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QIAGEN je poprednym poskytovatefom inovativnych technolégii vzoriek a
testov, ktoré umoznuju izolaciu a detekciu obsahu akejkofvek biologickej
vzorky. Nase moderné, vysoko kvalitné produkty a sluzby zabezpec€uju uspech
od vzorky po vysledok.

QIAGEN stanovuje normy v:

Purifikacii DNA, RNA a proteinov
Testoch nukleovych kyselin a proteinov
Vyskume mikroRNA a RNAI
Automatizacii technoldgii vzoriek a testov

Nasim poslanim je umoznit vam dosiahnut’ vynikajuci uspech a prielomy. Viac
informacii najdete na stranke www.giagen.com.
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Ucel pouzitia

Suprava ipsogen BCR-ABL1 mbcr Kit je ur€ena na kvantifikaciu transkriptov
BCR-ABL p190 vo vzorkach kostnej drene alebo periférnej krvi pacientov s
Ph-pozitivnou akutnou lymfoblastickou leukémiou (acute lymphoblastic
leukemia, ALL), ktorym bola diagnostikovana udalost fuzie génov (fusion
gene, FG) BCR-ABL mbcr. Ziskané vysledky su urlené na sledovanie
ucinnosti lieCby u pacientov podstupujucich terapiu a sledovanie nasledkov
minimalneho rezidualneho ochorenia (minimal residual disease, MRD) na
sledovanie relapsu ochorenia.

Suhrn a vysvetlenie

Chromozém Philadelphia (Ph) je naj¢astejSou karyotypovou aberaciou u
dospelych s ALL. Vyskytuje sa u 20 — 30 % dospelych pacientov z celkového
mnozstva s ALL, priom incidencia stupa na viac ako 50 % u pacientov vo
veku 50 rokov alebo starSich.

V tejto translokécii je 3' segment ABL protoonkogénu na chromozéme 9 vedla
seba s 5' segmentom génu BCR na chromozome 22. BCR-ABL FG je produkt
chromozomu Ph a je konstitutivne aktivnym proteinom tyrozinkinazy.

K zlomeniu génu ABL zvy€ajne dochadza v prvom intréne. Zlomenia v géne
BCR sa vSeobecne vyskytuju v jednej z nasledujucich 3 oblasti: 5,8 kb oblast
pokryvajuca exony 12 — 16, nazyvana hlavné zlomové miesto génu (major
breakpoint cluster region, Mbcr), 55 kb sekvencia prvého intrénu, ktora sa
nazyva malé zlomové miesto génu (minor breakpoint cluster region, mbcr) a
mikro zlomové miesto génu (micro breakpoint cluster region, p-bcr).

Zlomové hodnoty vyskytujice sa v mbcr spdjaju exon 1 (el) s druhym exénom
génu ABL (a2), ¢o vedie k menSiemu fuznemu transkriptu e1a2, ktory kéduje
chiméricky protein 190 kDa (p190) (Obrazok 1). Protein p190 BCR-ABL sa
pozoruje iba u Ph+ ALL, zatial ¢o p210 BCR-ABL protein je bezny u 20 — 40 %
pacientov s Ph+ ALL a takmer u vSetkych pacientov s Ph+ chronickou
myeloidnou leukémiou (chronic myelogenous leukemia, CML).

VSetky formy faznych proteinov BCR-ABL vykazuju zvySenu a deregulovanu
aktivitu tyrozinkindzy a ukazalo sa, Ze forma p190 ma vacsi transformacny
potencial ako p210. Okrem toho sa zda, Ze tento chiméricky protein dereguluje
normalne drahy signalnej transdukcie zavislé od cytokinov, ¢o vedie k inhibicii
rastu nezavislého od apoptdzy alebo rastového faktora.
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Obrazok 1. Schematicky diagram transkriptu FG BCR-ABL mbcr pokrytého primermi
gPCR a supravou sond: ENF402-ENP541-ENR561. Cislo pod primérmi a sondami
odkazuje na ich nukleotidovu polohu v normalnej transkripcii génov.

LieCba pacientov s Ph+ ALL bola optimalizovana zavedenim inhibitorov
tyrozinkindzy, ¢im sa vyznamne zlepSilo prezitie tychto pacientov (prehfad je
uvedeny v referencii 1). U tychto pacientov je potrebné sledovanie MRD.
SuCasna metodika na meranie hladiny MRD zahffa pouZitie kvantitativnej
polymerazovej retazovej reakcie (quantitative polymerase chain reaction,
gPCR) v realnom Case, priCom pocty transkriptov BCR-ABL suvisia s po¢tami
transkriptov kontrolného génu. Na tejto technike je zalozena suprava ipsogen
BCR-ABL1 mbcr Kit.

Princip postupu

gPCR umoznuje presnu kvantifikaciu produktov PCR pocCas exponencialnej
fazy procesu amplifikacie PCR. Udaje kvantitativnej PCR je mozné rychlo
ziskat' bez spracovania po PCR, a to detekciou fluorescenénych signéalov v
realnom Case pocas cyklovania PCR a/alebo po nom, ¢im sa vyznamne
znizuje riziko kontaminacie produktu PCR. V sucCasnosti su k dispozicii 3
hlavné typy technik qPCR: analyza qPCR pomocou zeleného farbiva SYBR®
Green | Dye, analyza gPCR pomocou hydrolyzaénych sond a analyza gPCR
pomocou hybridizacnych sond.

Tento test vyuziva princip hydrolyzy oligonukleotidu dvojiteho farbiva gPCR.
PocCas PCR priame a reverzné priméry hybridizuju do Specifickej sekvencie. V
rovnakej zmesi je obsiahnuty oligonukleotid dvojitého farbiva. Tato sonda,
ktord sa sklada z oligonukleotidu oznaeného farbivom 5' reportéra a za
danym miestom farbivom 3' zhasSadla, hybridizuje do ciefovej sekvencie v
ramci produktu PCR. Analyza qPCR s hydrolyzanymi sondami vyuziva
aktivitu exonukleazy 5'->3' polymerazy DNA Thermus aquaticus (Taq). Ked je
sonda nedotknutd, blizkost' farbiva reportéra pri farbive zhasadla spdsobuje
potlatenie fluorescencie reportéra primarne prevodom energie Forsterovho

typu.
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Ak je poCas PCR pritomny ciel zaujmu, sonda Specificky hybridizuje medzi
miestami priamych a reverznych primérov. Aktivita exonukleazy 5'->3'
polymerazy DNA Stiepi sondu medzi reportéra a zhaSadlo iba v pripade, ked
sonda hybridizuje na ciel. Fragmenty sondy su potom z ciefa vytlacené a
polymerizacia vlakna pokracuje. Koniec sondy 3' je blokovany, aby sa
zabranilo extenzii sondy poas PCR (Obrazok 2). Tento proces nastane v
kazdom cykle a nebude naruseny exponencialnou akumulaciou produktu.

Zvysenie fluorescenéného signalu je detegované iba v pripade, Zze cielova
sekvencia bude komplementarna so sondou, a tym bude pofas PCR
amplifikovana. Pre tieto poziadavky sa nedeteguje neSpecifickou
amplifikaciou. Preto je zvySenie fluorescencie priamo umerné cielovej
amplifikacii po¢as PCR.
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Obrazok 2. Princip reakcie. Celkova RNA sa reverzne transkribuje a generovana cDNA sa
amplifikuje pomocou PCR s vyuZzitim péaru Specifickych primérov a Specifickej internej sondy
s dvojitym farbivom (FAM™-TAMRA™). Sonda sa viaze na amplikon poc¢as kazdého korku
hybridizacie PCR. Ked sa Taq DNA rozsiri z primérovej vazby k amplikénu, vytlaci 5' koniec
sondy, ktory sa potom degraduje aktivitou exonukleazy 5'->3' polymerazy Taq DNA.
Stiepenie pokraduje, pokial zostavajica sonda amplikén neroztavi. Tento proces uvolfiuje do
roztoku fluérofor a zhaSadlo, priestorovo ich oddeluje a vedie k zvySeniu fluorescencie
spbsobenej FAM a poklesom fluorescencie pochadzajucej z TAMRA.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Dodavané materialy

Obsah supravy

ipsogen BCR-ABL1 mbcr Kit (24)
Katalégové €islo 670023
Pocet reakcii 24
ABL Control Gene Standard Dilution (Standardné C1-ABL 50 pl
riedenie kontrolného génu ABL) (102 képii/5 pl)

ABL Control Gene Standard Dilution (Standardné C2-ABL 50 ul
riedenie kontrolného génu ABL) (10* k6pii/5 pl)

ABL Control Gene Standard Dilution (Standardné C3-ABL 50 pl
riedenie kontrolného génu ABL) (10° kopii/5 pl)

BCR-ABL mbcr Fusion Gene Standard Dilution

(Standardné riedenie fizneho génu BCR-ABL F;L-licler;—lerL 50 pl
mbcr) (10! képii/5 pl)

BCR-ABL mbcr Fusion Gene Standard Dilution

(Standardné riedenie fizneho génu BCR-ABL Fgﬁg':ﬁ‘gl‘ 50 pl
mbcr) (102 képii/5 pl)

BCR-ABL mbcr Fusion Gene Standard Dilution

(Standardné riedenie flzneho génu BCR-ABL Fg-licler;—lerL 50 pl
mbcr) (102 képii/5 pl)

BCR-ABL mbcr Fusion Gene Standard Dilution

(Standardné riedenie flzneho génu BCR-ABL Fg'licz:F;QCEL 50 pl
mbcr) (10° képii/5 pl)

BCR-ABL mbcr Fusion Gene Standard Dilution

(Standardné riedenie fizneho génu BCR-ABL Fg'ligi;ggl‘ 50 pl

mbcr) (108 kopii/5 pl)

Primers and Probe Mix ABL (ABL zmes primérova PPC-ABL 25x 90 pl
sond)*

Primers and Probe Mix BCR-ABL mbcr Fusion PPF-mbcr 25x 110 pl
Gene (Zmes primérov a sond fuzneho génu BCR-
ABL mbcr)*

Priru¢ka k ipsogen BCR-ABL1 mbcr Kit (anglictina) 1

* Zmes Specifickych reverznych a priamych primérov pre kontrolny gén ABL plus Specifick&
sonda FAM-TAMRA.

