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QIAGEN Technologie probek i testow

QIAGEN jest wiodgcym dostawcg innowacyjnych technologii probek i testow,
umozliwiajgcych izolowanie i wykrywanie zawartosci kazdej probki
biologicznej. Nasze zaawansowane produkty i ustugi wysokiej jakosci
zapewniajg sukces w catym procesie, od probki do wyniku.

QIAGEN wyznacza standardy w:

B Oczyszczaniu DNA, RNA, i biatek

B Testach kwaséw nukleinowych i biatek

B Badaniach mikroRNA i RNAI

B Automatyzacji technologii probek i testow

Naszg misjg jest umozliwienie Wam odniesienia znakomitych sukcesow i
przetomowych osiggniec. Aby uzyskac wiecej informacji, prosimy odwiedzic¢
strone www.qgiagen.com.
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Zamierzone zastosowanie

Zestaw ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR jest przeznaczony do ilosciowej
oceny transkryptow BCR-ABL p210 b2a2 lub b3a2 w probkach szpiku
kostnego lub krwi obwodowej u pacjentéw z ostrg biataczkg limfoblastyczng
(ALL) lub przewlekfg biataczkg szpikowg (CML) z uprzednim rozpoznaniem
powstania genu fuzyjnego (FG) BCR-ABL Mbcr. Test ten jest przeznaczony do
oceny poziomu odpowiedzi molekularnej; wyniki mozna wykorzystywac do
nastepczej obserwacji minimalnej choroby resztkowe,.

Streszczenie i objasnienie

Podtoze CML

CML nalezy do grupy nowotworow mieloproliferacyjnych i w ponad 90%
przypadkéw charakteryzuje sie obecnoscig chromosomu Philadelphia (Ph).

Ten chromosom jest produktem wzajemnej translokacji pomiedzy dtugimi
ramionami chromosomow 9 i 22, 1(9;22), BCR (breakpoint cluster region,
region klastrowy punktu przerwania) znajduje sie na chromosomie 22 a
onkogen c-ABL pochodzi z chromosomu 9. Odpowiedni gen fuzyjny, BCR-ABL
jest transkrybowany do 8,5 kb mRNA o 2 wariantach potgczen b2a2 (40%
przypadkdéw) i b3a2 (55% przypadkow). Koduje on biatko chimeryczne, p210,
0 zwiekszonej aktywnosci kinazy tyrozynowej. Transkrypty b2a3 i b3a3
stanowig mniej niz 5% przypadkow. U 35% dorostych pacjentow z ALL mozna
takze wykry¢ chromosom Ph.

Roczna czestos¢ wystepowania CML wynosi okoto 1-2 na 100 000 a CML
stanowi 20% biataczek wieku dorostego. Klinicznie, charakteryzuje sie
nadmiarem komorek szpikowych, ktére réznicujg sie i funkcjonujg prawidtowo.
Pacjenci z CML bedg mieli rozpoznanie w 90-95% przypadkow postawione w
przewlektej lub stabilnej fazie choroby. W przesztosci, w ciggu 4 do 6 lat,
pacjenci wchodzili w faze przyspieszenia, prowadzgcg do przetomu
blastycznego i ostrej biataczki, ktéra jest zawsze smiertelna. Wprowadzenie
imatynibu i, pdzniej, drugiej generacji inhibitorow kinazy tyrozynowej (TKI)
dramatycznie zmienito naturalny przebieg choroby: wiekszos¢ pacjentow
obecnie pozostaje w remisji i powinno by¢ poddawanych diugoterminowej
obserwacji nastepczej i monitorowaniu choroby.
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Monitorowanie choroby

Obecnie, celem terapii CML jest osiggniecie 100% przezywalnosci i stanu
nieobecnosci chromosomu Ph. Dlatego, monitorowanie choroby jest
zasadniczym narzedziem dla oceny odpowiedzi na leczenie i wykrywania
wczesnego nawrotu u kazdego pacjenta. Pod wptywem terapii TKI, pacjenci
typowo wykazujg postep od remisji hematologicznej do cytogenetycznej i,
pdzniej, molekularnej, czemu odpowiada zmniejszajgca sie liczba komorek
biataczkowych i transkryptéw BCR-ABL, jak to wyszczegolniono na Rycinie 1.

Rozpoznanie, leczenie wstepne,
lub nawrét hematologiczny
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Rycina 1. Zaadaptowano za poz. pism. 1.

Standardowg metodg oszacowania obcigzenia nowotworowego u pacjentéw z
CML jest konwencjonalna analiza cytogenetyczna (prgzki G) w metafazach
szpiku kostnego (BM). Odpowiedz cytogenetyczng ocenia sie w co najmniej
20 metafazach szpikowych. Poziom odpowiedzi cytogenetycznej szacuje sie
wg odsetka metafaz z obecnoscig chromosomu Ph (patrz Tabela 1, poz. pism.
2). Jednakze, ocena ta zalezy od osiggow laboratorium i ma niskg czutosc, 5%
przy analizie 20 metafaz.
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lloSciowa reakcja tancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym (QPCR),
kwantyfikujgca mRNA BCR-ABL Mbcr w prébkach krwi obwodowej (KO) jest
obecnie czescig technik monitorowania choroby podczas leczenia CML. Jest
czulsza i mniej inwazyjna od konwencjonalnego badania cytogenetycznego
metafaz w szpiku kostnym.

Zalecenia dla monitorowania CML takze zostaty ostatnio uaktualnione, i
uwzgledniajg nowe dowody kliniczne z badan klinicznych a takze poprawione
cele i narzedzia monitorowania choroby. Najnowsze zalecenia definiowania
odpowiedzi i monitorowania pacjentow leczonych imatynibem pochodzg od
ekspertow ELN (2).

Z technicznego punktu widzenia, miedzynarodowi eksperci podjeli wysitki w
celu harmonizacji badania i raportowania wynikow BCR-ABL Mbcr (3-5).
Ponadto, niedawno dokonano walidacji panelu referencyjnego pod auspicjami
WHO aby umozliwi¢ prostg standaryzacje kwantyfikacji BCR-ABL (6).

Zasada procedury
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Rycina 2. 1zolowanie RNA, synteza cDNA i procedura qPCR.

gPCR pozwala na doktadng kwantyfikacje produktéw PCR podczas fazy
wyktadniczej procesu amplifikacji PCR. llosciowe dane PCR mogg byc¢
otrzymane szybko, bez ich przetwarzania po PCR, przez detekcje w czasie
rzeczywistym sygnatow fluorescencyjnych podczas i/lub po cyklu PCR,
radykalnie zmniejszajgc przy tym ryzyko zanieczyszczenia produktu PCR.
Obecnie, dostepne sg 3 gtdwne rodzaje technik gPCR: analiza gPCR z
uzyciem barwnika SYBR® Green | Dye, analiza qPCR z uzyciem sond
hydrolizujgcych oraz analiza qPCR z uzyciem sond hybrydyzujgcych.
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Ten test wykorzystuje zasade hydrolizy podwdjnie znakowanego
oligonukleotydu. Podczas PCR, startery przednie i wsteczne hybrydyzujg w
swoistej sekwencji. Podwojnie znakowany oligonukleotyd znajduje sie w tej
samej mieszaninie. Ta sonda, skfadajgca sie z oligonukleotydu znakowanego
barwnikiem reporterowym 5’ i, pozniej, barwnikiem wygaszajgcym 3’,
hybrydyzuje do sekwencji docelowej wewnatrz produktu PCR. Analiza gPCR z
sondami hydrolizujgcymi wykorzystuje aktywnos¢ 5'->3' egzonukleazy
polimerazy DNA Thermus aquaticus (Taq). Gdy sonda jest niezmieniona,
zblizenie barwnika reporterowego do barwnika wygaszajgcego powoduje
supresje fluorescencji reportera gtdwnie przez przekaz energii typu Forstera.

Podczas PCR, jezeli jest obecny pozgdany cel, sonda swoiscie przytgcza sie
pomiedzy miejscami przedniego i wstecznego startera. Aktywnos¢ 5'->3'
egzonukleazy polimerazy DNA rozszczepia sonde pomiedzy reporterem i
wygaszaczem tylko wtedy, gdy sonda hybrydyzuje z celem. Fragmenty sondy
zostajg nastepnie odsuniete od celu a polimeryzacja nici jest kontynuowana.
Koniec 3’ sondy jest zablokowany aby zapobiec wydtuzaniu sie sondy podczas
PCR (Rycina 3). Ten proces nastepuje w kazdym cyklu i nie zaburza
wyktadniczego gromadzenia sie produktu.

