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QIAGEN bestémmer normerna vid:

rening av DNA, RNA och proteiner
nukleinsyra- och proteinanalyser

mikroRNA-forskning och RNAI

automatisering av provtagnings- och analystekniker

Vért uppdrag ér att géra det mojligt for dig att uppnd utomordentliga
framgéngar och genombrott. Det finns mer information pd www.giagen.com.
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Anvandningsomrade

ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR-kitet &r avsett fér kvantifieringen av BCR-ABL
p210 b2a2- eller b3a2-transkript i benmérg eller i prov pé perifert blod frén
patienter med akut lymfoblastisk leukemi (ALL) eller kronisk myeloisk leukemi
(KML) som tidigare har fatt diagnos pd bildande av fusionsgenen (FG) BCR-ABL
Mbcr. Testet &r avsett for att utvérdera nivén av molekylart svar; resultat kan
anvéandas fér uppfélining av minimal restsjukdom.

Sammanfattning och férklaring

Bakgrund for KML

KML tillhér gruppen myeloproliferativa neoplasmer och kdnnetecknas i > 90 %
av fallen av férekomsten av Philadelphia-kromosomen (Ph CHRS).

Denna kromosom &r produkten av en reciprok translokation mellan de ldnga
armarna i kromosom 9 och 22, (9;22), med BCR ("breakpoint cluster region”)
belagen p& kromosom 22 och c-ABL-onkogenen hérrérande frédn kromosom 9.
Den motsvarande fusionsgenen, BCR-ABL, transkriberas till ett 8,5 kb mRNA
med 2 féreningspunktsvarianter, b2a2 (i 40 % av fallen) och b3a2 (i 55 % av
fallen). Det kodar ett chimart protein, p210, med férhéjd tyrosinkinasaktivitet.
Transkripten b2a3 and b3a3 utgér mindre én 5 % av fallen. En Ph-kromosom
kan ocksé detekteras hos 35 % av vuxna ALL-patienter.

Den arliga incidensen av KML &r cirka 1-2 per 100.000, och KML stér fér 20 %
av leukemierna hos vuxna. Den kdnnetecknas kliniskt av ett dverskott pé
myeloiska celler som differentieras och fungerar normalt. KML-patienter
diagnostiseras i 90-95 % av fallen i den kroniska eller stabila fasen av
sjukdomen. Historiskt sett gick patienterna, efter i genomsnitt 4 till 6 &r, in i en
accelererad fas som ledde till blastkris och akut leukemi, vilket alltid leder till
déden. Tillkomsten av imatinib, och pd senare tid andra generationens
tyrosinkinashédmmare (TKI), féréndrade dramatiskt sjukdomens naturliga
forlopp: de flesta av patienterna @r nu i remission och behéver l[&ngvarig
uppfélining och sjukdomsévervakning.

Sjukdomsévervakning

Hittills har malet f6r KML-terapin varit att uppné 100 % dverlevnad och Ph-
kromosomnegativitet. Dérfér ar sjukdomsdvervakning ett vésentligt verktyg fér
att bedéma behandlingssvaret och detektera tidiga &terfall f6r varje enskild
patient. Under TKl-terapi brukar patienterna progrediera frédn hematologisk till
cytogenetisk och sedan molekylar remission, vilket motsvarar ett minskande
antal leukemiceller och BCR-ABL-transkript s& som beskrivs ndrmare i figur 1
nedan.
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Figur 1. Hamtad frén litteraturhénvisning 1.

Standardmetoden fér att berdkna tumérbérdan hos KML-patienter ar
konventionell cytogenetisk analys (G-banding) p& metafaser i benmérg (BM).
Cytogenetiskt svar bedéms p& minst 20 benmérgsmetafaser. Nivan av
cytogenetiskt svar beréknas p& procentandelen Ph-kromosompositiva metafaser
(se tabell 1, litteraturhénvisning 2). Denna bedémning &r dock beroende av
laboratoriets prestanda och har en l&ag kdnslighet p& 5 % nér 20 metafaser
analyseras.

Realtids kvantitativ polymeraskedjereaktion (qPCR) som kvantifierar BCR-ABL
Mbcr-mRNA pé prover av perifert blod (PB) ingér numera i metoderna fér
sjukdomsévervakning av KML som behandlas. Metoden &r mindre invasiv é@n
konventionell cytogenetik f6r benmargsmetafaser och dessutom kénsligare.

Rekommendationerna fér KML-sjukdomsdvervakning har édven uppdaterats
nyligen s& att de innefattar nya kliniska evidens fran kliniska prévningar samt
férbattrade mal och verktyg f6r sjukdomsévervakning. De senaste
rekommendationerna fér svarsdefinition och dvervakning av patienter pé
imatinib kommer frén ELN-experterna (2).
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Ur en teknisk stdndpunkt har insatser gjorts av internationella experter fér att
harmonisera testning och rapportering av BCR-ABL Mbcr (3-5). Dessutom har
en referenspanel validerats nyligen under beskydd av WHO, i syfte att
mojliggéra en enkel standardisering av BCR-ABL-kvantifiering (6).

Princip fér proceduren

gPCR
5 ul cDNA
Helblod we
LightCycler
p - i BCR-ABL 1.2, 1.5 eller
2.0
RNA cDNA r ABL
Isolering .-\J\ <DNA- L y + 15 pl av specifik gPCR-premix
H av RNA ' syntes* ‘ ’ /7 4 prover i duplikat per kérning
. ‘\ BCR-ABL ABL Rotor-Gene Q
e ] e, 5plex HRM (72-
S e e e e 4 rérsrotor),
* Utfdrs inte med kitet. LightCycler 480,

Reagenser medfélijer inte. Applied Biosystems

7500 eller ABI PRISM
7900HT

+ 20 pl av specifik gPCR-
premix
8 prover i duplikat per kérning

Figur 2. RNA-isolering, cDNA-syntes och qPCR.

Med gPCR gér det att géra en noggrann kvantifiering av PCR-produkter under
den exponentiella fasen i PCR-amplifieringsprocessen. Kvantitativa PCR-data
kan erhéllas snabbt, utan ndgon behandling efter PCR, genom realtidsdetektion
av fluorescenssignaler under och/eller direkt efter PCR-cykling, vilket drastiskt
minskar risken fér att PCR-produkter ska kontamineras. Fér nérvarande finns
det 3 huvudtyper av qPCR-tekniker att vélja p&: gPCR-analys med SYBR® Green
| Dye, gPCR-analys med hydrolyssékfragment och gPCR-analys med
hybridiseringssdkfragment.

| denna analys utnyttjas principen fér gPCR-dubbelférgad
oligonukleotidhydrolys. Under PCR hybridiseras framétriktade och bakéatriktade
primers till en specifik sekvens. En dubbelfargad oligonukleotid ingér i samma
blandning. Detta sékfragment, vilket bestdr av en oligonukleotid markt med en
5'-reporter-férg och en nedstréms 3’-quencher-férg, hybridiseras till en
mélsekvens inom PCR-produkten. Vid gPCR-analys med hydrolyssékfragment
utnyttjas 5> 3’-exonukleasaktiviteten hos DNA-polymeraset fér Thermus
aquaticus (Taq). Na&r sékfragmentet &r intakt, leder nérheten mellan reporter-
fargen och quencher-fargen till suppression av reporter-fluorescensen, primart
genom energidverféring av Forster-typ.

Under PCR, om det intressanta mdlet féorekommer, hybridiseras sékfragmentet
specifikt mellan stéllena f6r den framétriktadezoch bakétriktade primern. DNA-
polymerasets 5'>3’-exonukleasaktivitet gér att sékfragmentet klyvs mellan
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reporter och quencher, men endast om sékfragmentet hybridiseras till méalet.
Sékfragmenten forskjuts sedan frdn maélet, och polymeriseringen av stréngen
fortsatter. Sékfragmentets 3'-dnde ér blockerad fér att férhindra att
sokfragmentet férlas under PCR (figur 3). Denna process sker i varje cykel och
stér inte den exponentiella ackumuleringen v produkt.

Okningen av fluorescenssignal detekteras endast om malsekvensen &r
komplementdar till sékfragmentet och alltsd amplifieras under PCR. P& grund av
dessa krav sker ingen detektering av icke-specifik amplifiering. Okningen av
fluorescens @r alltsd direkt proportionell till malamplifieringen under PCR.

