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Firma QIAGEN jest wiodgcym dostawcg innowacyjnych technologii
oczyszczania probek i ich analizy, umozliwiajgc izolacje i wykrywanie
zawartosci dowolnej prébki biologicznej. Nasze zaawansowane, wysokiej
jakosci produkty i ustugi zapewniajg sukces na kazdym etapie - od chwili
pobrania prébki do uzyskania wyniku.

QIAGEN wyznacza standardy w zakresie:

B Oczyszczania DNA, RNA i biatek

B Analizy kwaséw nukleinowych i biatek

B Badan nad mikroRNA oraz RNAI

B Automatyzacji technologii obrobki prébek i ich analizy

Naszg misjg jest umozliwienie Panstwu osiggniecia znakomitych i
przetomowych osiggnie¢ w prowadzonych badaniach. Wiecej informacii
mozna znalez¢ na stronie www.giagen.com.


http://www.qiagen.com/
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Przeznaczenie

Zestaw ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR* DX jest przeznaczony do oceny
ilosciowej statusu transkryptow BCR-ABL p210 b2a2 lub b3a2 w probkach
szpiku kostnego lub krwi obwodowej pacjentow z ostrg biataczkg
limfobalstyczng (ang. acute lymphoblastic leukemia; ALL) lub chroniczng
biataczkg mieloidalng (ang. chronic myeloid leukemia; CML), u ktorych
uprzednio zdiagnzowano obecnosc¢ genu fuzyjnego BCR-ABL. Test jest
przeznaczony do oceny poziomu odpowiedzi molekularnej; wyniki moga
zostac wykorzystane do monitorowania minimalnej choroby resztkowej (ang.
minimal residual disease; MRD).

* MMR: Major Molecular Response (Wigeksza Odpowiedz Molekularna)

Streszczenie i Wyjasnienia

Informacje podstawowe o przewleklej biataczce szpikowej

Przewlekta biataczka szpikowa (CML) nalezy do grupy schorzen cechujgcych
sie neoplazmatycznymi zmianami mieloproliferacyjnymi i jest obserwowana w
>90% przypadkdéw powigzanych z obecnoscig chromosomu Filadelfia (Ph CHRS).

Ten chromosom jest produktem wzajemnej translokacji pomiedzy dtugimi
ramionami chromosomow 9 i 22, (9;22), z rejonem tamliwym (ang.
breakpoint cluster region; BCR) zlokalizowanym na chromosomie 22 oraz
onkogenem c-ABL usytuowanym na chromosomie 9. Korespondujgcy gen
fuzyjny BCR-ABL1 jest transkrybowany do RNA o wielkosci 8,5 kb (kilo
zasad) z dwoma wariantami fuzyjnymi (junction variants), b2a2 (40%
przypadkow) oraz b3a2 (55% przypadkow). Gen fuzyjny koduje biatko
chimeryczne p210 cechujgce sie podwyzszong aktywnoscig kinazy
tyrozynowej. Transkrypty b2a3 i b3a3 stanowig mniej niz 5% przypadkow.
Chromosom Ph jest wykrywany u 35% pacjentow z ostrg biataczkag
limfoblastyczng (ALL).

Rocznie wykrywa sie okoto 1-2 przypadkéw CML na 100.000 osob i
schorzenie to stanowi 20% wszystkich biataczek w$rdd dorostych. Klinicznie
charakteryzuje sie nadmiarem komérek mieloidalnych, ktére podlegajg
réznicowaniu i funkcjonujg normalnie. W 90-95% przypadkach CML, pacjenci
zostang zdiagnozowani w chronicznej lub stabilnej fazie choroby. W
przesztosci stan pacjentéw przechodzit w kryzys blastyczny i ostrg biataczke
konczacy sie zejsciem smiertelnym z mediang przezycia 4-6 lat. Pojawienie
sie leku imatinib, a nastepnie inhibitorow kinazy tyrozynowej drugiej generac;ji
(ang. tyrosine kinase inhibitors; TKI) dramatycznie zmienito naturalny przebieg
choroby. Obecnie wiekszos¢ pacjentow pozostaje w remisji, co stwarza
potrzebe dtugofalowego minitorowania choroby.
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Monitorowanie choroby

Obecnym celem terapii CML jest osiggniecie 100% przezycia i negatywnego
statusu chromosomu Ph. Monitorowanie choroby jest zatem kluczowym
narzedziem w ocenie odpowiedzi na leczenie i wykrywania nawrotéw u
kazdego pacjenta tak szybko jak to mozliwe. Leczenie z uzyciem TKI zwykle
powoduje, ze remisja u pacjentoéw przechodzi ze stadium hematologicznego
do cytogenetycznego, a nastepnie molekularnego, co koresponduje ze
spadkiem liczby komoérek biataczkowych oraz transkryptow BCR-ABL1, tak jak
to pokazano na Rysunku 1.

Diagnoza, terapia wstepna,
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Rysunek 1. Zaadaptowano z pozycji 1 literatury.

Standardowg metodg do oceny obcigzenia nowotworowego u pacjentéw CML
jest konwencjonalna analiza cytogenetyczna (barwienie Giemsa) komorek szpiku
pacjentow podczas metafazy. Odpowiedz cytogenetyczna jest oceniana na
podstawie co najmniej 20 komérek szpiku w metafazie. Poziom odpowiedzi
cytogenetycznej jest oceniany na podstawie procentowosci metafaz z
pozytywnym chromosomem Ph (patrz Tabela 1, poz. 2 literatury). Niemniej
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jednak metoda ta jest zalezna od poziomu ekspertyzy, ktorym dysponuje dane
laboratorium i cechuje sie niskg czutoscig 5% przy analizie 20 metafaz.

Ocena ilosciowa mRNA dla BCR-ABL1 Mbcr metodg PCR w czasie
rzeczywistym (QPCR) w probkach krwi obwodowej definiuje odpowiedz
molekularng, co obecnie jest jedng z technologii stuzgcych monitorowaniu
CML. Jest ona mniej inwazyjna i bardziej czuta w porownaniu do
konwencjonalnej analizy cytogenetycznej metafazy komérek szpiku.

Zalecenia dotyczgce monitorowania CML zostaty rowniez niedawno
uaktualnione celem uwzglednienia nowych danych z badan klinicznych jak
réwniez ulepszonych narzedzi i metod monitorowania choroby. Najnowsze
zalecenia dotyczgce definiowania odpowiedzi i monitorowania pacjentéw z
CML dla TKI pochodzg od ekspertow ELN (European LeukemiaNet) (3).

Z technicznego punktu widzenia, miedzynarodowi eksperci czynig wysitKi
celem zharmonizowania strategii badan i raportowania dla BCR-ABL1 Mbcr
(3-5). Ponadto pod auspicjami WHO zostat niedawno powotany panel
referencyjny majgcy na celu utatwiong standaryzacje oceny ilosciowej BCR-
ABL1 (6).

Zasada Procedury

i T BCR-ABL

LightCycler
1.2,1.5,lub2.0
Krew petna
P ABL
—
1 RNA cDNA + 15 pl specyficznego pre-miksu gPCR
Izolagja = - Synteza = 4 probki w duplikatach na analize
RNA* cDNA J
B —— — @' —

BCR-ABL ABL

* Niewykonywane w ramach tego zestawu. EnoannEnaannn g (rotor 72-probéwkowy)

|5 LightCycler 480, Applied
/5 Biosystems 7500 lub ABI
/& PRISM 7900 HT

Odczynniki nie sg zawarte.

+ 20 pl specyficznego pre-miksu qPCR

8 prébek w duplikatach na analize

Rysunek 2. I1zolacja RNA, synteza cDNA oraz gPCR.

llosciowy PCR (qPCR) pozwala na doktadng ocene ilosciowg produktéw
podczas fazy wyktadniczej amplifikacji PCR. Dane PCR mogg by¢
wygenerowane szybko, bez potrzeby dodatkowej obrébki danych, poprzez
detekcje sygnatu fluorescencyjnego w czasie rzeczywistym podczas oraz/lub
po etapie cykli PCR, co zasadniczo minimalizuje ryzyko kontaminacji
produktéw PCR. Obecnie dostepne sg trzy gtdbwne rodzaje technik gPCR:
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analiza gPCR z uzyciem barwnika SYBR® Green |, analiza gPCR z uzyciem
sond hydrolizujgcych oraz sond hybrydyzujgcych.

Niniejszy zestaw wykorzystuje technologie gPCR opartg na hydrolizie
oligonukleotydéw znakowanych dwoma barwnikami. Podczas PCR, startery
przedni oraz wsteczny hybrydyzujg do specyficznej sekwencji. Podwdjnie
wybarwiony oligonukleotyd jest zawarty w tej samej mieszaninie. Ta sonda,
sktadajgca sie z oligonukleotydu znakowanego barwnikiem reporterowym 5'
oraz w dalszej czesci barwnikiem wygaszajgcycm 3', hybrydyzuje do
sekwencji docelowej w obrebie produktu PCR. Analiza qPCR z uzyciem sond
hydrolizujgcych wykorzystuje aktywnosc egzonukleazy 5'—3' polimerazy DNA
Thermus aquaticus (Taq). Gdy sonda jest cata, blisko$¢ barwnikow
reporterowego i wygaszajgcego powoduje supresje fluorescenciji reporterowej,
gtébwnie za sprawg transferu energii typu Forstera.

