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,» QIAGEN Sample and Assay Technologies”

Bendrové QIAGEN yra pirmaujanti novatoriSky méginiy émimo ir tyrimo
technologijy, uztikrinanciy bet kokio biologinio méginio turinio iSskyrimg ir
aptikima, tiekéja. MUsy pazangus, aukstos kokybés produktai ir paslaugos
uztikrina sékme nuo méginio paémimo iki gauto rezultato.

QIAGEN nustato standartus Siose srityse:

B DNR, RNR ir baltymy iSskyrimas

B Nukleorugsties ir baltymy tyrimai

B Mikro RNR ir RNR interferencijy tyringjimas

B Meéginiy émimo ir tyrimo technologijy automatizavimas

MUsy misija yra padeéti jums pasiekti iSskirtinés sékmes ir laiméjimy. Daugiau
informacijos rasite apsilanke www.giagen.com.
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Paskirtis

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR rinkinys yra skirtas BCR-ABL p210 b2a2
arba b3a2 transkripty kiekio nustatymui kauly Ciulpy arba periferinio kraujo
meéginiuose i$ pacienty, serganc¢iy amia limfoblastine leukemija (ALL) arba
létine mieloidine leukemija (CML), kuriems anksciau buvo diagnozuotas BCR-
ABL Mbcr hibridinio geno (FG) atvejis. Testas yra skirtas jvertinti molekulinés
reakcijos lygj; rezultatai gali bati naudojami minimaliam likutiniam ligos
sekimui.

Santrauka ir paaiskinimas

CML (letinés mieloidinés leukemijos) aprasymas

CML priklauso mieloproliferaciniy neoplazmy grupei ir >90 % atvejy yra
charakterizuojama Filadelfijos chromosomos (Ph chromosomos) buvimu.

Si chromosoma susidaro dél 9 ir 22 chromosomy ilgyjy pediy translokacijos,
t(9;22), BCR (breakpoint cluster region) genas patenka j 22 chromosoma, o c-
ABL onkogenas pereina iS 9 chromosomos. Atitinkamas hibridinis genas,
BCR-ABL, transkribuojamas j 8,5 kb mRNR, su 2 susijungimo variantais b2a2
(40 % atvejy) ir b3a2 (55 % atvejy). Jis uzkoduoja chimerinj baltymg p210 su
padideéjusiu tirozino kinazés aktyvumu. b2a3 ir b3a3 transkriptai sudaro
maziau kaip 5 % atvejy. Ph chromosoma taip pat gali bati aptinkama 35 %
VIS suaugusiy pacienty.

CML pasitaiko mazdaug 1-2 atvejais iS5 100.000 per metus, o CML priskiriama
20 % suaugusiy leukemijos atvejy. KliniSkai tai nustatoma dél mieloidiniy
Igsteliy pertekliaus, kurios iSsiskiria ir veikia normaliai. CML pacientai bus
diagnozuojami 90-95 % atvejy létinéje arba stabilioje ligos fazéje. Istoridkai,
vidutiniSkai nuo 4 iki 6 mety laikotarpiu, pacientai peréjo j pagreitintg faze,
sukeliancig blastine krize ir tmig leukemijg, kuri visada baigiasi mirtimi.
Imatinibo ir, dar veliau, antrosios kartos tirozino kinazés inhibitoriy (TKI)
pasirodymas dramatiSkai pakeité naturalig ligos eigq: dabar daugeliui pacienty
pasireiSkia remisija ir jiems priklauso ilgalaiké priezitra bei ligos stebéjimas.

Ligos stebéjimas

Iki Sios dienos CML terapijos tikslas yra pasiekti 100 % iSgyvenamumg ir Ph
chromosomos neigiamumag. Todél ligos stebéjimas yra esminé priemone,
vertinant reakcijg j gydyma ir aptinkant kiekvieno atskiro paciento ankstyva
recidyva. Taikant TKI terapijg paprastai pacientai progresuoja nuo
hematologinés iki citogenetinés, po to molekulinés remisijos, atitinkancios
sumazeéjusj leukeminiy Igsteliy ir BCR-ABL transkripty skaiciy, kaip
pavaizduota Zemiau pateiktame 1 paveikslélyje.
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Diagnozé, paruoSimas gydymui
arba hematologinis recidyvas
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Neaptinkamas transkriptas
(i8sami molekuliné reakcija)

1 pav. Pritaikyta pagal 1 nuoroda.

Standartinis budas vertinti augliy kiekj pacientams su CML yra jprasta kauly
Ciulpy (BM) metafazés citogenetiné analizé (G dazymas). Citogenetiné
reakcija yra vertinama su ne maziau kaip 20 Ciulpy metafaziy. Citogenetinés
reakcijos lygis vertinamas pagal Ph chromosomy teigiamy metafaziy
procentine reikdme (Zr. 1 lentele, 2 nuorodg). Taciau Sis jvertinimas priklausys
nuo laboratorijos veiklos ir yra mazo jautrumo, 5 % kai analizuojama 20
metafaziy.

Tikrojo laiko kiekiné polimeraziné grandininé reakcija (QPCR), nustatanti BCR-
ABL Mbcr mRNR kiekj periferinio kraujo (PB) méginiuose, dabar yra ligos
stebéjimo technikos dalis gydant CML. Sis bidas yra maziau invazinis, nei
jprasta kauly Ciulpy metafazés citogenetika, ir jautresnis.

CML ligos stebéjimo rekomendacijos nesenai taip pat buvo atnaujintos,
jtraukiant naujus klinikinius jrodymus i$ klinikiniy bandymuy, o taip pat
atnaujintus ligos stebéjimo tikslus ir priemones. Naujausias reakcijos
apibrézties ir imatinibg vartojanciy pacienty stebéjimo rekomendacijas pateikia
ELN ekspertai (2).

Techniniu poZiriu tarptautiniai ekspertai jdéjo pastangy, harmonizuodami
BCR-ABL Mbcr testavimg ir ataskaity teikimg (3-5). Papildomai remiant PSO
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nesenai buvo patvirtintas etaloninis skydas, kad baty galima supaprastinti
BCR-ABL kiekio nustatymo standartizavimg (6).

Proceduros principas

gPCR

Visas kraujas 5yl cDNR
o LLightCycler*:
- — i BoRasL. 1.2, 1.5arba 2.0
RNR cDNR r R
o ™
" & 4 + 15 pl specifinio gPCR misinio
RNR cDNR I 4 méginiai dviem egzemplioriais

- izoliavimas l l sintezé*

kiekvienam vykdymui

74"

BCR-ABL ABL ,Rotor-Gene Q*
,5plex HRM* (72
mégintuvéliy rotorius),
,LightCycler 480“,
+Applied Biosystems
7500 arba ,ABI PRISM
7900HT"

* Neatlikta su visu rinkiniu.

Reagentai nepateikiami.

+ 20 pl specifinio gPCR misinio
8 méginiai dviem egzemplioriais
kiekvienam vykdymui

2 pav. RNR izoliavimas, cDNR sintezé ir qPCR.

gPCR leidzia tiksliai nustatyti PCR produkty kiekj PCR amplifikavimo proceso
eksponentinés fazés metu. Kiekiniai PCR duomenys gali bati greitai gauti, be
paskesnio PCR apdorojimo, realiuoju laiku aptinkant fluorescencinius signalus
PCR cikly metu ir (arba) po jy, tokiu bldu drastiSkai sumazinant PCR produkto
uztersimo rizikg. Siuo metu naudojami 3 pagrindiniai gPCR technikos tipai:
qPCR analizé naudojant ,SYBR® Green | Dye*“, qPCR analizé naudojant
hidrolizés bandinius, ir gPCR analizé naudojant hibridizavimo bandinius.

Siame tyrime naudojamas qPCR dvigubo dazymo oligonukleotidy hidrolizés
principas. PCR metu priekiniai ir reversiniai gruntai hibridizuojami pagal
specifine sekg. Dvigubo dazymo oligonukleoditas yra tame paCiame misinyje.
Sis bandinys, kurj sudaro oligonukleotidas, pazymétas 5' Zymés dazais, ir
Zzemiau, 3' gesinantis dazas, hibridizuojasi su tiksline seka PCR produkte.
gPCR analizé su hidrolizés bandiniais atliekama pasinaudojant Thermus
aquaticus (Taq) DNR polimerazés 5'=23' egzonukleazés veikimu. Kai bandinys
yra nepaliestas, dél Zymeés dazo artumo gesinaniam dazui panaikinamas
zymeés fluorescavimas, visy pirma del Forster tipo energijos perdavimo.

PCR metu, jeigu yra dominantis tikslas, bandinys specifiSkai iSdeginamas tarp
priekinio ir reversinio grunto viety. 5'->3' egzonukleaziné DNR polimerazés
veikla skelia bandinj j Zzyme ir gesinima tik tuo atveju, jeigu bandinys
hibridizuojasi su tikslu. Paskui bandinio fragmentai perkeliami is tikslo ir
pluosto polimerizacija tesiama. Bandinio 3' galas uzblokuojamas, siekiant
uzkirsti kelig bandinio plétimuisi PCR metu (3 pav.). Sis procesas vyksta
kiekvieno ciklo metu ir nekliudo eksponentinei produkto akumuliacijai.
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Fluorescavimo signalo padidéjimas aptinkamas tik jeigu tiksliné seka papildo
bandinj ir tokiu badu amplifikuojamas PCR metu. Dél Siy reikalavimy,
nespecifinis amplifikavimas neaptinkamas. Tokiu badu fluorescavimo
padidéjimas yra tiesiogiai proporcingas tiksliniam amplifikavimui PCR metu.