T Zmes 3pecifickych reverznych a priamych primérov pre fazny gén BCR-ABL mbcr plus
Specifickd sonda FAM-TAMRA.
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Poznamka: Pred pouzitim kratko odstredte Standardné riedenia a zmesi
primérov a sond.

Pozadované materialy, ktoré sa nedodavaju

Pocas prace s chemikaliami noste vzdy vhodny laboratérny plast, jednorazové
rukavice a ochranné okuliare. Viac informacii najdete na prislusnych kartach
bezpecnostnych udajov (KBU), ktoré su k dispozicii u dodavatefa produktov.

Reagencie

B Voda PCR stupiia bez obsahu nukleazy

B Reagencie pre reverznu transkripciu: Validovanou reagenciou je
Superscript® 1l (alebo Superscript) Reverse Transcriptase, obsahuje 5x
pufer prvého vlakna, 100 mM DTT (Life Technologies, €. kat. 18064-022)

B Inhibitor RNazy: Validovanou reagenciou je RNaseOUT™ (Life Technologies,
kat. €. 10777-019)

B Sdbor dANTP, stuperi PCR

B N&hodny hexameér

M MgCl;

B Polymerdza pufra a Tag DNA: Validované reagencie si TagMan®

Universal PCR Master Mix (Master Mix PCR 2x) (Life Technologies,
kat. €. 4304437) a LightCycler TagMan Master (Master Mix PCR 5x)
(Roche, kat. €. 04535286001)

Spotrebny material

M Sterilné Spicky PCR pipiet bez obsahu nukleaz odolné voci aerosélom s
hydrofébnymi filtrami

M 0,5 mlalebo 0,2 ml PCR skimavky neobsahujuce RNazu a DNazu

M Lad

Zariadenie

B Mikrolitrova pipeta* uréena na PCR (1 — 10 pl; 10 — 100 pl; 100 — 1000 pl)

B Stoln& odstredivka* s rotorom pre reakéné skumavky s objemom 0,2 mi/0,5 ml
(schopna dosiahnut 10 000 ot/min)

B Pristroj na real-time PCR:* Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM alebo iny
pristroj Rotor-Gene; LightCycler 1.2, 2.0, alebo 480; ABI PRISM 7000,
7700 alebo 7900HT SDS; alebo pristroj SmartCycler a suvisiaci Specificky
material

B Tepelny cyklovac* alebo vodny kupel* (krok reverznej transkripcie)

* Qverte, Ci boli pristroje skontrolované a kalibrované podla odporuc¢ani vyrobcu.
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Doplnkové reagencie

M Sdprava ipsogen BCR-ABL1 mbcr Controls Kit (kat. €. 670091)
obsahujaca bunkové linie s negativhou, vysokou a nizkou pozitivhou
expresiou fuzneho génu BCR-ABL mbcr na kvalitativnhe overenie extrakcie
RNA reverznej transkripcie

Varovania a preventivne opatrenia
Na diagnostické pouZzitie in vitro

PocCas prace s chemikaliami noste vzdy vhodny laboratérny plast, jednorazové
rukavice a ochranné okuliare. Dal$ie informacie najdete v prislusnych kartach
bezpeénostnych udajov (KBU). Tieto materidly su k dispozicii on-line
v praktickom a kompaktnom formate PDF na adrese www.giagen.com/safety.
Na tejto adrese mbzete vyhladat, zobrazit a vytlacit kartu bezpecnostnych
udajov (KBU) pre kazdu stpravu QIAGEN a jej sucasti.

Odpad vzoriek a testov likvidujte podfa miestnych bezpecnostnych predpisov.

Vseobecné bezpeénostné opatrenia

Testy gPCR vyZaduju spravne laboratérne postupy vratane Udrzby zariadeni,
ktoré su uréené pre molekularnu biolégiu a su v sulade s platnymi predpismi a
prislusnymi normami.

Tato suprava je ur€ena na diagnostické pouzitie in vitro. Reagencie a pokyny
dodavané v tejto stprave boli validované pre optimalny vykon. DalSie riedenie
reagencii alebo zmena inkubaénych €asov a teplét méze viest k chybnym
alebo nezhodnym udajom. Ak su reagencie PPC a PPF vystavené svetlu,
mozZu sa zmenit. VSetky reagencie su pripravené na Specifické pouzitie s
tymto testom. Pre optimalny vykon testu by sa nemali robit Ziadne substitucie.

UrCovanie uarovne transkriptov pomocou gPCR si vyzaduje reverznu
transkripciu mMRNA a amplifikaciu cDNA vytvorenej pomocou PCR. Preto musi
byt cely postup testu vykonany v podmienkach bez RNazy/DNazy.

Budte mimoriadne opatrni, aby ste zabranili:

M kontaminacii RNazy/DNazy, ktora by mohla spdsobit degradaciu
templatovej mMRNA a vytvorenej cDNA

B kontaminacii prenosom mRNA alebo PCR, ktora by mohla viest k faloSne
pozitivnemu signalu

Preto odporu¢ame nasledujuce.

B Pri vykonavani testu pouzivajte laboratérne vybavenie neobsahujuce
nukleazy (napr. pipety, hroty pipiet, reakéné flastiCky) a noste rukavice.

B Na vSetky pipetovacie kroky pouzivajte Cerstvé pipetové hroty odolné vo i
aerosolom, aby sa zabrénilo krizovej kontamin&cii vzoriek a reagencii.
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B Pripravte predbeznd zmes PCR master s prisluSsnym materialom (pipety,
hroty atd.) v prisluSnej oblasti, kde nie su zavedené Ziadne matrice DNA
(cDNA, DNA, plazmid). Sablonu pridajte do samostatnej zony (najlepSie v
samostatnej miestnosti) so Specifickym materialom (pipety, hroty, atd.).

M So Standardnymi riedeniami (C1-3 a F1-5) manipulujte v samostatne;
miestnosti.

Skladovanie a manipulacia s reagenciami
Supravy sa dodavaju na suchom fade a po prijati sa musia skladovat’ pri
teplote -30°C az -15°C.

B Minimalizujte vystavenie zmesi primérov a sondy (skiimavky PPC a PPF)
svetlu.

B Pred otvorenim skiumavky jemne premiesajte a odstredte.
B VSetky komponenty supravy skladujte v pdvodnych obaloch.

Tieto podmienky skladovania platia pre otvorené aj neotvorené komponenty.
Komponenty skladované za inych podmienok, ako je uvedené na Stitkoch,
nemusia spravne fungovat a mézu nepriaznivo ovplyvnit vysledky testu.

Datum exspiracie pre kazdua reagenciu je uvedeny na Stitkoch jednotlivych
komponentov. Za spravnych skladovacich podmienok si produkt zachova
svoju vykonnost’ az do datumu exspiracie, ktory je uvedeny na Stitku.

Neexistuju Zziadne zjavné znaky naznacujuce nestabilitu tohto produktu.
Pozitivne a negativne kontroly by sa vSak mali vykonavat suCasne s
neznamymi skasobnymi vzorkami.
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Postup

Priprava vzorky RNA

Priprava RNA zo vzoriek od pacientov (krv alebo kostna dren) musi byt
vykonana overenym postupom. Kvalita testu velmi zavisi od kvality vstupnej
RNA. Preto odporu¢ame vymedzit RNA elektroforeticky purifikovana
agardzovy* gélom alebo pouzitim Agilent® Bioanalyzer® pred analyzou.

Protokol: Odporu¢ana standardizovana reverzna
transkripcia EAC

Postup, ktory sa ma vykonat’ pred zac¢atim
B Pripravte dNTP, 10 mM kazdy. Skladujte pri teplote —20 °C v alikvotach.

Postup

1. Rozmrazte vSetky potrebné komponenty a polozte ich na lad.
2. Inkubujte 1 pg RNA (1 — 4 ul) 10 minut pri teplote 70 °C a okamzite ich
ochlad'te na lade v priebehu 5 minut.

3. Kratko odstred'ujte (priblizne 10 sekund pri otackach 10 000 ot./min.,
aby sa zozbierala kvapalina v spodnej ¢asti skiumavky). Potom drzte
na Pade.