Podczas PCR, gdy sekwencja docelowa jest obecna, sonda wigze sie z nig
specyficznie pomiedzy starterem przednim a wstecznym. Aktywnosc¢
egzonukleazy 5'—»3' polimerazy DNA tnie sonde pomiedzy barwnikami
reporterowym a wygaszajgcym tylko po jej przytgczeniu sie do sekwencji
docelowej. Wéwczas fragmenty sondy odtgczajg sie od sekwencji docelowej i
polimeryzacja nici jest kontynuowana. Koniec 3' sondy jest zablokowany celem
uniemozliwienia jej wydtuzania podczas PCR (Rysunek 3). Proces ten
powtarza sie w kazdym cyklu i nie interferuje z wyktadniczg akumulacjg
produktu.

Przyrost sygnatu fluorescencyjnego jest wykrywany tylko, gdy sekwencja
docelowa jest komplementarna z sondg, a co za tym idzie jest amplifikowany
podczas PCR. W zwigzku z tymi uwarunkowaniami, amplifikacja
niespecyficzna nie jest wykrywana. W efekcie, przyrost fluorescencji jest
wprost proporcjonalny do amplifikacji produktu docelowego w PCR.
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Hybrydyzacja

Hybrydyzacja
starterow i sondy
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Rysunek 3. Zasada reakcji. RNA catkowite jest poddawane odwrotnej transkrypciji i
generowane jest cDNA, ktére jest nastepnie amplifikowane w reakcji PCR z uzyciem pary
specyficznych starterow oraz specyficznej wewnetrznej podwaojnie wyznakowanej sondy
(FAM™-TAMRAT™). Sonda przytgcza sie do amplikonu na kazdym etapie hybrydyzacji PCR.
Gdy polimeraza Taq wydtuza ni¢ ze startera przytgczonego do amplikonu nastepuje
oderwanie konca 5' sondy, ktora jest nastepnie degradowana wskutek aktywnosci
egzonukleazowej 5'-3' PolimerazyTaq. Degradacja ta jest kontynuowana do momentu
catkowitego usunigecia sondy z amplikonu. Proces ten uwalnia fluorofor (reporter) oraz
wygaszacz do roztworu, co prowadzi do ich fizycznej separacji (oddalenia), co skutkuje
wzrostem fluorescencji z barwnika FAM i ostabieniem fluorescencji z barwnika TAMRA.
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Materiaty Dostarczone

Zawartosc¢ zestawu

Zestaw ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR DX (24)
Numer kat. 670823
llos¢ reakcji 24

Odczynniki do odwrotnej transkrypcji (RT)

Reverse Transcriptase (odwr. transkryptaza) 36 ul
5x RT Buffer for reverse transcription (bufor) 180 ul
dNTP Mix* (mieszanina nukleotydow) 72 ul
Random Primer' (startery do RT) 190 ul
RNase Inhibitor (inhibitor RNaz) 18 pl
DTT* 45 ul
Kalibracja

High Positive RNA Control 10 pulx 3
(Kontrola pozytywna RNA, wysoka)

IS-MMR Calibrator (Kalibrator) 10 ulx 3
Mbcr and ABL Single Plasmid SP1-BCR-ABL 35 Ul
Standard Dilution (10! kopii/5 pl) Mbcr & ABL H
Mbcr and ABL Single Plasmid SP2-BCR-ABL 35 Ul
Standard Dilution (102 kopii/5 pl) Mbcr & ABL H
Mbcr and ABL Single Plasmid SP3-BCR-ABL 70 ul
Standard Dilution (102 kopii/5 pl) Mbcr & ABL H
Mbcr and ABL Single Plasmid SP4-BCR-ABL 35 Ul
Standard Dilution (10* kopii/5 i) Mbcr & ABL H
Mbcr and ABL Single Plasmid SP5-BCR-ABL 70 ul
Standard Dilution (10° kopii/5 pl) Mbcr & ABL H
Mbcr and ABL Single Plasmid SP6-BCR-ABL 20 ul
Standard Dilution (10° kopii/5 i) Mbcr & ABL H

* Deoxynukleotydy 10 mM kazdy.
T Oligonukleotydy typu ‘random’ (9-mery).
* Ditiotreitol.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Kontynuacja tabeli

Odczynniki do gPCR
Master Mix for gPCR (mieszanina gPCR) gPCR Mix 2x 2 x 1275 ul

Primers and Probe Mix ABLS (startery i sondy) PPC-ABL 25x 110 pl
Primers and Probe Mix BCR-ABL PPF-Mbcr 25x

_ 110 pl
Mbcr Fusion Gene' (startery i sondy)
ROX™ [ fluorescent dye for ABI ROXI 102 pl
PRISM instruments (barwnik ROX do ABI PRISM)
ROX Il fluorescent dye for Applied Biosystems
Instruments (barwnik ROX do Applied Biosystems) ROXII 102 pl
Nuclease-free PCR grade water 1400 pl
(Woda do PCR wolna od nukleaz)
Instrukcja zestawu ipsogen BCR-ABL1 Mbcr 1

IS-MMR DX (wersja anglojezyczna)

$8 Mieszanina specyficznych starteréw przednich i wstecznych dla genu kontrolnego ABL oraz
specyficzna sonda FAM—-TAMRA.

T Mieszanina specyficznych starteréw przednich i wstecznych dla genu kontrolnego
BCR-ABL oraz specyficzna sonda FAM-TAMRA.

Uwaga: Przed uzyciem delikatnie wymieszaj i krotko zwiruj probowki z
odwrotng transkryptazg, master miksami, standardami (SP1-SP6) oraz
mieszaninami starteréw i sond.
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Materiaty Wymagane, ale Niedostarczone

Podczas pracy z chemikaliami zawsze no$ fartuch ochronny, jednorazowe
rekawiczki oraz okulary ochronne. Aby uzyskac wiecej informaciji, zapoznaj sie
z odpowiednimi kartami bezpieczenstwa materiatow (safety data sheets;
SDS), dostepnymi u producentéw lub dostawcédw produktow.

Odczynniki

B Odczynniki do izolacji RNA: Zwalidowanymi odczynnikami sg RNeasy
Midi Kit, QIAGEN, nr kat. 75144 lub TRIzol® Reagent, Thermo Fisher
Scientific, nr kat. 15596-018 lub 15596-026

B Woda do PCR wolna od nukleaz

Materiaty zuzywalne
B Sterylne koncéwki do pipet wolne od nukleaz (do PCR, z filtrami

hydrofobowymi)
B Probéwki PCR 0,5 ml lub 0,2 ml wolne od DNaz i RNaz
B Lad
Sprzet

B Pipety* dedykowane do PCR (1-10 pl; 10—-100 pl; 100-1000 pl)

B Wiréwka stotowa* z rotorem na probéwki reakcyjne 0,2 oraz 2 ml (zdolna
do osiggania 10.000 rpm)

B Aparat do real-time PCR*: Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM lub inny aparat
Rotor-Gene; LightCycler 1.2, 1.5, 2.0, lub 480; Applied Biosystems 7500
Real-Time PCR System; ABI PRISM 7900HT SDS; wraz z wymaganymi
akcesoriami

B Termocykler* lub taznia wodna* (do etapu odwrotnej transkrypcii)

* Upewnij sie, ze urzadzenia zostaty sprawdzone i skalibrowane zgodnie z zaleceniami producentéw

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Ostrzezenia i Uwagi
Do uzytku diagnostycznego in vitro

Podczas pracy z chemikaliami zawsze no$ fartuch ochronny, jednorazowe
rekawiczki oraz okulary ochronne. Aby uzyskac wiecej informacji, zapoznaj sie
z odpowiednimi kartami bezpieczenstwa materiatow (safety data sheets)
dostepnymi w internecie w postaci plikow PDF pod adresem
www.giagen.com/safety, gdzie mozna znalez¢, obejrze¢ i wydrukowac karty
dla kazdego zestawu oraz poszczegolnych komponentow zestawdéw
QIAGEN?®,

Usuwaj odpady prébek i analiz zgodnie z lokalnymi procedurami
bezpieczenstwa.

Nastepujgce oswiadczenia dotyczgce niebezpieczenstw i Sodkow ostroznosci
odnoszg sie do zestawu ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR DX:

DTT 0,1M RT

Ostrzezenie! Powoduje podraznienia skory. Jesli wystgpi podraznienie skory,
nalezy poszukac¢ pomocy medyczne;.

Ostrzezenia ogélne

Uzytkowanie testdw gPCR wymaga przestrzegania zasad dobrej praktyki
laboratoryjnej, w tym wtasciwego obchodzenia sie i zabezpieczania sprzetu
dedykowanego do biologii molekularnej oraz zgodnego z odpowiednimi
przepisami i standardami.

Ten zestaw jest przeznaczony do diagnostycznego uzytku in vitro. Odczynniki
i instrukcje dostarczone wraz z tym zestawem zostaty zwalidowane dla
optymalnej wydajnosci. Dodatkowe rozcienczanie odczynnikéw lub zmiany
czasow i temperatur inkubacji moze skutkowaé btednymi lub niespojnymi
wynikami. Mieszaniny PPC i PPF mogg zosta¢ uszkodzone pod wptywem
swiatta. Wszystkie odczynniki sg skomponowane specyficznie do uzytku w
ramach tego testu. Dla optymalnej wydajnosci testu nie nalezy zamieniaé
odczynnikdw innymi spoza zestawu.

Ocena iloéci transkryptéw przy uzyciu gqPCR wymaga odwrotnej transkrypcji
MRNA i amplifikacji wygenerowanego cDNA przez PCR. W zwigzku z tym cata
procedura musi by¢ wykonywana w warunkach wolnych od DNaz i RNaz.