Zwiekszenie sygnatu fluorescenciji jest wykrywane tylko wtedy, gdy docelowa
sekwencja jest komplementarna do sondy i dlatego ulega amplifikacji podczas
PCR. Z powodu tych wymagan, nieswoista amplifikacja nie jest wykrywana.
Dlatego, zwiekszenie fluorescencji jest wprost proporcjonalne do amplifikaciji
sekwencji docelowej podczas PCR.
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Rycina 3. Zasada reakcji. Catkowity RNA jest odwrotnie transkrybowany a utworzony cDNA
jest amplifikowany przez PCR za pomocg pary swoistych starterow i swoistej wewnetrznej
podwdjnie znakowanej sondy (FAM™-TAMRA™). Sonda wigze sie z amplikonem podczas
kazdego etapu przytgczania w PCR. Gdy Taq wydtuza sie od startera zwigzanego z
amplikonem, odsuwa koniec 5’ sondy, ktdra jest nastepnie rozktadana przez aktywnos¢
5'->3' egzonukleazy z polimerazy DNA Taq. Rozszczepianie jest kontynuowane az pozostata
sonda odtopi sie od amplikonu. Ten proces uwalnia fluorofort i wygaszacz do roztworu
rozdzielajgc je przestrzennie i prowadzac do zwigkszenia fluorescencji z FAM i zmniejszenia
fluorescencji z TAMRA.
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Materiaty dostarczone

Zawartosc¢ zestawu

(polski)

Zestaw ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR (24)
Nr katalogowy 670723
Liczba reakcji 24
Wysoka dodatnia kontrola RNA 3x10ul
Kalibrator IS-MMR 3 x 10 pl
Mbcr i ABL Standardowe rozcienczenie SP1-BCR-ABL 35 vl
pojedynczego plazmidu (10! kopii/5 pl) Mbcr & ABL H
Mbcr i ABL Standardowe rozcienczenie SP2-BCR-ABL 35 Ul
pojedynczego plazmidu (102 kopii/5 pl) Mbcr & ABL H
Mbcr i ABL Standardowe rozcienczenie SP3-BCR-ABL 20 ul
pojedynczego plazmidu (102 kopii/5 pl) Mbcr & ABL H
Mbcr i ABL Standardowe rozcienczenie SP4-BCR-ABL 35 Ul
pojedynczego plazmidu (10* kopii/5 pl) Mbcr & ABL H
Mbcr i ABL Standardowe rozcienczenie SP5-BCR-ABL 20 ul
pojedynczego plazmidu (10° kopii/5 pl) Mbcr & ABL H
Mbcr i ABL Standardowe rozcienczenie SP6-BCR-ABL 20 ul
pojedynczego plazmidu (10° kopii/5 pl) Mbcr & ABL H
Mieszanina starteréw i sondy ABL* PPC-ABL 25x 110 pl
Mieszanina starterow i sondy BCR-ABL Mbcr PPF-Mbcr 25x 110 pl
Gen fuzyjny’

Podrecznik zestawu ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR 1

* Mieszanina swoistych wstecznych i przednich starteréw dla genu kontrolnego ABL plus

swoista sonda FAM-TAMRA.

T Mieszanina swoistych wstecznych i przednich starteréw dla genu fuzyjnego BCR-ABL Mbcr

plus swoista sonda FAM-TAMRA.

Uwaga: Przed uzyciem delikatnie wymieszac i krotko wirowa¢ wzorce (SP1-

SP6) oraz mieszaniny starteréw i sond.
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Materialy wymagane ale nie dostarczone

Podczas pracy z chemikaliami, nalezy zawsze nosi¢ odpowiedni fartuch
laboratoryjny, jednorazowe rekawice i ochronne okulary. Aby uzyskac wiecej
informacji, skonsultowac sie z odpowiednimi arkuszami danych bezpieczenstwa,
dostepnymi od dostawcy produktu.

Odczynniki

B Odczynniki do oczyszczania RNA: walidowane odczynniki to RNeasy®
Midi Kit (QIAGEN, nr kat. 75144) lub TRIzol® Reagent (Thermo Fisher
Scientific Inc, nr kat. 15596018 lub 15596026)

Nie zawierajgca nukleazy, woda stopnia PCR

B Bufor i polimeraza DNA Taq: walidowane odczynniki to Premix Ex Taq™
DNA Polymerase (Perfect Real Time) (TaKaRa, nr kat. RRO39A) i Premix
Ex Tag DNA Polymerase (Probe qPCR) (TaKaRa, nr kat. RR390A). Oba
zawierajg mieszanie wzorcowg 2x polimerazy DNA Taq i barwniki
referencyjne ROX™.,

B Odczynniki dla odwrotnej transkrypcji: walidowane odczynniki to Zestaw
ipsogen RT, obejmujgcy odwrotng transkryptaze, 5x bufor RT, 100 mM
DTT, inhibitor RNazy, losowy starter i ANTPs (QIAGEN, nr kat. 679923);
lub Odwrotng Transkryptaze SuperScript® Ill, obejmujgca, 5x bufor
pierwszej nici i 100 mM DTT (Thermo Fisher Scientific Inc., nr kat.
18080044)

B Przy stosowaniu SuperScript Ill, wymagane sg nastepujgce dodatkowe
odczynniki:

M Inhibitor RNazy: walidowany odczynnik to RNaseOUT™
Rekombinowany Inhibitor Rybonukleazy (Thermo Fisher Scientific Inc.,
nr kat. 10777019)

Zestaw dNTPs, stopnia PCR

Losowy nonamer

* Nalezy upewni¢ sie, ze urzadzenia sg sprawdzone i kalibrowane zgodnie z zaleceniami
producenta/
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Materiaty zuzywalne

B Nie zawierajgce nukleazy, odporne na aerosol jatowe koncoéwki pipet do
PCR z hydrofobowymi filtrami

M 0,5 mlor 0,2 ml probéwki do PCR nie zawierajgce RNazy- i DNazy
o Lod

Sprzet
B Mikrolitrowe pipety* dedykowane dla PCR (1-10 pl; 10-100 pl;
100—-1000 pl)

B Wiréwka stotowa* z rotorem dla 0,2 ml/0,5 ml probéwek reakcyjnych
(zdolna do uzyskania 10 000 obr./min.)

M Urzadzenie do PCR w czasie rzeczywistym:* Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM lub inne urzgdzenie Rotor-Gene; LightCycler 1.2, 1.5, 2.0, lub 480;
System PCR w czasie rzeczywistym Applied Biosystems 7500; ABI
PRISM 7900HT SDS; i towarzyszgce okreslone materiaty

B Termocykler* lub taznia wodna* (etap odwrotnej transkrypciji)

Ostrzezenia i srodki ostroznosci
Do uzytku diagnostycznego in vitro

Podczas pracy z chemikaliami, nalezy zawsze nosi¢ odpowiedni fartuch
laboratoryjny, jednorazowe rekawice i ochronne okulary. Aby uzyskac¢ wiecej
informacji, prosimy skonsultowac sie z odpowiednimi arkuszami danych
bezpieczenstwa. Sg one dostepne w Internecie w wygodnym i zwartym
formacie PDF na stronie www.giagen.com/safety, gdzie mozna znalez¢,
dokonac przegladu i wydrukowac arkusze danych bezp. Dla kazdego zestawu
QIAGEN i komponentu zestawu.

Odpady probek i testu usungc¢ zgodnie z lokalnymi przepisami
bezpieczenstwa.

Ogolne srodki bezpieczenstwa

Testy gPCR wymagajg dobrej praktyki laboratoryjnej, obejmujgcej
konserwacje sprzetu, i sg dedykowane biologii molekularnej i zgodne z
odpowiednimi przepisami i odnosnymi wzorcami.

* Nalezy upewnic sig, ze urzadzenia sg sprawdzone i kalibrowane zgodnie z zaleceniami producenta.
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Ten zestaw jest przeznaczony do uzytku diagnostycznego in vitro. Odczynniki i
instrukcje dostarczone w tym zestawie sg walidowane dla optymalnych osiggéw.
Dalsze rozcienczanie odczynnikow lub zmiana czasow inkubacji i temperatur
mogg spowodowac otrzymanie btednych lub niezgodnych danych. Odczynniki
PPC i PPF moga ulec zmianom, po ekspozycji na swiatto. Wszystkie odczynniki
sg opracowane specjalnie do stosowania w tym tescie. Dla optymalnych osiggow
testu nie nalezy wprowadzac¢ zadnych zamiennikow.

Oznaczenie poziomdw transkryptow przy uzyciu gPCR wymaga zaréwno
odwrotnej transkrpcji mRNA jak i amplifikacji wytworzonego cDNA przez PCR.
Dlatego, cata procedura testu powinna odbywac sie w warunkach braku
RNazy/DNazy.

Nalezy zachowac¢ wyjgtkowg ostroznos¢ aby zapobiec:

B zanieczyszczeniu RNazg/DNazg, ktére mogtoby spowodowac rozktad
matrycowego mRNA i wytwarzanego cDNA

B przeniesieniu zanieczyszczenia przez mRNA lub PCR, skutkujgce
fatszywie dodatnim sygnatem

Dlatego, zalecamy co nastepuije.

B Uzywac sprzetu laboratoryjnego nie zawierajgcego nukleaz (np. pipet,
koncowek pipet, fiolek reakcyjnych) i nosi¢ rekawice podczas
przeprowadzania tego testu.

B Uzywaé nowych koncéwek pipet odpornych na aerosol na wszystkich
etapach pipetowania dla unikniecia krzyzowego zanieczyszczenia probek
i odczynnikow.