{{ } /—I ISdeginimas
— : Grunty ir

bandinio
iSdeginimas

)it bd /—‘ Polimerizacija

Pluosto poslinkis

Segmentacija

Sukelia gesinancio dazo
iSleidimg ir zymés fluorescavimo
signalo emisijg

v e : ﬂ Polimerizacija baigta

PCR produktas baigtas ir

L ) fluorescavimo signalas
<‘. """""""" — akumuliuojamas

kiekviename cikle

\?A¢ . L Specifinis bandi Priekiniai ir
‘;:I:d B> Zymeé ) pecitinis bandinys - leversiniai
PVQ gruntai
Y Gesinantis dazas -—> PCR produktas @  Taqpolimeraze

3 pav. Reakcijos principas. Visa RNR yra reversisSkai transkribuojamas, o sugeneruota
cDNR yra amplifikuojama PCR naudojant porg specifiniy grunty ir specifinj vidinj dvigubo
dazymo bandinj (FAM™-TAMRA™). Bandinys susiriSa su amplikonu kiekvieno PCR
iSdeginimo Zingsnio metu. Kai Taq iSplinta i$ prie amplikono prisiriSusio bandinio, jis perkelia
bandinio ' galg, kuris po to yra sumaZinamas dél Taq DNR polimerazés 5'>3'
egzonukleazés veiklos. Segmentacija tesiama, kol likusi bandinio dalis nusilydo nuo
amplikono. Sio proceso metu j tirpalg i$leidZziamas fluoroforas ir gesinantis dazas, juos
erdviSkai atskiriant ir dél to padidinant fluorescavimg i§ FAM ir sumaZzinant fluorescavima i$
TAMRA.

__________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Pateiktos medziagos

Rinkinio sudétis

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR Kit (24)
Katalogo Nr. 670723
Reakcijy skaicius 24
High Positive RNA Control (Itin teigiama RNR 3x10 ul
kontrolé)

IS-MMR Calibrator (IS-MMR kalibratorius) 3x10 ul
Mbcr and ABL Single Plasmid Standard SP1-BCR-ABL

Dilution (Mbcr ir ABL vieno plazmido Mbcr & ABL 35 ul
standartinis skiedimas) (10" kopijos / 5 ul)

Mbcr and ABL Single Plasmid Standard

Dilution (Mbcr ir ABL vieno plazmido S;%C?%RAQEL 35 pl
standartinis skiedimas) (10° kopijos / 5 ul)

Mbcr and ABL Single Plasmid Standard

Dilution (Mbcr ir ABL vieno plazmido S&%C?%RAQEL 70 pl
standartinis skiedimas) (10° kopijos / 5 pl)

Mbcr and ABL Single Plasmid Standard

Dilution (Mbcr ir ABL vieno plazmido SI\PAABCE;%RAQEL 35 ul
standartinis skiedimas) (10* kopijos / 5 ul)

Mbcr and ABL Single Plasmid Standard

Dilution (Mbcr ir ABL vieno plazmido SI\PA‘EE)C?%RA@EL 70 pl
standartinis skiedimas) (10° kopijos / 5 pl)

Mbcr and ABL Single Plasmid Standard

Dilution (Mbcr ir ABL vieno plazmido S;?JC?ERA@EL 70 pl
standartinis skiedimas) (10° kopijos / 5 pl)

Primers and Probe Mix ABL* (Grunty ir PPC-ABL 25x 110 pl

bandinio miSinys ABL)

* Specifiniy reversiniy ir priekiniy grunty misinys, skirtas ABL kontroliniam genui, ir specifinis

FAM-TAMRA bandinys.
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Primers and Probe Mix BCR-ABL Mbcr PPF-Mbcr 25x 110 pl
Fusion Gene' (Grunty ir bandinio misinys
BCR-ABL Mbcr hibridinis genas)"

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR Kit Handbook (angly k.) 1

' Specifiniy reversiniy ir priekiniy grunty misinys, skirtas BCR-ABL Mbcr hibridiniam genui, ir
specifinis FAM—TAMRA bandinys.

Pastaba: prieS naudodami atsargiai sumaisykite ir trumpai centrifuguokite
standartus (SP1-SP®6) ir grunto bei bandinio miSinius.

Reikalingos, bet nepateiktos medziagos

Dirbdami su chemikalais visada dévékite tinkamg laboratorinj chalata,
muvékite vienkartines pirstines ir uzsidékite apsauginius akinius. Daugiau
informacijos rasite atitinkamuose saugos duomeny lapuose (SDS), kuriuos
gausite i gaminio tiekéjo.

Reagentai

B Reagentai RNR gryninimui: patvirtinti reagentai: ,RNeasy® Midi Kit"
(QIAGEN, kat. nr. 75144) arba ,TRIzol® Reagent“ (,Thermo Fisher
Scientific Inc.”, kat. nr. 15596018 arba 15596026)

B PGR kategorijos vanduo be nukleazés

B Buferis ir Tag DNR polimerazé: patvirtinti reagentai: ,Premix Ex Taq" DNA
Polymerase” (,Perfect Real Time*) (,TaKaRa", kat. nr. RR0O39A) ir ,,Premix
Ex Tag DNA Polymerase” (,Probe gPCR") (,TaKaRa", kat. nr. RR390A).
Abiejy sudétyje yra 2x Taq DNR polimerazés pagrindiniai miginiai ir ROX™
etaloniniai dazai

B Reagentai reversinei transkripcijai: patvirtinti reagentai: ipsogen RT
rinkinys, kurio sudétyje yra reversiné transkriptaze, 5x RT buferis, 100 mM
DTT, RNase inhibitorius, atsitiktinai parinktas gruntas ir dANTPs (QIAGEN,
kat. nr. 679923); arba ,SuperScript® Ill Reverse Transcriptase®, kurios
sudétyje yra reversiné transkriptazeé, 5x pirmosios gijos buferis ir 100 mM
DTT (,Thermo Fisher Scientific Inc.”, kat. nr. 18080044)

B Naudojant ,Superscript 111“, reikalingi Sie papildomi reagentai:

B RNase inhibitorius: patvirtintas reagentas: ,RNaseOUT Recombinant
Ribonuclease Inhibitor* (,Thermo Fisher Scientific Inc.,
kat. nr. 10777019)

B dNTP rinkinys, PGR lygio
M Atsitiktinai parinktas devyniy monomery polimeras
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Vartojimo reikmenys

B Atsparis aerozoliui ir sterilis PCR pipetés antgaliai be nukleazés su
hidrofobiniais filtrais

B 0,5mlarba 0,2 ml PCR mégintuvéliai be RNase ir DNase
B Ledas

Jranga

B Mikrolitrinés pipetés*, skirtos PCR (1-10 pl; 10-100 pl; 100-1.000 pl)

B Staliné centrifuga® su rotoriumi 0,2 ml / 0,5 ml reakcijy mégintuvéliais
(galinti pasiekti 10.000 aps./min.)

B Tikrojo laiko PCR prietaisas:* ,Rotor-Gene Q 5plex HRM ar kitas
.,RotorGene" prietaisas; ,LightCycler 1.2, 1.5, 2.0 arba 480; ,Applied
Biosystems 7500 Real-Time PCR System*; ,ABI PRISM 7900HT SDS*; ir
susijusios specifinés medzZiagos

B Termocikleris* arba vandens vonelé* (reversinés transkripcijos zingsnis)

Ispéjimai ir atsargumo priemoneés
Skirta naudoti diagnostikai in vitro

Dirbdami su chemikalais visada dévékite tinkamg laboratorinj chalata,
maveékite vienkartines pirstines ir uzsidékite apsauginius akinius. Daugiau
informacijos rasite atitinkamuose saugos duomeny lapuose (SDS). Jie
pateikiami ziniatinklyje patogiu ir kompaktiSku PDF formatu adresu
www.qgiagen.com/safety, kur galite rasti, perziaréti ir iSspausdinti kiekvieno
QIAGEN rinkinio ir jo komponento SDS.

Méginj ir bandymo atliekas Salinkite laikydamiesi vietiniy saugos reglamenty.

*Uztikrinkite, kad prietaisai baty patikrinti ir kalibruoti pagal gamintojo rekomendacijas.
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Bendrosios atsargumo priemoneés

gPCR testams atlikti reikalinga gera darbo laboratorijoje praktika, taip pat
mokéjimas atlikti jrangos technine priezidrg, kuri yra skirta molekulinei
biologijai ir atitinka galiojanCius teisés aktus bei susijusius standartus.

Sis rinkinys yra skirtas naudoti diagnostikai in vitro. Siame rinkinyje pateikti
reagentai ir instrukcijos buvo patvirtinti, taip uztikrinant optimaly veikima.
Papildomas reagenty skiedimas arba inkubavimo trukmés ir temperattros
keitimas gali sglygoti klaidingus arba prieStaringus duomenis. PPC ir PPF
reagentai gali pasikeisti veikiant Sviesa. Visi reagentai sukurti specialiai
naudoti su Siuo testu. Uztikrinant optimaly testo veikima, jokiy medziagy
pakeisti negalima.

Kai transkripto lygis nustatomas naudojant gPCR, reikalinga tiek mRNR
reversineé transkripcija, tiek PCR sugeneruotos cDNR amplifikavimas. Todél
visa tyrimo procedura turi bati atlikta sglygomis, kai néra RNase-/DNase.

Buakite iSskirtinai atsargus, kad apsisaugotuméte nuo:

B RNase/DNase uzterSimas, dél kurio gali bati sugadinta Sablono mRNR ir
sugeneruota cDNR

B MRNR arba PCR perkelia uzter§imo, dél kurio bus gautas klaidingai
teigiamas signalas

Todél rekomenduojame toliau iSdéstytus dalykus.

B Naudokite laboratorijos jrangg (pvz., pipetes, pipeciy antgalius, reakcijy
meégintuvélius) be nukleazés ir atlikdami tyrimg maveékite pirstines.

B Atlikdami visus veiksmus su pipetémis naudokite Sviezius aerozoliui
atsparius pipecCiy galiukus, kad iSvengtuméte meginiy ir reagenty
tarpusavio uzterSimo.

