Cervenec 2016

Prirucka sady
ipsogen® BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR

Verze 1

IVD

In vitro diagnostikum pro kvantitativni stanoveni

Pro pouZiti s pfistroji Rotor-Gene® Q, Applied Biosystems®,
ABI PRISM® a LightCycler®

q

[REF 20723

‘ QIAGEN GmbH, QIAGEN Strasse 1, D-40724 Hilden,
NEMECKO

R3[ MAT | 1072509CS

QIAGEN®

Sample & Assay Technologies



QIAGEN Sample and Assay Technologies

QIAGEN je vedoucim poskytovatelem inovativnich technologii pfipravy vzorku
a analyz, které umoznuiji izolaci a detekci obsahu jakéhokoliv biologického
vzorku. Nase pokrocilé, vysoce kvalitni produkty a sluzby Vam zajisti
spolehlivy vysledek.

QIAGEN urcéuje standardy:

M v purifikaci DNA, RNA a protein(

B v analyzach nukleovych kyselin a proteina

B ve vyzkumu microRNA a RNAI

B v automatizaci technologii pro pfipravu vzorkl a jejich analyz.

NaS$i misi je umoznit Vam dosahnout vynikajicich vysledk( a technickych
uspéchu. Vice informaci naleznete na www.qgiagen.com.
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Pouziti

Sada ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR je uréena pro kvantifikaci transkriptd
BCR-ABL p210 b2a2 nebo b3a2 ve vzorcich kostni dfené nebo periferni krve
u pacientu s akutni lymfoblastovou leukémii (ALL) nebo chronickou myeloidni
leukémii (CML), u nichz byla pfedtim diagnostikovana pfihoda fuze genu (FG)
BCR-aBL Mbcr. Test je ur€en k hodnoceni urovné molekularni odezvy;
vysledky lze pouzivat k minimalnimu sledovani rezidualniho onemocneéni.

Souhrn a vysveétleni

Zakladni informace o CML

CML patfi do skupiny myeloproliferativnich neoplasmat a vyznacuje se ve
>90 % pFipadud pritomnosti filadelfského chromosomu (chromosom Ph).

Tento chromosom je produktem reciproCni translokace mezi dlouhymi rameny
chromosomu 9 a 22, 1(9;22), gen BCR (breakpoint cluster region) je umistén
na chromosomu 22 a onkogen c-ABL pfichazi z chromosomu 9. Odpovidajici
fuzni gen, BCR-ABL, je transkribovan do 8,5 kb mRNA s dvéma junkénimi
variantami b2a2 (40 % pfipadl) a b3a2 (55 % pfipadl). Koduje chiméricky
protein, p210, se zvySenou aktivitou tyrozinkinazy. Transkripce b2a3 a b3a3
predstavuji méné nez 5 % pfipadld. Chromozom Ph Ize rovnéz detekovat u 35
% VSECH dospélych pacientd.

Roc¢ni vyskyt CML je pfiblizné 1-2 na 100 000 a MCL pfedstavuje 20 %
dospélych leukémii. Klinicky je charakterizovan prebytkem myeloidnich bunék,
které se diferencuji a funguji normalné. Pacienti s CML budou diagnostikovani
v 90-95 % pfipadu chronické nebo stabilni faze onemocnéni. Z historického
pohledu v priméru 4 az 6 let pacienti vstoupi do akcelerované faze, ktera
vyvola blastickou krizi a akutni leukémii, kter& je vzdy smrtelna. Nastup
imatinibu a v nedavné minulosti druhé generace inhibitort tyrozinkinazy (TKI)
dramaticky zménil pfirozeny prabé&h nemoci: vétSina pacientl nyni zlstava v
remisi a zaslouzi si dlouhodobou kontrolu a sledovani nemoci.

Sledovani nemoci

K dneSnimu dni je cilem terapie CML dosahnout 100% pfeziti a negativity
chromozomu Ph. Sledovani nemoci je proto zasadnim nastrojem k hodnoceni
odezvy a detekci Casného relapsu u kazdého individualniho pacienta. Pri
terapii TKI pacienti obvykle progreduji od hematologickeé k cytogenetické a pak
molekularni remisi s odpovidajicim snizenim poctu leukémickych bunék a
transkriptd BCR-ABL, jak je to podrobné uvedeno na nasledujicim obrazku 1.
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Obrazek 1. Pfevzato z literatury 1.

