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QIAGEN er den ledende leverandaren av innovativ preve- og analyseteknologi
og gjer det mulig & isolere og pdvise innhold i enhver biologisk prave. Vére
avanserte haykvalitetsprodukter og -tjenester sikrer suksess fra prave til resultat.

QIAGEN setter standardene innen:

Rensing av DNA, RNA og proteiner
Nukleinsyre- og proteinanalyser

microRNA-forskning og RNAi

Automatisering av preve- og analyseteknologi

Véart mal er & gjere det mulig for deg & oppnéd enestdende suksess og
giennombrudd. Du finner mer informasjon p& www.qiagen.com.
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Bruksomrdade

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR-settet er beregnet p& kvantifisering av BCR-
ABL p210 b2a2- eller b3a2-transkripsjon i benmarg eller prever av perifert
blod ved akutt lymfoblastisk leukemi (ALL) eller kronisk myeloid leukemi (KML)
tidligere diagnostisert med en BCR-ABL Mbcr-fusjonsgen (FG)-hendelse. Testen
er beregnet p& & evaluere nivdet av molekyleer respons; resultater kan brukes
for oppfelging av minimal restsykdom.

Sammendrag og forklaring

Bakgrunn om KML

KML tilherer gruppen av myeloproliferative neoplasmer og er i >90 % av
tilfeller karakterisert av tilstedeveerelsen av Philadelphia-kromosomet (Ph-
kromosom).

Dette kromosomet er produktet av en resiprok translokasjon mellom de lange
armene av kromosom 9 og 22, 1(9;22), BCR (Breakpoint Cluster Region)
plassert p& kromosom 22 og c-ABL-onkogenet fra kromosom 9. Tilsvarende
fusjonsgen, BCR-ABL, transkriberes til et 8,5 kb mRNA, med de 2 «junction»
(overgang)-variantene b2a2 (40 % av tilfeller) og b3a2 (55 % av tilfeller). Det
koder et kimerisk protein, p210, med forhayet tyrosinkinaseaktivitet. b2a3- og
b3a3-transkripsjon representerer under 5 % av tilfeller. Et Ph-kromosom kan
ogsd pévises hos 35 % av voksne ALL-pasienter.

Arlig forekomst av KML er ca. 1-2 pr. 100 000, og KML utgjer 20 % av
leukemier hos voksne. Det karakteriseres klinisk av et overskudd av
myeloidceller som differensieres og fungerer normalt. Pasienter med KML
diagnostiseres i 90-95 % av tilfeller i den kroniske eller stabile fasen av
sykdommen. Historisk gikk pasienter inn i en akselerert fase i lapet av 4 til 6 ér
som farte til blastkrise og akutt leukemi, hvilket alltid er fatalt. Innferingen av
imatinib og, mer nylig, andregenerasjons tyrosinkinasehemmere (TKI), endret
dramatisk det naturlige sykdomsforlgpet: de fleste pasienter forblir n& i remisjon
og berettiger langvarig oppfelging og sykdomsovervadking.

Sykdomsovervaking

Malet med KML-behandling er s& langt @ oppnd 100 % overlevelse og Ph-
kromosomnegativitet. Sykdomsovervéking er derfor et viktig verktay for &
vurdere behandlingsrespons og pdvise tidlig tilbakefall for hver enkelt pasient.
Under TKI-behandling utvikles pasienter som regel fra hematologiske fil
cytogene, deretter molekyleer remisjon, hvilket tilsvarer reduserte antall
leukemiceller og BCR-ABL-transkripsjoner som angitt i figur 1 nedenfor.
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eller hematologisk tilbakefall
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Figur 1. Tilpasset fra referanse 1.

Standardmetoden for & ansld tumorbyrden hos KML-pasienter er konvensjonell
cytogen analyse (G-bé&nding) p& benmarg (BM)-metafaser. Cytogen respons er
vurdert p& minst 20 margmetafaser. Niv@et av cytogen respons er anslatt ut fra
prosentandelen av Ph-kromosompositive metafaser (se tabell 1, referanse 2).
Denne vurderingen avhenger imidlertid av laboratorieytelser og har lav
folsomhet, ved 5 % nér 20 metafaser analyseres.

Sanntids kvantitativ polymerasekjedereaksjon (qPCR) som kvantifiserer BCR-ABL
Mbcr mRNA pé praever av perifert blod (PB), er né& en del av
sykdomsovervékningsmetodene for KML-behandling. Den er mindre invasiv enn
konvensjonell benmargsmetafasecytogenetikk, og mer falsom.

Anbefalinger for KML-sykdomsovervaking er ogsd nylig oppdatert for & innfere
nye kliniske bevis fra kliniske studier samt forbedrede mélsetninger og verktay
for sykdomsovervéking. De nyligste anbefalingene vedrarende definisjon av
respons og overvaking av pasienter p& imatinib kommer fra ELN-ekspertene

(2).

Fra et teknisk stdsted har internasjonale eksperter gjort en innsats for &
harmonisere BCR-ABL Mbcr-testing og -rapportering (3-5). | tillegg er et

6 Handbok for ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR-sett 07/2016



referansepanel validert nylig under veiledning av WHO, for & muliggjere en
enkel standardisering av BCR-ABL-kvantifisering (6).

Prinsippene for prosedyren

gPCR
Fullblod 5l cDNA
< » i BCR-ABL LightCycler
1.2, 1.5¢€ller 2.0
RNA cDNA r ABL
Isolering a Vg + 15 pl spesifikk qPCR-
forh&ndsblanding

av RNA* l ' <DNA- ‘ ’

syntese*
)

74"

BCR-ABL ABL
e, e,

Rotor-Gene Q

5plex HRM (72-glassrotor),
LightCycler 480, Applied
Biosystems 7500 eller ABI
PRISM 7900HT

* Ikke utfert med settet.
Reagenser felger ikke med.

+ 20 pl spesifikk gPCR-
forh&ndsblanding
8 praver i duplikat pr. kjering

Figur 2. RNA-isolasjon, cDNA-syntese og qPCR.

gPCR tilloter neyaktig kvantifisering av PCR-produkter under den eksponensielle
fasen av PCR-forsterkningsprosessen. Kvantitative PCR-data kan innehentes
raskt, uten behandling etter PCR, med sanntids pévisning av fluorescerende
signaler under og/eller etter PCR-sykling, hvilket drastisk reduserer faren for
kontaminering av PCR-produktet. For ayeblikket finnes 3 hovedtyper qPCR-
metoder: gPCR-analyse med SYBR® grent I-fargestoff, gPCR-analyse ved bruk
av hydrolyseprober og gPCR-analyse ved bruk av hybridiseringsprober.

Denne analysen benytter gPCR-hydrolyseprinsippet med oligonukleotid med
dobbelt fargestoff. Under PCR hybridiseres «fremover»- og «revers»-primere til
en spesifikk sekvens. Et oligonukleotid med dobbelt fargestoff inngér i samme
blanding. Denne proben, som bestér av et oligonukleotid merket med et 5'
rapporteringsfargestoff og et nedstrams, 3'undertrykkingsfargestoff (quencher),
hybridiseres til en méalsekvens i PCR-produktet. gPCR-analyse med
hydrolyseprober benytter 5'-> 3'-eksonukleaseaktiviteten til Thermus aquaticus
(Tag) DNA-polymerase. N&r proben er intakt, farer rapporteringsfargestoffets
neerhet til undertrykkingsfargestoffet til supprimert rapporteringsfluorescens,
hovedsakelig med Forster-energioverfering.

Under PCR tilkobles proben spesifikt mellom fremover- og reversprimerstedene
hvis det aktuelle mélet er tilstede. 5'> 3'-eksonukleaseaktiviteten til DNA-
polymerase spalter kun proben mellom rapporteringsstoffet og
undertrykkingsstoffet hvis proben hybridiseres til mélet. Probefragmentene
forskyves deretter fra mélet, og polymerisering av trédden fortsetter. 3’-enden av
proben er blokkert for & forhindre forlengelse av proben under PCR (figur 3).
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Denne prosessen oppstér i hver syklus og forstyrrer ikke den eksponensielle
samlingen av produktet.