— i } /—I Hybridisering

Primers och
sékfragment
hvbridiseras

{{ } ,_‘ Polymerisering
> 1 Stréingfoérskjutning

._ _._ _____ > /—| Klyvning

0 - T — Leder till friséttning av
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<O
DVQ a a o a —
a ] : Polymerisering slutférd
B - - = = = == ———— .-)
C ) PCR-produkt slutférd och
Y------——=—="====-—-- —— ackumulering av
fluorescenssignal i varje
cvkel
A ™~
4\7 4[; Reporter & ) Framétrikiade och
It AA Snecifikt = bakétrikiade
Quenche
* . -——=> PCR-obrodukt . Taa -nolvmeras

Figur 3. Reaktionsprincip. Totalt RNA transkriberas omvént, och det framstéllda cDNA:t
amplifieras med PCR med hjélp av ett par specifika primers och ett specifikt internt
dubbelfarg-sdkfragment (FAM™-TAMRA™). Sékfragmentet binds till amplikonet under varje
hybridiseringssteg fér PCR. Nér Taq férlangs frédn primern som ér bunden till amplikonet,
férskjuter den 5’-anden av sékfragmentet, vilket sedan bryts ned av 5'>3’-
exonukleasaktiviteten hos Tag-DNA-polymeraset. Klyvning fortsétter tills det &terstéende
sékfragmentet smadlter bort frdn amplikonet. Denna process frisétter fluoroforen och
quenchern i 18sning, vilket skiljer dem &t spatialt och leder till en ékad fluorescens frdn FAM
och en minskad fluorescens frdn TAMRA.
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Material som medféljer

(Primers och sékfragmentblandning fér BCR-ABL
Mbcr-fusionsgen)

ipsogen BCR-ABLT Mbcr IS-MMR Kit Handbook (engelska)

Kitinnehall
ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR Kit (24)
Katalognr 670723
Antal reaktioner 24
High Positive RNA Control (hég positiv RNA-kontroll) 3x 10 ul
IS-MMR Calibrator (IS-MMR-kalibrator) 3x 10 ul
Mbcr and ABL Single Plasmid Standard Dilution SP1-BCR-ABL
(Standardlésning fér Mber och ABL enkelplasmid) (10" Mbcr & ABL 35 ul
kopior/5 ul)
Mbcr and ABL Single Plasmid Standard Dilution SP2-BCR-ABL 35
(Standardlésning fér Mber olplasmid) (102 kopior/5 ul)  Mbcr & ABL H
Mbcr and ABL Single Plasmid Standard Dilution
(Standardlésning fér Mber och ABL enkelplasmid) (103 S,\Ij\ice;iR:iL 70 ul
kopior/5 ul)
Mbcr and ABL Single Plasmid Standard Dilution
(Standardlésning fér Mber och ABL enkelplasmid) (10 SAF:\?OCEC;(R/Q?_L 35 ul
kopior/5 ul)
Mbcr and ABL Single Plasmid Standard Dilution
(Standardlésning for Mber och ABL enkelplasmid) (10° S,\F:\Sb_l?;((:&Rr\B?_L 70 ul
kopior/5 ul) ¢
Mbcr and ABL Single Plasmid Standard Dilution
(Standardlésning fér Mber och ABL enkelplasmid) (10° S/\}j\if;iR:Ag?_L 70 ul
kopior/5 ul)
Primers and Probe Mix ABL* (Primers och PPC-ABL 25x 110 ul
sékfragmentblandning ABL¥)
Primers and Probe Mix BCR-ABL Mbcr Fusion Gene PPF-Mbcr 25x 110 ul

1

* Blandning av specifika bakéatriktade och framétriktade primers fér ABL-kontrollgenen plus ett

specifikt FAM-TAMRA-sékfragment.

t Blandning av specifika bakétriktade och framétriktade primers fér BCR-ABL Mbcr-

fusionsgenen plus ett specifikt FAM-TAMRA-sékfragment.
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Obs! Blanda standarder (SP1-SP6), primers och sékfragmentblandningar
forsiktigt och centrifugera kortvarigt fére anvéndning.

Material som behévs men inte medféljer

Anvand alltid lémplig laboratorierock, engdngshandskar och skyddsglaségon
vid hantering av kemikalier. Om du vill ha mer information hénvisas till
tillémpliga sdkerhetsdatablad (SDS) som kan erhéllas frén produktleverantéren.

Reagenser

B Reagenser fér RNA-rening: De validerade reagenserna ar RNeasy® Midi
Kit (QIAGEN, kat.nr 75144) eller TRIzol® Reagent (Thermo Fisher Scientific
Inc, kat.nr 15596018 eller 15596026)

Nukleasfritt vatten (PCR-grad)

Buffert och Tag DNA-polymeras: De validerade reagenserna ar Premix Ex
Tag™ DNA Polymerase (Perfect Real Time) (TaKaRa, kat.nr RRO39A) och
Premix Ex Tag DNA Polymerase (Probe qPCR) (TaKaRa, kat.nr RR390A).
Ba&da innefattar 2x Tag DNA-polymeras-huvudmix och ROX™-referensfarger.

B Reagenser fér omvand transkription: De validerade reagenserna ér ipsogen
RT Kit, som innefattar omvént transkriptas, 5x RT-buffert, 100 mM DTT,
RNase-hdmmare, slumpmdssig primer och dNTPs (QIAGEN,
kat.nr 679923) eller SuperScript® Il Reverse Transcriptase, som innefattar
omvant transkriptas, 5x forstastrangsbuffert och 100 mM DTT (Thermo Fisher

Scientific Inc., kat.nr 18080044).
B Nar SuperScript lll anvénds behdvs féljande ytterligare reagenser:

M RNase-hammare: Det validerade reagenset ar RNaseOUT™ Recombinant
Ribonuclease Inhibitor (Thermo Fisher Scientific Inc., kat.nr 10777019)

M Uppsattningar med dNTPs, PCR-grad

M Slumpmdssig nonamer

Férbrukningsartiklar

M Nukleasfria, aerosolresistenta, sterila PCR-pipettspetsar med hydrofoba filter
M 0,5 mleller 0,2 ml RNase- och DNase-fria PCR-rér

M oIs
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Utrustning
B Mikroliterpipetter* avsedda fér PCR (1-10 ul; 10-100 ul; 100-1.000 ul)

B Bankcentrifug* med rotor f6r 0,2 ml/0,5 ml reaktionsrér (som kan uppné
10.000 varv/minut)

B Realtids-PCR-instrument:* Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM eller annat
RotorGene-instrument; LightCycler 1.2, 1.5, 2.0 eller 480; Applied
Biosystems 7500 Real-Time PCR System; ABI PRISM 7900HT SDS; och
tillhérande specifikt material

B Termocykel* eller vattenbad* (fér steget med omvand transkription)

Varningar och forsiktighet
For in vitro-diagnostisk anvéndning

Anvand alltid lamplig laboratorierock, eng@ngshandskar och skyddsglaségon
vid hantering av kemikalier. Det finns mer information i de relevanta
stkerhetsdatabladen (SDS). Dessa dar tillgéingliga online i praktiskt och kompakt
PDF-format p& www.qiagen.com/safety dar du kan hitta, granska och skriva
ut SDS:er f6r alla kit och kitkomponenter frén QIAGEN.

Kassera prov- och analysavfall enligt lokala sékerhetsregler.

Allménna forsiktighetséatgdrder

Vid gPCR-tester krdvs god laboratoriesed, inklusive utrustningsunderhéll, som
ar sarskilt inriktad p& molekylérbiologi och féljer gallande regler och relevanta
standarder.

Detta kit &r avsett fér in vitro-diagnostisk anvéandning. Reagenser och
instruktioner som medféljer detta kit har validerats fér optimal prestanda.
Ytterligare spddning av reagenserna eller féréndring av inkuberingstider och -
temperaturer kan leda till felaktiga eller oférenliga data. PPC- och PPF-
reagenser kan férédndras om de utsétts for ljus. Alla reagenser ar formulerade
specifikt fér anvandning med detta test. For att f& en optimal testprestanda far
inget ersattningsmaterial anvéndas.

* Sakerstall att instrumenten &r kontrollerade och kalibrerade enligt tillverkarens
rekommendationer.
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Fér bestdmning av transkriptnivéer med qPCR krévs b&dde den omvénda
transkriptionen av mRNA:t och amplifieringen av det framstallda cDNA:t med
PCR. Darfér méste hela analysproceduren utféras under RNas-/DNas-fria
forhéllanden.