4. Pripravte nasledujucu zmes RT podla poétu vzoriek, ktoré by mali
byt spracované (Tabulka 1).

" Pocas prace s chemikdliami noste vzdy vhodny laboratérny plast, jednorazové rukavice
a ochranné okuliare.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Tabulka 1. Priprava zmesi RT

Objem na Kone€na

Komponent vzorku (ul) koncentracia
Pufer prvého vlakna (dodavany s
produktom Superscript Il Reverse 4,0 1x
Transcriptase), 5x
MgCl2 (50 mM) 2,0 5mM
dNTP (10 mM kazdy, musia byt vopred
pripravené a skladované pri teplote —20 °C 2,0 1 mM
v alikvotach)
DTT (10Q mM, dodavané s pro_duktom 20 10 mM
Superscript Il Reverse Transcriptase)
Inhibitor RNazy (40 U/ul) 0,5 1 U/l
Nahodny hexamér (100 puM) 5,0 25 uM
Superscript Il alebo Superscript Reverse
Transcriptase (200 U/ul) 0.5 5 Ul
Zahrievana vzorka RNA (prida sa v
kroku 5) 1,0-4,0 50 ng/ul
Voda PCR stupfia bez obsahu nukleazy

s 0,0-3,0 —
(prida sa v kroku 5)
Konecny objem 20,0 -

5. Napipetujte 16 pl zmesi RT do kazdej skumavky PCR. Potom pridajte
1 -4l (1 pg) RNA (z kroku 3) a nastavte objem na 20 ul s vodou PCR
stupna bez obsahu nukleazy (pozri Tabulku 2).

Tabulka 2. Priprava reakcie reverznej transkripcie

Komponent Objem (ul)
Zmes RT 16
Zahrievana vzorka RNA (1 pg) 1-4
Voda PCR stupna bez obsahu 03
nukleazy

Konec€ny objem 20

12 Priru¢ka k ipsogen BCR-ABL1 mbcr Kit 03/2015



6. Dobre premieSajte a kratko odstred'ujte (priblizne 10 sekund pri
10 000 ot./min., aby sa zozbierala kvapalina v spodnej ¢asti
skdamavky).

7. Inkubujte pri teplote 20 °C po dobu 10 minut.

8. Inkubujte pri teplote 42 °C na tepelnom cyklovacéi 45 minut, potom
okamzite 3 minuty pri teplote 99 °C.

9. 5 minut ochladzujte na l'ade (aby sa zastavila reakcia).

10. Kratko odstred'ujte (priblizne 10 sekind 10 000 ot./min., aby sa
zozbierala kvapalina v spodnej ¢asti skiumavky). Potom drzte na l'ade.

11. Koneénu cDNA rozriedte 30 pl vody PCR stupna bez obsahu
nukleazy, aby bol koneény objem 50 pl.

12. Vykonajte PCR podla nasledujucich protokolov v sulade s vaSim
pristrojom na gPCR.
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Protokol: gPCR na pristrojoch Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM alebo Rotor-Gene Q 5plex HRM so 72-skimavkovym
rotorom

Pri pouziti tohto pristroja sa odporu¢a vykonat v8etky merania dvakrat, ako je
uvedeneé v Tabulke 3.

Tabulka 3. Pocet reakcii pre pristroje Rotor-Gene Q so 72-skimavkovym
rotorom

Vzorky Reakcie

S primérmi ABL a zmesou sond (PPC-ABL)

n vzoriek cDNA n x 2 reakcie

e e
Kontrola vody 2 reakcie

S primérmi BCR-ABL mbcr a zmesou sond (PPF-mbcr)
n vzoriek cDNA n x 2 reakcie

2 x 5 reakcii (5 zriedeni, kazdé

Standard mber testované dvakrat)

Kontrola vody 2 reakcie

Spracovanie vzoriek pristrojmi Rotor-Gene Q so 72-skimavkovym rotorom

V ramci jedného experimentu odporuCame testovat najmenej 8 vzoriek cDNA
s ciefom optimalizovat’ pouzivanie Standardov a primérov a zmesi sond.
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Obrazok 3. Navrhované nastavenie rotora pre kazdy experiment s ipsogen BCR-ABL1
mbcr Kit. F1-5: Standardy BCR-ABL mbcr; C1-3: ABL Standardy; S:vzorka cDNA;
H->O: kontrola vody.

Poznamka: Vzorku, ktora sa ma testovat, vzdy umiestnite do polohy 1 rotora.
Inak pocas kalibraéného kroku pristroj nevykona kalibraciu a ziskaju sa
nespravne Udaje o fluorescencii.

Vyplnte vSetky ostatné polohy prazdnymi skumavkami.

gPCR na pristroje Rotor-Gene Q so 72-skimavkovym rotorom
Poznamka: Vykonajte vSetky kroky na fade.

Postup

1. Rozmrazte vSetky potrebné komponenty a polozte ich na lad.

2. Pripravte nasledujucu zmes qPCR podla poc¢tu vzoriek, ktoré by mali
byt spracované.
VSetky koncentracie su pre koneény objem reakcie.
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Tabulka 4 opisuje schému pipetovania pre pripravu jednej zo zmesi
reagencii, vypocCitanej tak, aby sa dosiahol konecny reakCny objem 25 ul.
Predbezna zmes sa mé&ze pripravit podfa poCtu reakcii s pouzitim rovnakej
zmesi priméra a sond (PPC-ABL alebo PPF-mbcr). Zahrnuté su aj dalSie
objemy na kompenzéaciu chyby pipetovania.

Tabulka 4. Priprava zmesi qPCR

BCR-ABL

1reakcia ABL:24+1 mbcr: 28+1 Koneéna
Komponent (ul) reakcii ()  reakcii (uI) koncentracia
TagMan
Universal PCR 12,5 312,5 362,5 1x
Master Mix, 2x
Priméry a zmes
s 25 1 25 29 1x
Voda PCR
stupna bez 6,5 162,5 188,5 _
obsahu
nukleazy
Vzorka (ma byt
pridana v 5 5 kazda 5 kazda -
kroku 4)
Celkovy objem 25 25 kazda 25 kazda -

3. Dispenzujte 20 pl predbeznej zmesi qPCR na skumavku.

4. Pridajte 5 pl produktu RT (cDNA, ekvivalent 100 ng RNA) ziskaného z
reverznej transkripcie (pozri , Protokol: Odporu¢ana standardizovana
reverzna transkripcia EAC*, strana 11) do prislusnej skumavky
(celkovy objem 25 pl).

5. Opatrne premieSajte pipetovanim hore a dole.

6. Skumavku umiestnite do tepelného cyklovaéa podla odporucani
vyrobcu.

7. Naprogramujte pristroj Rotor-Gene Q a program tepelného
cyklovaéa, ako je uvedené v Tabulke 5.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Tabulka 5. Teplotny profil

Mode of analysis Kvantifikacia
(Rezim analyzy)

Hold Teplota: 50 stup.
(Vydrz) Cas: 2 min.
Hold 2 Teplota: 95 stup.
(Vydrz 2) Cas: 10 min.
Cycling 50-krat

(Cyklovanie) 95 stup. na 15 sek.

60 stup. na 1 min. so ziskanim fluorescencie FAM
v kanali Green: Jednotlivy

8. V pripade pristrojov Rotor-Gene Q zvolte na analyzu moznost’ ,,Slope
Correct” (Sklon spravny). Odporu¢ame nastavit’ prah na hodnotu 0,03.
Program teplotného cyklovania spustite podla Tabulky 5.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Protokol: gPCR na pristroji ABlI PRISM 7000, 7700 a 7900HT
SDS a pristroji LightCycler 480

Pri pouziti zariadenia qPCR s 96 jamkami sa odporua vykonat vSetky
merania dvakrét, ako je uvedené v Tabulke 6.

Tabulka 6. Pocet reakcii pri pouziti zariadenia qPCR s 96 jamkami

Vzorky Reakcie

S primérmi ABL a zmesou sond (PPC-ABL)

n vzoriek cDNA n x 2 reakcie

e e
Kontrola vody 2 reakcie

S primérmi BCR-ABL mbcr a zmesou sond (PPF-mbcr)
n vzoriek cDNA n x 2 reakcie

2 x 5 reakcii (5 zriedeni, kazdé

Standard mber testované dvakrat)

Kontrola vody 2 reakcie

Spracovanie vzoriek na pristrojoch ABI PRISM 7000, 7700 a 7900 SDS a
na pristroji LightCycler 480

V ramci jedného experimentu odporu¢ame testovat najmenej 8 vzoriek cDNA
s cielom optimalizovat pouZzivanie Standardov a primérov a zmesi sond.
Schéma dostiCiek na obrazku 4 znazorriuje priklad takéhoto experimentu.
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Obrazok 4. Navrhované nastavenie dosticiek pre jeden experiment. S: vzorka cDNA;
F1-5: Standardy BCR-ABL mbcr; C1-3: Standardy ABL; HO: kontrola vody.

gPCR na pristroji ABI PRISM 7000, 7700 a 7900 SDS a pristroji
LightCycler 480

Poznamka: Vykonajte vSetky kroky na fade.

Postup

1. Rozmrazte vSetky potrebné komponenty a poloZzte ich na Fad.

2. Pripravte nasledujucu zmes qPCR podla poétu vzoriek, ktoré by mali
byt spracované. Pri pouziti zariadenia qPCR s 96 jamkami sa
odporuéa vykonat’ vSetky merania dvakrat.

VSetky koncentracie su pre konecny objem reakcie.

