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Historia zmian w instrukcji
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Przeznaczenie

Zestaw ipsogen BCR-ABL] Mbcr RGQ RT-PCR Kit jest testem ilosciowej diagnostyki in vitro
przeznaczonym do pomiaru transkryptéw b3a2 (el14a2) i b2a2 (e13a2) genu fuzyjnego BCR-
ABL1 w RNA catkowitym wyizolowanym z krwi petne;.

Zestaw ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit jest przeznaczony do monitorowania
gtebokiej odpowiedzi molekularnej u pacjentéw z rozpoznaniem przewlekiej biataczki
szpikowej (chronic myeloid leukemia, CML) w fazie przewlektej z obecnoscig chromosomu
Filadelfia (Philadelphia chromosome positive, Ph+) i biatka p210.

Zestaw ten jest skalibrowany wzgledem miedzynarodowego genetycznego panelu
referencyjnego Swiatowej Organizacji Zdrowia (World Health Organization, WHO).

Podsumowanie i objasnienie

Podstawowe informacje na temat przewlektej biataczki szpikowej

CML nalezy do grupy nowotworédw mieloproliferacyjnych i jest obserwowana w >90%
przypadkéw charakteryzujgcych sie obecnoscia chromosomu Filadelfia (Philadelphia
chromosome, Ph CHRS). Chromosom ten powstaje w wyniku translokacji wzajemnej
zachodzgcej miedzy diugimi ramionami chromosomu 9 i 22, 1(9;22), przy czym region
ztaman chromosomu (breakpoint cluster region, BCR) znajduje sie na chromosomie 22, a
onkogen c-ABL na chromosomie 9. Odpowiedni gen fuzyjny, BCR-ABL1, ulega transkrypcji
do mRNA o dtugosci 8,5 kb, tworzac 2 warianty potgczen genéw, b2a2 (obserwowany w
40% przypadkow) i b3a2 (obecny w 55% przypadkow). Ten gen fuzyjny koduje biatko
chimeryczne, p210, charakteryzujgce sie podwyzszong aktywnoscig kinazy tyrozynowe;.

Transkrypty b2a3 i b3a3 sg obecne w mniej niz 5% przypadkéw. Chromosom Ph mozna
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réwniez wykry¢é u 35% dorostych pacjentdw z ostrg biataczkg limfoblastyczng (acute
lymphoblastic leukemia, ALL).

Co roku wykrywanych jest okoto 1-2 przypadkéw CML na 100 000 oséb. CML stanowi 20%
wszystkich przypadkéw biataczek wsrdd oséb dorostych. Klinicznie charakteryzuje sie ona
nadmiarem komorek mieloidalnych, ktére réznicujg sie i funkcjonujg prawidtowo. W 90-95%
przypadkéw CML pacjenci zostang zdiagnozowani w przewlektej lub stabilnej fazie choroby.
W przesziosci u pacjentéw dochodzito do progresji choroby w przetom blastyczny i ostrg
biataczke kohczaca sie zgonem po Srednio 4—6 latach. Pojawienie sie leku imatynib oraz,
od niedawna, inhibitoréw kinazy tyrozynowej (tyrosine kinase inhibitors, TKI) drugiej
generacji diametralnie zmienito naturalny przebieg choroby. Obecnie wiekszo$¢ pacjentow
pozostaje w fazie remisji, co stwarza potrzebe kontroli i monitorowania choroby w

perspektywie diugoterminowe;.
Monitorowanie choroby

Obecnym celem terapii CML jest osiggniecie 100% przezywalnosci i wyeliminowanie
obecnosci chromosomu Ph. Z tego wzgledu monitorowanie choroby jest kluczowym
narzedziem do oceny odpowiedzi na leczenie i mozliwie najszybszego wykrycia nawrotu
choroby u pacjentéw. Leczenie inhibitorami TKI zwykle powoduje postep od remisji
hematologicznej do cytogenetycznej, a nastepnie molekularnej, z réwnoczesnym
zmniejszeniem liczby komérek biataczkowych oraz transkryptow BCR-ABL1, tak jak to
przedstawiono na Ryc. 1.
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Ryc. 1. Definicja odpowiedzi molekularnej. Na podstawie publikacji 1, 2 i 9. MR, molecular response: odpowiedz

molekularna. MMR, : major molecular response: duza odpowiedz molekularna.

Metoda referencyjng wykorzystywang do oszacowania nasilenia nowotworu u pacjentéw z
CML jest standardowa analiza cytogenetyczna (technika prazkéw G) komorek szpiku
kostnego (bone marrow, BM) w metafazie. OdpowiedZz cytogenetyczna jest oceniana na
podstawie co najmniej 20 komérek szpiku w metafazie. Poziom odpowiedzi cytogenetycznej
jest szacowany na postawie odsetku komérek w metafazie, w ktérych obecny jest
chromosom Ph (3). Jednakze na ocene te wptywa skutecznos¢ wykonywania analizy i
doswiadczenie laboratoryjne i ma ona niskg czuto$¢ — na poziomie 5% w przypadku analizy
20 komorek w metafazie.

Oznaczenie ilosciowe mMRNA genu BCR-ABL1 Mbcr w prébkach krwi obwodowej (peripheral
blood, PB) za pomocg ilosciowej reakcji tancuchowej polimerazy (quantitative polymerase
chain reaction, gPCR) w czasie rzeczywistym okre$la odpowiedz molekularng i obecnie
nalezy do technik monitorowania choroby stosowanych w przypadku CML. Metoda ta jest
mniej inwazyjna niz standardowa analiza cytogenetyczna komorek szpiku kostnego w
metafazie i charakteryzuje sie wiekszg czutoscia.
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Niedawno uaktualniono réwniez zalecenia dotyczace monitorowania choroby CML,
uwzgledniajgc nowe dane kliniczne z badan lekdw, wyzszg skuteczno$¢ kliniczng
inhibitoréw TKI drugiej generacji oraz udoskonalenia techniczne oznaczen ilosciowych genu
BCR-ABL1, a wszystko to celem ulepszonego monitorowania choroby. W szczegélno$ci
inhibitory TKI drugiej generacji doprowadzity do uzyskania bardziej znaczacej odpowiedzi
molekularnej u duzej liczby pacjentéw z CML, ktérzy osiggneli stan definiowany jako gteboka
odpowiedz molekularna, i odpowiadajg za redukcje obcigzenia transkryptem BCR-ABL1 do
poziomu ponizej 0,01% (MR4,0) lub 0,0032% (MR4,5). Mozliwos$¢ doktadnego oznaczenia
ilosciowego bardzo niskich poziomoéw obcigzenia transkryptem BCR-ABL1 moze mie¢
znaczenie kliniczne, gdyz w badaniach obserwacyjnych wykazano, ze u pacjentow, ktérzy
osiggneli trwatg odpowiedz molekularng MR4,5, mozna bezpiecznie przerwaé podawanie
inhibitorow TKI (4). Trwajg jednak dodatkowe badania kliniczne w celu potwierdzenia tych
wynikow.

Najnowsze zalecenia dotyczace definicji odpowiedzi oraz monitorowania pacjentow z CML
przyjmujgcych inhibitory TKI sg opracowane przez ekspertow ELN (3).

Miedzynarodowi eksperci podejmujg wysitki w celu ujednolicenia badan transkryptu BCR-
ABL1 Mbcr i raportowania wynikéw na ptaszczyznie technicznej (5-7). Ponadto, aby
umozliwi¢ fatwg standaryzacje oznaczenia ilosciowego transkryptu BCR-ABL1, w ostatnim

czasie przeprowadzono walidacje panelu referencyjnego pod kontrolg WHO (8).

Zasada procedury

Technika gPCR umozliwia precyzyjne iloéciowe oznaczenie produktéw PCR podczas fazy
wyktadniczej procesu amplifikacji reakcji PCR. Dane z reakcji gqPCR mozna uzyskaé szybko,
bez koniecznosci ich przetwarzania po reakcji PCR, poprzez detekcje sygnatéw
fluorescencyjnych w czasie rzeczywistym podczas i/lub po przeprowadzeniu cykléw reakciji
PCR, tym samym znacznie zmniejszajgc ryzyko zanieczyszczenia produktow PCR. Obecnie
dostepne sg trzy gtéwne techniki gPCR: analiza gPCR z wykorzystaniem barwnika SYBR®
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Green |, analiza qPCR z wykorzystaniem sond hydrolitycznych oraz analiza qPCR z
wykorzystaniem sond hybrydyzacyjnych.

W tym oznaczeniu wykorzystywana jest technologia qPCR oparta na hydrolizie
oligonukleotydéw wyznakowanych dwoma barwnikami. Podczas reakcji PCR startery
s<forward” i ,reverse” hybrydyzujg do swoistej sekwencji. W tej samej mieszaninie znajduje
sie oligonukleotyd wyznakowany dwoma barwnikami. Ta sonda, ktéra skiada sie z
oligonukleotydu wyznakowanego barwnikiem reporterowym (ang. reporter) na koncu 5' i
barwnikiem wygaszajgcym (ang. quencher) na koncu 3’ (downstream), hybrydyzuje do
sekwencji docelowej w obrebie produktu PCR. W analizie gPCR z sondami hydrolitycznymi
wykorzystywana jest aktywnosé 5'—3' egzonukleazy polimerazy DNA Thermus aquaticus
(Taqg). Jesli sonda jest nienaruszona, bliskos¢ barwnika reporterowego i barwnika
wygaszajgcego powoduje wyttumienie fluorescencji barwnika reporterowego gtéwnie
poprzez przeniesienie energii typu Forstera.

Podczas reakcji PCR, jesli sekwencja docelowa jest obecna, sonda swoiscie hybrydyzuje
miedzy miejsca starterow ,forward” i ,reverse”. Polimeraza DNA, dzieki aktywnosci 5'—3'
egzonukleazy, rozcina sonde miedzy barwnikiem reporterowym i barwnikiem
wygaszajagcym, tylko jesli sonda zhybrydyzuje do sekwencji docelowej. Fragmenty sondy sg
nastepnie wypierane z sekwencji docelowej, a polimeryzacja nici jest kontynuowana. Koniec
3' sondy jest blokowany, aby unikng¢ wydtuzania sondy podczas reakcji PCR (Ryc. 2). Ten
proces zachodzi podczas kazdego cyklu i nie zakibca gromadzenia produktu w sposéb
wyktadniczy.

Wzrost sygnatu fluorescencyjnego jest wykrywany wytgcznie wtedy, gdy sekwencja
docelowa jest komplementarna z sondg i, co za tym idzie, amplifikowana podczas reakc;ji
PCR. Ze wzgledu na powyzsze wymogi amplifikacja nieswoista nie jest wykrywana. Wzrost
fluorescenciji jest wiec wprost proporcjonalny do amplifikacji sekwencji docelowej podczas
reakcji PCR.
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Ryc. 2. Zasada reakcji. Catkowite RNA ulega odwrotnej transkrypcji, a utworzone cDNA jest amplifikowane za
pomoca reakcji PCR z parg swoistych starteréw i swoistg sondg wewnetrzng znakowang dwoma barwnikami
(FAM™-BHQ®-1). Sonda przytacza sie do amplikonu podczas kazdego etapu hybrydyzaciji reakcji PCR. Gdy
polimeraza Taq wydtuza ni¢ od startera przytagczonego do amplikonu, powoduje przemieszczenie korca 5' sondy,
ktory jest nastepnie rozktadany dzieki aktywnosci 5'—>3' egzonukleazy polimerazy DNA Tag. Rozcinanie trwa do
momentu odigczenia pozostatej czesci sondy od amplikonu. Ten proces powoduje uwolnienie fluoroforu i barwnika
wygaszajgcego do roztworu, rozdzielajac je od siebie w przestrzeni i prowadzgc do wzrostu fluorescencji emitowanej
przez barwnik FAM i spadku fluorescencji emitowanej przez barwnik BHQ-1.
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Dostarczone materiaty

Zawartos¢ zestawu

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit (24)

Nr katalogowy 670923
Liczba reakcji 24
Reagents for reverse transcription (Odczynniki do odwrotnej 24 ul
transkrypcji) (RT)

Reverse transcriptase Fioletowy 100 pl
RT Mix Fioletowy 300 pl
Odczynniki do kalibracji

High Positive RNA Control Biaty 15l x3
Low Positive RNA Control Biaty 15pux3
IS-MMR Calibrator Biaty 15pux3
SP1-BCR-ABL Mbcr and ABL: Zotty 35 pl

Mbcr and ABL1 Single Plasmid Standard Dilution

(10* kopii/5 pl)

SP2-BCR-ABL Mbcr and ABL: Z6tty 35l
Mbcr and ABL1 Single Plasmid Standard Dilution

(102 kopii/5 pl)

SP3-BCR-ABL Mbcr and ABL: Z6tty 70 pl

Mbcr and ABL1 Single Plasmid Standard Dilution

(103 kopii/5 pl)

SP4-BCR-ABL Mbcr and ABL: Zotty 35l
Mbcr and ABL1 Single Plasmid Standard Dilution

(10* kopii/5 pl)

SP5-BCR-ABL Mbcr and ABL: Z6tty 70 pl
Mbcr and ABL1 Single Plasmid Standard Dilution

(105 kopii/5 pl)

SP6-BCR-ABL Mbcr and ABL: Z6tty 70 pl

Mbcr and ABL1 Single Plasmid Standard Dilution
(106 kopii/5 pl)

Cigg dalszy tabeli na nastgpnej stronie
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Dalsza czg$¢ tabeli z poprzedniej strony

Odczynniki do reakcji gPCR

Tag DNA polymerase (Polimeraza DNA Taq) Mietowy 85 ul
gPCR Mix ABL1* (Mieszanina g°PCR Mix ABL1) Zielony 720 pl x 3
gPCR Mix Mbcr' (Mieszanina gPCR Mix Mbcr) Czerwony 720 pl x 3
ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR — Instrukcja obstugi 1

* Zawiera mieszanine swoistych starteréw ,reverse” i ,forward” dla genu kontrolnego ABL1 i swoistg sonde FAM—
BHQ-1.

T Zawiera mieszanine swoistych starteréw ,reverse” i forward” dla genu fuzyjnego BCR-ABL1 Mbcr i swoistg sonde
FAM-BHQ-1.

Materiaty wymagane, ale niedostarczone

Podczas pracy ze $srodkami chemicznymi nalezy zawsze uzywaé odpowiedniego fartucha
laboratoryjnego, rekawiczek jednorazowych i okularow ochronnych. W celu uzyskania
dodatkowych informacji nalezy zapoznac¢ sie z kartami charakterystyki (safety data sheet,
SDS) uzyskanymi od producentéw poszczegoélnych produktow.

Odczynniki do lizy erytrocytéw

® Erythrocyte Lysis (EL) Buffer (nr kat. 79217)
e 14,3-molowy B-merkaptoetanol*

® RNeasy® Midi Kit (nr kat. 75144)

* Srodki chemiczne i wyposazenie zalecane do lizy erytrocytéw i izolacji RNA potencjalnie moga stwarzaé¢
zagrozenie. Przed uzyciem nalezy upewnic sig, ze personel nosi odpowiednie srodki ochrony indywidualnej i
zastosowano odpowiednie $rodki ochronne.
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Odczynniki do izolacji RNA catkowitego

RNeasy Midi Kit (nr kat. 75144)
Etanol (70-procentowy, 80-procentowy i 96—100-procentowy)
Etap oczyszczania i zatezania RNA: RNeasy MinElute® Cleanup Kit (nr kat. 74204)

Woda wolna od nukleaz, odpowiednia do PCR

Materiaty eksploatacyjne

Jatowe koncéwki do pipet do przygotowywania reakcji PCR, wolne od nukleaz,
odporne na aerozole, z filtrami hydrofobowymi

Igta o rozmiarze 18-20 G* przymocowana do strzykawki wolnej od RNaz

Probowki wolne od nukleaz, pojemnos¢ 0,5 ml lub 0,2 ml

Probowki wolne od nukleaz, pojemnos¢ 1,5 ml lub 2 ml

Probdéwki wirbwkowe, pojemnos¢ 50 ml

Strip Tubes and Caps 0.1 ml do aparatu Rotor-Gene Q (nr kat. 981103 lub 981106)
L6d

Wyposazenie

Pipety* przeznaczone do przygotowywania reakcji PCR (1-10 pl; 10-100 pl; 100-1000
1)
Wiréwka laboratoryjna* z rotorem dla probédwek reakcyjnych o pojemnosci 0,2 ml i 2 mi

(umozliwiajgca wirowanie przy 8000 x g lub 10 000 rpm)

Spektrofotometr*

* Upewnic sig, ze aparaty zostaty sprawdzone i skalibrowane zgodnie z wytycznymi producenta.
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® \Wiréwka laboratoryjna* z rotorem dla probowek wiréwkowych o pojemnosci 15 i 50 ml
(umozliwiajgca wirowanie przy
3000-5000 x g), umozliwiajgca wirowanie w warunkach chtodniczych (4°C)

® Termomikser, podgrzewany inkubator z orbitalnym wytrzgsaniem, blok grzewczy lub
taznia wodna (do etapu odwrotnej transkrypcji)*

® Aparat Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM* (nr kat. 9002032) oraz powigzane odpowiednie
materiaty
Uwaga: Aparatu Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM nie mozna uzywaé do etapu odwrotnej
transkrypciji.

Wyposazenie do reakcji qPCR z analiza recznag

Oprogramowanie Rotor-Gene Q w wersji 2.1.0 lub wyzszej Wyposazenie do
reakcji qPCR ze zautomatyzowang analiza

e Oprogramowanie Rotor-Gene AssayManager® w wersji 2.1.x (x=0)
® Narzedzie Rotor-Gene AssayManager Gamma Plug-in w wersji 1.0.x (x=0)

® Profil oznaczenia Assay Profile ipsogen_BCR-ABL1Mbcr(ABL)_blood_CE_V1_0_x.iap
(x=1)
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Ostrzezenia i sSrodki ostroznosci

Do diagnostyki in vitro
Informacje dotyczgce bezpieczenstwa

Podczas pracy ze srodkami chemicznymi nalezy zawsze uzywaé odpowiedniego fartucha
laboratoryjnego, rekawiczek jednorazowych i okularéw ochronnych. W celu uzyskania
dodatkowych informacji nalezy zapoznac¢ sie z odpowiednimi kartami charakterystyki (SDS).
S3 one dostepne w Internecie w wygodnym, kompaktowym formacie PDF pod adresem
www.giagen.com/safety. Na tej stronie mozna wyszukiwaé, wyswietlac i drukowac karty
charakterystyki dla wszystkich zestawow i sktadnikow zestawow firmy QIAGEN®,

Wszystkie srodki chemiczne i materiaty biologiczne sg potencjalnie niebezpieczne. Prébki
sg potencjalnie zakazne i nalezy je traktowaC jako materialy stwarzajgce zagrozenie
biologiczne. Krew jest uznawana za materiat potencjalnie zakazny. Podczas pracy z
prébkami krwi petnej nalezy podjaé wszystkie niezbedne Srodki ostroznosci zalecane przez

odpowiednie organy regulacyjne w kraju uzytkowania.