Dotéz wszelkich staran aby zapobiegac:

B Kontaminacji RNazg/DNazg, co mogtoby spowodowaé¢ degradacije
matrycowego mRNA oraz wygenerowanego cDNA

B Kontaminacji krzyzowaej mRNA lub podczas PCR, co mogtoby
spowodowac wyniki fatszywie pozytywne
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W zwigzku z tym zalecamy jak nastepuje.

B Uzywaj sprzetu i materiatéw* wolnych od nukleaz (np. pipety, koncowki,
probowki) oraz rekawiczek.

B Uzywaj $wiezych koncowek do pipet z filtrami do wszystkich etapow
pipetowania celem unikniecia zanieczyszczen krzyzowych odczynnikow i
probek.

B Przygotowuj mieszaniny pre-PCR z uzyciem dedykowanych akcesoriéw
(pipety, koncowki etc.) w dedykowanych obszarach wolnym od matryc
DNA (cDNA, plazmidy, produkty PCR etc). Dodawaj matryce w
odseparowanym obszarze (najlepiej osobnym pomieszczeniu) z uzyciem
dedykowanych akcesoriow (pipety, koncowki etc.).

B Uzywaj rozcienczen standardow (SP1-SP6) w osobnym pomieszczeniu.

Przechowywanie i Obchodzenie sie z Odczynnikam

Zestawy sg transportowane w suchym lodzie i po dostarczeniu muszg by¢
przechowywane w —30°C do —15°C.

B Zminimalizuj dostep swiatta do mieszanin starteréw i sond (probéwki PPC
i PPF).

B Ostroznie wymieszaj i zwiruj probowki prze otwarciem.
B Przechowuj wszystkie komponenty zestawu w oryginalnych pojemnikach.

Wymienione warunki przechowywania dotyczg zaréwno otwieranych jak i
nieotwieranych komponentéw. Komponenty przechowywane w warunkach
innych, niz te okre$lone na opakowaniach mogg nie funkcjonowac prawidtowo
i znaczgco zaburzy¢ wyniki analiz.

Daty przydatnosci do uzycia kazdego z odczynnikdw sg podane na etykietach
kazdego z komponentéw. Przy zachowaniu wymaganych warunkéw
przechowywania, produkt bedzie zachowywat swoje wtasciwosci az do daty
utraty waznosci okreslonej na etykietach.

Nie ma zadnych oczywistych przestanek wskazujacych na brak stabilnosci tego
produktu, jednkaze kontrole pozytywne i negatywne powinny by¢ analizowane
razem z probkami badanymi (nieznanymi).

Przechowywanie i Obchodzenie sie z Probkami

Probki krwi petnej powinny byé antykoagulowane przy uzyciu K2 EDTA i
przechowywane w 2—8°C przez nie wiecej niz 5 dni przed izolacjg RNA.

14 Instrukcja zestawu ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR DX 07/2016



Procedura

Preparatyka RNA

Preparatyka RNA z probek pacjentow (krew lub szpik kostny) musi by¢
wykonywana przy zastosowaniu zwalidowanej procedury. Jakos¢ analizy jest
w duzej mierze zalezna od jakosci poczatkowej RNA, a co za tym idzie, przed
przystapieniem do analizy, zalecamy ocene jakosci oczyszczonego RNA przy
pomocy elektroforezy agarozowej*, aparatu Agilent® Bioanalyzer® lub
spektrofotometrii.”

Protokot: Odwrotna transkrypcja

Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem

B Przygotuj nukleotydy (dNTP), kazdy 10 mM. Przechowuj rozporcjowane w
—20°C.

Procedura

1. Rozmroz wszystkie wymagane odczynniki i umies¢ na lodzie.

2. Dobrze wymieszaj (nie worteksuj) i zwiruj krotko (okoto 10 s, 10.000 rpm,
celem zebrania ptynu na dnie probdéwki). Nastepnie przechowuj na lodzie.

3. Doprowadz prébki RNA do stezenia 0,1 ug/ul. Dodaj po 10 ul (1 pg) kazdej
z prébek RNA do osobnych i opisanych probéwek. Dodaj 10 ul kontroli
wysoce pozytywnej (high positive), 10 pl kalibratora (IS-MMR Calibrator)
oraz 10 pl wody wolnej od nukleaz (jako kontrola negatywna RT) do
osobnych i opisanych probowek i poddaj je analizie réwnolegle z prébkami
RNA, jak opsano ponizej.

4. Inkubuj kazdg probke, kontrole i kalibratory (10 pl kazdego) przez 5 minut
w 65°C, po czym natychmiast schtodz na lodzie ptrzez 5 minut.

5. Zwiruj krétko (okoto 10 sekund, 10.000 rpm, celem zebrania ptynu na dnie
probowki) i umies$¢ na lodzie.

6. Przygotuj nastepujgcg mieszanine do odwrotnej transkrypcji (RT mix)
odpowiednio do ilosci analizowanych probek, kontroli i kalibratora (Tabela 1).

* Podczas pracy z chemikaliami zawsze no$ odpowiednig odziez ochronng, takg jak okulary,
fartuch i rekawiczki jednorazowe.

T Gestosc optyczna zmierzona przy 260 i 280 nm: OD = 1,0 przy 260 nm jest rownowazne
okoto 40 pg/ml jednoniciowego RNA. Stosunek OD260/OD2go Wynoszacy 1,8 - 2,1 wskazuje
na RNA o wysokiej czystosci.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Tabela 1. Przygotowanie mieszaniny RT (do odwrotnej transkrypcji)

Objetos¢ na  Stezenie
Sktadowa prébke (ul) koncowe

RT Buffer, 5x (dostarczony z odwrotng

transkryptaza) 5,0 1x

dNTPs (10 mM kazdego, do wczesniejszego
przygotowania, rozporcjowania i 2,0 0,8 mM
przechowywania w —20°C)

Random nonamer (startery do odwrotnej

transkrypcji; 100 uM) 5,25 21 uM
RNase Inhibitor (inhibitor RNaz; 40 U/ul) 0,5 0,8 U/ul
Reverse Transcriptase (odwrotna

transkryptaza; 200 U/ul) 1.0 8 Ul
DTT (dostarczony z odwrotng transkryptaza) 1,25 -
Podgrzana probka RNA, kontrola lub

IS-MMR Calibrator (do dodania w kroku 7) 10,0 40 ng/ul
Objetos¢ koncowa 25,0 -

7. Dodaj 15 ul mieszaniny RT do kazdej probéwki PCR. Nastepnie dodaj
10 pl (1 pg) prébki RNA, kontroli lub kalibratora (z kroku 4).

8. Dobrze wymieszaj (nie worteksuj) i krotko zwiruj (okoto 10 sekund, 10.000
rom, celem zebrania ptynu na dnie probdwki).

9. W termocyklerze zaprogramuj program do odwrotnej transkrypcji zgodnie
z zaleceniami w Tabeli 2.
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Tabela 2. Profil temperaturowy RT

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

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

_ Temperatura: 85°C
Inaktywacja )
Czas: 5 min

] Temperatura: 4°C
Chtodzenie _
Czas: 5 min

10. Umies¢ probowki w termocyklerze i rozpocznij program do odwrotne;j
transkrypcji zgodnie z Tabelg 2.

11. Po zakonczeniu programu, zwiruj probki przez okoto 10 sekund w 10.000
rpm, aby zebrac ptyn na dnie probéwek. Do czasu analizy qPCR trzymaj
probki na lodzie lub w —20°C, zgodnie z kolejnymi protokotami i wymogami
Twojego aparatu qPCR.

Uwaga: W przypadku aparatow LightCycler 1.2, 1.5 oraz 2.0, kazda
praparatyka odwrotnej transkrypcji zapewnia cDNA na dwie analizy.
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Protokét: gPCR na aparacie Rotor Gene Q MDx 5plex HRM
lub Rotor-Gene Q 5plex HRM z rotorem 72-proboéwkowym

Uzywajgc tego aparatu zalecamy wykonanie wszystkich pomiarow w
duplikatach, jak pokazano w Tabeli 3. Ten zestaw jest zaprojektowany do
analizy o$miu réznych probek cDNA w tym samym eksperymencie, dla trzech
osobnych eksperymentow.

Tabela 3. llosé reakciji dla aparatow Rotor-Gene Q z rotorem
72-probéwkowym

Probki Reakcje

Z mieszaning starteréw i sond ABL (PPC-ABL) (32 reakcje)

8 probek cDNA 8 x 2 reakcje

1 cDNA high positive control 2 reakcje

1 cDNA IS-MMR Calibrator 2 reakcje

Single plasmid standards 2 x 4 reakcje (SP3, SP4, SP5 i
(Standardy pojedynczych plazmidow) SP6, kazda testowana w duplikacie)

RT negative control (kontr. negatywna) 2 reakcje

Kontrola z wodg 2 reakcje

Z mieszaning starteréow i sond BCR-ABL mbcr (PPF-mbcr) (32 reakcje)
8 probek cDNA 8 x 2 reakcje

1 cDNA high positive control 2 reakcje

1 cDNA IS-MMR Calibrator 2 reakcje

Standardy pojedynczych 2 x 5 reakcji (SP1, SP2, SP3, SP5 i
plazmidéw SP6, kazda testowana w duplikacie)
Kontrola z wodg 2 reakcje

Analiza probek na aparatach Rotor-Gene Q z rotorem 72-probéwkowym

Celem optymalizacji zuzycia standardéw oraz mieszanin starterow i sond,
zalecamy testowanie przynajmniej 8 probek cDNA w tym samym
eksperymencie. Schemat rotora na Rysunku 4 przedstawia przyktad takiego
eksperymentu.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Rysunek 4. Sugerowane rozmieszczenie prébek na rotorze dla kazdego eksperymentu
z uzyciem zestawu ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR DX. SP1-SP6: standardy BCR-ABL
Mbcr oraz ABL; HC: High cDNA positive control (kontrola wysoce pozytywna); IS-Cal: IS-
MMR calibrator; RTneg: kontrola negatywna odwr. transkrypcji; S: prébka cDNA;

H2O: kontrola z woda.