Tabufka 7 opisuje schému pipetovania pre pripravu jednej zo zmesi
reagencii, vypocitanej tak, aby sa dosiahol kone¢ny reakény objem 25 ul.
Predbezna zmes sa moze pripravit podla poctu reakcii s pouzitim rovnake;j
zmesi priméra a sond (PPC-ABL alebo PPF-mbcr). Zahrnuté su aj dalSie
objemy na kompenzéaciu chyby pipetovania.
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Tabul'ka 7. Priprava zmesi qPCR

BCR-ABL

1reakcia ABL: 24+1 mbcr: 28+1 Konecna
Komponent (7)) reakcii (ul) reakcii (ul) koncentracia
TagMan
Universal PCR 12,5 312,5 362,5 1x
Master Mix, 2x
Priméry a zmes
sand, 25x 1 25 29 1x
Voda PCR
stupna bez 6,5 162,5 188,5 _
obsahu
nukleazy
Vzorka (ma byt
pridana v 5 5 kazda 5 kazda —
kroku 4)
Celkovy objem 25 25 kazda 25 kazda —

3. Dispenzujte 20 ul predbeznej zmesi gPCR na jednu jamku.

4. Pridajte 5 pl produktu RT (cDNA, ekvivalent 100 ng RNA) ziskaného v
reverznej transkripcii (pozri ,Protokol: Odporu€ana standardizovana
reverzna transkripcia EAC*, strana 11) v prislusnej jamke (celkovy
objem 25 pl).

5. Opatrne premieSajte pipetovanim hore a dole.

Zatvorte dosticku a kratko odstred’ujte (300 x g, priblizne 10 sekund).

7. Dosticku umiestnite do tepelného cyklovaéa podla odporucani
vyrobcu. Naprogramujte tepelny cyklovaé a program tepelného
cyklovaéa, ako je uvedené v Tabulke 8 pre pristroje ABI PRISM 7000,
7700 a 7900HT SDS alebo v Tabulke 9 pre néastroj LightCycler 480.

o

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Taburlka 8. Teplotny profil pre ABI PRISM 7000, 7700 a 7900HT SDS

Mode of analysis Standardna krivka — absolttna kvantifikacia

(Rezim analyzy)

Hold Teplota: 50 °C

(Vydrz) Cas: 2 min.

Hold 2 Teplota: 95 °C

(Vydrz 2) Cas: 10 min.

Cycling 50-krat

(Cyklovanie) 95 °C na 15 sekund
60 °C 1 minutu so ziskanim fluorescencie FAM,;
zhaSadlo: TAMRA

Tabulka 9. Teplotny profil pre pristroj LightCycler 480

Mode of analysis Absoldtna kvantifikacia (,Abs Quant®)
(Rezim analyzy)

Detection formats V okne Formaty detekcie vyberte moznost
(Formaty detekcie) ,Simple Probe* (Jednoducha sonda)

Hold Teplota: 50 °C
(Vydrz) Cas: 2 min.

Hold 2 Teplota: 95 °C
(Vydrz 2) Cas: 10 min.
Cycling 50-krat
(Cyklovanie) 95 °C na 15 sekund

60 °C 1 minultu so ziskanim fluorescencie FAM,
¢o zodpoveda (483-533 nm) pri LC verzii 01 a
(465-510 nm) pri LC verzii 02

8. V pripade nastrojov ABI PRISM 7000, 7700 a 7900HT SDS postupujte
podla kroku 8a. V pripade pristroja LightCycler 480 postupujte podla
kroku 8b.

8a. ABI PRISM 7000, 7700 a 7900HT SDS: Odporuc¢ame nastavit’ prah na
hodnotu 0,1, ako je opisané v protokole EAC v kroku analyzy o ABI
PRISM SDS a zakladné hodnoty nastavit medzi cyklami 3 a 15.
Spustite program cyklovania podla udajov v Tabul'ke 8.
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8b. Pristroj LightCycler 480: Odporu¢ame rezim analyzy Fit point s
pozadim nastavenym na hodnotu 2.0 a prahovou hodnotou 2.0.
Program teplotného cyklovania spustite podla Tabulky 9.
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Protokol: gPCR na pristrojoch LightCycler 1.2 a 2.0

Odporu¢ame merat vzorky dvakrat pomocou kapilarnych pristrojov a
kontrolovat ich len raz, ako je uvedené v Tabulke 10.

Tabulka 10. Pocet reakcii pre pristroje LightCycler 1.2 a 2.0

Vzorky Reakcie

S primérmi ABL a zmesou sond (PPC-ABL)

n vzoriek cDNA n x 2 reakcie

ABL &tandard 1 x 3 reakcie (3 Standardné

zriedenia, kazdé testované raz)
Kontrola vody 1 reakcia
S primérmi BCR-ABL mbcr a zmesou sond (PPF-mbcr)
n vzoriek cDNA n x 2 reakcie

1 x 5 reakcii (5 Standardnych

Standard mbcr zriedeni, kazdé testované raz)

Kontrola vody 1 reakcia

Spracovanie vzoriek na pristrojoch LightCycler 1.2 a 2.0

V ramci jedného experimentu odporuCame testovat najmenej 5 vzoriek cDNA
na optimalizovanie pouZivania Standardov a primérov a zmesi sond. Kapilarna
schéma na obrazku 5 znazornuje priklad experimentu.
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Obrazok 5. Navrhované nastavenie rotora pre kazdy experiment s ipsogen BCR-ABL1
mbcr Kit. F1-5: Standardy BCR-ABL mbcr; C1-3: Standardy ABL; S: neznama vzorka DNA
uréena na analyzu; H>O: kontrola vody.

gPCR na pristrojoch LightCycler 1.2 a 2.0

Poznamka: Pre osobitné technologické poziadavky sa musia experimenty na
nastroji LightCycler vykonavat' s pouzitim Specifickych reagencii. Odporu¢ame
pouzit LightCycler TagMan Master a pri priprave Master Mix 5x postupujte
podfa odporucani vyrobcu.

Poznamka: Vykonajte vSetky kroky na fade.

Postup

1. Rozmrazte vSetky potrebné komponenty a polozte ich na lad.

2. Pripravte nasledujucu zmes qPCR podla poétu vzoriek, ktoré by mali
byt spracované.
VSetky koncentracie su pre koneény objem reakcie.
Tabulka 11 opisuje schému pipetovania pre pripravu jednej zo zmesi
reagencii, vypocitanej tak, aby sa dosiahol kone¢ny reakény objem 20 ul.
Predbezna zmes sa mé&ze pripravit podfa poCtu reakcii s pouzitim rovnakej
zmesi primérov a sond (PPC-ABL alebo PPF-mbcr). Zahrnuté su aj dalSie
objemy na kompenzéaciu chyby pipetovania.
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Tabul'ka 11. Priprava zmesi qPCR

BCR-ABL
1reakcia ABL: 14+1 mbcr: 16+1 Koneé€na
Komponent () reakcii (ul)  reakcii (ul) koncentracia

Cerstvo
pripravena
hlavna zmes
LightCycler
TagMan
Master Mix, 5x

4,0 60 68,0 1x

Priméry a
Zzmes sond, 0,8 12 13,6 1x
25X

Voda PCR
stupna bez
obsahu
nukleazy

10,2 153 173,4 -

Vzorka (méa
byt pridana v 5,0 5 kazda 5,0 kazda -
kroku 4)

Celkovy objem 20,0 20 kazda 20,0 kazda -

3. Dispenzujte 15 ul predbeznej zmesi gPCR na kapilaru.

4. Pridajte 5 pl produktu RT (cDNA, ekvivalent 100 ng RNA) ziskaného z
reverznej transkripcie (pozri , Protokol: Odporu¢ana standardizovana
reverzna transkripcia EAC", strana 11) do prislusnej skumavky
(celkovy objem 20 pl).

5. Opatrne premieSajte pipetovanim hore a dole.

6. Vlozte kapilary do adaptérov dodanych s pristrojom a kratko
odstred'te (700 x g, priblizne 10 sekund).

7. Vlozte kapilary do tepelného cyklovaéa podla odporuéani vyrobcu.

8. Naprogramujte pristroj LightCycler 1.2 alebo 2.0 a program tepelného
cyklovaéa podla Tabulky 12.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Tabulka 12. Teplotny profil

Mode of analysis Kvantifik&cia
(Rezim analyzy)

Hold Teplota: 95 °C
(Vydrz) Cas: 10 min.
Sklon: 20
Cycling 50-krat
(Cyklovanie) 95 °C na 10 sekund; sklon: 20

60 °C 1 minutu; sklon: 20; so ziskanim
fluorescencie FAM: Jednotlivy

Hold 2 (Vydrz 2) 45°C 1 minatu; sklon: 20

9. V pripade LightCycler 1.2 pokracdujte krokom 9a. V pripade
LightCycler 2.0 pokracujte krokom 9b.

9a. LightCycler 1.2: Odporué¢a sa F1/F2 a rezim ,,2"¢ derivative analysis*
(analyza zaloZzen& na 2. derivacii). Program teplotného cyklovania
spustite podla Tabul'ky 12.