Srodki chemiczne i wyposazenie zalecane do lizy erytrocytéw i izolacji RNA potencjalnie
moga stwarza¢ zagrozenie. Przed uzyciem nalezy upewni¢ sig, ze personel nosi

odpowiednie $rodki ochrony indywidualnej i zastosowano odpowiednie $rodki ochronne.
Ogodlne srodki ostroznosci

Podczas przeprowadzania testow gPCR wymagane jest przestrzeganie dobrych praktyk
laboratoryjnych, w tym dotyczacych konserwacji sprzetu, witasciwych dla biologii
molekularnej i zgodnych z obowigzujgcymi przepisami i wlasciwymi normami. Sktadniki tego
produktu wystarczajg na wykonanie 24 reakcji dla kazdego oznaczenia.

15 ipsogen BCR-ABLT Mbcr RGQ RT-PCR Kit— Instrukcja obstugi  06/2018



Zuzyte probki i odczynniki nalezy utylizowa¢ zgodnie z lokalnymi przepisami
dotyczacymi bezpieczenstwa.

Odczynniki dostarczone w zestawie ipsogen BCR-ABLT Mbcr RGQ RT-PCR Kit sg
optymalnie rozcienczone. Nie nalezy dalej rozciencza¢ odczynnikow, gdyz moze to

doprowadzi¢ do utraty skutecznosci.

Wszystkie odczynniki dostarczone w zestawie ipsogen BCR-ABLT Mbcr RGQ RT-PCR Kit
sg przeznaczone do stosowania wytgcznie z odczynnikami z tego samego zestawu.
Nie nalezy wymienia¢ odczynnikow miedzy zestawami ipsogen BCR-ABLT Mbcr RGQ
RT-PCR Kit, gdyz moze to wptynaé na skutecznos¢.

Informacje o dodatkowych ostrzezeniach, srodkach ostroznosci i procedurach
zawierajg podreczniki uzytkownika aparatu Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM,
oprogramowania Rotor-Gene AssayManager w wersji 2.1 oraz narzedzia Gamma Plug-
in.

Zmiana okresow i/lub temperatur inkubacji moze spowodowac¢ otrzymanie btednych lub
sprzecznych danych.

Nie nalezy uzywa¢ przeterminowanych lub niewtasciwie przechowywanych sktadnikow.

Podczas uzywania kontroli Positive Control nalezy zachowaé szczegdlng ostroznosé,

aby zapobiec zanieczyszczeniu krzyzowemu.

Zachowac szczegodlng ostroznos¢, aby zapobiec przenoszeniu zanieczyszczenia w
postaci cDNA lub produktéw PCR, ktére moga spowodowaé otrzymanie fatszywie

pozytywnego sygnatu.

Zachowac szczegolng ostroznos¢, aby zapobiec przenoszeniu zanieczyszczenia w
postaci RNaz lub DNaz, ktére mogag spowodowacé rozktad matryc RNA lub cDNA.

Nie otwiera¢ aparatu Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM przed zakonczeniem reakcji.
Zachowac ostroznosé, aby zapewni¢ prawidtowe przebadanie probek, zwracajgc
szczegolng uwage na nieprawidiowe umieszczenie probek, btedy podczas tadowania i
btedy pipetowania.

Upewni¢ sie, ze prébki sg przetwarzane w systematyczny sposoéb, aby zapewnic

prawidtowg identyfikacje probek w kazdym momencie, zachowujagc identyfikowalnos¢.
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W zwigzku z tym zalecane jest przestrzeganie ponizszych instrukcji:

e Uzywac sprzetu laboratoryjnego wolnego od nukleaz (dotyczy to np. pipet, koncowek
do pipet, fiolek reakcyjnych)

® Aby unikng¢ zanieczyszczenia krzyzowego probek i odczynnikéw, na kazdym etapie
pipetowania uzywac swiezych, odpornych na aerozole korncéwek do pipet.

® Przygotowywac¢ wstepne mieszaniny Master Mix na potrzeby reakcji PCR, uzywajgc
przeznaczonych do tego celu materiatéw (pipet, koncoéwek itp.) w odrebnym obszarze,
do ktérego nie sg wprowadzane zadne matryce DNA (cDNA, plazmid lub produkty
reakcji PCR).

e Dodaé matryce w oddzielnej strefie (najlepiej w innym pomieszczeniu), uzywajgc
przeznaczonych do tego celu materiatéw (pipet, koncowek itp.).

Informacje dotyczace bezpieczenstwa specyficzne dla odczynnikéw i zestawdw uzywanych

do przygotowania prébek zawierajg odpowiednie instrukcje obstugi. Informacje dotyczace

bezpieczenstwa przeznaczone dla zestawu RNeasy Midi Kit (nr kat. 75144) uzywanego w

potgczeniu z buforem Buffer EL (nr kat. 79217) zawiera dokument RNeasy Midi/Maxi —

Instrukcja obstugi (RNeasy Midi/Maxi Handbook), a informacje dotyczace bezpieczenstwa

przeznaczone dla zestawu RNeasy MinElute Cleanup Kit (nr kat. 74204) zawiera dokument

RNeasy MinElute Cleanup — Instrukcja obstugi (RNeasy MinElute Cleanup Handbook).

Przechowywanie i sposéb postepowania z
odczynnikami

Warunki transportu

Zestaw ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit jest transportowany na suchym lodzie. Jesli
ktorykolwiek sktadnik zestawu ipsogen BCR-ABLT Mbcr RGQ RT-PCR Kit nie jest zamrozZony
w chwili odbioru, opakowanie zewnetrzne zostato otwarte podczas transportu lub przesytka

nie zawiera listy zawartosci opakowania lub odczynnikéw, nalezy skontaktowaé sie z

17 ipsogen BCR-ABLT Mbcr RGQ RT-PCR Kit— Instrukcja obstugi  06/2018



dziatem serwisu technicznego lub lokalnym dystrybutorem firmy QIAGEN (informacje
znajduja sie na tylnej stronie oktadki lub pod adresem www.giagen.com).

Warunki przechowywania

Niezwtocznie po otrzymaniu zestawu ipsogen BCR-ABL1T Mbcr RGQ RT-PCR Kit nalezy go
umiesci¢ w temperaturze od —30°C do —15°C w zamrazarce o statej temperaturze. Nalezy

zachowac ostrozno$c¢, aby chroni¢ mieszaniny gPCR przed swiattem.

Informacje dotyczace przechowywania odczynnikow i zestawdw uzywanych do
przygotowania prébek: W przypadku stosowania zestawu RNeasy Midi Kit (nr kat. 75144),
buforu Buffer EL (nr kat. 79217), zestawu RNeasy MinElute Cleanup Kit (nr kat. 74204) nalezy

zapoznac sie odpowiednimi instrukcjami obstugi.
Stabilnos¢

Zestaw ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit zachowuje stabilno$é do podanej daty

waznosci, jesli jest przechowywany w okreslonych warunkach przechowywania.

Po otwarciu odczynniki mozna przechowywa¢ w ich oryginalnych opakowaniach w
temperaturze od —30°C do —15°C do podanej daty waznosci widocznej na opakowaniu. Nie

przekracza¢ maksymailnej liczby pieciu cykli zamrazania-rozmrazania.

Informacje dotyczace stabilno$ci odczynnikéw i zestawdéw uzywanych do przygotowania
probek: W przypadku stosowania zestawu RNeasy Midi Kit (nr kat. 75144), buforu Buffer EL
(nr kat. 79217), zestawu RNeasy MinElute Cleanup Kit (nr kat. 74204) nalezy zapoznac sie

odpowiednimi instrukcjami obstugi.
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Przechowywanie i sposob postepowania z
probkami

Zestaw ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit jest przeznaczony do stosowania z
prébkami RNA wyizolowanego z krwi petnej. Wszystkie probki nalezy traktowac jako materiat

potencjalnie zakazny.
Prébki krwi petnej

® Probki krwi petnej nalezy podda¢ antykoagulacji przy uzyciu soli potasowej EDTA (Kaz-
EDTA), i przechowywaé w temperaturze 2—-8°C przez maksymalnie 4 dni przed izolacjg
RNA.

® Nie uzywac¢ zamrozonej krwi.
® Oznakowywac i przechowywac probki krwi oraz obchodzic sie z nimi w sposob
kontrolowany, zgodnie z lokalnymi procedurami.

Uwaga: Probki krwi petnej nalezy transportowac w takich samych warunkach, jak

warunki przechowywania, aby unikng¢ zmian temperatury.
Probki RNA

® Po izolacji oczyszczony RNA mozna przechowywac¢ w temperaturze od —30°C do —
15°C lub, jesli wymagane jest przechowywanie dtugoterminowe, w nizszej
temperaturze (od —90°C do —65°C).

® Oznakowywac i przechowywac¢ prébki RNA oraz obchodzi¢ sie z nimi w sposéb
kontrolowany, zgodnie z lokalnymi procedurami.
Uwaga: Probki RNA nalezy transportowaé w takich samych warunkach, jak warunki
przechowywania, aby unikng¢ zmian temperatury podczas przechowywania i

transportu.
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Procedura

Catkowite RNA nalezy oczyszczaé z 10 ml obwodowej krwi petnej pobranej do probdowek
EDTA.

® Upewnic¢ sie, ze odczynniki, ktére majg by¢ uzywane do lizy erytrocytow, izolacji RNA i
zatezania RNA nie sg przeterminowane i byty transportowane i przechowywane w
odpowiednich warunkach.

e Uzy¢ zestawu RNeasy Midi Kit (nr kat. 75144) i buforu Buffer EL przeznaczonego do lizy

erytrocytéw (nr kat. 79217) do oczyszczenia RNA z obwodowej krwi petne;j.

Protokot lizy erytrocytow w celu izolacji catkowitych leukocytow z
krwi petnej

Ten protokét jest przeznaczony do izolacji catkowitych leukocytéw z 10 ml ludzkiej krwi
petnej za pomocg buforu Buffer EL (nr kat. 79217).

Uwaga: Ten protokét nie jest przeznaczony do uzytku z zamrozonymi prébkami krwi petne;.

Wazne informacje przed rozpoczeciem

e Krew i ptyny ustrojowe pochodzenia ludzkiego sg uznawane za materiaty potencjalnie
zakazne. Podczas pracy z probkami krwi petnej nalezy podjg¢ wszystkie niezbedne
srodki ostroznosci zalecane przez odpowiednie organy regulacyjne w kraju

uzytkowania.

® Podczas przechowywania buforu Buffer RLT moze wytrgci¢ sie osad. W razie potrzeby
rozpusci¢ osad, ogrzewajgc odczynnik, a nastepnie umiesci¢ go w temperaturze
pokojowej.

e Etap lizy erytrocytow nalezy wykonywacé na lodzie.

e FEtapy 3i 5 tego protokotu dotyczgce wirowania nalezy wykonywac¢ w temperaturze 4°C

w standardowej wirbwce laboratoryjne;.
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Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem

® Przygotowac bufor Buffer RLT (dostarczony z zestawem RNeasy Midi Kit), dodajac -
merkaptoetanol (B-ME): doda¢ 10 pl B-ME na 1 ml buforu Buffer RLT.

® Po dodaniu B-ME bufor Buffer RLT zachowuje stabilno$¢ przez 1 miesiac.
Uwaga: B-ME jest toksyczny; nalezy go dodawac¢ pod wyciggiem i nosi¢ odpowiednig
odziez ochronng.
Uwaga: Bufor Buffer RLT zawiera izotiocyjanian guanidyny, ktéry moze tworzy¢
wysoce reaktywne zwigzki w potgczeniu z wybielaczem. Nie dolewaé wybielacza lub
roztworéw kwasowych bezposrednio do odpadéw powstatych po przygotowaniu
prébek.

Procedura

1. Dodaj 40 ml buforu Buffer EL do 10 ml krwi petnej znajdujacej sie w pojedynczej
proboéwce wirbwkowej o pojemnosci 50 ml. Wymieszaj, odwracajgc probéwke przez

krétki czas.

2. Inkubuj przez 15 minut na lodzie. Podczas inkubacji dwukrotnie wymieszaj, odwracajgc

probowke przez krotki czas.

Uwaga: Podczas inkubacji metna zawiesina staje sie przezroczysta, co wskazuje lize

czerwonych krwinek.

3. Wiruj przy 400 x g przez 10 minut w temperaturze 4°C. Catkowicie usun supernatant.
Zachowaj osad leukocytow.
Uwaga: Po odwirowaniu leukocyty utworzg osad. Nalezy upewni¢ sie, ze usunieto caty
supernatant. Sladowe ilosci czerwonych krwinek, ktére mogg pozostaé na tym etapie,
zostang usuniete w kolejnych etapach.
Niecatkowite usuniecie supernatantu doprowadzi do inhibiciji lizy i rozcienczenia lizatu,
zaktocajgc warunki wigzania RNA do membrany RNeasy. Oba zjawiska mogg

spowodowaé zmniejszenie uzysku RNA.
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4. Dodaj 20 ml buforu Buffer EL do osadu leukocytéw i zawie$ go, pipetujgc w gére i w dot.

5. Wiruj przy 400 x g przez 10 minut w temperaturze 4°C. Catkowicie usun supernatant.

Zachowaj osad leukocytow.
Uwaga: Kolejne etapy wirowania (np. izolacja RNA) nalezy wykonywa¢ w temperaturze
20-25°C.

6. Odklej osad leukocytéw, lekko stukajgc probowke, do ktérej dodano 4 ml buforu Buffer
RLT z dodatkiem B-ME. Wytrzgsaj lub pipetuj, aby wymieszac.
Uwaga: Przed uzyciem buforu Buffer RLT nalezy upewni¢ sie, ze dodano do niego B-
ME.

7. Rozbi¢ komorki, uzywajgc standardowego homogenizatora typu rotor-stator przez co
najmniej 45 sekund przy petnej predkosci do catkowitego zhomogenizowania prébki.
Mozna réwniez wytrzgsac probke przez 10 sekund, a nastepnie co najmniej 10 razy
przepuscic lizat przez igte o rozmiarze 18-20 G przymocowang do strzykawki wolnej
od RNaz.

Uwaga: Niecatkowite rozbicie spowoduje znaczgce obnizenie uzyskéw z powodu
zatkania kolumny RNeasy. Rozbicie komérek homogenizatorem typu rotor-stator
zwykle powoduje otrzymanie wyzszych uzyskoéw catkowitego RNA niz w przypadku
zastosowania innych metod homogenizacji.

Uwaga: Po rozbiciu prébki mozna przechowywac¢ w temperaturze od —90°C do —65°C

w buforze do lizy. Zamrozone probki zachowujg stabilno$¢ przez wiele miesigcy.
|zolacja catkowitego RNA

Ten protokdt jest przeznaczony do izolacji catkowitego RNA komorkowego z lizatu

zhomogenizowanych leukocytéw zawieszonych w 4 ml mieszaniny RLT/B-ME.
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Wazne informacje przed rozpoczeciem

® Trawienie DNazg nie jest wymagane, gdyz technologia membrany krzemionkowe;j
RNeasy skutecznie usuwa wiekszo$¢ DNA.

e Bufory Buffer RLT i Buffer RW1 zawierajg sol guanidyny i z tego wzgledu nie sg
zgodne z odczynnikami dezynfekujgcymi, ktdre zawierajg wybielacz. Guanidyna jest
czynnikiem draznigcym. Podjg¢ odpowiednie srodki ostroznosci i nosi¢ rekawiczki
podczas pracy.

® Protokdt RNeasy nalezy wykonywa¢ w temperaturze pokojowej. Podczas wykonywania
procedury nalezy pracowacé szybko.

® \Wszystkie etapy wirowania sg przeprowadzane w temperaturze 20-25°C. Nalezy
upewnic¢ sie, ze wiréwka nie schtodzi sie do temperatury ponizej 20°C.

® Podczas kazdego etapu wirowania cata objeto$¢ musi przej$¢ przez kolumne. Moze
by¢ konieczne powtérne wirowanie.

Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem

® W razie potrzeby przed rozpoczeciem protokotu izolacji RNA nalezy rozmrozic¢ lizat
leukocytéw w temperaturze pokojowe;.

® Przygotowac po 4 ml 70-procentowego etanolu na prébke.

e Bufor Buffer RPE jest dostarczany w postaci koncentratu. Przed pierwszym uzyciem
dodac 4 objetosci etanolu (96—100-procentowego), zgodnie z instrukcjg na butelce, aby
uzyskac roztwér roboczy.
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Procedura

1.

Dodaj 4 ml 70-procentowego etanolu do lizatu, a nastepnie doktadnie wymieszaj,
energicznie wstrzgsajac fiolkg. Nie wiruj.

Uwaga: Po dodaniu etanolu moze wytraci¢ sie widoczny osad. Catkowicie rozpusci¢
osad, energicznie wstrzgsajac fiolka, a nastgepnie niezwlocznie przej$¢ do etapu 2.
Niewystarczajgce rozpuszczenie osadu moze spowodowac zanieczyszczenie probki
przez DNA i doprowadzi¢ do otrzymania nieczystego catkowitego RNA.

Nanies probke, w tym osad (jesli sie wytracit), na kolumne RNeasy Midi Column
umieszczong w probéwce wiréwkowej o pojemnosci 15 ml (dostarczona). Delikatnie
zamknij probéwke i wiruj przez 5 minut przy 4000 x g. Wyrzu¢ przesgcz.

Uwaga: Maksymalna objetos¢, ktdérg mozna nanies¢, wynosi 4 ml. Jesli objetosc
przekracza 4,0 ml, nalezy kolejno tadowac¢ porcje na kolumne RNeasy Column i
wirowac, tak jak powyzej. Po kazdym etapie wirowania wyrzuci¢ przesacz.

Uzy¢ tej samej probowki wirbwkowej w etapie 3.

Dodaj 4 ml buforu Buffer RW1 na kolumne RNeasy Column. Delikatnie zamknij
probowke wirbwkowa, a nastepnie wiruj przez 5 minut przy 4000 x g, aby przeptukaé
kolumne. Wyrzu¢ przesacz.

Uwaga: Przesgcz zawiera bufor Buffer RLT lub bufor Buffer RW1 i z tego wzgledu nie
jest zgodny z wybielaczem.

Uzy¢ tej samej probowki wirowkowej w etapie 4.

Dodaj 2,5 ml buforu Buffer RPE na kolumne RNeasy Column. Delikatnie zamknij
proboéwke wirdwkowsg, a nastepnie wiruj przez 2 minuty przy 4000 x g, aby przeptuka¢
kolumne.

Uwaga: Bufor Buffer RPE jest dostarczany w postaci koncentratu. Przed uzyciem
buforu Buffer RPE nalezy upewni¢ sig, ze dodano do niego etanol.

Uzy¢ tej samej probowki wirdwkowej w etapie 5. Nie nalezy wyrzucaé przesgczu.
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5.

Dodaj kolejne 2,5 ml buforu Buffer RPE na kolumne RNeasy Column. Delikatnie
zamknij probéwke wirdwkowa, a nastepnie wiruj przez 5 minut przy 4000 x g, aby

osuszy¢ membrane z zelu krzemionkowego RNeasy.

Uwaga: Osuszenie membrany RNeasy jest istotne, gdyz pozostatosci etanolu mogg
zaktoécac dalsze reakcje. Wykonanie tego wirowania gwarantuje, ze etanol nie zostanie
przeniesiony podczas elucji.