@kningen i fluorescenssignal pdvises kun hvis mélsekvensen komplementerer
proben og dermed forsterkes under PCR. P& grunn av disse krave pévises ikke
ikke-spesifikk forsterkning. @kningen i fluorescens er derfor direkte
proporsjonal med maéforsterkningen under PCR.
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Figur 3. Reaksjonsprinsipp. Totalt RNA er reverstranskribert, og det genererte cDNA
forsterkes med PCR ved bruk av et par spesifikke primere og en spesifikk intern probe med
dobbelt fargestoff (FAM™-TAMRA™). Proben bindes til amplikonet under hvert herdingstrinn i
PCR. N&r Taq utvides fra primeren bundet til amplikonet, forskyver det 5'-enden av proben,
som deretter brytes ned av 5'->3'-eksonukleaseaktiviteten til Tag DNA-polymerase. Spaltingen
forsetter til den gjenveerende proben smelter av amplikonet. Denne prosessen frigjer fluorofor
og undertrykkingsstoff i lasningen, hvilket separerer dem spatielt og ferer til en gkning av
fluorescens fra FAM og en reduksjon av fluorescens fra TAMRA.
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Medfolgende materialer

Settets innhold

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR Kit (24)
Katalognr. 670723
Antall reaksjoner 24
High Positive RNA Control (Hey positiv RNA-kontroll) 3x 10 ul
IS-MMR Calibrator (IS-MMR-kalibrator) 3x 10 ul
Mbcr and ABL Single Plasmid Standard Dilution SP1-BCR-ABL

(Standardfortynning for Mbcr- og ABL-enkeltplasmid) ~ Mbcr og ABL 35 ul
(10" kopier/5 ul)

Mbcr and ABL Single Plasmid Standard Dilution

(Standardfortynning for Mbcr- og ABL-enkeltplasmid) ?\/F\)kz,-rBCR-:gt 35 ul

(10? kopier/5 ul) crog

Mbcr and ABL Slpgle Plasmid Standard Dilution . SP3-BCR-ABL

(Standardfortynning for Mbcr- og ABL-enkeltplasmid) Mber oa ABL 70 ul

(102 kopier/5 ul) °9

Mbcr and ABL Slpgle Plasmid Standard Dilution . SP4-BCR-ABL

(Standardfortynning for Mbcr- og ABL-enkeltplasmid) Mb ABL 35 ul

(10* kopier/5 ul) creg

(Sondordiorymming for Mbcr- o ABLenkeltplosmic)  SPBCRABL 0
Mbcr og ABL

(10° kopier/5 ul)

Mbcr and ABL Single Plasmid Standard Dilution
(Standardfortynning for Mbcr- og ABL-enkeltplasmid)  SP6-BCR-ABLL 70 ul
(10° kopier/5 ul)

Primers and Probe Mix ABL* (Primere og PPC-ABL 25x 110 ul
probeblanding ABL)

Primers and Probe Mix BCR-ABL Mbcr Fusion Gene! PPF-Mbcr 25x 110 ul
(Primere og probeblanding BCR-ABL Mbcr-fusjonsgen)

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR Kit Handbook (engelsk) 1

* Blanding av spesifikke revers- og fremoverprimere for ABL-kontrollgenet samt en spesifikk
FAM-TAMRA-probe.

t Blanding av spesifikke revers- og fremoverprimere for BCR-ABL Mbcr-fusjonsgenet samt en
spesifikk FAM-TAMRA-probe.
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Merk: Bland forsiktig og sentrifuger raskt standardene (SP1-SP6) og primerne
og probeblandingene far bruk.

Materialer som er negdvendige, men som ikke
medfolger

Bruk alltid egnet laboratoriefrakk, engangshansker og vernebriller ved arbeid
med kjemikalier. Du finner mer informasjon pé det aktuelle
sikkerhetsdatabladet (HMS), som kan skaffes fra produktleveranderen.

Reagenser

Reagenser for RNA-rensing: De godkjente reagensene er RNeasy® Midi Kit
(QIAGEN, katalognr. 75144) eller TRIzol®-reagens (Thermo Fisher
Scientific Inc., katalognr. 15596018 eller 15596026)

B Nukleasefritt PCR-gradert vann

B Buffer og Tag DNA-polymerase: De godkjente reagensene er Premix Ex
Tag™ DNA-polymerase (perfekt sanntid) (TaKaRa, katalognr. RRO39A) og
Premix Ex Tag DNA-polymerase (probe gPCR) (TaKaRa,
katalognr. RR390A). Begge inkluderer 2 x Tag DNA Polymerase Master
Mix og ROX™-referansefarger

B Reagenser for revers transkripsjon: De godkjente reagensene er ipsogen RT-
settet, som inkluderer revers transkriptase, 5 x RT-buffer, 100 mM DTT,
RNase-hemmer, vilkarlig primer og dNTP-er (QIAGEN, katalognr. 679923);
eller SuperScript® Il revers transkriptase, som inkluderer revers transkriptase,
5 x buffer av ferste tradd og 100 mM DTT (Thermo Fisher Scientific Inc.,
katalognr. 18080044)

B Folgende tilleggsreagenser kreves ved bruk av SuperScript lll:
B RNase-hemmer: Den godkjente reagensen er RNaseOUT™ rekombinant

ribonukleasehemmer (Thermo Fisher Scientific Inc.,
katalognr. 10777019)

B dNTP-sett, PCR-grad
M Vilkarlig nonamer

Forbruksvarer

B Nukleasefrie aerosolresistente sterile PCR-pipettespisser med hydrofobe filtre

M 0,5 mleller 0,2 ml RNase- og DNase-frie PCR-glass

W os
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Utstyr
B Mikroliterpipetter* dedikert for PCR (1-10 ul; 10-100 ul; 100-1000 ul)

B Benkesentrifuge* med rotor for 0,2 ml/0,5 ml reaksjonsglass (kan oppné
10 000 rpm)

B Sanntids PCR-instrument:* Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM eller annet
RotorGene-instrument; LightCycler 1.2, 1.5, 2.0 eller 480; Applied
Biosystems 7500 sanntids PCR-system; ABI PRISM 7900HT SDS; og
assosiert spesifikt materiale

B Termisk sykler* eller vannbad* (revers transkripsjon-trinn)

Advarsler og forholdsregler
For bruk i forbindelse med in vitro-diagnostikk

Bruk alltid egnet laboratoriefrakk, engangshansker og vernebriller ved arbeid
med kjemikalier. Du finner mer informasjon pé det aktuelle
sikkerhetsdatabladet (HMS). Disse er tilgjengelige online i praktisk og kompakt
PDF-format p& www.qiagen.com/safety. Her kan du finne, vise og skrive ut
sikkerhetsdatabladet for hvert QIAGEN-sett og hver settkomponent.

Kast preve- og analyseavfall i henhold til de lokale sikkerhetsforskriftene.

Generelle forholdsregler

gPCR-tester forutsetter god laboratoriepraksis, herunder vedlikehold av utstyr,
som er dedikert til molekylaer biologi og overholder relevante bestemmelser og
standarder.

Dette settet er beregnet p& bruk i forbindelse med in vitro-diagnostikk
Reagenser og instruksjoner i dette settet er validert for optimal ytelse. Ytterligere
fortynning av reagensene eller endring av inkubasjonstider og temperaturer kan
fore til feilaktige eller uoverensstemmende data. PPC- og PPF-reagenser kan
endres hvis de eksponeres for lys. Alle reagenser er formulert spesifikt for bruk
med denne testen. For & oppné optimal testytelse mé det ikke foretas
erstatninger.

Bestemmelse av transkripsjonsnivéer ved bruk av qPCR krever béde revers
transkripsjon av mRNA og forsterkning av generert cDNA ved bruk av PCR.
Hele analyseprosedyren mé derfor utferes under RNase-/DNase-frie forhold.

* Pass p& at instrumentene er kontrollert og kalild til produsentens anbefalinger.

. ______________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Utvis ekstrem forsiktighet for & unngé:

B RNase/DNase-kontaminering, som kan fordrsake nedbrytning av templat-
mRNA og generert cDNA.

