
vzorek DNA, ktery se méa analyzovat; H2O: kontrola vody.

gPCR na pristrojich LightCycler 1.2, a 2.0

Poznamka: Kvuli konkrétnim technologickym pozadavku se musi experimenty
s pristrojem LightCycler provadét pfi pouziti specifickych reagencii.
Doporu€ujeme pouzivat LightCycler TagMan Master a dodrZovat pokyny
vyrobce pro pfipravu Master Mix 5x.

Poznamka: VSechny ukony provadéjte na ledu.

Postup

1. Nechte roztat vSechny nezbytné komponenty a umistéte je na led.

2. Pripravte nasledujici smés qPCR podle poétu zpracovavanych
vzorkd.

VSechny koncentrace plati pro kone¢ny objem reakce.

Tabulka 11 popisuje pipetovaci schéma pro pripravu jedené smeési
reagencii vypocCitané pro dosazeni konecného reak¢éniho objemu 20 pl.
Premix Ize pfipravit podle poctu reakci pomoci stejnych primérl a smési
sond (bud PPC-ABL, nebo PPF-mbcr). Zahrnuty jsou objemy navic pro
kompenzaci chyby pfi pipetovani.

|
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Tabulka 11. Priprava smési qPCR

BCR-ABL
mbcr:
1 reakce ABL: 14+1 16+1 Koneéna
Komponenta (uh) reakce (ul) reakce (ul) koncentrace
Cerstvé
pfipravena
Master Mix 4,0 60 68,0 1x
LightCycler
TagMan, 5x
Priméry a
smés sond, 0,8 12 13,6 1x
25x
Voda pro
PCR bez 10,2 153 173,4 -
nukleazy
Vzorek (bude
pfidan v 50 5 kazdy 5,0 kazdy -
kroku 4)
Celkovy 20,0 20 kazdy 20,0 kazdy -
objem

3. Déavkujte 15 pl premixu qPCR na kapilaru.

4. Pridejte 5 ul produktu RT (cDNA, ekvivalent 100 ng RNA) ziskaného v
ramci reverzni transkripce (viz “Protokol: Doporu€ena
standardizovana zpétna transkripce EAC”, strana 12) v odpovidajici
zkumavce (celkovy objem 20 pl).

5. Jemné promichejte pipetovanim nahoru a dolu.

6. Umistéte kapilary do adaptérti dodavanych s pristrojem, kratce
odstred’ujte (700 x g, priblizné 10 sekund).

7. Kapilary viozte do tepelného cyklovace podle doporucéeni vyrobce.

8. Naprogramuijte pristroje LightCycler 1.2 nebo 2.0 pomoci programu
tepelnych cykll, jak jsou uvedeny v tabulce 12.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Tabulka 12. Teplotni profil

Rezim analyzy Kvantifikace
Vydrz Teplota: 95°C
Doba trvani: 10 minut
NarUst: 20
Cyklovani 50krat

95°C po 10 sekund; narust: 20

60°C po 1 minutu; narust: 20; se snimanim
fluorescence FAM: Jednotlivy

Drzet 2 45°C po 1 minutu; narust: 20

9. U pristroje LightCycler 1.2 postupujte podle kroku 9a. U pristroje
LightCycler 2.0 postupujte podle kroku 9b.

9a. LightCycler 1,2: Doporuéuje se F1/F2 a rezim “2"? derivative analysis'
(analyzy zalozené na 2. Derivaci). Spust'te program tepelného
cyklovani, jak je uvedeno v tabulce 12.

9b. LightCycler 2,0: Doporuc¢ujeme pouziti Automatické analyzy (F’’max)
na softwaru LightCycler 2.0, verze 4.0 pro ziskani
reprodukovatelnych vysledku. Spust'te program tepelného cyklovani,
jak je uvedeno v tabulce 12.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Protokol: gPCR na pristroji SmartCycler

Pri pouziti tohoto pristroje doporuCujeme méfit vzorky dvojmo a kontroly pouze
jednou, jak je uvedeno v tabulce 13.

Tabulka 13. Pocet reakci pro pristroj SmartCycler

Vzorky Reakce
S priméry ABL a smési sond (PPC-ABL)

n vzorkd cDNA n x 2 reakci

1 x 3 reakce (3 standardni fedéni,
kazdé jednotlivé testovano dvojmo)

Standard ABL
Kontrola vody 1 reakce

S priméry BCR-ABL mbcr a smési sond (PPF-mbcr)
n vzorkd cDNA n x 2 reakci

1 x 5 reakce (5 standardni fedéni,

standard mber kazdé jednotlivé testovano dvojmo)

Kontrola vody 1 reakce

Zpracovani vzorku na pfristroji SmartCycler

Doporucujeme testovani nejméné 5 vzorkl cDNA ve stejném experimentu s
cilem optimalizovat pouziti standardd a primértu a smési sond. Dvoublokové
schéma na obrazku 6 ukazuje pfiklad.

