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QIAGEN Sample and Assay Technologies

QIAGEN ir tadu inovativu paraugu un analizu tehnologiju vadoSais
piegadatajs, kuras nodrosina jebkadu biologisko paraugu satura izoléSanu un
noteikSanu. Misu musdienigie augstas kvalitates izstradajumi un pakalpojumi
garanté sekmigu parauga apstradi un rezultata ieguvi.

QIAGEN nosaka talak noradito procesu standartus.
B DNS, RNS un olbaltumvielu izdali§ana

B Nukleinskabju un olbaltumvielu analizes

B mikroRNS izpéte un RNSi

B Paraugu un analizu tehnologiju automatizacija

MUsu misija ir radit jums iespé&ju sasniegt izcilus panakumus un izdarit lielus
atklajumus. Lai iegitu sikaku informaciju, apmeklgjiet vietni
www.giagen.com.


http://www.qiagen.com/
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Paredzetais lietojums

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR Kit komplekts ir paredzéts, lai kvantitativi
noteiktu BCR-ABL p210 b2a2 vai b3a2 transkriptu daudzumu kaulu smadzenu
vai periférisko asinu paraugos, kas nemti no akatas limfoblastu leikémijas
(ALL) vai hroniskas mieloidu leikémijas (HML) pacientiem, kuriem ieprieks
diagnosticéts BCR-ABL Mbcr hibridgéna (HG) notikums. Tests paredzéts, lai
novertétu molekularas reakcijas ITmeni; rezultatus var izmantot minimalas
atlikusas slimibas novérosanai.

Kopsavilkums un skaidrojums

Pamatinformacija par HML

HML pieder mieloproliferativo neoplazmu grupai, un > 90% gadijumu to
raksturo Filadelfijas hromosomas (Philadelphia chromosome, Ph) klatbutne.

So hromosomu veido reciproka translokacija starp 9. un 22. hromosomas,
t(9;22), garajiem pleciem, turklat BCR (parravumu klasteru regions) atrodas
22. hromosoma un c-ABL onkogéns atrodas 9. hromosoma. Attiecigais
apvienotais géns, BCR-ABL, tiek transkribéts 8,5 kb mRNS virkné kopa ar

2 krustojuma variantiem b2a2 (40% gadijumu) un b3a2 (55% gadijumu). Tas
Sifré hibridu proteinu, p210, ar palielinatu tirozinkinazes aktivitati. b2a3 un
b3a3 transkripts médz but mazak neka 5% gadijumu. PieaugusSiem ALL
pacientiem 35% gadijumu var tikt novérota art Ph hromosoma.

HML sastopamiba gada ir aptuveni 1-2 gadijumi uz 100 000 cilvéku, un HML
veido 20% pieaugus$o leikémiju. Kliniski ta tiek izteikta ka parmérigs skaits
mieloidu $0nu, kas normali diferencéjas un funkcioné. HML pacienti 90-95%
gadijumu tiek diagnosticéti hroniska vai stabila slimibas faze. Ka noveérots,
vidéji 4 I'dz 6 gadu laika pacienti sasniedza paatrinato fazi, izraisot blastu krizi
un akatu leikémiju, kas vienmér ir letala. Imatiniba un pédeja laika art otras
paaudzes tirozinkinazes inhibitoru (Tyrosine Kinase Inhibitors, TKI)
izmantoSana ievérojami mainija slimibas ierasto gaitu: lielakajai dalai pacientu
tagad ir remisija un viniem ir nepiecieSama ilgstoSa novérosana un slimibas
uzraudziba.

Slimibas uzraudziba

Sobrid HML terapijas meérkis ir panakt 100% izdzivoSanu un Ph hromosomas
negativu raditaju. Lidz ar to ir batiska slimibas uzraudziba, lai novértéetu
atbildes reakciju uz arstéSanu un noteiktu agrinu recidivu katram pacientam.
Veicot TKI terapiju, pacienti no hematologiskas remisijas parasti pariet uz
citogenétisko un péc tam — uz molekularo remisiju, kas atbilst leikémisko
Sunu un BCR-ABL transkriptu skaita samazinajumam, ka noradits 1. attéla.
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Diagnoze, iepriekS€ja arstéSana vai
hematologiskais recidivs
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1. attels. Pielagots no 1. atsauces.

Standarta metode audzéja masas noteik§anai HML pacientiem ir kaulu
smadzenu (Bone Marrow, BM) metafazu parasta citogenétiska analize

(G joslas). Citogenétiska reakcija tiek novértéta vismaz 20 kaulu smadzenu
metafazém. Citogenétiskas reakcijas Tmenis tiek noteikts, nemot véra

Ph hromosomas pozitivo metafazu procentualo daudzumu (skatit 1. tabulu,
2. atsauci). Tomer Sis novéertéjums ir atkarigs no laboratorijas rezultatiem un
tam ir zema jutiba — 5%, analizéjot 20 metafazes.

Tagad reallaika kvantitativa polimerazes kédes reakcija (quantitative
Polymerase Chain Reaction, gPCR), ar kuru periférisko asinu (Peripheral
Blood, PB) parauga materialos nosaka BCR-ABL Mbcr mRNS daudzumu, ir
dala no slimibas uzraudzibas metodém HML arsté$ana. ST metode ir ne tik
invaziva ka standarta kaulu smadzenu metafazu citogenétika, ka art ta ir
jutigaka.

Nesen tika atjauninati art ieteikumi HML slimibas uzraudzibai, lai ieklautu
jaunus Klinisko pétijumu kliniskos pieradijumus, ka art ieklautu uzlabotus
slimibas uzraudzibas mérkus un paliglidzeklus. Jaunakos ieteikumus par
reakcijas defin@Sanu un pacientu, kuri sanem imatiniba terapiju, uzraudzibu
sniedz ELN (European Leukaemia Net — Eiropas Leikozes tikls) eksperti (2).
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Tehniskaja zina starptautiskie eksperti ir centuSies saskanot BCR-ABL Mbcr
testéSanu un zinoSanu (3-5). Turklat nesen PVO aizbildniba tika apstiprinats
atsauces panelis, lai varétu vienkarsi standartizét BCR-ABL daudzuma
noteikSanu (6).

Procediras princips

gPCR
Pilnasinis 5 pl cDNS
BCR-ABL LightCycler 1.2,
¥ - 1.5vai 2.0
RNS cDNS ABL
;\ 4 + 15 pl specifisku gPCR ieprieks
.| RNS I cDNS /7 sajauktu 4 paraugu, katra izpildé
e izoléSana* | l sintéze* ‘ ] divos eksemplaros
- \ BCR-ABL ABL
e e Rotor-Gene Q 5plex HRM
00 D (72 stobrinu rotors),
« Netiek vei EOREORRCEE0 | § LightCycler 480, Applied
Netiek veikt: Y 4 . .
Ec;r?np;:eeklt;1 o : Biosystems 7500 vai ABI
Reagenti nav ieklauti o8 ¥ PRISM 7900HT
komplektacija. 'E ..... e

+ 20 pl specifisku gPCR ieprieks sajauktu
8 paraugu, katra izpildé divos eksemplaros

2. attéels. RNS izolésana, cDNS sintéze un qPCR.

gPCR lauj precizi noteikt PCR produktu daudzumu PCR amplifikacijas
procesa eksponencialaja faze. Kvantitativos PCR datus var atri iegut bez
apstrades péc PCR, veicot reallaika fluorescéjoso signalu noteikSanu PCR
cikla laika un/vai péc ta un tadejadi ievérojami samazinot PCR produkta
kontaminacijas risku. Paslaik ir pieejami 3 galvenie gPCR metozu tipi: g°PCR
analize, izmantojot SYBR® Green | Dye, gPCR analize, izmantojot hidrolizes
zondes, un gPCR analize, izmantojot hibridizacijas zondes.

Saja analizé tiek izmantots gPCR divu krasvielu oligonukleotidu hidrolizes
princips. PCR laika tieSie un atgriezeniskie praimeri hibridiz€jas noteikta
sekvencé. Taja pasa maisijuma ir divu krasvielu oligonukleotids. ST zonde,
kuras sastava ir oligonukleotids, kas ir ieziméts ar 5’ reportera krasvielu un
pakartotu, 3’ dz&séja krasvielu, hibridiz&jas ar mérka sekvenci PCR produkta.
gPCR analize ar hidrolizes zondém izmanto Thermus aquaticus (Taq) DNS
polimerazes 523’ eksonukleazes aktivitati. Ja zonde ir neskarta, reportera
krasas klatbutne dzéséja krasa samazina reportera fluorescenci, ko
galvenokart izraisa Forster veida energijas parnese.

Ja PCR laika ir pieejams interesgjoSais mérkis, zonde normaliz&jas Tpasi starp
tieSa un atgriezeniska praimera vietam. DNS polimerazes 523’ eksonukleazes
aktivitate saskel zondi starp reporteru un dzéséju tikai tad, ja zonde hibridizéjas
ar mérki. Péc tam zondes fragmenti tiek novirziti no mérka, un turpinas virknes
polimerizacija. Zondes 3’ gals tiek blokéts, lai nepielautu zondes pagarinaSanos
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PCR laika (3. attéls). Sis process notiek katra cikla, un tas nekavé
eksponencialu produkta uzkrasanos.