B mRNA- eller PCR-overfgringskontaminering som ferer til falskt positive
signaler

Vi anbefaler derfor falgende.

B Bruk nukleasefritt laboratorieutstyr (f.eks. pipetter, pipettespisser,
reaksjonshetteglass) og hansker nér du utferer analysen.

B Bruk nye aerosolresistente pipettespisser for alle pipetteringstrinn for &
unngd krysskontaminering av prevene og reagensene.

B Klargjer en forhdnds-PCR-masterblanding med dedikert materiale
(pipetter, spisser osv.) i et dedikert omrdde der ingen DNA-matriser (cDNA,
DNA-plasmid) innfares. Tilsett templat i en separat sone (helst i et eget
rom) med spesifikke materialer (pipetter, spisser osv.).

B Handter standardene (SP1-SP6) i et eget rom.

Handtering og oppbevaring av reagensen

Settene transporteres pé tarris og mé oppbevares ved —-30 °C til -15 °C ved
mottak.

B Minimer eksponering for lys for primere og probeblandinger (PPC- og PPF-
glass).

M Bland og sentrifuger glassene varsomt far anbrudd.
B Oppbevar alle settkomponenter i originalbeholderne.

Disse oppbevaringsforholdene gjelder béde dpnede og uépnede komponenter.
Komponenter som oppbevares under andre forhold enn de angitt pd etikettene
vil kanskje ikke fungere riktig og kan ha en negativ innvirkning pé
analyseresultatene.

Utlepsdatoer for hver reagens er angitt p& de enkelte komponentetikettene.
Under riktige oppbevaringsforhold ivaretas produktetes ytelse frem til
utlepsdatoen trykt pd etiketten.

Det er ingenting som tyder pd at dette produktet er ustabilt. Positive og negative
kontroller skal imidlertid kjgres samtidig med ukjente praver.

Handtering og oppbevaring av prover

Fullblodprever skal ikke antikoaguleres med kalium-EDTA og oppbevares ved
2-8°C i hayst 5 dager for RNA-ekstraksjon.
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Prosedyre

Klargjering av prove-RNA

RNA-klargjering fra pasientpraver (blod eller benmarg) mé ha blitt utfert med
en validert prosedyre. Kvaliteten til analysen avhenger i stor grad pé& kvaliteten
av tilsatt RNA. Vi anbefaler derfor & kvalifisere renset RNA med agarose*-
gelelektroforese, ved bruk av en Agilent® Bioanalyzer®, eller spektrofotometri
for analysering.?

Protokoll: Revers transkripsjon ved bruk av SuperScript lll
revers transkriptase

Denne protokollen er for revers transkripsjon ved bruk av SuperScript lll reverse
transkriptase. Ved bruk av ipsogen RT-settet mé& du falge protokollen i
h&ndboken for ipsogen RT-settet.

Ting som skal gjsres fer oppstart
B Klargjer dNTPs, T0 mM hver. Oppbevar ved -20 °C i alikvoter.

Prosedyre

1. Tin opp alle nedvendige komponenter og legg dem pa is.

2. Bland godt (ikke roter) og sentrifuger raskt (ca. 10 s, 10 000 rpm for
a samle opp veesken i bunnen av glasset). Oppbevar deretter pa is.

3. Juster RNA-prover til 0,1 ug/ul. Pipetter 10 ul (1 ug) av hver RNA-
prove i separate, merkede glass. Pipetter 10 ul av den haye positive
RNA-kontrollen, 10 ul av IS-MMR-kalibratoren og 10 ul nukleasefritt
vann (som en RT-negativ kontroll) i separate, merkede glass, og
behandle dem parallelt med RNA-provene, som beskrevet nedenfor

4. Inkuber hver prove, kontroll og kalibrator (10 ul hver) i 5 minved 65
°C og kjol ned pd is omgdende i 5 min.

* Bruk alltid egnet laboratoriefrakk, engangshansker og vernebriller ved arbeid med
kiemikalier.

T Optisk tetthet (Optical Density — OD) mélt ved 260 og 280 nm: OD pé 1,0 ved 260 nm
tilsvarer ca. 40 ug/ml enkelttrdd-RNA. Et A,.o/Azg0-forhold mellom 1,8 og 2,1 tyder p& godt
renset RNA.
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5. Sentrifuger raskt (ca. 10's, 10 000 rpm for & samle opp vaesken i
bunnen av glasset). Oppbevar deretter pa is.

6. Klargjer felgende RT-blanding i samsvar med antallet prover,
kontroll og kalibrator som behandles (tabell 1).

Tabell 1. Klargjering av RT-blanding

Volum pr.

Komponent prove (ul)  Sluttkonsentrasjon
Ledetrddbuffer, 5x (felger med

: . 5,0 1x
Superscript lll revers transkriptase)
dNTPs (10 mM hver, som skal
klargjeres pé forhand og 2,0 0,8 mM
oppbevares ved -20 °C i alikvoter)
Tilfeldig nonamer (100 uM) 5,25 21 uM
RNaseOUT (40 E/ul) 0,5 0,8 E/ul
Superscript lll revers transkriptase
(200 E/ul) 1.0 8 E/ul
DTT (felger med Superscript Il

. 1,25 -

revers tanskiptase)
Oppvarmet RNA-preve, kontroll
eller IS-MMR-kalibrator (skal tilsettes 10,0 40 ng/ul
i trinn 7).
Sluttvolum 25,0 —

7. Pipetter 15 pl RT-blanding i hvert PCR-glass. Tilsett deretter 10 pul
(1 ug) preve-RNA, kontroll eller kalibrator (fra trinn 4).

8. Bland forsiktig (ikke roter) og sentrifuger raskt (ca. 10's, 10 000 rpm
for @ samle opp veesken i bunnen av glasset).

9. Programmer det termiske sykleren med revers transkripsjon-
programmet, som indikert i tabell 2.
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Tabell 2. Temperaturprofil

Revers transkripsjon 1 Temperatur: 25 °C
Tid: 10 min

Revers transkripsjon 2 Temperatur: 50 °C
Tid: 60 min

Inaktivering Temperatur: 85 °C
Tid: 5 min

Nedkjoling Temperatur: 4 °C
Tid: 5 min

10. Plasser glassene i den termiske sykleren, og start det termiske
syklingsprogrammet, som angitt i tabell 2.

11. Nar programmet er ferdig, mé glassene sentrifugeres raskt (ca. 10 s,
10 000 rpm for & samle opp vaesken i bunnen av glasset). Oppbevar
glassene pa is eller ved -20 °C til qPCR er utfert, i henhold til
felgende protokoller, i henhold til ditt gPCR-instrument.

Merk: For LightCycler 1.2-, 1.5- og 2.0-instrumenter gir hver RT-
klargjering cDNA til to qPCR-kjeringer.
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Protokoll: gPCR pd Rotor Gene Q MDx 5plex HRM- eller
RotorGene Q 5plex HRM-instrumenter med 72-glassrotor
Ved bruk av dette instrumentet anbefaler vi & utfere alle mélinger i duplikat,

som indikert i tabell 3. Settet er beregnet pé testing av 8 ulike cDNA-praver i
samme eksperiment 3 ganger.

Tabell 3. Antall reaksjoner for Rotor-Gene Q-instrumenter med 72-
glassrotor

Prover Reaksjoner
Med ABL-primere og probeblanding (PPC-ABL) (32 reaksjoner)

8 cDNA-praver 8 x 2-reaksjoner
1 ¢cDNA hgy positiv kontroll 2 reaksjoner
1 cDNA IS-MMR-kalibrator 2 reaksjoner

. 2 x 4 reaksjoner (SP3, SP4, SP5 og
Enkeltplasmidstandarder SP6, hver testet i duplikat)
RT negative kontroll 2 reaksjoner
Vannkontroll 2 reaksjoner

Med BCR-ABL Mbcr-primere og probeblanding (PPF-Mbcr)
(32 reaksjoner)

8 cDNA-praver 8 x 2-reaksjoner
1 ¢cDNA hgy positiv kontroll 2 reaksjoner
1 cDNA IS-MMR-kalibrator 2 reaksjoner

2 x 5 reaksjoner (SP1, SP2, SP3,

Erlcliplemmlesi e e s SP5 og SP6, hver testet i duplikat)

Vannkontroll 2 reaksjoner

Provebehandling pd Rotor-Gene Q-instrumenter med 72-glassrotor

Vi anbefaler testing av minst 8 cDNA-praver i samme eksperiment for &
optimere bruken av standardene og primerne og probeblandingene.
Rotorplanen i figur 4 viser et eksempel pd et slikt eksperiment.
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Figur 4. Anbefalt rotoroppsett for hvert eksperiment med ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-
MMR-settet. SP1-SP6: BCR-ABL Mbcr- og ABL-standarder; HC: Hay cDNA positiv kontroll;
IS-Cal: IS-MMR-kalibrator; RTneg: RT negativ kontroll; S: cDNA-preve; H,0: vannkontroll.