9b. LightCycler 2.0: Odporuc¢ame pouzit Automatizovani (F’max)
analyzu na nastroji LightCycler 2.0 s verziu softvéru 4.0 na ziskanie
reprodukovatelnych vysledkov. Program teplotného cyklovania
spustite podla Tabul'ky 12.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Protokol: gPCR na pristroji SmartCycler

Odporu¢ame merat’ vzorky pomocou tohto pristroja dvakrat a kontrolovat ich
len raz, ako je uvedené v Tabulke 13.

Tabulka 13. Pocet reakcii pre pristroj SmartCycler

Vzorky Reakcie

S primérmi ABL a zmesou sond (PPC-ABL)

n vzoriek cDNA n x 2 reakcie

ABL Standard 2redenta, Kaidé testovant raz)
Kontrola vody 1 reakcia

S primérmi BCR-ABL mbcr a zmesou sond (PPF-mbcr)
n vzoriek cDNA n x 2 reakcie

1 x 5 reakcii (5 Standardnych

Standard mbcr zriedeni, kazdé testované raz)

Kontrola vody 1 reakcia

Spracovanie vzoriek na pristroji SmartCycler

V ramci jedného experimentu odporuCame testovat najmenej 5 vzoriek cDNA
na optimalizovanie pouZzivania Standardov a primérov a zmesi sond.
Dvojblokova schéma na obrazku 6 znazorfiuje priklad.

@ °° ee V3etky testy v tomto
prvom bloku su
QEERODO0)]  Hhemesrres
D00 0CC 00t
druhom bloku su
00600000l

Obrazok 6. Navrhované nastavenie dostiCiek pre jeden experiment. S: vzorka cDNA;
F1-5: Standardy BCR-ABL mbcr; C1-3: Standardy ABL; H.O: kontrola vody.

gPCR na pristroji SmartCycler
Poznamka: Vykonajte vSetky kroky na lade.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Postup

1. Rozmrazte vSetky potrebné komponenty a polozte ich na lad.

2. Pripravte nasledujucu zmes qPCR podla poc¢tu vzoriek, ktoré by mali
byt spracované.
VSetky koncentracie su pre konecny objem reakcie.
Tabulka 14 opisuje schému pipetovania pre pripravu jednej zo zmesi
reagencii, vypocitanej tak, aby sa dosiahol kone¢ny reakény objem 25 ul.
Predbezna zmes sa mé&ze pripravit podla poctu reakcii s pouzitim rovnakej
zmesi priméra a sond (PPC-ABL alebo PPF-mbcr). Zahrnuté su aj dalSie
objemy na kompenzéciu chyby pipetovania.

Tabulka 14. Priprava zmesi qPCR

BCR-ABL

1lreakcia ABL: 14+1 mbcr: 16+1 Konec¢na
Komponent () reakcii (ul)  reakcii (ul) koncentracia
TagMan
Universal PCR 12,5 187.,5 2125 1x
Master Mix, 2x
Priméry a zmes
sond, 25x 1 = L7 1x
Voda PCR
stupna bez 6,5 97,5 110,5 _
obsahu
nukleazy
Vzorka (ma byt
pridana v 5 5 kazda 5 kazda -
kroku 4)
Celkovy objem 25 25 kazda 25 kazda -

3. Dispenzujte 20 ul predbeznej zmesi gPCR na jednu jamku.

4. Pridajte 5 pl produktu RT (cDNA, ekvivalent 100 ng RNA) ziskaného z
reverznej transkripcie (pozri , Protokol: Odporu¢ana standardizovana
reverzna transkripcia EAC", strana 11) do prislusnej skumavky
(celkovy objem 25 pl).

5. Opatrne premieSajte pipetovanim hore a dole.

Vlozte vzorky do tepelného cyklovaéa podla odporucani vyrobcu.

7. Naprogramujte pristroj SmartCycler a program tepelného cyklovacéa
ako je uvedené v Tabulke 15.

o
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Taburlka 15. Teplotny profil

Hold Teplota: 50 °C
(Vydrz) Cas: 2 min.
Hold 2 Teplota: 95 °C
(Vydrz 2) Cas: 10 min.
Cycling 50-krat
(Cyklovanie) 95 °C na 15 sekdnd
60 °C 1 minutu so ziskanim: Jednotlivy

8. Odporuc¢ame prah nastaveny na hodnotu 30. Program teplotného
cyklovania spustite podla Tabulky 15.
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Interpretacia vysledkov

Princip analyzy udajov

Pri pouziti technolégie TagMan sa pocet cyklov PCR potrebnych na detekciu
signalu nad prahovou hodnotou nazyva prahovy cyklus (Ct) a je priamo
umerny mnozstvu pritomnej cielovej latky na zacCiatku reakcie.

Pomocou Standardov so znamym poctom molekul mézeme vytvorit
Standardnu krivku a urCit presné mnozstvo pritomnej cielovej latky v
testovanej vzorky. Standardné krivky ipsogen su zaloZzené na plazmidoch a
pouzivaju 3 plazmidové Standardné riedenia pre kontrolny gén CG a 5
Standardnych riedeni pre fuzny gén FG, aby boli zabezpelené presné
Standardné krivky. Na Obrazkoch 7 a 8 je znazorneny priklad amplifikacnych
kriviek TagMan ziskanych pomocou supravy ipsogen BCR-ABL mbcr Kit.

Amplifikaéné krivky e R
® ABL10° JES—
M ABL 10* -

m ABL10°

[ &

-
Cykly

Obrazok 7. Detekcia Standardov ABL (C1, C2, C3). 103, 10* a 10° kopii/5 pl.
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Amplifikaéné krivky [T I

B m-ber 10 /;"'_ e
[ m-bcr 10? ; d / .

B m-ber 10° = / / /

m m-ber 10° g [/ /

m m-bcr 10° §

LE)

HEEEEE T E R R R R E RN
Cykly

Obrazok 8. Detekcia $tandardov BCR-ABL mbcr (F1 — F5). 10%, 10% 103 10° 10°
KGpii/5 pl.

Vysledky

Standardné krivka a kritéria kvality
Nespracované Gidaje mozno vloZit' do suboru Excel® na analyzu.

Pre kazdy gén (ABL a BCR-ABL) sa nespracované hodnoty Cr ziskané z
rozriedenia plazmidovych Standardov vyznacuju podla logaritmu poctu kopii
(3,4a5preCl,C2acC3;1, 2 3,5a6 pre F1, F2, F3, F4 a F5). Obrazok 9
znazornuje priklad teoretickej krivky vypocitanej z 5 Standardnych zriedeni.
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50 4

y =-3,32x + 39,84

40 - R?=1

30 -

Cr

20 +

log(CN) |

Obrazok 9. Teoreticka krivka vypocitana z 5 Standardnych zriedeni. Krivka linearnej
regresie (y = ax + b) sa vypocita pre kazdy gén (ABL a BCR-ABL), pri ktorom je a sklon
priamky a b je priese¢nik s osou vy, ktora je suradnicou bodu y, v ktorom priamka pretina os
y. Jej rovnica a koeficient stanovenia (R?) sa vytlacia na grafe.

KedZe Standardy predstavuju desatnasobné zriedenia, teoreticky sklon krivky
je —=3.3. Sklon od —-3,0 do -3,9 je akceptovatelny, pokial je R* > 0,95 (2). Pre
presné vysledky je vSak Ziaduca hodnota R2 > 0,98 (3).

Normalizovany pocet képii (Normalized copy number, NCN)

Na transformovanie nespracovanych hodnét Ct (ziskanych pomocou
PPC-ABL) pre nezname vzorky na pocet képii ABL (ABLcn) je potrebné pouzit
rovnicu Standardnej krivky ABL.

Na transformovanie nespracovanych hodnét Ct (ziskanych pomocou
PPF-mbcr) pre nezname vzorky na pocet koépii BCR-ABL (BCR-ABL mbcr cn)
je potrebné pouzit rovnicu Standardnej krivky BCR-ABL.

Pomer tychto hodnét vyjadrujucich pocet képii CN predstavuje normalizovany
pocet kopii (Normalized Copy Number, NCN):
BCR-ABL mbcr cn

NCN = x 100
ABLcn

Hodnota MRD

Hodnota minimalneho zvyskového ochorenia (Minimal Residual Disease,
MRD) predstavuje pomer medzi normalizovanou expresiou fuzneho génu z
hladiska kontrolného génu pri naslednej kontrole (FGcn/CGen)rur a v
diagnostickych vzorkach (FGcn/CGen)ox.

(FGcen/CGen)rup

Hodnota MRD (MRDv) =
(FGen/CGen)ox
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Citlivost’

Citlivost (SENSv) sa vypocita podla relativnej expresie fuzneho génu FG pri
diagndéze (FGcn/CGen)px a expresie kontrolného génu CG (CGen,rup) VO
vzorke naslednej kontroly.

CGcen,px

CGecn,rup X FGen,px

Citlivost (SENSv) =

Kontrola kvality z hodnét ABL

Slaba kvalita RNA alebo problémy poc¢as krokov qPCR vedu k nizkemu poctu
ABLcn. Odporu¢ame odmietnut vysledky zo vzoriek s hodnotou ABLcn < 1318
(niz8ia hodnota 95 % CI zo vzoriek pacientov v stadii EAC, referencia 4).

Reprodukovatelnost’ medzi replikatmi

Variacia hodn6t Cr medzi replikatmi by mala byt < 2, o zodpoveda
Stvornasobnej zmene hodnét poctu kopii.