Uwaga: Zawsze umieszczaj w pozycji 1 rotora probke badang, gdyz w
przciwnym razie aparat nie dokona kalibracji i nastgpi nieprawidtowy odczyt
danych fluorescencji.

Puste miejsca wypetnij pustymi probéwkami.

Analiza gPCR na aparatach Rotor-Gene Q z rotorem 72-probéwkowym
Uwaga: Wykonuj wszystkie kroki na lodzie.

Procedura

1. Rozmroz wszystkie wymagane odczynniki i umies¢ na lodzie.

2. Zworteksuj probowki ze standardami, PPF-Mbcr oraz PPC-ABL i zwiruj
krétko (okoto 10 s, 10.000 rpm, celem zebrania ptynu na dnie probowki).
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3. Przygotuj nastepujgcg mieszanine gPCR odpowiednio do ilosci
analizowanych probek.

Podane stezenia dotyczg koncowej objetosci reakcji.

Tabela 4 opisuje schemat pipetowania przy przygotowaniu jednej
mieszaniny odczynnikowej obliczonej do otrzymania koncowej objetosci
reakcji 25 pl. Mieszanina wstepna (pre-mix) moze zostac przygotowana,
zgodnie z iloscig reakcji, przy uzyciu tej samej mieszaniny starteréw i sond
(PPC-ABL lub PPF-mbcr). Dodatkowe objeto$ci kompensujace btedy
pipetowania zostaty uwzglednione.

Tabela 4. Przygotowanie mieszaniny (pre-mix) gPCR

lreakcja ABL: 32+1 BCR-ABL mbcr: Stezenie

Skiadowa (ulh) reakcje (ul) 32+1reakcje (ul) koncowe
gPCR Mix, 2x 12,5 412,5 412,5 1x
Primers and 1 33 33 1x

probe mix, 25x

Woda wolna od

6,5 2145 2145 _
nukleaz
Probka (do _ _
dodania w kroku 5) S 5 kazda 5 kazda —
Ob!etosc 25 25 kazda 25 kazda _
koncowa

4. Rozdozuj po 20 pl mieszaniny (pre-mix) qPCR do probowek.

5. Dodaj 5 pl produktu RT (cDNA, ekwiwalent 200 ng RNA) otrzymanego
podczas odwrotnej transkrypcji (patrz ‘Protokot: Odwrotna Transkrypcja’,
strona 15) do odpowiedniej probowki (objetosé catkowita 25 pl).

6. Wymieszaj delikatnie przez pipetowanie.
Umies¢ probki w termocyklerze zgodnie z zaleceniami producenta.

8. Zaprogramuj aparat Rotor-Gene Q zgodnie z programem podanym w
Tabeli 5.

N
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Tabela 5. Profil temperaturowy

Typ analizy Quantitation

Inkubacja 1 (Hold 1) Temperatura: 95°C
Czas: 10 s

Cykle 50 razy

95°C przez 5s

60°C przez 30 s z odczytem danych
(acquisition) fluorescencji FAM w pojedynczym
kanale zielonym (channel Green: Single)

Inkubacja 2 (Hold 2) Temperatura: 36°C
Czas: 1 min

9. Woybierz ‘Gain Optimisation’ w oknie przewodnika ‘New Run Wizard’ —
otworzy sie okno ‘Auto-Gain Optimisation Setup’. Wybierz ‘Optimise
acquiring’ i w kolejnym oknie ustaw dla kanatu Green zakres ‘Target
sample range’ od ‘5 FI' do ‘10 FI' oraz ‘Acceptable gain range’ na —10 do 10.
Potwierdz klikajgc ‘OK’.

10. Zaznacz pole ‘Perform Optimisation Before 1st Acquisition’ i zamknij okno
‘Auto-Gain Optimisation Setup’ klikajgc ‘Close’.

11. Rozpocznij prace aparatu wybierajgc ‘Start’ (w kolejnym oknie ‘New Run
Wizard’).

12. Podczas analizy wybierz opcje ‘Slope Correct’. Zalecamy ustawienie
wartosci progu odciecia (threshold) na 0,03.
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Protokét: qPCR na aparatach Applied Biosystems 7500
Real-Time PCR System, ABI PRISM 7900HT SDS oraz
LightCycler 480

Uzywajgc sprzetu qPCR o formacie 96-dotkowym, zalecamy wykonanie
wszystkich pomiarow w duplikatach, jak pokazano w Tabeli 6. Ten zestaw jest

zaprojektowany do analizy o$miu réznych probek cDNA w tym samym
eksperymencie, dla trzech osobnych eksperymentow.

Tabela 6. llos¢ reakcji z uzyciem sprzetu gPCR o formacie 96-dotkowym

Probki Reakcje

Z mieszaning starteréw i sond ABL (PPC-ABL) (32 reakacje)

8 probek cDNA 8 x 2 reakcje

1 cDNA high positive control 2 reakcje

1 cDNA IS-MMR Calibrator 2 reakcje

Single plasmid standards 2 x 4 reakcje (SP3, SP4, SP5 i
(Standardy pojedynczych plazmidow) SP6, kazda testowana w duplikacie)

RT negative control (kontr. negatywna) 2 reakcje

Kontrola z wodg 2 reakcje

Z mieszaning starteréow i sond BCR-ABL Mbcr (PPF-Mbcr) (32 reakcje)
8 probek cDNA 8 x 2 reakcje

1 cDNA high positive control 2 reakcje

1 cDNA IS-MMR Calibrator 2 reakcje

Single plasmid standards 2 x 5 reakcji (SP1, SP2, SP3, SP5 i
(Standardy pojedynczych plazmidow) SP6, kazda testowana w duplikacie)
Kontrola z wodg 2 reakcje

Analiza probek na aparatach Applied Biosystems, ABI PRISM oraz
LightCycler 480

Celem optymalizacji zuzycia standardéw oraz mieszanin starterow i sond,
zalecamy testowanie przynajmniej 8 probek cDNA w tym samym
eksperymencie. Schemat ptytki pokazany na Rysunku 5 przedstawia przykfad
takiego eksperymentu.
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Rysunek 5. Sugerowany uktad plytki dla jednego eksperymentu z uzyciem zestawu
ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR DX. SP1-SP6: standardy BCR-ABL Mbcr i ABL; HC: High
cDNA positive control (kontrola wysoce pozytywna); I1S-Cal: 1S-MMR calibrator; RTneg:
kontrola negatywna odwr. transkrypcji; S: probka cDNA; H,O: kontrola z wodg

gPCR na aparatach Applied Biosystems, ABI PRISM lub LightCycler 480
Uwaga: Wykonuj wszystkie kroki na lodzie.

Procedura

1. Rozmroz wszystkie wymagane komponenty i umies¢ na lodzie.

2. Zworteksuj probowki ze standardami, PPF-Mbcr oraz PPC-ABL i zwiruj
krotko (okoto 10 s, 10.000 rpm, celem zebrania ptynu na dnie probowki).

3. Przygotuj nastepujgcg mieszanine qPCR odpowiednio do ilosci
analizowanych probek. Uzywajgc aparatéw gPCR o formacie 96-
dotkowym, zalecamy wykonanie wszystkich pomiarow w duplikatach.

Wszystkie stezenia dotyczg kohcowych objetosci reakcji.

Tabela 7 opisuje schemat pipetowania przy przygotowaniu jednej
mieszaniny odczynnikowej dla aparatow Applied Biosystems i ABI PRISM,
obliczonej do otrzymania koncowej objetosci reakcji 25 ul. Tabela 8
opisuje schemat pipetowania przy przygotowaniu jednej mieszaniny
odczynnikowej dla aparatéw LightCycler 480 instrument, obliczonej do
otrzymania kohcowej objetosci reakcji 25 pl. Mieszanina wstepna (pre-mix)
moze zostac przygotowana, zgodnie z iloscig reakciji, przy uzyciu tej same;j
mieszaniny starterow i sond (PPC-ABL lub PPF-mbcr). Dodatkowe
objetos$ci kompensujgce btedy pipetowania zostaty uwzglednione.
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Tabela 7. Przygotowanie mieszaniny (pre-mix) qPCR dla aparatow
Applied Biosystems i ABI PRISM

1 reakcja ABL: 32+1 BCR-ABL mbcr: Stezenie
Skladowa (uh) reakcje (ul) 32+1 reakcje (ul) koncowe
gPCR Mix, 2x 12,5 412,5 412,5 1x
Primers and
probe mix, 25x 1 33 33 1x
Barwnik ROX I, 50x
(ABI PRISM
7900HT) lub
barwnik ROX I1, 0.5 16,5 16,5 1x
50x (Applied
Biosystems 7500)
Woda wolna od 6 198 198 _
nukleaz
prébka (do dodania 5 5 kazda 5 kazda _
w kroku 5)
Objetos¢ koncowa 25 25 kazda 25 kazda —

Tabela 8. Przygotowanie mieszaniny (pre-mix) gPCR dla aparatow
LightCycler 480

1reakcja ABL: 32+1 BCR-ABL mbcr: Stezenie
Sktadowa (uh reakcje (ul) 32+1reakcje (ul) koncowe
gPCR Mix, 2x 12,5 4125 412,5 1x
Primers and
probe mix, 25x 1 == e 1x
Woda wolna od 6.5 2145 2145 ~
nukleaz
prébka (do dodania 5 5 kazda 5 kazda 3
w kroku 5)
Objetos¢ koncowa 25 25 kazda 25 kazda -
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4. Rozdozuj po 20 pl mieszaniny (pre-mix) gPCR do dotkow.