Merk: Pass pd at praver som skal testes alltid plasseres i posisjon 1 i rotoren.
Ellers utfarer ikke instrumentet kalibrering under kalibreringstrinnet, og
feilaktige fluorescensdata innhentes.

Fyll alle andre posisjoner med tomme glass.

qgPCR pd Rotor-Gene Q-instrumenter med 72-glassrotor

Merk: Utfer alle trinn péd is.

Prosedyre

1. Tin opp alle nedvendige komponenter og legg dem pé is.

2. Roter standardene, PPF-Mbcr- og PPC-ABL-glassene, og sentrifuger
raskt (ca. 10's, 10 000 rpm for @ samle opp vaesken i bunnen av
glasset).
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3. Klargjer felgende qPCR-blanding i henhold til antallet prever som
skal behandles.

Alle konsentrasjoner er for sluttreaksjonsvolum.

Tabell 4 beskriver pipetteringsplanen for klargjering av én
reagensblanding, beregnet til & oppnd et sluttreaksjonsvolum pd& 25 ul. En
forhdndsblanding kan klargjeres i samsvar med antall reaksjoner, ved bruk
av samme primere og probeblanding (enten PPC-ABL eller PPF-Mbcr).
Andre volum inkluderes for & kompensere for pipetteringsfeil.

Tabell 4. Klargjering av qPCR-blanding

BCR-ABL
Mbcr:
1 ABL: 32+1 32+1
reaksjon reaksjoner reaksjoner

Komponent (k) (pl) (71)] Sluttkonsentrasjon
Forhé&ndsblanding 12,5 412,5 4125 Ix
Ex Taq, 2x
Primere og
probeblanding, 1 33 33 1x
25x
Nukleasefritt vann
av PCR-kvalitet 6,5 214,5 214,5 B
Prave (skal
tilsettes i trinn 5) 2 S lorer 2 e -
Totalvolum 25 25 hver 25 hver -

4. Dispenser 20 ul av qPCR-forhéndsblandingen pr. glass.

5. | et annet laboratorieomrdde og med dedikert uistyr, tilsett 5 ul av
RT-produktet (cDNA, tilsvarende 200 ng RNA) oppnédd i revers
transkripsjon (se «Protokoll: Revers transkripsjon ved bruk av
SuperScript lll revers transkriptase», side 13) i det tilsvarende glasset
(totalvolum 25 ul).

6. Bland varsomt ved & pipettere opp og ned.

7. Lukk alle glass og plasser dem i den termiske sykleren i samsvar
med produsentens anbefalinger.

8. Programmer Rotor-Gene Q-instrumentet med det termiske
syklingsprogrammet som indikert i tabell 5.
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Tabell 5. Temperaturprofil

Analysemodus Kvantifisering

Holding 1 Temperatur: 95 °C
Tid: 10's

Sykling 50 ganger
95°Cib5s

60 °C i 30 s med innhenting av FAM-fluorescens i
grenn kanal: Enkel

Holding 2 Temperatur: 36 °C
Tid: 1 min

9. Klikk pé “Gain Optimisation” (Optimal forsterkning) i dialogboksen “New
Run Wizard” (Veiviser for ny analyse) for & apne dialogboksen “Auto-Gain
Optimisation Setup” (Autooppsett av optimal forsterkning). Angi omradet for
den grenne kanalen fra “5 FI” for “Min Reading” (Min. avlesning) til “10 FI”
for “Max Reading” (Maks. avlesning) og det akseptable
forsterkningsomradet fra -10 til 10.

10. Kryss av i boksen “Perform Optimisation Before 1st Acquisition” (Utfer
optimalisering for 1. innhenting) og lukk dialogboksen “Auto-Gain
Optimisation Setup” (Autooppsett av optimal forsterkning).

11. Start det termiske syklusprogrammet.

12. Velg “Slope Correct” (Riktig helning) for analysen. Vi anbefaler a stille inn
terskelen pa 0,03.
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Protokoll: gPCR pd Applied Biosystems 7500 sanntids PCR-
system, ABI PRISM 7900HT SDS og LightCycler 480-

instrumenter

Ved bruk av 96-bregnn-plate gPCR-utstyr, anbefaler vi & utfere alle malinger i
duplikat, som indikert i tabell 6. Settet er beregnet pd testing av 8 ulike cDNA-
prever i samme eksperiment 3 ganger.

Tabell 6. Antall reaksjoner som bruker 96-brenn-plate qPCR-utstyr

Prover Reaksjoner
Med ABL-primere og probeblanding (PPC-ABL) (32 reaksjoner)

8 cDNA-praver 8 x 2-reaksjoner
1 ¢cDNA hgy positiv kontroll 2 reaksjoner
1 cDNA IS-MMR-kalibrator 2 reaksjoner

. 2 x 4 reaksjoner (SP3, SP4, SP5 og
Enkeltplasmidstandarder SP6, hver testet i duplikat]
RT negative kontroll 2 reaksjoner
Vannkontroll 2 reaksjoner

Med BCR-ABL Mbcr-primere og probeblanding (PPF-Mbcr)
(32 reaksjoner)

8 cDNA-praver 8 x 2-reaksjoner
1 ¢cDNA hgy positiv kontroll 2 reaksjoner
1 cDNA IS-MMR-kalibrator 2 reaksjoner

2 x 5 reaksjoner (SP1, SP2, SP3,

Sl ipl Rk E MEIE G T SP5 og SP6, hver festet i duplikat)

Vannkontroll 2 reaksjoner

Provebehandling pd Applied Biosystems, ABI PRISM og LightCycler 480-
instrumenter

Vi anbefaler testing av minst 8 cDNA-praver i samme eksperiment for &
optimere bruken av standardene og primerne og probeblandingene.
Plateplanen i figur 5 viser et eksempel pd et slikt eksperiment.
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Figur 5. Anbefalt plateoppsett for ett eksperiment med ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-
MMR-settet. SP1-SP6: BCR-ABL Mbcr- og ABL-standarder; HC: Hay cDNA positiv kontroll;
IS-Cal: IS-MMR-kalibrator; RTneg: RT negativ kontroll; S: cDNA-prave; H,O: vannkontroll.

qPCR pé Applied Biosystems-, ABI PRISM- eller LightCycler 480-

instrumenter

Merk: Utfer alle trinn pé is.

Prosedyre

1. Tin opp alle nedvendige komponenter og legg dem pa is.

2. Roter standardene, ROX-, PPF-Mbcr- og PPC-ABL-glassene, og
sentrifuger raskt (ca. 10 s, 10 000 rpm for @ samle opp veesken i

bunnen av glasset).

3. Klargjer felgende qPCR-blanding i henhold til antallet prever som

skal behandles. Ved bruk av 96-brenn-plate gPCR-utstyr, anbefaler

vi & utfere alle maélinger i duplikat.
Alle konsentrasjoner er for sluttreaksjonsvolum.

Tabell 7 beskriver pipetteringsplanen for klargjering av én reagensblanding
for Applied Biosystems- og ABI PRISM-instrumenter, beregnet til & oppné et

sluttreaksjonsvolum pé& 25 ul. Tabell 8 beskriver pipetteringsplanen for
klargjering av én reagensblanding for LightCycler 480-instrumentet,

beregnet til & oppnd et sluttreaksjonsvolum p& 25 ul. En forh&ndsblanding

kan klargjeres i samsvar med antall reaksjoner, ved bruk av samme
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primere og probeblanding (enten PPC-ABL eller PPF-Mbcr). Andre volum
inkluderes for & kompensere for pipetteringsfeil.