Uwaga: Po odwirowaniu nalezy ostroznie wyciggng¢ kolumne RNeasy z probowki

wiréwkowej, tak aby kolumna nie dotkneta przesaczu, gdyz moze to spowodowac
przeniesienie etanolu.

. W celu elucji przenie$ kolumne RNeasy Column do nowej probowki zbiorczej o

pojemnosci 15 ml (dostarczona). Za pomoca pipety nanie$ 200 yl wody wolnej od
RNaz bezposrednio na membrane z Zzelu krzemionkowego RNeasy. Delikatnie zamknij
probéwke. Pozostaw na 1 minutg, a nastepnie wiruj przez 3 minuty przy 4000 x g.

Powtérz etap elucji (etap 6), uzywajgc eluatu z etapu 6, a nastepnie wiruj przez 5 minut
przy 4000 x g.

Uwaga: W celu przechowywania dtugoterminowego RNA mozna umiesci¢ w
temperaturze od —90°C do —-65°C.

Okreslenie jakosci i oznaczenie ilosciowe RNA

Jako$¢ oznaczenia jest w duzym stopniu uzalezniona od jakosci wejsciowego RNA. Przed

wykonaniem analizy zalecamy ocene oczyszczonego RNA za pomocg elektroforezy w zelu

agarozowym lub analizy spektrofotometryczne;.

Do skalibrowania spektrofotometru nalezy uzy¢ slepej proby — odpowiedniej do reakciji
PCR wody wolnej od nukleaz.

Wartos¢ OD réwna 1,0 przy 260 nm to rownowarto$é okoto 40 ug/ml jednoniciowego
RNA.

Stosunek OD260/OD2so miedzy 1,8 a 2,1 wskazuje na RNA o wysokiej jakosci.
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Do wykonania etapu RT wymagane jest RNA o stezeniu 200 ng/ul. Jesli stezenie RNA w

eluacie jest nizsze niz 200 ng/pl, nalezy je zwiekszy¢, uzywajac zestawu RNeasy MinElute
Cleanup Kit (QIAGEN, nr kat. 74204).

Jesli stezenie RNA w eluacie przekracza gérny limit zakresu, nalezy dostosowacé stezenie

do 200 ng/ul, uzywajgc wody wolnej od RNaz.

Uwaga: Po normalizacji nalezy sprawdzi¢ stezenie RNA.

Zatezanie RNA

Ten protokét jest zoptymalizowany w celu zatezenia RNA.

Wazne informacje przed rozpoczeciem

Nie jest wymagane wykonanie trawienia DNazg, gdyz technologia membrany

krzemionkowej RNeasy skutecznie usuwa wiekszos¢ DNA.

Bufor Buffer RLT zawiera sél guanidyny i z tego wzgledu nie jest zgodny z

odczynnikami dezynfekujgcymi, ktére zawierajg wybielacz.

Wszystkie etapy procedury nalezy przeprowadzac w temperaturze pokojowej (15—

25°C). Podczas wykonywania procedury nalezy pracowacé szybko.

Wszystkie etapy wirowania nalezy przeprowadza¢ w temperaturze 20-25°C w
standardowej mikrowiréwce. Upewni¢ sie, ze wirdwka nie schtodzi sie ponizej
temperatury 20°C.

Podczas przechowywania buforu Buffer RLT moze wytraci¢ sie osad. W razie potrzeby
rozpusci¢ osad, ogrzewajac odczynnik, a nastepnie umiesci¢ go w temperaturze
pokojowej (15-25°C).
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Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem

Przygotowac po 500 pl 80-procentowego etanolu na kazdg prébke RNA, ktéra ma

zostaé zatezona.

Bufor Buffer RPE jest dostarczany w postaci koncentratu. Przed pierwszym uzyciem
dodac 4 objetosci etanolu (96—100-procentowego), zgodnie z instrukcjg na butelce, aby

uzyskac roztwér roboczy.
Przed rozpoczeciem zmontowa¢ kolumny w temperaturze pokojowe;j.

Zmierzy¢ objetos¢ probek, ktdre majg zosta¢ poddane procedurze, a nastepnie
dostosowac koncowa objetos¢ do 200 pl.

Procedura

1.

Po dostosowaniu objetosci probki do 200 pl za pomocg wody wolnej od RNaz dodaj
700 pl buforu Buffer RLT i dobrze wymiesza,.

Dodaj 500 pl 96—100-procentowego etanolu do rozciericzonego RNA i dobrze

wymieszaj, uzywajgc pipety. Nie wiruj. Niezwlocznie przejdz do etapu 3.

. Przenie$ maksymalnie 700 pl prébki na kolumne RNeasy MinElute Spin Column

umieszczong w probéwce zbiorczej o pojemnosci 2 ml (dostarczona). Delikatnie
zamknij wieczko i wiruj przez 15 sekund przy 28000 x g (210 000 rpm). Wyrzu¢
przesacz. Przenies$ pozostatg objeto$¢ probki (maksymalnie 700 pl) i powtdrz
wirowanie. Wyrzu¢ przesacz.

Uwaga: Przesgcz zawiera bufor Buffer RLT i z tego wzgledu nie jest zgodny z
wybielaczem. Informacje dotyczgce bezpieczenstwa znajdujg sie w czesci ,Ostrzezenia
i Srodki ostroznosci”, strona 15.

Umiesc¢ kolumne RNeasy MinElute Spin Column w nowej probdéwce zbiorczej o

pojemnosci 2 ml (dostarczona).
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5. Dodaj 500 pl ml buforu Buffer RPE na kolumne wiréwkowsg. Delikatnie zamknij wieczko
i wiruj przez 15 sekund przy 28000 x g (=10 000 rpm), aby przeptuka¢ membrane

kolumny wiréwkowej. Wyrzu¢ przesacz.

Uwaga: Bufor Buffer RPE jest dostarczany w postaci koncentratu. Przed uzyciem
buforu Buffer RPE nalezy upewnic¢ sig, ze dodano do niego etanol.

Uzy¢ tej samej probowki zbiorczej w etapie 6.
6. Dodaj 500 pl 80-procentowego etanolu na kolumng RNeasy MinElute Spin Column.

Delikatnie zamknij wieczko i wiruj przez 2 minuty przy 28000 x g (=10 000 rpm), aby
przeptukaé membrane kolumny wirowkowej. Wyrzuc przesacz i probéwke zbiorczg.

Uwaga: Przesgcz zawiera bufor Buffer RLT i z tego wzgledu nie jest zgodny z
wybielaczem.

Uwaga: Po odwirowaniu nalezy ostroznie wyciggng¢ kolumne wirbwkowg RNeasy
MinElute z probéwki zbiorczej, tak aby kolumna nie dotkneta przesaczu. W przeciwnym

razie moze doj$¢ do przeniesienia etanolu.

7. Umies¢ kolumne RNeasy MinElute Spin Column w nowej probdwce zbiorczej o
pojemnosci 2 ml (dostarczona).

8. Otworz wieczko kolumny wiréwkowej i wiruj kolumne przez 5 minut przy petnej
predkosci. Wyrzu¢ przesgcz i probowke zbiorcza.
Aby uniknagé uszkodzenia wieczek kolumn wiréwkowych, nalezy wtozy¢ kolumny
wirowkowe do wiréwki w taki sposéb, aby miedzy kolumnami byto przynajmniej jedno
puste miejsce. Obrdéci¢ wieczka w taki sposdb, aby byty skierowane w strone przeciwng
do kierunku, w ktérym obraca sie rotor (np. jesli rotor obraca sie w prawo, obroci¢
wieczka w lewo).
Osuszenie membrany kolumny wiréwkowej jest istotne, gdyz pozostatosci etanolu
moga zaktocac dalsze reakcje. Odwirowanie kolumn wiréwkowych z otwartymi
wieczkami gwarantuje, ze etanol nie zostanie przeniesiony podczas elucji RNA.

9. Umiesc¢ kolumne RNeasy MinElute Spin Column w nowej probdwce zbiorczej o

pojemnosci 1,5 ml (dostarczona).
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10.Dodaj 20 ul wody wolnej od RNaz bezposrednio na srodek membrany kolumny

11

wiréwkowej. Delikatnie zamknij wieczko i wiruj kolumne przez 1 minute przy petne;j

predkosci, aby wykonac elucje RNA.

.Po ukonczeniu etapu elucji umies¢ probki na lodzie.

12.Zmierz objetos¢ probek, ktore majg zostaé poddane procedurze, a nastepnie dostosuj

objetos¢ prébki, tak aby koncowe stezenie byto rowne 200 ng/pl.

W razie potrzeby szczegétowe informacje zawiera czesé ,Okreslenie jakosci i

oznaczenie ilosciowe RNA”, strona 25.

Odwrotna transkrypcja

Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem

Rozmrozi¢ wszystkie potrzebne skfadniki z wyjgtkiem transkryptazy Reverse
transcriptase, ktéra musi by¢ przechowywana w zamrazarce, gdy nie jest uzywana.
Umiesci¢ probowki zawierajgce sktadniki na lodzie w celu ich rozmrozenia.

Uwaga: Aby unikng¢ rozktadu materiatu, etap rozmrazania nie powinien trwac dtuzej
niz 30 minut.

Wyczysci¢ obszar roboczy przeznaczony do przygotowywania mieszaniny do
odwrotnej transkrypciji (reverse transcription, RT), aby unikng¢ zanieczyszczenia
matryca lub nukleazami.

Przed uzyciem dobrze wymiesza¢ zawarto$¢ probéwek z odczynnikami do odwrotnej
transkrypcji, probkami RNA, kontrolami pozytywnymi i kalibratorem IS-MMR Calibrator,
pipetujgc w gore i w dot 10 razy i krétko odwirowujgc. Nastepnie trzymaé na lodzie.
Podczas etapu odwrotnej transkrypcji nalezy przygotowa¢ kontrole negatywng RT,
uzywajgc wody wolnej od nukleaz, odpowiedniej do reakcji PCR.

Wymagana ilo$¢ materiatu wejsciowego wynosi 3 ug RNA na prébke.

Zestaw ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit zawiera odczynniki w ilo$ci

umozliwiajgcej wykonanie trzech reakcji po osiem probek.
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Procedura

1. Inkubuj 15 ul kazdej prébki, kontroli pozytywnej (kontrole wysoko- i niskopozytywne),
wody (uzywanej do przygotowania kontroli negatywnej RT) i kalibratora IS-MMR przez
5 minut w temperaturze 65°C. Nastepnie niezwtocznie umies¢ na lodzie i chtodz przez

€O najmniej 5 minut.

2. Kroétko odwiruj (okoto 5 sekund), aby zebra¢ ptyn na dnie probéwki. Nastepnie trzymac

na lodzie.

3. Przygotuj opisana nizej mieszanine RT odpowiednio do liczby przetwarzanych prébek,

kontroli i kalibratoréw (Tabela 1).

Uwaga: koncowa objetosc¢ reakcji musi by¢ rowna 25 pl.

Tabela 1. Przygotowanie mieszaniny RT

Skiadnik Objetosc¢ na probke Mieszanina RT: 12 +1 Stezenie koncowe
(T0)] reakcja (ul)

RT Mix, 3,33x 75 97,5 1x

Reverse transcriptase, 10x 2,5 32,5 1x

Koncowa objetos¢

mieszaniny RT (dodawana 10 130 -

w etapie 4)

Prébka, kontrole
pozytywne, kalibrator

IS-MMR Calibrator lub 15 15 na kazda B
woda (z etapu 1)
taczna objetosc 25 25 na kazdg -

4. Za pomocg pipety przenie$ po 10 ul mieszaniny RT do kazdej oznaczonej probowki
zawierajacej probke RNA, kontrole pozytywne, wode lub kalibrator (z etapu 3).

5. Dobrze wymieszaj, pipetujgc w gore i w dét 10 razy, a nastepnie krétko odwiruj (okoto 5
sekund), aby zebraé ptyn na dnie probowki.
Uwaga: Aby unikng¢ degradacji materiatdéw, po przygotowaniu reakcji wszystkie
odczynniki do reakcji odwrotnej transkrypcji z zestawu ipsogen BCR-ABLT Mbcr RGQ
RT-PCR Kit nalezy przenie$é do zamrazarki.
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6. Umiesci¢ probowki w termocyklerze i skonfigurowaé program odwrotnej transkrypcji
(Tabela 2).

Tabela 2. Profil temperaturowy dla odwrotnej transkrypcji

Etap Parametry

o Temperature (Temperatura):
Reverse transcription 1 25°C

(Odwrotna transkrypcja 1) ) .
Time (Czas): 10 minut

_ Temperature (Temperatura):
Reverse transcription 2 (Odwrotna 46°C

transkrypcja 2
ypcja 2) Time (Czas): 45 minut
Temperature (Temperatura):
Inactivation (Inaktywacja) 85°C
Time (Czas): 5 minut
Temperature (Temperatura): 4°C

Cooling (Chtodzenie) T e e e

7. Po zakonczeniu programu krétko odwiruj probowki (okoto 5 sekund), aby zebraé ptyn
na dnach prob6éwek. Do czasu wykonania eksperymentu gPCR trzymaj probéwki na

lodzie lub w temperaturze —20°C.
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Analiza reczna: reakcja qPCR w aparacie Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM z rotorem na 72 probowki i oprogramowaniem RGQ

Zalecamy wykonanie wszystkich pomiarow w dwoch powtdrzeniach, zgodnie z tabelg
Tabela 3. Zestaw umozliwia przebadanie o$miu probek cDNA w dwéch powtérzeniach w
jednym eksperymencie. Za pomocyg zestawu ipsogen BCR-ABL] Mbcr RGQ RT-PCR Kit
mozna wykonac trzy eksperymenty.

Tabela 3. Liczba reakcji w przypadku uzywania aparatu Rotor-Gene Q z rotorem na 72 probowki

Prébka

Reakcje

Z mieszaning qPCR Mix ABL1 (34 reakcje)
8 probek cDNA

W?zorce pojedynczych plazmidéw

Kontrola negatywna RT

Kontrola — woda

Z mieszaning gPCR Mix Mbcr (34 reakcje)
8 probek cDNA

W?zorce pojedynczych plazmidéw

Kontrola — woda

8 x 2 reakcje

1 kontrola cDNA High Positive Control 2 reakcje
1 kontrola cDNA Low Positive Control 2 reakcje
1 kalibrator cDNA IS-MMR Calibrator 2 reakcje

4 x 2 reakcje
(SP3, SP4, SP5 i SP6)

2 reakcje

2 reakcje

8 x 2 reakcje

1 kontrola cDNA High Positive Control 2 reakcje
1 kontrola cDNA Low Positive Control 2 reakcje
1 kalibrator cDNA IS-MMR Calibrator 2 reakcje

5 x 2 reakcje (SP1, SP2, SP3, SP5 i SP6)

2 reakcje
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Konfiguracja bloku tadowania i rotora

Aby zoptymalizowa¢ uzycie wzorcow oraz mieszanin starteréw i sond zalecamy testowanie
co najmniej o$miu probek cDNA w jednym eksperymencie. Schemat rotora na Ryc. 3
przedstawia przyktadowy eksperyment.

Mieszanina qPCR mix Mbcr ——» . Polimeraza DNA Taq Mieszanina gPCR mix ABL1 ———» O Polimeraza DNA Taq

1 @SP1 o @ SPs 17 @ SP& 25@- 3@ i B 5@ 57 @A 65 @
2 @sPl 10 @SPé 18 @ SP6 260@ |5 34@ H,0 2@ 50@ < 5@ 6@ s
3@sp2 11OsP3  19ORMmeg 27O |[MMR 35@ 430 510 590 67 @

4 @sP2 12@5SP3 20 QRTneg 28 @ - 36@- 44 Q 52@ 60 Q 68 @ -

5@SP3  13@SP4 21 @+ 20 @ 7@ 5@ 53@ 6@ 690

™~
6 @ sP3 14QsP4a  22@ e 0@ e 8@ 51 46 @ 53 54 @ %5 2@ 57 70@\
7@sps  15@Qsps 230@ e 9@ 7@ 55@ 63 0@ 710
s@sps  160sps 240 2@- 20 @ 48 @- 56 @- 64 @- 720

® Detekcja genu Ber-ABL1

© Detekcja genu ABL1

Pozycjanr 1

Ryc. 3. Konfiguracja rotora dla kazdego eksperymentu. SP1-SP6: wzorce BCR-ABL1 Mbcr i ABL1; RTneg:
kontrola negatywna RT; IS-Cal: kalibrator IS-MMR Calibrator; HC: kontrola High Positive Control; LC: kontrola Low
Positive Control; H20: kontrola — woda; S1-S8: probki cDNA.

33 ipsogen BCR-ABLT Mbcr RGQ RT-PCR Kit— Instrukcja obstugi  06/2018



Uwaga: We wszystkich pozostatych pozycjach nalezy umiesci¢ puste probdéwki. Liczby
oznaczajg pozycje w bloku tadowania i wskazujg koncowg pozycje rotora.

Przygotowanie reakcji qPCR

Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem

® Rozmrozi¢ wszystkie potrzebne sktadniki z wyjatkiem polimerazy DNA Tag, ktéra musi
by¢ przechowywana w zamrazarce, gdy nie jest uzywana. Umiesci¢ probéwki
zawierajgce sktadniki na lodzie w celu ich rozmrozenia.

Uwaga: Aby unikna¢ rozktadu materiatu, etap rozmrazania nie powinien trwa¢ diuzej
niz 30 minut.

® Wyczyscic¢ obszar roboczy przeznaczony do przygotowywania mieszaniny do reakcji

PCR, aby unikngé¢ zanieczyszczenia matrycg lub nukleazami

® Przed uzyciem dobrze wymieszaé zawartos¢ probowek z mieszaninami gPCR Mix
ABL1 i qPCR Mix Mbcr, pipetujgc w gore i w doét 10 razy i krétko odwirowujac.
Nastepnie trzymacé na lodzie.

Procedura

1. Przygotuj mieszanine Master Mix do reakcji PCR odpowiednio do liczby
przetwarzanych prébek.

Tabela 4 przedstawia schemat pipetowania przy przygotowywaniu mieszaniny
odczynnikoéw, obliczonej w taki sposéb, aby koncowa objetos¢ wynosita 25 pl. Wstepna
mieszanina jest przygotowywana odpowiednio do liczby reakcji za pomoca tej same;j
mieszaniny starteréw i sond (mieszaniny gPCR Mix ABL1 lub mieszaniny gPCR Mix
Mbcr). Aby skompensowa¢ btedy pipetowania, uwzgledniono dodatkowe objetosci.

Uwaga: Nie stosowac objetosci reakcyjnych (mieszanina reakcyjna i probka)
mniejszych niz 25 pl.
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Tabela 4. Przygotowanie mieszaniny Master Mix do reakcji PCR

Mieszanina wstepna
ABL1 lub Mbcr:

Sktadnik 1 reakcja (ul) 34 +2 reakcje (ul) Stezenie koncowe
Mieszanina qPCR Mix

(gPCR Mix ABL1 lub gPCR 19,75 711 1x

Mix Mbcr)

Polimeraza DNA Taq 0,25 9 1x

Prébka, wzorzec, kontrola

lub kalibrator IS-MMR .