M ISankstinj PCR pagrindinj miSinj su tam skirtomis medziagomis (pipetémis,
antgaliais ir t. t.) ruo$kite specialioje srityje, kur néra DNR matricy (cDNR,
DNR, plazmidy). Atskiroje vietoje (pageidautina, atskiroje patalpoje)
padeékite Sablong su specialiomis medzZiagomis (pipetémis, antgaliais ir t.
t.).

B Su standartais (SP1-SP6) dirbkite atskirame kambaryje.

Reagento saugojimas ir naudojimas

Rinkiniai yra siun€iami ant sausojo ledo ir gavus turi bati saugomi

temperataroje nuo -30 °C iki -15 °C.

B Iki minimumo sumazinkite Sviesos poveikj gruntui ir bandiniy miSiniams
(PPC ir PPF mégintuveéliai).

B Prie$ atidarydami mégintuvélius atsargiai juos pamaisykite ir
centrifuguokite.
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B Visus rinkinio komponentus laikykite originaliose talpose.

Sios laikymo salygos taikomos tiek atidarytiems, tiek neatidarytiems
komponentams. Kitomis, nei nurodyta etiketése, sglygomis laikomy
komponenty savybés gali tapti netinkamos ir tai gali neigiamai paveikti tyrimo
rezultatus.

Kiekvieno reagento galiojimo datos nurodytos atskiro komponento etiketése.
Tinkamomis saugojimo sglygomis gaminio savybeés bus iSsaugotos iki
galiojimo datos, iSspausdintos etiketéje.

Néra akivaizdziy pozymiy, rodanciy Sio gaminio nestabiluma. Taciau teigiamos
ir neigiamos kontrolés turi bati vykdomos lygiagrec€iai su nezinomais méginiais.

Meginio naudojimas ir saugojimas

Viso kraujo méginiai turi bati apsaugoti nuo kreseéjimo naudojant kalio EDTA ir
saugomi 2 °C-8 °C temperaturoje ne ilgiau kaip 5 dienas iki RNR ekstrakcijos.

Procedura

Méginio RNR paruosimas

RNR i$ paciento meéginiy (kraujo arba kauly Ciulpy) turi bati ruoSiama laikantis
patvirtintos proceddros. Tyrimo kokybé labai priklauso nuo jvedamos RNR
kokybés. Todél prie$ analize’ rekomenduojame nustatyti i§grynintos RNR
kokybe taikant agarozés* gelio elektroforeze, naudojant ,Agilent®
Bioanalyzer® arba spektrofotometrijg. "

Protokolas: Reversiné transkripcija naudojant ,,SuperScript
lll Reverse Transcriptase®
Sis protokolas yra skirtas reversinei transkripcijai atlikti naudojant ,SuperScript

lIl Reverse Transcriptase®. Kai naudojamas ipsogen RT rinkinys, laikykités
ipsogen RT rinkinio vadove pateikto protokolo.

Ka reikia atlikti prieS pradedant

B Paruoskite dNTP, po 10 mM kiekvienas. Laikykite -20 °C temperatdroje,
bandiniuose.

* Dirbdami su chemikalais visada dévékite tinkamg laboratorinj chalatg, muvékite
vienkartines pirstines ir uzsidékite apsauginius akinius.

T Optinis tankis, i§matuotas 260 ir 280 nm: 1,0 OD esant 260 nm atitinka mazdaug 40 ug/ml
vienos gijos RNR. Axso/Asgo santykis nuo 1,8 iki 2,1 nurodo itin iSgrynintg RNR.

__________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Procedira

1. AtSildykite visus reikiamus komponentus ir sudékite juos ant ledo.

2. Gerai sumaiSykite (nesukiodami) ir trumpai centrifuguokite (mazdaug
10 s, 10.000 aps./min., kad skystis susirinkty mégintuvélio apacioje).
Po to padékite ant ledo.

3. Sulygiuokite RNR méginius iki 0,1 pg/ul. Jlasinkite 10 pl (1 pg)
kiekvieno RNR meéginio j atskirus, pazymétus mégintuvélius.
Jlasinkite 10 pl itin teigiamos RNR kontrolés, 10 pl IS-MMR
kalibratoriaus ir 10 yl vandens be nukleazés (kaip RT neigiama
kontrole) j atskirus, pazymétus mégintuvélius, ir apdorokite juos
lygiagre€iai su RNR méginiais, kaip aprasyta zemiau.

4. Inkubuokite kiekvieng méginj, kontrole ir kalibratoriy (po 10 pl
kiekvieng) 5 min 65 °C temperatiroje ir nedelsdami atvésinkite 5 min
padéje ant ledo.

5. Trumpai centrifuguokite (mazdaug 10 s, 10.000 aps./min., kad skystis
susirinkty mégintuvélio apacioje). Po to padékite ant ledo.

6. Paruoskite toliau nurodyta RT misSinj atsizvelgdami j apdorojamy
méginiy, kontroliy ir kalibratoriy skai€iy (1 lentelé).
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1 lentelé. RT miSinio paruosimas

Kiekis
meéginyje Galutiné
Komponentas (uh) koncentracija
Pirmosios gijos buferis, 5x (tiekiamas su 5.0 1x

~superScript Il Reverse Transcriptase®)

dNTP (po 10 mM kiekviename, turi bati
paruosta i$ anksto ir laikoma -20 °C 2,0 0,8 mM
temperatiroje, bandiniuose)

Atsitiktinai parinktas devyniy monomery

polimeras (100 pM) 525 21 UM
RNaseOUT (40 U/ul) 0,5 0,8 U/ul
~superScript Il Reverse Transcriptase*
(200 U/pl) 1.0 8 Uil
DTT (tiekiama su ,SuperScript Il

: « 1,25 -
Reverse Transcriptase*)
Sildomas RNR méginys, kontrolé arba
IS-MMR kalibratorius (turi bati prideta 7 10,0 40 ng/pl
zingsnyje)
Galutinis taris 25,0 -

7. Jlasinkite 15 pl RT misSinio j kiekvieng PCR mégintuvélj. Po to jdékite
10 pl (1 pg) méginio RNR, kontrolés arba kalibratoriaus (nuo 4
zingsnio).

8. Atsargiai sumaisykite (nesukiodami) ir trumpai centrifuguokite
(mazdaug 10 s, 10.000 aps./min., kad skystis susirinkty mégintuvélio
apacioje).

9. Uzprogramuokite termocikleryje reversinés transkripcijos programa,
kaip nurodyta 2 lenteléje.
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2 lentelé. Temperatiros profilis

Reversiné transkripcija 1 Temperatira: 25 °C
Trukmé: 10 min

Reversiné transkripcija 2 Temperatara: 50 °C
Trukmeé: 60 min

ISaktyvinimas Temperatira: 85 °C
Trukmeé: 5 min

Vésinimas Temperatira: 4 °C
Trukmeé: 5 min

10. Sudékite meégintuvélius j termociklerj ir paleiskite Siluminio ciklo
programa, kaip pavaizduota 2 lenteléje.

11. Pasibaigus programai, trumpai centrifuguokite mégintuvélius
(mazdaug 10 s, 10.000 aps./min., kad skystis susirinkty mégintuvélio
apacioje). Sudeékite mégintuvélius ant ledo arba -20 °C, kol atliekama
qPCR, laikydamiesi toliau nurodyty protokoly, pagal savo qPCR
prietaisa.

Pastaba: ,LightCycler 1.2, 1.5 ir 2.0 prietaisams, kiekvienas RT
paruoSimas suteikia cDNR dviems gPCR vykdymams.
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Protokolas: qPCR ant , Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM* arba

, Rotor-Gene Q 5plex HRM* prietaisy su 72 mégintuvéliy
rotoriumi
Kai naudojamas Sis prietaisas rekomenduojame, kad visi matavimai baty

atliekami du kartus, kaip nurodyta 3 lenteléje. Rinkinys yra skirtas 8
skirtingiems cDNR méginiams testuoti 3 kartus to paties eksperimento metu.

3 lentelé. ,,Rotor-Gene Q“ prietaisy su 72 mégintuvéliy rotoriumi reakcijy

skaicius

Méginiai Reakcijos

Su ABL gruntais ir bandinio miSiniu (PPC-ABL) (32 reakcijos)

8 cDNR méginiai 8 x 2 reakcijos

1 cDNR itin teigiama kontrolé 2 reakcijos

1 cDNR IS-MMR kalibratorius 2 reakcijos
2 X 4 reakcijos (SP3, SP4, SP5 ir

Vieno plazmido standartai SP6, kiekvienas testuotas du
kartus)

RT neigiama kontrolé 2 reakcijos

Vandens kontrolé 2 reakcijos

Su BCR-ABL Mbcr gruntais ir bandinio misiniu (PPF-Mbcr) (32
reakcijos)

8 cDNR méginiai 8 x 2 reakcijos
1 cDNR itin teigiama kontrolé 2 reakcijos
1 cDNR IS-MMR Kkalibratorius 2 reakcijos
2 x 5 reakcijos (SP1, SP2, SP3,
Vieno plazmido standartai SP5 ir SP6, kiekvienas testuotas
du kartus)
Vandens kontrolé 2 reakcijos

Méginiy apdorojimas ,,Rotor-Gene Q“ prietaisais su 72 mégintuvéeliy
rotoriumi

Rekomenduojame to paties eksperimento metu testuoti ne maziau kaip 8

cDNR meéginius, kad bty optimizuotas standarty ir grunty bei bandinio misiniy
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naudojimas. 4 paveikslélyje pavaizduotoje rotoriaus schemoje pateiktas tokio
eksperimento pavyzdys.

g9 S2853 53 5S4 S4of

53 g3 gp 52 51 51

4 pav. Siulomas rotoriaus iSdéstymas atliekant kiekvieng eksperimenta su ipsogen
BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR rinkiniu. SP1-SP6: BCR-ABL Mbcr ir ABL standartai; HC: Itin
cDNR teigiama kontrolé; IS-Cal: IS-MMR kalibratorius; RTneg: RT neigiama kontrolé; S:
cDNR méginys; H,O: vandens kontrolé.