Var mycket férsiktig for att férhindra:

B RNaos-/DNas-kontaminering, vilket kan bryta ned templat-mRNA:t och det
framstallda cDNA:t

B mRNA- eller PCR-6verféringskontaminering som leder till falsk positiv
signal
Darfér rekommenderar vi féljande:

B Anvénd nukleasfria laboratorieartiklar (t.ex. pipetter, pipettspetsar,
reaktionsflaskor) och anvand handskar nér du utfér analysen.

B Anvénd férska aerosolresistenta pipettspetsar vid alla pipetteringssteg for
att undvika korskontaminering av prover och reagenser.

B Bered pre-PCR-masterblandningen med sarskilt material (pipetter, spetsar
osv.) i ett sérskilt omrdde dar inga DNA-matriser (cDNA, DNA, plasmid)
fors in. Tillsatt templat i en separat zon (helst i ett separat rum) med
specifikt material (pipetter, spetsar osv.).

M Hantera standarderna (SP1-SPé) i ett separat rum.

Férvaring och hantering av reagens

Kiten skickas pé kolsyreis och méste férvaras vid -30 °C till -15 °C efter
leverans.

B Minimera primers och sékfragmentblandningars exponering fér ljus (PPC-
och PPF-rér).

M Blanda och centrifugera réren férsiktigt innan de dppnas.
B Férvara alla kitkomponenter i originalbehéllarna.

Dessa forvaringsvillkor galler b&dde éppnade och oéppnade komponenter.
Komponenter som férvaras under andra villkor én de som anges pé etiketterna
fungerar eventuellt inte pd& ratt satt och detta kan péverka analysresultaten
negativt.

Utgdngsdatum fér varje reagens anges p& de enskilda komponentetiketterna.
Under korrekta férvaringsvillkor behéller produkten sin prestanda fram Hill
utg@ngsdatumet som stér tryckt p& etiketten.

* Sakerstall att instrumenten &r kontrollerade och kalibrerade enligt tillverkarens
rekommendationer.
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Det finns inga uppenbara tecken som visar att denna produkt &r instabil.
Positiva och negativa kontroller ska dock kéras samtidigt med okénda prover.

Hantering och férvaring av prover

Prover av helblod ska antikoaguleras med kalium-EDTA och férvaras vid
2-8 °C i hogst 5 dagar fére RNA-extrahering.

Procedur

Beredning av prov-RNA

RNA-beredning frén patientprover (blod eller benmérg) méaste ha utférts med
en validerad procedur. Analysens kvalitet beror till stor del p& kvaliteten hos det
inmatade RNA:t. Darfér rekommenderar vi att det renade RNA:t kvalificeras
med agaros*-gel-elektrofores, med anvéndning av en Agilent® Bioanalyzer®
eller spektrofotometri fére analys.?

Protokoll: Omvdénd transkription med SuperScript Il
Reverse Transcriptase
Detta protokoll &r avsett fér omvénd transkription med SuperScript 1ll omvént

transkriptas. Nér ipsogen RT-kitet anvénds ska protokollet i ipsogen RT Kit
Handbook (handboken fér RT-kitet) féljas.

Saker som ska utféras fore start
M  Bered dNTP:er, 10 mM i varje. Férvaras vid -20 °C i alikvoter.

Procedur

1. Tina alla nédvéndiga komponenter och placera dem pa is.

2. Blanda vdl (vortexblanda inte) och centrifugera kortvarigt (cirka 10 s,
10.000 varv/minut, fér att samla upp vétskan i botten pa roéret).
Foérvara sedan pa is.

* Anvénd alltid lamplig laboratorierock, engédngshandskar och skyddsglaségon vid hantering
av kemikalier.

t Optisk densitet uppmatt vid 260 och 280 nm: OD p& 1,0 vid 260 nm &r ekvivalent med
cirka 40 ug/ml enkelstrdngat RNA. En A260/A280-kvot mellan 1,8 och 2,1 tyder pé

héggradigt renat RNA.
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3. Justera RNA-prover till 0,1 ug/ul. Pipettera 10 ul (1 ug) av varje
RNA-prov i separata, markta ror. Pipettera 10 ul av den héggradigt
positiva RNA-kontrollen, 10 ul av IS-MMR-kalibratorn och 10 ul
nukleasfritt vatten (som en RT-negativ kontroll) i separata, mérkta
rér, och behandla dem parallellt med RNA-proverna, sé som
beskrivs nedan.

4. Inkubera varje prov, kontroll och kalibrator (10 ul vardera) i 5 min
vid 65 °C och kyl dem sedan omedelbart péa is i 5 min.

5. Centrifugera kortvarigt (cirka 10 s, 10.000 varv/minut, fér att samla
upp vatskan i botten pa roret). Férvara sedan pa is.

6. Bered nedanstdende RT-blandning enligt antalet prover, kontroller
och kalibratorer som ska behandlas (tabell 1).

Tabell 1. Beredning av RT-blandning

Volym per Slutlig

Komponent prov (ul) koncentration
Foérstastrangsbuffert, 5x (medféljer 50 Ix
SuperScript lll Reverse Transcriptase) !
dNTP:er (10 mM i varije, ska beredas i
férvag och férvaras vid -20 °C i 2,0 0,8 mM
alikvoter)
Slumpmadssig nonamer (100 uM) 5,25 21 uM
RNaseOUT (40 E/ul) 0,5 0,8 E/ul
SuperScript Il Reverse Transcriptase
(200 E/l) 1.0 8 E/ul
DTT (SuperScript lll Reverse

. 1,25 -
Transcriptase)
Uppvarmt RNA-prov, kontroll eller 1S-
MMR-kalibrator (tillsétts i steg 7) 10,0 40 ng/ul
Slutlig volym 25,0 -

7. Pipettera 15 ul RT-blandning i varje PCR-rér. Tillsétt sedan 10 ul
(1 pg) prov-RNA, kontroll eller kalibrator (frén steg 4).
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8. Blanda vdl (vortexblanda inte) och centrifugera kortvarigt (cirka 10 s,
10.000 varv/minut, fér att samla upp vétskan i botten pa roéret).

9. Programmera termocykeln med programmet fé6r omvdént transkriptas
sd som anges i tabell 2.

Tabell 2. Temperaturprofil

Omvénd transkription 1 Temperatur: 25 °C
Tid: 10 min

Omvdnd transkription 2 Temperatur: 50 °C
Tid: 60 min

Inaktivering Temperatur: 85 °C
Tid: 5 min

Avkylning Temperatur: 4 °C
Tid: 5 min

10. Placera réren i termocykeln och starta termocykelprogrammet sé
som anges i tabell 2.

11. Néar programmet dr avslutat ska réren centrifugeras kortvarigt (cirka
10 s, 10.000 varv/minut, for att samla upp vétskan i botten pé réret).
Férvara réren pa is eller vid -20 °C tills qPCR ska utféras, enligt
nedanstdende protokoll, enligt ditt qPCR-instrument.

Obs! For LightCycler 1.2-, 1.5- och 2.0-instrument tillhandahéller varje RT-
beredning cDNA fér tv& gPCR-kérningar.
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Protokoll: qPCR pa Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM- eller
Rotor-Gene Q 5plex HRM-instrument med 72-rérsrotor
Nér detta instrument anvénds rekommenderar vi att métningar gérs i duplikat,

s@ som anges i tabell 3. Kitet ar utformat f6r att testa 8 olika cDNA-prover i
samma experiment 3 génger.