Variacia hodn6t Ct medzi replikatmi je vo vSeobecnosti < 1,5, ak je stredna
hodnota Cr replikatov < 36 (2).

Poznamka: Kazdy pouzivatel by si mal merat’ svoju vlastnu reprodukovatelnost
VO svojom laboratoriu.

Kontroly vody
Negativne kontroly musia mat nulovy pocet kopii.

Pozitivna kontrola vody vyplyva z krizovej kontaminacie. RieSenie najdete v
Casti ,Sprievodca rieSenim problémov“ uvedenej dalej.

Sprievodca rieSenim problémov

Tento sprievodca rieSenim problémov mobze byt uzitoCny pri rieSeni
akychkolvek problémov, ktoré mézu nastat. Viac informacii njdete aj na
stranke Casto kladené otazky v nasom stredisku technickej podpory:
www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Vedci v technickych sluzbach QIAGEN
vam vzdy radi zodpovedaju vSetky otadzky tykajuce sa informécii a protokolov v
tejto priru¢ke alebo technoldgii vzoriek a testov (kontaktné informacie najdete
v Casti ,Kontaktné informé&cie” na strane 44).
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Komentéare a navrhy

Negativny vysledok pre kontrolny gén (ABL) a BCR-ABL mbcr vo
vSetkych vzorkach — Standard je v poriadku

a) Slaba kvalita RNA Pred zaciatkom vzdy skontrolujte kvalitu a
koncentraciu RNA.

Subezne spustte pozitivnhu kontrolu bunkovej
linie RNA (vysoko pozitivna kontrola v ipsogen
BCR-ABL1 mbcr Controls Kit, kat. ¢. 670091).

b) Zlyhanie kroku Pred zaciatkom vzdy skontrolujte kvalitu a
reverznej transkripcie  koncentraciu RNA.

SubezZne spustte pozitivnhu kontrolu bunkovej
linie RNA (ipsogen BCR-ABL1 mbcr Controls
Kit, kat. €. 670091).

Negativny vysledok pre kontrolny gén (ABL) vo vzorkach — Standard je
v poriadku

a) Slaba kvalita RNA Pred zaciatkom vzdy skontrolujte kvalitu a
koncentraciu RNA.

Subezne spustte pozitivnu kontrolu bunkovej
linie RNA (ipsogen BCR-ABL1 mbcr Controls
Kit, kat. €. 670091).

b) Zlyhanie kroku Pred zaciatkom vzdy skontrolujte kvalitu a
reverznej transkripcie  koncentraciu RNA.

SubezZne spustte pozitivhu kontrolu bunkovej
linie RNA (ipsogen BCR-ABL1 mbcr Controls
Kit, kat. €. 670091).

Standardny signal negativny

a) Chyba pipetovania Skontrolujte schému pipetovania a nastavenie
reakcie.

Zopakujte cyklus PCR.

b) Nespravne skladovanie Supravu ipsogen BCR-ABL1 Mbcr Kit skladujte
komponentov supravy  pri teplote od —15 do —30 °C a priméry a zmesi
sond (PPC a PPF) uchovavajte chranené pred
svetlom. Pozri ,Skladovanie a manipulacia s
reagenciami®, strana 10.

Vyhnite sa opakovanému zmrazeniu a
roztapaniu.

Alikvotné reagencie na skladovanie.
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Komentéare a navrhy

Negativne kontroly su pozitivhe
Krizova kontaminacia  Vymente vSetky kritické reagencie.

Experiment opakujte s novymi alikvotmi
vSetkych reagencii.

So vzorkami, komponentmi supravy a
spotrebnym materialom vzdy zaobchadzajte v
sulade so vSeobecne uznavanymi postupmi,
aby ste zabranili kontaminacii pri prenose.

Ziadny signal, ani pri $tandardnych kontrolach

a) Chyba pipetovania Skontrolujte schému pipetovania a nastavenie
alebo vynechanie reakcie.
reagencil Zopakujte cyklus PCR.

b) Inhibicné ucinky Zopakujte pripravu RNA.
materialu vzorky
spbsobené
nedostatoCnou
purifikaciou

c) LightCycler: Bol Nastavte nastavenie kanalov na F1/F2 alebo
zvoleny nespravny 530 nm/640 nm.
detekény kanal

d) LightCycler: Nie je Skontrolujte programy cyklov.
naprogramovana

Vyberte rezim akvizicie ,single” (samostatna) na
konci kazdého segmentu hybridizacie primérov
programu PCR.

Ziadna akvizicia udajov

Chybajuci alebo slaby signal vo vzorkach, ale Standardné kontroly su v
poriadku

a) Nizka kvalita RNA Pred zaciatkom vzdy skontrolujte kvalitu a
alebo nizka koncentraciu RNA.

koncentracia SubezZne spustte pozitivnu kontrolu bunkovej

linie RNA (ipsogen BCR-ABL1 mbcr Controls
Kit, kat. . 670091).

b) Zlyhanie kroku Pred zaciatkom vzdy skontrolujte kvalitu a
reverznej transkripcie  koncentraciu RNA.

Subezne spustte pozitivnhu kontrolu bunkovej
linie RNA (ipsogen BCR-ABL1 mbcr Controls
Kit, kat. €. 670091).
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Komentéare a navrhy

Intenzita fluorescencie je prilis nizka

a) Nespravne Supravu ipsogen BCR-ABL1 Mbcr Kit skladujte
skladovanie pri teplote od —15 do —30 °C a priméry a zmesi
komponentov supravy sond (PPC a PPF) uchovéavajte chranené pred

svetlom. Pozri ,Skladovanie a manipulacia s
reagenciami®, strana 10.

Vyhnite sa opakovanému zmrazeniu a
roztapaniu.

Alikvotné reagencie na skladovanie.

b) Velmi malé poCiatoCné ZvySte mnozstvo vzoriek RNA.

mnozstvo cielove] RNA - b, smka: v zavislosti od zvolenej metody

pripravy RNA sa m6zu vyskytnut' inhibicné
ucinky.
LightCycler: Intenzita fluorescencie sa liSi

a) Chyba pipetovania Variabilitu spésobenu tzv. ,,chybou pipetovania®
je mozné znizit analyzou udajov v rezime F1/F2
alebo 530 nm/640 nm.

b) Nedostatocné Pripravena zmes PCR méze byt eSte vzdy v
odstredenie kapilar hornej nadobe kapilary, alebo méze byt v
kapilarnom hrote zachytené vzduchova bublina.

Kapilary naplnené reakénou zmesou vzdy
odstredte, ako je to opisané v osobithom
navode na obsluhu nastroja.

c) VonkajSi povrch Pri manipuléacii s kapilarami vZdy noste rukavice.
kapilarneho hrotu je
znecisteny

LightCycler: Chyba Standardnej krivky
Chyba pipetovania Variabilitu spésobenu tzv. ,chybou pipetovania“
je mozné znizit analyzou udajov v rezime F1/F2
alebo 530 nm/640 nm.

Kontrola kvality

Kontrola kvality celej supravy bola vykonana na pristroji LightCycler 480. Tato
suprava je vyrobena v sulade s normou ISO 13485:2003. OsvedcCenia o
analyze su k dispozicii na poziadanie na stranke www.qgiagen.com/support/.
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Obmedzenia

Pred pouzitim tohto =zariadenia musia byt pouzivatelia zaSkoleni a
oboznameni s touto technoldgiou.

Vsetky ziskané diagnostické vysledky sa musia interpretovat v spojeni s inymi
klinickymi alebo laboratérnymi nalezmi. PouZivatel je zodpovedny za overenie
vykonu systému pre vSetky postupy pouzivané v jeho laboratoériu, na ktoré sa
nevztahuju Studie vykonnosti QIAGEN.

Pozornost by sa mala venovat datumom exspiracie vytlaCenym na Skatuli a
Stitkoch vSetkych komponentov. Nepouzivajte exspirovane komponenty.

Poznamka: Tato suprava bola navrhnuta v sulade so Studiami (4), programu
.Eurépa proti rakovine" (Europe Against Cancer, EAC) a je v sulade s
aktualizovanymi medzinarodnymi odporu¢aniami (3, 5). Mala by pouzivat
podla pokynov uvedenych v tejto prirucke v kombinacii s validovanymi
reagenciami a pristrojmi (pozrite si Cast ,PoZzadované materialy, ktoré sa
nedodavaju“ na strane 8). Pouzivanie tohto produktu spésobom, ktory nie je v
sulade s priruckou, a/alebo modifikacia komponentov rusi zodpovednost
spolo¢nosti QIAGEN.

Charakteristiky uc¢innosti
Neklinicke Studie

Materialy a metddy

Hodnotenie ucinnosti bolo vykonané na pristroji ABI PRISM 7700 SDS v
kombinacii s reagenciami uvedenymi v Casti ,Pozadované materialy, ktoré sa
nedodavaji“ na strane 8. Studie rovnocennosti potvrdili jej pouzitie na
nasledujdcich pristrojoch: ABI PRISM 7000 a 7900HT SDS, LightCycler 1.2 a
480, Rotor-Gene 3000 a na pristroji SmartCycler (6).

Vykonali sa neklinické Studie s cielom stanovit analyticki vykonnost supravy
ipsogen BCR-ABL1 mbcr Kit. Tieto neklinické laboratérne Studie boli vykonané
na celej RNA z bunkovej linie TOML1 zriedenej v stdlom kone€nom mnoZstve
celkovej RNA bunkovej linie MV4-11.