@90@9 VSechny rozbory na prvnim
bloku se provadi pomoci PPC-
00000000

°°°°e®°o VSechny rozbory na druhém
bloku se provadi pomoci PPF-
00000000

Obrézek 6. Navrhované nastaveni desky pro jeden experiment. S: vzorek cDNA; F1-5:
Standardy BCR-ABL mbcr; C1-C3: Vzorek ABL; H,O: kontrola vody.

gPCR na pristroji SmartCycler
Poznamka: VSechny ukony provadéjte na ledu.
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Postup

1. Nechte roztat vSechny nezbytné komponenty a umistéte je na led.
2. Pripravte nasledujici smés qPCR podle po¢tu zpracovavanych
vzorku.
VSechny koncentrace plati pro kone¢ny objem reakce.
Tabulka 14 popisuje pipetovaci schéma pro pripravu jedené smesi
reagencii vypocitané pro dosazeni konecného reakcniho objemu 25 pl.
Premix Ize pfipravit podle poctu reakci pomoci stejného priméru a smési
sond (bud PPC-ABL, nebo PPF-mbcr). Zahrnuty jsou objemy navic pro
kompenzaci chyby pfi pipetovani.

Tabulka 14. Priprava smési qPCR

BCR-ABL
mbcr:
1 reakce ABL: 14+1 16+1 Kone€na
Komponenta (uh reakce (ul) reakce (ul) koncentrace
Master mix
TagMan 12,5 1875 212,5 1x
Universal
PCR, 2x
Priméry a
smes sond, 1 15 17 1x
25x
Voda pro
PCR bez 6,5 97,5 110,5 —
nukleazy
Vzorek (bude
pridan v 5 5 kazdy 5 kazdy -
kroku 4)
Celkovy 25 o5 kazdy 25 kazdy -
objem

3. Davkujte 20 ul premixu gPCR na jamku.

4. Pridejte 5 pl produktu RT (cDNA, ekvivalent 100 ng RNA) ziskaného v
ramci reverzni transkripce (viz “Protokol: Doporuc¢ena
standardizovana zpétna transkripce EAC”, strana 12) v odpovidajici
zkumavce (celkovy objem 25 pl).

5. Jemné promichejte pipetovanim nahoru a dolu.
6. Vzorky viozte do tepelného cyklovace podle doporuéeni vyrobce.
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7. Naprogramujte pristroj SmartCycler pomoci programu tepelnych
cykld, jak jsou uvedeny v tabulce 15.

Tabulka 15. Teplotni profil

Vydrz Teplota: 50°C
Doba trvani: 2 minut
Drzet 2 Teplota: 95°C

Doba trvani: 10 minut
Cyklovani 50krat
95°C po 15 sekund
60°C po 1 minutu s pfiristkem: Jednotlivy

8. Doporucujeme nastaveni prahové hodnoty na 30. Spustte program
tepelného cyklovani, jak je uvedeno v tabulce 15.
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Interpretace vysledku

Princip datové analyzy

PFi pouziti technologie TagMan se pocet cykli PCR nezbytny pro detekci
signalu na prahovou hodnotou nazyva prahovy cyklus (Ct) a je pfimo umérny
mnozstvi pfitomné cilové latky na poCatku reakce.

Pomoci standardd se znamym poétem molekul mizete vytvofit standardni
kfivku a stanovit pfesné mnozstvi cilové latky pfitomné v testovacim vzorku.
Standardni kfivky ipsogenu jsou zaloZeny na plazmidech a pouzivame 3
plazmidova standardni Fedéni pro kontrolni gen ABL (CG) a 5 standardnich
fedéni pro FG, aby byly zajistény presné standardni kfivky. Obrazky 7 a 8
ukazuji pfiklad amplifikaCnich kfivek TagMan ziskanych pomoci sady ipsogen
BCR-ABL mbcr.

Amelitication Curves )
B ABL 103 P ey
I ABL 104 3
m ABL10°
g /l’
E |
o o~ —__.,_, - — -
\ -"A2:n) o
'tm » o

Obrazek 7. Detekce standardi ABL (C1, C2, C3). 10°% 10% a 10° kopii/5 pl.
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Obrazek 8. Detekce standardi BCR-ABL mbcr (F1-F5). 10*, 10%, 10° 10°, 10° kopii/5 pl.
Dopady

Standardni kfivka a kritéria kvality
Surova data Ize pro Ggely analyzy vloZit do souboru Excel®.