Pastaba: visada pasirupinkite, kad tiiamas méginys buty rotoriaus padétyje 1.
PrieSingu atveju kalibravimo veiksmo metu prietaisas neatliks kalibravimo ir
bus gauti neteisingi fluorescavimo duomenys.

UZpildykite visas kitas pozicijas tus€iais mégintuvéliais.

gPCR ,Rotor-Gene Q“ prietaisuose su 72 mégintuvéliy rotoriumi
Pastaba: visus veiksmus atlikite ant ledo.

Procedira
1. Atsildykite visus reikiamus komponentus ir sudékite juos ant ledo.
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2. Pasukiokite standartus, PPF-Mbcr ir PPC-ABL mégintuvélius ir
trumpai centrifuguokite (mazdaug 10 s, 10.000 aps./min., kad skystis
susirinkty mégintuvélio apacioje).

3. Paruoskite toliau nurodytg qPCR misinj atsizvelgdami j apdorojamy
meéginiy skaiciy.

Visos koncentracijos nurodytos galutiniam reakcijos tariui.

4 lenteléje aprasoma lasinimo iS pipecCiy schema ruosSiant vieno reagento
miSinj, apskaicCiuota taip, kad buty gautas 25 pl galutinis reakcijos turis.
ISankstinis miSinys gali bati paruostas, atsizvelgiant j reakcijy skaiciy,
naudojant tg patj grunty ir bandinio misinj (PPC-ABL arba PPF-Mbcr).
Kompensuojant lasinimo iS pipetés klaidg gali bati jtraukti papildomi tariai.

4 lentelé. gPCR misinio paruosSimas

BCR-ABL

1 reakcija ABL: 32+1 Mbcr: 32+1 Galutiné
Komponentas (uh) reakcijos (pl) reakcijos (ul) koncentracija
Premix Ex 12,5 412,5 412,5 1x
Taq, 2x
Grunty ir
bandinio 1 33 33 1x
misinys, 25x
PCR
kategorijos 6.5 2145 2145 -
vanduo be
nukleazeés
Méginys (turi
bati jdétas 5 5 Po 5 kiekv.  Po 5 kiekv. -
veiksme)
Bendras tdris 25 Po 25 kiekv. Po 25 kiekv. -

4. Supilkite j kiekvieng mégintuvélj po 20 ul gPCR paruosiamojo
misinio.

5. Kitoje laboratorijos vietoje ir naudodami specialiai tam skirtg jranga
jdékite 5 yl RT produkto (cDNR, 200 ng RNR atitikmens), gauto
atliekant reversine transkripcija (zr. ,,Protokolas: Reversiné
transkripcija naudojant , SuperScript Ill Reverse Transcriptase“”, 13
psl.) atitinkame mégintuvélyje (bendras turis 25 pl).

6. Atsargiai sumaisykite, laSindami pipete virSuje ir apacioje.

7. Uzdarykite visus megintuvélius ir sudékite juos j termociklerj
laikydamiesi gamintojo rekomendacijy.
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8. Uzprogramuokite , Rotor-Gene Q" prietaisg nustate Siluminio ciklo
programa, kaip nurodyta 5 lenteléje.

5 lentelé. Temperatiiros profilis

Analizés budas Kiekio nustatymas

Palaikymas 1 Temperattra: 95 °C
Trukmeé: 10 s

Ciklai 50 karty
95°C5s

60°C 30 s jgaunant FAM fluorescavimg Zaliame
kanale: Vienas

Palaikymas 2 Temperatira: 36 °C
Trukmé: 1 min

9. Dialogo lange ,,New Run Wizard“ (Naujo tyrimo vedlys) spustelékite
,»Gain Optimisation® (Gavimo optimizavimas), kad atidarytuméte
dialogo langa ,,Auto-Gain Optimisation Setup“ (Automatinio gavimo
optimizavimo nustatymas). Nustatykite zalio kanalo intervalg nuo
» D FI“, skirtg ,,Min Reading“ (Min. rodmeniui), iki ,,10 FI*, skirtg ,,Max
Reading” (Maks. rodmeniui), ir priimting gavimo intervalg nuo —-10
iki 10.

10. Pazymeékite langelj ,,Perform Optimisation Before 1st Acquisition*
(Atlikti optimizavima prieS pirmg gavima) ir uzdarykite dialogo langa
»Auto-Gain Optimisation Setup® (Automatinio gavimo optimizavimo
nustatymas).

11. Paleiskite Siluminio ciklo programa.

12. Analizei pasirinkite , Slope Correct” (Teisingas nuolydis).
Rekomenduojame slenkstj nustatyti ties 0,03.
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Protokolas: qPCR , Applied Biosystems 7500 Real-Time
PCR System“, , ABI PRISM 7900HT SDS* ir , LightCycler

480“ prietaisuose

Naudojant 96 Sulinéliy Iékstés qPCR prietaisg rekomenduojame, kad visi
matavimai baty atliekami du kartus, kaip nurodyta 6 lenteléje. Rinkinys yra
skirtas 8 skirtingiems cDNR méginiams testuoti 3 kartus to paties

eksperimento metu.

6 lentelé. Reakcijy skai€ius naudojant 96 Sulineéliy Iékstés qPCR prietaisg

Méginiai

Reakcijos

8 cDNR méginiai
1 cDNR itin teigiama kontrolé

1 cDNR IS-MMR kalibratorius

Vieno plazmido standartai

RT neigiama kontrolé

Vandens kontrolé

reakcijos)
8 cDNR méginiai
1 cDNR itin teigiama kontrolé

1 cDNR IS-MMR kalibratorius

Vieno plazmido standartai

Vandens kontrolé

Su ABL gruntais ir bandinio miSiniu (PPC-ABL) (32 reakcijos)

8 x 2 reakcijos
2 reakcijos
2 reakcijos

2 x 4 reakcijos (SP3, SP4, SP5ir
SP6, kiekvienas testuotas du
kartus)

2 reakcijos

2 reakcijos

Su BCR-ABL Mbcr gruntais ir bandinio miSiniu (PPF-Mbcr) (32

8 x 2 reakcijos
2 reakcijos
2 reakcijos

2 x 5 reakcijos (SP1, SP2, SP3,
SP5 ir SP6, kiekvienas testuotas
du kartus)

2 reakcijos

Meéginiy apdorojimas ,,Applied Biosystems*“, , ABI PRISM" ir ,LightCycler

480" prietaisuose

Rekomenduojame to paties eksperimento metu testuoti ne maziau kaip 8
cDNR meéginius, kad bty optimizuotas standarty ir grunty bei bandinio misiniy
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naudojimas. 5 paveikslélyje pavaizduotoje |ekStés schemoje pateiktas tokio
eksperimento pavyzdys.

§ g
00 . 00
R e = =

*

TTO -8
TTe 9

neg g neg

B0 i OO0
QP 0 QD

5

5 pav. Sitilomas lékstés iSdéstymas atliekant vieng eksperimenta su ipsogen BCR-
ABL1 Mbcr IS-MMR rinkiniu. SP1-SP6: BCR-ABL Mbcr ir ABL standartai; HC: Itin cDNR
teigiama kontrolé; IS-Cal: IS-MMR kalibratorius; RTneg: RT neigiama kontrolé; S: cDNR
méginys; H,O: vandens kontrolé.

gPCR , Applied Biosystems*, , ABI PRISM* arba , LightCycler 480"
prietaisuose

Pastaba: visus veiksmus atlikite ant ledo.

Procedira

1. AtSildykite visus reikiamus komponentus ir sudékite juos ant ledo.

2. Pasukiokite standartus, ROX, PPF-Mbcr ir PPC-ABL mégintuvélius ir
trumpai centrifuguokite (mazdaug 10 s, 10.000 aps./min., kad skystis
susirinkty mégintuvélio apacioje).

3. Paruoskite toliau nurodytag qPCR misinj atsizvelgdami j apdorojamy
meéginiy skaic€iy. Naudojant 96 sulinéliy lékstés qPCR jranga,
rekomenduojame visus matavimus atlikti du kartus.

Visos koncentracijos nurodytos galutiniam reakcijos tariui.

7 lenteléje apraSoma lasinimo i$ pipecCiy schema ,Applied Biosystems® ir
»ABI PRISM* instrumentams, ruoSiant vieno reagento misinj, apskaiciuota
taip, kad baty gautas 25 pl galutinis reakcijos taris. 8 lenteléje apraSoma
lasinimo i$ pipeliy schema ruosiant vieno reagento misinj ,LightCycler
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480“ prietaisui, apskaiciuota taip, kad baty gautas 25 ul galutinis reakcijos
taris. ISankstinis misinys gali bati paruostas, atsizvelgiant j reakcijy skaiciy,
naudojant tg patj grunty ir bandinio misinj (PPC-ABL arba PPF-Mbcr).
Kompensuojant lasinimo i$ pipetés klaidg gali bati jtraukti papildomi tariai.