Tabell 3. Antal reaktioner for Rotor-Gene Q-instrument med 72-
rorsrotor

Prover Reaktioner

Med ABL-primers och s6kfragmentblandning (PPC-ABL)
(32 reaktioner)

8 cDNA-prover 8 x 2 reaktioner
1 cDNA héggradigt positiv kontroll 2 reaktioner
1 cDNA IS-MMR-kalibrator 2 reaktioner

Enkelolasmidstandarder 2 x 4 reaktioner (SP3, SP4, SP5 och
P SPé, var och en testad i duplikat)

RT-negativ kontroll 2 reaktioner

Vattenkontroll 2 reaktioner

Med BCR-ABL Mbcr-primers och sékfragmentblandning (PPF-Mbcr)
(32 reaktioner)

8 cDNA-prover 8 x 2 reaktioner
1 cDNA héggradigt positiv kontroll 2 reaktioner

1 ¢cDNA IS-MMR-kalibrator 2 reaktioner
2 x 5 reaktioner (SP1, SP2, SP3, SP5
Enkelplasmidstandarder och SPé, var och en testad i
duplikat)
Vattenkontroll 2 reaktioner

Provbehandling p& Rotor-Gene Q-instrument med 72-rérsrotor

Vi rekommenderar att minst 8 cDNA-prover testas i samma experiment fér att
optimera anvéndningen av standarder, primers och sdékfragmentblandningar.
Rotorschemat i figur 4 visar ett exempel pé ett sédant experiment.
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Figur 4. Rekommenderad rotoruppstdllning fér varje experiment med ipsogen BCR-
ABL1 Mbcr IS-MMR-kitet. SP1-SP6: BCR-ABL Mbcr- och ABL-standarder; HC: Hoggradigt
cDNA-positiv kontroll; IS-Cal: IS-MMR-kalibrator; RTneg: RT-negativ kontroll; S: cDNA-prov;
H,O: vattenkontroll.

Obs! Var noga med att alltid placera ett prov som ska testas i position 1 pé
rotorn. | annat fall utfér instrumentet ingen kalibrering under kalibreringssteget
och felaktiga fluorescensdata samlas in.

Fyll alla andra positioner med tomma ror.

qgPCR pd Rotor-Gene Q-instrument med 72-rérsrotor

Obs! Utfér alla steg pé is.

Procedur

1. Tina alla nédvéndiga komponenter och placera dem pa is.

2. Voriexblanda réren med standarder, PPF-Mbcr och PPC-ABL och
centrifugera kortvarigt (cirka 10 s, 10.000 varv/minut, fér att samla
upp vétskan i botten pé roret).
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3.

Bered nedanstdende qPCR-blandning enligt antalet prover som ska
behandlas.

Alla koncentrationer avser den slutliga volymen av reaktionen.

| tabell 4 beskrivs pipetteringsschemat for beredningen av en
reagensblandning, beréknad att uppné en slutlig reaktionsvolym pé& 25 ul.
En pre-mix kan beredas, enligt antalet reaktioner, med samma primers och
sékfragmentblandning (antingen PPC-ABL eller PPF-Mbcr). Extra volymer &r
inkluderade fér att kompensera fér pipetteringsfel.

Tabell 4. Beredning av qPCR-blandning

BCR-ABL
Mbcr:
1 ABL: 32+1 32+1
reaktion reaktioner reaktioner Slutlig

Komponent (k) (71)] (71)] koncentration
Premix Ex Taq, 2x 12,5 412,5 412,5 1x
Primers och
sékfragmentblandning, 1 33 33 1x
25x
Nukleasfritt vatten av
PCR-grad 6,5 214,5 214,5 -
Prov (tillsatts i steg 5) 5 5 vardera 5 vardera —
Total volym 25 25 vardera 25 vardera -

4. Dispensera 20 ul av qPCR-pre-mixen per ror.

5. Anvénd ett annat omrdade i labbet och speciell utrustning, och tillsétt
5 pl av den RT-produkt (cDNA, 200 ng RNA-ekvivalent) som erhallits
vid den omvénda transkriptionen (se "Protokoll: Omvénd
transkription med SuperScript lll Reverse Transcriptase ”, sida 13) i
det motsvarande roéret (total volym 25 pl).

6. Blanda forsiktigt genom att pipettera upp och ned.

7. Forslut alla rér och placera réren i termocykeln enligt tillverkarens
rekommendationer.

8. Programmera Rotor-Gene Q-instrumentet med det
termocykelprogram som anges i tabell 5.
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Tabell 5. Temperaturprofil

Analyssatt Kvantifiering

Uppehall 1 Temperatur: 95 °C
Tid: 10's

Cykling 50 gdnger
95°Cib5s

60 °C i 30 s med insamling av FAM-fluorescens i
kanal Green (grén): Enkel

Uppehall 2 Temperatur: 36 °C
Tid: 1 min

9. Klicka pé ”"Gain Optimisation” [Optimering av férstarkning] i
dialogrutan “New Run Wizard” [Guide for ny kérning] for att 6ppna
dialogrutan ”Auto-Gain Optimisation Setup” [Stdll in automatisk
optimering av forstarkning]. Stall in intervallet fér kanalen Green
fran ”5 FI” fér “Min Reading” [Min. avlésning] till ”10 FI” fér "Max
Reading” [Max. avldsning] och det acceptabla intervallet fér Gain
fran =10 till 10.

10. Markera kryssrutan "Perform Optimisation Before 1st Acquisition”
[Utfor optimering fére forsta hdmtning] och sting dialogrutan ”Auto-
Gain Optimisation Setup” [Stdll in automatisk optimering av
forstarkning].

11. Starta termocyklingsprogrammet.

12. Valj "Slope Correct” [Lutning korrekt] fér analysen. Vi
rekommenderar att tréskeln stdlls in p& 0,03.

__________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Protokoll: qPCR pa Applied Biosystems 7500 Real-Time
PCR System, ABI PRISM 7900HT SDS och LightCycler 480-
instrument

Nar gPCR-utrustning med 96-brunnsplattor anvénds rekommenderar vi att alla
matningar gérs i duplikat, s& som anges i tabell 6. Kitet &r utformat fér att testa
8 olika cDNA-prover i samma experiment 3 génger.

Tabell 6. Antal reaktioner med anvéandning av utrustning fér gPCR med
96-brunnsplattor

Prover

Reaktioner

Med ABL-primers och s6kfragmentblandning (PPC-ABL)

(32 reaktioner)

8 cDNA-prover
1 cDNA héggradigt positiv kontroll
1 cDNA IS-MMR-kalibrator

Enkelplasmidstandarder

RT-negativ kontroll

Vattenkontroll

8 x 2 reaktioner
2 reaktioner
2 reaktioner

2 x 4 reaktioner (SP3, SP4, SP5 och
SPé, var och en testad i duplikat)

2 reaktioner

2 reaktioner

Med BCR-ABL Mbcr-primers och sékfragmentblandning (PPF-Mbcr)

(32 reaktioner)

8 cDNA-prover
1 ¢cDNA hoéggradigt positiv kontroll
1 cDNA IS-MMR-kalibrator

Enkelplasmidstandarder

Vattenkontroll

8 x 2 reaktioner
2 reaktioner

2 reaktioner

2 x 5 reaktioner (SP1, SP2, SP3, SP5
och SP6, var och en testad i
duplikat)

2 reaktioner
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Provbehandling pa Applied Biosystems-, ABI PRISM- och LightCycler
480-instrument

Vi rekommenderar att minst 8 cDNA-prover testas i samma experiment fér att
optimera anvéndningen av standarder, primers och sékfragmentblandningar.
Plattschemat i figur 5 visar ett exempel pd ett sddant experiment.

Figur 5. Rekommenderad plattuppstdallning for ett experiment med ipsogen BCR-ABL1
Mbcr IS-MMR-kitet. SP1-SP6: BCR-ABL Mbcr- och ABL-standarder; HC: Hoggradigt cDNA-
positiv kontroll; IS-Cal: IS-MMR-kalibrator; RTneg: RT-negativ kontroll; S: cDNA-prov; H,O:

vattenkontroll.

qPCR pé Applied Biosystems-, ABI PRISM- eller LightCycler 480-
instrument

Obs! Utfor alla steg pd is.

Procedur

1. Tina alla nédvéndiga komponenter och placera dem pa is.

2. Vortexblanda réren med standarder, ROX, PPF-Mbcr och PPC-ABL
och centrifugera kortvarigt (cirka 10 s, 10.000 varv/minut, fér att
samla upp vétskan i botten pé réret).

3. Bered nedanstdende qPCR-blandning enligt antalet prover som ska
behandlas. Om utrustningen fér qPCR med 96-brunnsplattor
anvdnds rekommenderar vi att alla métningar gérs i duplikat.