B Przygotowaé mieszanine wzorcowg na etapie przed PCR za pomocg
dedykowanych materiatow (pipety, koncowki itp.) w dedykowanym miejscu,
do ktorego nie wprowadza sie DNA matrycowego (cDNA, DNA, plazmid).
Doda¢ matryce w oddzielnej strefie (najlepiej w oddzielnym pomieszczeniu)
za pomocg specjalnych materiatow (pipety, koncowki, itp.)

B Wzorcami (SP1-SP6) nalezy manipulowa¢ w oddzielnym pomieszczeniu.

Przechowywanie odczynnikéw i obchodzenie sie z
nimi

Zestawy sg wysytane w suchym lodzie i muszg by¢, po otrzymaniu,
przechowywane w temp. —30°C do —-15°C
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B Minimalizowac¢ ekspozycje mieszanin starteréw i sond na swiatto (probowki
PPC i PPF)

B Przed otwarciem, delikatnie wymieszac i odwirowaé¢ probowki.
B Wszystkie sktadniki zestawu przechowywaé w oryginalnych pojemnikach.

Te warunki przechowywania odnoszg sie zaréwno do komponentéw otwartych, jak i
nie otwartych. Sktadniki przechowywane w warunkach innych od tych podanych na
etykietkach mogag nie zachowywac sie wtasciwie i mogg niekorzystnie wptywac na
wyniki testu.

Daty waznoéci kazdego odczynnika sg wskazane na etykietkach
poszczegolnych sktadnikow. Przy prawidtowych warunkach przechowywania,
produkt zachowa swoje osiggi az do daty waznosci podanej na etykietce.

Nie ma widocznych znakow wskazujgcych na niestabilnos¢ tego produktu.
Jednakze nalezy prowadzi¢ dodatnie i ujemne kontrole rébwnoczes$nie z
nieznanymi probkami.

Obchodzenie sie z prébkami i ich przechowywanie

Do prébek petnej krwi nalezy dodac antykoagulant sol potasowg EDTA i
przechowywac¢ w temp 2-8°C przez nie wiecej niz 5 dni przed ekstrakcjg RNA.

Procedura

Przygotowanie probki RNA

Przygotowanie RNA z prébek od pacjenta (krew lub szpik kostny) musi
odbywac sie w ramach walidowanej procedury. Jakosc¢ testu w znacznym
stopniu zalezy od jakosci wprowadzonego RNA. Dlatego, zalecamy
kwalifikowanie RNA oczyszczonego przez elektroforeze w zelu agarowym®*,
przy uzyciu Agilent® Bioanalyzer® lub spektrofotometrii przed analiza.”

Odwrotna transkrypcja z uzyciem Odwrotnej Transkryptazy
SuperScript Il
Ten protokdt dotyczy odwrotnej transkrypcji z uzyciem Odwrotne;j

Transkryptazy SuperScript Ill. Podczas uzywania zestawu ipsogen RT,
postepowac wg protokotu podanego w Podreczniku ipsogen RT.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Co nalezy zrobi¢ przed rozpoczeciem

B Przygotowaé dNTPs, w obj. po 10 mM. Przechowywaé w temp. —20°C w
rownych obj.

Procedura

1. Rozmrozi¢ wszystkie potrzebne sktadniki i umiescic¢ je na lodzie.

2. Mocno wymiesza¢ (nie wytrzasaé na vortex) i krotko odwirowaé
(okoto 10 s, 10 000 obr/min aby zebraé ptyn na dnie probowki).
Pé6zniej umiescié na lodzie.

3. Doprowadzi¢ prébki RNA do 0.1 pug/pl. Odpipetowaé 10 ul (1 pg)
kazdej probki RNA do oddzielnych, oznakowanych probowek.
Odpipetowaé 10 ul wysokiej dodatniej kontroli RNA, 10 pl Kalibratora
IS-MMR, i 10 ul wody bez nukleazy (jako ujemna kontrola RT) do
oddzielnych, oznakowanych probowek, i przetwarzac je rownolegle z
probkami RNA, jak to opisano ponizej.

4. Inkubowaé kazda prébke, kontrole i kalibrator (po 10 ul) przez 5 min
w temp. 65°C i natychmiast ochtodzi¢ na lodzie przez 5 min.

5. Krétko odwirowaé (okoto 10 s, 10 000 obr/min aby zebraé plyn na
dnie probéwki). Pézniej umiesci¢ na lodzie.

6. Przygotowaé ponizszg mieszanine RT wg liczby przetwarzanych
prébek, kontroli i kalibratora (Tabela 1).

* Podczas pracy z chemikaliami, nalezy zawsze nosi¢ odpowiedni fartuch laboratoryjny, jednorazowe
rekawice i ochronne okulary.

T Gestos¢ optyczna, mierzona przy 260 i 280 nm: GO 1.0 przy 260 nm odpowiada w przyblizeniu 40
pg/ml jednoniciowego RNA. Wspdtczynnik Azeo/Azso 0d 1.8 do 2.1 wskazuje na wysoko oczyszczony
RNA.
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Tabela 1. Przygotowanie mieszaniny RT

Objetos¢ na Koncowe
Skiadnik préobke (ul) stezenie
Bufor Pierwszej Nici, 5x (dostarczany z 50 1x
Odwrotng Transkryptazg SuperScript 111) ’
dNTPs (po 10 mM, przygotowany
wczesniej i przechowywany w temp. —
20°C w podwielokrotnosciach 2,0 0.8 mM
objetosciowych)
Losowy nonamer (100 uM) 5,25 21 uM
RNaseOUT (40 U/pl) 0,5 0.8 U/ul
Odwrotna Transkryptaza SuperScript Il
(200 U/pl) 1.0 8 Uil
DTT (dostarczany z Odwrotng 195 B
Transkryptazg SuperScript Il1) ’
Ogrzana probka RNA, kontrola, lub
Kalibrator IS-MMR (doda¢ na etapie 7) 10,0 40 ng/ul
Koncowa objetosc 25,0 -

7. Odpipetowaé 15 pl mieszaniny RT do kazdej probéwki PCR.

Nastepnie dodaé¢ 10 pl (1 pg) prébki RNA, kontroli, lub kalibratora (z

etapu 4).

Ostroznie wymieszaé (nie wytrzasac¢ na vortex) i krétko odwirowaé
(okoto 10 s, 10 000 obr/min aby zebraé ptyn na dnie probowki).

Zaprogramowacé termocykler na program odwrotnej transkrypcji, jak

to przedstawiono w Tabeli 2.
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Tabela 2. Profil temperatur

Odwrotna transkrypcja 1 Temperatura: 25°C
Czas: 10 min

Odwrotna transkrypcja 2 Temperatura: 50°C
Czas: 60 min

Inaktywacja Temperatura: 85°C
Czas: 5 min

Chtodzenie Temperatura: 4°C
Czas: 5 min

10. Umiesci¢ probowki w termocyklerze i rozpocza¢ program termocykli,
wg wskazéwek w Tabeli 2.

11. Po zakonczeniu programu, krétko odwirowacé probéwki (okoto 10 s,
10 000 obr/min aby zebraé¢ ptyn na dnie probowki). Probowki
utrzymywac na lodzie lub w temp. —20°C az do przeprowadzenia
qPCR, wg ponizszych protokotéw, zaleznie od Waszego urzadzenia
do qPCR.

Uwaga: W przypadku urzgdzen LightCycler 1.2, 1.5, i 2.0, kazde
przygotowanie RT zapewnia cDNA dla dwoch przebiegow gPCR.
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Protokét: qPCR w urzgdzeniach Rotor Gene Q MDx 5plex
HRM lub Rotor-Gene Q 5plex HRM z 72-probéwkowym
rotorem

W eksploatacji tego urzadzenia, zalecamy wykonanie wszystkich pomiarow

podwojnie, jak to wskazano w Tabeli 3. Zestaw jest zaprojektowany do
badania 8 r6znych prébek cDNA w tym samym doswiadczeniu trzy razy.

Tabela 3. Liczba reakcji dla urzadzen Rotor-Gene Q z 72-probéwkowym
rotorem

Probki Reakcje
Z mieszaning starteréow ABL i sond (PPC-ABL) (32 reakcje)
8 prébek cDNA 8 x 2 reakcje

1 wysoka dodatnia kontrola cDNA 2 reakcje
1 Kalibrator IS-MMR cDNA 2 reakcje

Wzorce pojedynczych plazmidow 2 XA NEETE (SR, S, SR {
pojedynczych p SP6, kazdy badany 2 razy)

Ujemna kontrola RT 2 reakcje

Kontrola wodna 2 reakcje

Z mieszaning starteréow BCR-ABL Mbcr i sond (PPF-Mbcr)
(32 reakcje)

8 prébek cDNA 8 x 2 reakcje
1 wysoka dodatnia kontrola cDNA 2 reakcje
1 Kalibrator IS-MMR cDNA 2 reakcje

2 x 5 reakcji (SP1, SP2, SP3, SP5,

Wzorce pojedynczych plazmidow i SP6, kazdy badany 2 razy)

Kontrola wodna 2 reakcje

Przetwarzanie prébek w urzadzeniach Rotor-Gene Q z 72-probéwkowym
rotorem

Zalecamy testowanie co najmniej 8 probek cDNA w tym samym
doswiadczeniu aby zoptymalizowaé stosowanie wzorcéw i mieszanin
starterow i sond. Schemat rotora na Rycinie 4 przedstawia przyktad takiego
doswiadczenia.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Rycina 4. Sugerowane ustawienie rotora do kazdego doswiadczenia z zestawem
ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR. SP1-SP6: wzorce BCR-ABL Mbcr i ABL; HC: wysoka
dodatnia kontrola cDNA; IS-Cal: kalibrator IS-MMR; RTneg: kontrola ujemna RT; S: probka
cDNA; H20: kontrola wodna.