Standardni metoda pro odhad tumorového zatizeni u pacientli s CML je
konvencéni cytogeneticka analyza (G-banding) na metafazich kostni dfené
(BM). Cytogeneticka odezva se hodnoti na nejméné 20 metafazich kostni
dfené&. Uroven cytogenetické odezvy se odhaduje jako procentudlni podil
metafazi pozitivnich na chromozom Ph (viz tabulka 1, odkaz 2). OvSem toto
hodnoceni zavisi na laboratornich vysledcich a ma nizkou senzitivitu, 5 % pfi
analyze 20 metafazi.

Soucasti technik sledovani nemoci v pfipadé Ié€by CML je nyni kvantitativni
polymerazova fetézova reakce v realném cCase (qPCR), kvantifikujici BCR-
ABL Mbcr mRNA na vzorcich periferni krve (PB). Neni tak invazivni jako
konvencni cytogenetika metafaze kostni dfené a je mnohem citlivgjsi.

Nedavno byla aktualizovana doporucéeni pro sledovani onemocnéni CML,
ktera zahrnovala novy klinicky dikaz z klinickych hodnoceni a dale cile a
nastroje pro dokonalejSi sledovani onemocnéni. Nejnovejsi doporuceni
ohledné definice odezvy a sledovani pacientt uzivajicich imatinib pfichazi od
expertd ELN (2).

Z technického hlediska mezinarodni experti vynaloZili asili na harmonizaci
testovani a hlaSeni BCR-ABL Mbcr (3-5). Navic byl nedavno validovan
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referencni panel pod dohledem WHO, aby byla mozZna jednoducha
standardizace kvantifikace BCR-ABL (6).

Princip metody

gPCR
5 ul cDNA

PIné krev
- » i

RNA cDNA r

LightCycler

BCR-ABL 1,2, 1,5 nebo 2,0

ABL

& & + 15 pl specifického premixu

Izolace Syntéza aPCR
E RPNIA* ~DNA*

BCR-ABL ABL
ey, e,

Rotor-Gene Q
5plex HRM
(72zkumavkovy
rotor), LightCycler
480, Applied
Biosystems 7500
nebo ABI PRISM
7900HT

+ 20 pl specifického premixu
aPCR

*Neprovedeno se
sadou.
Reagencie nejsou
soucasti dodavky.

Obrazek 2. Izolace RNA, syntéza cDNA a qPCR.

gPCR umozriuje pfesnou kvantifikaci vyrobkil PCR béhem exponencialni faze
procesu amplifikace PCR. Kvantitativni udaje PCR lze ziskat rychle bez
zpracovani po PCR detekci fluorescencnich signalt v realném Case béhem
a/nebo po cyklovani PCR, ¢imzZ se drasticky snizuje riziko kontaminace
vyrobku PCR. V soucasnosti jsou k dispozici 3 hlavni typy technik gPCR:
analyza gPCR pomoci barviva SYBR® Green I, analyza qPCR pouzivajici
hydrolyzacni sondy a analyza gPCR pomoci hybridizaCnich sond.

Tato analyza vyuziva princip hydrolyzy oligonukleotidu dvojitého barviva
gPCR. Béhem PCR dopfedné a zpétné priméry hybridizuji do specifické
sekvence. Ve stejné smési je obsazen oligonukleotid dvojitého barviva. Tato
sonda, ktera se sklada z oligonukleotidu oznaeného barvivem 5'
oznamovatele a za danym mistem barvivem 3' zhaSeci latky, hybridizuje do
cilové sekvence v ramci vyrobku PCR. Analyza qPCR se hydrolyza¢nimi
sondami vyuziva aktivitu exonukleazy 5'->3' polymerazy DNA Thermus
aguaticus (Taq). Kdyz je sonda nedot€ena, blizkost paliva oznamovatele u
barviva zhaseci latky zpusobuje potlaceni fluorescenci oznamovatele primarné
pfevodem energie Forsterova typu.