Fluorescences signala pieaugums tiek noteikts tikai tad, ja mérka sekvence ir
komplementari saistita ar zondi un tadéjadi tiek amplificéta PCR laika. So
prasibu dél nespecifiskd amplifikacija netiek noteikta. Lidz ar to fluorescences
pieaugums ir tieSi proporcionals mérka amplifikacijai PCR laika.
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(. ——
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_______________ produkts un
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A
VY {( TieSie un
< > Report P —
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* Dzeéséjs -—=> PCR produkts . Taq polimeraze

3. attéls. Reakcijas princips. Summarajai RNS tiek veikta atgriezeniska transkriptaze, un
PCR amplificé generéto cDNS, izmantojot specifisku praimeru pari un specifisku iek$éjo divu
krasvielu zondi (FAM™-TAMRA™). Katras PCR normalizacijas darbibas laika zonde saistas
ar amplikonu. Kad Taq pagarinas no amplikonam piesaistita praimera, ta nobida zondes

5’ galu, kuru péc tam noarda Taq DNS polimerazes 5> 3’ eksonukleazes aktivitate.
Slgeléanés turpinas Iidz bridim, kad atlikusT zonde izkausé amplikonu. Sis process Skiduma
atbrivo fluoroforu un dzéséju, telpiski tos atdalot un [1dz ar to izraisot FAM fluorescences
pieaugumu un TAMRA fluorescences samazinajumu.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Nodrosinatie materiali

Komplekta saturs

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR Kit (24)
Kataloga nr. 670723
Reakciju skaits 24
High Positive RNA Control 3x10ul
(Augsti pozitiva RNS kontrole)

IS-MMR Calibrator (IS-MMR kalibrators) 3x10ul
Mbcr and ABL Single Plasmid Standard SP1-BCR-ABL

Dilution (Mbcr un ABL vienas plazmidas Mbcr & ABL 35 pl
standarta at$kaidijums) (10* kopijas/5 pl)

Mbcr and ABL Single Plasmid Standard i i

Dilution (Mbcr un ABL vienas plazmidas S;%CI?%RAQEL 35 ul
standarta atSkaidijums) (102 kopijas/5 pl)

Mbcr and ABL Single Plasmid Standard i i

Dilution (Mbcr un ABL vienas plazmidas SI\PA%CE;%RA';EL 70 pl
standarta at$kaidijums) (10° kopijas/5 pl)

Mbcr and ABL Single Plasmid Standard i i

Dilution (Mbcr un ABL vienas plazmidas SI\F;I?J CI?%RAQEL 35 ul
standarta atSkaidijums) (10* kopijas/5 pl)

Mbcr and ABL Single Plasmid Standard i i

Dilution (Mbcr un ABL vienas plazmidas SPUBCRASL o
standarta at$kaidijums) (10° kopijas/5 pl)

Mbcr and ABL Single Plasmid Standard i i

Dilution (Mbcr un ABL vienas plazmidas S;%CI?%RAQEL 70 pl
standarta at$kaidijums) (10° kopijas/5 pl)

Primers and Probe Mix ABL (ABL génam PPC-ABL 25x 110 pl
paredzéts praimeru un zondes maisijums)*

Primers and Probe Mix BCR-ABL Mbcr Fusion PPF-Mbcr 25x 110 pl
Gene (BCR-ABL Mbcr apvienotajam génam

paredzéts praimeru un zondes maisijums)’

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR Kit rokasgramata (angliski) 1

* ABL kontrolgénam paredzéts maisijums no specifiskiem atgriezeniskiem un tieSiem
praimeriem un specifiskas FAM-TAMRA zondes.

T BCR-ABL Mbcr apvienotajam génam paredzéts maisijums no specifiskiem atgriezeniskiem
un tieSiem praimeriem un specifiskas FAM-TAMRA zondes.

Piezime. Standarti (SP1-SP6) un praimeru un zondes maisijumi pirms
lietoSanas ir uzmanigi jasajauc un uz 1su bridi jacentrifugé.

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR Kit rokasgramata 07/2016 9



NepiecieSamie, bet komplekta neietvertie materiali

Stradajot ar kimiskam vielam, vienmér valkajiet piemérotu laboratorijas halatu,
vienreizéjas lietoSanas cimdus un aizsargbrilles. Lai sanemtu
papildinformaciju, iepazistieties ar attiecigajam drosibas datu lapam (DDL),
kas ir pieejamas pie produkta piegadataja.

Reagenti

B RNS izdali$anai paredzétie reagenti: apstiprinatie reagenti ir RNeasy® Midi Kit
(QIAGEN, kat. nr. 75144) vai TRIzol® Reagent (Thermo Fisher Scientific
Inc, kat. nr. 15596018 vai 15596026)

B PCR kategorijas Gdens bez nukleazes

M BuferSkidums un Tag DNS polimeraze: apstiprinatie reagenti ir Premix Ex
Tag™ DNA Polymerase (Perfect Real Time) (TaKaRa, kat. nr. RRO39A)
un Premix Ex Tag DNA Polymerase (Probe gPCR) (TaKaRa, kat. nr.
RR390A). Abos ir 2x Tag DNS polimerazes galvenais maisijums un
ROX™ atsauces krasvielas

B Atgriezeniskajai transkriptazei paredzétie reagenti: apstiprinatie reagenti ir
ipsogen RT Kit komplekts, kura ietilpst atgriezeniska transkriptaze, 5x RT
bufersSkidums, 100 mM DTT, RN&zes inhibitors, nejauss praimeris un dNTPs
(QIAGEN, kat. nr. 679923); vai SuperScript® Il Reverse Transcriptase, kura
ietilpst atgriezeniska transkriptaze, 5x pirmas virknes buferskidums un
100 mM DTT (Thermo Fisher Scientific Inc., kat. nr. 18080044)

B Izmantojot SuperScript Ill, ir nepiecieSami talak noraditie papildu reagenti.

B RNazes inhibitors: apstiprinatais reagents ir RNaseOUT™
Recombinant Ribonuclease Inhibitor (Thermo Fisher Scientific Inc.,
kat. nr. 10777019)

B dNTP komplekts, PCR kategorijas
B Nejauss nonameérs

Paligmateriali

B Nukleazi nesaturo8i, pret aerosolu izturigi sterili PCR pipeSu uzgali ar
hidrofobiem filtriem

B 0,5 mlvai 0,2 ml PCR stobrini bez RNazes un DNazes
M Ledus

Aprikojums
B Mikrolitru pipetes*®, kas paredzétas PCR (1-10 pul; 10—-100 pl; 200-1000 pl)

B Galda centrifuga* ar rotoru 0,2 ml/0,5 ml reakcijas stobriniem (ar
centrifugéSanas jaudu 10 000 apgr./min)

* Nodrosiniet, ka instrumenti tiek parbauditi un kalibréti saskana ar razotaja ieteikumiem.
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B Real-time PCR instruments:* Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM vai cits
Rotor-Gene instruments; LightCycler 1.2, 1.5, 2.0 vai 480; Applied
Biosystems 7500 Real-Time PCR System; ABI PRISM 7900HT SDS un
saistitais specifiskais materials

B Termiskais ciklotajs* vai Gdens vanna* (atgriezeniskas transkriptazes
darbiba)

Bridinajumi un piesardzibas pasakumi
LietoSanai in vitro diagnostika

Stradajot ar kimiskam vielam, vienmér valkajiet piemérotu laboratorijas halatu,
vienreizéjas lietoSanas cimdus un aizsargbrilles. Lai iegttu papildinformaciju,
skatiet attiecigas droSibas datu lapas (DDL). Tas érta un kompakta PDF
formata ir pieejamas vietné www.qiagen.com/safety, kur DDL skatiSanai un
izdrukasanai ir pieejamas katram QIAGEN komplektam un ta komponentiem.

Izmetiet paraugu un analizu atkritumus atbilstoSi vietéjiem droSibas
noteikumiem.

Visparejie piesardzibas pasakumi

gPCR testiem nepiecieSama laba laboratorijas prakse, tostarp aprikojuma
apkope, kas ir veltita molekularajai biologijai un atbilst piemérojamajiem
noteikumiem un attiecigajiem standartiem.

Sis komplekts ir paredzéts lietoSanai in vitro diagnostika. Saja komplekta
ieklautie reagenti un instrukcijas ir apstiprinatas, lai nodroSinatu optimalu
darbibu. Talaka reagentu atSkaidiSana vai inkubacijas laika un temperatdras
maina var radit klGdainus vai pretrunigus datus. Ja PPC un PPF reagenti tiek
paklauti gaismas iedarbibai, to struktdra var izmaintties. Visi reagenti ir
izstradati lietoSanai tiesi Saja testa. Lai iegUtu optimalus testa rezultatus,
nedrikst neko aizvietot.

Lai noteiktu transkriptu [iTmenus, izmantojot gPCR, ir nepiecieSama gan mRNS
atgriezeniska transkriptaze, gan generétas cDNS amplifikacija ar PCR. Lidz ar
to visa analizes proceduira javeic bez RNazes/DNazes.

levérojiet 1pasu piesardzibu, lai novérstu talak minétas situacijas.