Callibrator 5 5 na kazda -
(dodawany w etapie 3)

taczna objetosc 25 25 na kazdg -

2. Dodaj po 20 pl mieszaniny wstepnej do reakcji gPCR do kazdej probowki Rotor-Gene
Q o pojemnosci 0,1 ml.

3. Dodaj 5 pl produktu RT (cDNA) otrzymanego po etapie odwrotnej transkrypcji (patrz
czesc¢ ,Odwrotna transkrypcja”, strona 29), 5 pl wzorcéw, 5 pl kontroli lub kalibratora I1S-
MMR Calibrator zgodnie z ukladem prébek przedstawionym na Ryc. 4 (objetos¢
catkowita 25 pl).

4. Delikatnie wymieszaj, pipetujgc w gore i w dot.

Przygotowanie aparatu Rotor-Gene MDx i uruchamianie reakcji gPCR

1. Umiesc¢ probowki w adapterze dostarczonym z aparatem.

Uwaga: Do nieuzywanych pozycji nalezy wiozy¢ puste probdwki.
2. Umies¢ pierscien blokujgcy nad prébkami i naci$nij go, aby go zablokowac.
3. Zafaduj petny adapter do aparatu Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.

4. Zaprogramuj aparat Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM na program cykli termicznych w
sposob, ktory przedstawia Tabela 5.
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Uwaga: Aby unikng¢ degradacji materiatéw, nalezy przenies¢ skfadniki zestawu
ipsogen BCR-ABLT Mbcr RGQ RT-PCR Kit do zamrazarki.

Tabela 5. Profil temperaturowy dla reakcji qPCR

Etap Parametry

Mode of analysis Quantitation (Oznaczenie ilosciowe)

(Tryb analizy)

Hold 1 (Wstrzymanie 1) Temperature (Temperatura): 95°C
Time (Czas): 15 minut

Cycling 50 cykli

(Wykonywanie cykli) 94°C: 15 sekund

60°C; 60 sekund z rejestracjg fluorescenciji
barwnika FAM w kanale zielonym.

(6]

. Kliknij przycisk ,,Gain Optimisation” (Optymalizacja wzmocnienia) w oknie dialogowym
.New Run Wizard” (Kreator nowego cyklu), aby otworzy¢ okno dialogowe ,Auto-Gain
Optimisation Setup” (Konfiguracja optymalizacji wzmocnienia automatycznego).
Zaznacz zakres dla kanatu zielonego od wartosci ,5 FI” dla odczytu ,Min Reading”
(Odczyt min.) do wartosci ,10 FI” dla odczytu ,Max Reading” (Odczyt maks.) i ustaw
akceptowalny zakres wzmocnienia od —10 do 10.

6. Upewnij sie, ze opcja ,Perform Optimisation Before 1st Acquisition” (Wykonaj

optymalizacje przed pierwszg rejestracjg) jest zaznaczona i zamknij okno dialogowe

»Auto-Gain Optimisation Setup” (Konfiguracja optymalizacji wzmocnienia

automatycznedo).

7. Uruchom program cykli termicznych.

8. Utwdrz podzbiory ABL1 i Mbcr, wprowadzajgc dane w oknie ,Edit samples” (Edytuj
prébki).

9. Po zakonczeniu programu cykli termicznych wybierz opcje ,Options” (Opcje), a
nastepnie opcje ,,Crop Start Cycles” (Usun cykle poczatkowe). Usun dane
zarejestrowane przed cyklem 10. Nastepnie wybierz opcje ,Analysis” (Analiza) i opcje
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,Cycling A. Green from 10” (Zielony kanat rejestracji od 10), wskazang w raporcie jako
Jeft threshold = 10.00” (lewy prég = 10,00).

10.W przypadku ABL1 i Mbcr wykonaj nastepujgce czynnosci:

Jesli zostanie otwarte okno ,Calculate Automatic Threshold” (Oblicz prég
automatyczny), wybierz opcje ,Cancel” (Anuluj).

Zdefiniuj prég na warto$¢ 0,03 (po prawej stronie okna na dole).
Wybierz opcje ,Dynamic Tube” (Probéwka dynamiczna) jako metode normalizacji w

raporcie, a nastepnie opcje ,Slope Correct” (Korekcja nachylenia), aby uwzgledni¢
nachylenie szumu.

Upewnij sie, ze opcja ,Outlier Removal” (Usuwanie wartosci odstajgcych) jest
ustawiona na 0% (odpowiednio do progu NTC), a funkcja ,Reaction Efficiency

Threshold” (Prég wydajnosci reakcji) jest wytgczona.

Ustaw wykres na skale liniowg i wybierz opcje ,Auto-Scale” (Automatyczne
skalowanie).

Kliknij prawym przyciskiem myszy okno, w ktorym wyswietlane sg krzywe amplifikaciji, i
upewnij sie, ze opcja ,Digital filter” (Filtr cyfrowy) jest ustawiona na ,Light” (Jasny).
Aby upewni¢ sie, ze wszystkie probki sg wyswietlane, wybierz opcje ,named on”
(nazwane) (po prawej stronie okna).

Po wykonaniu wszystkich etapow upewnij sie, ze zarejestrowano surowe dane i przejdz
do analizy wynikow (patrz czes¢ ,Zasada analizy danych”, strona 49).
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Analiza zautomatyzowana: reakcja qPCR w aparacie Rotor-Gene Q
MDx 5plex HRM z rotorem na 72 probdéwki i oprogramowaniem
RGAM

Zalecamy wykonanie wszystkich pomiarow w dwoch powtdrzeniach, zgodnie z tabelg
Tabela 6. Zestaw umozliwia przebadanie osmiu probek cDNA w dwdch powtérzeniach w
jednym eksperymencie. Za pomocg zestawu ipsogen BCR-ABL] Mbcr RGQ RT-PCR Kit
mozna wykonac trzy eksperymenty.

Tabela 6. Liczba reakcji w przypadku uzywania aparatu Rotor-Gene Q z rotorem na 72 probowki

Prébka

Reakcje

Z mieszaning qPCR Mix ABL1 (34 reakcje)
8 probek cDNA

Wzorce pojedynczych plazmidéw

Kontrola negatywna RT

Kontrola — woda

Z mieszaning gPCR Mix Mbcr (34 reakcje)
8 probek cDNA

Wzorce pojedynczych plazmidéw

Kontrola — woda

8 x 2 reakcje

1 kontrola cDNA High Positive Control 2 reakcje
1 kontrola cDNA Low Positive Control 2 reakcje
1 kalibrator cDNA IS-MMR Calibrator 2 reakcje

4 x 2 reakcje
(SP3, SP4, SP5 i SP6)

2 reakcje

2 reakcje

8 x 2 reakcje

1 kontrola cDNA High Positive Control 2 reakcje
1 kontrola cDNA Low Positive Control 2 reakcje
1 kalibrator cDNA IS-MMR Calibrator 2 reakcje

5 x 2 reakcje (SP1, SP2, SP3, SP5 i SP6)

2 reakcje
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Wazne informacje przed rozpoczeciem

Zestaw ipsogen BCR-ABL1T Mbcr RGQ RT-PCR Kit musi by¢ wykonywany w aparacie Rotor-
Gene Q MDx 5plex HRM przy uzyciu oprogramowania Rotor-Gene AssayManager w wersji
2.1. Przed rozpoczeciem protokotu zapozna¢ sie z obstugg aparatu Rotor-Gene Q MDXx.
Szczegétowe informacje zawierajg podreczniki uzytkownika aparatu, oprogramowania

Rotor-Gene AssayManager w wersji 2.1 oraz narzedzia Gamma Plug-in.

Oprogramowanie Rotor-Gene AssayManager w wersji 2.1 umozliwia zautomatyzowang
interpretacje wynikéw reakcji PCR. Parametry wykonywania cykli sg zablokowane dla
reakcji.

Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem

Oprogramowanie Rotor-Gene AssayManager w wersji 2.1 musi by¢ zainstalowane na
komputerze podtgczonym do aparatu Rotor-Gene Q. Mozna je pobrac ze strony internetowej
firmy QIAGEN: _ http://www.giagen.com/Products/Rotor-GeneAssayManager_v2.1.aspx.
Szczegdtowe informacje na temat instalacji oprogramowania podstawowego Rotor-Gene
AssayManager w wersji 2.1 zawiera dokument Podrecznik uzytkownika aplikaciji
podstawowej Core Application oprogramowania Rotor-Gene AssayManager w wersji 2.1
(Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application User Manual).

e Do zestawu ipsogen BCR-ABLT Mbcr RGQ RT-PCR Kit wymagane jest specjalne
narzedzie Gamma Plug-in. Narzedzie to mozna pobrac ze strony internetowej firmy
QIAGEN: https://www.qiagen.com/resources/resourcedetail?id=bfb8c9a8-245b-4ab4-
99ea-1b39e2c243a0&lang=en. To narzedzie nalezy zainstalowa¢ na komputerze, na
ktérym jest juz zainstalowane oprogramowanie Rotor-Gene AssayManager w wersji
2.1.

e Do zestawu ipsogen BCR-ABLT Mbcr RGQ RT-PCR Kit wymagany jest réwniez profil
oznaczenia. Profil oznaczenia (plik *.iap) zawiera wszystkie parametry wymagane do
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wykonywania cykli i analizowania oznaczenia qPCR. Mozna go pobra¢ ze strony
internetowej po$wieconej zestawowi ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit w
witrynie firmy QIAGEN https://www.giagen.com/shop/detection-solutions/personalized-
healthcare/ipsogen-bcr-abl1-mbcr-rgg-rt-pcr-kit-ce/#resources. Profil oznaczenia musi

zostaé zaimportowany do oprogramowania Rotor-Gene AssayManager w wersji 2.1.

Uwaga: Zestaw ipsogen BCR-ABLT Mbcr RGQ RT-PCR Kit mozna wykonag, tylko jesli w
oprogramowaniu Rotor-Gene AssayManager w wersji 2.1 zaprogramowano odpowiednie

ustawienia konfiguracji.

Aby zapewni¢ bezpieczenstwo procesowe catego systemu, nalezy ustawi¢ nastepujgce
wymagane ustawienia konfiguracji w trybie zamknietym:

e  Material number required” (Wymagany numer materiatu)
e _Valid expiry date required” (Wymagana wazna data waznosci)

® Lot number required” (Wymagany numer serii)

Instalacja narzedzia Gamma Plug-in i importowanie profilu oznaczenia

Instalacje i importowanie narzedzia Gamma Plug-in i profilu oznaczenia opisano
szczegotowo w instrukcji obstugi oprogramowania Rotor-Gene AssayManager w wersji 2.1
i instrukcji obstugi narzedzia Gamma Plug-in, odpowiednio Podrecznik uzytkownika aplikacji
podstawowej Core Application oprogramowania Rotor-Gene AssayManager w wersji 2.1 i
Podrecznik uzytkownika narzedzia Gamma Plug-in (Gamma Plug-in User Manual).

® Narzedzie Gamma Plug-in i najnowszg wersje profilu oznaczenia ipsogen_BCR-
ABL1Mbcr(ABL)_blood_CE nalezy pobra¢ ze strony internetowej firmy QIAGEN.

® Uruchomi¢ proces instalaciji, klikajagc dwukrotnie plik RGAM_V2_1_Gamma_Plug-
in.Installation.V1_0_0.msi, a nastepnie postepowaé zgodnie z instrukcjami instalacji.

Szczegdtowy opis tego procesu zawiera rozdziat ,Instalowanie narzedzi” w
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Podreczniku uzytkownika aplikacji podstawowej Core Application oprogramowania
Rotor-Gene AssayManager w wersji 2.1.

Uwaga: Aby zapewni¢ bezpieczenstwo procesowe catego systemu, wybraé karte
~oettings” (Ustawienia) i zaznaczy¢ pola wyboru opcji ,Material number required”
(Wymagany numer materiatu), ,Valid expiry date required” (Wymagana wazna data
waznosci) i ,Lot number required” (Wymagany numer serii) dla trybu zamknietego

(sekcja Lista robocza). Jesli nie sg one wigczone (wybrane), klikna¢, aby je wtaczyc.

® Po pomysinym zainstalowaniu narzedzia osoba posiadajgca uprawnienia
administratora do oprogramowania Rotor-Gene AssayManager bedzie musiata
wykonac¢ nastepujgce czynnosci, aby zaimportowaé profil oznaczenia ipsogen_BCR-
ABL1Mbcr(ABL)_blood_CE:

1. Zaloguj sie do oprogramowania Rotor-Gene AssayManager w wersji 2.1 jako
uzytkownik posiadajgcy uprawnienia administratora.

2. Whybierz srodowisko konfiguracyjne.

3. Wybierz karte ,Assay Profiles” (Profile oznaczen).

4. Kliknij przycisk ,Import” (Importuj).

5. W oknie dialogowym wybierz profil oznaczenia ipsogen_BCR-
ABL1Mbcr(ABL)_blood_CE, ktéry ma zosta¢ zaimportowany, a nastepnie kliknij opcje
,0pen” (Otworz).

6. Po pomysinym zaimportowaniu profilu mozna go uzywac¢ w srodowisku ,Setup”
(Konfiguracja).

Uwaga: Nie mozna zaimportowa¢ tej samej wers;ji profilu oznaczenia po raz drugi.
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Konfiguracja bloku tadowania i rotora

Aby zoptymalizowa¢ uzycie wzorcow oraz mieszanin starteréw i sond zalecamy testowanie
co najmniej osmiu prébek cDNA w jednym eksperymencie. Schemat rotora na Ryc. 4
przedstawia przyktadowy eksperyment.

Mieszanina gPCR mix Mbcl— . . Polimeraza DNA Taq Mieszanina gPCR mix ABL1 ————» O Polimeraza DNA Taq

1 @SP1 o @ SPs 17 @ SP& 25@- 3@ i B 5@ 57 @A 65 @
2 @sPl 10 @SPé 18 @ SP6 260@ |5 34@ H.O 2@ 50@ & 5@ 6@
3@sp2 11@5p3  19@Rmeg 7@ (MR 35@ | 43@ 519 590 67 @
4 @sP2 12@SP3 20 DRTneg 28Q 36@- 44 Q 52@ 60 Q 68 @ -

5@SP3  13QSP4 21 @ 20 @ 7@ 5@ 5@ 6@ 69O
6 @ sP3 14QsP4a  22@ 0@ e 8@ 51 46 @ 53 54 @ %5 2@ 57 700
1
1

S8

HC N
7 @ sps 5@sps 23@ e 9@ 7@ 55@ 63 0@ 710
8 @ sps s@sps 240 2@- 20 @ 48 @- 56 @- 64 @- 720

53 S4

@ Detekcja genu Ber-ABL1
© Detekcja genu ABL1

Pozycjanr 1

Ryc. 4. Konfiguracja rotora dla kazdego eksperymentu. SP1-SP6: wzorce BCR-ABL1 Mbcr i ABL1; RTneg:
kontrola negatywna RT; IS-Cal: kalibrator IS-MMR Calibrator; HC: kontrola High Positive Control; LC: kontrola Low
Positive Control; H20: kontrola — woda; S1-S8: probki cDNA. Uwaga: We wszystkich pozostatych pozycjach nalezy
umiesci¢ puste probowki. Liczby oznaczajg pozycje w bloku tadowania i wskazujg koricowg pozycje rotora.
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& Prébki nalezy wtozy¢ do rotora w sposéb przedstawiony na Ryc. 4, gdyz
zautomatyzowana analiza skonfigurowana w profilu oznaczenia opiera sie na
takim uktadzie. W przypadku zastosowania innego uktadu zostang uzyskane
nieprawidtowe wyniki.

Uwaga: We wszystkich niewykorzystanych pozycjach nalezy umiescic¢ puste probdéwki.

Tworzenie listy roboczej

Dla prébek, ktére majg by¢ przetwarzane, nalezy utworzyé liste robocza, wykonujgc
nastepujace czynnosci:

1. Wigcz aparat Rotor-Gene Q MDx.

2. Otwérz oprogramowanie Rotor-Gene AssayManager w wersji 2.1 i zaloguj sie jako
uzytkownik posiadajgcy role operatora w trybie zamknietym.

3. Kliknij przycisk ,New manual work list” (Nowa reczna lista robocza) w menadzerze listy
roboczej (Srodowisko ,Setup” (Konfiguracja)).

4. Wybierz profil oznaczenia ,ipsogen_BCR-ABL1Mbcr(ABL)_blood_CE” z listy
dostepnych profili oznaczenia na etapie ,Assay” (Oznaczenie).

5. Kiiknij przycisk ,Add assay to work list” (Dodaj oznaczenie do listy roboczej), aby
przenies¢ wybrany profil oznaczenia na liste ,Selected assay profiles” (Wybrane profile
oznaczen). Profil oznaczenia powinien byc¢ teraz wyswietlany na liscie ,Selected assay
profiles” (Wybrane profile oznaczen).

6. Whisz liczbe probek w odpowiednie pole.

7. Wybierz opcje ,Kit information” (Informacje o zestawie) i wpisz nastepujace informacje
o0 zestawie ipsogen BCR-ABLT Mbcr RGQ RT-PCR Kit, ktére sg wydrukowane na wieczku
pudetka.

e Numer materiatu: 0670923

e Wazna data waznosci
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® Numer serii.

8. Wybierz etap ,Samples” (Probki). Zostanie wyswietlona lista zawierajgca szczegoty

dotyczace probek. Lista przedstawia oczekiwany uktad rotora.

9. Whisz numery identyfikacyjne probek na liste oraz wszelkie opcjonalne informacje o
probkach jako komentarz do kazdej probki.

10.Wybierz etap ,Properties” (Wtasciwosci) i wpisz nazwe listy robocze;.
11.Wiacz pole wyboru ,is applicable” (ma zastosowanie).
12.Zapisz liste robocza.

13.Liste roboczg mozna wydrukowac, gdyz moze ona utatwi¢ przygotowanie i konfiguracje
reakcji qPCR. Aby wydrukowac liste robocza, nacisnij przycisk ,Print work list” (Drukuj
liste roboczg). Szczegdty dotyczgce probek stanowig czesc tej listy roboczej.
Uwaga: Liste roboczg mozna utworzy¢ podczas konfiguracji eksperymentu w aparacie

lub przed wtozeniem probek do aparatu, gdy mozliwe jest zapisanie listy robocze;.

Przygotowanie reakcji gPCR

Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem

® Rozmrozi¢ wszystkie potrzebne sktadniki z wyjatkiem polimerazy DNA Taq, ktéra musi
by¢ przechowywana w zamrazarce, gdy nie jest uzywana. Umie$ci¢ probowki
zawierajgce skfadniki na lodzie w celu ich rozmrozenia.
Uwaga: Aby unikng¢ rozktadu materiatu, etap rozmrazania nie powinien trwac¢ dtuzej
niz 30 minut.

® Wyczyscic¢ obszar roboczy przeznaczony do przygotowywania mieszaniny do reakcji
PCR, aby unikngé¢ zanieczyszczenia matrycg lub nukleazami

® Przed uzyciem dobrze wymiesza¢ zawarto$¢ probéwek z mieszaninami gPCR Mix
ABL1 i gPCR Mix Mbcr, pipetujgc w gére i w dot 10 razy i krétko odwirowujgc.