Alla koncentrationer avser den slutliga volymen av reaktionen.
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| tabell 7 beskrivs pipetteringsschemat fér beredningen av en
reagensblandning fér Applied Biosystems- och ABI PRISM-instrument,
berdknad att uppnd en slutlig reaktionsvolym p& 25 ul. | tabell 8 beskrivs
pipetteringsschemat fér beredningen av en reagensblandning fér
LightCycler 480-instrumentet, beréknad att uppnd en slutlig reaktionsvolym
p& 25 ul. En pre-mix kan beredas, enligt antalet reaktioner, med samma
primers och sékfragmentblandning (antingen PPC-ABL eller PPF-Mbcr).
Extra volymer &r inkluderade f6r att kompensera fér pipetteringsfel.

Tabell 7. Beredning av qPCR-blandning fér Applied Biosystems- och ABI
PRISM-instrument

BCR-ABL
Mbcr:
1 ABL: 32+1 32+1
reaktion reaktioner reaktioner Slutlig

Komponent (k1) (k1) (1) koncentration
Premix Ex Taq, 2x 12,5 412,5 412,5 1x
Primers och
sékfragmentblandning, 1 33 33 1x
25x
ROX I-férg, 50x (ABI
PRISM 7900HT) eller
ROX ll-farg, 50x 0,5 16,5 16,5 1x
(Applied Biosystems
7500)
Nukleasfritt vatten av
PCR-grad 6 198 198 -
Prov (tillsatts i steg 5) 5 5 vardera 5 vardera -
Total volym 25 25 vardera 25 vardera -
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Tabell 8. Beredning av qPCR-blandning fér LightCycler 480

BCR-ABL
Mbcr:
1 ABL: 32+1 32+1
reaktion reaktioner reaktioner Slutlig

Komponent (71)] (71)] (71)] koncentration
Premix Ex Taq, 2x 12,5 412,5 412,5 1x
Primers och
sékfragmentblandning, 1 33 33 1x
25x
Nukleasfritt vatten av
PCR-grad 6,5 214,5 214,5 —
Prov (tillsatts i steg 5) 5 5 vardera 5 vardera —
Total volym 25 25 vardera 25 vardera -

4. Dispensera 20 ul av qPCR-pre-mixen per brunn.

5. Anvénd ett annat omrdde i labbet och speciell utrustning, och tillsétt
5 pl av den RT-produkt (cDNA, 200 ng RNA-ekvivalent) som erhallits
vid den omvénda transkriptionen (se "Protokoll: Omvénd
transkription med SuperScript lll Reverse Transcriptase ”, sida 13) i
den motsvarande brunnen (total volym 25 pl).

6. Blanda forsiktigt genom att pipettera upp och ned.

N

Forslut plattan och centrifugera kortvarigt (300 x g, cirka 10 s).

8. Placera plattan i termocykeln enligt tillverkarens rekommendationer.
Programmera termocykeln med termocykelprogrammet sG som
anges i tabell 9 for Applied Biosystems- och ABI PRISM-instrument,
eller tabell 10 for LightCycler 480-instrumentet.
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Tabell 9. Temperaturprofil for Applied Biosystems- och ABI PRISM-

instrument

Analyssatt Standardkurva — absolut kvantifiering

Uppehall 1 Temperatur: 95 °C
Tid: 10s

Cykling 50 génger
95°Ci5s
60 °C i 30 s med insamling av FAM-fluorescens:
Enkel; quencher: TAMRA

Uppehall 2 Temperatur: 36 °C
Tid: T minut

Tabell 10. Temperaturprofil fér LightCycler 480-instrument

Analyssatt Absolut kvantifiering (“Abs kvant”)

Detektionsformat  Valj “Simple Probe” (enkelt s6kfragment) i fénstret
Detection formats (detektionsformat)

Uppehall 1 Temperatur: 95 °C
Tid: 10's

Cykling 50 génger
95°Ci5s

60 °C i 30 s med insamling av FAM-fluorescens
motsvarande (483-533 nm) fér LC-version 01 och
(465-510 nm) fér LC-version 02

Uppehall 2 Temperatur: 36 °C
Tid: T min
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9. For Applied Biosystems 7500 och ABI PRISM 7900HT SDS, folj steg
9a. For LightCycler 480-instrumentet, f6lj steg 9b.

9a. Applied Biosystems och ABI PRISM: Vi rekommenderar en
troskelinstallning pa 0,1 i analyssteget pé instrumentet. Starta
cykelprogrammet sd som anges i tabell 9.

9b. LightCycler 480-instrument: Vi rekommenderar ett Fit point-
analyssatt med bakgrund vid 2,0 och tréskel vid 2,0. Starta
termocykelprogrammet s som anges i tabell 10.

__________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Protokoll: qPCR pa LightCycler 1.2-, 1.5- och 2.0-

instrument

Nar kapillarinstrument anvdnds rekommenderar vi att prover méts i duplikat
och kontroller endast en g&ng, sé som anges i tabell 11. Kitet &r utformat fér
att testa 4 olika cDNA-prover i samma experiment 6 génger.

Tabell 11. Antal reaktioner for LightCycler 1.2-, 1.5- och 2.0-instrument

Prover

Reaktioner

(16 reaktioner)

4 cDNA-prover

1 ¢cDNA hoéggradigt positiv kontroll
1 cDNA IS-MMR-kalibrator

Enkelplasmidstandarder
RT-negativ kontroll

Vattenkontroll

(16 reaktioner)

4 cDNA-prover

1 cDNA héggradigt positiv kontroll
1 ¢cDNA I1S-MMR-kalibrator

Enkelplasmidstandarder

Vattenkontroll

Med ABL-primers och s6kfragmentblandning (PPC-ABL)

4 x 2 reaktioner
1 reaktion
1 reaktion

1 x 4 reaktioner (SP3, SP4, SP5 och
SP6)

1 reaktion

1 reaktion

Med BCR-ABL Mbcr-primers och sékfragmentblandning (PPF-Mbcr)

4 x 2 reaktioner
1 reaktion
1 reaktion

1 x 5 reaktioner (SP1, SP2, SP3, SP5
och SPé)

1 reaktion

Provbehandling pé LightCycler 1.2-, 1.5- och 2.0-instrument

Vi rekommenderar att minst 4 cDNA-prover testas i samma experiment fér att
optimera anvéndningen av standarder, primers och sdékfragmentblandningar.
Kapilladrschemat i figur 6 visar ett exempel pd ett experiment.
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Figur 6. Rekommenderad rotoruppstéllning foér varje experiment med ipsogen BCR-
ABL1 Mbcr IS-MMR-kitet. SP1-SP6: BCR-ABL Mbcr- och ABL-standarder; HC: Héggradigt
cDNA-positiv kontroll; IS-Cal: IS-MMR-kalibrator; RTneg: RT-negativ kontroll; S: cDNA-prov;
H,O: vattenkontroll.

gPCR pa LightCycler 1.2-, 1.5- och 2.0-instrument
Obs! Utfor alla steg pd is.

Procedur

1. Tina alla nédvéndiga komponenter och placera dem pa is.

2. Voriexblanda réren med standarder, PPF-Mbcr och PPC-ABL och
centrifugera kortvarigt (cirka 10 s, 10.000 varv/minut, for att samla
upp vatskan i botten pa roret).

3. Bered nedanst@ende gPCR-blandning enligt antalet prover som ska
behandlas.

Alla koncentrationer avser den slutliga volymen av reaktionen.

| tabell 12 beskrivs pipetteringsschemat fér beredningen av en
reagensblandning, beréknad att uppné en slutlig reaktionsvolym pé& 20 ul.
En pre-mix kan beredas, enligt antalet reaktioner, med samma primers och
sékfragmentblandning (antingen PPC-ABL eller PPF-Mbcr). Extra volymer &r
inkluderade fér att kompensera fér pipetteringsfel.
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Tabell 12. Beredning av gPCR-blandning for LightCycler 1.2-, 1.5- och
2.0-instrument

BCR-ABL
Mbcr:
1 ABL: 16+1 16+1
reaktion reaktioner reaktioner Slutlig

Komponent (71)] (71)] (71)] koncentration
Premix Ex Taq, 2x 10 170 170 1x
Primers och
sékfragmentblandning, 0,8 13,6 13,6 1x
25x
Nukleasfritt vatten av
PCR-grad 4,2 71,4 71,4 -
Prov (tillsatts i steg 5) 5 5 vardera 5 vardera —
Total volym 20 20 vardera 20 vardera -

4. Dispensera 15 ul av qPCR-pre-mixen per kapilldr.

5. Anvénd ett annat omrdde i labbet och speciell utrustning, och tillsétt
5 pl av den RT-produkt (cDNA, 200 ng RNA-ekvivalent) som erhallits
vid den omvénda transkriptionen (se "Protokoll: Omvénd
transkription med SuperScript lll Reverse Transcriptase ”, sida 13) i
den motsvarande kapilléren (total volym 20 pl).