Tabell 7. Klargjering av qPCR-blanding for Applied Biosystems- og ABI
PRISM-instrumenter

BCR-ABL
Mbcr:
1 ABL: 32+1 32+1
reaksjon reaksjoner reaksjoner
Komponent (pl) (pl) (pl) Sluttkonsentrasjon
ForhYndsblanding 12,5 4125 4125 Ix
Ex Taq, 2x
Primere og
probeblanding, 1 33 33 1x
25x
ROX I-fargestoff,
50x (ABI PRISM
7900HT) eller ROX
[I-fargestoff, 50x 0.5 16,5 16,5 1x
(Applied
Biosystems 7500)
Nukleasefritt
vann av PCR- 6 198 198 -
kvalitet
Prave (skal
tilsettes i trinn 5) > > hver > hver B
Totalvolum 25 25 hver 25 hver -

22 Handbok for ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR-sett 07/2016



Tabell 8. Klargjering av qPCR-blanding for LightCycler 480

BCR-ABL
Mbcr:
1 ABL: 32+1 32+1
reaksjon reaksjoner reaksjoner

Komponent (pl) (pl) (pl) Sluttkonsentrasjon
ForhYndsblanding 12,5 4125 412,5 Ix
Ex Taq, 2x
Primere og
probeblanding, 1 33 33 1x
25x
Nukleasefritt
vann av PCR- 6,5 214,5 214,5 -
kvalitet
Prave (skal
tilsettes i trinn 5) 2 S lorer S lorer -
Totalvolum 25 25 hver 25 hver -

4. Dispenser 20 ul av gPCR-forhandsblandingen pr. brgnn.

5. | et annet laboratorieomrédde og med dedikert uistyr, tilsett 5 ul av
RT-produktet (cDNA, tilsvarende 200 ng RNA) oppnédd i revers
transkripsjon (se «Protokoll: Revers transkripsjon ved bruk av
SuperScript lll revers transkriptase», side 13) i den tilsvarende
bronnen (totalvolum 25 pl).

6. Bland varsomt ved & pipettere opp og ned.
Lukk platen og sentrifuger raskt (300 x g, ca. 10 s).

8. Plasser platen i den termiske sykleren i samsvar med produsentens
anbefalinger. Programmer den termiske sykleren med det termiske
syklingsprogrammet som angitt i tabell 9 for Applied Biosystems- og
ABI PRISM-instrumenter, eller tabell 10 for LightCycler 480-
instrumentet.

N
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Tabell 9. Temperaturprofil for Applied Biosystems- og ABI PRISM-
instrumenter

Analysemodus Standardkurve — absolutt kvantifisering
Holding 1 Temperatur: 95 °C

Tid: 10's
Sykling 50 ganger

95°Cib5s

60 °C i 30 smed innhenting av FAM-fluorescens:
Enkel; undertrykkingsstoff: TAMRA

Holding 2 Temperatur: 36 °C
Tid: 1T min

Tabell 10. Temperaturprofil for LightCycler 480-instrument

Analysemodus Absolutt kvantifisering (“Abs Quant”)

Pavisningsformater Velg “Simple Probe” (Enkeltprobe) i vinduet for
pévisningsformat

Holding 1 Temperatur: 95 °C
Tid: 10's

Sykling 50 ganger
95°Cib5s

60 °C i 30 s med innhenting av FAM-fluorescens
tilsvarende (483-533 nm) for LC-versjon 01 og
(465-510 nm) for LC-version 02

Holding 2 Temperatur: 36 °C
Tid: 1 min
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9. For Applied Biosystems 7500 og ABI PRISM 7900HT SDS, felg trinn
9a. For LightCycler 480-instrumentet, felg trinn 9b.

9a. Applied Biosystems og ABI PRISM: Vi anbefaler en terskelinnstilling
pa 0,1 i analysetrinnet p@ instrumentet. Start syklingsprogrammet,
som angitt i tabell 9.

9b. LightCycler 480-instrument: Vi anbefaler en «Fit point»-
analysemodus med bakgrunn ved 2,0 og terskel ved 2,0. Start det
termiske syklingsprogrammet, som angitt i tabell 10.
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Protokoll: gPCR pa LightCycler 1.2-, 1.5- og 2.0-
instrumenter
Vi anbefaler & méle prever i duplikat og kontroller kun én gang med kapillaere

instrumenter, som angitt i tabell 11. Settet er beregnet pé testing av 4 ulike
cDNA-praver i samme eksperiment 6 ganger.

Tabell 11. Antall reaksjoner for LightCycler 1.2-, 1.5- og 2.0-
instrumenter

Prover Reaksjoner

Med ABL-primere og probeblanding (PPC-ABL) (16 reaksjoner)

4 cDNA-praver 4 x 2 reaksjoner

1 ¢cDNA hgy positiv kontroll 1 reaksjon

1 cDNA IS-MMR-kalibrator 1 reaksjon
Enkeltplasmidstandarder ;;;)4 ieehalener (S, S, HF e
RT negative kontroll 1 reaksjon

Vannkontroll 1 reaksjon

Med BCR-ABL Mbcr-primere og probeblanding (PPF-Mbcr)
(16 reaksjoner)

4 cDNA-praver 4 x 2 reaksjoner
1 ¢cDNA hgy positiv kontroll 1 reaksjon
1 cDNA IS-MMR-kalibrator 1 reaksjon
. 1 x 5 reaksjoner (SP1, SP2, SP3,
Enkeltplasmidstandarder SP5 og SP6)
Vannkontroll 1 reaksjon

Provebehandling pé LightCycler 1.2-, 1.5- og 2.0-instrumenter

Vi anbefaler testing av minst 4 cDNA-praver i samme eksperiment for &
optimere bruken av standardene og primerne og probeblandingene.
Kapilleerplanen i figur 6 viser et eksempel pé et eksperiment.
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Figur 6. Anbefalt rotoroppsett for hvert eksperiment med ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-
MMR-settet. SP1-SP6: BCR-ABL Mbcr- og ABL-standarder; HC: Hay cDNA positiv kontroll;
IS-Cal: IS-MMR-kalibrator; RTneg: RT negativ kontroll; S: cDNA-preve; H,O: vannkontroll.

gPCR pa LightCycler 1.2-, 1.5- og 2.0-instrumenter
Merk: Utfer alle trinn pd is.

Prosedyre

1. Tin opp alle nedvendige komponenter og legg dem pa is.

2. Roter standardene, PPF-Mbcr- og PPC-ABL-glassene, og sentrifuger
raskt (ca. 10 s, 10 000 rpm for & samle opp vaesken i bunnen av
glasset).

3. Klargjer felgende qPCR-blanding i henhold til antallet prever som
skal behandles.

Alle konsentrasjoner er for sluttreaksjonsvolum.

Tabell 12 beskriver pipetteringsplanen for klargjering av én
reagensblanding, beregnet pd & oppnd et sluttreaksjonsvolum pé& 20 ul. En
forhdndsblanding kan klargjeres i samsvar med antall reaksjoner, ved bruk
av samme primere og probeblanding (enten PPC-ABL eller PPF-Mbcr).
Andre volum inkluderes for & kompensere for pipetteringsfeil.
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Handbok for ipsogen BCR-ABLT Mbcr IS-MMR-sett  07/2016 27



Tabell 12. Klargjering av qPCR-blanding for LightCycler 1.2-, 1.5- og
2.0-instrumenter

BCR-ABL
Mbcr:
1 ABL: 16+1 16+1
reaksjon reaksjoner reaksjoner

Komponent (pl) (pl) 7]) Sluttkonsentrasjon
ForhYndsblanding 10 170 170 Ix
Ex Taq, 2x
Primere og
probeblanding, 0,8 13,6 13,6 1x
25x
Nukleasefritt
vann av PCR- 4,2 71,4 71,4 -
kvalitet
Prave (skal
tilsettes i trinn 5) 2 S lorer S lorer -
Totalvolum 20 20 hver 20 hver -

4. Dispenser 15 ul av qPCR-forhéndsblandingen pr. kapillaer.

5. | et annet laboratorieomrdde og med dedikert utstyr, tilsett 5 ul av
RT-produktet (cDNA, tilsvarende 200 ng RNA) oppnédd i revers
transkripsjon (se «Protokoll: Revers transkripsjon ved bruk av
SuperScript lll revers transkriptase», side 13) i den tilsvarende
kapilleeren (totalvolum 20 ul).