7 lentelé. qPCR misSinio ruosimas ,,Applied Biosystems*“ ir , ABI PRISM*
prietaisams

BCR-ABL
ABL: 32+1 Mbcr: 32+1
1 reakcija reakcijos reakcijos Galutiné
Komponentas (ulh) (ulh) (ulh) koncentracija
Premix Ex 12,5 4125 412,5 1x
Taq, 2x
Grunty ir
bandinio 1 33 33 1x
misinys, 25x
ROX | dazas,
50x (,ABI
PRISM
7900HT") arba
ROX Il dazas, 0,5 16,5 16,5 1x
50x (,Applied
Biosystems
7500%)
PCR
kategorijos 6 198 198 3
vanduo be
nukleazés
Méginys (turi
bati jdétas 5 5 Po 5 kiekv.  Po 5 kiekv. -
veiksme)
Bendras taris 25 Po 25 kiekv. Po 25 kiekv. —
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8 lentelé. qPCR misinio ruosimas ,,LightCycler 480“

BCR-ABL
ABL: 32+1 Mbcr: 32+1
1 reakcija reakcijos reakcijos Galutiné

Komponentas (ulh) (ulh) (ulh) koncentracija
Premix Ex 12,5 412,5 412,5 1x
Taq, 2x
Grunty ir
bandinio 1 33 33 1x
misinys, 25x
PCR
kategorijos 6.5 2145 214.5 -
vanduo be
nukleazes
Méginys (turi
bati jdétas 5 5 Po 5 kiekv.  Po 5 kiekv. -
veiksme)
Bendras turis 25 Po 25 kiekv. Po 25 kiekv. —

4. Supilkite j kiekviena sulinélj po 20 pul qPCR paruosiamojo misinio.

5. Kitoje laboratorijos vietoje ir naudodami specialiai tam skirtg jranga
jdéekite 5 yl RT produkto (cDNR, 200 ng RNR atitikmens), gauto
atliekant reversine transkripcija (zr. ,,Protokolas: Reversiné
transkripcija naudojant , SuperScript Ill Reverse Transcriptase“”, 13
psl.) atitinkame Sulinélyje (bendras tiris 25 pl).

6. Atsargiai sumaisykite, lasSindami pipete virSuje ir apacioje.

Uzdarykite Iékste ir trumpai centrifuguokite (300 x g, mazdaug 10 s).

8. |dékite lekste j termociklerj atsizvelgdami j gamintojo
rekomendacijas. Uzprogramuokite termociklerj nustate Siluminio
ciklo programa, kaip pavaizduota 9 lenteléje ,,Applied Biosystems* ir
,ABI PRISM* prietaisams, arba 10 lenteléje ,,LightCycler 480“
prietaisui.

~
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9 lentelé. Temperatiros profilis ,,Applied Biosystems* ir , ABI PRISM*
prietaisams

Analizés budas Standartiné kreivé — Absoliutinis kiekio nustatymas
Palaikymas 1 Temperatara: 95 °C

Trukmé: 10 s
Ciklai 50 karty

95°C5s

60 °C 30 s jgaunant FAM fluorescavimg: Vienas;
gesinantis dazas: TAMRA

Palaikymas 2 Temperatira: 36 °C
Trukmé: 1 min

10 lentelé. ,,LightCycler 480“ prietaiso temperatiros profilis

Analizés budas Absoliutinis kiekio nustatymas (,Abs Quant®)

Aptikimo formatai  Pasirinkite ,Simple Probe“ (paprastas bandinys)
lange ,Detection formats* (aptikimo formatai)

Palaikymas 1 Temperatira: 95 °C
Trukmé: 10 s

Ciklai 50 karty
95°C5s

60 °C 30 s jgaunant FAM fluorescavima, atitinkantj
(483-533 nm) LC versijai 01 ir (465-510 nm) LC
versijai 02

Palaikymas 2 Temperatira: 36 °C
Trukmeé: 1 min
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9. Jei naudojami ,Applied Biosystems 7500“ ir , ABlI PRISM 7900HT
SDS*, vykdykite 9a zingsnj. Jei naudojamas ,,LightCycler 480
prietaisas, vykdykite 9b veiksma.

9a. ,Applied Biosystems*” ir , ABlI PRISM*: rekomenduojame prietaiso
analizés zingsnyje nustatyti 0,1 slenkstj. Pradékite ciklo programa,
kaip nurodyta 9 lenteléje.

9b. ,LightCycler 480" prietaisas: rekomenduojame Nustatyto tasko
analizés rezima su fonine reikSme 2,0 ir slenks¢€iu 2,0. Pradékite
Siluminio ciklo programa, kaip nurodyta 10 lenteléje.
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Protokolas: qPCR , LightCycler” 1.2, 1.5ir 2.0 prietaisuose

Kai naudojami kapiliariniai prietaisai rekomenduojame, kad matuoti visus
méginius du kartus, o kontroles tik kartg, kaip nurodyta 11 lenteléje. Rinkinys
yra skirtas 4 skirtingiems cDNR meéginiams to paties meginiy eksperimento

metu testuoti 6 kartus.

11 lentelé. ,,LightCycler® 1.2, 1.5 ir 2.0 prietaisy reakcijy skaicius

Méginiai

Reakcijos

4 cDNR méginiai
1 cDNR itin teigiama kontrolé

1 cDNR IS-MMR Kkalibratorius
Vieno plazmido standartai
RT neigiama kontrolé

Vandens kontrolé

reakcijos)
4 cDNR méginiai
1 cDNR itin teigiama kontrolé

1 cDNR IS-MMR kalibratorius
Vieno plazmido standartai

Vandens kontrolé

Su ABL gruntais ir bandinio miSiniu (PPC-ABL) (16 reakcijos)

4 x 2 reakcijos
1 reakcija
1 reakcija

1 x 4 reakcijos (SP3, SP4, SP5 ir
SP6)

1 reakcija

1 reakcija

Su BCR-ABL Mbcr gruntais ir bandinio miSiniu (PPF-Mbcr) (16

4 x 2 reakcijos
1 reakcija
1 reakcija

1 x 5 reakcijos (SP1, SP2, SP3,
SP5 ir SP6)

1 reakcija

Méginiy apdorojimas ,,LightCycler“ 1.2, 1.5 ir 2.0 prietaisuose

Rekomenduojame to paties eksperimento metu testuoti ne maziau kaip 4
cDNR meginius, kad buty optimizuotas standarty ir grunty bei bandinio miSiniy
naudojimas. 6 paveikslélyje pavaizduotoje kapiliarinéje schemoje pateiktas

eksperimento pavyzdys.
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6 pav. Siulomas rotoriaus iSdéstymas atliekant kiekvieng eksperimentg su ipsogen
BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR rinkiniu. SP1-SP6: BCR-ABL Mbcr ir ABL standartai; HC: Itin
cDNR teigiama kontrolé; 1S-Cal: IS-MMR kalibratorius; RTneg: RT neigiama kontrolé; S:
cDNR meéginys; H,O: vandens kontrolé.

gPCR ,LightCycler* 1.2, 1.5 ir 2.0 prietaisuose
Pastaba: visus veiksmus atlikite ant ledo.

Procedura

1. AtSildykite visus reikiamus komponentus ir sudékite juos ant ledo.

2. Pasukiokite standartus, PPF-Mbcr ir PPC-ABL mégintuvélius ir
trumpai centrifuguokite (mazdaug 10 s, 10.000 aps./min., kad skystis
susirinkty mégintuvélio apacioje).

3. Paruoskite toliau nurodytg qPCR misinj atsizvelgdami j apdorojamy
meéginiy skaiciy.

Visos koncentracijos nurodytos galutiniam reakcijos tariui.

12 lenteléje aprasoma lasinimo i$ pipeciy schema ruosSiant vieno reagento
miSinj, apskaiciuota taip, kad bty gautas 20 ul galutinis reakcijos tdris.
ISankstinis miSinys gali bati paruostas, atsizvelgiant j reakcijy skaiciy,
naudojant tg patj grunty ir bandinio misinj (PPC-ABL arba PPF-Mbcr).
Kompensuojant lasinimo iS pipetés klaidg gali bati jtraukti papildomi tariai.
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12 lentelé. gPCR misinio ,LightCycler® 1.2, 1.5 ir 2.0 prietaisams
paruoSimas

BCR-ABL
ABL: 16+1 Mbcr: 16+1
1 reakcija reakcijos reakcijos Galutiné

Komponentas (ulh) (ulh) (ulh) koncentracija
Premix Ex 10 170 170 1x
Taq, 2x
Grunty ir
bandinio 0,8 13,6 13,6 1x
misinys, 25x
PCR
kategorijos 42 71.4 71.4 3
vanduo be
nukleazeés
Méginys (turi
bati jdétas 5 5 Po 5 kiekv.  Po 5 kiekv. -
veiksme)
Bendras taris 20 Po 20 kiekv. Po 20 kiekv. —

4. Supilkite j kiekvieng kapiliarg po 15 pl qPCR paruosiamojo misinio.

5. Kitoje laboratorijos vietoje ir naudodami specialiai tam skirtg jranga
jdékite 5 pl RT produkto (cDNR, 200 ng RNR atitikmens), gauto
atliekant reversine transkripcija (zr. ,,Protokolas: Reversiné
transkripcija naudojant , SuperScript Ill Reverse Transcriptase“”, 13
psl.) atitinkame kapiliare (bendras tiiris 20 pl).

6. Atsargiai sumaiSykite, laSindami pipete virSuje ir apacioje.
7. Sudékite kapiliarus j su aparatu pateiktus adapterius ir trumpai
centrifuguokite (700 x g, mazdaug 10 s).

8. Sudékite kapiliarus j termociklerj atsizvelgdami j gamintojo
rekomendacijas.

9. Uzprogramuokite ,LightCycler® 1.2, 1.5 arba 2.0 prietaisg nustate
Siluminio ciklo programa, kaip nurodyta 13 lenteléje.
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13 lentelé. Temperatiaros profilis

Analizés budas Kiekio nustatymas

Palaikymas 1 Temperatira: 95 °C
Trukmé: 10 s
Trapas: 20

Ciklai 50 karty

95 °C 5 s; trapas 20

60 °C 30 s; trapas 20; jgaunant FAM
fluorescavimag: Vienas

Palaikymas 2 Temperatira: 36 °C
Trukmé: 1 min
Trapas: 20

10. ,,LightCycler 1.2 ir 1.5 vykdykite 10a veiksma. ,,LightCycler‘ 2,0
vykdykite 10b veiksma.

10a. ,LightCycler* 1.2 ir 1.5: rekomenduojame F1/F2 ir , 2" derivative
analysis” (2-a iSvestiné analizé) rezima. Pradékite Siluminio ciklo
programa, kaip nurodyta 13 lenteléje.