6. Blanda forsiktigt genom att pipettera upp och ned.

7. Placera kapillérerna i adaptrarna som medféljde apparaten och
centrifugera kortvarigt (700 x g, cirka 10 s).

8. Ladda kapillarerna i termocykeln enligt tillverkarens
rekommendationer.

9. Programmera LightCycler 1.2-, 1.5- eller 2.0-instrumentet med det
termocykelprogram som anges i tabell 13.
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Tabell 13. Temperaturprofil

Analyssatt Kvantifiering
Uppehall 1 Temperatur: 95 °C
Tid: 10's
Ramp: 20
Cykling 50 génger

95°Ci5s; ramp: 20
60 °C i 30 s; ramp: 20; med insamling av FAM-
fluorescens: Enkel
Uppehall 2 Temperatur: 36 °C
Tid: 1T min
Ramp: 20

10. Foér LightCycler 1.2 och 1.5, félj steg 10a. Fér LightCycler 2.0, folj
steg 10b.

10a. LightCycler 1.2 och 1.5: Laget F1/F2 och ”2™ derivative analysis”
(2:a derivatanalys) rekommenderas. Starta termocykelprogrammet
sd som anges i tabell 13.

10b LightCycler 2.0: Vi rekommenderar anvéndningen av Automated
(F"max) analysis (automatiserad (F"’'max) analys) pa LightCycler 2.0
programversion 4.0 fér att erhélla reproducerbara resultat. Starta
termocykelprogrammet sé& som anges i tabell 13.

__________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Tolkning av resultat

Dataanalysprincip

Nér TagMan®-tekniken anvénds, kallas antalet PCR-cykler som behévs for att
detektera en signal ovanfér tréskeln for troskelcykeln (Cq) och ér direkt
proportionell till méngden mél som finns i bérjan av reaktionen.

Né&r man anvénder standarder med ett ként antal molekyler, kan man faststélla
en standardkurva och bestémma den exakta méangden mél som finns i
testprovet. ipsogen-standardkurvorna ér plasmidbaserade. For att sdkert 1
noggranna standardkurvor anvénder vi 4 standardspadningar fér ABL och

5 standardspadningar fér Mbcr. | kitet ingér éven en IS-MMR-kalibrator som
mojliggdr konvertering av resultat till den internationella skalan. | figur 7 och 8
visas exempel p& TagMan-amplifieringskurvor som erhéllits fér standarder, 1S-
MMR-kalibratorn och den héggradigt positiva RNA-kontrollen med ipsogen
BCR-ABL1T Mbcr ISMMR-kitet.

B - N W s w

0.81 High RNA positive control
08 \
rg 0.71 IS-MMR calibrator

0.6 { \
05
0.41

SP6
. sP5
0.2 SP4 sp3
0.1
0.0 —

Cycle

Figur 7. Detektion av ABL med standard SP3, SP4, SP5 och SPé6. 10°, 10%, 10° och
10°¢ kopior/5 ul.
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Figur 8. Detektion av BCR-ABL Mbcr med standard SP1, SP2, SP3, SP5 och SP6. 10',
10%, 10%, 10°, 10° kopior/5 ul.

Standardkurvor och kvalitetskriterier som éar tillampliga pé
radata

Reproducerbarhet mellan replikat

Variationen i Cr-vdrden mellan replikat ska vara <2, vilket motsvarar en
fyrfaldig féréndring av kopieantalsvéardena.

Variation i Cy-varden mellan replikat ér generellt <1,5 om det genomsnitiliga
C;-vardet for replikaten ar <36 (7).

Obs! Varje anvdndare bér mata den egna reproducerbarheten i sitt
laboratorium.

Standardkurvor
R&data kan klistras in i en Excel®-fil fér att analyseras.

Fér varje gen (ABL och BCR-ABL), ritas r@a Ci-vérden in som erhdllits frén
plasmidstandardspadningar i enlighet med log-kopieantalet (3, 4, 5 och 6 for
SP3, SP4, SP5 och SP6; 1, 2, 3, 5 och 6 f6r SP1, SP2, SP3, SP5 och SPé). | figur
9 visas ett exempel pd en teoretisk ABL-standardkurva som berdknats pé

4 standardspddningar. | figur 10 visas ett exempel p& en teoretisk BCR-ABL-
standardkurva som berédknats pé 5 standardspédningar.
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Figur 9. Teoretisk standardkurva fér ABL berdéknad frédn 4 standardspéadningar. En
linjar regressionskurva (y = ax + b) berdknas, dar a &r linjens lutning och b ar y-
skdrningspunkten, vilket ér y-koordinaten fér den punkt dér linjen korsar y-axeln. Dess
ekvation och bestdmningskoefficient (R?) ar tryckta pé& grafen.
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Figur 10. Teoretisk standardkurva fér BCR-ABL beréknad fréan 5 standardspédningar.
En linjér regressionskurva (y = ax + b) beréknas, dér a ér linjens lutning och b ér y-
skdrningspunkten, vilket &r y-koordinaten f6r den punkt dér linjen korsar y-axeln. Dess
ekvation och bestdmningskoefficient (R?) &r tryckta pé& grafen.

Eftersom standarder &r tiofaldiga spéadningar, &r kurvans teoretiska
lutning -3,3. En kurva mellan -3,0 och -3,9 &r godtagbar sé& lénge R &r >0,95
(7). Ett vérde f6r R2 som &r >0,98 ar dock énskvart for att 1& exakta resultat (3).
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Obs! SP1-standardspédningen (BCR-ABL-plasmid, 10 kopior) méste detekteras
och inkluderas i BCR-ABL-standardkurvan.

Kvalitetskontroll pé alla ABL-vérden

Dalig kvalitet f6r RNA eller problem under gPCR-stegen leder till ldga ABL-
kopieantal (ABLqy). Optimal kanslighet uppnés med prover som ger ABLcy

=>10.000 kopior. Detta kriterium f&r ABLcy gdller éven f6r den héggradigt
positiva RNA-kontrollen och IS-MMR-kalibratorn.

RT-negativa och vattenkontroller

Kontroller utan templat (no template controls, NTC) fér PCR-steget
(vattenkontroll) och det omvanda transkriptionssteget (RT-negativ kontroll) ska
ge noll CN f6r badde ABL och BCR-ABL Mbcr. Ett positivt resultat fér dessa
NTC:er indikerar korskontamination under omvand transkription och/eller
gPCR.

Normaliserat kopieantal (normalized copy number, NCN)

Ekvationen fér ABL-standardkurvan ska anvéndas fér att omvandla réa Cs-
varden (erhéllna med PPC-ABL) fér de okédnda proven till ABL-kopieantal
(ABLcy).-

Ekvationen fér BCR-ABL-standardkurvan ska anvéndas fér att omvandla réda
C;-varden (erhalina med PPF-Mbcr) f6r de okénda proven, till BCR-ABL-
kopieantal (BCR-ABL Mbcr ).

Kvoten fér dessa CN-varden ger det normaliserade kopieantalet (NCN):

BCR-ABL Mbcrey
NCN = x 100
ABLcy

Berdkna NCN-resultatet fér den héggradigt positiva RNA-kontrollen (NCNyc),
ISMMR-kalibratorn (NCN_,) och varje prov (NCN, 1)

Hoéggradigt positiv RNA-kontroll och IS-MMR-kalibrator

Dessa kontroller gér det mojligt att évervaka stegen med omvand transkription
och amplifiering fér ABL och BCR-ABL Mbcr under transkriptkvantifiering.

Kvalitetskontroll pd NCN_,-resultat

Obs! NCN-resultatet som erhélls f6r IS-MMR-kalibratorn, testat med ipsogen
BCR-ABL Mbcr IS-MMR-kitet i kombination med validerade reagenser och
instrument (se “Material som medfélier”, sida 9, och "Material som behévs men
inte medféljer”, sida 10), méste ligga inom intervallet 0,05-0,3. Annars kan
inte NCN-vérden konverteras till den internationella skalan. Vidare méste hela
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experimentet férkastas om den héggradigt positiva RNA-kontrollen inte
detekteras.