Pro kazdy gen (ABL a BCR-ABL) se surové hodnoty C; ziskané z nafedéni
plazmidovych standardui vynasi podle logaritmu poctu kopii (3, 4, a 5 pro C1,
C2acC3;1,2,3,5a6proF1, F2, F3, F4 a F5). Obrazek 9 ukazuje pfiklad
teoretické standardni kfivky vypocitané ze 5 standardnich fedéni.

Y =-3,32x + 39,84

40 1 R2=1

30 +

Cr

log (CN)

Obrazek 9. Teoreticka kfivka vypocitana z 5 standardnich fedéni. Vypocita se pfimka
linearni regrese (y = ax + b) pro kazdy gen (ABL a BCR-ABL), kde a je sklon pfimky a b je
prisecik s osou y, coz je soufadnice y bodu, kdy pfimka protind osu y. Jeji rovnice a
koeficient stanoveni (R?) se vytiskne do grafu.
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Jako standardy slouzi 10nasobna fedéni, teoreticky sklon kfivky je -3,3. Sklon
od -3,0 do -3,9 je pfijatelny, pokud je R* >0,95 (2). OvSem hodnota R? >0,98 je
Zzadouci pro presné vysledky (3).

Normalizovany pocet kopii (NCN)

Standardni rovnice kfivky ABL by se méla pouzit pro transformaci surovych
hodnot Ct (ziskanych pomoci PPC-ABL) pro neznamé vzorky do poctu kopii
ABL (ABLcy).

Standardni rovnice kfivky BCR-ABL by se méla pouzit pro transformaci
surovych hodnot C+ (ziskanych pomoci PPF-mbcr) pro neznamé vzorky do
poctu kopii BCR-ABL (BCR-ABL mbcrcy).

Pomér téchto hodnot CN dava normalizovany pocet kopii (NCN):

BCR-ABL mbcr ¢y
NCN = x 100
ABLcy

Hodnota MRD

Hodnota minimalniho rezidualniho onemocnéni (MRD) je pomér mezi
normalizovanou expresi CG FG v kontrolnich (FGcn/CGen)rup @
diagnostickych vzorcich (FGcn/CGen)ox-
Hodnota MRD (FGen/CGen)rup
(MRDv) = (FGen/CGen)ox

Citlivost

Citlivost (SENSv) se vypocita podle relativni exprese FG pfi diagndze
(FGcn/CGen)px @ expresi CG (CGep rup) V kontrolnim vzorku.

CGCN,DX

Citlivost (SENSv) =
CGen rup X FGen,px

Kontrola kvality u hodnot ABL

Spatna kvalita RNA nebo problémy b&hem krokt gPCR ma za nasledek nizky
poCet ABLcn. Doporucujeme odmitnout vysledky ze vzorkd davajici ABLcy
<1318 (nizsi hodnota 95% CI ze vzork( pacienta ve studii EAC, odkaz 4).

Reprodukovatelnost mezi replikéaty

Variace hodnot C; mezi replikaty by méla byt <2, coz odpovida Ctyfnasobné
zméné hodnot poctu kopii.

Variace hodnot Ct mezi replikaty je obecné <1,5, pokud bude hodnota C+
replikatl <36 (2).
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Poznamka: Kazdy uzivatel by mél méfit vlastni reprodukovatelnost ve své
laboratofi.

Kontroly vody
Negativni kontroly by mély davat nulovou CN.

Pozitivni kontrola vody je vysledkem zkfiZena kontaminace. Viz “Reseni
problému” nize, kde naleznete feSeni.

Reseni problému

V této kapitole naleznete uzitecné informace, které Vam mohou pomoci pfi
feSeni pfipadnych problémd. Vice informaci Ize ziskat také na internetové
strance nasi technické podpory: www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Védci z
technické podpory QIAGEN vzdy radi zodpovi Vase otazky ohledné informaci
a protokolu v tomto manualu nebo pfipravy vzorku a jejich technologii rozboru
(moznosti navazani kontaktu viz “Kontaktni informace”, strana 44).
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Komentare a navrhy

Negativni vysledek pro kontrolni gen (ABL) a BCR-ABL mbcr ve vSech
vzorcich — standard je v poradku

a) Nizka kvalita RNA Pfed zahajenim vzdy zkontrolujte kvalitu a
koncentraci RNA.

Spustte pozitivni kontrolu RNA bunécéné linie
(vysoce pozitivni kontrola v sadé kontrol
ipsogen BCR-ABL1 mbcr, katalogové Cislo
670091) soubézné.

b) Selhani kroku zpétné Pfed zahajenim vzdy zkontrolujte kvalitu a
transkripce koncentraci RNA.

Spustte pozitivni kontrolu RNA bunécéné linie
(sadé kontrol ipsogen BCR-ABL1 mbcr,
katalogové Cislo 670091) soubézné.