Nastepnie trzymac na lodzie.
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Procedura

1. Przygotuj mieszanine Master Mix do reakcji PCR odpowiednio do liczby
przetwarzanych prébek.

Tabela 7 przedstawia schemat pipetowania przy przygotowywaniu mieszaniny
odczynnikéw, obliczonej w taki sposéb, aby koricowa objeto$¢ wynosita 25 ul. Wstepna
mieszanina jest przygotowywana odpowiednio do liczby reakcji za pomocg tej samej
mieszaniny starteréow i sond (mieszaniny qPCR Mix ABL1 lub mieszaniny qPCR Mix

Mbcr). Aby skompensowac btedy pipetowania, uwzgledniono dodatkowe objetosci.

Uwaga: Nie stosowac objetosci reakcyjnych (mieszanina reakcyjna i prébka)
mniejszych niz 25 pl.

Tabela 7. Przygotowanie mieszaniny Master Mix do reakcji PCR

Mieszanina wstepna
ABL1 lub Mbcr:

Sktadnik 1 reakcja (ul) 34 +2 reakcje (ul) Stezenie koncowe
Mieszanina gPCR Mix

(gPCR Mix ABL1 lub gPCR 19,75 711 1x

Mix Mbcr)

Polimeraza DNA Taq 0,25 9 1x

Prébka, wzorzec, kontrola
lub kalibrator IS-MMR

Calibrator 5 5 na kazdg -
(dodawany w etapie 3)
taczna objetosc 25 25 na kazdg -

2. Dodaj po 20 yl mieszaniny wstepnej do reakcji gPCR do kazdej probéwki Rotor-Gene
Q o pojemnosci 0,1 ml.

3. Dodaj 5 pl produktu RT (cDNA) otrzymanego po etapie odwrotnej transkrypcji (patrz
czese ,Odwrotna transkrypcja”, strona 29), 5 ul wzorcéw, 5 pl kontroli lub kalibratora IS-
MMR Calibrator zgodnie z uktadem prébek przedstawionym na Ryc. 4 (objetos¢
catkowita 25 pl).

4. Delikatnie wymieszaj, pipetujac w gore i w dot. @
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Przygotowanie aparatu Rotor-Gene MDx i uruchamianie reakcji gPCR

1. Umiesc¢ 72-dotkowy rotor w uchwycie rotora Rotor-Gene Q MDx.

2. Napefnij rotor probéwkami w paskach, wktadajac je do przypisanych im pozyciji,
rozpoczynajac od pozycji 1, jak przedstawiono na Ryc. 4, umieszczajgc we wszystkich
nieuzywanych pozycjach puste probowki w paskach zamkniete zatyczkami.

Uwaga: Nalezy upewni¢ sie, ze pierwszg probowke wtozono do pozycji 1, a probéwki w
paskach sg umieszczone w prawidtowej orientacji i pozycjach, tak jak przedstawiono
na Ryc. 4.

3. Zamocuj pierscien blokujacy.
4. Zataduj rotor z pierscieniem blokujgcym do aparatu Rotor-Gene Q MDx, a nastepnie
zamknij pokrywe aparatu.

5. W oprogramowaniu Rotor-Gene AssayManager w wersji 2.1 wybierz odpowiednig liste
robocza z menedzera listy roboczej, a nastepnie kliknij przycisk ,,Apply” (Zastosuj) lub,
jesli lista robocza jest wcigz otwarta, kliknij przycisk ,Apply” (Zastosu;j).

Uwaga: Jesli nie utworzono listy roboczej przeznaczonej dla eksperymentu, przed
wykonaniem kolejnych czynnosci nalezy zalogowac sie do oprogramowania Rotor-
Gene AssayManager w wersji 2.1 i wykonac etap ,Tworzenie listy roboczej”, strona 43.

6. Wpisz nazwe eksperymentu.
7. Wybierz cykler, ktéry ma by¢ uzywany, w obszarze ,Cycler selection” (Wybor cyklera).

8. Upewnij sie, ze pierscien blokujgcy jest prawidtowo zamocowany, a nastepnie

potwierdz na ekranie, ze zamocowano pierscien blokujgcy.

9. Kiliknij przycisk ,Start run” (Rozpocznij reakcje). Reakcja ipsogen BCR-ABL1 Mbcr
RGQ RT-PCR powinna sig¢ rozpoczgc.
Udostepnianie i raportowanie wynikéw reakcji qPCR

1. Po zakonczeniu reakcji kliknij przycisk ,Finish run” (Zakoncz reakcje).

2. Udostepnienie i zatwierdzenie wynikéw reakcji:
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3.

e W przypadku uzytkownikéw posiadajgcych role Approver (Osoba zatwierdzajgca):
kliknij opcje ,Release and go to approval” (Udostepnij i przejdz do zatwierdzania).

e W przypadku uzytkownikéw posiadajgcych role Operator: kliknij opcje ,Release”
(Udostepnij).
Po kliknigciu opcji ,Release and go to approval” (Udostepnij i przejdz do zatwierdzania)
wyswietlane sg wyniki eksperymentu.
Po kliknieciu opcji ,Release” (Udostepnij) przez uzytkownika o roli operatora
uzytkownik o roli ,Approver” (Osoba zatwierdzajgca) musi zalogowac sie do
oprogramowania i wybra¢ srodowisko ,,Approval” (Zatwierdzanie).

a. Odfiltruj liste wg oznaczen, ktére oczekujg na zatwierdzenie, wybierajac opcje
filtrowania i klikajgc przycisk ,Apply” (Zastosuj).

b. Zaznacz pole wyboru obok eksperymentu, ktéry ma zosta¢ zatwierdzony.

c. Kliknij przycisk ,Start approval” (Rozpocznij zatwierdzanie).

Ze wzgledu na to, ze eksperyment zawiera jeden kalibrator, przed ostatecznym
zatwierdzeniem prébek konieczne jest wprowadzenie obowigzkowych informacji na
temat kalibratora na karcie ,Calibrator” (Kalibrator).

Woybierz przycisk ,Use calibrator” (Uzyj kalibratora) i wpisz odpowiednig warto$¢
(umieszczong na probdwce lub swiadectwie analizy kalibratora IS-MMR Calibrator).
Uwaga: Wartos$¢ te nalezy wpisa¢ dwa razy — w pole ,Enter calibrator value”
(Wprowadz wartos¢ kalibratora) i ,Reenter calibrator value” (Ponownie wprowadz
wartos¢ kalibratora).

Potwierdz wprowadzone wartosci, naciskajgc przycisk ,Apply” (Zastosuj): wyniki sg
aktualizowane.

Uwaga: Po udostepnieniu przynajmniej jednego wyniku prébki nie mozna wprowadzic
zmian w kalibratorze.

Przejrzyj wyniki, a nastepnie kliknij przycisk ,Release/Report data” (Udostepnij/raportuj
dane).
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Kliknij przycisk ,,OK”. Raport zostanie wygenerowany w formacie *.pdf i bedzie

automatycznie przechowywany we wstepnie zdefiniowanym folderze.

Domysina sciezka folderu to: QIAGEN > Rotor-Gene AssayManager > Export >
Reports (QIAGEN > Rotor-Gene AssayManager > Eksport > Raporty)

Uwaga: Sciezke i folder mozna zmienié w srodowisku ,Configuration” (Konfiguracja).

Uwaga: Do rozwigzywania probleméw wymagany jest pakiet wsparcia z reakcji.
Pakiety wsparcia mozna wygenerowac¢ ze srodowiska zatwierdzania lub archiwizacji
(Podrecznik uzytkownika aplikacji podstawowej Core Application oprogramowania
Rotor-Gene AssayManager w wersji 2.1, czes¢ 1.8, ,Rozwigzywanie problemow” >
»Tworzenie pakietu wsparcia”). Ponadto moze okaza¢ sie przydatna Sciezka audytu z
czasu wystgpienia zdarzenia (+1 dzien). Sciezke audytu mozna uzyskaé w $rodowisku
serwisowym (Podrecznik uzytkownika aplikacji podstawowej Core Application
oprogramowania Rotor-Gene AssayManager w wersji 2.1, czes¢ 1.5.5.5).

7. Roztaduj aparat Rotor-Gene Q MDx i zutylizuj probéwki w paskach zgodnie z lokalnymi
przepisami dotyczacymi bezpieczenstwa.
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Interpretacja wynikow w oprogramowaniu RGQ

Zasada analizy danych

W przypadku technologii TagMan® liczba cykli PCR wymaganych do wykrycia sygnatu
powyzej wartosci progowej jest nazywana cyklem progowym (Ct) i jest wprost
proporcjonalna do ilosci sekwencji docelowej obecnej na poczatku reakgji.

Uzywajgc wzorcdw o znanej liczbie czgsteczek, mozna ustali¢ krzywg wzorcowg i okresli¢
doktadng ilos¢ sekwencji docelowej obecnej w badanej probce. Krzywe wzorcowe opierajg
sie na plazmidach. W celu zagwarantowania doktadnych krzywych wzorcowych uzywane sg
cztery rozcienczenia wzorcow genu ABL1 i pie¢ rozcienczen wzorcéow genu Mbcr. Zestaw
zawiera roéwniez kalibrator IS, ktéry umozliwia przeksztatcenie wynikdbw na skale
miedzynarodowa. Ryc. 5 i Ryc. 6 przedstawiajg przyktadowe krzywe amplifikacji TagMan
podobne do krzywych otrzymywanych dla wzorcéw, kalibratora 1IS-MMR Calibrator, kontroli
High Positive RNA Control i kontroli Low Positive RNA Control za pomoca zestawu ipsogen
BCR-ABLT Mbcr RGQ RT-PCR Kit.

Znorm. Fluoro.
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Cykl

Ryc. 5. Detekcja genu ABL1 przy zastosowaniu kontroli i wzorcéw SP3, SP4, SP5i SP6. 10°, 10, 10%i 10°
kopii/reakcje.
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Ryc. 6. Detekcja genu BCR-ABL1 Mbcr przy zastosowaniu kontroli i wzorcow SP1, SP2, SP3, SP5i SP6. 10%,
102, 10°, 105 i 10° kopii/reakcje.

Krzywe wzorcowe i kryteria jakosci majgce zastosowanie do danych
surowych

Powtarzalnos$é miedzy powtérzeniami

Roéznica wartoéci Ct miedzy powtdrzeniami powinna byé <2 — w przeciwnym razie

powtdrzenie powinno zosta¢ uniewaznione, z wyjgtkiem nastepujacych sytuaciji:

Jesli srednia wartos¢ Cr jest 236 lub jesli wartos¢ Cra jest 236, a warto$¢ Cb jest okreslona
jako ,nie wykryto”, kryteria wartosci ACt nie majg zastosowania; powtdrzenie speia
wymagania. W takim przypadku liczbe kopii (copy number, CN) obliczong dla wartosci Cra
nalezy podzieli¢ przez 2.

Uwaga: Uzytkownik powinien zmierzy¢ poziom powtarzalnosci w danym laboratorium.
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Krzywe wzorcowe

W celu przeanalizowania danych surowych mozna je wklei¢ do pliku programu Excel®.

Wartosci Ct uzyskane z rozcienczen wzorcéw plazmidow dla kazdego genu (ABL1 i BCR-
ABL1 Mbcr) sg wykreslane wzgledem logarytmu liczby kopii (3, 4, 5 i 6 dla wzorcow SP3,
SP4, SP5i SP6; 1, 2, 3, 5i 6 dla wzorcow SP1, SP2, SP3, SP5 i SP6). Ryc. 7 przedstawia
przykladowa krzywag ABL1 obliczong na podstawie czterech rozcienczen wzorcéw. Ryc. 8
przedstawia przyktadowg krzywg BCR-ABL1 Mbcr obliczong na podstawie pieciu
rozcienczen wzorcow.

Cr
45 -
40
35 A
304
25 4

y=-3,359x + 37,829
R? =0,9999

20 4
15 1
10 4
54

O T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7

Logio (CN)

Ryc. 7. Krzywa wzorcowa dla genu ABL1 obliczona na podstawie czterech rozcienczen wzorcow. Obliczono
krzywa regresiji liniowej (y = ax + b), gdzie ,a” to nachylenie linii, a ,b” to punkt przeciecia z osig y — wspétrzedna y
punktu, w ktérym linia przecina o$ y. Réwnanie i wspétczynnik determinacji (R?) przedstawiono na wykresie.
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Ryc. 8. Krzywa wzorcowa dla genu BCR-ABL1 Mbcr obliczona na podstawie pieciu rozcienczen wzorcow.
Obliczono krzywa regresji liniowej (y = ax + b), gdzie ,a” to nachylenie linii, a ,b” to punkt przeciecia z osig y —
wspotrzedna y punktu, w ktérym linia przecina o$ y. Réwnanie i wspdtczynnik determinacji (R2) przedstawiono na
wykresie.

Wzorce sg rozcienczeniami dziesieciokrotnymi, wiec teoretyczne nachylenie krzywej wynosi
-3,3. Nachylenie miedzy —3,1 a -3,6 jest akceptowalne, jesli wartos¢ R? jest >0,95.
Jednakze, w celu uzyskania precyzyjnych wynikéw, pozgdana jest wartos¢ R2 >0,98.

Uwaga: Do utworzenia krzywej wzorcowej BCR-ABL Mbcr wymagane jest wykrycie
rozcienczenia wzorca SP1 (plazmid BCR-ABL1, 10 kopii).

Liczba kopii (CN)

Réwnanie krzywej wzorcowej dla genu ABL1 lub genu BCR-ABL1 Mbcr powinno byé
uzywane do przeksztatcania wartosci Ct (uzyskanych za pomocg mieszaniny gPCR Mix
ABL1 lub mieszaniny gPCR Mix Mbcr dla nieznanych probek) na liczbe kopii genu ABL1 lub
genu BCR-ABL1 (ABL1cn lub BCR-ABL1 Mbcren).
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Srednia warto$¢ Cr ABL — punkt przeciecia krzywej
wzorcowej ABL1

Logio probki ABL1ICN Nachylenie krzywej wzorcowej ABL

Srednia warto$é Ct BCR-ABL1 Mbcr — punkt
przeciecia krzywej wzorcowej BCR-ABL1 Mbcr

Logio prébki
BCR-ABL1 Mbcren Nachylenie krzywej wzorcowej BCR-ABL1 Mbcr

Kontrola jakosci wszystkich wartosci ABL1cy

Niska jako$¢ RNA lub problemy podczas reakcji RT-qPCR moga spowodowac¢ uzyskanie
matej liczby kopii genu ABL1.

Aby osiggna¢ optymalng czuto$¢ testu warto$¢ ABL1cn dla kontroli High Positive RNA
Control, kontroli Low Positive RNA Control i kalibratora 1IS-MMR Calibrator powinna by¢
réwna 100 000 lub wieksza.

Kontrola negatywna RT i kontrola— woda

Kontrole bez matrycy (no template control, NTC) powinny dawa¢ wartosci CN rowne zero
dla genu ABL1 i genu BCR-ABL1 Mbcr na etapie reakcji PCR (kontrola — woda) i etapie
odwrotnej transkrypcji (kontrola negatywna RT). W zwigzku z tym (odpowiednio) warto$¢ C+
nie powinna zosta¢ otrzymana lub warto$¢ Ct bedzie powyzej punktu przeciecia krzywych
wzorcowych. Wynik pozytywny dla tych kontroli NTC wskazuje, ze podczas odwrotnej

transkrypcji i/lub reakcji QPCR doszto do zanieczyszczenia krzyzowego.
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Znormalizowana liczba kopii (hormalized copy number, NCN)

Stosunek tych wartosci CN to znormalizowana liczba kopii (NCN):

BCR-ABL1 Mbcren
NCN = x 100
ABL1cn

Wynik NCN nalezy obliczy¢ dla kontroli High Positive RNA Control (NCNHc), kontroli Low
Positive RNA Control (NCNLc), kalibratora IS MMR (NCNkal) i kazdej prébki (NCNprobka).

Kontrola jakosci wartosci znormalizowanej liczby kopii

Kontrola High Positive RNA Control, kontrola Low Positive RNA Control oraz kalibrator IS-
MMR Calibrator umozliwiajg monitorowanie etapéw odwrotnej transkrypcji i amplifikaciji
genéw ABL1 i BCR-ABL1 Mbcr podczas oznaczenia iloSciowego transkryptu.

e Wynik NCN uzyskany dla kalibratora IS-MMR-Calibrator, testowanego za pomocg
zestawu ipsogen BCR-ABLT Mbcr RGQ RT-PCR Kit, musi miesci¢ sie w przedziale
0,05-0,3, gdyz w przeciwnym razie nie jest mozliwe przeksztatcenie wartosci
NCN na skale miedzynarodowg.

e Czutos¢ eksperymentu mozna ocenic, wytgcznie jesli wykryto kontrole Low
Positive RNA Control.

Przeksztatcenie na skale miedzynarodowa

Uwaga: Przed interpretacjg wynikéw nalezy zapoznac sie z wartoscig okreslong na etykiecie
probowki kalibratora 1IS-MMR Calibrator lub na $wiadectwie analizy dostarczonym z

zestawem. (Upewni¢ sig, ze na etykiecie i $wiadectwie znajduje sie taka sama wartosc).
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Uzy¢ eksperymentalnego wyniku NCN kalibratora IS-MMR Calibrator (NCNkal) oraz jego
przypisanej wartoéci (warto$¢ IS-Cal) okreslonej w $wiadectwie analizy do obliczenia
znormalizowane;j liczby kopii w skali miedzynarodowej (IS-NCNprobka).

NCNoprebka X wartosc 1S-Cal
IS-NCNprobka =

NCNkal

Kontrola jakosci wartosci IS-NCN

e Wynik IS-NCNHc (NCN w skali miedzynarodowej dla kontroli High Positive RNA
Control) nie powinien wskazywaé na duzg odpowiedz molekularng (,Brak MMR”,
patrz ,Raportowanie odpowiedzi molekularnej” ponizej).

e Wynik IS-NCNLc (NCN w skali miedzynarodowej dla kontroli Low Positive RNA
Control) powinien by¢ <0,01 (MR4), aby zagwarantowac, ze status MR4,5 mozna
ustali¢ z duzg pewnoscia.
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Raportowanie odpowiedzi molekularnej

Okresli¢ status odpowiedzi molekularnej kazdej probki zgodnie z interpretacjg

przedstawiong w Tabela 8.