5. Dodaj 5 pl produktu RT (cDNA, ekwiwalent 200 ng RNA) otrzymanego
podczas odwrotnej transkrypcji (patrz ‘Protokét: Odwrotna transkrypcija’,
strona 15) do odpowiedniego dotka (objetos¢ catkowita 25 pl).

6. Wymieszaj delikatnie przez pipetowanie.
Zamknij ptytke i krétko zwiruj (300 x g, okoto 10 s).

8. Umiesc¢ ptytke w termocyklerze zgodnie z zaleceniami producenta.
Zaprogramuj aparat zgodnie z programem podanym w Tabeli 9 dla
aparatow Applied Biosystems oraz ABI PRISM lub w Tabeli 10 dla aparatu
LightCycler 480.

~

Tabela 8. Profil temperaturowy dla aparatow Applied Biosystems oraz
ABI PRISM

Typ analizy Standard Curve — Absolute Quantitation
Inkubacja 1 (hold 1) Temperatura: 95°C

Czas: 10 s
Cykle 50 razy

95°C przez 5 s

60°C przez 30 s z odczytem danych
(acquisition) fluorescencji FAM: Single;
wygaszacz: TAMRA

Inkubacja 2 (Hold 2) Temperatura: 36°C
Czas: 1 min
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Tabela 10. Profil temperaturowy dla aparatu LightCycler 480

Typ analizy Absolute Quantification (“Abs Quant”)
Detection formats Wybierz ‘Simple Probe’ w oknie ‘Detection
(formaty detekcji) formats’

Inkubacja 1 (Hold 1) Temperatura: 95°C
Czas: 10 s

Cykle 50 razy
95°C przez 5 s

60°C przez 30 s z odczytem danych
(acquisition) fluorescencji FAM, co
koresponduje z (483-533 nm) dla LC wersja 01
oraz (465-510 nm) dla LC wersja 02

Inkubacja 2 (Hold 2) Temperatura: 36°C
Czas: 1 min
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9. Dla aparatow Applied Biosystems 7500 oraz ABI PRISM 7900HT SDS,
przejdz do kroku 9a. Dla aparatu LightCycler 480 przejdz do kroku 9b.

9a. Applied Biosystems oraz ABI PRISM: Podczas analizy zalecamy
ustawienie progu odciecia (threshold) na 0,1. Rozpocznij program zgodny
z Tabelg 9.

9b. LightCycler 480: Podczas analizy zalecamy tryb ‘Fit point analysis mode’ z
wartoscig tta 2,0 i progu odciecia (threshold) 2,0. Rozpocznij program
zgodny z Tabelg 10.
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Protokét. gPCR na aparatach LightCycler 1.2 oraz 2.0

Uzywajgc aparatow kapilarnych, zalecamy wykonanie pomiaréw probek w
duplikatach, natomiast kontroli pojedynczo, jak pokazano w Tabeli 11. Ten
zestaw jest zaprojektowany do analizy czterech réznych probek cDNA w tym
samym eksperymencie, dla szesciu osobnych eksperymentéw.

Tabela 11. llos¢ reakcji z uzyciem aparatéow LightCycler 1.2 oraz 2.0

Probki Reakcje

Z mieszaning starteréw i sond ABL (PPC-ABL) (16 reakcji)

4 probki cDNA 4 x 2 reakcje

1 cDNA high positive control 1 reakcja

1 cDNA IS-MMR Calibrator 1 reakcja

Single plasmid standards 1 x 4 reakcje (SP3, SP4, SP5 i
(Standardy pojedynczych plazmidow) SP6)

RT negative control (kontr. negatywna) 1 reakcja

Kontrola z wodg 1 reakcja

Z mieszaning starteréw i sond BCR-ABL Mbcr (PPF-Mbcr) (16 reakciji)
4 probki cDNA 4 x 2 reakcje

1 cDNA high positive control 1 reakcja

1 cDNA IS-MMR Calibrator 1 reakcja

Single plasmid standards 1 x 5 reakcji (SP1, SP2, SP3, SP5
(Standardy pojedynczych plazmidow) I SP6)

Kontrola z wodg 1 reakcja

Analiza probek na aparatach LightCycler 1.2, 1.5i 2.0

Celem optymalizacji zuzycia standardéw oraz mieszanin starteroéw i sond,
zalecamy testowanie przynajmniej 4 probek cDNA w tym samym
eksperymencie. Schemat kapilar pokazany na Rysunku 6 przedstawia
przyktad takiego eksperymentu.
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Rysunek 6. Sugerowany uktad rotora dla jednego eksperymentu z uzyciem zestawu
ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR DX. SP1-SP6: standardy BCR-ABL Mbcr i ABL; HC: High
cDNA positive control (kontrola wysoce poytywna); IS-Cal: IS-MMR calibrator; RTneg:
kontrola negatywna odwr. transkrypcji; S: probka cDNA; H>O: kontrola z woda.

gPCR na aparatach LightCycler 1.2 oraz 2.0
Uwaga: Wykonuj wszystkie kroki na lodzie.

Procedura

1. Rozmroz wszystkie wymagane komponenty i umiesc na lodzie.

2. Zworteksuj probowki ze standardami, PPF-Mbcr oraz PPC-ABL i zwiruj
krotko (okoto 10 s, 10.000 rpm, celem zebrania ptynu na dnie probowki).

3. Przygotuj nastepujgca mieszanine qPCR odpowiednio do ilosci
analizowanych probek.

Wszystkie stezenia dotyczg koncowych objetosci reakcji.

Tabela 12 opisuje schemat pipetowania przy przygotowaniu jednej
mieszaniny odczynnikowej obliczonej do otrzymania koncowej objetosci
reakcji 20 pl. Mieszanina wstepna (pre-mix) moze zostac przygotowana,
zgodnie z iloscig reakcji, przy uzyciu tej samej mieszaniny starterow i sond
(PPC-ABL lub PPF-mbcr). Dodatkowe objeto$ci kompensujgce btedy
pipetowania zostaty uwzglednione.
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Tabela 12. Przygotowanie mieszaniny (pre-mix) qPCR dla aparatow
LightCycler 1.2, 1.5 oraz 2.0

1 reakcja ABL: 16+1 BCR-ABL mbcr: Stezenie

Skladowa (ulh) reakcji (ul) 16+1 reakcji (u) koncowe
gPCR Mix, 2x 10 170 170 1x
Primers and 08 13.6 136 1x
probe mix, 25x

Woda do PCR 42 714 71.4 B
wolna od nukleaz

Probka (do dodania 5 3 e 5 kazda _

w kroku 5)

Objetosc 20 20 kazda 20 kazda _
catkowita

4. Rozdozuj po 15 pl mieszaniny (pre-mix) gPCR do kazdej z kapilar.

5. Dodaj 5 pl produktu RT (cDNA, ekwiwalent 200 ng RNA) otrzymanego
podczas odwrotnej transkrypcji (patrz ‘Protokét: Odwrotna transkrypcija’,
strona 15) do odpowiedniej kapilary (objetos¢ catkowita 20 pl).

6. Wymieszaj delikatnie przez pipetowanie.

7. Umiesc¢ kapilary w adapterach dostarczonych i zwiruj krotko (okoto 10 s,
700 x g,).

8. Umiesc¢ kapilary w termocyklerze zgodnie z zaleceniami producenta.

9. Zaprogramuj aparat LightCycler 1.2, 1.5 lub 2.0 zgodnie z programem
przedstawionym w Tabeli 13.
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Tabela 13. Profil temperaturowy

Typ analizy Quantification
Inkubacja 1 (Hold 1) Temperatura: 95°C
Czas: 10 s
Ramp: 20
Cykle 50 razy

95°C przez 5 s; ramp: 20

60°C przez 30 s; ramp: 20; z odczytem danych
(acquisition) fluorescencji FAM: Single

Inkubacja 2 (Hold 2) Temperatura: 36°C
Czas: 1 min
Ramp: 20

10. Dla LightCycler 1.2 oraz 1.5, przejdz do kroku 10a. Dla LightCycler 2.0,
przejdz do kroku 10b.

10a.LightCycler 1.2 oraz 1.5: Rekomendowanym typem analizy jest F1/F2
oraz ‘2" derivative analysis’ (analiza drugiej pochodnej). Rozpocznij
program zgodny z wytycznymi w Tabeli 13.

10b.LightCycler 2.0: Zalecamy stosowanie analizy automatycznej - Automated
(F"max) z oprogramowaniem LightCycler 2.0 Software wersja 4.0.
Rozpocznij program zgodny z wytycznymi w Tabeli 13.
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Interpretacja wynikow

Zasada analizy danych

Uzywajgc technologii TagMan, iloé¢ cykli PCR potrzebnych do wykrycia
sygnatu powyzej progu odciecia (threshold) jest nazywana cyklem progu
odciecia (ang. threshold cycle: Ct) i jest wprost proporcjonalna do ilosci

matrycy obecnej na poczatku reakciji.