10b. ,LightCycler” 2.0: rekomenduojame naudoti , Automated (F’max)
analysis“ (automatizuota F‘‘max analize) , LightCycler® 2.0
programinés jrangos versijoje 4.0, kad buty gauti atkuriami rezultatai.
Pradékite Siluminio ciklo programa, kaip nurodyta 13 lenteléje.

__________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Rezultaty aiSkinimas

Duomeny analizés principas

Naudojant , TagMan® technologijg PCR cikly skaigius, kuriy reikia signalui vir$

slenkscio aptikti, vadinamas slenkscio ciklu (Cy) ir yra tiesiogiai proporcingas
reakcijos pradzioje esanciy tiksly kiekiui.

Jei naudojami standartai su Zinomu molekuliy skaiCiumi, galima nustatyti
standarto kreive ir apibrézti tiksly skaiciy tiksly, esanciy tiiamajame méginyje.
ipsogen standarto kreivés yra pagrjstos plazmidais. Siekdami uZztikrinti, kad
standarty kreives bty tikslios, mes naudojame 4 standarty skiedimus ABL, ir
5 standarty skiedimus Mbcr. Rinkinyje taip pat yra IS-MMR kalibratorius,
leidziantis konvertuoti rezultatus j tarptautine skale. 7 ir 8 paveiksléliuose
pateikti ,TagMan* standartams gauty amplifikavimo kreiviy, IS-MMR
kalibratoriaus ir itin teigiamos RNR kontrolés su ipsogen BCR-ABL1 Mbcr
IS-MMR rinkiniu, pavyzdziai.

08 High RNA positive control
08 \
é:j 07 IS-MMR calibrator

0.8 >~
05
0.4

SP4
o sP5
02 SP4 $p3
0.1
00 -

Cycle

7 pav. ABL aptikimas naudojant SP3, SP4, SP5 ir SP6 standartus. 10° 10*, 10° ir 10°
kopijos / 5 pl.
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8 pav. BCR-ABL Mbcr aptikimas naudojant SP1, SP2, SP3, SP5 ir SP6 standartus. 10%,
107, 10°, 10°, 10° kopijos / 5 pl.

Standartinés kreives ir kokybés kriterijai, taikomi
neapdorotiems duomenims

Atkuriamumas kartojimuose

C+ reik8miy kitimas pasikartojimuose turi bati <2, tai atitinka keturiskart didesnj
kopijy skaiCiaus reikSmiy pasikeitima.

C+ reikSmiy kitimas pasikartojimuose paprastai yra <1,5, jeigu vidutiné
pasikartojimy C+ reikdmé yra <36 (7).

Pastaba: kiekvienas naudotojas turéty individualiai iSmatuoti atkuriamuma
savo laboratorijoje.

Standartinés kreivés
Neapdoroti duomenys gali bditi jkelti j ,Excel® failg analizei.

Kiekvienam genui (ABL ir BCR-ABL) neapdorotos C+ reikSmés, gautos i$
plazmidy standartiniy skiedimy, yra braizomi atitinkamai pagal Zurnalo kopijos
numerj (3, 4, 5ir 6 — SP3, SP4, SP5ir SP6; 1, 2, 3,51ir 6 — SP1, SP2, SP3,
SP5 ir SP6). 9 pav. pateiktas teorinés ABL standartinés kreives, apskaiciuotos
pagal 4 standartinius skiedimus, pavyzdys. 10 pav. pateiktas teorinés BCR-
ABL standartinés kreivés, apskaiciuotos pagal 5 standartinius skiedimus,

pavyzdys.
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9. pav. Teoriné standartiné ABL kreivé, apskaiCiuota pagal 4 standartinius skiedimus.
Tiesiné mazeéjimo kreivé (y = ax + b) yra apskaiciuota, kai a yra linijos nuolydis, o b yra 'y
asSis, esanti tasko, kuriame linija kerta y a§j, y koordinaté. Jos lygtis ir nustatymo koeficientas
(R?) yra iSspausdinti grafike.

40

35

30

25
y = -3,44950x + 39,605
=5 R = 0,99998

Cr

0 1 2 3 4 5 <] 7

Log10(CN)

10. pav. Teoriné standartiné BCR-ABL kreivé, apskai€iuota pagal 5 standartinius
skiedimus. Tiesiné mazéjimo kreivé (y = ax + b) yra apskaiciuota, kai a yra linijos nuolydis, o
b yra y aSis, esanti taSko, kuriame linija kerta y a§j, y koordinaté. Jos lygtis ir nustatymo
koeficientas (R?2) yra iSspausdinti grafike.

Kadangi standartai yra deSimteriopi skiedimai, teorinis kreivés nuolydis

yra -3,3. Nuolydis nuo -3,0 iki -3,9 yra priimtinas, kol R? yra >0,95 (7). TaCiau
tam, kad rezultatai bty tikslUs, pageidautina R? >0,98 reikSmeé (3).

Pastaba: turi bati aptiktas ir jtrauktas j BCR-ABL standartine kreive SP1
standartinis skiedimas (BCR-ABL plazmidas, 10 kopijy).
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Visy ABL reikSmiy kokybés kontrolé

Prasta RNR kokybé arba problemos qPCR zZingsniy metu pasireiSkia nedideliu
ABL kopijy skai€iumi (ABLcy). Optimalus jautrumas gaunamas su méginiais,
uztikrinangiais ABLcy 210.000 kopijy. Sis ABLcy kriterijus taip pat taikomas itin
teigiamai RNR kontrolei ir IS-MMR kalibratoriui.

RT neigiamas ir vandens kontrolés

Né viena Sablono kontrolé (NTC) PCR Zingsniui (vandens kontrolé) ir
reversinés transkripcijos zingsniui (RT neigiama kontrolé) neturi gauti nulj CN
tiek ABL, tiek BCR-ABL Mbcr. Teigiamas Siy NTC rezultatas rodo tarpusavio
uztersimg reversinés transkripcijos ir (arba) gPCR metu.

Normalizuotas kopijos numeris (NCN)

ABL standartiné kreivés lygtis turi bati naudojama transformuoti neapdorotas
C+ reikSmes (gautas naudojant PPC-ABL) nezinomiems méginiams paversti
ABL kopijy numeriais (ABLcy).

BCR-ABL standartiné kreivés lygtis turi bati naudojama transformuoti
neapdorotas C+ reikSmes (gautas naudojant PPF-Mbcr) nezinomiems
méginiams paversti BCR-ABL kopijy numeriais (BCR-ABL Mbcrcy).
Siy CN reikdmiy santykis suteikia normalizuotg kopijos numerj (NCN):
BCR-ABL Mbcrcy
NCN = x 100
ABLcy

Apskaiciuokite itin teigiamos RNR kontrolés (NCNyc), IS-MMR kalibratoriaus
(NCNca) ir kiekvieno meginio (NCNsampie) NCN rezultata.

Itin teigiama RNR kontrolé ir IS-MMR kalibratorius

Sios kontrolés leidZia stebéti ABL ir BCR-ABL Mbcr reversinés transkripcijos ir
amplifikavimo zingsnius transkripcijos kiekio nustatymo metu.

NCN¢a rezultato kokybés kontrolé

Pastaba: IS-MMR kalibratoriui gautas NCN rezultatas, iSbandytas naudojant
ipsogen BCR-ABL Mbcr IS-MMR rinkinj kartu su patvirtintais reagentais ir
prietaisais (zr. ,Pateiktos medziagos*, 9 psl., ir ,Reikalingos, bet nepateiktos
medziagos®, 10 psl.), turi bati 0,05-0,3 intervale. PrieSingu atveju NCN
reikSmiy nepavyks konvertuoti j tarptautine skale. Be to, visas eksperimentas
turi bati atmestas, jeigu neaptinkama itin teigiama RNR kontrolé.
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IS konversija ir MMR ataskaitos

Pastaba: pries rezultaty aiSkinimg pasiziarékite reikSme, nurodytg IS-MMR
kalibratoriaus megintuvélio etiketéje arba su rinkiniu pateiktame analizés
sertifikate.

Normalizuotam kopijos numeriui tarptautinéje skaléje apskaiciuoti (IS-
NCNsample) Naudokite eksperimento 1IS-MMR kalibratoriaus NCN rezultatg
(NCNcq) ir jam priskirtg reikSme (1S-Cal reikSme), nurodytg analizés sertifikate.

NCNsampie X IS-Cal reikSme
NCN(:al
Nustatykite kiekvieno méginio MMR biseng pagal toliau nurodytus kriterijus.

IS'NCNsamp|e =

B IS-NCNsampie £0,05: svarbi molekuliné reakcija

M 0,05 <IS-NCNsgample <0,15: pilkoji zona aplink MMR ribinj mégin;,
negalutinis rezultatas

B IS-NCNgampie 20,15: néra svarbios molekulinés reakcijos

IS-NCNyc rezultatui (NCN tarptautinéje skaléje itin teigiamai RNR kontrolei)
neturi bati svarbios molekulinés reakcijos.

11 pav. pateiktas paciento stebéjimo naudojant NCN ir IS-NCN rezultatus
pavyzdys.

100.000
10.000
—a— 1-NCN
1.000 N Ngee 0 e 1-NCN-IS
3 —=—2-NCN
z
g' 2-NCN-IS
0,100 — MMR GZ
LoD
0,010 - = lLoB
0,001

Laikas (ménesiai)

11 pav. Paciento MMR busenos kreiviy stebéjimas naudojant ipsogen BCR-ABL1 Mbcr
IS-MMR rinkinj. NCN: normalizuotas kopijos numeris; NCN-IS: normalizuoto kopijos
numerio tarptautiné skalé; MMR GZ: MMR pilkosios zonos (GZ) negalutinis rezultatas; LoD:
aptikimo riba; LoB: bazinis lygis.
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Kokybeés kriterijy santrauka

14 lenteléje pateikta jvairiy kokybés kriterijy ir susijusiy reikSmiy arba rezultaty

santrauka.