Tabela 8. Raportowanie odpowiedzi molekularnej

Zg(ypa ABL CN BCR-ABL1 Mbcr CN IS-NCN% Status
1 <10 000 <10 - Niska jako$¢ probki
210 >0,1 Brak MMR
2 <10 000 —
210 <0,1 Wynik niejednoznaczny
>0,1 Brak MMR
2L.OD
<0,1 MMR
10 000 <CNagL <32 LOB<CN<LOD >0,1 Brak MMR
3 000 Zastapi¢ wartos¢ CN
wartoscig LOD <0,1 MMR
<LOB - Nie wykryto/MR4
>0,1 Brak MMR
2LOD 0,01<18=0,1 MMR
<0,01 MR4
32 000 <CNagL <100
§ 000 LOB<CN<LOD >0.1 Brak MMR
Zastgpi¢ warto$¢ CN 0,01<1S=0,1 MMR
wartoscig LOD <001 MRA
<LOB - Nie wykryto/MR4,5
>0,1 Brak MMR
2L.OD 0,01<IS <0,1 MMR
0,0032<1S<0,01 MR4
<0,0032 MR4,5
100 000 <CN
5 ABL LOB<CN<LOD >0,1 Brak MMR
Zastgpi¢ warto$¢ CN 0,01<1S=0,1 MMR
wartoscig LOD 0,0032<1820,01 MR4
<0,0032 MR4,5
<LOB - Nie wykryto/MR5

LOB, limit of blank: granica préby $lepej; LOD, limit of detection: granica wykrywalnos$ci; MR: odpowiedz
molekularna; MMR: duza odpowiedz molekularna.
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Podsumowanie kryteriow jakosci

Tabela 9 podsumowuje rézne kryteria jakosci i powigzane wartosci lub wyniki.

Tabela 9. Podsumowanie kryteriow jakosci

Kryteria

Akceptowalne wartosci/wyniki

Roéznice wartosci Ct miedzy powtérzeniami

Nachylenie krzywych wzorcowych
R? krzywych wzorcowych

Rozcienczenie wzorca SP1
(plazmid BCR-ABL1, 10 kopii)

Kontrola jako$ci wartosci ABLcn dla probek
biologicznych

Kontrola High Positive RNA Control,
kontrola Low Positive RNA Control
i kalibrator IS-MMR-Calibrator

Kontrole NTC (woda) i RTneg

Warto$¢ NCN uzyskana dla kalibratora IS-MMR
Calibrator (NCNal)

Kontrola High Positive RNA Control
Kontrola Low Positive RNA Control
IS-NCNHc
IS-NCNc

<2Cr

Z wyjatkiem sytuacji, w ktdrej $rednia warto$¢ Cr
jest 236 lub warto$¢ Cra jest 236, a wartos¢ C jest
okres$lona jako ,nie wykryto”: powtérzenie spetnia
wymagania.

Warto$¢ CN obliczong dla Cra nalezy podzieli¢
przez 2.

Od -3,1 do -3,6
Co najmniej >0,95 (w idealnym przypadku >0,98)

Musi zosta¢ wykryte, aby byto mozliwe utworzenie
krzywej wzorcowej

Patrz Tabela 8

ABL1cn 2100 000

Dla kazdej wartos¢ ABL1cn = 0, a wartos¢
Mbcren =0

(brak wartosci Cr lub warto$¢ Ct > punkt przeciecia
krzywej wzorcowej)

Musi miesci¢ sie w przedziale 0,05-0,3

Musi zosta¢ wykryta
Musi zosta¢ wykryta
Status: Brak duzej odpowiedzi molekularnej

IS-NCN.c £0,01 (MR4)

Musi zosta¢ wykryta, aby zagwarantowac, ze status
MR4,5 mozna ustali¢ z duzg pewnoscia.

Cr, threshold cycle: cykl progowy; HC, high control: kontrola wysoka; IS, International Standard: wzorzec
miedzynarodowy; LC, low control: kontrola niska; MR, molecular response: odpowiedz molekularna; MMR, major
molecular response: duza odpowiedz molekularna; NCN, normalized copy number: znormalizowana liczba kopii;
NTC, No Template Control: kontrola bez matrycy; Rtneg, reverse transcription negative: negatywna podczas

odwrotnej transkrypcji.
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Interpretacja wynikOw w oprogramowaniu
RGAM

Analiza jest w petni zautomatyzowana.

Oprogramowanie Rotor-Gene AssayManager w wersji 2.1 najpierw analizuje krzywe
amplifikacji i moze uniewazni¢ krzywe, kitére nie spetniajg wymagan, na podstawie ich
ksztattu i amplitudy szumu. W takim przypadku do uniewaznionej krzywej zostanie

przypisana flaga.

Wyniki prébek badanych sg automatycznie analizowane i konfigurowane przez
oprogramowanie Rotor-Gene AssayManager w wersji 2.1, ale muszg zosta¢ zatwierdzone i
udostepnione przez zalogowanego uzytkownika posiadajgcego role osoby zatwierdzajgce;.
Na koncu wiersza wynikéw prébek, ktére oczekujg na zatwierdzenie, widoczne sg trzy
dodatkowe przyciski zatwierdzania. Przyciski te stuzg do interaktywnego zatwierdzenia lub
odrzucenia wynikow probek. Dalsze informacje zawiera dokument Podrecznik uzytkownika

narzedzia Gamma Plug-in.

Nastepnie oprogramowanie Rotor-Gene AssayManager w wersji 2.1 przeanalizuje kontrole

reakcji:

e Kontrole NTC (RT-neg i H20) sg sprawdzane pod katem braku swoistej amplifikacji
(ABL1 i BCR-ABL1 Mbcr).

e ABL1iBCR-ABL1 Mbcr SP: Walidacja opiera sie na wartosci R? i nachylenia kazdej
krzywej.

e HC: Liczba kopii genu ABL1 musi by¢ wystarczajgco wysoka, aby mozliwa byta
interpretacja tej kontroli. W takim przypadku zostanie obliczony odsetek IS-NCN. Ta
kontrola reakc;ji jest walidowana, jesli zgodnie z testem uzyskano status ,Brak MMR”.
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® LC: Liczba kopii genu ABL1 musi by¢ wystarczajgco wysoka, aby mozliwa byta
interpretacja tej kontroli. W takim przypadku zostanie obliczony odsetek IS-NCN. Ta

kontrola reakcji jest walidowana, jesli zgodnie z testem uzyskano status ,MR4”.

e Kalibrator IS-MMR Calibrator: Liczba kopii genu ABL1 musi by¢ wystarczajgco wysoka,
aby mozliwa byta interpretacja tej kontroli. W takim przypadku zostanie obliczona
wartos¢ NCN. Ta kontrola reakcji jest walidowana, jesli zgodnie z testem uzyskana dla

niej warto$¢ NCN jest w akceptowalnym przedziale.

Uwaga: Raport generowany pod koniec reakcji przedstawia wyniki uzyskane dla kontroli
reakcji wraz z flagami uniewazniajgcymi umieszczonymi przed niewaznymi danymi.

Jesli wszystkie kontrole reakcji spetniajg wymagania, oprogramowanie Rotor-Gene
AssayManager w wersji 2.1 przeanalizuje nieznane prébki.

Zmiana wartosci Ct miedzy powtorzeniami prébki musi by¢ wystarczajgco mata, aby byta
mozliwa interpretacja wynikéw. Nastepnie zostanie obliczony odsetek IS-NCN, a prébce

zostanie nadany status.

Uwaga: Jesli wyniki kontroli reakcji oraz wyniki probek sg wazne, w raporcie bedg widoczne
liczby kopii genéw ABL1 i BCR-ABL1 Mbcr, warto$¢ NCN (%), warto$¢ IS-NCN (%) i status

odpowiedzi molekularnej dla kazdej prébki.

Tabela 10 i Tabela 11 przedstawiajg odpowiednio uniewazniajgce i ostrzegawcze flagi
probek, ktére mogg zostaé przypisane do poszczegdinych probéwek podczas analizy
wykonywanej przez oprogramowanie Rotor-Gene AssayManager w wersji 2.1, wraz z

objasnieniami znaczenia flag.

Tabela 10. Uniewazniajace flagi prébek i opis terminéw
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Flaga

Opis

ANALYSIS_FAILED (NIEPOWODZENIE_ANALIZY)

ASSAY_INVALID (NIEWAZNE_OZNACZENIE)

CONSECUTIVE_FAULT (BLAD_KOLEJNOSCI)

CURVE_SHAPE_ANOMALY (ANOMALIA_KSZTALTU_KRZYWEJ)

FLAT_BUMP (ROWNE_WYBRZUSZENIE)

HIGH_PC_HIGH_DELTA_CT (ABL or
Mbcr)(DUZA_DELTA_WARTOSCI_CT_WYSOKIEJ_KONTROLI_POZYTYWNEJ
(ABL lub Mbcr))

Oznaczenie jest

okreslone jako niewazne,

gdyz analiza zakonczyta
sie niepowodzeniem.
Skontaktuj sie z
serwisem technicznym
firmy QIAGEN.

Oznaczenie jest
niewazne, poniewaz co
najmniej jedna kontrola
zewnetrzna jest
niewazna.

Warto$¢ docelowa uzyta
do obliczenia danej
wartosci docelowej jest
niewazna.

Krzywa amplifikacji
danych surowych ma
ksztalt odbiegajacy od
ksztattu oczekiwanego
dla tego oznaczenia.
Istnieje wysokie
prawdopodobienstwo
uzyskania
nieprawidtowych
wynikéw lub btednej
interpretaciji wynikow.

Krzywa amplifikacji
danych surowych ma
ksztalt ,rownego
wybrzuszenia”, ktéry
odbiega od ksztattu
oczekiwanego dla tego
oznaczenia. Istnieje
wysokie
prawdopodobienstwo
uzyskania
nieprawidtowych
wynikéw lub btednej

interpretacji wynikéw (np.

okreslenia
nieprawidtowej wartosci
Cr).

Roznica wartosci Cr
miedzy powtdrzeniami
kontroli High Positive
Control w mieszaninie
genu kontrolnego jest
zbyt wysoka.
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HIGH_PC_HIGH_DELTA_CT (Mbcr)
(DUZA_DELTA_WARTOSCI_CT_WYSOKIEJ_KONTROLI_POZYTYWNEJ

(Mbcr))

HIGH_PC_LOW_ABL_CN

(NISKA_WARTOSC_ABL_CN_WYSOKIEJ_KONTROLI_POZYTYWNEJ)

HIGH_PC_LOW_IS-NCN (NISKA_WARTOSC_IS-
NCN_WYSOKIEJ_KONTROLI_POZYTYWNEJ)

HIGH_PC_NO_CT (ABL)

(BRAK_WARTOSCI_CT_WYSOKIEJ_KONTROLI_POZYTYWNEJ (ABL))

HIGH_PC_NO_CT (Mbcr)

(BRAK_WARTOSCI_CT_ WYSOKIEJ_KONTROLI_POZYTYWNEJ (Mbcr))

HIGH_PC_REPLICATE_NO_CT (ABL)
(BRAK_WARTOSCI_CT_POWTORZENIA_ WYSOKIEJ_KONTROLI_POZYTYW

NEJ (ABL))

HIGH_PC_REPLICATE_NO_CT (Mbcr)
(BRAK_WARTOSCI_CT_POWTORZENIA_WYSOKIEJ_KONTROLI_POZYTYW

NEJ (Mbcr))

INVALID_CALCULATION (NIEPRAWIDLOWE_OBLICZENIE)

IS-CAL_HIGH_DELTA_CT (ABL) (DUZA_DELTA_WARTOSCI_CT_IS-CAL

(ABL))

Roznica wartosci Cr
migdzy powtorzeniami
kontroli High Positive
Control w mieszaninie
genu fuzyjnego jest zbyt
wysoka.

Liczba kopii genu
kontrolnego dla kontroli
High Positive Control jest
zbyt niska.

Znormalizowana liczba
kopii (skala
migdzynarodowa) dla
kontroli High Positive
Control jest zbyt niska.

Brak wykrywalnej
wartosci Cr dla kontroli
High Positive Control w
mieszaninie genu
kontrolnego.

Brak wykrywalnej
wartosci Cr dla kontroli
High Positive Control w
mieszaninie genu
fuzyjnego.

Jedno z powtdrzen
kontroli High Positive
Control nie zostato
wykryte w mieszaninie
genu kontrolnego.

Jedno z powtdrzen
kontroli High Positive
Control nie zostato
wykryte w mieszaninie
genu fuzyjnego.

Obliczenie danej wartosci
docelowej zakonczyto sie
niepowodzeniem.

Rdznica wartosci Cr
migdzy powtdrzeniami
kalibratora IS-MMR-
Calibrator w mieszaninie
gendéw kontrolnych jest
zbyt wysoka.
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Flaga

Opis

IS-CAL_HIGH_DELTA_CT (Mbcr) (DUZA_DELTA_WARTOSCI_CT_IS-CAL
(Mbcr))

IS-CAL_HIGH_NCN (WYSOKA_WARTOSC_NCN_IS-CAL)

IS-CAL_LOW_ABL_CN (NISKA_WARTOSC_ABL_CN_IS-CAL)

IS-CAL_LOW_NCN (NISKA_ WARTOSC_NCN_IS-CAL)

IS-CAL_REPLICATE_NO_CT (ABL)
(BRAK_WARTOSCI_CT_POWTORZENIA_IS-CAL (ABL))

IS-CAL_REPLICATE_NO_CT (Mbcr)
(BRAK_WARTOSCI_CT_POWTORZENIA_IS-CAL (Mbcr))

LOW_PC_HIGH_DELTA_CT (ABL)
(DUZA_DELTA_ WARTOSCI_CT_NISKIEJ_KONTROLI_POZYTYWNEJ (ABL))

LOW_PC_HIGH_DELTA_CT (Mbcr)
(DUZA_DELTA WARTOSCI_CT_NISKIEJ_KONTROLI_POZYTYWNEJ (Mbcr))

LOW_PC_HIGH_IS-NCN (DUZA_WARTOSC_IS-
NCN_NISKIEJ_KONTROLI_POZYTYWNEJ)

LOW_PC_LOW_ABL CN
(MALA_WARTOSC_ABL_CN_NISKIEJ_KONTROLI_POZYTYWNEJ)

LOW_PC_NO_CT (ABL)
(BRAK_WARTOSCI_CT_NISKIEJ_KONTROLI_POZYTYWNEJ (ABL))

Roznica wartosci Ct miedzy
powtdrzeniami kalibratora
IS-MMR-Calibrator w
mieszaninie genu fuzyjnego
jest zbyt wysoka.

Znormalizowana liczba kopii
dla kalibratora IS-MMR-
Calibrator jest zbyt wysoka.

Liczba kopii genu
kontrolnego dla kalibratora
IS-MMR-Calibrator jest zbyt
niska.

Znormalizowana liczba kopii
dla kalibratora 1IS-MMR-
Calibrator jest zbyt niska.

Jedno z powtérzen
kalibratora I1S-MMR-
Calibrator nie zostato
wykryte w mieszaninie genu
kontrolnego.

Jedno z powtérzen
kalibratora IS-MMR-
Calibrator nie zostato
wykryte w mieszaninie genu
fuzyjnego.

Roznica wartosci Ct miedzy
powtdrzeniami kontroli Low
Positive Control w
mieszaninie genu
kontrolnego jest zbyt
wysoka.

Roznica wartosci Ct miedzy
powtérzeniami kontroli Low
Positive Control w
mieszaninie genu fuzyjnego
jest zbyt wysoka.

Znormalizowana liczba kopii
(skala migdzynarodowa) dla
kontroli Low Positive
Control jest zbyt wysoka.

Liczba kopii genu
kontrolnego dla kontroli Low
Positive Control jest zbyt
niska.

Brak wykrywalnej wartos$ci
Cr dla kontroli Low Positive
Control w mieszaninie genu
kontrolnego.
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LOW_PC_NO_CT (Mbcr)
(BRAK_WARTOSCI_CT_NISKIEJ_KONTROLI_POZYTYWNEJ (Mbcr))

LOW_PC_REPLICATE_NO_CT (ABL)
(BRAK_WARTOSCI_CT_POWTORZENIA_NISKIEJ_KONTROLI_POZYTYWNEJ
(ABL))

LOW_PC_REPLICATE_NO_CT (Mbcr)
(BRAK_WARTOSCI_CT_POWTORZENIA_NISKIEJ_KONTROLI_POZYTYWNEJ
(Mbcr))

MULTIPLE_THRESHOLD_CROSSING
(WIELOKROTNE_PRZEKROCZENIE_PROGU)

NO_BASELINE (BRAK_LINII_PODSTAWOWEJ)

NTC_UNEXPECTED_VALUE (NIEOCZEKIWANA WARTOSC NTC)

OTHER_TARGET_INVALID (NIEWAZNA_INNA WARTOSC_DOCELOWA)

OUT_OF_COMPUTATION_RANGE (POZA_ZAKRESEM_OBLICZENIOWYM)

Brak wykrywalnej wartosci
Cr dla kontroli Low Positive
Control w mieszaninie genu
fuzyjnego.

Jedno z powtérzen kontroli
Low Positive Control nie
zostato wykryte w
mieszaninie genu
kontrolnego.

Jedno z powtérzen kontroli
Low Positive Control nie
zostato wykryte w
mieszaninie genu
fuzyjnego.

Krzywa amplifikacji
przekracza prég wigcej niz
jeden raz. Nie mozna
wyznaczy¢ jednoznacznej
wartosci Cr.

Nie odnaleziono wstepnej
linii podstawowej. Nie
mozna wykona¢ dalszych
analiz.

Wykryto warto$¢ Ct w
kontroli bez matrycy.

Inna warto$¢ docelowa dla
tej samej prébki jest
niewazna.

Stezenie obliczone dla
danej prébki wykracza poza
limit techniczny.
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Flaga

Opis

RUN_FAILED (NIEPOWODZENIE_REAKCJI)
RUN_STOPPED (REAKCJA_ZATRZYMANA)

SAMPLE_HIGH_DELTA CT (ABL)
(DUZA_DELTA_WARTOSCI_CT_PROBKI (ABL))

SAMPLE_HIGH_DELTA_CT (Mbcr)
(DUZA_DELTA_WARTOSCI_CT_PROBKI (Mbcr))

SAMPLE_REPLICATE_NO_CT (ABL) ]
(BRAK_WARTOSCI_CT_POWTORZENIA_PROBKI
(ABL))

SAMPLE_REPLICATE_NO_CT (Mbcr) )
(BRAK_WARTOSCI_CT_POWTORZENIA_PROBKI
(Mbcr))

SATURATION (NASYCENIE)

SPIKE_CLOSE_TO_CT
(WZROST_BLISKO_WARTOSCI_CT)

SP_HIGH_SLOPE (ABL)
(DUZE_NACHYLENIE_WZORCA_SP (ABL))

SP_HIGH_SLOPE (Mbcr)
(DUZE_NACHYLENIE_WZORCA_SP (Mbcr))

SP_LOW_RSQUARED (ABL)
(NISKA_WARTOSC_R2 WZORCA_SP (ABL))

SP_LOW_RSQUARED (Mbcr)
(NISKA_WARTOSC_R2_WZORCA_SP (Mbcr))

SP_LOW_SLOPE (ABL)
(MALE_NACHYLENIE_WZORCA_SP (ABL))

SP_LOW_SLOPE (Mbcr)
(MALE_NACHYLENIE_WZORCA_SP (Mbcr))

SP1_NO_CT (Mbcr) (BRAK_WARTOSCI_CT_SP1
(Mbcr))

STANDARD_HIGH_DELTA CT (ABL)
(DUZA_DELTA_ WARTOSCI_CT_WZORCA (ABL))

STANDARD_HIGH_DELTA_CT (Mbcr)
(DUZA_DELTA_WARTOSCI_CT_WZORCA (Mbcr))

STANDARD_REPLICATE_NO_CT (ABL)
(BRAK_WARTOSCI_CT_POWTORZENIA_WZORCA
(ABL))

Oznaczenie jest okreslone jako niewazne z powodu
problemu z cyklerem lub potgczeniem z cyklerem.