Uzywajgc standardow o znanej ilosci molekut mozliwe jest wygenerowanie
krzywej standardowej pozwalajgcej na precyzyjne ustalenie ilosci matrycy
obecnej w testowanej probce. Krzywe standardowe ipsogen oparte sg na
matrycach plazmidowych. Celem zapewnienia precyzji, uzywamy czterech
rozcienczen standardow dla ABL oraz pieciu rozcienczen standardow dla
Mbcr. Zestaw zawiera rowniez kalibrator IS-MMR pozwalajgcy na konwersje
wynikow na skale miedzynarodowg (IS). Rysunki 7 i 8 przedstawiajg
przyktadowe krzywe amplifikacji TagMan, podobne do tych dla kalibratora
IS-MMR i wysoce poytywnej kontroli RNA dla zestawu ipsogen BCR-ABL1
Mbcr IS-MMR DX.

087 Kontrolne RNA wysoce pozytywne

081 \
g 071 IS-MMR calibrator
0.6 \
05 |
0.4 /
SPé
ol |/ sp5
021 SP4 $p3
0,1
0,0 P —
r;;é ) -

Rysunek 7. Detekcja ABL ze standardami SP3, SP4, SP5 i SP6. 103 10% 10°i 10° kopii/5 pl.
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Rysunek 8. Detekcja BCR-ABL ze standardami SP1, SP2, SP3, SP5i SP6. 10, 102, 103,
10°, 10° kopii/5 pl.

Krzywe standardowe i kryteria jakosci dla danych
surowych

Odtwarzalnosé pomiedzy replikatami

Zmiennos¢ wartosci Ct pomiedzy replikatami powinna by¢ <2, co
koresponduje z 4-krotng zmiang liczby kopii.

Zmiennos$¢ wartosci Ct pomiedzy replikatami jest zasadniczo <1,5 jesli srednia
wartosc¢ Cr replikatow <36 (7).

Uwaga: Kazdy uzytkownik powinien sprawdzi¢ odtwarzalnos¢ w swoim
witasnym laboratorium.

Krzywe standardowe
Surowe (raw) dane mogg zosta¢ wklejone do programu Excel® celem analizy.

Dla kazdego genu (ABL oraz BCR-ABL), surowe wartosci Cr otrzymane z
rozcienczen standardéw plazmidowych sg naniesione na wykres zgodnie z
iloscig kopii w skali logarytmicznej (3, 4, 51 6 dla SP3, SP4, SP5i SP6; 1, 2, 3,
5i6 dla SP1, SP2, SP3, SP5 i SP6). Rysunek 9 przedstawia przyktad
teoretycznej krzywej dla ABL obliczonej na podstawie 4 rozcienczenh
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standardow. Rysunek 10 przedstawia przykfad teoretycznej krzywej dla BCR-
ABL Mbcr obliczonej na podstawie 5 rozcienczenh standardéw.

40
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30

25

y = -3.4982x + 40.692
R?=0.99998

Cr
%]
o

o] 1 2 3 4 5 6 7

Log10(CN)

Rysunek 9. Teoretyczna krzywa dla ABL obliczona na podstawie 4 rozcienczen
standardow. Obliczona regresja liniowa krzywej (y = ax + b), gdzie ‘a’ jest nachyleniem
krzywej, ‘b’ jest punktem przeciecia krzywej z osig Y. Wzér wraz ze wspotczynnikiem
determinacji (R?) sg przedstawione na wykresie.
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Rysunek 9. Teoretyczna krzywa dla BCR-ABL obliczona na podstawie 5 rozcienczen
standardow. Regresja liniowa krzywej (y = ax + b) jest obliczona gdzie ‘a’ jest nachyleniem
krzywej, ‘b’ jest punktem przeciecia krzywej z osig Y. Wzér wraz ze wspotczynnikiem
determinacji (R?) sg przedstawione na wykresie.
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Jako ze standardy sg w 10-krotnych rozcienczeniach, teoretyczne nachylenie
krzywej wynosi —3,3. Nachylenie o wartosci —3,0 do —3,9 jest akceptowalne o
ile wartos¢ R? jest >0,95 (7). Niemniej jednak, dla precyzyjnych wyliczen,
pozgdana jest wartos¢ R? >0,98 (3).

Uwaga: Rozcienczenie standardu SP1 (plazmid BCR-ABL, 10 kopii) musi
zostac wykryty i uwzgledniony w krzywej standardowej dla BCR-ABL.

Kontrola jakosci dla wszystkich wartosci ABL

Niska jakos¢ RNA lub problemy podczas qPCR prowadzg do niskiej ilosci kopii
ABL (ang. ABL copy numer; ABLcn). Optymalna czutosc jest osiggana dla
prébek dajgcych ABLcn 210.000 kopii. To kryterium dla ABLcn ma zastosowanie
rowniez dla wysoce poztytwnej kontroli RNA oraz kalibratora 1S-MMR.

Kontrole negatywne RT i z woda

Kontrole bez matrycy (NTC) na etapie PCR (kontrola z wodg) oraz kontrola
odwrotnej transkrypcji (kontrola negatywna RT) powinny dac¢ zerowe CN dla
ABL oraz BCR-ABL Mbcr. Wynik pozytywny dla tych kontroli NTC wskazuje na
zanieczyszczenie krzyzowe podczas odwrotnej transkrypcji oraz/lub qPCR.

Znormalizowana liczba kopii (ang. normalized copy number; NCN)

Réwnanie krzywej standardowej dla ABL powinno by¢ uzywane do zamiany
surowych wartosci Ct (otrzymanych z PPC-ABL) dla probek nieznanych, na
liczbe kopii ABL (ABLcn).

Réwnanie krzywej standardowej dla BCR-ABL powinno by¢ uzywane do
zamiany surowych wartosci Ct (otrzymanych z PPF-mbcr) dla probek
nieznanych, na liczbe kopii BCR-ABL (BCR-ABL mbcren).

Stosunek tych wartosci CN daje znormalizowang ilo$¢ kopii (NCN):

BCR-ABL Mbcren
NCN = x 100
ABLcn

Oblicz wynik NCN wysoce pozytywnej kontroli RNA (NCNrc), kalibratora
IS-MMR (NCNca) oraz kazdej probki (NCNprsbki)-

Wysoce pozytywna kontrola RNA oraz kalibrator IS-MMR

Kontrole te pozwalajg na monitorowanie etapoéw odwrotnej tranckrypcji oraz
amplifikacji dla ABL oraz BCR-ABL Mbcr podczas oceny ilosciowej
transkryptow.

Kontrola jakosci wynikéw dla NCNca

Uwaga: Wynik dla NCN uzyskany dla IS-MMR-Calibrator, testowany
zetsawem ipsogen BCR-ABL Mbcr IS-MMR DX w potgczeniu ze
zwalidowanymi odczynnikami i urzgdzeniami (patrz ‘Materiaty Dostarczone’,
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strona 10 oraz ‘Materiaty Wymagane, ale Niedostarczone’, strona 12) musi
by¢ w przedziale 0,05-0,3. W przeciwnym razie wartosci NCN nie mogg by¢
przeliczone na sklale miedzynarodowg (1S). Ponadto, wyniki catego
eksperymentu musza zostac¢ odrzucone w przypadku braku wykrycia kontroli
wysoce pozytywnego RNA.

Konswersja IS i raportowanie MMR

Uwaga: Przed przystgpieniem do interpretacji nalezy odnies¢ sie do wartosci
oznaczonej na etykiecie probowki IS-MMR Calibrator lub do certyfikatu analizy
dostarczonego z zestawem.

Aby obliczy¢ znormailizowang liczbe kopii w skali miedzynarodowe;j
(IS-NCNprebki) uzyj eksperymentalnego wyniku dla IS-MMR Calibrator NCN
(NCNcal) oraz przypisanej mu wartosci (wartos¢ 1S-Cal) oznaczonej na
certyfikacie analizy.

NCNprobki X wartos¢ I1S-Cal
NCNecal
Ustal status MMR dla kazdej probki zgodnie z nastepujgcymi kryteriami.
B IS-NCNprenki £0,05: MMR (Wieksza Odpowiedz Molekularna)

B 0,05 <IS-NCNprsbki <0,15: Szara strefa (GZ) w poblizu wartosci odciecia
dla MMR, wynik niejasny.

B IS-NCNprenki 20,15: Brak MMR (brak Wiekszej Odpowiedzi Molekularnej)

Wynik IS-NCNnc (NCN na skali miedzynarodowej dla wysoce pozytywnej
kontroli RNA) powinien by¢ MMR-negatywny.

IS-NCNpropki =

Rysunek 11 pokazuje przyktad monitorowania pacjenta przy uzyciu wynikow
NCN oraz IS-NCN.
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Rysunek 11. Krzywe monitorowania statusu MMR pacjenta z uzyciem zetawu ipsogen
BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR DX. NCN: znormalizowana liczba kopii; NCN-IS: znormalizowana
liczba kopii w skali miedzynarodowej; MMR GZ: MMR szara strefa (GZ) wynik niejasny;
LoD: limit detekcji; LoB: poziom tta.