Uwaga: Nalezy dopilnowa¢ aby zawsze umieszcza¢ badang probke w pozycji
1 rotora. W innym przypadku, podczas etapu kalibracji, urzgdzenie nie
przeprowadzi kalibracji i otrzymane bedg nieprawidtowe dane o fluorescencji.

Wszystkie pozostate pozycje wypetni¢ pustymi probowkami.

gqPCR w urzadzeniach Rotor-Gene Q z 72-probéwkowym rotorem

Uwaga: Wszystkie etapy wykonywac na lodzie.

Procedura

1. Rozmrozi¢ wszystkie potrzebne sktadniki i umiesci¢ je na lodzie
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2. Wytrzasnaé (vortex) proboéwki wzorcéw, PPF-Mbcr, i PPC-ABL, i
krétko odwirowacé (okoto 10 s, 10 000 obr/min aby zebraé ptyn na dnie
probowki).

3. Przygotowac nastepujaca mieszanine qPCR wg liczby
przetwarzanych probek.

Wszystkie stezenia sg dla koncowej objetosci reakcji.

Tabela 4 opisuje schemat pipetowania dla przygotowania jednej
mieszaniny odczynnikdw, obliczonej aby uzyskac¢ koncowg objetosé
reakcji 25 pl. Mozna przygotowac wstepng mieszanine zgodnie z liczbg
reakcji, przy uzyciu tej samej mieszaniny starterow i sondy (albo PPC-ABL
albo PPF-Mbcr). Dotgczone sg dodatkowe objetosci aby skompensowaé
btad pipetowania.

Tabela 4. Przygotowanie mieszaniny qPCR

BCR-ABL

ABL: 32+1 Mbcr: 32+1 Stezenie
Skladnik 1reakcja (ul) reakcja (ul) reakcja (ul) koncowe
Premix Ex 12,5 4125 4125 1x
Taq, 2x
Mieszanina
starterow i 1 33 33 1x
sondy, 25x
Woda bez
nukleazy 6,5 2145 2145 —
stopnia PCR
Prébka
(dodaé na 5 Po 5 Po 5 -
etapie 5)
Catk. Objet. 25 Po 25 Po 25 -

4. Rozlaé po 20 pl wstepnej mieszaniny gPCR na jedng probéwke.

5. Winnym obszarze laboratorium i za pomoca dedykowanego sprzetu,
dodaé 5 pl produktu RT (cDNA, 200 ng odpowiednika RNA)
otrzymanego w odwrotnej transkrypcji (patrz “Odwrotna transkrypcja
z uzyciem Odwrotnej Transkryptazy SuperScript llI”, str.13Fehler!
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Textmarke nicht definiert.) w odpowiedniej probowce (catkowita
objetos¢ 25 pl).
6. Delikatnie wymiesza¢ przez pipetowanie w gore i w doét.

7. Zamkna¢ wszystkie probéwki i umiescic je w termocyklerze wedtug
zalecen producenta.

8. Zaprogramowac urzadzenie Rotor-Gene Q programem termocyklingu

jak to wskazano w Tabeli 5.

Tabela 5. Profil temperatury

Tryb analizy Okreslenie ilosci
Hold 1 Temperatura: 95°C

Czas: 10 s
Cykling 50 razy

95°C przez5s

60°C przez 30 s z akwizycjg fluorescencji FAM w
kanale Zielonym: Pojedyncza

Hold 2 Temperatura: 36°C

Czas: 1 min

9. Kliknaé “Gain Optimisation” (Uzyska¢ Optymalizacje) w oknie
dialogowym “New Run Wizard” aby otworzy¢ dialog “ Auto-Gain
Optimisation Setup” (Ustawianie automatycznego uzyskiwania
optymalizacji). Ustawi¢ zakres dla kanatu Zielonego od “5 FI” dla
“Min Reading” (Minimalny odczyt) do “10 FI” dla “Max Reading”
(Maksymalny odczyt) i akceptowany zakres Uzysku od -10 do 10.

10. Sprawdzi¢ okno “Perform Optimisation Before 1st Acquisition”
(Przeprowadzi¢ optymalizacje przed pierwsza akwizycja) i zamknaé
okno dialogowe “Auto-Gain Optimisation Setup”.

11. Rozpoczaé program termocyklingu.

12. Wybraé “Slope Correct” (Nachylenie poprawne) do analizy. Zalecamy

ustawienie progu na 0,03.
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Protokét: qPCR w urzgdzeniach Applied Biosystems 7500
Real-Time PCR System, ABI PRISM 7900HT SDS, i
LightCycler 480

Przy stosowaniu 96-zagtebienieniowej ptytki do gPCR, zalecamy wykonywanie
wszystkich pomiarow dwukrotnie, jak to wskazano w Tabeli 6. Zestaw jest

zaprojektowany do badania 8 roznych prébek cDNA w tym samym doswiadczeniu
trzy razy.

Tabela 6. Liczba reakcji przy uzyciu 96-zagtebieniowej plytki do qPCR

Probki Reakcje
Z mieszaning starteréw ABL i sondy (PPC-ABL) (32 reakcje)
8 probek cDNA 8 x 2 reakcje

1 wysoka dodatnia kontrola cDNA 2 reakcje
1 Kalibrator IS-MMR cDNA 2 reakcje

Wzorce pojedynczych plazmidow 2 XGIRELER (SPE), SRk, SIP, |
pojedynczych p SP6, kazdy badany 2 razy)

Ujemna kontrola RT 2 reakcje

Kontrola wodna 2 reakcje

Z mieszaning starteréw BCR-ABL Mbcr i sondy (PPF-Mbcr)
(32 reakcje)

8 probek cDNA 8 x 2 reakcje
1 wysoka dodatnia kontrola cDNA 2 reakcje
1 Kalibrator IS-MMR cDNA 2 reakcje

2 x 5 reakcji (SP1, SP2, SP3, SP5,

Wzorce pojedynczych plazmidow i SP6, kazdy badany 2 razy)

Kontrola wodna 2 reakcje

Przetwarzanie prébek w urzadzeniach Applied Biosystems, ABI PRISM, i
LightCycler 480

Zalecamy testowanie co najmniej 8 prébek cDNA w tym samym
doswiadczeniu aby zoptymalizowac¢ stosowanie wzorcéw i mieszanin
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starterow i sond. Schemat ptytki na Rycinie 5 przedstawia przyktad takiego
doswiadczenia.

R‘I‘RT‘
B8
R S,

Rycina 5. Sugerowane ustawienie plytki dla jednego doswiadczenia z zestawem
ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR. SP1-SP6: wzorce BCR-ABL Mbcr i ABL; HC: wysoka
dodatnia kontrola cDNA, IS-Cal: kalibrator IS-MMR; RTneg: kontrola ujemna RT; S: prébka
cDNA; H2O: kontrola wodna.

qPCR w urzadzeniach Applied Biosystems, ABI PRISM, lub LightCycler
480

Uwaga: Wszystkie etapy wykonywac na lodzie.

Procedura

1. Rozmrozi¢ wszystkie potrzebne sktadniki i umiesci¢ je na lodzie.

2. Wytrzasna¢ (vortex) probéwki wzorcéow, ROX, PPF-Mbcr, i PPC-ABL, i
krétko odwirowaé (okoto 10 s, 10 000 obr/min aby zebraé ptyn na dnie
probowki).

3. Przygotowa¢ nastepujgca mieszanine qPCR wg liczby
przetwarzanych prébek. Przy stosowaniu 96-zagtebieniowej ptytki do
gPCR, zalecamy dwukrotne wykonywanie wszystkich pomiarow.
Wszystkie stezenia sg dla koncowej objetosci reakcji.