Negativni vysledek pro kontrolni gen (ABL) ve vzorcich — standard je v

poradku

a) Nizka kvalita RNA Pfed zahajenim vzdy zkontrolujte kvalitu a
koncentraci RNA.

Spustte pozitivni kontrolu RNA bunééné linie
(sadé kontrol ipsogen BCR-ABL1 mbcr,
katalogové Cislo 670091) soubézné.

b) Selhani kroku zpétné Pfed zahajenim vzdy zkontrolujte kvalitu a
transkripce koncentraci RNA.

Spustte pozitivni kontrolu RNA bunééné linie
(sadé kontrol ipsogen BCR-ABL1 mbcr,
katalogové Cislo 670091) soubézné.

Standardni signal negativni

a) Chyba pipetovani Zkontrolujte schéma pipetovani a nastaveni
reakce.

Opakujte chod PCR.

b) Nevhodné uchovavani Uchovavejte sadu ipsogen BCR-ABL1 mbcr pfi
komponent sady teploté od —15 do —30°C a chrante priméry a
smési sond (PPC a PPF) pfed svétlem. Viz
“Uchovavani a nakladani s reagenciemi”, strana
10.

Chrante pfed opakovanym zmrazZenim nebo
roztavenim.

Alikvotni reagencie pro uchovavani.
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Komentare a navrhy

Negativni kontroly jsou pozitivni
Kfizové kontaminace Vymeérnte vSechny kritické reagencie.

Zopakujte experiment s novym alikvotnimi
mnozstvimi vSech reagencii.

Vzdy nakladejte se vzorky, komponenty sady a
spotrebni materialy ve shodé s bézné pfijatou
praxi, aby se zabranilo kontaminaci pfenosem.

Nulovy signal i u standardnich kontrol

a) Chyba pipetovani nebo Zkontrolujte schéma pipetovani a nastaveni
vynechané reagencie. reakce.

Opakujte chod PCR.

b) Inhibi¢ni ucinky Zopakujte pfipravu RNA
materialu vzorku
zpusobené
nedostateCnym
Cisténim

c) LightCycler: Vybran Zadejte nastaveni kanélu na F1/F2 nebo 530
nespravny detekéni nm/640 nm.
kanal

d) LightCycler: Snimani Zkontrolujte programy cyklu.
dat nebylo

, Zkontrolujte rezim snimani "jednotlivy" na konci
naprogramovano

kazdého segmentu snimani programu PCR.

NepfFitomny nebo nizky signal u vzorku, ale standardni kontroly jsou v
poradku.

a) Nizkéa kvalita RNA Pfed zahajenim vzdy zkontrolujte kvalitu a
nebo nizka koncentraci RNA.
koncentrace

Spustte pozitivni kontrolu RNA bunécéné linie
(sadé kontrol ipsogen BCR-ABL1 mbcr,
katalogové Cislo 670091) soubézné.

b) Selhani kroku zpétné Pfed zahajenim vzdy zkontrolujte kvalitu a
transkripce koncentraci RNA.

Spustte pozitivni kontrolu RNA bunécné linie
(sadé kontrol ipsogen BCR-ABL1 mbcr,
katalogové Cislo 670091) soubézné.
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Komentare a navrhy

Intenzita fluorescence je prilis nizka

a) Nevhodné uchovavani Uchovéavejte sadu ipsogen BCR-ABL1 mbcr pfi
komponent sady teploté od —15 do —30°C a chrante priméry a
smési sond (PPC a PPF) pfed svétlem. Viz
“Uchovavani a nakladani s reagenciemi”, strana
10.

Chrante pfed opakovanym zmrazenim nebo
roztavenim.

Alikvotni reagencie pro uchovavani

b) Velmi nizké vychozi ZvétSete mnozstvi RNA vzorku

mnozstvi cilove RNA Poznamka: V zavislosti na zvolené metodé

pripravy RNA se mohou vyskytnout inhibi¢ni
ucinky.
LightCycler: Intenzita fluorescence se méni

a) Chyba pipetovani Proménlivost zpusobena tzv. "chybou
pipetovani" Ize snizit analyzou dat v reZimu
F1/F2 nebo 530 nm/640 nm.

b) Nedostate¢na Pfipravena smés PCR muze byt stale pfitomna
centrifugace kapilar v horni ¢asti kapilary nebo muze dojit k
zachyceni vzduchové bubliny v hrotu kapilary.