B RNazes/DNazes kontaminacija, kas var izraisit matricas mRNS un
generétas cDNS noardisanos

B  mRNS vai PCR kontaminacijas parnese, izraisot viltus pozitivu signalu

* Nodrosiniet, ka instrumenti tiek parbauditi un kalibréti saskana ar razotaja ieteikumiem.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Lidz ar to més iesakam veikt talak minétas darbibas.

B Veicot analizi, izmantojiet laboratorijas aprikojumu bez nukleazes (piem.,
pipesSu uzgalus, reakcijas flakonus) un cimdus.

M Lai izvairTtos no paraugu un reagentu krusteniskas kontaminacijas, visas
pipetéSanas darbibas izmantojiet jaunus piepesu uzgalus, kas ir izturigi
pret aerosolu.

B Sagatavojiet pirms PCR paredzéto Master maisijumu ar tam
paredzétajiem materialiem (pipetém, uzgaliem u. c.) tam paredzétaja
vietd, kur nav nevienas DNS matricas (cDNS, DNS, plazmida). Atseviska
zona (vélams atseviska telpa) ar konkrétu materialu (pipetém, uzgaliem
u. c.) pievienojiet matricu.

W Darbu ar standarta atSkaidijumiem (SP1-SP6) veiciet atsevi$ka telpa.

Reagentu glabasana un lietoSana
Komplekti tiek piegadati uz sausa ledus, un tie péc sanemsanas ir jaglaba no
—30 °C Iidz —-15 °C temperatira.

B Samaziniet gaismas iedarbibu uz praimeru un zondes maisijumiem (PPC
un PPF stobriniem).

B Pirms atvérSanas stobrinus uzmanigi sajauciet un centrifuggjiet.
B Glabjjiet visus komplekta komponentus originalajos iepakojumos.

Sie glabasanas apstakli attiecas gan uz atvértiem, gan uz neatvértiem
komponentiem. Ja komponenti tiek glabati apstaklos, kas nav noraditi uz
etiketém, tie var darboties nepareizi un var nelabvéligi ietekmét analizes
rezultatus.

Katra reagenta deriguma termins ir noradits uz katra komponenta etiketes.
Pareizos glabasSanas apstak|os izstradajums saglabas veiktspéju lidz
deriguma termina beigam, kas uzdrukats uz etiketes.

Nav acimredzamu pazimju, kas noraditu uz 8T izstradajuma nestabilitati.
Tomér pozitivo un negativo kontroles materialu apstrade javeic vienlaikus ar
nezinamiem parauga materialiem.

Paraugu lietoSana un glabasana

Pilnasinu paraugus pirms RNS ekstrahéSanas vajadzétu antikoagulét ar kalija
EDTA un glabat 2-8 °C temperatira ne ilgak ka 5 dienas.
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Procedira

RNS paraugu sagatavoSana

RNS sagatavoSana no pacienta (asins vai kaulu smadzenu) paraugiem ir
javeic ar apstiprinatu procediru. Analizes kvalitate ir lielakoties atkariga no
izmantojamas RNS kvalitates. L1idz ar to més iesakam pirms analizes
veikSanas parbaudit izdalitas RNS kvalitati ar agarozes™ gela elektroforézi,
izmantojot Agilent® Bioanalyzer® vai spektrofotometriju.’

Protokols: atgriezeniska transkriptaze, izmantojot
SuperScript Il Reverse Transcriptase

Sis protokols ir paredzéts atgriezeniskajai transkripcija, izmantojot SuperScript IlI
atgriezenisko transkriptazi (Reverse Transcription, RT). Kad izmantojat ipsogen
RT Kit komplektu, izpildiet protokolu, kas aprakstits ipsogen RT Kit rokasgramata.

Pirms darba sakSanas veicamas darbibas

B Sagatavojiet dNTP, katru 10 mM. Glabajiet —20 °C temperatira alikvotas
dalas.

Procedura

1. Atkauseéjiet visus nepiecieSamos komponentus un novietojiet tos uz
ledus.

2. Kartigi samaisiet (bez virpulmaisiSanas) un uz isu bridi centrifugéjiet
(aptuveni 10 s ar 10 000 apgr./min, lai Skidrumu savaktu stobrina
apaksdala). Péc tam glabajiet uz ledus.

3. Korigejiet RNS paraugus uz 0,1 pg/ul. No katra RNS parauga 10 pl
(1 pg) pipetéjiet atseviSkos, markétos stobrinos. Pipetéjiet 10 pl
augsti pozitivas RNS kontroles, 10 pl IS-MMR kalibratora un 10 pl
udens, kas nesatur nukleazi (ka RT negativo kontroli), atseviSkos,
markétos stobrinos un apstradajiet tos paraléli RNS paraugiem talak
aprakstitaja veida.

4. Katru paraugu, kontroli un kalibratoru (10 pl no katra) inkubéjiet
5 min temperatira 65 °C un nekavéjoties atdzeséjiet uz ledus 5 min.

5. Uzisu bridi centrifugéjiet (aptuveni 10 s ar 10 000 apgr./min, lai
Skidrumu savaktu stobrina apaksSdala). Péc tam glabajiet uz ledus.

6. Sagatavojiet talak aprakstito RT maisijumu atbilstosi apstradajamo
paraugu, kontrolu un kalibratoru skaitam (1. tabula).

* Stradajot ar Kimiskam vielam, vienmér valkajiet piemérotu laboratorijas halatu, vienreizgjas
lietoSanas cimdus un aizsargbrilles.

T Optiskais blivums (OB), mérits pie 260 un 280 nm: OB 1,0 pie 260 nm ir ekvivalents
aptuveni 40 pg/ml vienas virknes RNS. Axso/Azg0 attieciba no 1,8 l1dz 2,1 norada uz augsti
attiritu RNS.
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1. tabula. RT maisijuma sagatavosana

Katra parauga Gala
Komponents tilpums (ul) koncentracija

Pirmas virknes bufersSkidums, 5x
(piegadats ar SuperScript Il Reverse 5,0 1x
Transcriptase)

dNTP (katrs 10 mM, ieprieks

sagatavots un glabats —20 °C 2,0 0,8 mM
temperatura alikvotas dalas)
Nejauss nonameérs (100 pM) 5,25 21 uM
RNaseOUT (40 U/ul) 0,5 0,8 U/ul
SuperScript Il Reverse Transcriptase
(200 U/ul) 1,0 8 Ul
DTT (piegadats ar SuperScript Il

: 1,25 —
Reverse Transcriptase)
Uzsildits RNS paraugs, kontrole vai
IS-MMR kalibrators (pievienoSanai 10,0 40 ng/pl
7. darbiba)
Gala tilpums 25,0 -

7. Pipetéjiet 15 pl RT maisijumu katra PCR stobrina. Péc tam
pievienojiet 10 pl (1 pg) parauga RNS, kontroli vai kalibratoru (no
4. darbibas).

8. Uzmanigi samaisiet (bez virpulmaisiSanas) un uz isu bridi
centrifugéjiet (aptuveni 10 s ar 10 000 apgr./min, lai Skidrumu savaktu
stobrina apaksdala).

9. leprogrammeéjiet termiskajam ciklotajam atgriezeniskas
transkriptazes programmu, ka noradits 2. tabula.
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2. tabula. Temperatiras profils

Atgriezeniska transkripcija 1 Temperatira: 25 °C
Laiks: 10 min

Atgriezeniska transkripcija 2 Temperatira: 50 °C
Laiks: 60 min

Inaktivésana Temperatiara: 85 °C
Laiks: 5 min

Dzesésana Temperatiara: 4 °C
Laiks: 5 min

10. levietojiet stobrinus termiskaja ciklotaja un startéjiet termiskas
cikloSanas programmu, ka noradits 2. tabula.

11. Kad programma ir pabeigta, centrifugéjiet stobrinus uz isu bridi
(aptuveni 10 s ar 10 000 apgr./min, lai Skidrumu savaktu stobrina
apaksdala). Lidz gPCR veikSanai glabajiet stobrinus uz ledus vai —
20 °C temperatira saskana ar talak noraditajiem protokoliem un
atbilstoSi savam gPCR instrumentam.

Piezime. LightCycler 1.2, 1.5 un 2.0 instrumentiem katra RT sagatave
nodroSina cDNS divam qPCR izpildes reizém.
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Protokols: qPCR instrumenta Rotor Gene Q MDx 5plex
HRM vai Rotor-Gene Q 5plex HRM ar 72 stobrinu rotoru
Izmantojot So instrumentu, més iesakam visus mérijjumus veikt divos

eksemplaros, ka noradits 3. tabula. Sis komplekts ir paredzéts astonu dazadu
cDNS paraugu testéSanai viena eksperimenta tris reizes.