14 lentelé. Kokybés kriterijy santrauka

Kriterijai

Priimtinos reikSmeés / rezultatai

C+ reikSmiy kitimas kartojimuose

Standartiniy kreiviy nuolydis

R? standartinéms kreivéms

SP1 standartinis skiedimas (BCR-
ABL 10 kopijy plazmidas)

Paciento méginiy, itin teigiamos
RNR kontrolés ir IS-MMR
kalibratoriaus ABLcy reikSmeés
kokybés kontrolé

PCR (vanduo) ir reversinés
transkripcijos (RT neigiama)
kontrolés

NCN gauta IS-MMR Kkalibratoriui
(NCNcaI)

Itin teigiama RNR kontrolé

Itin teigiamai RNR kontrolei gauta
NCN, paversta j tarptautine skale
(IS-NCNyc)

<2 Cq, jeigu vidutiné C+ reikSmé
>36

<1,5 Cq, jeigu vidutiné Ct reikSmé
<36

Nuo -3,0 iki -3,9

Ne maziau kaip >0,95, geriau jeigu
>0,98

Turi bati aptiktas ir jtrauktas |
standartine kreive

ABLcn >10.000 kopijy ABL, kad
baty pasiektas optimalus jautrumas

Kiekvienai ABLcy = 0 ir Mbcrey=0

Turi bati 0,05-0,3 intervale

Turi bati aptikta

Badklé: néra svarbios molekulinés
reakcijos

Trik€iy Salinimas

Norédami gauti daugiau informacijos skaitykite daznai uzduodamy klausimy
puslapj musy techninés pagalbos centre:
www.qiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. QIAGEN techniniy tarnyby mokslininkai
visuomet mielai atsakys j bet kokius klausimus, kurie gali jums Kilti tiek dél
Siame vadove pateiktos, tiek su meginiais ir tyrimo technologijomis susijusios
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informacijos bei protokoly (kontaktine informacijg rasite ,Kontaktiné
informacija“, 42 psl.).

Kokybés kontrolé

Sis rinkinys pagamintas laikantis 1SO 13485:2003 standarto reikalavimy.
Vadovaujantis QIAGEN ISO sertifikuota kokybés valdymo sistema, kiekviena
.psogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR “ rinkinio partija iSbandoma pagal
nustatytas specifikacijas, siekiant nuolat iSlaikyti produkty kokybe. Svetainéje
www.giagen.com/support/ uzsakius galima gauti analizés sertifikatg.

Apribojimai
PrieS naudodamiesi Siuo prietaisu naudotojai turi bati iSmokyti ir susipazine su
Sia technologija.

Visi sugeneruoti diagnostiniai rezultatai turi bati aiSkinami kartu su kitais
gautais Klinikiniais arba laboratoriniais duomenimis. Naudotojas atsako uz
sistemos tinkamumao patvirtinimg bet kokioms jo laboratorijoje atliekamoms
proceduroms, kurioms nebuvo atlikti QIAGEN tinkamumo tyrimai.

Reikia atkreipti démesj j galiojimo pabaigos datas, iSspausdintas ant visy
komponenty déziy ir etikeCiy. Nenaudokite komponenty, kuriy naudojimo
laikas pasibaiges.

Pastaba: rinkinys buvo sukurtas pagal tyrimus ,Europa pries vézj“ (“Europe
Against Cancer” (EAC)) (8, 9) ir atitinka atnaujintas tarptautines
rekomendacijas. Rinkinyje yra IS-MMR kalibratorius, standartizuotas pagal
tarptautine skale, leidziantis konvertuoti NCN rezultatus j tarptautine skalé ir
pranesti MMR (svarbios molekulinés reakcijos) bukle.

Kiekvienai IS-MMR kalibratoriaus partijai yra priskirta reikSmé, iSvesta
tiesiogiai i$ kalibravimo pagal NIBSC WHO sertifikuotg pagrinding etalonine
medziagq (,International Genetic Reference Panel for the quantitation of BCR-
ABL translocation by RQ-PCR* (1st I.S.), ref. 09/138).

Su kiekvienu rinkiniu pateikiamas analizés sertifikatas, kuriame nurodyta
priskirta IS-MMR kalibratoriaus reikSmé.

Rinkinys turi bati naudojamas laikantis Siame vadove pateikty instrukcijy,
derinant su patvirtintais reagentais ir prietaisais (zr. ,Reikalingos, bet
nepateiktos medziagos*, 10 psl.). Jei Sis gaminys naudojamas nesilaikant
nurodymy ir (arba) pakei€iami jo komponentai, QIAGEN nebeprisiims uz jj
atsakomybes.

Eksploatavimo charakteristikos

Pastaba: eksploatavimo charakteristikos buvo nustatytos naudojant ,,Applied
Biosystems 7500 Real-Time PCR System“ derinant su ipsogen BCR-ABL
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Mbcr IS-MMR rinkiniu ir patvirtintais papildomais reagentais (zr. ,Reikalingos,
bet nepateiktos medziagos®, 10 psl.).

Tuscios vietos ir aptikimo ribos

TusSCios vietos riba (LoB) ir aptikimo riba (LoD) buvo nustatytos laikantis
CLSI/NCCLS EP17-A taisykliy.

Bazinis lygis (LoB) buvo nustatytas pagal sveiky donory neigiamy meginiy
(11 méginiy, 69 matavimy), ir buvo lygus 0.0022 BCR-ABL Mbcr NCN.

Aptikimo riba (LoD arba analitinis jautrumas) buvo nustatyta pagal zinomus
mazai neigiamus méginius (n = 8, 74 matavimy), ir buvo lygi 0.0069 BCR-ABL
Mbcr NCN.

B NCN sLoB: BCR-ABL Mbcr neaptikta
B LoB <NCN <LoD: BCR-ABL Mbcr aptikta, bet kiekis nenustatytas
B NCN 2LoD: BCR-ABL Mbcr kiekis nustatytas

Nuokrypis nuo tiesiSkumo

Nuokrypis nuo tiesiSkumo buvo nustatytas pagal CLSI/NCCLS EP6-A
taisykles.

Buvo atliktas tyrimas su teigiamos ir neigiamos RNR, gautos iS Igsteliy linijy,
misSiniy. Vienuolika skirtingy lygiy buvo testuoti tris kartus. 1S Siy méginiy gauti
rezultatai rodo, kad ipsogen BCR-ABL Mbcr IS-MMR tyrimas yra tiesinis
intervale nuo 0.003 iki 65 BCR-ABL Mbcr NCN.

lvestys

Tyrimui buvo pasirinktos penkios skirtingos RNR su jvairiais NCN BCR-ABL
Mbcr lygiais. Buvo istirti skirtingi RNR ir cDNR kiekiai, siekiant jvertinti jvesties
poveikj NCN rezultatams. Rezultatai atskleidé, kad RNR jvesties kitimo
poveikis NCN rezultatams buvo nedidelis, kai tuo tarpu cDNR jvestis buvo
reikSmingesnis faktorius naudojant daugiau arba maziau medziagos. Todél
testui vykdyti rekomenduojama 1 pg RNR ir 5 pl cDNR jvestis.

Tikslumas
Tikslumas buvo nustatytas pagal CLSI/NCCLS EP5-A2 taisykles.

Buvo atliktas tikslumo tyrimas su 13 skirtingy meginiy, iSbandyty 42 kartus
dviem egzemplioriais (n = 84). Sie méginiai buvo paimti i§ pacienty méginiy su
skirtingu BCR-ABL Mbcr i8raiSkos lygiu netoli MMR reikSmes ir virs jos. Buvo
nustatyta, kad bendras kitimo koeficientas netoli MMR reik8més yra lygus

25 %.
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Atitikimo tyrimas: ERM-AD623 BCR-ABL1 vienos plazmidés
(IRMM) standartas, palyginti su ipsogen vienos plazmideés
(QIAGEN) standartu

Naujausius BCR-ABL1 Mbcr molekulinio atsako CML darbinius apibrézimus pateiké
ELN/EUTOS ,Molecular Monitoring Steering Group*®, rekomendavusi naudoti ERM-
AD623 BCR-ABL1 plazmide (IRMM, Belgija): Cross, N.C., et al. Laboratory
recommendations for scoring deep molecular responses following treatment for
chronic myeloid leukemia (2015) Leukemia. 29, 999.

Laikydamasi Sios rekomendacijos, bendrové QIAGEN atliko atitikimo tyrima ir
palygino ipsogen keliy paskirciy vieng plazmide, naudojamg ,ipsogen BCR-ABL1
Mbcr IS-MMR* rinkinyje (24) CE (kat. Nr. 670723), su ERM-AD623 BCR-ABL1
plazmide (IRMM).

Palyginimas buvo grindziamas BCR-ABL1 Mbcr/ABL1 normalizuoto kopijy skaiCiaus
santykiu (NCN), jvertintu naudojant bet kurj i$ dviejy standarty skiediniy (ipsogen
arba ERM-AD623 BCR-ABL1) ir kontrolinius méginius, pateikiamus ipsogen
rinkiniuose, ir sertifikuotg etalonine medziagg i$ NIBSC: White, H.E., et al. (2010)
Establishment of the first World Health Organization International Genetic Reference
Panel for quantitation of BCR-ABL mRNA. Blood 116, e111.

* [RMM_Mbcr »  Ipsogen_Mbcr

+  IRMM_ABL «  ipsogen_ABL
regression curve (IRMM_Mbcr) regression curve (ipsogen_Mbcr)
regression curve (IRMM_ABL) regression curve (ipsogen_ABL)

an -

20

10

Log €N

regresijos kreivé
Cr reikSmeé
Log CN

12 pav. ipsogen ir ERM-AD623 BCR-ABL1 plazmidziy standarto kreivés yra
sulygiuotos.
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»ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR* rinkinys.