6. Bland varsomt ved & pipettere opp og ned.

7. Plasser kapilleerene i adapterne som felger med apparatet, og
sentrifuger raskt (700 x g, ca. 10 sekunder).

8. Last kapillaerene inn i den termiske sykleren i henhold til
produsentens anbefalinger.

9. Programmer LightCycler 1.2-, 1.5- eller 2.0-instrumentet med det
termiske syklingsprogrammet som angitt i tabell 13.
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Tabell 13. Temperaturprofil

Analysemodus Kvantifisering
Holding 1 Temperatur: 95 °C
Tid: 10's
Stigning: 20
Sykling 50 ganger

95 °Ci 5 s; stigning: 20

60 °C i 30 s; stigning: 20; med innhenting av FAM-
fluorescence: Enkel

Holding 2 Temperatur: 36 °C
Tid: T min
Stigning: 20

10. For LightCycler 1.2 og 1.5, felg trinn 10a. For LightCycler 2.0, folg
trinn 10b.

10a.LightCycler 1.2 og 1.5: F1/F2 og modusen «2" derivative analysis»
(2. derivative analyse) er anbefalt. Start det termiske
syklingsprogrammet, som angitt i tabell 13.

10b.LightCycler 2.0: Vi anbefaler bruk av automatisert (F’max) analyse
pa LightCycler 2.0 programvareversjon 4.0 for & oppnaé

reproduserbare resultater. Start det termiske syklingsprogrammet,
som angitt i tabell 13.
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Tolkning av resultater

Prinsipp for dataanalysering

Ved bruk av TagMan®-teknologi kalles antallet PCR-sykluser som kreves for &
pévise et signal over terskelen for terskelsyklus (C;), og er direkte proposjonalt
med mengden av mélet som finnes pé& starten av reaksjonen.

Ved bruk av standarder med et kjent antall molekyler kan man fastsl& en
standardkurve og bestemme den nayaktige mengden av maélet som i
testpraven. ipsogen-standardkurvene er plasmidbaserte. Vi bruker 4
standardfortynninger for ABL og 5 standardfortynninger for Mbcrfor & sikre
neyaktige standardkurver. Settet inkluderer ogsé en IS-MMR-kalibrator som
muliggjer konvertering av resultater til den internasjonale skalaen. Figur 7 og 8
viser eksempler pd TagMan-forsterkningskurver oppnddd for standarder, IS-
MMR-kalibratoren, og den haye positive RNA-kontrollen med ipsogen BCR-
ABL1 Mbcr-settet.

09 Hay RNA positiv kontroll
08 \
& 071 IS-MMR-kalibrator
Ty ~/
05
04
- i SP5
o il
0,1
00 —

Cycle

Figur 7. Pavisning av ABL med standardene SP3, SP4, SP5 og SP6. 10°, 10, 10° og
106 kopier/5 ul.
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Figur 8. Pavisning av BCR-ABL Mbcr med standardene SP1, SP2, SP3, SP5 og SP6. 10',
10%, 10%, 10°, 10° kopier/5 ul.

Standardkurver og kvalitetskriterier som gjelder radata

Reproduserbarhet mellom replikater

Variasjon innen Cr-verdier mellom replikater skal vaere <2, tilsvarende en 4-
T ;
gangers endring av kopinummerverdier.

Variasjon innen Ci-verdier mellom replikater er som regel <1,5 hvis
gjennomsnittlig C;-verdi av replikatene er <36 (7).

Merk: Hver bruker ber méle sin egen reproduserbarhet i laboratoriet sitt.

Standardkurver
R&data kan limes inn i en Excel®-fil for analysering.

For hvert gen (ABL og BCR-ABL), plottes C;-r@verdier oppnédd pé
plasmidstandardfortynninger i henhold til loggkopinummeret (3, 4, 5 og 6 for
SP3, SP4, SP5 og SP6; 1, 2, 3, 5 og 6 for SP1, SP2, SP3, SP5 og SPé). Figur 9
viser et eksempel pé en teoretisk ABL-standardkurve beregnet p& 4
standardfortynninger. Figur 10 viser et eksempel p& en teoretisk BCR-ABL-
standardkurve beregnet pé& 5 standardfortynninger.
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Figur 9. Teoretisk standardkurve for ABL beregnet fra 4 standardfortynninger. En
lineser regresjonskurve (y = ax + b) beregnes, der a er helningen av linjen og b er y-
skjeeringspunktet, som er y-koordinatet for punktet der linjen krysser y-aksen. Dens ligning og
bestemmelseskoeffisient (R?) er skrevet ut p& grafen.
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Figur 10. Teoretisk standardkurve for BCR-ABL beregnet fra 5 standardfortynninger.
En linezer regresjonskurve (y = ax + b) beregnes, der a er helningen av linjen og b er y-
skjeeringspunktet, som er y-koordinatet for punktet der linjen krysser y-aksen. Dens ligning og
bestemmelseskoeffisient (R2) er skrevet ut pd grafen.

Siden standarder er 10-gangers fortynninger, er den teoretiske helningen av
kurven -3,3. En helning mellom -3,0 og -3,9 er akseptabelt s& lenge R? er

>0,95 (7). En verdi for R?2 >0,98 er imidlertid enskelig for neyaktige resultater
(3).
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Merk: SP1-standardfortynningen (BCR-ABL-plasmid, 10 kopier) mé pdvises og
inkluderes i BCR-ABL-standardkurven.

Kvalitetskontroll pé alle ABL-verdier

Darlig RNA-kvalitet eller problemer under gPCR-trinnene ferer til lave ABL-
kopinumre (ABLcy). Optimal felsomhet oppnds med praver som gir ABLcy =10
000 kopier. Dette kriteriet p&@ ABLcy gjelder ogsé for den haye positive RNA-
kontrollen og IS-MMR-kalibratoren.

RT negative og vannkontroller

Ingen templatkontroller (NTC) for PCR-trinnet (vannkontroll) og revers
transkripsjon-trinnet (RT negativ kontroll) skal gi null CN for b&de ABL og BCR-
ABL Mbcr. Et positivt resultat for disse NTC-ene indikerer krysskontaminering
under revers transkripsjon og/eller gPCR.

Normalisert kopinummer (NCN)

ABL-standardkurven skal brukes til & forvandle C;-r@verdier (oppnéddd med
PPC-ABL) for ukjente praver til ABL-kopinumre (ABLcy).

BCR-ABL-standardkurven skal brukes til & forvandle C;-réverdier (oppnéddd med
PPF-Mbcr) for ukjente praver til BCR-ABL-kopinumre (BCR-ABL Mbcrcy).

Forholdet av disse CN-verdiene gir det normaliserte kopinummeret (NCN):

BCR-ABL Mbcrcy,
NCN = x 100
ABLcy
Beregn NCN-resultatet for den haye positive RNA-kontrollen (NCN,¢), ISMMR-
kalibratoren (NCN,) og hver prave (NCN,,,..).

Hoy positiv RNA-kontroll og IS-MMR-kalibrator

Disse kontrollene muliggjer overvéking av revers transkripsjon- og
forsterkningstrinnene for ABL og BCR-ABL Mbcr under
transkripsjonskvantifisering.

Kvalitetskontroll pd NCN,-resultat

Merk: NCN-resultatet oppnédd for IS-MMR-kalibratoren, testet med ipsogen
BCR-ABL Mbcr IS-MMR-settet i kombinasjon med validerte reagenser og
instrumenter (se «<Medfelgende materialer», side 9, og «Materialer som er
nadvendige, men som ikke medfalger», side 10), mé& veere innenfor intervallet
0,05-0,3. Ellers kan ikke NCN-verdier konverteres tden internasjonale skalaen.
| tillegg mé& hele eksperimentet forkastes hvis den heye positive RNA-kontrollen
ikke er pvist.
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IS-konvertering og MRR-rapportering

Merk: For tolking mé& du se verdien angitt pd ISS-MMR-kalibratorglassetiketten
eller p& analysesertifikatet som falger med settet.