3. tabula. Reakciju skaits Rotor-Gene Q instrumentiem ar 72 stobrinu
rotoru

Paraugi Reakcijas

Ar ABL praimeru un zondes maisijumu (PPC-ABL) (32 reakcijas)

8 cDNS paraugi 8 x 2 reakcijas

1 cDNS augsti pozitiva kontrole 2 reakcijas

1 cDNA IS-MMR Kkalibrators 2 reakcijas
2 x 4 reakcijas (SP3, SP4, SP5 un

Vienas plazmidas standarti SP6, katra tiek testéta divos
eksemplaros)

RT negativa kontrole 2 reakcijas

Udens kontrole 2 reakcijas

Ar BCR-ABL Mbcr praimeru un zondes maisijumu (PPF-Mbcr)
(32 reakcijas)

8 cDNS paraugi 8 x 2 reakcijas
1 cDNS augsti pozitiva kontrole 2 reakcijas
1 cDNA IS-MMR kalibrators 2 reakcijas
2 x 5 reakcijas (SP1, SP2, SP3,
Vienas plazmidas standarti SP5 un SPG6, katra tiek testéta

divos eksemplaros)

Udens kontrole 2 reakcijas

Paraugu apstrade Rotor-Gene Q instrumentos ar 72 stobrinu rotoru

Mes iesakam viena eksperimenta testét vismaz 8 cDNS paraugus, lai
optimizeétu standartu un praimeru un zondes maisijumu lietojumu. Rotoru
shéma 4. attéla ir paradits Sada eksperimenta piemeérs.
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4. attels. leteicamais rotora iestatijums katram eksperimentam ar ipsogen BCR-ABL1
Mbcr IS-MMR Kit. SP1-SP6: BCR-ABL Mbcr un ABL standarti; HC: augsta cDNS pozitiva

kontrole; IS-Cal: IS-MMR kalibrators; RTneg: RT negativa kontrole; S: cDNA paraugs; H-O:
ddens kontrole.

Piezime. Vienmeér atcerieties ievietot testéjamo paraugu rotora 1. pozicija.
Pretéja gadijuma kalibracijas laika instruments kalibraciju neveiks un tiks ieguti
nepareizi fluorescences dati.

Aizpildiet visas paré&jas pozicijas ar tukSiem stobriniem.

gPCR, kas veicams Rotor-Gene Q instrumentos ar 72 stobrinu rotoru
Piezime. Visas darbibas veiciet uz ledus.

Procedura

1. Atkausejiet visus nepiecieSamos komponentus un novietojiet tos uz
ledus.

2. ArvirpulmaisiSanu samaisiet standartus, PPF-Mbcr un PPC-ABL
stobrinus un uz 1su bridi centrifugé&jiet (aptuveni 10 s ar
10 000 apgr./min, lai Skidrumu savaktu stobrina apaksdala).
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3. Sagatavojiet talak minéto qPCR maisijumu atkariba no apstradajamo
paraugu skaita.

Visas koncentracijas ir paredzétas reakcijas gala tilpumam.

4. tabula aprakstita pipetéSanas shéma viena reagenta maisijuma
sagatavosanai, kas aprékinata, lai iegutu 25 pl gala reakcijas tilpumu.
Maisijumu var sagatavot ieprieks atkariba no reakciju skaita, izmantojot to
pasu praimeru un zondes maisijumu (PPC-ABL vai PPF-Mbcr). Lai
kompensétu pipetéSanas kltdu, ir ieklauti papildu tilpumi.

4. tabula. gPCR maisijuma sagatavosana

BCR-ABL

1 reakcija ABL: 32+1  Mbcr: 32+1 Gala
Komponents (ul) reakcija (ul) reakcija (ul) koncentracija
;;em'x Ex Taq, 12,5 412,5 412,5 1x
Praimeru un
zondes 1 33 33 1x
maistjums, 25x
PCR kategorijas
Udens bez 6,5 2145 2145 —
nukleazes
Paraugs
(pievienoSanai 5 Katra 5 Katra 5 -
5. darb1ba)
Kopgjais 25 Katrd 25  Katra 25 -
tilpums

4. Pievienojiet katra stobrina 20 pl ieprieks sagatavota qPCR maisijuma.

5. Cita laboratorijas zona un ar speciali atvélétu aprikojumu pievienojiet
attiecigaja stobrina 5 pl RT produkta (cDNS, 200 ng RNS ekvivalents),
kas tika ieguts atgriezeniskas transkriptazes laika (sk. sadalu
“Protokols: atgriezeniska transkriptaze, izmantojot SuperScript Il
Reverse Transcriptase” 13. Ipp.) (kopé€jais tilpums 25 pl).

6. Nedaudz samaisiet, pipetéjot uz augsu un uz leju.

7. Aizveriet visus stobrinus un ievietojiet stobrinus termiskaja ciklotaja
saskana ar razotaja ieteikumiem.

8. leprogramméjiet Rotor-Gene Q instrumentam termiskas cikloSanas
programmu, ka noradits 5. tabula.
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5. tabula. Temperatiras profils

Mode of analysis Kvantitativa noteikSana
(Analizes rezims)

Hold 1 Temperatara: 95 °C
(1. glabasana) Laiks: 10 s

Cycling 50 reizes
(CikloSana) 95°Cuz5s

60 °C uz 30 s, iegustot FAM fluorescenci kanala
Green: Single (Viens)

Hold 2 Temperatira: 36 °C

(2. glabasana) Laiks: 1 min

9. Dialoglodzina “New Run Wizard” (Jaunas izpildes vednis)
noklikskiniet uz “ Gain Optimisation” (Pastiprinajuma optimizéSana),
lai atvértu dialoglodzinu “Auto-Gain Optimisation Setup”
(Automatiska pastiprinajuma optimizésanas iestatiSana). Kanalam
Green diapazonu iestatiet no “5 FI” vienumam “Min Reading” (Min.
radijums) lidz “10 FI” vienumam “Max Reading” (Maks. radijums), un
pienemamo pastiprinajuma diapazonu iestatiet no —10 lidz 10.

10. Atziméjiet izvéles ritinu “Perform Optimisation Before 1st
Acquisition” (Veikt optimizéSanu pirms 1. iegusanas) un aizveriet
dialoglodzinu “Auto-Gain Optimisation Setup” (Automatiska
pastiprinajuma optimizéSanas iestatiSana).

11. Startejiet termiskas cikloSanas programmu.

12. Atlasiet vienumu “Slope Correct” (Slipuma korigésana) analizei. Més
iesakam iestatit robezveértibu 0,03.
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Protokols: qPCR instrumenta Applied Biosystems 7500
Real-Time PCR System, ABI PRISM 7900HT SDS un
LightCycler 480

Izmantojot gPCR iekartu ar 96 iedobju plati, més iesakam visus merfjumus
veikt divos eksemplaros, ka noradits 6. tabula. Sis komplekts ir paredzéts
astonu dazadu cDNS paraugu testéSanai viena eksperimenta tris reizes.

6. tabula. Reakciju skaits, izmantojot qPCR iekartu ar 96 iedobisu plati

Paraugi Reakcijas

Ar ABL praimeru un zondes maisijumu (PPC-ABL) (32 reakcijas)

8 cDNS paraugi 8 x 2 reakcijas

1 cDNS augsti pozitiva kontrole 2 reakcijas

1 cDNA IS-MMR Kkalibrators 2 reakcijas
2 x 4 reakcijas (SP3, SP4, SP5 un

Vienas plazmidas standarti SP6, katra tiek testéta divos
eksemplaros)

RT negativa kontrole 2 reakcijas

Udens kontrole 2 reakcijas

Ar BCR-ABL Mbcr praimeru un zondes maisijumu (PPF-Mbcr)
(32 reakcijas)

8 cDNS paraugi 8 x 2 reakcijas
1 cDNS augsti pozitiva kontrole 2 reakcijas
1 cDNA IS-MMR kalibrators 2 reakcijas
2 x 5 reakcijas (SP1, SP2, SP3,
Vienas plazmidas standarti SP5 un SPG6, katra tiek testéta

divos eksemplaros)

Udens kontrole 2 reakcijas

Paraugu apstrade instrumentos Applied Biosystems, ABlI PRISM un
LightCycler 480

Mes iesakam viena eksperimenta testét vismaz 8 cDNS paraugus, lai
optimizeétu standartu un praimeru un zondes maisijumu lietojumu. Plates
shéma 5. attéla paradits Sada eksperimenta paraugs.
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5. attéls. leteicamais plates iestatijums vienam eksperimentam ar ipsogen BCR-ABL1
Mbcr 1IS-MMR Kit. SP1-SP6: BCR-ABL Mbcr un ABL standarti; HC: augsta cDNS pozitiva

kontrole; IS-Cal: IS-MMR kalibrators; RTneg: RT negativa kontrole; S: cDNA paraugs; H-O:
ddens kontrole.

gPCR instrumentos Applied Biosystems, ABI PRISM vai LightCycler 480
Piezime. Visas darbibas veiciet uz ledus.

Procedira

1. Atkauseéjiet visus nepiecieSamos komponentus un novietojiet tos uz
ledus.

2. ArvirpulmaisiSanu samaisiet standartus, ROX, PPF-Mbcr un PPC-ABL
stobrinus un uz isu bridi centrifugé&jiet (aptuveni 10 s ar
10 000 apgr./min, lai Skidrumu savaktu stobrina apaksdala).

3. Sagatavojiet talak minéto qPCR maisijumu atkariba no apstradajamo
paraugu skaita. Ja tiek izmantota qPCR iekarta ar 96 iedobju plati,
meés iesakam visus mérijumus veikt divos eksemplaros.

Visas koncentracijas ir paredzétas reakcijas gala tilpumam.