Tabela 7 opisuje schemat pipetowania dla przygotowania jednej
mieszaniny odczynnikow dla urzgdzen Applied Biosystems i ABI PRISM,
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obliczonej aby uzyskac¢ koncowg objetosc reakcji 25 ul. Tabela 8 opisuje
schemat pipetowania dla przygotowania jednej mieszaniny odczynnikow
dla urzadzenia LightCycler 480, obliczonej aby uzyskac¢ kohcowg objetosc
reakcji 25 pl. Mozna przygotowac wstepng mieszanine zgodnie z liczbg
reakcji, przy uzyciu tej samej mieszaniny starterow i sondy (albo PPC-ABL
albo PPF-Mbcr). Dotgczone sg dodatkowe objetosci aby skompensowac
btad pipetowania

Tabela 7. Przygotowanie mieszaniny do qPCR dla urzadzen Applied
Biosystems i ABlI PRISM

BCR-ABL
1 reakcja ABL: 32+1  Mbcr: 32+1 Stezenie
Skiadnik (ulh) reakcja (ul) reakcja (ul) koncowe

Premix Ex

Tag, 2x 12,5 412,5 412,5 1x

Mieszanina
starterow i 1 33 33 1x
sondy, 25x

Barwnik ROX

[, 50x (ABI

PRISM

7900HT) lub

barwnik ROX 0,5 16,5 16,5 1x
I, 50x

(Applied

Biosystems

7500)

Woda bez
nukleazy 6 198 198 —
stopnia PCR

Prébka
(dodac¢ na 5 po 5 po 5 —
etapie 5)

Calk. obj. 25 po 25 po 25 -
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Tabela 8. Przygotowanie mieszaniny do qPCR dla urzadzenia LightCycler
480

BCR-ABL

1 reakcja ABL: 32+1 Mbcr: 32+1 Stezenie
Skladnik (uh) reakcja (ul) reakcja (ul) koncowe
Premix Ex 12,5 412,5 412,5 1x
Taq, 2x
Mieszanina
starteréw i 1 33 33 1x
sondy, 25x
Woda bez
nukleazy 6,5 2145 214,5 —
stopnia PCR
Prébka
(dodac¢ na 5 po 5 po 5 —
etapie 5)
Calk. obj. 25 po 25 po 25 —

4. Rozlaé po 20 pl wstepnej mieszaniny qPCR na jedno zagiebienie.

5. W innym obszarze laboratorium i za pomocg dedykowanego sprzetu,
dodacé 5 pl produktu RT (cDNA, 200 ng odpowiednika RNA)
otrzymanego w odwrotnej transkrypcji (patrz “Odwrotna transkrypcja
z uzyciem Odwrotnej Transkryptazy SuperScript lllI’, str.13) w
odpowiednim zagitebieniu (catkowita objetos¢ 25 ul).

6. Delikatnie wymieszac¢ przez pipetowanie w goére i w dét.

7. Zamknac¢ ptytke i krotko odwirowacé ja (300 x g, okoto 10 s).

8. Umiescié ptytke w termocyklerze wedtug zalecen producenta.
Zaprogramowac termocykler programem termocyklingu jak to
wskazano w Tabeli 9 dla urzadzen Applied Biosystems i ABlI PRISM,
lub Tabeli 10 dla urzadzenia LightCycler 480.
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Tabela 9. Profil temperatury dla urzadzen Applied Biosystems i ABI
PRISM

Tryb analizy Krzywa standardowa — Bezwzgledna
kwantyfikacja

Hold 1 Temperatura: 95°C
Czas: 10 s

Cykling 50 razy

95°C przez5s

60°C przez 30 s z akwizycjg fluorescencji FAM:
Pojedyncza; wygaszacz: TAMRA

Hold 2 Temperatura: 36°C
Czas: 1 min

Tabela 10. Profil temperatury dla urzadzenia LightCycler 480

Tryb analizy Bezwzgledna kwantyfikacja (“Abs Quant”)
Wykrywanie Wybrac¢ “Simple Probe” (Prosta sonda) w okienku
formatow Detection formats (Wykrywanie formatow)
Hold 1 Temperatura: 95°C

Czas: 10 s
Cykling 50 razy

95°C przez 5 s

60°C przez 30 s z akwizycja fluorescencji FAM
odpowiadajgcej (483-533 nm) dla LC wersja 01 i
(465-510 nm) dla LC wersja 02

Hold 2 Temperatura: 36°C
Czas: 1 min
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9. W przypadku urzadzen Applied Biosystems 7500 i ABI PRISM 7900HT
SDS, przeprowadzi¢ etap 9a. W przypadku urzadzenia LightCycler
480, przeprowadzic etap 9b.

9a. Applied Biosystems i ABI PRISM: Zalecamy ustawienie w urzadzeniu
progu na 0,1 na etapie analizy. Rozpocza¢ program cyklingu, jak to
wskazano w Tabeli 9.

9b. Urzadzenie LightCycler 480: Zalecamy tryb analizy punktowej Fit z
ttem ustawionym na 2,0 i progiem na 2,0. Rozpoczaé program
termocyklingu, jak to wskazano w Tabeli 10.
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Protokét: qPCR w urzadzeniach LightCycler 1.2, 1.5,i 2.0

Przy stosowaniu urzgdzen kapilarnych, zalecamy dwukrotne pomiary prébek a
kontroli tylko jednokrotne, jak to wskazano w Tabeli 11. Zestaw jest
zaprojektowany do badania 4 roznych prébek cDNA w tym samym
doswiadczeniu 6 razy.

Tabela 11. Liczba reakcji dla urzadzen LightCycler 1.2, 1.5, i 2.0

Probki Reakcje
Z mieszaning starteréow ABL i sondy (PPC-ABL) (16 reakciji)
4 probki cDNA 4 x 2 reakcje

1 wysoka dodatnia kontrola cDNA 1 reakcja

1 Kalibrator IS-MMR cDNA 1 reakcja

Wzorce pojedynczych plazmidow é;g; IS (SPE] Siet, 22, |
Ujemna kontrola RT 1 reakcja

Kontrola wodna 1 reakcja

Z mieszaning starterow BCR-ABL Mbcr i sondy (PPF-Mbcr)

(16 reakciji)

4 probki cDNA 4 x 2 reakcje

1 wysoka dodatnia kontrola cDNA 1 reakcja

1 Kalibrator IS-MMR cDNA 1 reakcja
Wzorce pojedynczych plazmidow ils>’<P56)reakCJ| E
Kontrola wodna 1 reakcja

Przetwarzanie prébki w urzadzeniach LightCycler 1.2, 1.5,i 2.0

Zalecamy testowanie co najmniej 4 probek cDNA w tym samym
doswiadczeniu aby zoptymalizowaé stosowanie wzorcéw i mieszanin
starterow i sond. Schemat kapilar na Rycinie 6 przedstawia przykfad takiego
doswiadczenia
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Rycina 6. Sugerowane ustawienie rotora do kazdego doswiadczenia z zestawem
ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR. SP1-SP6: wzorce BCR-ABL Mbcr i ABL; HC: wysoka
dodatnia kontrola cDNA, IS-Cal: kalibrator IS-MMR; RTneg: kontrola ujemna RT; S: probka
cDNA; H20: kontrola wodna.

gPCR w urzadzeniach LightCycler 1.2, 1.5, 2.0
Uwaga: Wszystkie etapy wykonywac na lodzie.

Procedura

1. Rozmrozi¢ wszystkie potrzebne sktadniki i umiesci¢ je na lodzie.

2. Wytrzasnaé¢ (vortex) probowki wzorcow, PPF-Mbcr, i PPC-ABL, i
krétko odwirowacé (okoto 10 s, 10 000 obr/min aby zebraé ptyn na dnie
probowki).

3. Przygotowaé nastepujgca mieszanine qPCR wg liczby
przetwarzanych probek.

Wszystkie stezenia sg dla koncowej objetosci reakciji.

Tabela 12 opisuje schemat pipetowania dla przygotowania jedne;j
mieszaniny odczynnikow, obliczonej aby uzyskac¢ koncowg objetos¢
reakcji 25 pl. Mozna przygotowac wstepng mieszanine zgodnie z liczbg
reakcji, przy uzyciu tej samej mieszaniny starterow i sondy (albo PPC-ABL
albo PPF-Mbcr). Dotgczone sg dodatkowe objetosci aby skompensowaé
btad pipetowania.
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Tabela 12. Przygotowanie mieszaniny qPCR dla urzadzen LightCycler
1.2,1.5,i2.0

BCR-ABL

1 reakcja ABL: 16+1  Mbcr: 16+1 Stezenie
Skladnik (uh) reakcja (ul) reakcja (ul) koncowe
Premix Ex 10 170 170 1x
Taq, 2x
Mieszanina
starteréw i 0,8 13,6 13,6 1x
sondy, 25x
Woda bez
nukleazy 4,2 71,4 71,4 -
stopnia PCR
Prébka
(dodac¢ na 5 po 5 po 5 -
etapie 5)
Calk. obj. 20 po 20 po 20 -

4. Rozla¢ po 15 pl wstepnej mieszaniny qPCR na jedng kapilare.

5. W innym obszarze laboratorium i za pomoca dedykowanego sprzetu,
dodaé 5 pl produktu RT (cDNA, 200 ng odpowiednika RNA)
otrzymanego w odwrotnej transkrypcji (patrz “Odwrotna transkrypcja
z uzyciem Odwrotnej Transkryptazy SuperScript Ill”, str.13) w
odpowiedniej kapilarze (catkowita objetos¢ 20 pl).