Vzdy centrifugujte kapilary na plnéné reakéni
smési, jak je to popsano v konkrétni provozni
prirucce pfistroje.
c) VnéjSi povrch hrotu Pfi manipulaci s kapilarami vzdy noste rukavice.
kapilary je znecCisténi
LightCycler: Chyba standardni kfivky
Chyba pipetovani Proménlivost zpusobena tzv. "chybou

pipetovani" Ize snizit analyzou dat v reZimu
F1/F2 nebo 530 nm/640 nm.

Rizeni jakosti
Na pfistroji LightCycler 480 provedte fizeni jakosti uplné sady. Tato sada se

vyrabi podle normy ISO 13485:2003. Certifikaty o analyze jsou k dispozici na
pozadani na adrese www.giagen.com/support/.
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Omezeni

UZivatelé musi byt Skoleni a obeznameni s touto technologii pfed pouzitim
tohoto zafizeni.

Jakeékoliv ziskané diagnostické vysledky se musi interpretovat v kontextu
ostatnich klinickych nebo laboratornich nalezu. Uzivatel odpovida za validaci
chovani systému v souvislosti s jakymikoliv postupy pouzitymi v jeho
laboratofi, které nejsou zahrnuty do studii chovani QIAGEN.

Dbejte na konec doby pouzitelnosti uvedeny na baleni a na stitcich
jednotlivych komponent. NepouZzivejte reagencie s proslou trvanlivosti.

Poznamka: Sada byla navrZzena podle studii "Europe Against Cancer" (EAC -
Evropa proti rakoviné) (4) a je ve shodé s aktualizovanymi mezinarodnimi
doporucenimi (3, 5). Méla by se pouzit podle pokynu uvedenych v této
priru¢ce v kombinaci s validovanymi reagenciemi a pfistroji (viz “Pozadované
materialy, které nejsou soucasti dodavky”, strana 8). Jakékoliv pouziti tohoto
vyrobku mimo schvélené indikace a/nebo Uprava komponent zneplatni
zavazky QIAGEN.

Vykonnostni charakteristiky

Neklinické studie

Materialy a metody

Hodnoceni vykonu bylo provedeno na pfistroji ABI PRISM 7700 SDS v
kombinaci s reagenciemi uvedenymi na seznamu v “PoZadované materialy,
které nejsou soucéasti dodavky”, strana 8. Studie ekvivalence validovaly jeji
pouZziti pro nasledujici pristroje: Pristroje ABI PRISM 7000 a 7900HT SDS,
LightCycler 1.2 a 480, pfistroj Rotor-Gene 3000 a SmartCycler (6).

Ke zjiSténi analytické vykonnosti sady ipsogen BCR-ABL1 mbcr byly
provedeny neklinické studie. Tyto neklinické laboratorni studie byly provedena
na celkové RNA z buné&né linie TOM1 nafedéné konstantnim kone¢nym
mnoZstvi celkové RNA bunécné linie MV4-11.

Pro stanoveni opakovatelnosti analyzy bylo analyzovano 5 rliznych
koncentraci celkové RNA TOM1 (5 ng, 500 pg, 50 pg, 5 pg a 0,5 pg) nafedéné
v celkové RNA MV4-11 v konstantnim kone¢ném celkovém mnozstvi 1000 ng
v 5 replikatech na béh a ve 4 raznych bézich (obrazek 10).
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Obrazek 10. Vyneseni amplifikaci fedéni celkové RNA TOM1 5 x 1073 (5 ng), 5x 10™*
(0,5 ng) a5 x 107 (0,05 ng) v negativni celkové RNA MV4-11.

Analytické udaje

Tabulky 16—19 ukazuji analyzy jednotlivych rozbort s primérnym prahovym
cyklem, (C+), smérodatnou odchylkou (SD), poétem vzorku (n), variaCnim
koeficientem (CV), primérnym poc¢tem kopii (CN) a primérnym
normalizovanym poc&tem kopii (NCN).

Tabulka 16. Analyza jednotlivych rozborii — mbcr bunéénych linii a ABL

Bunééna ] Primérny Cv
linie Redéni Cr SD n (%)
5 x 1073 (5 ng/1 pg) 29,19 0,26 20 0,88

mbcr 5x 10 (0,5 ng/1 pg) 33,70 0,48 20 1,47
5 x 10 (0,05 ng/1 pg) 37,03 1,16 20 3,15

ABL — 25,01 0,87 100 3,46
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Tabulka 17. Analyza jednotlivych rozborti — plazmidy

Gen Primérny CVv
Plazmid Cr SD n (%)

F1 (10" kopif) 35,19 090 11 2,57

F2 (107 kopif) 31,87 0,64 12 1,99

mber F3 (10° kopif) 28,41 0,71 12 2,50
F4 (10° kopif) 21,48 0,59 12 2,76

F5 (10° kopif) 18,37 0,71 12 3,89

C1 (10° kopif) 29,68 0,85 12 2,86

ABL C2 (10* kopif) 26,01 0,51 12 1,96
C3 (10° kopif) 22,53 0,42 12 1,86

Tabulka 18. Analyza jednotlivych rozborti — mbcr bunéénych linii BCR-
ABL a ABL (pramérny CN)