Podsumowanie kryteriow jakosci

Tabela 14 podsumowuje rozmaite kryteria jakosci wraz z powigzanymi
wynikami i wartosciami.
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Tabela 14. Podsumowanie kryteriow jakosci

Kryteria

Akceptowalne wartosci/wyniki

Zmiennos¢ Cr dla replikatow

Nachylenie krzywej dla standardéw
R? dla krzywych standardowych

Rozcienczenie standardu SP1
(BCR-ABL 10 kopii plazmidu)

Kontrola jako$ci dla wartosci ABLcn
probek pacjentéw, wysoce
pozytywnej kontroli RNA oraz
IS-MMR-Calibrator

Kontrole PCR (woda) i odwrotnej
transkrypcji (RT negatywna)

NCN uzyskane dla IS-MMR
Calibrator (NCNca)

Wysoce pozytywna kontrola RNA

NCN uzyskane dla wysoce
pozytywnej kontroli RNA
przeliczonej na skale
miedzynarodowg (IS-NCNHc)

<2 Cr jesli srednie Ct >36
<1,5 Cr jesli srednie Ct <36

Pomiedzy -3,0 a -3,9
Przynajmniej >0,95, ale lepiej >0,98

Musi by¢ wykryty i uwzgledniony w
krzywej standardowe]

ABLcn >10.000 kopii ABL do
uzyskania optymalnej czutosci

Dla kazdego ABLcn = 0 oraz
Mbcren=0

Musi by¢ w przedziale 0,05-0,3

Musi zosta¢ wykryta

Status: Brak MMR (brak Wiekszej
Odpowiedzi Molekularnej)

Rozwigzywanie problemoéw

Wiecej informacji dotyczgcych rozwigzywania probleméw mozna znalez¢ na
stronie internetowej ‘Frequently Asked Questions’ (czesto zadawane pytania)
w centrum pomocy technicznej: www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx.
Specjalisci w centrum pomocy technicznej QIAGEN sg zawsze gotowi udzieli¢
wszelkich informacji dotyczgcych zaréwno tresci niniejszej instrukcji, jak i
innych problemow zwigzanych z rozwigzaniami QIAGEN — od probki do
wyniku. (informacje kontaktowe patrz ‘Informacje kontaktowe’, strona 44).

Kontrola Jakosci

Celem zapewnienia statej jakosci produktu, kazda partia zestawu ipsogen
BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR DX jest testowana wzgledem predeterminowanych
specyfikacji zgodnie z Systemem Zarzgdzania Jakoscig potwierdzonym
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certyfikatem ISO firmy QIAGEN. Certyfikaty analizy sg dostepne na zgdanie
pod adresem www.giagen.com/support/.

Ograniczenia

Przed rozpoczeciem uzytkowania tego zestawu uzytkownicy muszg zostac
przeszkoleni i zapoznani z jego technologig.

Wszelkie wygenerowane wyniki diagnostyczne muszg byc interpretowane
wraz z innymi danymi klinicznymi lub laboratoryjnymi. Za walidacje wydajnosci
tego systemu wzgledem innych procedur w danym laboratorium, ktore nie sg
uwzglednione w badaniach wydajnosci QIAGEN, odpowiedzialny jest jego
uzytkownik.

Nalezy zwracac¢ uwage na daty przydatnosci do uzytku widniejgce na
opakowaniach i etykietach wszystkich odczynnikéw. Nie uzywaj odczynnikow
przeterminowanych.

Uwaga: Niniejszy zestaw zostat zaprojektowany zgodnie z wytycznymi badan
EAC (ang. Europe Against Cancer) (8, 9) i jest zgodny z biezgcymi
zaleceniami miedzynarodowymi. Zestaw zawiera IS-MMR Calibrator,
wystandaryzowany wzgledem sklai miedzynarodowej, co pozwala na
konwersje wynikdw NCN na skale miedzynarodowg i raportowanie statusu
MMR (wieksza odpowiedz molekularna).

Kazda partia IS-MMR Calibrator ma przypisang wartos¢ wynikajgca
bezposrednio z kalibracji wzgledem certyfikowanego materiatu referencyjnego
NIBSC WHO (Miedzynarodowy Genetyczny Panel Referencyjny dla oceny
ilosciowej translokacji BCR-ABL przy pomocy RQ-PCR; ang. International
Genetic Reference Panel for the quantitation of BCR-ABL translocation by RQ-
PCR (1st I.S.), ref. 09/138).

Certyfikat analizy okreslajgcy wlasciwg wartos¢ dla IS-MMR Calibrator jest
zawarty w kazdym zestawie.

Zestaw powinien by¢ uzywany zgodnie z zawartymi w nim instrukcjami w
pofgczeniu ze zwalidowanymi odczynnikami i aparaturg (patrz ‘Materiaty
Wymagane, ale Niedostarczone’, strona 12). Kazde uzycie tego produktu
niezgodne z wytycznymi oraz/lub modyfikacje jego komponentéw uniewaznig
odpowiedzialnos¢ QIAGEN.

Charakterystyki Wydajnosci

Uwaga: Ocena wydajnosci zostata wykonana na aparacie Applied Biosystems
7500 Real-Time PCR potgczeniu z zestawem ipsogen BCR-ABL Mbcr IS-
MMR i zwalidowanymi odczynnikami dodatkowymi (patrz ‘Materiaty
Wymagane, ale Niedostarczone’, strona 12).

Instrukcja zestawu ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR DX 07/2016 39



Limit préby slepej i limit detekciji

Limit proby slepej (ang. Limit of Blank; LoB) oraz limit detekcji (ang. Limit of
detection; LoD) zostaty ustalone zgodnie z wytycznymi CLSI/NCCLS EP17-A.

Poziom tta (LoB) zostat ustalony na podstawie probek negatywnych
pozyskanych od zdrowych dawcow (11 probek, 69 pomiarow) i wynidst 0,0022
BCR-ABL Mbcr NCN.

Limit detekcji (LoD lub czutos¢ analityczna) zostat ustalony na podstawie
prébek pozytywnych (n = 8, 74 pomiary) i wyniost 0,0069 BCR-ABL Mbcr
NCN.

B NCN <LoB: BCR-ABL Mbcr nie wykryte
B LoB <NCN <LoD: BCR-ABL Mbcr wykryte, ale bez oceny ilosciowej
B NCN =LoD: BCR-ABL Mbcr wykryty z oceng ilosciowg

Liniowosé
Liniowos¢ zostata ustalona zgodnie z zaleceniami CLSI/NCCLS EPG6-A.

Badanie zostato wykonane na mieszaninach z pozytywnym i negatywnym
RNA wyizolowanym z linii komorkowych. Przetestowanych zostato 11 réznych
poziomow (iloéci), kazde w trzech powtdrzeniach. Wyniki uzyskane na
podstawie tych prébek pokazujg, ze test ipsogen BCR-ABL Mbcr IS-MMR
zachowuje liniowosc w zakresie 0,003 do 65 BCR-ABL Mbcr NCN.

llosci wejsciowe

Do badania wybranych zostato pie¢ réznych probek RNA z roznymi
poziomami NCN BCR-ABL Mbcr. Celem oceny wptywu ilo$ci wejsciowej na
wyniki NCN, testowane byty rozne ilosci RNA i cDNA. Wyniki wykazaty
ograniczony wptyw zmiennych ilosci wejsciowych RNA na wyniki NCN,
podczas gdy ilosci wejsciowe cDNA okazaty sie mie¢ bardziej znaczacy wptyw
na wynik. W konsekwencji, do przeprowadzenia testu rekomenduje sie ilo$¢
wejsciowg 1 pg RNA oraz 5 ul cDNA.

Precyzja
Precyzja zostata okre$lona zgodnie z zaleceniami CLSI/NCCLS EP5-A2.

Badanie precyzji zostato wykonane na 13 réznych préobkach testowanych 42
razy w duplikatach (n = 84). Probki te byty reprezentatywne dla ré6znych
poziomow ekspresji BCR-ABL Mbcr w probkach pacjentow z warto$ciami
zblizonymi i wiekszymi od MMR. Catkowite wzgledne odchylenie standardowe
w okolicach wartosci MMR zostato ustalone na 25%.
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Badanie zgodnosci: standardy ERM-AD623 BCR-ABL1 dla
pojedynczego plazmidu (IRMM) versus ipsogen dla
pojedynczego plazmidu (QIAGEN)

Najnowsze robocze definicje odpowiedzi molekularnej dla BCR-ABL1 Mbcr w
CML sg podawane przez ELN/EUTOS Molecular Monitoring Steering Group,
rekomendujgcg uzycie plazmidu ERM-AD623 BCR-ABL1 (IRMM, Belgia):
Cross, N.C., et al. ‘Laboratory recommendations for scoring deep molecular
responses following treatment for chronic myeloid leukemia’ (2015) Leukemia.
29, 999.

Celem osiggniecia zgodnosci z tymi zaleceniami, QIAGEN przeprowadzit testy
zgodnosci porownujgce wielomatrycowy pojedynczy plazmid ipsogen uzywany
w zestawie ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR (24) CE (nr kat. 670723) do
polazmidu ERM-AD623 BCR-ABL1 (IRMM).

Poréwnainie byto oparte na stosunku NCN dla BCR-ABL1 Mbcr/ABL1, gdzie
oceniano rozcienczenia dla obu standardéw (ipsogen or ERM-AD623 BCR-
ABL1) w probkach kontrolnych zawartych w zestawach ipsogen oraz na
certyfikowanych materiatach referencyjnych z 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,
elll.

+ IRMM_Mbcr ¢ Ipsogen_Mbcr
+ IRMM_ABL ¢ ipsogen_ABL
krzywa regresji (IRMM_Mber) - krzywa regresji (ipsogen_Mbcr)
krzywa regresji (IRMM_ABL) —— krzywa regresji (ipsogen ABL)
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Rysunek 12. Krzywe standardowe plazmidéw dlaipsogen oraz ERM-AD623 BCR-ABL1
pokrywaja sie ze soba.
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Rysunek 13. Wartosci NCN dla ERM-AD623 BCR-ABL1 versus ipsogen.