Bruk NCN-resultatet fra den eksperimentelle IS-MMR-kalibratoren (NCN,¢.eq0),
og dens tilordnede verdi (IS-Cal-verdi) angitt i analysesertifikatet, for & beregne
det normaliserte kopinummeret p& den internasjonale skalaen (IS-NCN_ ).

NCN, e x IS-Cal-verdi
NCNouregn
Bestem MMR-status for hver preve i henhold til falgende kriterier.
M IS-NCN,,. =0,05: Stor molekylzer respons

M 0,05 <IS-NCN,,,,. <0,15: Grésone rundt MMR-cutoff, ubestemmelig
resultat

IS-NCN_ .. =

M IS-NCN,,,,. =0,15: Ingen stor molekyleer respons

IS-NCNc-resultatet (NCN pé den internasjonale skalaen for den hgye positive
RNA-kontrollen) skal ikke gi noen stor molekyleer respons.

Figur 11 viser et eksempel p& pasientovervdkning ved bruk av NCN- og IS-
NCN-esultater.

100,000
10,000
—a— 1-NCN
D000 NG S e 1-NCN-IS
3 —=a—2-NCN
z
a 2-NCN-IS
0,100 —— MMR GZ
LoD
0,010 — ~loB
0,001

Tid (méneder)

Figur 11. Overvékingskurver for pasient MMR-status med ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-
MMR-settet. NCN: normalisert kopinummer; NCN-IS: normalisert kopinummer
internasjonal skala; MMR GZ: MMR-grésone (GZ) ubestemmelig resultat; LoD:
pévisningsgrense; LoB: bakgrunnsniva.
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Sammendrag av kvalitetskriterier

Tabell 14 oppsummerer de forskjellige kalitetskriteriene og tilknyttede verdier
eller resultater.

Tabell 14. Sammendrag av kvalitetskriterier

Kriterier

Akseptable verdier/resultater

Variasjoner innen Cy-verdier
mellom replikater

Helning for standardkurver
R? for standardkurver

SP1-standardfortynning (BCR-ABL
10 kopier plasmid)

Kvalitetskontroll p& ABLcy-verdi for
pasientpraver, hay positiv RNA-
kontroll og IS-MMR-kalibrator

PCR (vann) og revers transkripsjon
(RT-negative)-kontroller

NCN oppnédd for IS-MMR-
kalibrator (NCN, )

Hay positiv RNA-kontroll
NCN oppnddd for den haye

positive RNA-kontrollen konverterte
til den internasjonale skalaen (IS-

NCNc)

<2 C; hvis gjennomsnittlig C-verdi
>36

<1,5 C; hvis gjennomsnittlig C;-
verdi <36

Mellom -3,0 og -3,9
Minst >0,95 bedre hvis >0,98

Mé pavises og inkluderes i
standardkurven

ABLy >10 000 kopier av ABL for &
n& optimal falsomhet

For hver ABLCN =0 og MbchN =0

Mé& veere innenfor intervallet

0,05-0,3
Ma& pdvises

Status: Ingen stor molekyleer
respons

Feilsoking

For mer informasjon, se siden med vanlige sparsmal og svar pé véart tekniske
supportsenter: www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Forskerne ved QIAGENs
tekniske serviceavdeling er alltid klare til & besvare eventuelle sparsmal du
matte ha enten om informasjonen og protokollen i denne hdndboken eller
prave- og analyseteknologi (for kontaktinformasjon, se «Kontaktinformasjon»,
side 41).
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Kvalitetskontroll

| henhold til QIAGENSs ISO-sertifiserte kvalitetsstyringssystem, testes hvert parti
med ipsogen BCR-ABLT Mbcr IS-MMR-sett mot forhandsbestemte spesifikasjoner
for & sikre konsekvent produktkvalitet. Analysesertifikater er tilgjengelige pé
forespersel pd www.giagen.com/support.

Begrensninger

Brukerne mé ha oppleering og kjennskap til denne teknologien far bruk av
denne enheten.

Alle diagnostiske resultater som genereres mé tolkes i sammenheng med andre
kliniske funn eller laboratoriefunn. Det er brukerens ansvar & validere systemets
ytelse for andre prosedyrer som brukes i laboratoriet, og som ikke dekkes av
QIAGEN ytelsesstudier.

Det er viktig & vaere oppmerksom pé utlepsdatoer som er trykket pd boksen og
etikettene pd alle komponenter. Bruk ikke komponenter med utlgpt dato.

Merk: Settet er utformet i henhold til studiene fra «<Europe Against Cancer»
(EAC) (8, 9), og samsvarer med de oppdaterte internasjonale anbefalingene.
Settet inneholder en IS-MMR-kalibrator, standardisert til den internasjonale
skalaen, som muliggjer konvertering av NCN-resultater til den internasjonale
skalaen og rapportering av MMR (Major Molecular Response — stor molekylzer
respons)-status.

Hvert parti av IS-MMR-kalibratoren har en tilordnet verdi utledet direkte fra en
kalibrering i forhold til NIBSC WHO-sertifisert primaert referansemateriale
(infernasjonalt genetisk referansepanel for kvantifisering av BCR-ABL-
translokasjon ved bruk av RQ-PCR (1. 1.S.), ref. 09/138).

Et analysesertifikat som angir den tilordnede verdien for IS-MMR-kalibratoren
falger med hvert sett.

Settet skal brukes i samsvar med instruksjonene i denne hdndboken, i
kombinasjon med validerte reagenser og instrumenter «Materialer som er
nedvendige, men som ikke medfelger», side 10). Alt bruk som ikke overholder
instruksjonene og/eller modifisering av komponentene farer til at QIAGENs
ansvar oppheves.

Ytelsesegenskaper

Merk: Ytelsesegenskaper ble fastslatt ved bruk av Applied Biosystems 7500
sanntids PCR-systemet i kombinasjon med ipsogen BCR-ABL Mbcr IS-MMR-settet
og validerte tilleggsreagenser (se «Materialer som er ngdvendige, men som ikke
medfalger», side 10).
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Blankgrense og pdavisningsgrense

Blankgrense (Limit of Blank — &visningsgrense (Limit of Detection — LoD) ble
bestemt i henhold til CLSI/NCCLS EP17-A-retningslinjen.

Bakgrunnsnivd (LoB) ble bestemt p& negative praver fra friske donorer (11
praver, 69 mélinger), og ble pavist & tilsvare 0,0022 BCR-ABL Mbcr NCN.

Pavisningsgrense (LoD eller analytisk falsomhet) ble bestemt pd kjente lavt
positive praver (n = 8, 74 mélinger), og ble pavist & tilsvare 0,0069 BCR-ABL
Mbcr NCN.

B NCN <LoB: BCR-ABL Mbcr ikke pavist
B LoB <NCN <LoD: BCR-ABL Mbcr pdvist, men ikke kvantifisert
B NCN =LoD: BCR-ABL Mbcr kvantifisert

Linearitet
Linearitet ble bestemt i henhold til CLSI/NCCLS EP6-A-retningslinjen.

Studien ble utfert pé& blandinger av positivt og negativt RNA ekstrahert fra
cellelinjer. Elleve ulike nivéer ble testet i triplikater. Resultatene fra disse pravene
viser at ipsogen BCR-ABL Mbcr IS-MMR-analysen er linezer i et omréde pé
0,003 til 65 BCR-ABL Mbcr NCN.

Tilsetninger

Fem ulike RNA-er med forskjellige NCN BCR-ABL Mbcr-nivéer ble valgt for
studien. Ulike RNA- og cDNA-mengder ble testet for & evaluere tilsetningens
innvirkning p& NCN-resultater. Resultater viste at varierende RNA-tilsetning
hadde begrenset innvirkning p& NCN-resultatene, mens cDNA-tilsetning var en
mer falsom faktor hvis det ble brukt mer eller mindre materiale. Tilsetning av 1
ug RNA og 5 ul cDNA er derfor anbefalt for & kjare testen.