7. tabula aprakstita pipetéSanas shéma viena reagenta maisijuma
sagatavoSanai instrumentiem Applied Biosystems un ABI PRISM, un st
proceddra ir aprékinata ta, lai iegitu 25 pl gala reakcijas tilpumu. 8. tabula
aprakstita pipetéSanas shéma viena reagenta maisijuma sagatavosanai
instrumentam LightCycler 480, un St procedtira ir aprékinata t3, lai iegttu

25 pl gala reakcijas tilpumu. Maisijumu var sagatavot ieprieks atkariba no
reakciju skaita, izmantojot to paSu praimeru un zondes maisijumu (PPC-ABL
vai PPF-Mbocr). Lai kompensétu pipetéSanas kludu, ir ieklauti papildu tilpumi.
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7. tabula. gPCR maisijuma sagatavosana instrumentiem Applied
Biosystems un ABI PRISM

BCR-ABL
1 reakcija ABL: 32+1  Mbcr: 32+1 Gala
Komponents (uh reakcija (ul) reakcija (ul) koncentracija

Premix Ex Taq,

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

Praimeru un
zondes 1 33 33 1x
maisijums, 25x

ROX | krasviela,

50x (ABI PRISM

7900HT) vai

ROX Il krasviela, 0,5 16,5 16,5 1x
50x (Applied

Biosystems

7500)

PCR kategorijas
udens bez 6 198 198 —
nukleazes

Paraugs
(pievienoSanai 5 Katra 5 Katra 5 -
5. darbiba)

Kopégjais

. 25 Katra 25 Katra 25 -
tilpums
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8. tabula. gPCR maisijuma sagatavosana instrumentam LightCycler 480

BCR-ABL

1 reakcija ABL: 32+1  Mbcr: 32+1 Gala
Komponents (uh) reakcija (ul) reakcija (ul) koncentracija
;;em'x Ex Taq, 12,5 412,5 412,5 1x
Praimeru un
zondes 1 33 33 1x
maisijums, 25x
PCR kategorijas
Udens bez 6,5 214.,5 2145 -
nukleazes
Paraugs
(pievienoSanai 5 Katra 5 Katra 5 -
5. darbiba)
Kopejais 25 Katra 25  Katra 25 -
tilpums

4. Pievienojiet katra iedobé 20 pl iepriekS sagatavota gPCR maisijuma.

5. Cita laboratorijas zona un ar speciali atvéletu aprikojumu pievienojiet
attiecigaja iedobeé 5 pl RT produkta (cDNS, 200 ng RNS ekvivalents),
kas tika ieglits atgriezeniskas transkriptazes laika (sk. sadalu
“Protokols: atgriezeniska transkriptaze, izmantojot SuperScript Il
Reverse Transcriptase” 13. Ipp.) (kopéjais tilpums 25 pl).

6. Nedaudz samaisiet, pipetéjot uz augsu un uz leju.
Aizveriet plati un uz isu bridi centrifugéjiet (300 x g, aptuveni 10 s).

8. levietojiet plati termiskaja ciklotaja saskana ar razotaja ieteikumiem.
leprogrammeéjiet termiskajam ciklotajam termiskas cokloSanas
programmu, ka noradits 9. tabula instrumentiem Applied Biosystems
un ABI PRISM vai 10. tabula instrumentam LightCycler 480.

~
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9. tabula. Temperatiras profils instrumentiem Applied Biosystems un
ABI PRISM

Mode of analysis Standarta llkne — absollta daudzuma noteikSana
(Analizes rezims)

Hold 1 Temperatara: 95 °C
(1. glabasana) Laiks: 10 s

Cycling 50 reizes
(CikloSana) 95°Cuz5s

60 °C uz 30 s, iegustot FAM fluorescenci: Single
(Viens); dzeséetajs: TAMRA

Hold 2 Temperatara: 36 °C

(2. glabasana) Laiks: 1 min

10. tabula. Temperatiras profils instrumentam LightCycler 430

Mode of analysis Absolata daudzuma noteikSana (“Abs Quant”)
(Analizes rezims)

Detection formats  Loga Detection formats (NoteikSanas formati)

(NoteikSanas atlasiet “Simple Probe” (Vienkarsa zonde)
formati)

Hold 1 Temperatara: 95 °C

(1. glabasana) Laiks: 10 s

Cycling 50 reizes

(CikloSana) 95 °C uz 5 s

60 °C uz 30 s, iegustot FAM fluorescenci, kas atbilst
(483-533 nm) LC versijai 01 un (465-510 nm)
LC versijai 02

Hold 2 Temperatara: 36 °C

(2. glabasana) Laiks: 1 min
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9. Instrumentiem Applied Biosystems 7500 un ABI PRISM 7900HT SDS
veiciet 9a. darbibu. Instrumentam LightCycler 480 veiciet 9b. darbibu.

9a. Applied Biosystems un ABI PRISM: instrumenta analizes darbiba
iesakam robezvertibu iestatit uz 0,1. Palaidiet cikloSanas programmu,
ka noradits 9. tabula.

9b. LightCycler 480 instruments: més iesakam izmantot analizes rezimu
Fit point (Atbilstibas punkts) ar fona veértibu 2,0 un robezvertibu 2,0.
Startéjiet termiskas cikloSanas programmu, ka noradits 10. tabula.
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Protokols: qPCR instrumenta LightCycler 1.2, 1.5, un 2.0

Izmantojot kapilaru instrumentus, més iesakam mérit paraugus divos
eksemplaros un kontroles — tikai viena eksemplara, ka noradits 11. tabula.
Sis komplekts ir paredzéts etru dazadu cDNS paraugu testé$anai viena
eksperimenta sesas reizes.

11. tabula. Reakciju skaits instrumentiem LightCycler 1.2, 1.5un 2.0

Paraugi Reakcijas

Ar ABL praimeru un zondes maisijumu (PPC-ABL) (16 reakcijas)

4 cDNS paraugi 4 x 2 reakcijas

1 cDNS augsti pozitiva kontrole 1 reakcija

1 cDNA IS-MMR Kkalibrators 1 reakcija

Vienas plazmidas standarti é;g; TEELEES (S8, Sk, S U
RT negativa kontrole 1 reakcija

Udens kontrole 1 reakcija

Ar BCR-ABL Mbcr praimeru un zondes maisijumu (PPF-Mbcr)
(16 reakcijas)

4 cDNS paraugi 4 x 2 reakcijas
1 cDNS augsti pozitiva kontrole 1 reakcija
1 cDNA IS-MMR Kkalibrators 1 reakcija
: - , 1 x 5 reakcijas (SP1, SP2, SP3,
Vienas plazmidas standarti SP5 un SP6)
Udens kontrole 1 reakcija

Paraugu apstrade instrumentos LightCycler 1.2, 1.5 un 2.0

Meés iesakam viena eksperimenta laika testét vismaz 4 cDNS paraugus, lai
optimizétu standartu un praimeru un zondes maisijumu lietojumu. Kapilaru
shéma 6. attéla paradits Sada eksperimenta piemeérs.

26 ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR Kit rokasgramata 07/2016



SP2
21 . 0 O GSF’3
HC SP6

6. attéls. leteicamais rotora iestatijums katram eksperimentam ar ipsogen BCR-ABL1
Mbcr IS-MMR Kit. SP1-SP6: BCR-ABL Mbcr un ABL standarti; HC: augsta cDNS pozitiva
kontrole; IS-Cal: IS-MMR kalibrators; RTneg: RT negativa kontrole; S: cDNA paraugs; H-O:
ddens kontrole.

gPCR instrumentos LightCycler 1.2, 1.5 no 2.0
Piezime. Visas darbibas veiciet uz ledus.

Procedura

1. Atkauseéjiet visus nepiecieSamos komponentus un novietojiet tos uz
ledus.

2. ArvirpulmaisiSanu samaisiet standartus, PPF-Mbcr un PPC-ABL
stobrinus un uz isu bridi centrifugéjiet (aptuveni 10 s ar
10 000 apgr./min, lai Skidrumu savaktu stobrina apaksdala).

3. Sagatavojiet talak minéto gPCR maisijumu atkariba no apstradajamo
paraugu skaita.

Visas koncentracijas ir paredzétas reakcijas gala tilpumam.

12. tabula aprakstita pipetéSanas shéma viena reagenta maisijuma
sagatavoSanai, kas aprékinata, lai iegttu 20 pl gala reakcijas tilpumu.
MaisTjumu var sagatavot ieprieks atkariba no reakciju skaita, izmantojot to
pasu praimeru un zondes maisijumu (PPC-ABL vai PPF-Mbcr). Lai
kompensétu pipetéSanas kladu, ir ieklauti papildu tilpumi.
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12. tabula. gPCR maisijuma sagatavosana instrumentiem LightCycler 1.2,
1.5un 2.0

BCR-ABL
ABL: Mbcr:
lreakcija 16+1reakcija 16+1 reakcija Gala
Komponents (ul) (ul) (ul) koncentracija
Premix Ex Tag, 10 170 170 1x
2X
Praimeru un
zondes 0,8 13,6 13,6 1x
maisijums, 25x
PCR kategorijas
udens bez 4,2 71,4 71,4 -
nukleazes
Paraugs
(pievienoSanai 5 Katra 5 Katra 5 —
5. darb1ba)
Kopgjais 20 Katra 20 Katra 20 _
tilpums

4. Pievienojiet katra kapilara 15 pl ieprieks sagatavota qPCR maisijuma.

5. Cita laboratorijas zona un ar speciali atvéeletu aprikojumu pievienojiet
attiecigaja kapilara 5 pl RT produkta (cDNS, 200 ng RNS ekvivalents),
kas tika ieglits atgriezeniskas transkriptazes laika (sk. sadalu
“Protokols: atgriezeniska transkriptaze, izmantojot SuperScript Il
Reverse Transcriptase” 13. Ipp.) (kopé€jais tilpums 20 pl).