Badania QIAGEN potwierdzajg brak statystycznej réznicy: standardy

pojedynczych plazmidéw dla ERM-AD623 BCR-ABL1 oraz ipsogen dajg
rownowazne wyniki.
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Symbole

Nastepujgce symbole mogg sie pojawi¢ na opakowaniach i etykietach:

N> Zawiera odczynniki wystarczajgce na <N> reakc;ji

Uzyj do

SIS

IVD Do diagnostycznego uzytku medycznego in vitro

Numer katalogowy

Numer patrtii (lot)

MAT Numner materiatu

GTIN Globalny Numer Jednostki Handlowe] (Global Trade Item Number)
Ograniczenia temperaturowe

Producent

Sl Aol BN

Zapoznaj sie z instrukcjg uzytkowania

Informacje Kontaktowe

Aby uzyskaé pomoc techniczng i znalez¢ wiecej informacji, zapraszamy do
naszego Centrum Pomocy Technicznej www.qiagen.com/Support lub
zadzwon na 00800-22-44-6000 lub do kontaktu z jednym z wydziatdw pomocy
technicznej QIAGEN lub z lokalnym dystrybutorem lub odwiedz strone
www.qgiagen.com.
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Informacje Dotyczace Zamawiania

Produkt Zawartos¢ Nr kat.
Zestaw ipsogen BCR- Na 24 reakcje: Reverse transcriptase 670823
ABL1 Mber IS-MMR (odwrotna transkryptaza), 5x RT buffer (bufor
DX (24) do odwr. transkrypcji), dNTP mix (mieszanina

nukleotydoéw), Random primer (startery RT),
RNase Inhibitor (inhibitor RNaz), DTT, gPCR
Master mix (mieszanina qPCR), Mbcr and
ABL Single Plasmid Standards (standardy
plazmidowe Mbcr i ABL), High RNA Positive
Control (wysoce pozytywna kontrola RNA), I1S-
MMR Calibrator (kalibrator), ROX | fluorescent
dye (barwnik fluorescencyjny ROX 1), ROX Il
fluorescent dye (barwnik fluorescencyjny ROX
II), Primers and Probe Mix ABL, Primers and
Probe Mix BCR-ABL Mbcr Fusion Gene
(mieszaniny starter6w i sond)

Aparat Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM — do zwalidowanej
analizy PCR w czasie rzeczywistym w zastosowaniach
klinicznych (IVD)

Rotor-Gene Q MDx Termocykler do PCR w czasie rzeczywistym z 9002032
5plex HRM Platform analizatorem HRM (High Resolution Melt) z

5 kanatami (zielony, zétty, pomaranczowy,

czerwony, karmazynowy) i dodatkowy kanat

HRM, laptop, oprogramowanie, akcesoria, 1

rok gwarancji na czesci i serwis, instalacja i

szkolenie nie sg zawarte.

Rotor-Gene Q MDx Termocykler do PCR w czasie rzeczywistym z 9002033
5plex HRM System analizatorem HRM (High Resolution Melt) z

5 kanatami (zielony, zétty, pomaranczowy,

czerwony, karmazynowy) i dodatkowy kanat

HRM, laptop, oprogramowanie, akcesoria, 1

rok gwarancji na czesci i serwis, instalacja i

szkolenie sg zawarte

Zestawy RNeasy — do izolacji catkowitego RNA

RNeasy Mini Kit (50) Na 50 izolacji RNA: 50 kolumn wiréwkowych 74104
RNeasy Mini Spin Columns, probdwki
Collection Tubes (1,5 ml i 2 ml), RNase-free
Reagents and Buffers (odczynniki i bufory
wolne od RNaz)

RNeasy Midi Kit (50) Na 50 izolacji RNA: 50 kolumn wiréwkowych 75144
RNeasy Midi Spin Columns, probdwki
Collection Tubes (15 ml), RNase-free
Reagents and Buffers (odczynniki i bufory
wolne od RNaz)
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Aktualne informacje na temat licencji i zastrzezen dotyczgcych konkretnych
produktow mozna uzyskac z podrecznika odpowiedniego zestawu lub z
instrukcji obstugi QIAGEN. Podreczniki zestawow QIAGEN i instrukcje obstugi
sg dostepne na stronie www.giagen.com. Mozna je takze zamowi¢ w dziale
pomocy technicznej firmy QIAGEN lub u lokalnego dystrybutora.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Ten produkt jest przeznaczony do diagnostycznego uzytku in vitro. Produkty ipsogen nie mogg by¢ odsprzedawane, modyfikowane do
odsprzedazy ani uzywane celem produkcji artykutéw komercyjnych bez pisemnej zgody QIAGEN.

Informacje zawarte w tym dokumencie mogg zosta¢ zmienione bez uprzedzenia. QIAGEN nie ponosi odpowiedzialnosci za zadne btedy mogace
pojawi¢ sie w tym dokumencie. Ten dokument powinien zawiera¢ kompletne i prawdziwe informacje w momencie jego publikacji. W zadnym
wypadku QIAGEN nie bedzie odpowiedzialny za przypadkowe, zamierzone, wielokrotne lub bedgce konsekwencjg szkody powstate w skutek
korzystania z tego dokumentu.

Produkty ipsogen sg gwarantowane w zakresie spetniania przez nie okreslonych dla nich parametréw. Jedynym zobowigzaniem QIAGEN oraz
jedyna mozliwoscig zgtaszania reklamaciji przez klienta, w przypadku gdy produkt nie dziata zgodnie z gwarancja, jest wytacznie wymiana
produktéw bez optaty.

Ten produkt zawiera SuperScript® Ill Reverse Transcriptase, ktéry to odczynnik jest podmiotem jednego lub wiecej wnioskéw patentowych w USA
i odpowiednikéw poza USA, ktorych wtascicielem jest Life Technologies Corporation i jest sprzedawany w porozumieniu pomiedzy Life
Technologies Corporation i Ipsogen. Cena zakupu tego produktu zawiera ograniczone, nietransferowalne prawa zwigzane z okreslonymi
patentami do uzytkowania danej iloéci produktu tylko do uzytku w ramach pomiaréw transkryptéw BCR-ABL p210. Zadne inne prawa nie sg
udzielone, wliczjgc brak praw do uzytku tego produktu w zastosowaniach kryminalistycznych. Wiecej informacji dotyczacych nabycia praw
podlegajacych patentom nalezgcym do Life Technologies Corporation mozna uzyskaé kontaktujac si¢ z Licensing Department, Life Technologies
Corporation, 5791 Van Allen Way, Carlsbad, CA 92008. (760) 603-7200. E-mail: Outlicensing@lifetech.com.

Znaki towarowe: QIAGEN?®, ipsogen®, RNeasy®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group); ABI PRISM®, Applied Biosystems®, FAM™, ROX™,
SuperScript®, SYBR®, TAMRA™ (Thermo Fisher Scientific Inc.); Agilent®, Bioanalyzer® (Agilent Technologies, Inc.); Excel® (Microsoft
Corporation); LightCycler®, TagMan® (Roche Group); TRIzol® (Molecular Research Center, Inc.).

Ograniczona Umowa Licencyjna
Uzywanie tego produktu oznacza zgode nabywcy badz uzytkownika zestawu ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR DX na nastgpujgce warunki:

1. Zestaw ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR DX moze byé uzywany wytgcznie zgodnie z wytycznymi zawartymi w instrukcji zestawu ipsogen
BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR DX i tylko wraz z komponentami zawartymi w zestawie. Firma QIAGEN nie udziela zadnej licencji na swojg
wiasnos$¢ intelektualng w zakresie uzytkowania lub wigczania dotgczonych sktadnikéw tego zestawu do innych sktadnikéw nie zawartych w
tym zestawie z wyjatkiem tego co opisano w instrukcji zestawu ipsogen BCR-ABL1 MbcrlS-MMR DX i w dodatkowych protokotach
dostepnych pod adresem www.giagen.com.

2. Za wyjatkiem wyraznie okreslonych licencji, firma QIAGEN nie udziela gwaranciji, ze ten zestaw i/lub jego stosowanie nie narusza praw stron
trzecich.

3. Niniejszy zestaw i jego skfadniki posiadajg licencje wytacznie na jednorazowe uzycie i nie mozna ich ponownie uzywac, regenerowac lub
odsprzedawac.

4. Firma QIAGEN w szczegdlnos$ci odrzuca wszystkie inne licencje, wyrazone lub domniemane, za wyjgtkiem licencji wyraznie podanych w
dokumentacji.

5. Nabyweca i uzytkownik tego zestawu wyrazajg zgode na niepodejmowanie ani niepozwalanie stronom trzecim na podejmowanie krokéw, ktére
mogtyby prowadzi¢ do czynno$ci zabronionych powyzej lub utatwia¢ takie czynnosci. Firma QIAGEN moze egzekwowa¢ zakazy niniejszej
Ograniczonej Umowy Licencyjnej w sadzie i bedzie dochodzi¢ odzyskania wszystkich kosztéw sgdowych i procesowych, wigcznie z kosztami
prawnikow, przy wszystkich dziataniach, ktére bedg miaty na celu egzekucje postanowien niniejszej Ograniczonej Umowy Licencyjnej lub
praw do wtasnosci intelektualnej zwigzanych z tym zestawem i/lub jego sktadnikami.

Aktualne warunki licencji sg dostepne na stronie www.giagen.com.

HB-1393-003 © 2013-2016 QIAGEN, wszelkie prawa zastrzezone.
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