Bunécna 3 Primérny

linie Redéni CN SD n  CV (%)

5x107°
587,30 194,10 20 33,05

(5 ng/1 pg)

BCR-ABL 5x 107
mber (0.5 ng/1 pg) 57,84 20,38 20 35,23

5x10°
(0,05 ng/1 1g) 4,39 2,73 20 62,35
ABL — 22 038,22 9459,17 100 42,92
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Tabulka 19. Analyza jednotlivych rozborti — mbcr bunéénych linii BCR-
ABL (primérny NCN)

Bunééna 5 Primérny CVv
linie Redéni NCN* SD n (%)
5x10° (5ng/lug) 267,46 9322 20 3485
el 5x10° (0,5 ng/l ug) 23,54 736 20 31,28
mbcr -5
5x10 JSSOS ng/l 2,60 280 20 107,66

* Pouze pro tyto studijni vysledky se NCN udava BCR-ABL mbcr ¢y
jako ABLcn

X 10000.

Klinické studie

Hodnoceni vykonU bylo provedeno na pfistroji ABI PRISM 7700 SDS v
kombinaci s reagenciemi uvedenymi na seznamu v “Pozadované materialy,
které nejsou soucasti dodavky”, strana 8. Studie ekvivalence validovaly jeji
pouziti pro nasledujici pfistroje: Pfistroje ABI PRISM 7000 a 7900HT SDS,
LightCycler 1.2 a 480, pfistroj Rotor-Gene 3000 a SmartCycler (6).

Skupina 26 laboratofi v 10 evropskych zemich organizovanych v ramci
koordinovaného postupu Evropa proti rakoviné (EAC) pouzila plazmidy
poskytnuté IPSOGEN ke zjisténi standardizovaného protokolu pro analyzu
gPCR hlavnich genu fuze spojované s leukémii v klinickém nastaveni.
Transkript BCR-ABL p190 byl jednim z genu fuze (FG) zafazenych do studie.
Pfedkladame zde souhrn této validacni studie; plné vysledky byly zvefejnény v
roce 2003 (4, 7).

Mezilaboratorni reprodukovatelnost pro plazmidové standardy CG a FG

Jedenact laboratofi provedlo experiment mezilaboratorni reprodukovatelnosti s
cilem vyhodnotit variabilitu méfeni standardnich fedéni plazmidi CG a FG.
Redéni byla provadé&na v kazdém zafizeni dvojmo. Tabulka 20 uvadi primér,
smérodatnou odchylku a CV (%) pro kazdé fedéni.
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Tabulka 20. Mezilaboratorni reprodukovatelnost pro plazmidove
standardy CG a FG

Gen Redéni Pramér C:SD  CV (%)
C1 29,04 0,53 1,82

Kontrolni gen ABL C2 25,64 0,47 1,84
C3 22,10 0,34 1,55
F1 35,99 1,18 3,28
F2 32,05 0,74 2,32

Gen fuze BCR-ABL mbcr F3 28,43 0,65 2,29
F4 21,60 0,59 2,72
F5 18,24 0,46 2,57

Hodnoty exprese transkriptu FG BCR-ABL mbcr

Tabulky 21 a 22 ukazuji hodnoty exprese transkriptu FG BCR-ABL mbcr a
ABL CG pro bunécnou linii TOM1, pacienti ALL pfi diagndéze a normaini
pacienti.

Tabulka 21. Hodnoty exprese transkriptu FG BCR-ABL a hodnoty ABL
CG—Cy

Hodnoty Ct (95% rozsah)

BCR-ABL mbcr ABL
Bunécna linie TOM1 22,8 21,8
Vzorky pacientt ALL
BM (n =17) 24,7 (21,3-27,1) 24,5 (21,7-27,1)
PB(n=7) 23,3 (21,7-29,1) 22,5 (21,0-27,0)
Negativni vzorky pacientt
BM (n = 26) - 25,35 (24,68-26,02)
PB (n = 74) - 25,15 (24,83-25,48)
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Tabulka 22. Hodnoty exprese transkriptu FG BCR-ABL mbcr a hodnoty
ABL CG — CN aNCN

Hodnoty NCN

Hodnoty CN (95% rozsah) (95% rozsah)
CN BCR-ABL
BCR-ABL mbcr ABL mbcr/CN ABL
Vzorky pacientti ALL
_ 9550 11.912 0,8
BM(n=17)  (1738-97.724)  (5012-70.795) (0,35-1,38)
PB (n=7) 91 201 134 896 0,68
(1905-208.930) (4786-114.815) (0,4-1,82)
Negativni vzorky pacientt
_ 19.201
BM (n = 26) - (12.922-25.480) -
PB (n = 74) _ 21.136 _

(17.834-24.437)

Hodnoty ABL Ct se mezi normalnimi a leukémickymi vzorky vyznamné
nelisily, a to ani mezi typy vzorkl (PB nebo BM) nebo mezi leukémickymi
vzorky (ALL, AML, CML).