6. Delikatnie wymieszac¢ przez pipetowanie w goére i w dét.

7. Umiescié kapilary w nasadkach dostarczonych razem z aparatem i
krétko odwirowaé (700 x g, okoto 10 s).

8. Umiescié kapilary w termocyklerze wedtug zalecen producenta.

9. Zaprogramowa¢ urzadzenie LightCycler 1.2, 1.5, lub 2.0 programem
termocyklingu jak to wskazano w Tabeli 13.
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Tabela 13. Profil temperatury

Tryb analizy Kwantyfikacja
Hold 1 Temperatura: 95°C
Czas: 10 s
Rampa: 20
Cykling 50 razy

95°C przez 5 s; rampa: 20
60°C przez 30 s; rampa: 20; z akwizycjg
fluorecencji FAM: Pojedyncza
Hold 2 Temperatura: 36°C
Czas: 1 min
Rampa: 20

10. W przypadku urzadzenia LightCycler 1.2 i 1.5, przeprowadzi¢ etap
10a. W przypadku urzadzenia LightCycler 2.0, przeprowadzi¢ etap
10b.

10a. LightCycler 1.2 i 1.5: Zaleca sie F1/F2 i tryb “2"¢ derivative analysis”
(Il analizy pochodnej). Rozpoczaé program termocyklingu, jak to
wskazano w Tabeli 13.

10b. LightCycler 2.0: Zalecamy stosowanie Automatycznej analizy
(F”max) w wersji 4.0 oprogramowania urzadzenia LightCycler 2.0 aby
uzyskaé odtwarzalne wyniki. Rozpoczaé program termocyklingu, jak
to wskazano w Tabeli 13.
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Interpretacja wynikow

Zasada analizy danych

Przy zastosowaniu technologii TagMan®, liczba cykli PCR potrzebnych do
wykrycia sygnatu powyzej progu jest zwana cyklem progowym (Crt) i jest
wprost proporcjonalna do ilosci materiatu bedgcego celem na poczatku reakc;ji.

Przy zastosowaniu wzorcow o znanej liczbie czgsteczek, mozna wyznaczyc¢
krzywg wzorcowg i okresli¢ doktadng ilos¢ materiatu bedgcego celem, obecnego
w badanej prébce. Krzywe wzorcowe ipsogen sg oparte na plazmidach. Aby
zapewni¢ doktadne krzywe wzorcowe, stosujemy 4 rozcienczenia wzorcowe dla
ABL i 5 rozciehczen wzorcowych dla Mbcr. Zestaw obejmuje takze Kalibrator IS-
MMR, pozwalajgcy na konwertowanie wynikdw na skale miedzynarodows.
Ryciny 7 i 8 przedstawiajg przyktady krzywych amplifikacji TagMan dla wzorcéw,
Kalibratora IS-MMR i wysokiej dodatniej kontroli RNA, otrzymanych za pomocag
zestawu ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR.

oe | Wysoka dodatnia kontrola RNA |

g o7 | Kalibrator IS-MMR |
< os \‘
05
04
e i SP5
02 / SP4

SP3

Cycle

Rycina 7. Wykrywanie ABL za pomocg wzorcow SP3, SP4, SP5, i SP6. 103, 104, 10°, and
108 kopii/5 pl.
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Rycina 8. Wykrywanie BCR-ABL Mbcr za pomoca wzorcow SP1, SP2, SP3, SP5, i SP6.
10%, 102, 103, 10°, 10° kopii/5 pl.

Krzywe wzorcowe i kryteria jakosci stosowane do danych
pierwotnych

Odtwarzalnos¢ pomiedzy kontrprobkami (powtdrzeniami)

Roéznica w warto$ciach Ct pomiedzy kontrprobkami powinna wynosic¢ <2,
odpowiadajgc czterokrotnej zmianie wartosci liczbowych kopii.

Rdéznica w wartosciach Ct pomiedzy kontrprébkami wynosi ogolnie <1,5 jezeli
Srednia warto$¢ Cr kontrprobek wynosi <36 (7).

Uwaga: Kazdy uzytkownik powinien zmierzy¢ wtasng odtwarzalnos¢ w swoim
laboratorium.

Krzywe wzorcowe
Dane pierwotne mozna wklei¢ do pliku Excel® do analizy.

Dla kazdego genu (ABL i BCR-ABL), pierwotne wartosci Ct otrzymane z
rozcienczen wzorcowych plazmidow sg wykreslane wedtug logarytmow liczby
kopii (3, 4, 5,16 dla SP3, SP4, SP5,i1SP6; 1, 2, 3, 5,1 6 dla SP1, SP2, SP3,
SP5, i SP6). Rycina 9 przedstawia przykfad teoretycznej krzywej wzorcowej
ABL, obliczonej w 4 rozcienczeniach wzorcowych. Rycina 10 przedstawia
przyktad teoretycznej krzywej wzorcowej BCR-ABL, obliczonej w 5
rozcienczeniach wzorcowych.
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Rycina 9. Teoretyczna krzywa wzorcowa dla ABL obliczona z 4 rozcienczen
wzorcowych. Oblicza sie krzywa regresiji liniowej (y = ax + b), gdzie a jest nachyleniem linii,
a b jest punktem przeciecia z osig y, bedgcym wspéirzedng y punktu, gdzie linia krzyzuje sie
z osig y. Jej réwnanie i wspotczynnik determinacji (R?) sg wydrukowane na wykresie.
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Rycina 10. Teoretyczna krzywa wzorcowa dla BCR-ABL obliczona z 5 rozcienczen
wzorcowych. Oblicza sie krzywa regres;ji liniowej (y = ax + b), gdzie a jest nachyleniem linii,
a b jest punktem przeciecia z osig y, bedgcym wspéirzedng y punktu, gdzie linia krzyzuje sie
z osig y. Jej réwnanie i wspotczynnik determinacji (R?) sg wydrukowane na wykresie.

Poniewaz wzorce sg rozcienczeniami 10-krotnymi, teoretyczne nachylenie
krzywej wynosi -3,3. Nachylenie od -3,0 do -3,9 jest akceptowalne o ile R2
wynosi >0.95 (7). Jednakze, dla doktadnych wynikéw, pozgdana jest wartosc

Rz >0.98 (3).
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Uwaga: Rozcienczenie wzorcowe SP1 (plazmid BCR-ABL, 10 kopii) musi
zostac¢ wykryte i uwzglednione w krzywej wzorcowej BCR-ABL).

Kontrola jakosci dla wszystkich wartosci ABL

Zta jako$¢ RNA lub problemy podczas etapéw gPCR sg powodem niskich
liczb kopii ABL (ABLcn). Optymalng czutos¢ uzyskuje sie przy prébkach
dajgcych ABLcn 210 000 kopii. To kryterium ABLcn stosuje sie takze do
wysokiej dodatniej kontroli RNA i Kalibratora IS-MMR.

Kontrola ujemna RT i kontrola wodna

Zadne kontrole matrycowe (NTC) dla etapu PCR (kontrola wodna) i etapu
odwrotnej transkrypcji (kontrola ujemna RT) nie powinny da¢ zerowej wartosci
CN zarowno dla ABL, jak i BCR-ABL Mbcr. Dodatni wynik dla tych kontroli
matrycowych (NTC) wskazuje na zanieczyszczenie krzyzowe podczas
odwrotnej transkrypciji i/lub gPCR.

Znormalizowana liczba kopii (NCN)

Réwnania krzywej wzorcowej ABL nalezy uzy¢ do przeksztatcenia wartosci
pierwotnych Cr (otrzymanych przy PPC-ABL) dla nieznanych probek, w liczby
kopii ABL (ABLcn).

Réwnania krzywej wzorcowej BCR-ABL nalezy uzy¢ do przeksztatcenia
wartosci pierwotnych Cr (otrzymanych przy PPF-Mbcr) dla nieznanych prébek,
w liczby kopii BCR-ABL (BCR-ABL Mbcren).

Stosunek tych wartosci CN daje znormalizowang liczbe kopii (NCN):

BCR-ABL Mbcren
NCN = x 100
ABLcn

Obliczy¢ wynik NCN dla wysokiej dodatniej kontroli RNA (NCN+c), kalibratora
IS-MMR (NCNcal) i kazdej probki (NCNsample).

Wysoka dodatnia kontrola RNA i kalibrator IS-MMR

Kontrole te pozwalajg na monitorowanie etapéw odwrotnej transkrypciji i
amplifikacji ABL i BCR-ABL Mcbr podczas okreslania ilosci transkryptu.

Kontrola jakosci wyniku NCNcal

Uwaga: Wynik NCN otrzymany dla Kalibratora IS-MMR, testowanego
zestawem ipsogen BCR-ABL Mbcr IS-MMR w potgczeniu z walidowanymi
odczynnikami i urzgdzeniami (patrz ,Materiaty dostarczone”, str. 9 i ,Materiaty
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wymagane ale nie dostarczone”, str. 10) musi by¢ w zakresie 0,05-0,3. W
przeciwnym razie, wartosci NCN nie mogg by¢ konwertowane na Skale
Miedzynarodowg. Ponadto, cate doswiadczenie musi zosta¢ odrzucone, jezeli
nie wykryje sie wysokiej dodatniej kontroli RNA.

Konwertowanie IS i raportowanie MMR

Uwaga: Przed interpretacjg, nalezy odnies¢ sie do wartosci wskazanej na
etykietce probowki kalibratora IS-MMR lub w certyfikacie analizy,
dostarczonym z zestawem.