6. Nedaudz samaisiet, pipetéjot uz augsu un uz leju.

7. levietojiet kapilarus adapteros, kas ieklauti iekartas komplektacija, un
uz Tsu bridi centrifugéjiet (700 x g, aptuveni 10 s).

8. levietojiet kapilarus termiskaja ciklotaja saskana ar razotaja
ieteikumiem.

9. leprogrammeéjiet instrumentam LightCycler 1.2, 1.5 vai 2.0 termiskas
cikloSanas programmu, ka noradits 13. tabula.
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13. tabula. Temperatiras profils

Mode of analysis Daudzuma noteikSana
(Analizes rezims)

Hold 1 Temperatara: 95 °C
(1. glabasana) Laiks: 10 s

Paatrinajums: 20
Cycling 50 reizes
(CikloSana)

95 °C uz 5 s; paatrinajums: 20
60 °C uz 30 s; paatrinajums: 20; iegustot FAM
fluorescenci: Single (Viens)

Hold 2 Temperatara: 36 °C
(2. glabasana) Laiks: 1 min

Paatrinajums: 20

10. Instrumentam LightCycler 1.2 un 1.5 veiciet 10a. darbibu.
Instrumentam LightCycler 2.0 veiciet 10b. darbibu.

10a. LightCycler 1.2 un 1.5: ieteicams izmantot F1/F2 un rezimu “2"¢
derivative analysis” (Otra derivata analize). Startéjie termiskas
cikloSanas programmu, ka noradits 13. tabula.

10b. LightCycler 2.0: lai iegutu reproducéjamus rezultatus, més iesakam
LightCycler 2.0 programmatiiras versija 4.0 izmantot Automated
(Automatizets) (F’’maks.) analizi. Startéjiet termiskas cikloSanas
programmu, ka noradits 13. tabula.
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Rezultatu interpretacija

Datu analizes princips

Izmantojot TagMan® tehnologiju, PCR ciklu skaitu, kas ir nepiecie$ams, lai
noteiktu virs robezvértibas esosu signalu, sauc par robezvértibas ciklu (Cr,
threshold cycle), un tas ir tieSi proporcionals mérka daudzumam reakcijas
sakuma.

Izmantojot standartus ar zinamu molekulu skaitu, var izveidot standarta likni
un noteikt precizu mérka daudzumu testa parauga. ipsogen standarta liknes ir
atkarigas no plazmidam. Lai nodroSinatu, ka standarta Iiknes ir precizas, més
izmantojam standarta atSkaidijumus darba ar ABL un 5 standarta
atSkaidijumus darba ar Mbcr. Komplekta ir art IS-MMR kalibrators, sniedzot
iespéju rezultatus konvertét uz starptautisko skalu. Talak 7. un 8. attela ir
redzami TagMan amplifikacijas Itknu pieméri, kas standartiem, IS-MMR
kalibratoram un augsti pozitivajai RNS kontrolei ieguti ar ipsogen BCR-ABL1
Mbcr IS-MMR Kit komplektu.
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0,0 P e
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7. attéls. ABL noteikSana ar standartiem SP3, SP4, SP5 un SP6. 10%, 104, 10° un 108
kopijas/5 pl.
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8. attéls. BCR-ABL Mbcr noteik3ana ar standartiem SP1, SP2, SP3, SP5 un SP6. 10%,
102, 103, 10°, 108 kopijas/5 pl.

Uz neapstradatiem datiem attiecinamas standartu liknes un
kvalitates kritéeriji

Reproducéjamiba starp atkartojumiem

Cy vértibu variacijas starp atkartojumiem jabut < 2, kas atbilst Cetrkartigam
kopiju skaita vértibu izmainam.

Cy vértibu variacijas starp atkartojumiem parasti ir < 1,5, ja vidéja atkartojumu
Cr vertiba ir < 36 (7).

Piezime. Katram lietotajam ir jaizméra reproducéjamiba sava laboratorija.

Standartu liknes
Neapstradatos datus var iekopét Excel® faila analizei.

Katram génam (ABL un BCR-ABL) neapstradatas Cr vértibas, kas iegltas no
plazmidu standartu atSkaidijjumiem, diagramma tiek attélotas atbilstoSi log
kopijas numuram (103, 104, 10° un 10° standartiem SP3, SP4, SP5 un SP6;
10%, 102, 103, 10° un 108 standartiem SP1, SP2, SP3, SP5 un SP6). 9. attéla
pieméra redzama teorétiska ABL standarta Ilikne, kas aprékinata Cetriem
standarta atSkaidijumiem. 10. attéla pieméra redzama teorétiska BCR-ABL
standarta likne, kas aprékinata ar pieciem standarta atSkaidijumiem.
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9. attéls. Teorétiska ABL standarta likne, aprékinata no 4 standarta atSkaidijumiem.
Tiek aprékinata linearas regresijas Iikne (y = ax + b), kur a ir [iijas slipums un b ir
krustoSanas ar y asi, t.i., y koordinate tam punktam, kura Iinija Skérso y asi. Tas vienadojums
un noteik8anas koeficients (R?) tiek uzdrukats diagramma.
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10. attéls. Teorétiska BCR-ABL standarta likne, aprékinata no 5 standarta
atSkaidijumiem. Tiek aprékinata linearas regresijas likne (y = ax + b), kur a ir [iijas slipums
un b ir krustoSanas ar y asi, t.i., y koordinate tam punktam, kura Iinija Skérso y asi. Tas
vienadojums un noteikSanas koeficients (R?) tiek uzdrukats diagramma.

Ta ka standarti ir desmitkartigi atSkaidijumi, liknes teorétiskais slipums ir —3,3.
Slipums no —3,0 lidz —3,9 ir pienemams, ja R?ir > 0,95 (7). Tomér, lai iegutu
precizus rezultatus, ieteicama vértiba ir R > 0,98 (3).

Piezime. Ir janosaka SP1 standarta atSkaidijums (BCR-ABL plazmida,
10 kopijas), un tas ir jaieklauj BCR-ABL standarta [Tkné.
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Kvalitates kontrole visam ABL veértibam

Ja RNS kvalitate ir slikta vai gPCR darbibu laika rodas problemas, ABL kopiju
skaits (ABLcn) var but zems. Optimals jutigums ir panakts ar paraugiem, no
kuriem iegita vértiba ABLcn = 10 000 kopijas. Sis kritérijs vértibai ABLcn
attiecas art uz augsti pozitivo RNS kontroli un IS-MMR kalibratoru.

RT negativas un tudens kontroles

Kontrolém bez matricas (No Template Control, NTC) Sai PCR darbibai (Gdens
kontrolei) un atgriezeniskas transkripcijas (Reverse Transcription, RT) darbibai
vajadzétu uzradit nulles CN gan ABL gadijuma, gan BCR-ABL Mbcr gadijuma.
Ja So NTC rezultats ir pozitivs, tas nozimé, ka atgriezeniskas transkripcijas
un/vai qPCR laika ir notikusi krusteniskad kontaminacija.

Normalizéto kopiju skaits (Normalized Copy Number, NCN)

ABL standarta liknes vienadojums jaizmanto, lai nezinamo paraugu iegutas C+
vértibas (iegutas ar PPC-ABL) parveidotu par ABL kopiju skaitu (ABLcn).

BCR-ABL standarta liknes vienadojums ir jaizmanto, lai nezinamiem

paraugiem iegutas neapstradatas Cr vértibas (iegttas ar PPF-Mbcr)
parveidotu par BCR-ABL kopiju skaitu (BCR-ABL Mbcrcn).

So CN vértibu attieciba sniedz normalizéto kopiju skaitu (NCN):

BCR-ABL Mbcren
NCN = x 100
ABLcn
Aprékiniet NCN rezultatu augsti pozitivajai RNS kontrolei (NCNwc), IS-MMR
kalibratoram (NCNca) un katram paraugam (NCNparaugs).

Augsti pozitiva RNS kontrole un IS-MMR kalibrators

Sis kontroles sniedz iespéju novérot ABL un BCR-ABL Mbcr atgriezeniskas
transkripcijas un amplificéSanas darbibas transkripcijas kvantitativas
noteikSanas laika.

Kvalitates kontrole NCNca rezultatam

Piezime. NCN rezultatam, kas ieguts IS-MMR kalibratoram, testéts ar

ipsogen BCR-ABL Mbcr IS-MMR Kit komplektu kombinacija ar apstiprinatajiem
reagentiem un instrumentiem (sk. sadalu “NodroSinatie materiali” 9. Ipp. un
sadalu “NepiecieSamie, bet komplekta neietvertie materiali” 10. Ipp.), ir
jaatrodas intervala 0,05-0,3. Ja ta nav, NCN vértibas nevar konvertét uz
starptautisko skalu. Turklat, ja augsti pozitiva RNS kontrole netiek noteikta,
viss eksperiments ir janoraida.
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IS konversija un MMR zinosana

Piezime. Pirms skaidroSanas apskatiet, kada veértiba tiek uzradita IS-MMR
kalibratora stobrina etiketé vai komplekta komplektacija ieklautaja analizes
sertifikata.