13 pav. ERM-AD623 BCR-ABL1 reikSmés, palyginti su ipsogen NCN reikSmémis.

QIAGEN tyrimu nustatyta, kad statistinio skirtumo néra: ERM-AD623 BCR-ABL1

vienos plazmidés ir ipsogen vienos plazmidés standartai pateikia lygiavercius
rezultatus.

40 ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR rinkinio vadovas 07/2016



Nuorodos

1. Baccarani, M. et al. (2006) Evolving concepts in the management of
chronic myeloid leukemia: recommendations from an expert panel on
behalf of the European LeukemiaNet. Blood 108, 1809.

2. Baccarani, M. et al. (2009) Chronic myeloid leukemia: an update of
concepts and management recommendations of European
LeukemiaNet. J. Clin. Oncol. 27, 6041.

3. Branford, S. et al. (2006) Rationale for the recommendations for
harmonizing current methodology for detecting BCR-ABL transcripts in
patients with chronic myeloid leukaemia. Leukemia 20, 1925.

4. Branford, S. et al. (2008) Desirable performance characteristics for
BCR-ABL measurement on an international reporting scale to allow
consistent interpretation of individual patient response and comparison
of response rates between clinical trials. Blood 112, 3330.

5. Hughes, T. et al. (2006) Monitoring CML patients responding to
treatment with tyrosine kinase inhibitors: review and recommendations
for harmonizing current methodology for detecting BCR-ABL transcripts
and kinase domain mutations and for expressing results. Blood 108, 28.

6. White, H.E. et al. (2010) Establishment of the first World Health
Organization International Genetic Reference Panel for quantitation of
BCR-ABL mRNA. Blood 116, e111.

7. van der Velden, V.H., Hochhaus, A., Cazzaniga, G., Szczepanski, T.,
Gabert, J., and van Dongen, J.J. (2003) Detection of minimal residual
disease in hematologic malignancies by real-time quantitative PCR:
principles, approaches, and laboratory aspects. Leukemia 17, 1013.

8. Gabert, J. et al. (2003) Standardization and quality control studies of
‘real-time’ quantitative reverse transcriptase polymerase chain reaction
of fusion gene transcripts for residual disease detection in leukemia — a
Europe Against Cancer program. Leukemia 17, 2318.

9. Beillard, E. et al. (2003) Evaluation of candidate control genes for
diagnosis and residual disease detection in leukemic patients using
‘real-time’ quantitative reverse-transcriptase polymerase chain reaction
(RQ-PCR) - a Europe against cancer program. Leukemia 17, 2474.

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR rinkinio vadovas 07/2016 41



Simboliali

Toliau pateikti simboliai gali bati nurodyti ant pakuotés ir etiketése:

<N> Sudétyje yra reagenty, kuriy pakanka <N> reakcijoms

Naudoti iki

N

IVD In vitro diagnostikos medicinos prietaisas

Kataloginis numeris

LOT Partijos numeris

MedZziagos numeris

Visuotinis prekinio vieneto numeris
Temperatiros apribojimas
Gamintojas

Zitrékite naudojimo taisykles

= k=g 3

Kontaktiné informacija

Norédami gauti techninés pagalbos ir iSsamesnés informacijos apsilankykite
masy techninés pagalbos centre adresu www.giagen.com/Support,
skambinkite 00800-22-44-6000 arba kreipkités j vieng i§ QIAGEN techniniy
tarnyby arba vietiniy platintojy (Zr. galinj virSelj arba apsilankykite
www.qiagen.com).
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Uzsakymo informacija

Gaminys Turinys

Kat. nr.

ipsogen BCR-ABL1 24 reakcijoms: Mbcr ir ABL vieno

Mbcr IS-MMR Kit (24)  plazmido standartai, itin RNR teigiama
kontrolé, IS-MMR Kkalibratorius, grunty
ir bandinio misinys ABL, grunto ir
bandinio miSinys BCR-ABL Mbcr
hibridinis genas

, Rotor-Gene Q MDx" — IVD patvirtintai tikrojo laiko PCR
analizei klinikinése programose

Rotor-Gene Q MDx Tikrojo laiko PCR cikleris ir didelés

5plex HRM Platform raiSkos lydymo analizatorius su
5 kanalais (zalias, geltonas, oranzinis,
raudonas, tamsiai raudonas) ir HRM
kanalas, neSiojamas kompiuteris,
programiné jranga, priedai, 1 mety
garantija dalims ir darbui, montavimas
ir mokymai nejtraukti

Rotor-Gene Q MDx Tikrojo laiko PCR cikleris ir didelés

5plex HRM System raiSkos lydymo analizatorius su
5 kanalais (zalias, geltonas, oranzinis,
raudonas, tamsiai raudonas) ir HRM
kanalas, neSiojamas kompiuteris,
programiné jranga, priedai, 1 mety
garantija dalims ir darbui, montavimas
ir mokymai

ipsogen RT rinkinys — reversinei transkripcijai

ipsogen RT Kit Reversiné transkriptaze, atsitiktinai
parinktas gruntas, DTT, dNTP, RNase
inhibitorius, RT buferis

RNeasy rinkiniai — visos RNR gryninimui

RNeasy Midi Kit(50) 50 RNR preparatai: 50 ,RNeasy Midi
Spin“ kolony, émimo mégintuvéliai (15
ml), reagentai ir buferiai be RNase

670723

9002032

9002033

679923

75144

Norédami suzinoti naujausig licenzijos informacijg ir konkre€iam gaminiui
taikomus atsisakymus skaitykite atitinkamo QIAGEN rinkinio vadovg arba
naudotojo vadovg. QIAGEN rinkinio vadovus ir naudotojo vadovus galima rasti
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adresu www.qgiagen.com arba jy galima prasyti i8 QIAGEN techniniy tarnyby
ar vietinio platintojo.
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Sis gaminys skirtas naudoti diagnostikai in vitro . ipsogen gaminiy negalima pakartotinai parduoti, keisti, pritaikant pakartotinam pardavimui, arba
naudoti komerciniy produkty gamybai negavus rasytinio QIAGEN patvirtinimo.

Siame dokumente pateikta informacija gali bati pakeista be jspéjimo. QIAGEN neprisiima atsakomybés uz bet kokias Siame dokumente galin¢ias
pasitaikyti klaidas. Laikoma, kad Sis dokumentas yra iSsamus ir tikslus publikavimo metu. Jokiu atveju QIAGEN nebus laikoma atsakinga uz
atsitikting, specialiajg, daugybine arba pasekmine Zalg, susijusig arba kilusig i$ Sio dokumento naudojimo.

Garantuojama, kad ipsogen gaminiai atitinka nurodytus techninius duomenis. Tuo atveju, jei gaminys neveikia kaip numatyta, vienintelis QIAGEN
isipareigojimas ir vienintelé kliento kompensacija apribojama nemokamu gaminiy pakeitimu.

Prekiy zenklai: ,QIAGEN®™, Sample to Insight®, ,ipsogen®™, ,RNeasy®™, ,Rotor-Gene™ (,QIAGEN Group®); ,ABI PRISM®™, ,Applied Biosystems®,
JFAM™¢ RNaseOUT™*  ROX™¢  SuperScript™, ,SYBR®, ,TAMRA™* TRizol® (Thermo Fisher Scientific Inc.); ,Agilent™, ,Bioanalyzer®™
(,Agilent Technologies, Inc."); ,,Excel®“ (,Microsoft Corporation Corporation®); ,LightCycler™*, ,,TaqMan®“ (,Roche Group*); ,Premix Ex Tag™*
(,Takara Bio, Inc.”).

Ribotoji licenciné sutartis
Naudodamas §j gaminj bet kuris ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR rinkinio pirkéjas arba naudotojas sutinka su nurodytomis sglygomis:

1. ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR rinkinys gali bati naudojamas tik laikantis ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR rinkinio vadovas nurodymy ir
tik su rinkinyje esanciais komponentais. QIAGEN nesuteikia licencijos teisiy pagal jokig savo intelekting nuosavybe naudoti arba jtraukti
pridétus Sio rinkinio komponentus su bet kokiais j rinkinj nejtrauktais komponentais, iSskyrus atvejus, aprasytus ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-
MMR rinkinio vadovas ir papildomuose protokoluose, pateiktuose www.giagen.com.

2. I8skyrus tai, kas aiSkiai nurodyta licencijose, QIAGEN negarantuoja, kad 3is rinkinys ir (arba) jo naudojimas nepazeis treciyjy Saliy teisiy.

3. Licenzija suteikiama vienkartiniam $io rinkinio ir jo komponenty naudojimui ir jie negali bati panaudoti pakartotinai, konstrukciskai modifikuoti
arba perparduoti.

4. QIAGEN atsisako visy kity licenzijy, tiesiogiai iSreik$ty arba numatomy, i§skyrus aiSkiai nurodytgsias.

5. Rinkinio pirkéjas ir naudotojas sutinka neatlikti arba neleisti kam nors kitam atlikti jokiy Zingsniy, dél kuriy bity jvykdyti auks¢iau uzdrausti
veiksmai arba palengvéty jy jvykdymas. QIAGEN gali kreiptis  bet kurj teisma uztikrindama $ios ribotos licencinés sutarties draudimy
laikymasi ir jai bus atlygintos visos tyrimo ir teismo iSlaidos, jskaitant advokato honorarus, patirtos bet kokiuose teisiniuose veiksmuose, kuriy
ji bus priversta imtis uztikrindama Sios ribotos licencinés sutarties arba bet kokiy joje nurodyty intelektinés nuosavybés teisiy, susijusiy su
rinkiniu ir (arba) jo komponentais, vykdyma.

Atnaujintas licenzijos salygas rasite www.qgiagen.com.

HB-1362-003 © 2013-2016 QIAGEN, visos teisés saugomos.
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