Oznaczenie jest okreslone jako niewazne z powodu
recznego zatrzymania reakcji.

Réznica wartosci Ct miedzy powtérzeniami probki
badanej w mieszaninie genu kontrolnego jest zbyt
wysoka.

Roéznica wartosci Ct miedzy powtérzeniami probki
badanej w mieszaninie genu fuzyjnego jest zbyt
wysoka.

Jedno z powtdrzen prébki badanej nie zostato wykryte
w mieszaninie genu kontrolnego.

Jedno z powtdrzen probki badanej nie zostato wykryte
w mieszaninie genu fuzyjnego.

Dane surowe fluorescencji sa silnie nasycone przed
punktem przegiecia krzywej amplifikacji.

Wykryto wzrost na krzywej amplifikacji blisko
wartosci Cr.

Przekroczono gérny limit nachylenia genu kontrolnego.

Przekroczono gérny limit nachylenia genu fuzyjnego.

Nie osiggnigto dolnego limitu wartosci R? genu
kontrolnego.

Nie osiggnieto dolnego limitu wartosci Rz genu
fuzyjnego.

Nie osiggnieto dolnego limitu nachylenia genu
kontrolnego.

Nie osiggnieto dolnego limitu nachylenia genu
fuzyjnego.

Brak wykrywalnej wartosci C+ dla plazmidu
wzorcowego 1 w mieszaninie genu fuzyjnego.

Roéznica wartosci Ct miedzy powtérzeniami wzorca w
mieszaninie genu kontrolnego jest zbyt wysoka.

Roéznica wartosci Ct miedzy powtérzeniami wzorca w
mieszaninie genu fuzyjnego jest zbyt wysoka.

Jedno z powtdrzen wzorca nie zostato wykryte w
mieszaninie genu kontrolnego.
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STANDARD_REPLICATE_NO_CT (Mbcr)
(BRAK_WARTOSCI_CT_POWTORZENIA_WZORCA
(Mbcr))

STEEP_BASELINE
(STROMA_LINIA_PODSTAWOWA)

Jedno z powtdrzen wzorca nie zostato wykryte w
mieszaninie genu fuzyjnego.

Na krzywej amplifikacji wykryto stromo rosngca linie
podstawowg dla surowych danych fluorescenciji.

Flaga

Opis

STRONG_BASELINE_DIP
(SILNY_SPADEK_LINIl_PODSTAWOWEJ)

STRONG_NOISE (SILNY_SZUM)

STRONG_NOISE_IN_GROWTH_PHASE
(SILNY_SZUM_W_FAZIE_WZROSTU)

WAVY_BASE_FLUORESCENCE

(FALISTA_LINIA_PODSTAWOWA_FLUORESCENCJI)

Na krzywej amplifikacji wykryto silny spadek linii
podstawowej dla surowych danych fluorescencji.

Poza fazg wzrostu krzywej amplifikacji wykryto silny
szum.

W fazie wzrostu (fazie wyktadniczej) krzywej
amplifikacji wykryto silny szum.

Na krzywej amplifikacji wykryto falistg linie
podstawowg dla surowych danych fluorescencji.
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Tabela 10. Ostrzegawcze flagi prébek i opis terminéw

Flaga

Opis

CN Mbcr Between LOB and LOD
(Warto$¢ CN Mbcr miedzy LOB i LOD)

CN Mbcr Single Replicate (Warto$é¢ CN
Mbcr jednego powtérzenia)

CN Mbcr Single Replicate Between LOB
and LOD (Warto$¢ CN Mbcr jednego
powtdrzenia miedzy LOB i LOD)

IS-NCN (%) Between LOB and LOD
(Wartos¢ IS-NCN (%) miedzy LOB i
LOD)

IS-NCN (%) Single Replicate (Warto$¢
IS-NCN (%) jednego powtérzenia)

IS-NCN (%) Single Replicate Between
LOB and LOD (Wartos¢ IS-NCN (%)
jednego powtorzenia migdzy LOB i LOD)

LOW_FLUORESCENCE_CHANGE
(MALA_ZMIANA_FLUORESCENCJI)

LOW_REACTION_EFFICIENCY
(MALA_WYDAJNOSC_REAKCJI)

NCN (%) Between LOB and LOD
(Warto$¢ NCN (%) miedzy LOB i LOD)

NCN (%) Single Replicate (Warto$¢
NCN (%) jednego powtérzenia)

NCN (%) Single Replicate Between LOB
and LOD (Warto$¢ NCN (%) jednego
powtdrzenia miedzy LOB i LOD)

SPIKE (WZROST)

Liczba kopii genu fuzyjnego dla prébki badanej znajduje sie
miedzy wartosciami LOB i LOD i jest zastgpiona przez warto$é
LOD.

Liczba kopii genu fuzyjnego dla prébki badanej zostata obliczona
na podstawie tylko jednego powtdrzenia i jest podzielona przez
2.

Liczba kopii genu fuzyjnego dla prébki badanej (obliczona na
podstawie tylko jednego powtérzenia i podzielona przez 2)
znajduje sie miedzy wartosciami LOB i LOD i jest zastgpiona
przez warto$¢ LOD.

Znormalizowana liczba kopii (skala miedzynarodowa) dla probki

badanej zostata uzyskana na podstawie wartosci liczby kopii
genu fuzyjnego miedzy LOB i LOD.

Znormalizowana liczba kopii (skala migdzynarodowa) dla probki
badanej zostata uzyskana na podstawie liczby kopii genu
fuzyjnego obliczonej na podstawie tylko jednego powtdrzenia.

Znormalizowana liczba kopii (skala miedzynarodowa) dla probki
badanej zostata uzyskana na podstawie liczby kopii genu
fuzyjnego (obliczonej na podstawie tylko jednego powtérzenia)
miedzy warto$ciami LOB i LOD.

Procentowa zmiana fluorescencji dla tej probki wzgledem
probéwki o najwigkszej zmianie fluorescenciji jest nizsza niz
okreslony limit.

Wydajnos¢ reakcji dla tej probki nie osiggneta okreslonego limitu.

Znormalizowana liczba kopii dla prébki badanej zostata uzyskana
na podstawie wartosci liczby kopii genu fuzyjnego miedzy LOB i
LOD.

Znormalizowana liczba kopii dla probki badanej zostata uzyskana
na podstawie liczby kopii genu fuzyjnego obliczonej na podstawie
tylko jednego powtérzenia.

Znormalizowana liczba kopii dla prébki badanej zostata uzyskana
na podstawie liczby kopii genu fuzyjnego (obliczonej na
podstawie tylko jednego powtérzenia) miedzy wartosciami LOB i
LOD.

W surowych danych fluorescencji wykryto wzrost na krzywej

amplifikacji, ale jest on poza regionem, w ktérym okreslono
wartos¢ Cr.
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Rozwigzywanie problemow

Ta czes¢ instrukcji moze okaza¢ sie pomocna podczas rozwigzywania jakichkolwiek
zaistniatych probleméw. Aby uzyskaé wiecej informaciji, nalezy takze zapoznac sie ze strong
czesto zadawanych pytan w witrynie naszego Centrum pomocy technicznej pod adresem:
www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Naukowcy z dziatu serwisu firmy QIAGEN chetnie
odpowiedzg na wszelkie pytania dotyczgce informacji i protokotéw opisanych w niniejszej
instrukcji obstugi, a takze technologii probek i testow (informacje kontaktowe znajdujg sie na
tylnej stronie oktadki lub pod adresem www.giagen.com).

Komentarze i wskazowki

Izolacja RNA

W celu rozwigzywania probleméw wystepujacych podczas oczyszczania RNA z krwi petnej za pomocg zestawu
RNeasy Midi Kit i buforu Buffer EL nalezy zapozna¢ sie z instrukcjami obstugi odpowiednich zestawdw.

Niewystarczajaca ilos¢ RNA w eluacie
Uzyto niewystarczajgcej Powtérz izolacje RNA, uzywajgc wigkszej liczby probek. Rozwaz potgczenie
ilosci krwi obu eluatéw i zatezenie RNA za pomocg zestawu RNeasy MinElute Cleanup

Kit (nr kat. 74204).

Niewystarczajaca ilo§¢ RNA w eluacie

W celu uzyskania Uzyj zestawu RNeasy MinElute Cleanup Kit (nr kat. 74204) do zatezenia
optymalnej czutosci prébki, a nastepnie dostosuj stezenie do 200 ng/pl.

stezenie RNA musi wynosi¢

200 ng/pl

Nie wykryto wzorca, kontroli lub kalibratora IS-Cal

a) Btedy pipetowania lub Sprawdz schemat pipetowania i konfiguracje reakcji. Powtorz reakcje PCR.
pominiecie odczynnikéw;
zmiana miejsca probowki

lub dotka
b) Nieprawidtowe Przechowuj zestaw ipsogen BCR-ABLT Mbcr RGQ RT-PCR Kit w
przechowywanie temperaturze od —30°C do —15°C i chron mieszaniny qPCR Mix ABL1 i
sktadnikow zestawu gPCR Mix Mbcr przed $wiattlem.
Nie przekraczaj maksymalnej liczby trzech cykli zamrazania-rozmrazania.
c) Uptyneta data waznosci Sprawdz warunki przechowywania i date waznos$ci (patrz etykieta zestawu)

zestawu ipsogen BCR-ABLT ~ odczynnikdw i, w razie potrzeby, uzyj nowego zestawu.
Mbcr RGQ RT-PCR Kit
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Komentarze i wskazowki

Brak sygnatu, w tym brak sygnatu dla kontroli

a)

b)

©)

d)

e)

Zmienne natezenie fluorescencji

Brak probdwki reakcyjnej w
pozycji 1 aparatu Rotor-
Gene Q MDx 5plex HRM

Btedy pipetowania lub
pominiecie odczynnikéw;
zmiana miejsca probowki
lub dotka

Nieprawidtowe
przechowywanie
sktadnikéw zestawu

Uptyneta data waznosci
zestawu ipsogen BCR-ABL1
Mbcr RGQ RT-PCR Kit

Wybrano nieprawidtowy
kanat detekciji

Brak programu rejestracji
danych

Btedy pipetowania lub
pominiecie odczynnikéw;
zmiana miejsca probowki
lub dotka

Nalezy zwréci¢ uwage, aby zawsze umieszcza¢ prébke w pozycji 1 rotora.
W przeciwnym razie aparat nie wykona kalibracji i zostang zarejestrowane
nieprawidtowe dane fluorescenciji.

Sprawdz schemat pipetowania i konfiguracje reakcji.
Powtérz reakcje PCR.

Przechowuj zestaw ipsogen BCR-ABLT Mbcr RGQ RT-PCR Kit w
temperaturze od —30°C do —15°C i chron mieszaniny starteréw i sond przed
Swiattem.

Nie przekraczaj maksymalnej liczby trzech cykli zamrazania-rozmrazania.

Sprawdz warunki przechowywania i date waznosci (patrz etykieta zestawu)
odczynnikéw i, w razie potrzeby, uzyj nowego zestawu.

Ustaw kanat detekgji na kanat zielony lub 470 nm/510 nm.

Sprawdz program wykonywania cykli. Patrz Tabela 5, strona 36.

Woybierz tryb rejestracji ,Single” (Pojedynczy) przy koncu kazdego segmentu
hybrydyzacji w programie reakcji PCR.

Sprawdz schemat pipetowania i konfiguracje reakcji.
Powtérz reakcje PCR.

Zbyt niskie natezenie fluorescencji

a)

b)

<)

Nieprawidtowe
przechowywanie
sktadnikow zestawu

Uptyneta data waznosci
zestawu ipsogen BCR-ABL1
Mbcr RGQ RT-PCR Kit

Bardzo niska ilos¢
docelowego RNA

Przechowuj zestaw ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit w
temperaturze od —30°C do —15°C i chron mieszaniny qPCR Mix ABL1 i
gPCR Mix Mbcr przed $wiattem.

Nie przekraczaj maksymalnej liczby trzech cykli zamrazania-rozmrazania.

Sprawdz warunki przechowywania i date waznos$ci (patrz etykieta zestawu)
odczynnikéw i, w razie potrzeby, uzyj nowego zestawu.

Przed rozpoczgciem zawsze sprawdzaj stezenie RNA.
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Komentarze i wskazowki

Kontrola negatywna (H20) daje wynik pozytywny

Zanieczyszczenie Wymien wszystkie kluczowe odczynniki lub uzyj nowego zestawu.
krzyzowe, . Aby unikng¢ zanieczyszczenia krzyzowego, zawsze postepuj z
zanieczyszczenie odczynnikami, sktadnikami zestawu i materiatami eksploatacyjnymi zgodnie
odczynnika, btad aparatu, 5 nowszechnie przyjetymi praktykami.

zmiana miejsca dotka lub L X i . i L
probéwki kapilamej lub Chron mieszaniny gPCR Mix ABL1 i gPCR Mix Mbcr przed $wiattem.

rozktad sondy Sprawdz krzywe fluorescencji pod katem fatszywie pozytywnych odczytéw.
Sprawdz konfiguracje reakgiji.
Interpretacja wynikow
W celu uzyskania informacji na temat rozwigzywania probleméw zwigzanych z aparatem Rotor-Gene Q MDx i

oprogramowaniem Rotor-Gene Q lub oprogramowaniem Rotor-Gene AssayManager w wersji 2.1 nalezy
zapoznac sie z odpowiednimi instrukcjami obstugi.

Kontrola jakosci

Kontrole jakosci catego zestawu wykonywano na aparacie Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.
Ten zestaw wyprodukowano zgodnie z normg I1SO 13485. Swiadectwa analiz sg dostepne

na zadanie pod adresem www.qgiagen.com/support/.

Ograniczenia

Ten zestaw jest przeznaczony do uzytku profesjonalnego.

Produkt moze by¢ obstugiwany wytgcznie przez personel przeszkolony w dziedzinie technik

biologii molekularnej i zaznajomiony z tg technologig.

Niniejszego zestawu nalezy uzywacC zgodnie z instrukcjami podanymi w niniejszym
podreczniku, w potgczeniu ze zwalidowanym aparatem wymienionym w czesci ,Materiaty

wymagane, ale niedostarczone”, strona 12.
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Nalezy zwracaé uwage na daty waznosci wydrukowane na etykiecie opakowania. Nie

uzywac przeterminowanych skfadnikéw.

Wszystkie odczynniki dostarczone w zestawie ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit sg
przeznaczone do stosowania wytgcznie z odczynnikami z tego samego zestawu. Uzycie

innych odczynnikéw lub odczynnikdéw z innych serii moze wptynaé na skuteczno$c.

Zestaw ipsogen BCR-ABLT Mbcr RGQ RT-PCR Kit jest zwalidowany wytgcznie dla probek krwi
petnej antykoagulowanych solg potasowg EDTA (K:EDTA) pobranych od pacjentéw z
rozpoznaniem CML w fazie przewlektej z obecnoscig chromosomu Filadelfia (Ph+) i biatka
p210.

Skutecznos¢ zestawu ipsogen BCR-ABLT Mber RGQ RT-PCR Kit ustalono za pomoca zestawu
RNeasy Midi Kit (nr kat. 75144), buforu Buffer EL (nr kat. 79217) oraz, w przypadku
wykonywania etapu oczyszczania i zatezania RNA, zestawu RNeasy MinElute Cleanup Kit
(nr kat. 74204).

Do wykonania reakcji PCR za pomocg tego zestawu zwalidowano wytgcznie aparat Rotor-
Gene Q MDx 5plex HRM.

Uzycie tego produktu niezgodnie z przeznaczeniem i/lub wprowadzenie zmian w jego
sktadnikach spowoduje zniesienie odpowiedzialnosci firmy QIAGEN.

Wszelkie wyniki diagnostyczne nalezy interpretowaé facznie z innymi obserwacjami
klinicznymi lub laboratoryjnymi.

Uzytkownik jest odpowiedzialny za walidacje skutecznosci systemu pod katem wszelkich
procedur stosowanych w danym laboratorium, ktdre nie sg objete badaniami wydajnosci
wykonanymi przez firme QIAGEN.
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Parametry skutecznosci

Granica proby slepej

Granice préby slepej (LOB) okreslono zgodnie z normg CLSI/NCCLS EP17-2A na probkach

krwi petnej pobranych od zdrowych oséb (siedem probek, 12 pomiaréw/dwie serie).
Warto$¢ LOB wyniosta 1,02 kopii transkryptu genu BCR-ABL1 Mbcr.
Granica wykrywalnosci

Granice wykrywalnosci (LOD; czuto$¢ analityczna) okreslono na podstawie ,Metody
klasycznej” (Classical approach) opisanej w normie CLSI/NCCLS EP17-2A. W tym badaniu
przeanalizowano niskopozytywne probki o znanej ilosci transkryptu (siedem probek, 12

pomiaréw/dwie serie).

Wartos¢ LOD wyniosta 3,21 kopii transkryptu genu BCR-ABL1 Mbcr lub 0,0030% wartosci
IS-NCN.

Liniowos¢

Liniowos$¢ okreslono zgodnie z normg CLSI/NCCLS EP6-A, uzywajac jednej serii zestawu
ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit na dziewieciu réznych probkach przygotowanych
poprzez wykonanie rozcienczen seryjnych pozytywnego RNA wyizolowanego z linii
komérkowych w negatywnym RNA wyizolowanym od zdrowych dawcéw. Badania

wykonywano dla trzech réznych wejsciowych ilosci RNA.

Oznaczenie ilosciowe transkryptu genu BCR-ABL1 Mbcr jest liniowe od wartosci LOD do
56% wartosci IS-NCN o ile oznaczone iloSciowo stezenie RNA probki jest bliskie

zalecanemu stezeniu wejsciowemu 200 ng/pl (catkowita ilo$¢ 3 ug).
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Przy mniejszych ilosciach RNA zakres liniowosci moze by¢ obnizony.

Powtarzalnosc¢ i odtwarzalnosc¢

Badanie precyzji wykonano zgodnie z normg CLSI/NCCLS EP5-A2. Testy przeprowadzano
na dziewigciu roznych prébkach badanych 45 razy w dwéch powtdrzeniach w 45 reakcjach

wykonywanych w ciggu 23 dni, w wyniku czego otrzymano 90 pomiaréw na prébke.

Wyniki badania precyzji przedstawiono w tabeli Tabela 12.

Tabela 11. Wyniki badania precyzji

Srednia wartogé SDR+ SDRUN++ SDTOTAL+++ CVrotAL
Prébka IS-NCN BCR-

ABL1 Mbcr
S1 64,5243 4,3105 12,3610 13,0910 20,29%
S2 36,1684 1,7104 5,9078 6,8581 18,96%
S3 6,4876 0,4231 0,7857 1,0941 16,86%
S4 0,7305 0,0512 0,0779 0,1178 16,12%
S5 0,0754 0,0068 0,0073 0,0133 17,62%
S6 0,0075 0,0016 0,0009 0,0022 28,81%
S7 0,0036 0,0014 0,0002 0,0014 38,64%
S8 0,0020 0,0010 0,0000 0,0010 48,71%
S9 0,0011 0,0007 0,0000 0,0007 63,32%

CVroraL: wspdtczynnik zmiennosci dla precyzji catkowitej (IS-NCN BCR-ABL1 Mbcr); SD: odchylenie
standardowe; R+: powtarzalno$¢; RUN++: odtwarzalno$¢ migdzy reakcjami; S: wzorzec; TOTAL+++: precyzja
catkowita (w tym migedzy aparatami, miedzy operatorami i miedzy seriami).