Presisjon
Presisjon ble bestemt i henhold til CLSI/NCCLS EP5-A2-retningslinjen.

Presisjonsstudien ble utfart pd 13 ulike prever testet 42 ganger i duplikater (n =
84). Disse pravene var representative for de ulike nivéene av BCR-ABL Mbcr-
ekspresjon i pasientpraver rundt og over MMR-verdien. Den globale
variasjonskoeffisienten rundt MMR-verdien ble pdvist & tilsvare 25 %.
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Konkordansstudie: ERM-AD623 BCR-ABL1
enkeltplasmidstandard (IRMM) versus ipsogen
enkeltplasmidstandard (QIAGEN)

De nyeste arbeidsdefinisjonene for BCR-ABLT Mbcr molekylaer respons i CML er
angitt av ELN/EUTOS Molecular Monitoring Steering Group, som anbefaler
bruk av ERM-AD623 BCR-ABL1-plasmid (IRMM, Belgia): Cross, N.C., et al.
Laboratory recommendations for scoring deep molecular responses following
treatment for chronic myeloid leukemia (2015) Leukemia. 29, 999.

For & falge denne anbefalingen utferte QIAGEN en konkordansstudie for

& sammenligne ipsogen enkeltplasmid til flere mél, brukt i ipsogen BCR-ABL1
Mbcr IS-MMR-sett (24) CE (kat.nr. 670723) med ERM-AD623 BCR-ABL]1-
plasmid (IRMM).

Sammenligningen var basert pd BCR-ABLT Mbcr/ABLT med normalisert
kopinummerforhold (NCN), og vurdert med begge de to standardenes
fortynninger (ipsogen eller ERM-AD623 BCR-ABL1) pé& kontrollprever inkludert
i ipsogen-settene og pd sertifisert referansemateriale fra 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.

* [RMM_Mbcr »  Ipsogen_Mbcr
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Figur 12. ipsogen og ERM-AD623 BCR-ABL1-plasmidets standardkurver er justert.
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Figur 13. ERM-AD623 BCR-ABL1 versus ipsogen NCN-verdier.

QIAGEN-studien konkulderte at det ikke var noen statistisk forskiell:
ERM-AD623 BCR-ABL1 enkeltplasmidstandard og ipsogen
enkeltplasmidstandard gir ekvivalente resultater.

. ______________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Symboler

Felgende symboler kan vises pd emballasjen og merkingen:

N Inneholder nok reagens til <N> reaksjoner
<N>

Brukes innen

ZN

IVD Medisinsk utstyr til in vitro-diagnostikk

Katalognummer

Partinummer

Materialnummer

Globalt artikkelnummer

Temperaturbegrensning

Produsent

Sl Ao NN

Se bruksanvisningen

Kontaktinformasjon

For teknisk hjelp og mer informasjon, se vért tekniske supportsenter pé
www.qiagen.com/Support, ring 00800-22-44-6000 eller kontakt en av
QIAGENSs tekniske serviceavdelinger eller lokale distributerer (se bak pé
omslaget eller besak www.qiagen.com).
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Bestillingsinformasjon

Produkt Innhold Kat.nr.

ipsogen BCR-ABLT For 24 reaksjoner: Mbcr og ABL enkle 670723
Mbcr IS-MMR Kit (24) plasmidstandarder, hay RNA positiv
kontroll, IS-MMR-kalibrator, primere og
probeblanding ABL, primere og
probeblanding BCR-ABL Mbcr
fusjonsgen

Rotor-Gene Q MDx — for IVD-validert sanntids PCR-
analyse i kliniske bruksomréder

Rotor-Gene Q MDx Sanntids PCR-sykler og High Resolution 9002032
5plex HRM Platform Melt-analysator med 5 kanaler (grenn,

gul, oransije, red, dyp red) pluss HRM-

kanal, baerbar PC, programvare,

tilbehar, 1-&rs garanti pé& deler og

utferelse, installasjon og oppleering ikke

inkludert
Rotor-Gene Q MDx Sanntids PCR-sykler og High Resolution 9002033
5plex HRM System Melt-analysator med 5 kanaler (grenn,

gul, oransije, red, dyp red) pluss HRM-
kanal, baerbar PC, programvare,
tilbehar, 1-&rs garanti p& deler og
utfarelse, installasjon og opplaering

ipsogen RT-sett — for revers transkripsjon

ipsogen RT Kit Revers transkriptase, tilfeldig primer, 679923
DTT, dNTP, RNase-hemmer, RT-buffer

RNeasy-sett — for rensing av totalt RNA

RNeasy Midi Kit (50) For 50 RNA-klargjeringer: 50 RNeasy 75144
Midi Spin-kolonner, prevetakingsglass
(15 ml), RNase-frie reagenser og bufre

For oppdatert lisensinformasjon og produktspesifikke ansvarsfraskrivelser, se
den respektive hdndboken eller brukerh&ndboken for QIAGEN-settet.
Handbegker og bruksanvisninger for QIAGEN-sett er tilgjengelige pé
www.giagen.com eller pé forespersel fra QIAGENSs tekniske serviceavdeling
eller din lokale distributer.
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Dette produktet er beregnet p& bruk i in vitro-diagnostikk. ipsogen-produkter kan ikke videreselges, modifiseres for videresalg eller brukes fil &
produsere kommersielle produkter uten skriftlig godkjenning fra QIAGEN.

Informasjon i dette dokumentet kan endres uten forvarsel. QIAGEN tar ikke ansvar for noen feil som vises i dette dokumentet. Dette dokumentet
anses & veere fullstendig og neyaktig p& utgivelsestidspunktet. QUIAGEN skal ikke under noen omstendigheter vaere ansvarlige for utilsiktede,
spesielle, multipliserte eller falgeskader i forbindelse med eller som folge av bruk av dette produktet.

ipsogen-produkter er garantert & oppfylle sine angitte spesifikasjoner. QIAGENSs eneste ansvar og kundens eneste godtgjerelse er begrenset til
kostnadsfri erstatning av produkter hvis produktene ikke fungerer i samsvar med garantien.

Varemerker: QIAGEN®, Sample fo 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.).

Begrenset lisensavtale
Bruk av dette produktet bekrefter at kigperen eller brukeren av ipsogen BCR-ABL1 Mbcr-settet samtykker i folgende betingelser:

1. ipsogen BCR-ABLT Mbcr IS-MRR-settet kan kun brukes i samsvar med h&ndboken for ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR-settet, og kun med
komponentene i settet. QIAGEN gir ingen lisens under noe av deres immateriale rettigheter for & bruke eller implementere de vedlagte
komponentene i dette settet med komponenter som ikke inngdr i dette settet, bortsett fra det som er beskrevet i h&ndboken for ipsogen BCR-
ABL1 MbcrlS-MMR-settet samt andre protokoller p& www.qiagen.com.

2. QIAGEN gir ingen garantier for at denne pakken og/eller bruksomrédene ikke krenker rettighetene fil tredjeparter bortsett fra tydelig uttrykte
lisenser.

3. Dette settet og komponentene i det er lisensiert til engangsbruk og kan ikke brukes flere ganger, modifiseres eller selges p& nytt.
4. QIAGEN fraskriver seg spesifikt andre lisenser, uttrykt eller antydet, med unntak av de som er tydelig uttrykt.

5. Kjgperen og brukeren av settet samtykker i & ikke la noen andre gjere noe som kan fere til handlinger som er forbudt ovenfor. QIAGEN kan
h&ndheve forbud i denne begrensede lisensavtalen i en hvilken som helst domstol, og skal f& tilbake alle sine undersakelses- og
domstolskostnader, inkludert advokathonorarer, i enhver handling for & h&ndheve denne begrensede lisensavtalen eller noen av sine
immaterielle rettigheter i forhold til settet og/eller komponentene.

For oppdaterte lisensvilkdr, se www.qiagen.com.

HB-1362-003 © 2013-2016 QIAGEN, alle rettigheter forbeholdt.
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