Izmantojiet eksperimentalo IS-MMR kalibratora NCN rezultatu (NCNca) un ta
pieskirto vértibu (IS-Cal vértibu), kas noradita analizes sertifikata, lai
normalizéto kopiju skaitu aprékinatu starptautiskaja skala (IS-NCNparaugs)-

NCNparaugs X IS-Cal véertiba
NCNcaI
Nosakiet katra parauga MMR statusu saskana ar talak noraditajiem kritérijiem.

IS-NCNparaugs =

B IS-NCNparaugs < 0,05: levérojama molekulara reakcija

B 0,05 < IS-NCNparaugs < 0,15: Peleka zona ap MMR robezveértibu,
neviennozimigs rezultats

B IS-NCNparaugs 2 0,15: nav ievérojamas molekularas reakcijas

IS-NCNHc rezultatam (NCN starptautiskaja skala Sai augsti pozitivajai RNS
kontrolei) nevajadzétu dot ievérojamu molekularo reakciju.

11. attéla pieméra paradita pacienta monitoréSana, izmantojot NCN un IS-
NCN rezultatus.

100,000 -

10,000

—=—1-NCN
....... l_NCN_|S
—a—2-NCN
2-NCN-IS
— MMR GZ

1,000

IS-NCN

0,100

LoD
- =L0B

0,010

0,001 -
Laiks (ménesi)

11. attels. Monitoringa liknes pacienta MMR statusam ar ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-
MMR Kit komplektu. NCN: normalizéto kopiju skaits; NCN-IS: normalizéto kopiju skaits
starptautiskaja skala; MMR GZ: MMR peleka zona (Gray Zone, GZ), neviennozimigs
rezultats; LoD: noteikSanas robeza; LoB: fona [Tmenis.
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Kopsavilkums par kvalitates kritérijiem
14. tabula ir sniegts kopsavilkums par dazadiem kvalitates kritérijiem un

saistitajam vértibam vai rezultatiem.

14. tabula. Kvalitates kritériju kopsavilkums

Kriteriji

Pienemamas vértibas/rezultati

C+ vértibu variacijas starp
atkartojumiem

Slipums standarta lTkném
R? standarta ITkném

SP1 standarta atSkaidijums
(BCR-ABL 10 kopiju plazmida)

pacientu paraugiem, augsti

kalibratoram

PCR (Gdens) un atgriezeniskas
transkripcijas (RT negativa)
kontroles

NCN vertiba, kas ieglta IS-MMR
kalibratoram (NCNca)

Augsti pozitiva RNS kontrole

NCN vertiba, kas ieglta augsti
pozitivajai RNS kontrolei,
konvertéta starptautiskajai skalai
(IS-NCNHc)

Kvalitates kontrole ABLcn vértibai

pozitivai RNS kontrolei un IS-MMR

< 2 Cy, javidégja Cr vertiba > 36
< 1,5 Cr, ja vidéja Cr vértiba < 36

No -3,0 hdz -3,9
Vismaz > 0,95, labak, ja > 0,98

Jabat noteiktam un ieklautam
standarta likné

ABLcn > 10 000 kopijas ABL, lai
sasniegtu optimalo jutigumu

Katrai $tnu ITnijai ABLcn = 0 un
Mbcren = 0

Jaieklaujas diapazona 0,05-0,3
Ir jabut noteiktai

Statuss: nav ievérojamas
molekularas reakcijas

Problemu novérsana

Plasaku informaciju skatiet lapa “Frequently Asked Questions” (BieZi uzdotie

jautajumi), kas pieejama musu tehniska atbalsta centra vietné:

www.diagen.com/FAQ/FAQList.aspx. QIAGEN tehniska atbalsta darbinieki

vienmer labprat atbildés uz jusu jautajumiem par informaciju un protokolu Saja
rokasgramata vai art paraugu un analizu metodém (kontaktinformaciju skatiet

Seit: “Kontaktinformacija” 41. lpp.).
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Kvalitates kontrole

Saskana ar ISO prasibam sertificéto QIAGEN kvalitates vadibas sisteému katra
ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR Kit komplektu partija tiek testéta, salidzinot
ar ieprieks noteiktam specifikacijam, lai nodroSinatu pastavigu produkta
kvalitati. Analizes sertifikati ir pieejami péc pieprasijuma vietné
www.giagen.com/support/.

lerobezojumi

Pirms Sis ierices izmantoSanas lietotajiem jabat apmacitiem un japarzina Si
tehnologija.

Visi iegutie diagnostikas rezultati jainterpreté kopa ar citiem kliniskiem vai
laboratoriskiem konstatéjumiem. Lietotaja pienakums ir parbaudit sistémas
veiktspéju attieciba uz visam vinu laboratorija izmantotajam proceddram, kas
nav ietvertas QIAGEN veiktspé&jas pétijumos.

Pievérsiet uzmanibu deriguma terminiem, kas noraditi uz kastites un visu
komponentu etiketém. Komponentus, kam beidzies deriguma termins,
izmantot nedrikst.

Piezime. Komplekts ir izstradats saskana ar “Eiropa pret vézi” (Europe Against
Cancer, EAC) pétijumiem (8, 9), un tas atbilst atjauninatajiem
starptautiskajiem ieteikumiem. Komplekta ir IS-MMR kalibrators, standartizéts
atbilstoSi starptautiskajai skalai, tadé| NCN rezultatus var konvertét péc
starptautiskas skalas un zinot ievérojamas molekularas reakcijas (Major
Molecular Response, MMR) statusu.

Katrai IS-MMR kalibratoru partijai ir pieskirta vértiba, kas tiesi atvasinata no
kalibreSanas pret NIBSC WHO sertificéta primaras atsauces materiala
(International Genetic Reference Panel for the quantitation of BCR-ABL
translocation by RQ-PCR (1st I.S.), ref. 09/138).

Katra komplekta ir ieklauts analizes sertifikats, kura noradita 1IS-MMR
kalibratora pieskirta vértiba.

Komplekts ir jaizmanto, ievérojot Saja rokasgramata sniegtas instrukcijas un
kombinacija ar apstiprinatiem reagentiem un instrumentiem (sk. sadalu
“NepiecieSamie, bet komplekta neietvertie materiali” 10. Ipp.). Jebkura 81
izstradajuma izmantoSana un/vai sastavdalu modifikacija arpus etiketé
sniegtajiem noradijumiem anulés QIAGEN atbildibu.

Veiktspejas raksturojums

Piezime. Veiktspéjas raksturojums tika noteikts, izmantojot Applied Biosystems
7500 Real-Time PCR System kombinacija ar ipsogen BCR-ABL Mbcr IS-MMR Kit
komplektu un apstiprinatiem papildu reagentiem (sk. sadalu “NepiecieSamie,
bet komplekta neietvertie materiali” 10. Ipp.).
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TukSo paraugu robezvértiba un noteikSsanas robeza

TukSo paraugu robezvertiba (Limit of Blank, LoB) un noteikSanas robeza (Limit
of Detection, LoD) tika noteikta, ieverojot CLSI/NCCLS EP17-A vadlinijas.

Fona limenis (LoB) tika noteikts negativiem paraugiem, kas bija iegtti no
veseliem donoriem (11 paraugi, 69 mérijumi), un tika konstatéts ka vienads ar
0,0022 BCR-ABL Mbcr NCN.

NoteikSanas robezZa (LoD jeb analitiskais jutigums) tika noteikts zinamiem
zemi pozitiviem paraugiem (n = 8, 74 mérijumi), un tika konstatéts ka vienads
ar 0,0069 BCR-ABL Mbcr NCN.

B NCN = LoB: BCR-ABL Mbcr nav konstatéts
B LoB < NCN < LoD: BCR-ABL Mbcr konstatéts, bet nav kvantificéts
B NCN 2 LoD: BCR-ABL Mbcr kvantificéts

Linearitate

Linearitate tika noteikta, ievérojot CLSI/NCCLS EP6-A vadlinijas.

Sis pétijums tika veikts, izmantojot no $dnu Inijam ekstrahé&tas pozitivas un
negativas RNS maisijumu. Vienpadsmit dazadi limeni tika testéti tris
eksemplaros. No Siem paraugiem iegati rezultati liecina, ka ipsogen BCR-ABL
Mbcr IS-MMR analize ir lineara diapazona no 0,003 lidz 65 BCR-ABL Mbcr
NCN.

levades

Péetijumam tika izvélétas piecas dazadas RNS ar dazadiem NCN BCR-ABL
Mbcr lTmeniem. Tika testéti dazadi RNS un cDNS daudzumi, lai novértétu
ievades ietekmi uz NCN rezultatiem. Rezultati uzradija, ka RNS ievades
variacijai bija ierobezota ietekme uz NCN rezultatiem; kamér cDNS ievade
izradijas jutigaks faktors, lietojot lielaku vai mazaku daudzumu materiala. Lidz
ar to testa veikSanai ieteicams izmantot 1 pg RNS un 5 ul cDNS.

Precizitate
Precizitate tika noteikta, ieverojot CLSI/NCCLS EP5-A2 vadlinijas.