IS-konvertering och MMR-rapportering

Obs! Fore tolkning, se vérdet som anges p& IS-MMR-kalibratorrérets etikett,
eller pd analyscertifikatet som medféljer kitet.

Anvand det experimentella NCN-resultatet fér IS-MMR-kalibratorn (NCN_), och
dess tilldelade vérde (IS-Cal value) som anges i analyscertifikatet, fér att
beréikna det normaliserade kopieantalet pd den internationella skalan (IS-

NCNample)-
NCN _mple X 1S-Cal-vérde
NCN_
Bestém MMR-status fér varje prov enligt nedanstdende kriterier.
M IS-NCN_;,mpie =0,05: Betydande molekylért svar

W 0,05 <IS-NCN _;;mpie <0,15: Grézon runt MMR-cutoff, inte avgérande
resultat

B IS-NCN_,mple =0,15: Inget betydande molekylart svar

lS'NCN—somple =

IS-NCNyc-resultatet (NCN pé& den internationella skalan fér den héggradigt
positiva RNA-kontrollen) ska inte ge ndgon betydande molekylart svar.

| figur 11 visas ett exempel pd patientévervakning med anvandning av NCN-

och IS-NCN-resultat.
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Figur 11. Overvakningskurvor for patient-MMR-status med ipsogen BCR-ABL1 Mbcr
IS-MMR-kitet. NCN: normaliserat kopieantal; NCN-IS: normaliserat kopieantal,
internationell skala; MMR GZ: MMR-grézon (GZ), inte avgdrande resultat; LoD: gréns for
detektion; LoB: bakgrundsnivé.

Sammanfattning av kvalitetskriterier

| tabell 14 sammanfattas de olika kvalitetskriterierna och associerade vérden
eller resultat.
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Tabell 14. Sammanfatining av kvalitetskriterier

Kriterier

Godtagbara varden/resultat

Variationer i C;-varden mellan
replikat

Lutning fér standardkurvor
R? foér standardkurvor

SP1-standardspédning (BCR-ABL
10 kopior plasmid)

Kvalitetskontroll p& ABLcy-varde fér
patientprover, héggradigt positiv
RNA-kontroll och IS-MMR-
kalibratorn

Kontroller fér PCR (vatten) och
omvdand transkription (RT-negativa)

NCN erhéllen fér IS-MMR-
kalibrator (NCN_)

Hoéggradigt positiv RNA-kontroll

NCN erhéllen fér den héggradigt
positiva RNA-kontrollen
konverterad till den internationella

skalan (IS-NCN,)

<2 C; om genomsnittligt C;-varde
ar >36

<1,5 C; om genomsnittligt C;-
varde ar >36

Mellan -3,0 och -3,9
Minst >0,95 béattre om >0,98

Mdéste detekteras och inkluderas i
standardkurvan

ABLcy >10.000 kopior av ABL fér
att uppnd optimal kanslighet

Foér varje ABLqy = 0 och
MbchN =0

Maste ligga inom intervallet 0,05-
0,3

Méste detekteras

Status: Inget betydande molekylart
svar

Fels6kning

For ytterligare information, se sidan vanliga frdgor pé vart tekniska
supportcenter: www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Dessutom svarar
teamet fér QIAGEN:s tekniska service gérna pé frdgor om antingen

informationen och protokollen i denna handbok eller prov- och analysmetoder

(for kontaktinformation, se “Kontaktinformation”, sida 42).
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Kvalitetskontroll

For att sdkerstélla en enhetlig produktkvalitet testas varje lotnummer av ipsogen
BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR Kit med faststéllda specifikationer enligt QIAGENSs
ISO-certifierade kvalitetshanteringssystem. Analyscertifikat finns tillgéngliga pé
begdran pd www.qiagen.com/support/.

Begrdnsningar

Anvéndarna méste vara utbildade i och fértrogna med denna teknologi innan
produkten anvénds.

Alla diagnostiska resultat som erhélls maste tolkas tillsammans med 6vriga
kliniska fynd eller laboratoriefynd. Det @r anvédndarnas ansvar att validera
systemets prestanda fér eventuella procedurer som anvéands i deras
laboratorium som inte ingér i QIAGENS prestandastudier.

Var noga med att uppmdérksamma de utg@ngsdatum som &r & kartongen och
etiketterna fér alla komponenter. Anvénd inte utgdngna komponenter.

Obs! Kitet har utformats i enlighet med studierna “Europe Against Cancer”
(EAC) (8, 9) och dverensstammer med de uppdaterade internationella
rekommendationerna. Kitet innehéller en IS-MMR-kalibrator, standardiserad
enligt den internationella skalan, vilket gér det mojligt att konvertera NCN-
resultat till den internationella skalan och rapportera status f6r MMR (betydande
molekylé&rt svar).

Varje lot av IS-MMR-kalibratorn har ett tilldelat vérde som erhélls direkt frdn en
kalibrering mot det NIBSC WHO-certifierade primdra referensmaterialet
(International Genetic Reference Panel for the quantitation of BCR-ABL
translocation by RQ-PCR (1st 1.S.), ref. 09/138).

Ett analyscertifikat som anger det tilldelade vardet f6r IS-MMR-kalibratorn
medféljer varije kit.

Kitet ska anvdndas i enlighet med anvisningarna i denna handbok, i
kombination med validerade reagenser och instrument (se “Material som
behdvs men inte medfélier”, sida 10). Om denna produkt anvénds utanfor

indikationen och/eller om komponenterna modifieras, upphér
ansvarsskyldigheten fér QIAGEN.

Prestandaegenskaper

Obs! Prestandaegenskaperna faststélldes med anvéndning av Applied
Biosystems 7500 Real-Time PCR System i kombination med ipsogen BCR-ABL
Mbcr IS-MMR-kitet och validerade extra reagenser (se “Material som behdvs
men inte medféljer”, sida 10).
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Grdns for blankprov och grdns for detektion

Grdns fér blankprov (limit of blank, LoB) och gréns fér detektion (limit of
detection, LoD) bestaémdes enligt riktlinjen CLSI/NCCLS EP17-A.

Bakgrundsnivdn (LoB) bestémdes p& negativa prover frén friska givare
(11 prover, 69 matningar) och befanns vara lika med 0,0022 BCR-ABL Mbcr
NCN.

Grdansen for detektion (LoD eller analytisk kdnslighet) bestémdes pd kénda ldga
positiva prover (n = 8, 74 métningar) och befanns vara lika med 0,0069 BCR-
ABL Mbcr NCN.

B NCN <LoB: BCR-ABL Mbcr ej detekterad
M LoB <NCN <LoD: BCR-ABL Mbcr detekterad men ej kvantifierad
B NCN =LoD: BCR-ABL Mbcr kvantifierad

Linjdritet
Linjéritet bestémdes enligt riktlinjen CLSI/NCCLS EP6-A.

Studien utférdes p& blandningar av positivt och negativi RNA som extraherats
frdn cellinjer. Elva olika nivéer testades i triplikat. Resultaten som erhélls pé
dessa prover visar att ipsogen BCR-ABL Mbcr IS-MMR-analysen ér linjér i ett
intervall frdn 0,003 till 65 BCR-ABL Mbcr NCN.

Inmatningar

Fem olika RNA:er med olika nivder av NCN BCR-ABL Mbcr valdes ut for
studien. Olika RNA- och cDNA-md&ngder testades fér att utvérdera
inmatningspdverkan pd NCN-resultat. Resultat visade att RNA-
inmatningsvariationen hade en begrénsad péverkan pd NCN-resultat, medan
cDNA-inmatning var en kansligare faktor om mer eller mindre material
anvénds. Darfér rekommenderas en inmatning p& 1 ug RNA och 5 ul cDNA for
att kéra testet.

Precision
Precision bestémdes enligt riktlinjen CLSI/NCCLS EP5-A2.