Na urCenie opakovatelnosti testu bolo analyzovanych 5 ré6znych koncentracii
celkovej RNA linie TOM1 (5 ng, 500 pg, 50 pg, 5 pg a 0,5 pg) zriedenej v
celkovej RNA linie MV4-11 v stalom kone¢nom celkovom mnozstve 1000 ng v
5 replikatoch na cyklus a v 4 roznych cykloch (Obrazok 10).

Prirucka k ipsogen BCR-ABL1 mbcr Kit 03/2015 37



10*1

TOM15x%x 1073 Prahova 1 A
= § 10*-1 _ . Fl
© TOMI 5x 10* x a8 ESSrELESESEESS
10*-2 f
Y TOM1 5% 10° == :
| ]
d =it .
10*-3

| BN DEN DN RN DN RN DN DEm BEE BEm B B Rl B BEN BEU BEUl BN RS ENN SRR DR B

0246810 14 1820 24 2830 34 3840 44 485C

Cyklus

Obréazok 10. Amplifikacia vytvara krivku zriedeni 5 x 102 (5 ng), 5x 104 (0,5ng) a5 x 10°
(0,05 ng) celkovej RNA linie TOM1 v celkovej RNA negativnej na liniu MV4-11.

Analytické udaje

V tabulkach 16-19 su uvedené vnutrolaboratorne analyzy so strednym
prahovym cyklom (Cr), Standardna odchylka (Standard Deviation, SD), pocet
vzoriek (n), koeficient variacie (Coefficient of Variation, CV), stredny pocet
kopii (Copy Number, CN) a stredny normalizovany pocet kopii (Normalized
Copy Number, NCN).

Tabulka 16. Vnutrolaboratérna analyza — bunkové linie mbcr a ABL

Bunkovéa
linia Zriedenie StrednaCr SD n CV (%)
5x 102 (5 ng/1 pg) 29,19 0,26 20 0,88
mbcr 5x 10% (0,5 ng/1 pg) 33,70 0,48 20 1,47
5 x 10 (0,05 ng/1 ug) 37,03 1,16 20 3,15
ABL - 25,01 0,87 100 3,46
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Tabulka 17. Vnutrolaboratérna analyza — plazmidy

Geén Plazmid Stredna Ct  SD n CV (%)
F1 (10 képii) 35,19 0,90 11 2,57
F2 (102 k6pii) 31,87 0,64 12 1,99

mbcr F3 (10° kopii) 28,41 0,71 12 2,50
F4 (105 k6pii) 21,48 059 12 2,76
F5 (10° kdpii) 18,37 0,71 12 3,89
C1 (108 kopii) 29,68 0,85 12 2,86

ABL C2 (10* képif) 26,01 051 12 1,96
C3 (10° kopif) 22,53 0,42 12 1,86

Tabulka 18. Vnutrolaboratérna analyza — bunkové linie BCR-ABL mbcr a
ABL (stredny CN)

Bunkova

linia Zriedenie Stredny CN SD n CV (%)

5x 103
587,30 194,10 20 33,05

(5 ng/1 po)

BCR-ABL 5x10%
mber (0,5 ng/1 pg) 57,84 20,38 20 35,23

5x10°
(0,05 ng/1 pig) 4,39 2,73 20 62,35
ABL — 22 038,22 9459,17 100 42,92

Tabulka 19. Vnutrolaboratérna analyza — bunkova linia BCR-ABL mbcr
(stredny NCN)

Bunkova
linia Zriedenie Stredny NCN*  SD n CV(®)
5x 1073 (5 ng/1 pug) 267,46 93,22 20 34,85
icbsr'ABL 5 x 10 (0,5 ng/1 ug) 23,54 736 20 31,28
5 x 10 (0,05 ng/1 pg) 2,60 2,80 20 107,66
* Iba pre vysledky tychto Stuadii je NCN uvedeny ako BCR-ABL mber cx x 10 000.

ABLcn
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Klinické Studie

Hodnotenie ucinnosti bolo vykonané na pristroji ABI PRISM 7700 SDS v
kombinacii s reagenciami uvedenymi v Casti ,PoZzadované materialy, ktoré sa
nedodavaju“ na strane 8. Studie rovnocennosti potvrdili jej pouzitie na

nasledujdcich pristrojoch: ABI PRISM 7000 a 7900HT SDS, LightCycler 1.2 a
480, Rotor-Gene 3000 a na pristroji SmartCycler (6).

Skupina 26 laboratorii v 10 eurdpskych Statoch, ktoré su zoskupené v
programe Eurdpa proti rakovine (Europe Against Cancer, EAC), zosuladila
svoj postup a pouzila plazmidy dodané spolo¢nostou IPSOGEN na vytvorenie
Standardizovaného protokolu analyzy gPCR hlavnych flaznych génov
spojenych s leukémiou v klinickom prostredi. Jednym z fuznych génov (fusion
genes, FG) zahrnutych do tejto Studie bol transkript BCR-ABL p190.
Predkladame vam zhrnutie tejto overovacej Studie, jej uplné vysledky uz boli
zverejnené v roku 2003 (4, 7).

Medzilaboratérna reprodukovatelnost’ pre standardy plazmidov CG a FG

Jedenast’ laboratérii urobilo experiment medzilaboratornej reprodukovatelnosti
na zhodnotenie variability merania Standardnych riedeni plazmidov CG a FG.
Riedenia boli v kazdom zariadeni vykonané dvakrat. Tabulka 20 uvadza
strednu Standardnu odchylku a CV (%) pre kazdé riedenie.

Tabulka 20. Medzilaboratérna reprodukovatelnost’ pre standardy
plazmidov CG a FG

Gén Zriedenie  Stredna CrSD CV (%)
C1 29,04 0,53 1,82

Kontrolny gén ABL C2 25,64 0,47 1,84
C3 22,10 0,34 1,55
F1 35,99 1,18 3,28
F2 32,05 0,74 2,32

e R AR F3 2843 065 2,29
F4 21,60 0,59 2,72
F5 18,24 0,46 2,57

Hodnoty expresie transkriptu FG BCR-ABL mbcr

V Tabufkach 21 a 22 su uvedené hodnoty expresie transkriptu FG BCR-ABL
mbcr a CG ABL pre bunkovu liniu TOM1 u pacientov s ALL pri urCeni
diagndzy a u beznych pacientov.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Tabulka 21. Hodnoty expresie transkriptu FG BCR-ABL mbcr a CG ABL —
hodnoty Ct

Hodnoty Ct (95 % rozsah)

BCR-ABL mbcr ABL
Bunkova linia TOM1 22,8 21,8
Vzorky pacientov s ALL
BM (n = 17) 24,7 (21,3 — 27,1) 24,5 (21,7 — 27,1)
PB (n=7) 23,3 (21,7 - 29,1) 22,5 (21,0 — 27,0)
Vzorky negativnych pacientov
BM (n = 26) - 25,35 (24,68 — 26,02)
PB (n = 74) - 25,15 (24,83 — 25,48)

Tabulka 22. Hodnoty expresie transkriptu FG BCR-ABL mbcr a CG ABL —
CNaNCN

Hodnoty NCN

Hodnoty CN (95 % rozsah) (95 % rozsah)
CN BCR-ABL
BCR-ABL mbcr ABL mbcr/CN ABL
Vzorky pacientov s ALL
_ 9550 11912
BM (n =17) (1738 — 97 724) (5012 — 70 795) 0.8 (0,35-1,38)
PB (n=7) L2 134 896 0,68 (0,4 -1,82)

(1905 — 208 930) (4786 — 114 815)

Vzorky negativnych pacientov

_ 19 201
BM (n = 26) - (12 922 — 25 480) -
PB (n = 74) - 21 136 -

(17 834 — 24 437)

Hodnoty ABL Cr medzi beznymi vzorkami a leukemickymi vzorkami neboli
vyrazne odlisné, rovnako ako ani medzi typmi vzoriek (PB alebo BM) alebo
vzorkami leukémie (ALL, AML, CML).
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Miera faloSnej pozitivity a faloSnej negativity

Miera faloSnej pozitivity a faloSnej negativity bola vypocitana pomocou
nasledujdcich kontrol.

B Pozitivne kontroly: Bunky TOM1, teda bunkové linia dobre znama svojou
pozitivitou na fuzny gén BCR-ABL pl190; vzorky pacientov uz
vyhodnotené ako pozitivne na p190

B Negativne kontroly: Negativne vzorky RNA, neboli vykonané Ziadne
amplifikacné kontroly (No Amplification Controls, NAC) na RNA baktérii E.
coli namiesto fudskej RNA s cielom skontrolovat kontaminaciu PCR a
Ziadne Sablonové kontroly (No Template Controls, NTC), ktoré obsahovali
vodu namiesto [udskej RNA

Amplifikacia na vzorkach RNA FG bola vykonana trikrat a dvakrat na CG.

FaloSne negativna vzorka bola definovana ako pozitivha vzorka RNA s menej
ako 50 % pozitivnych jamiek (0/2, 0/3 alebo 1/3).

FaloSne pozitivna vzorka bola definovana ako negativna vzorka s minimalne
50 % pozitivnych jamiek (1/2, 2/3 alebo 3/3).