Miry vyskytu faleSné pozitivni a faleSné negativnich vzorku

Miry vyskytu faleSné negativnich a faleSné pozitivnich vzorkl byly vypocitany

pomoci nasledujicich kontrol.

B Pozitivni kontroly: Buriky TOM1, buné¢na linie dobfe znama pro svoji
pozitivitu pro gen fuze BCR-ABL p190; vzorky pacientl jiz hodnoceny na
pozitivitu p190

B Negativni kontroly: Negativni vzorky RNA, kontroly bez amplifikace (NAC)
ziskané z RNA E. coli namisto humanni RNA pro kontrolu kontaminace

PCR a beztemplatové kontroly (NTC), které obsahovaly vodu misto lidské
RNA

Amplifikace na vzorcich RNA FG byla provadéna trojmo a dvojmo pro CG.

FaleSné negativni vzorek byl definovan jako pozitivni RNA vzorek s méné nez
50 % pozitivnich jamek (0/2, 0/3 nebo 1/3).

FaleSné pozitivni vzorek byl definovan jako negativni vzorek s méné nez 50 %
pozitivnich jamek (1/2, 2/3 nebo 3/3).

Tabulka 23 ukazuje pocet a procentualni podil faleSné negativnich a faleSné
pozitivnich vzork.
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Tabulka 23. Falesné negativni a faleSné pozitivni vzorky

FaleSna negativita FaleSna pozitivita
Negativni kontrola
10°° 10" FG NAC/NTC
0 % (0/54) 4 % (3/75) 4,8 % (6/126) 5,8 % (7/120)
Odkazy

QIAGEN udrzuje rozsahlou aktualni online databazi védeckych publikaci, které
hodnoti produkty QIAGEN. Podrobné volby hledani umozniuji nalezeni
potfebnych ¢lanku, budto jednoduchym zadanim kli€ovych slov nebo
upfesnénim druhu aplikace, oboru vyzkumu, nazvu, atd.

Uplny seznam literatury naleznete v databance "QIAGEN Reference
Database" na strance www.giagen.com/RefDB/search.asp nebo kontaktujte
technicky servis QIAGEN nebo Vadeho mistniho distributora.
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Symboly

Na obalech a Stitcich se mohou objevit nasledujici symboly:

W Obsahuje reagencie pro <N> reakci
<N>
g Pouzijte do
IVD Prostfedky zdravotnickeé techniky pro in vitro diagnostiku

Katalogové Cislo

Cislo 3arze
MAT Cislo materialu
GTIN Mezindrodni ¢islo obchodni polozky GTIN

Teplotni rozmezi

Vyrobce

Dalsi informace viz navod k pouziti

=l Y-

Kontaktni informace

Pro technickou podporu a vice informaci navstivte centrum technické podpory
na adrese www.giagen.com/Support, volejte 00800-22-44-6000, kontaktujte
jedno z technickych servisnich oddéleni QIAGEN nebo nase mistni
distributory (viz posledni stranka obalu nebo navstivte www.giagen.com).
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Informace o zplisobu objednavani

Produkt Obsah Kat. ¢.
ipsogen BCR-ABL1 Pro 24 reakci: Standardy genu kontroly 670023
mbcr Kit (24) ABL, standardy genu fuze BCR-ABL

mbcr, primér a smés sond ABL, primér
a smés sond genu fuze BCR-ABL
mbcr

Rotor-Gene Q MDx — pro analyzu PCR v realném ¢ase
validované IVD v klinickych aplikacich

Rotor-Gene Q MDx CyklovaC€ PCR v realném Case a 9002032
5plex HRM Platform analyzator taveniny s vysokym

rozliSenim s 5 kanaly (zeleny, Zluty,

oranzovy, ¢erveny, nachovy) plus

kanal HRM, laptop, software,

prislusenstvi, 1leta zaruka na dily a

praci, instalace a Skoleni neni zahrnuto

Rotor-Gene Q MDx PCR cyklér pracujici v realném Case a 9002033
5plex HRM System analyzator kfivek tani s vysokym

rozliSenim (High Resolution Melt -

HRM) s 5 kanaly (zeleny, Zluty,

oranzovy, ¢erveny, purpurovy) plus

HRM kanal, notebook pocitac,

software, prislusenstvi, rocni zaruka na

soucasti a servis v€etné instalace a

Skoleni

Sada kontrol ipsogen BCR-ABL1 mbcr — pro kvalitativni
validaci extrakce RNA a reverzni transkripce genu faze
BCR-ABL mbcr

ipsogen BCR-ABL1 Bunécné linie s negativni, vysokou a 670091
mbcr Controls Kit nizko pozitivni expresi genu fuze BCR-
ABL mbcr