Do obliczenia znormalizowanej liczby kopii w skali miedzynarodowej (IS-
NCNsample) Nalezy uzy¢ doswiadczalnego wyniku NCN kalibratora IS-MMR
(NCNca), i przydzielonej mu wartosci (IS-Cal value), wskazanej w certyfikacie
analizy.

NCNsample X 1S-Cal value
NCNcal
Oznaczy¢ status MMR kazdej probki, wg ponizszych kryteriow.
B IS-NCNsample £0.05: Wieksza odpowiedz molekularna (MMR)

B 0.05 <IS-NCNsample <0.15: Szara strefa wokot wartosci odciecia MMR,
wynik nieprzekonujgcy

B IS-NCNsample 20.15: Brak wiekszej odpowiedzi molekularnej (MMR)

|S-NCNsampIe =

Wynik IS-NCNnc (NCN w skali miedzynarodowej dla wysokiej dodatniej
kontroli RNA) nie powinien dawac¢ wiekszej odpowiedzi molekularnej.

Rycina 11 przedstawia przyktad monitorowania pacjenta z zastosowaniem
wynikdw NCN i IS-NCN.
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Rycina 11. Krzywe monitorowania statusu MMR pacjenta za pomoca zestawu ipsogen
BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR. NCN: znormalizowana liczba kopii; NCN-IS: znormalizowana
liczba kopii — skala miedzynarodowa; MMR GZ: nieprzekonujgcy wynik szarej strefy MMR;
LoD: granica detekcji; LoB: poziom tta.
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Podsumowanie kryteriow jakosci
Tabela 14 podsumowuje rozne kryteria jakosci i zwigzane z nimi wartosci lub

wyniki.

Tabela 14. Podsumowanie kryteriow jakosci

Kryteria

Akceptowalne wartosci/wyniki

Réznice w wartosciach Cr
pomiedzy kontrprobkami

Nachylenie krzywych wzorcowych
R? dla krzywych wzorcowych

Rozcienczenie wzorcowe SP1 (10
kopii plazmidu BCR-ABL)

Kontrola jako$ci wartosci ABLcn dla
prébek od pacjentow, wysokiej
dodatniej kontroli RNA i kalibratora
IS-MMR-Calibrator

Kontrole PCR (wodna) i odwrotnej
transkrypcji (ujemna RT)

NCN otrzymana dla Kalibratora IS-
MMR (NCNcal)

Wysoka dodatnia kontrola RNA

NCN otrzymana dla wysokiej
dodatniej kontroli RNA,
konwertowana na skale
miedzynarodowg (IS-NCNHc)

<2 Cr jezeli $rednia warto$¢ Ct >36
<1.5 Cr jezeli sr. wartos¢ Ct <36

Od -3.0 do -3.9
Co najmniej >0.95 lepigj jezeli >0.98

Musi by¢ wykryte i uwzglednione w
krzywej wzorcowej

ABLcn >10 000 kopii of ABL dla
osiggniecia optymalnej czutosci

Dla kazdej ABLcn = 0 and Mbcren=0
Musi by¢ w zakresie 0,05-0,3
Musi by¢ wykryta

Status: Brak wiekszej odpowiedzi
molekularnej (MMR)

Rozwigzywanie probleméw

Aby uzyskaé wiecej informacji, patrz strona Czesto Zadawanych Pytan (FAQ) w
naszym Centrum Wsparcia Technicznego:
www.qgiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Naukowcy w Serwisach Technicznych
QIAGEN sg zawsze gotowi do odpowiedzi na wszelkie pytania jakie mozecie
mie¢ odnosnie informacji i protokotu w tym podreczniku lub technologii prébek i
testow (informacje kontaktowe, patrz “Contact Information”, str. 37).
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Kontrola jakosci

Zgodnie z certyfikowanym przez ISO Systemem Zarzgdzania Jakoscig
QIAGEN, kazda seria produkcyjna zestawu ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR
jest badana pod katem wczesniej okreslonych specyfikacji, dla zapewnienia
statej jakosci produktu. Certyfikaty analizy sg dostepne na zgdanie na stronie
www.giagen.com/support/.

Ograniczenia

Uzytkownicy muszg byc¢ przeszkoleni i zaznajomieni z tg technologig przed
uzyciem tego urzgdzenia.

Wszelkie otrzymane wyniki diagnostyczne muszg byc interpretowane tgcznie z
innymi danymi klinicznymi lub laboratoryjnymi. W zakresie odpowiedzialnosci
uzytkownika lezy walidacja osiggow systemu w odniesieniu do wszelkich
procedur stosowanych w jego laboratorium, ktére nie sg objete badaniami
osiggow QIAGEN.

Nalezy zwracac¢ uwage na daty waznosci podane na pudetku i etykietkach
wszystkich czesci sktadowych. Nie uzywac czesci sktadowych po
przekroczeniu ich daty waznosci.

Uwaga: Zestaw ten zostat zaprojektowany zgodnie z badaniami “Europa
Przeciw Rakowi” (EAC) (8,9) i jest zgodny z aktualnymi zaleceniami
miedzynarodowymi. Zestaw zawiera Kalibrator IS-MMR, standaryzowany wg
skali miedzynarodowej, pozwalajgcy na konwertowanie wynikow NCN na
skale miedzynarodowg i raportowanie statusu MMR (wiekszej odpowiedzi
molekularnej).

Kazda seria Kalibratora IS-MMR ma przypisang wartosc¢ otrzymang
bezposrednio z kalibracji wzgledem certyfikowanego przez NIBSC WHO
pierwotnego materiatu referencyjnego (Miedzynarodowy Referencyjny Panel
Genetyczny do kwantyfikacji translokacji BCR-ABL przez RQ-PCR (pierwszy
[.S.), nrref. 09/138).

Do kazdego zestawu jest dotgczony certyfikat analizy wskazujacy przypisang
wartos¢ Kalibratora IS-MMR.

Zestaw powinien by¢ uzywany zgodnie z instrukcjami podanymi w niniejszym
podreczniku, fgcznie z walidowanymi odczynnikami i urzgdzeniami (patrz
“Materiaty wymagane ale nie dostarczone”, str. 11). Wszelkie stosowanie tego
produktu niezgodne z przeznaczeniem i/lub wszelka modyfikacja czesci
sktadowych spowoduje uchylenie odpowiedzialnosci QIAGEN.
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Charakterystyka osiggow

Uwaga: Charakterystyka osiggdéw zostata ustalona przy uzyciu systemu
Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR w potgczeniu z zestawem ipsogen
BCR-ABL Mbcr IS-MMR i walidowanymi dodatkowymi odczynnikami (patrz
.Materiaty wymagane ale nie dostarczone”, str. 11).

Limit proby slepej i limit detekcji

Limit préby slepej (LoB) i limit detekcji (LoD) zostaty oznaczone wedtug
wytycznych CLSI/NCCLS EP17-A

Limit tta (LoB) zostat oznaczony na ujemnych prébkach od zdrowych dawcow
(11 prébek, 69 pomiaréw) i okazat sie rowny 0,0022 BCR-ABL Mbcr NCN.

Limit detekcji (LoD czyli czutos¢ analityczna) zostat oznaczony na znanych
stabo dodatnich prébkach (n = 8, 74 pomiary) i okazat sie rowny 0,0069 BCR-
ABL Mbcr NCN.

B NCN <LoB: BCR-ABL Mbcr nie wykryte
B LoB <NCN <LoD: BCR-ABL Mbcr wykryte ale nie kwantyfikowane
B NCN =LoD: BCR-ABL Mbcr kwantyfikowane

Liniowosé
Liniowos¢ oznaczono wedtug wytycznych CLSI/NCCLS EP6-A.

Badanie przeprowadzono na mieszaninach dodatnich i ujemnych prébek RNA
ekstrahowanych z linii komérkowych. W trzech powtorzeniach badano 11
réznych poziomow. Wyniki otrzymane z tych prébek wykazujg, ze test ipsogen
BCR-ABL Mbcr IS-MMR jest liniowy w zakresie od 0,003 do 65 BCR-ABL
Mbcr NCN.

Wkiady

Do badania wybrano 5 réznych RNA o réznych poziomach NCN BCR-ABL
Mbcr. Badano rézne ilosci RNA i cDNA aby oceni¢ wptyw wktadu na wyniki
NCN. Wyniki wykazaty, ze zmiennos¢ wktadu RNA miata ograniczony wptyw
na wyniki NCN, podczas gdy wktad cDNA byt czulszym czynnikiem méwigcym
czy uzyto wiecej, czy mniej materiatu. W konsekwencji, do wykonania testu
zaleca sie wktad 1 uyg RNA i 5 pl cDNA.
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Precyzja
Precyzje oznaczono wedtug wytycznych CLSI/NCCLS EP5-A2.

Badanie precyzji wykonano na 13 réznych prébkach testowanych 42 razy w
dwoch powtodrzeniach (n = 84). Prébki te byty reprezentatywne dla réznego
poziomu ekspresji BCR-ABL Mbcr w probkach od pacjentéw, okoto i powyzej
wartosci MMR. Stwierdzono ze globalny wspoétczynnik zmiennosci okoto
wartosci MMR wynosit 25%.