Tabulka 23 zobrazuje polet a percento faloSne negativhych a faloSne
pozitivnych vzoriek.

Tabulka 23. FaloSne negativne a faloSne pozitivhe vzorky

FaloSna negativita FaloSna pozitivita
103 104 Negativna kontrola FG NAC/NTC
0 % (0/54) 4% (3/75) 4,8% (6/126) 5,8% (7/120)

Referencna literatura

QIAGEN vedie rozsiahlu aktuélnu online databazu vedeckych publikacii
vyuZivajucich produkty QIAGEN. Komplexné moznosti vyhladavania umoznia
najst’ potrebné clanky, a to bud' jednoduchym vyhladavanim podla kfuCovych
slov, alebo zadanim aplikécie, oblasti vyskumu, nazvu atd.

Uplny zoznam referenénej literatiry najdete v on-line Referenénej databaze

QIAGEN na stranke www.giagen.com/RefDB/search.asp, pripadne kontaktujte
technické sluzby spoloénosti QIAGEN alebo svojho miestneho distribatora.
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Symboly

Nasledujuce symboly sa m6zu objavit na baleni a Stitkoch:

N> Obsahuje reagencie postacujuce na <N> reakcii

Pouzite do

i

Zdravotnicke diagnostické zariadenie na pouzitie v
podmienkach in vitro

Katalégové Cislo

Cislo arze
MA Cislo materialu
GTIN ldentifikator GTIN (Global Trade Item Number)

Teplotné obmedzenia

Vyrobca

Precitajte si navod na pouzitie

=Reg ¢ H R

Kontaktné informacie

TechnickG pomoc a dalSie informacie ziskate v centre technickej podpory na
adrese www.giagen.com/Support alebo na telefénnom Cisle 00800-22-44-6000,
alebo kontaktujte niektoré z oddeleni technickej podpory spolo¢nosti QIAGEN
(pozrite zadnu stranu alebo navstivte lokalitu www.giagen.com).
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Informéacie o objednavani

Produkt Obsah Kat. €.
ipsogen BCR-ABL1 Pre 24 reakcii: Standardy kontrolného 670023
mbcr Kit (24) génu ABL, Standardy fuzneho génu

BCR-ABL mbcr, zmes primérov a sond
ABL, zmes primérov a sond fuzneho
génu BCR-ABL mbcr

Rotor-Gene Q MDx — pre IVD-validované analyzy real-time
PCR v klinickych aplikaciach

Rotor-Gene Q MDx Real-time PCR cyklova¢ a High 9002032
5plex HRM Platform Resolution Melt analyzator s 5 kanalmi

(zelend, zlta, oranzova, Cervena,

karminova) plus kanal HRM, prenosny

pocitacg, softvér, prislusenstvo,

jednoro¢na zaruka na diely a pracu,

inStalacia a zaskolenie nie su sucastou

balenia
Rotor-Gene Q MDx Real-time PCR cyklovac¢ a High 9002033
5plex HRM System Resolution Melt analyzator s 5 kanalmi

(zelena, zlta, oranzova, Cervena,
karminova) plus kanal HRM, prenosny
pocitac, softvér, prislusenstvo,
jednoro€na zaruka na diely a pracu,
inStalacia a zaskolenie

ipsogen BCR-ABL1 mbcr Controls Kit — na kvalitativnu
validaciu extrakcie RNA areverznu transkripciu fuzneho
génu BCR-ABL mbcr

ipsogen BCR-ABL1 Bunkové linie s negativnou, vysokou a 670091
mbcr Controls Kit nizkou pozitivnou expresiou fuzneho
génu BCR-ABL mbcr

Aktualne licen¢né informacie a pravne informacie tykajuce sa produktu najdete
v sprievodcovi alebo pouzivatelskej priru¢ke k suprave QIAGEN. Sprievodcov
a pouzivatelské prirucky ksupravam QIAGEN n4jdete na lokalite
www.giagen.com alebo o ne mdzete poziadat oddelenie technickych sluzieb
spolo¢nosti QIAGEN alebo svojho miestneho distributora.
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Tento produkt je uréeny na diagnostické pouzitie in vitro. Produkty Ipsogen sa nemdzu opatovne predavat, upravovat na dalsi predaj ani pouzivat
na vyrobu komerénych vyrobkov bez pisomného suhlasu spolo¢nosti QIAGEN.

Informéacie uvadzané v tomto dokumente sa mézu zmenit bez predchadzajuceho upozornenia. Spolo¢nost QIAGEN nenesie Zziadnu
zodpovednost za chyby, ktoré sa mozu vyskytnut v tomto dokumente. Tento dokument sa v €ase uverejnenia povazuje za Uplny a presny.
Spolo¢nost QIAGEN v ziadnom pripade nezodpoveda za nahodné, Speciélne, viacnasobné alebo nasledné Skody, ktoré vznikn( v sivislosti s
pouzivanim tohto dokumentu alebo vyplyvajice z jeho pouzitia.

Na produkty ipsogen sa poskytuje zaruka, Ze spifiaju uvedené $pecifikacie. Jediny zavézok spoloénosti QIAGEN a jediny prostriedok napravy
zakaznikom je obmedzeny na bezplatnd vymenu produktov v pripade, Ze produkty nebudu fungovat v sulade so zarukou.

Ochranné znamky: QIAGEN®, ipsogen®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group); ABI PRISM®, FAM™, RNaseOUT™, SuperScript®, SYBR®, TAMRA™
(Life Technologies Corporation); Agilent®, Bioanalyzer® (Agilent Technologies, Inc.); Excel® (Microsoft Corporation); LightCycler®, TagMan®
(Roche Group); SmartCycler® (Cepheid).

Obmedzena licenéna zmluva
Pouzitie tohto produktu predstavuje suhlas kupujiceho alebo pouzivatela ipsogen BCR-ABL1 mbcr Kit s nasledovnymi podmienkami:

1. ipsogen BCR-ABL1 mbcr Kit mdze byt pouzitd vyluéne v sulade s priruckou k ipsogen BCR-ABL1 mbcr Kit a iba s komponentmi
obsiahnutymi v tejto suprave. Spolo¢nost QIAGEN neudeluje ziadnu licenciu v rdmci Ziadneho zo svojich prav na ochranu duSevného
vlastnictva na pouzivanie alebo spajanie komponentov tejto slUpravy so ziadnymi komponentmi, ktoré netvoria sUast tejto sUpravy,
s vynimkou ustanoveni uvadzanych v prirucke k ipsogen BCR-ABL1 mbcr Kit av dalSich protokoloch, ktoré su dostupné na adrese
www.giagen.com.

2. Iné nez vyslovne uvedené licencie — spolo€nost QIAGEN neposkytuje Ziadnu zaruku na to, Zze tato suprava alebo jej pouzitie neporusi prava
tretich stran.

3. Téato suprava a jej komponenty su licenéne poskytnuté na jednorazové pouzitie a nesmu sa opatovne pouzivat, opravovat ani predavat.
4. Spolo¢nost QIAGEN sa Specificky zrieka vSetkych ostatnych (vyslovnych alebo implicitnych) licencii nez tych, ktoré si tu vyslovne uvedené.

5. Kupujlci a pouzivatel tejto supravy suhlasia s tym, Ze inym osobam neumoZznia ani nepovolia vykonat' Ziadne kroky, ktoré by mohli viest
k akymkolvek €innostiam, ktoré su zakazané vysSie, alebo k nim napomahat. Spoloénost QIAGEN méze uplatfiovat prislusné zakazy
uvadzané v tejto obmedzenej licenénej zmluve pred akymkolvek sidom a bude pozadovat vSetky néklady na vySetrovanie a sudne konania
(vratane nékladov na pravne zastupovanie) pri kazdom takomto kroku s cielom uplatnit ustanovenia tejto obmedzenej licen¢nej zmluvy alebo
prav duSevného vlastnictva savisiacich so stpravou a/alebo jej komponentmi.

Aktualizované licenéné podmienky najdete na adrese www.giagen.com.

HB-1357-002 © 2013-2015 QIAGEN, vSetky prava vyhradené.
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www.giagen.com

Australia ® techservice-au@gqiagen.com
Austria ® techservice-at@qiagen.com
Belgium ® techservice-bnl@giagen.com
Brazil ® suportetecnico.brasil@giagen.com
Canada ® techservice-ca@gqiagen.com
China ® techservice-cn@giagen.com
Denmark ® techservice-nordic@giagen.com
Finland ® techservice-nordic@qiagen.com
France ® techservice-fr@giagen.com
Germany B techservice-de@gqiagen.com
Hong Kong ® techservice-hk@giagen.com
India ® techservice-india@giagen.com
Ireland ® techservice-uk@qiagen.com

Italy ® techservice-it@giagen.com

Japan ® techservice-jp@giagen.com

Korea (South) B techservice-kr@giagen.com
Luxembourg ® techservice-bnl@giagen.com
Mexico ® techservice-mx@giagen.com

The Netherlands ® techservice-bnl@giagen.com
Norway ® techservice-nordic@giagen.com
Singapore B techservice-sg@qiagen.com
Sweden B techservice-nordic@giagen.com

Switzerland ® techservice-ch@qiagen.com

USA B techservice-us@giagen.com QIAGEN

UK ® techservice-uk@giagen.com
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