Substancje zaktécajace

Projekt badania opracowano na podstawie zalecen opisanych w normie NCCLS EP7-A2
,Interference Testing in clinical Chemistry”. Wybrano substancje, ktére mogg by¢ obecne w
prébkach krwi lub mogg zosta¢ wprowadzone podczas oczyszczania RNA, ze wzgledu na
to, ze potencjalnie mogg wptywaé na reakcje PCR (bilirubina niezwigzana, bilirubina
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zwigzana, hemoglobina [ludzka], albumina surowicza [ludzka], nadmiar soli potasowej EDTA
[K2-EDTA], etanol).

Uzyskane wyniki wskazuja, ze substancje te nie powodujg efektu zaktécajacego.
Walidacja kliniczna i poréwnanie metod

W celu poréwnania zestawu ipsogen BCR-ABLT Mbcr RGQ RT-PCR Kit z metodami
alternatywnymi przeprowadzono dwa badania.

Badanie 1: 76 probek RNA wyizolowanych z krwi obwodowej przeanalizowano za pomoca
zestawu ipsogen BCR-ABLT Mbcr RGQ RT-PCR Kit oraz zestawu ipsogen BCR-ABL1 Mbcr
IS-MMR DX Kit.

Zmierzone wartosci IS-NCN uzyskane za pomocg dwoch metod poréwnano za pomocg
regresji Deminga. Miedzy zestawem ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit a zestawem
ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR DX Kit byta obserwowana silna korelacja (R?= 0,97), co
przedstawiono na Ryc. 9.
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Ryc. 9. Wykres wartosci IS-NCN uzyskanych za pomoca zestawu ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit i
zestawu ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR DX Kit.

Badanie 2: 39 prébek RNA wyizolowanych z krwi obwodowej pacjentéw z rozpoznaniem
CML Ph+ przyjmujgcych inhibitory TKI przeanalizowano we francuskim osrodku klinicznym
za pomocg zestawu ipsogen BCR-ABLT Mbcr RGQ RT-PCR Kit i testu opracowanego przez
laboratorium (metoda referencyjna). Wyniki uzyskane metodg referencyjng mogty byc¢
raportowane w postaci wystandaryzowanej do skali miedzynarodowej przy uzyciu
przelicznika.

W celu poréwnania statusu klinicznego okreslonego za pomocg obu metod utworzono
nastepujaca tabele kontyngenciji. Miedzy zestawem ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR
Kit a metodg referencyjng byta obserwowana silna zgodnos$¢ (ogdlna zgodnos¢ = 97,4%),
co przedstawiono na Ryc. 10.
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Ryc. 10. Tabela kontyngencji poréwnujaca zestaw ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit i test opracowany

przez laboratorium wystandaryzowany do skali migdzynarodowej.

Badanie zgodnosci: Wzorzec pojedynczego plazmidu ERM-AD623
BCR-ABL1 (IRMM) wzgledem wzorca pojedynczego plazmidu
ipsogen (QIAGEN)

Najnowsze definicje robocze odpowiedzi molekularnej BCR-ABL1 Mbcr w CML zostaty
podane przez grupe European LeukemiaNet/European Treatment Outcome Study
(ELN/EUTOS) Molecular Monitoring Steering Group z Instytutu Materiatéw Odniesienia i
Pomiaréw (Institute for Reference Materials and Measurements, IRMM) w Belgii (9) i

obejmujg zalecenie stosowania plazmidu BCR-ABL1 ERM-AD623.

W celu spetnienia tego zalecenia firma QIAGEN przeprowadzita badanie zgodnosci, aby
poréwnac¢ pojedynczy plazmid ipsogen z wieloma miejscami docelowymi uzywany w
zestawie ipsogen BCR-ABL] Mbcr RGQ RT-PCR Kit (24) CE (nr kat. 670923) z plazmidem
ERM-AD623 BCR-ABL1 (IRMM).
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Poréwnanie opierato sie na okresleniu stosunku znormalizowanej liczby kopii (NCN) genu
BCR-ABL1 Mbcr/ABL1, oceniano rozcienczenia obu wzorcéw (ipsogen lub ERM-AD623
BCR-ABL1), na probkach kontrolnych dotaczonych do zestawdw ipsogen i certyfikowanym
materiale referencyjnym z Narodowego Instytutu Wzorcéw Biologicznych i Kontroli (National
Institute for Biological Standards and Control, NIBSC) (8). Wyniki wskazujg, ze obie krzywe
wzorcowe sg zbiezne (Ryc. 11), a stosunki NCN sg poréwnywalne (Ryc. 12).

*  IRMM_Mbor »  ipsogen_Mbo
s IRMM_ABL «  ipsngen_ARI
regrestion curve (IAMM_Mber) segreasion curve (ipsogen_Mecr)
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Ryc. 11. Poréwnanie plazmidéw ipsogen i ERM-AD623 BCR-ABL1 wskazuje, ze krzywe wzorcowe s3 zbiezne.
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Ryc. 12. Wartosci NCN dla plazmidéw ipsogen i ERM-AD623 sg poréwnywalne.

Badanie firmy QIAGEN wykazato, ze nie istnieje roznica istotna statystycznie: wzorzec
pojedynczego plazmidu ERM-AD623 BCR-ABL1 i wzorzec pojedynczego plazmidu ipsogen

dajg réwnowazne wyniki.
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Symbole

Ponizsze symbole mogg znajdowac sie na opakowaniu i etykietach:

Symbol

Definicja symbolu

LO

E=gkdRE"

S
\

\
G

>

Termin waznosci

Wyréb medyczny do diagnostyki in vitro

Numer katalogowy

Numer serii

Numer materiatu

Globalny numer jednostki handlowej

Zakres temperatury

Producent

Chroni¢ przed $wiattem

Zapoznac¢ sie z instrukcjg uzycia

Przestroga
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Informacje dotyczgce zamawiania

Produkt Zawartos¢ Nr kat.
ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ Na 24 reakcje: wzorce ilo$ciowe 670923
RT-PCR Kit (24) Single Plasmid Standard dla genéw

ABL1 i BCR-ABL1 Mbcr, kontrole Low
Positive Control i High Positive
Control, kalibrator IS-MMR Calibrator,
mieszanina gPCR mix ABL1,
mieszanina gPCR mix Mbcr,
odczynniki do reakcji odwrotnej
transkrypcji i qPCR.

Aparat Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM — do analizy PCR w czasie
rzeczywistym w zastosowaniach klinicznych, zwalidowany do uzytku
w diagnostyce in vitro

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Cykler do reakcji PCR w czasie 9002032
Platform rzeczywistym i analizator High

Resolution Melt z 5 kanatami (zielony,

z6ity, pomaranczowy, czerwony,

purpurowy) i kanatem HRM, komputer

typu laptop, oprogramowanie,

akcesoria: obejmuje roczng gwarancje

na czesci i robocizne, nie obejmuje

instalacji i przeszkolenia.
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Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Cykler do reakcji PCR w czasie 9002033
System rzeczywistym i analizator High
Resolution Melt z 5 kanatami (zielony,
z6ity, pomaranczowy, czerwony,
purpurowy) i kanatem HRM, komputer
typu laptop, oprogramowanie,
akcesoria: obejmuje roczng gwarancje
na czesci i robocizne, instalacje i
przeszkolenie.
Rotor-Gene Assay Manager 2.1 Oprogramowanie do wykonywania 9024203
Software rutynowych badan za pomocg aparatu
Rotor-Gene Q
Rotor-Gene Assay Manager 2.1 Pojedyncza licencja na 9025620
License oprogramowanie do zainstalowania na
jednym komputerze
Loading Block 72 x 0.1ml Tubes  Aluminiowy blok do recznego 9018901
przygotowywania reakcji
jednokanatowg pipetg w 72
probéwkach o pojemnosci 0,1 ml.
Strip Tubes and Caps, 0.1ml 250 paskow po 4 probowki z 981103
(250) zatyczkami na 1000 reakgciji.
Strip Tubes and Caps, 0.1ml 10 x 250 paskow po 4 probowki z 981106
(2500) zatyczkami na 10 000 reakc;ji.
Izolacja RNA
RNeasy Midi Kit 50 kolumn RNeasy Midi Spin 75144
Columns, probéwki zbiorcze (15 ml),
odczynniki i bufory wolne od RNaz. Do
oczyszczania RNA catkowitego.
Buffer EL 1000 ml buforu Erythrocyte Lysis 79217
Buffer.
ipsogen BCR-ABLT Mbcr RGQ RT-PCR Kit— Instrukcja obstugi  06/2018 82



RNeasy MinElute Cleanup Kit 50 kolumn RNeasy MinElute Spin 74204
Columns, probdwki zbiorcze (1,5 mli
2 ml), odczynniki i bufory wolne od
RNaz. Do oczyszczania i zatezania
RNA przy matych objetosciach eluc;ji.

Aktualne informacje licencyjne oraz dotyczace wytgczenia odpowiedzialnosci dla
poszczegodlnych produktéw znajdujg sie w odpowiedniej instrukcji obstugi lub podreczniku
uzytkownika zestawu QIAGEN. Instrukcje obstugi lub podreczniki uzytkownika zestawu
QIAGEN s3 dostepne w witrynie www.giagen.com. Mozna je takze zaméwi¢ w serwisie lub
u lokalnego dystrybutora firmy QIAGEN.

Historia zmian w instrukcji

Dokument Zmiany Data

HB-1904_005 Dodanie czesci ,Analiza zautomatyzowana: reakcja gPCR w aparacie Czerwiec 2018 .
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM z rotorem na 72 probowki i

oprogramowaniem RGAM” i ,Interpretacja wynikéw w oprogramowaniu
RGAM".
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Ten produkt jest przeznaczony do diagnostyki in vitro. Produkty firmy QIAGEN nie mogg by¢ odsprzedawane, modyfikowane w celu odsprzedazy lub
wykorzystywane do produkcji komercyjnych produktéw bez pisemnej zgody firmy QIAGEN.

Informacje zawarte w niniejszym dokumencie moga ulec zmianie bez powiadomienia. Firma QIAGEN nie ponosi zadnej odpowiedzialnosci za btedy, ktére moga
wystgpi¢ w niniejszym dokumencie. Dokument ten uwaza sie za kompletny i doktadny w momencie jego opublikowania. Firma QIAGEN nie ponosi w zadnym
wypadku odpowiedzialnosci za jakiekolwiek szkody przypadkowe, specjalne lub wynikowe ani z tytutu odszkodowan wielokrotnych w zwigzku z niniejszym
dokumentem lub jego uzyciem.

Produkty firmy QIAGEN sg objete gwarancjg w odniesieniu do podanych specyfikacji. Wytacznym obowigzkiem firmy QIAGEN i jedynym zado$cuczynieniem
przystugujgcym klientowi jest bezptatna wymiana produktéw w przypadku, gdy ich dziatanie nie bedzie zgodne z zapisami gwarancji.

Nabycie tego produktu umozliwia zastosowanie go przez nabywce do przeprowadzania czynnosci diagnostycznych w zakresie diagnostyki in vitro u ludzi.
Niniejszym nie udziela sie praw patentowych ani innych licencji Zadnego typu poza powyzszym prawem uzytkowania wynikajagcym z nabycia produktu.

Znaki towarowe: QIAGEN?®, ipsogen®, MinElute®, RNeasy®, Rotor-Gene®, Rotor-Gene AssayManager® (QIAGEN Group); FAM™, SYBR® (Thermo Fisher Scientific
Inc.); BHQ-1® (Biosearch Technologies, Inc); Excel® (Microsoft Corporation); TagMan® (Roche Group).

Umowa ograniczonej licencji dla zestawu ipsogen BCR-ABL1 Mbcr RGQ RT-PCR Kit
Korzystanie z tego produktu oznacza zgode nabywcy lub uzytkownika produktu na nastepujace warunki:

1. Niniejszy produkt moze by¢ uzytkowany wytacznie zgodnie z protokotem dotgczonym do produktu oraz niniejsza instrukcja i wytacznie ze sktadnikami
znajdujgcymi sie w tym zestawie. Firma QIAGEN nie udziela Zadnej licencji w zakresie praw wiasnosci intelektualnej do uzytkowania niniejszego zestawu ze
sktadnikami nienalezacymi do zestawu z wyjatkiem sktadnikéw opisanych w wytycznych dotgczonych do produktu, niniejszej instrukcji oraz dodatkowych
wytycznych dostepnych na stronie www.giagen.com. Niektére dodatkowe protokoty zostaty sformutowane przez uzytkownikéw rozwigzan QIAGEN z myslg o
innych uzytkownikach rozwigzan QIAGEN. Takie protokoty nie zostaly doktadnie przetestowane, ani poddane procesowi optymalizacji przez firmeg QIAGEN.
Firma QIAGEN nie gwarantuje, ze nie naruszajg one praw osob trzecich.

N

. Firma QIAGEN nie gwarantuje, e niniejszy zestaw i/lub jego uzytkowanie nie narusza praw osob trzecich. Wyjatek stanowig jedynie wyraznie okreslone
licencje.

w

. Zestaw oraz jego skfadniki sg przeznaczone do jednorazowego uzytku, nie mozna ich ponownie uzywac, regenerowac ani odsprzedawac.

IS

. Firma QIAGEN nie udziela innych licencji wyrazonych lub dorozumianych poza tymi, ktére sg wyraznie okreslone.

&

. Nabyweca i uzytkownik zestawu zobowigzuje sie nie podejmowac dziatan ani nie zezwala¢ innym osobom na podejmowanie dziatan, ktére mogg doprowadzi¢ do
wykonania lub umozliwi¢ wykonanie zabronionych czynnosci wymienionych powyzej. Firma QIAGEN moze wyegzekwowac przestrzeganie zakazow niniejszej
Umowy ograniczonej licencji i wnie$¢ sprawe do dowolnego sgdu i ma prawo zazada¢ zwrotu kosztéw wszelkich postepowan i kosztéw sagdowych, w tym
wynagrodzen prawnikéw, zwigzanych z egzekwowaniem postanowiert Umowy ograniczonej licencji lub wszelkich praw wiasnosci intelektualnej w odniesieniu
zestawu i/lub jego sktadnikow.

Aktualne warunki licencyjne dostepne sg na stronie www.giagen.com.
1114278PL 06/2018 HB-1904-005 © 2016 QIAGEN, wszelkie prawa zastrzezone.

ipsogen BCR-ABLT Mbcr RGQ RT-PCR Kit— Instrukcja obstugi  06/2018 84


http://www.qiagen.com/

Sktadanie zamoéwien www.giagen.com/contact | Pomoc techniczna support.giagen.com | Strona WWW www.giagen.com

1114278PL



	Przeznaczenie
	Podsumowanie i objaśnienie
	Podstawowe informacje na temat przewlekłej białaczki szpikowej
	Monitorowanie choroby

	Zasada procedury
	Dostarczone materiały
	Zawartość zestawu

	Materiały wymagane, ale niedostarczone
	Odczynniki do lizy erytrocytów
	Odczynniki do izolacji RNA całkowitego
	Materiały eksploatacyjne
	Wyposażenie
	Wyposażenie do reakcji qPCR z analizą ręczną
	Oprogramowanie Rotor-Gene Q w wersji 2.1.0 lub wyższej Wyposażenie do reakcji qPCR ze zautomatyzowaną analizą

	Ostrzeżenia i środki ostrożności
	Informacje dotyczące bezpieczeństwa
	Ogólne środki ostrożności

	Przechowywanie i sposób postępowania z odczynnikami
	Warunki transportu
	Warunki przechowywania
	Stabilność

	Przechowywanie i sposób postępowania z próbkami
	Próbki krwi pełnej
	Próbki RNA

	Procedura
	Protokół lizy erytrocytów w celu izolacji całkowitych leukocytów z krwi pełnej
	Ważne informacje przed rozpoczęciem
	Czynności do wykonania przed rozpoczęciem
	Procedura

	Izolacja całkowitego RNA
	Ważne informacje przed rozpoczęciem
	Czynności do wykonania przed rozpoczęciem
	Procedura

	Określenie jakości i oznaczenie ilościowe RNA
	Zatężanie RNA
	Ważne informacje przed rozpoczęciem
	Czynności do wykonania przed rozpoczęciem
	Procedura

	Odwrotna transkrypcja
	Czynności do wykonania przed rozpoczęciem
	Procedura

	Analiza ręczna: reakcja qPCR w aparacie Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM z rotorem na 72 probówki i oprogramowaniem RGQ
	Konfiguracja bloku ładowania i rotora
	Przygotowanie reakcji qPCR
	Czynności do wykonania przed rozpoczęciem
	Procedura

	Przygotowanie aparatu Rotor-Gene MDx i uruchamianie reakcji qPCR

	Analiza zautomatyzowana: reakcja qPCR w aparacie Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM z rotorem na 72 probówki i oprogramowaniem RGAM
	Ważne informacje przed rozpoczęciem
	Czynności do wykonania przed rozpoczęciem
	Instalacja narzędzia Gamma Plug-in i importowanie profilu oznaczenia
	Konfiguracja bloku ładowania i rotora
	Tworzenie listy roboczej
	Przygotowanie reakcji qPCR
	Czynności do wykonania przed rozpoczęciem
	Procedura

	Przygotowanie aparatu Rotor-Gene MDx i uruchamianie reakcji qPCR
	Udostępnianie i raportowanie wyników reakcji qPCR


	Interpretacja wyników w oprogramowaniu RGQ
	Zasada analizy danych
	Krzywe wzorcowe i kryteria jakości mające zastosowanie do danych surowych
	Powtarzalność między powtórzeniami
	Krzywe wzorcowe
	Liczba kopii (CN)
	Kontrola jakości wszystkich wartości ABL1CN
	Kontrola negatywna RT i kontrola — woda
	Znormalizowana liczba kopii (normalized copy number, NCN)
	Kontrola jakości wartości znormalizowanej liczby kopii
	Przekształcenie na skalę międzynarodową
	Kontrola jakości wartości IS-NCN
	Raportowanie odpowiedzi molekularnej
	Podsumowanie kryteriów jakości


	Interpretacja wyników w oprogramowaniu RGAM
	Rozwiązywanie problemów
	Kontrola jakości
	Ograniczenia
	Parametry skuteczności
	Granica próby ślepej
	Granica wykrywalności
	Liniowość
	Powtarzalność i odtwarzalność
	Substancje zakłócające
	Walidacja kliniczna i porównanie metod
	Badanie zgodności: Wzorzec pojedynczego plazmidu ERM-AD623 BCR-ABL1 (IRMM) względem wzorca pojedynczego plazmidu ipsogen (QIAGEN)

	Literatura
	Cytowane odniesienia do literatury
	Przydatne odniesienia do literatury

	Symbole
	Informacje dotyczące zamawiania
	Historia zmian w instrukcji