Precizitates pétijums tika veikts ar 13 dazadiem paraugiem, kuri tika testéti

42 reizes divos eksemplaros (n = 84). Sie paraugi reprezentgja atskirigo
BCR-ABL Mbcr ekspresijas [Tmeni pacientu paraugos ap MMR vértibu un virs
tas. Globalais variacijas koeficients ap MMR vértibu tika noteikts ka vienads ar
25%.
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Atbilstibas pétijums: ERM-AD623 BCR-ABL1 vienas
plazmidas (IRMM) un ipsogen vienas plazmidas (QIAGEN)
standartu salidzinajums

Visjaunakas darba definicijas par BCR-ABL1 Mbcr molekularo reakciju HML
gadijumos ir devusi apvieniba ELN/EUTOS Molecular Monitoring Steering
Group, iesakot izmantot ERM-AD623 BCR-ABL1 plazmidu (IRMM, Belgium):
Cross, N.C., et al. Laboratory recommendations for scoring deep molecular
responses following treatment for chronic myeloid leukemia (2015) Leukemia.
29, 999.

Lai ievérotu So ieteikumu, QIAGEN veica atbilstibas pé&tijumu, ipsogen
vairakmérku vienu plazmidu, kas tiek izmantota komplekta ipsogen BCR-ABL1
Mbcr IS-MMR Kit (24) CE (kat. nr. 670723), salidzinot ar ERM-AD623 BCR-
ABL1 plazmidu (IRMM).

Sis salidzindjums bija balstits uz BCR-ABL1 Mbcr/ABL1 normalizéto kopiju
skaita attiecitbu (normalized copy number ratio, NCN), kuras novértédanai kads
no abiem standarta atSkaidijumiem (ipsogen vai ERM-AD623 BCR-ABL1) tika
izmantots ipsogen komplektos ieklautajiem kontroles paraugiem un
sertificetam atsauces materialam no NIBSC; White, H.E., et al. (2010)
Establishment of the first World Health Organization International Genetic
Reference Panel for quantitation of BCR-ABL mRNA. Blood 116, e111.

« IRMM_Mbcr « ipsogen_Mbcr

+ IRMM_ABL « ipsogen_ABL
regresijas Ikne (IRMM_Mbcr) regresijas Ikne (ipsogen_Mbcr)
regresijas Iikne (IRMM_ABL) regresijas likne (ipsogen_ABL)

an -

CT vértiba

20

10

Log CN

12. attéls. ipsogen un ERM-AD623 BCR-ABL1 plazmidu standartu liknes saskan.
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ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR Kit.

13. attels. ERM-AD623 BCR-ABL1 un ipsogen NCN veértibu salidzinajums.

QIAGEN pétijuma tika secinats, ka statistiskas atSkiribas nav: ERM-AD623
BCR-ABL1 vienas plazmidas un ipsogen vienas plazmidas standarti uzrada
ekvivalentus rezultatus.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Simboli

Uz iepakojuma un mark&juma var bat $adi simboli:

Satur reagentus, kuru daudzums ir pietiekams <N>

; <N> reakcijam
g Izlietot Iidz
IVD In vitro diagnostikas medicinas ierice

Kataloga numurs

Partijas numurs

MAT Materiala numurs

GTIN Globalais tirdzniecibas identifikacijas numurs
Temperatlras ierobeZojums

Razotajs

Skatit lietoSanas instrukcijas

Sl Aol BN

Kontaktinformacija

Lai sanemtu tehnisku palidzibu un papildu informéaciju, apmeklg&jiet masu
tehniska atbalsta centra vietni www.giagen.com/Support, zvaniet pa talruni
00800-22-44-6000 vai sazinieties ar kadu no QIAGEN tehnisko pakalpojumu
dienesta nodalam vai vietéjiem izplatitajiem (skatiet aizmuguréjo vaku vai
apmeklgjiet vietni www.qiagen.com).
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Informacija par pasutisanu
Produkts Saturs Kat. nr.

ipsogen BCR-ABL1 24 reakcijam: Mbcr un ABL vienas 670723
Mbcr IS-MMR Kit (24)  plazmidas standarti, augsti pozitiva

RNS kontrole, IS-MMR kalibrators,

praimeru un zondes maisijums ABL,

praimeru un zondes maisijums BCR-

ABL Mbcr hibridgénam

Rotor-Gene Q MDx — IVD apstiprinatajai real-time PCR
analizei kliniskajos lietojumos

Rotor-Gene Q MDx Real-time PCR ciklotajs un augstas 9002032
5plex HRM Platform izSkirtspéjas kuSanas analizators ar

5 kanaliem (zal$, dzeltens, oranzs,

sarkans, sarts) un HRM kanalu,

klépjdators, programmattira,

piederumi, 1 gada garantija dalam un

darbam, bet instaléSana un apmaciba

nav ieklauta
Rotor-Gene Q MDx Real-time PCR ciklotajs un augstas 9002033
5plex HRM System izSkirtspéjas kusanas analizators ar

5 kanaliem (zal$, dzeltens, oranzs,
sarkans, sarts) un HRM kanalu,
klepjdators, programmattira,
piederumi, 1 gada garantija dalam un
darbam, instaléSana un apmaciba

ipsogen RT Kit — atgriezeniskajai transkripcijai

ipsogen RT Kit Atgriezeniska transkriptaze, nejauss 679923
praimeris, DTT, dNTP, RNazes
inhibitors, RT buferskidums

RNeasy Midi Kit — summaras RND izdaliSanai

RNeasy Midi Kit (50) 50 RNS sagatavem: 50 RNeasy Midi 75144
centriftigas stobrini, paraugu
nemsanas stobrini (15 ml), reagenti un
buferskidumi bez RNazes

Jaunako informaciju par licencésanu un produktu juridiskas atrunas skatiet
attiecigaja QIAGEN komplekta rokasgramata vai lietotaja rokasgramata.
QIAGEN komplektu rokasgramatas un lietotaja rokasgramatas ir pieejamas
vietné www.qiagen.com, un tas var pieprasit art no QIAGEN tehniska
atbalsta dienesta vai vietéjiem precu izplatitajiem.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Sis izstradajums ir paredzéts lieto$anai in vitro diagnostika. ipsogen izstradajumus nedrikst pardot talak, izmainit talakpardo$anai vai izmantot, lai
razotu komercialus izstradajumus, bez QIAGEN rakstiskas atlaujas.

Saja dokumenta pieejama informacija var tikt mainita bez iepriek$&ja pazinojuma. QIAGEN neuznemas atbildibu par jebkadam klGdam, kas var
bat $aja dokumenta. Tiek uzskatits, ka publicéSanas bridi Sis dokuments ir pilnigs un precizs. QIAGEN nekada gadijuma nav atbildigs par
nejausiem, tiSiem, daudzkartigiem vai izrietoSiem zaud&jumiem, kas ir saistiti ar 8T dokumenta izmantoSanu vai rodas no ta izmantosanas.

ipsogen izstradajumiem tiek garantéta atbilstiba noteiktajam specifikacijam. QIAGEN vienigais pienakums un klienta vienigais tiesiskas
aizsardzibas [1dzeklis ir izstradajuma nomaina bez maksas, ja izstradajumi nedarbojas, ka noradits.

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

lerobezots licences ligums

ST izstradajuma izmanto$ana apliecina katra ipsogen BCR-ABL1 Mbcr I1S-MMR Kit komplekta pircéja vai lietotaja piekrisanu talak minétajiem
nosacijumiem.

1. ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR Kit komplektu drikst izmantot tikai saskana ar noradijumiem ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR Kit
rokasgramata un tikai ar komplekta ieklautajiem komponentiem. Uznémums QIAGEN nepie$kir nekada veida licenci uz nevienu no ta
intelektualajiem Tpasumiem, lai $aja komplekta ieklautos komponentus izmantotu kopa ar jebkadiem komponentiem, kas nav ieklauti $aja
komplekta, vai ar tam apvienotu, iznemot gadijumus, kas aprakstiti BCR-ABL1 MbcrIS-MMR Kit rokasgramata un papildu protokolos, kas
pieejami vietné www.giagen.com.

2. Uznémums QIAGEN nesniedz citas garantijas, iznemot skaidri noraditas licences, ka Sis komplekts un/vai ta lietoSana neaizskar treSo
personu tiesibas.

3. Sis komplekts un ta sastavdalas ir licencétas vienreizéjai lietoSanai, un tas nedrikst izmantot atkartoti, atjaunot vai pardot talak.
4. Uznémums QIAGEN Tpasi atsakas no jebkadam citam tieSam vai netieSam licencém, iznemot tas, kuras ir skaidri noraditas.

5. Komplekta pircéjs un lietotajs piekrit neveikt un neatlaut citiem veikt nekadas darbibas, kas varétu izraistt vai veicinat jebkuras no iepriek$
aizliegtajam darbibam. Uznémums QIAGEN var pieprasit 8T ierobeZota licences liguma aizliegumu TstenoSanu jebkura tiesa un apnemas
atgat visus savus izmekléSanas un tiesas izdevumus, ieskaitot advokatu honorarus, kas radusies, Tstenojot $o ierobezZoto licences ligumu vai
jebkuru no uznémuma intelektuala ipaSuma tiesibam saistiba ar komplektu un/vai ta sastavdalam.

Jaunakos licences nosacijumus skatiet vietné www.giagen.com.

HB-1362-003 © 2013-2016 QIAGEN, visas tiesibas aizsargatas.
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