Precisionsstudien utférdes p& 13 olika prover som testades 42 génger i duplikat
(n = 84). Dessa prover var representativa fér den annorlunda nivén av BCR-
ABL Mbcr-uttryck i patienters prover omkring och éver MMR-vérdet. Den
globala variationskoefficienten omkring MMR-vérdet befanns vara lika med

25 %.
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Studie av 6verensstéimmelse: ERM-AD623 BCR-ABL1 -
enkelplasmidstandard (IRMM) jamfort med ipsogen-
enkelplasmidstandard (QIAGEN)

De senaste arbetsdefinitionerna fér molekyldr respons hos BCR-ABLT Mbcr
i CML tillhandahélls av ELN/EUTOS Molecular Monitoring Steering Group, som
rekommenderar anvdndning av plasmiden ERM-AD623 BCR-ABL1 (IRMM,
Belgien): Cross, N.C., et al. Laboratory recommendations for scoring deep

molecular responses following treatment for chronic myeloid leukemia (2015)
Leukemia. 29, 999.

For att f6lja denna rekommendation genomférde QIAGEN en

dverensstdmmelsestudie och j@mférde den multi-target ipsogen-enkelplasmid
som anvéndes i ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR-kitet (24) CE (kat.nr 670723)
med ERM-AD623 BCR-ABLT1-plasmiden (IRMM).

Jamfdérelsen baserades p& det normaliserade antalet kopior (NCN) fér BCR-
ABL1 Mbcr/ABL1 och bedémdes med hjélp av en av de tvé
standardspédningarna (ipsogen eller ERM-AD623 BCR-ABL1) pé& kontrollprover
som ingdr i ipsogen-kit och pé certifierat referensmaterial frén 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,el11.

* [RMM_Mbcr »  Ipsogen_Mbcr
+  IRMM_ABL «  ipsogen_ABL

regression curve (IRMM_Mbcr) egression curve (ipsogen_Mber)
regression curve (IRMM_ABL) regression curve (ipsogen_ABL)

an -

20

10

Log €N

regressionskurva
Cr-véirde
Log CN

Bild 12. Standardkurvorna fér ipsogen- och ERM-AD623 BCR-ABL1-plasmiderna
bildar parallella linjer.
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Bild 13. ERM-AD623 BCR-ABL1 jamfort med ipsogen NCN-véarden.

QIAGEN-studien faststéller att det inte finns ndgon statistisk skillnad:

ERM-AD623 BCR-ABL1-enkelplasmidstandarden och ipsogen-
enkelplasmidstandarden ger likvérdiga resultat.
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Symboler

Foéljonde symboler kan férekomma pé férpackning och mérkning:

N Innehéller reagenser som racker fér <N> reaktioner
<N>

Anvand fore

<

IVD Medicinsk utrustning fér in vitro-diagnostik

Katalognummer

LOT Lotnummer

Materialnummer

GS1-artikelnummer (Global Trade ltem Number)

Temperaturbegrénsningar

Tillverkare

Sl 3ol

Konsultera bruksanvisningen

Kontaktinformation

For teknisk hjalp och ytterligare information, besék vart tekniska supportcenter
p& www.qgiagen.com/Support, ring 00800-22-44-6000 eller kontakta en av
QIAGENS tekniska serviceavdelningar eller lokala distributérer (se baksidan
eller besok www.qiagen.com).
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Bestdllningsinformation

Produkt Innehall Kat.nr

ipsogen BCR-ABLT For 24 reaktioner: Mbcr och ABL 670723
Mbcr IS-MMR Kit (24) enkelplasmidstandarder, héggradigt
RNA-positiv kontroll, IS-MMR-
kalibrator, primers och
sékfragmentblandning ABL, primers
och sékfragmentblandning BCR-ABL
Mbcr-fusionsgen

Rotor-Gene Q MDx — for IVD-validerad realtids PCR-analys
i kliniska applikationer

Rotor-Gene Q MDx PCR-cykler i realtid och analysator med =~ 9002032
5plex HRM Platform hégupplésningssmalining och fem

kanaler (grén, gul, orange, réd och

karmosinréd) plus HRM-kanal,

laptopdator, program, tillbehor och ett

ars garanti pd reservdelar och arbete,

installation och utbildning ingér inte

Rotor-Gene Q MDx PCR-cykler i realtid och analysator med 9002033
5plex HRM System hégupplésningssmalining och fem

kanaler (grén, gul, orange, réd och

karmosinréd) plus HRM-kanal,

laptopdator, program, tillbehor och ett

ars garanti pd reservdelar och arbete,

installation och utbildning

ipsogen RT Kit — fér omvénd transkription

ipsogen RT Kit Omvant transkriptas, slumpmassig 679923
primer, DTT, dNTP, RNas-hdmmare,
RT-buffert

RNeasy Kits — for rening av totalt RNA
RNeasy Midi Kit (50) Fér 50 RNA-beredningar: 50 RNeasy 75144

midi-spinnkolonner, provrér (15 ml),
RNas-fria reagenser och buffertar

Handbok fér ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR-kit 03/2015 43



Uppdaterad licensinformation och produktspecifika friskrivningsklausuler: se
respektive QIAGEN-kithandbok eller anvandarhandbok. Handbécker och
anvéndarhandbécker fér QIAGEN-kit finns p& www.qiagen.com eller kan
bestdllas frdn QIAGENS tekniska support eller frén lokal distributér.
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Denna produkt ér avsedd att anvéndas fér in vitro-diagnostik. ipsogen-produkter f&r inte &terférséljas, modifieras fér &terférsélining eller anvéndas
fér att tillverka kommersiella produkter utan skriftligt godkénnande frén QIAGEN.

Informationen i detta dokument kan &ndras utan féregdende meddelande. QIAGEN tar inget ansvar fér eventuella fel som kan finnas i detta
dokument. Detta dokument betraktas som komplett och riktigt vid tiden fér publicering. Under inga omsténdigheter &r QIAGEN ansvarigt fér
tillfalliga, speciella eller multipla skador eller féljdskador i samband med, eller p& grund av anvéndningen av detta dokument.

ipsogen-produkter dr garanterade att motsvara deras angivna specifikationer. QIAGENS enda &tagande och kundens enda gottgdrelse &r
begréinsad fill erséttning av produkter utan kostnad om produkter inte skulle fungera enligt garantin.

Varumérken: QIAGEN®, Sample to Insight®, ipsogen®, RNeasy”, Rotor-Gene® (QIAGEN Group); ABI PRISM®, Applied Biosystems®, FAM™,
RNaseOUT™, ROX™, SuperScript®, SYBR®, TAMRA™, TRIzol® (Thermo Fisher Scientific Inc.); Agilent®, Bioanalyzer® (Agilent Technologies, Inc.);
Excel® (Microsoft Corporation); LightCycler®, TagMan® (Roche Group); Premix Ex Taq™ (Takara Bio, Inc.).

Begrénsat licensavtal
Anvéndningen av denna produkt innebér att en képare eller anvéndare av ipsogen BCR-ABLT Mbcr IS-MMR-kitet samtycker till fljande villkor:

1. ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR-kitet f&r endast anvéndas i enlighet med handboken fér ipsogen BCR-ABLT Mbcr IS-MMR-kitet och endast i
kombination med komponenter som ingér i kitet. QIAGEN ger ingen licens fér n&gon av sina immateriella tillg&ngar fér att anvénda eller
inkludera komponenterna i detta kit med komponenter som inte ingér i kitet, férutom det som beskrivs i handboken fér ipsogen BCR-ABL1
Mbcr IS-MMR-kitet och ytterligare protokoll som finns tillgéngliga p& www.qiagen.com.

2. Fdrutom de uttryckligen angivna licenserna kan QIAGEN inte garantera att detta kit och/eller dess anvéndning inte kréinker oberoende tredje
parts réttigheter.

3. Detta kit och dess komponenter &r licensierade fér eng8ngsbruk och f&r inte &teranvéndas, renoveras eller séljas vidare.
4. QIAGEN frénsdger sig specifikt alla andra licenser, uttryckliga eller underférstédda, bortsett frédn dem som uttryckligen angivits.

5. Inképaren och anvéndaren av detta kit samtycker till att inte vidta eller filléta att ndgon annan vidtar ndgra steg som kan leda till eller
underlétta n&gra &tgérder som ér férbjudna enligt ovan. QIAGEN kan kréva upphévande av detta begrénsade licensavtal i domstol och ska
erséttas fér alla underséknings- och rétteg&ngskostnader, inklusive advokatkostnader, vid eventuellt férsék att upprétthélla detta begrénsade
licensavtal eller n&gon av sina immateriella réttigheter avseende kitet och/eller n&gon av dess komponenter.

Fér uppdaterade licensvillkor, se www.qiagen.com.

HB-1362-003 © 2013-2016 QIAGEN, med ensamrétt.
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