Badanie zgodnosci: wzorzec jednoplazmidowy ERM-AD623
BCR-ABL1 (IRMM) wzgledem wzorca jednoplazmidowego
ipsogen (QIAGEN)

Najnowsze robocze definicje odpowiedzi molekularnej BCR-ABL1 Mbcr w
CML zostaty podane przez Grupe Sterujgcg Monitoringu Molekularnego
ELN/EUTOS, zalecajgcg stosowanie plazmidu ERM-AD623 BCR-ABL1
(IRMM, Belgia): Cross, N.C. i wsp. Zalecenia laboratoryjne dla uzyskania
gtebokich odpowiedzi molekularnych po leczeniu przewleklej biataczki
szpikowej (2015) Leukemia, 29, 999.

Aby zastosowac sie do tych zalecen, firma QIAGEN przeprowadzita badanie
zgodnosci, porownujgce pojedynczy plazmid ipsogen ukierunkowany na wiele
celow, stosowany w zestawie ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR (24) CE (nr
kat. 670723), z plazmidem ERM-AD623 BCR-ABL1 (IRMM).

Porownanie oparto na stosunku znormalizowanej liczby kopii (NCN) BCR-
ABL1 Mbcr/ABL1, ocenianym przy uzyciu obu rozcienczen wzorcowych
(ipsogen lub ERM-AD623 BCR-ABL1), w prébkach kontrolnych znajdujgcych
sie w zestawach ipsogen i na certyfikowanym materiale referencyjnym od
NIBSC; White, H.E. i wsp. (2010) Ustanowienie pierwszego
Miedzynarodowego Ferencyjnego Panelu Genetycznego Swiatowej
Organizacji Zdrowia dla kwantyfikacji BCR-ABL mRNA. Blood 116, e111.
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Rycina 12. Krzywe wzorcowe plazmidéw ipsogen oraz ERM-AD623 BCR-ABL1 sg w
jednej osi.
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Rycina 13. Wartosci ERM-AD623 BCR-ABL1 wzgledem ipsogen NCN.

Badanie QIAGEN stwierdza Ze nie ma roznicy statystycznej: wzorce
pojedynczego plazmidu ERM-AD623 BCR-ABL1 i pojedynczego plazmidu
ipsogen dajg rownowazne wyniki.
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Symbole

Ponizsze symbole mogg wystepowac¢ na opakowaniu i etykietkach:

Zawiera odczynniki wystarczajgce do przeprowadzenia

; <N> <N> reakcji
g Zuzy¢ do
IVD Urzadzenie medyczne do diagnostyki in vitro

Numer katalogowy

LO Numer seri

MAT Numer materiatu

GTIN Globalny Numer Jednostki Handlowej

Ograniczenie Temperatury

Wytworca

Przeczytac instrukcje uzytkowania

=l el NN

Informacje kontaktowe

Aby uzyska¢ pomoc techniczng i wiecej informaciji, prosimy odwiedzi¢ nasze
Centrum Wsparcia Technicznego na stronie www.giagen.com/Support,
zatelefonowac¢ pod Nr 00800-22-44-6000, lub skontaktowaé sie z jednym z
Oddziatéw serwisu technicznego QIAGEN lub lokalnymi dystrybutorami (patrz
tylna strona okfadki lub odwiedz www.giagen.com).
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Informacje o zamowieniach

Produkt Zawartos¢ Nr kat.
Zestaw ipsogen BCR-  Dla 24 reakcji: Wzorce pojedynczych 670723
ABL1 Mbcr IS-MMR plazmidéw Mbcr i ABL, Wysoka

(24) dodatnia kontrola RNA, Kalibrator IS-

MMR, Mieszanina starterow i sondy
ABL, Mieszanina starterow i sondy
Genu fuzyjnego BCR-ABL Mbcr

Rotor-Gene Q MDx — do walidowanej przez IVD analizy PCR
w czasie rzeczywistym w zastosowaniach klinicznych

Rotor-Gene Q MDx Cykler PCR w czasie rzeczywistym i 9002032
5plex HRM Platform analizator Wysokiej Rozdzielczosci

Topnienia (HRM) z 5 kanatami

(zielony, zo6tty, pomaranczowy,

czerwony, szkartatny) plus kanat HRM,

computer laptop, oprogramowanie,

akcesoria, roczna gwarancja na czesci

i dziatanie, instalacja i szkolenie nie

zapewniane
Rotor-Gene Q MDx Cykler PCR w czasie rzeczywistym i 9002033
5plex HRM System analizator Wysokiej Rozdzielczosci

Topnienia (HRM) z 5 kanatami
(zielony, zo6tty, pomaranczowy,
czerwony, szkartatny) plus kanat HRM,
computer laptop, oprogramowanie,
akcesoria, roczna gwarancja na czesci
i dziatanie, instalacja i szkolenie

Zestaw ipsogen RT — do odwrotnej transkrypcji

Zestaw ipsogen RT Odwrotna transkryptaza, Losowy 679923
starter, DTT, dNTP, Inhibitor RNazy,
Bufor RT

Zestaw RNeasy Midi — do oczyszczania catkowitego RNA

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Produkt Zawartosc¢ Nr kat.

Zestaw RNeasy Midi Dla 50 preparacji RNA: 50 Kolumn 75144
(50) RNeasy Midi Spin, Probowki

zbierajgce (15 ml), Odczynniki bufory

bez RNazy

W celu uzyskania aktualnych informacji dotyczacych licencjonowania i
sprostowan nt. poszczegolnych produktow, prosimy przeczyta¢ podrecznik lub
instrukcje dla uzytkownika odpowiedniego zestawu QIAGEN. Podrecznik i
instrukcje dla uzytkownika sg dostepne na stronie www.qiagen.com, lub
mozna je zamowi¢ w Serwisie Technicznym QIAGEN lub u lokalnego
dystrybutora.
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Produkt ten jest przeznaczony do uzytku diagnostycznego in vitro. Produktéw ipsogen nie mozna odsprzedawa¢, modyfikowa¢ do odsprzedazy
ani uzywa¢ do wytwarzania produktéw komercyjnych bez pisemnego upowaznienia od QIAGEN.

Informacje zawarte w niniejszym dokumencie moga by¢ zmieniane bez uprzedzenia. QIAGEN nie bierze odpowiedzialnos$ci za wszelkie btedy,
jakie moga sie pojawi¢ w tym dokumencie. Niniejszy dokument jest uwazany za kompletny i doktadny w chwili jego publikacji. W zadnym wypadku
firma QIAGEN nie bedzie odpowiedzialna za przypadkowe, specjalne, wielokrotne lub wtérne szkody zwigzane z lub wynikajgce ze stosowania
tego dokumentu.

Gwarantuje sig, ze produkty ipsogen spetniajg ich podane specyfikacje. Jedyne zobowigzanie QIAGEN i jedyne zado$¢uczynienie dla klienta
ograniczajg sie do bezptatnej wymiany produktéw, jezeli produkty te nie spetnig gwarantowanych oczekiwan.

Znaki towarowe: 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.).

Umowa licencyjna z ograniczeniami

Uzytkowanie tego produktu oznacza zgode kazdego nabywcy lub uzytkownika zestawu ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR na nastepujace
warunki:

1. Zestaw ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR moze by¢ uzywany wytacznie zgodnie z Podrecznikiem zestawu ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR
i tylko z komponentami znajdujgcymi sie w tym zestawie. QIAGEN nie udziela zadnej licencji w zakresie swojej wtasnosci intelektualnej na
uzywanie lub faczenie komponentéw tego zestawu z jakimikolwiek komponentami nie zawartymi w tym zestawie z wyjatkiem sytuacji
opisanych w Podreczniku zestawu ipsogen BCR-ABL1 MbcrlS-MMR i dodatkowych protokotach dostepnych na stronie www.giagen.com.

2. Poza wyraznie stwierdzonymi licencjami, QIAGEN nie gwarantuje, ze ten Zestaw i/lub jego uzywanie nie naruszy praw stron trzecich.

3. Ten Zestaw i jego komponenty majg licencje na jednorazowe zastosowanie i hie mogg by¢ uzywane ponownie, odnawiane lub
odsprzedawane.

4. QIAGEN w szczegdlnosci odrzuca wszelkie inne licencje, wyrazone lub implikowane, inne niz te wyraznie stwierdzone.

5. Nabyweca i uzytkownik Zestawu zgadzajg sie nie podejmowac ani nie pozwala¢ nikomu innemu na podejmowanie krokéw mogacych
prowadzi¢ do dziatan wyzej zabronionych lub takie di zlania utatwia¢. QIAGEN moze wymusi¢ przestrzeganie zakazéw tej Umowy Licencyjnej
z Ograniczeniami przed kazdym sgdem i odzyska¢ wszystkie koszty dochodzenia i procesu, w tym honoraria prawnikéw w kazdym dziataniu
wymuszajgcym przestrzeganie tej Umowy Licencyjnej z Ograniczeniami lub jakiegokolwiek z praw wiasnosci intelektualnej, odnoszacych sie
of tego Zestawu i/lub jego komponentéw.

Uaktualnienie warunkéw licenciji, patrz www.giagen.com.

HB-1362-003 © 2013-2016 QIAGEN, wszystkie prawa zastrzezone.
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