Aktualni licen¢ni informace a odmitnuti odpovédnosti specificka pro vyrobek
jsou uvedeny v prirucce pro sadu QIAGEN nebo pfirucce uzivatele. Manualy k
produktim QIAGEN jsou dostupné na www.giagen.com nebo na pozadani u
technického servisu QIAGEN nebo lokalniho distributora.
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Tato stranka byla umysiné ponechana prazdna
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Tento produkt je uréen pro diagnostické pouziti in vitro. Produkty ipsogen se nesmi dale prodavat, upravovat pro dal$i prodej nebo pouzivat k
vyrobé& komerénich produkttl bez pisemného souhlasu spole¢nosti QIAGEN.

Informace v tomto dokumentu se mohou zménit bez pfedchoziho oznameni. QIAGEN nepfiebira Zadnou odpovédnost za Zadné chyby, které se
mohou v tomto dokumentu objevit. Ma se za to, Ze tento dokument je v dobé zvefejnéni Uplny a presny. V zadném pfipadé nebude QIAGEN
odpovidat za nahodné, zvlastni, nasobné nebo nasledné Skody souvisejici s pouzivanim tohoto dokumentu nebo z ného vyplyvajicich.

Produkty ipsogen maji zaruku na dodrzeni pro né stanovenych technickych parametrd. Vyluény zavazek QIAGEN a vyluény opravny prostfedek
zékaznika se omezuje na nahradu vyrobkd zdarma v pfipadé, Ze se vyrobky nebudou chovat podle zaruky.

Ochranné znamky: QIAGEN®, ipsogen®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group); ABI PRISM®, FAM™ RNaseOUT™, SuperScript®, SYBR®, TAMRA™
(Life Technologies Corporation); Agilent®| Bioanalyzer™ (Agilent Technologies, Inc.); Excel® (Microsoft Corporation); LightCycIer®, TaqMan®
(Roche Group); SmartCycIer® (Cepheid).

Omezena licenéni smlouva
Pouzitim produktu vyjadfuje kupujici nebo uzivatel sady ipsogen BCR-ABL1 mbcr souhlas s nasledujicimi podminkami:

1. Sadaipsogen BCR-ABL1 mbcr smi byt pouZivana vyhradné v souladu s PFiruckou sady ipsogen BCR-ABL1 mbcr a pouze s komponentami
obsazenymi v sadés. QIAGEN neposkytuje zadnou licenci v ramci kteréhokoliv svého duSevniho vlastnictvi k pouZiti nebo k zaclenéni
pfiloZzenych komponent sady s komponenty, které nejsou zahrnuty v této soupraveé, s vyjimkou pfipadt uvedenych v Pfiruéce sady ipsogen
BCR-ABL1 mbcr a dodateénych protokolech dostupnych na www.giagen.com.

2.  QIAGEN neposkytuje zadnou jinou zaruku nez vyslovné stanovené licence v tom smyslu, Ze tato sada a/Nebo jeji pouZiti nenarusuje prava
tfetich stran.

3. Tato sada a jeji dily jsou licencovany k jednordzovému pouZiti a nesmi se pouzivat opakované, pfepracovana ani opakované prodéavat.
4.  QIAGEN specificky odmita jakékoliv dalsi vyslovné nebo nepfimé licence s vyjimkou téch, které jsou uvedeny vyslovné.

5. Kupujici a uzivatel této sady souhlasi s tim, Ze neposkytne a nepovoli nikomu jinému provadét Zzadné kroky, které by mohly vést nebo by
usnadnily jakékoliv shora zakazané cinnosti. QIAGEN muze zakazy tohoto Omezeného licenéniho ujednani prosadit u kazdého soudu a
vyzadovat Uhradu vSech vySetfovacich a soudnich poplatk(, vé. poplatk( za advokata, v ramci jakéhokoliv postupu k prosazeni tohoto
Omezeného licen¢niho ujednani nebo jakychkoliv jinych prav dusevniho vlastnictvi vztahujicich se na tuto soupravu a/nebo jeji komponenty.

Pro aktualizovana licenéni ustanoveni viz www.giagen.com.

HB-1357-002 © 2013-2015 QIAGEN, vSechna prava vyhrazena.
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