Pokud je béhem PCR pfitomen zajmovy cil, sonda specificky Zziha mezi
dopfednymi a zpétnymi misty priméru. Aktivita exonukledzy 5'->3' polymerazy
DNA stépi sondu mezi oznamovatele a zhaseci latku pouze v pfipadé, kdyz
sonda hybridizuje na cil. Fragmenty sody jsou poté z cile vytlaCeny a
polymerizace vlakna pokracuje. Konec sondy 3' je blokovan, aby se zabranilo
extenzi sondy béhem PCR (obrazek 3). Tento proces nastane v kazdém cyklu
a nebude naruSen exponencialni akumulaci produktu.
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Zvyseni fluorescencniho signalu je detekovano pouze v pfipadé, Zze bude
cilova sekvence komplementarni se sondou, a tim bude béhem PCR
amplifikovana. Kvuli témto pozadavkim se nedetekuje nespecifickou
amplifikaci. Tak je zvySeni fluorescence pfimo umérné cilové amplifikaci
béhem PCR.
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‘3{ } Polymerizace
| —- .>[ / \ Vytlageni vlakna
(. ——
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A
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pv.:\ “nnia zpétné priméry
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Obrazek 3. Princip reakce. Celkova RNA se reverzné transkribuje a vytvofena cDNA je
amplifikovana pomoci PCR pfi vyuziti paru specifickych priméru a specifické vnitfni sondy s
dvojim barvivem (FAM™-TAMRA™). Sonda se vaZe na amplikon b&hem kazdého korku
Zihani PCR. KdyzZ se Taq rozsifi z primérové vazby k amplikonu, vytlaci ' konec sondy,
ktery je poté degradovan aktivitou 5'>3' exonukleazy polymerazy Taq DNA. Stépeni
pokracuje, dokud zbyvajici sonda amplikon neroztavi. Tento proces uvolfiuje do roztoku
fluorofor a zhasSeci latku, prostorové je oddéluje a vede ke zvySeni fluorescence zplsobené
FAM a poklesem fluorescence pochéazejici z TAMRA.
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Dodavané materialy

Obsah sady
ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR Kit (24)
Katalogové €. 670723
Pocet reakci 24
High Positive RNA Control (Vysoce pozitivni kontrola 3x 10l
RNA)
IS-MMR Calibrator (Kalibrator IS-MMR) 3x10ul
Mbcr and ABL Single Plasmid Standard Dilution (10* SP1-BCR-ABL
copies/5 pl) (Standardni fedéni jediného plazmidu Mbcr a ABL 35 ul
Mbcr a ABL (101 kopii/5 pl))
Mbcr and ABL Single Plasmid Standard Dilution (107 i i
copies/5 ) (Standardni fedani jediného plazmidu SPESCRASL 35y
Mbcr a ABL (102 kopii/5 pl))
Mbcr and ABL Single Plasmid Standard Dilution (10° i i
copies/5 ) (Standardni fedani jediného plazmidu SPESCRASL 70
Mbcr a ABL (103 kopii/5 pl))
Mbcr and ABL Single Plasmid Standard Dilution (10* i i
copies/5 ) (Standardni fedani jediného plazmidu SPESCRAPL  3spl
Mbcr a ABL (104 kopii/5 pl))
Mbcr and ABL Single Plasmid Standard Dilution (10° i i
copies/5 ) (Standardni fedani jediného plazmidu ST SCRASL 70
Mbcr a ABL (105 kopii/5 pl))
Mbcr and ABL Single Plasmid Standard Dilution (10° i i
copies/5 ) (Standardni fedéni jediného plazmidu SPeSCRASL 70
Mbcr a ABL (106 kopii/5 pl))
Primers and Probe Mix ABL* (Priméry a smés sond PPC-ABL 25x 110 pl
ABL¥)
Primers and Probe Mix BCR-ABL Mbcr Fusion Gene' PPF-Mbcr 25x 110 pl
(Priméry a smés sond genu fuze BCR-ABL Mbcr) [
ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR Kit Handbook (Anglictina) 1

* Smés specifickych zpétnych a dopfednych primért pro kontrolni gen ABL plus specificka

sonda FAM-TAMRA.

" Smés specifickych zpétnych a doprednych primért pro gen flze BCR-ABL Mbcr plus

specificka sonda FAM-TAMRA.
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Poznamka: Standardy (SP1-SP6) a priméry a smési sond pfed pouzitim
jemné promichejte a kratce odstreduijte.

Pozadované materialy, které nejsou soucéasti
dodavky

Pfi praci s chemikaliemi vzdy pouzivejte vhodny laboratorni plast, rukavice na

jedno pouziti a ochranné bryle. Dal$i informace jsou uvedeny v pfislusnych
bezpeénostnich listech (BL), které |ze ziskat od dodavatele produktu.

Reagencie

Cinidla pro purifikaci RNA: Validovanymi ¢inidly jsou souprava RNeasy®
Midi Kit (QIAGEN, Kkat. &. 75144) nebo TRIzol® Reagent (Thermo Fisher
Scientific Inc., kat. €. 15596018 nebo 15596026)

Voda pro PCR bez nukleéazy

Pufr a Tag DNA polymeraza: Validovana Cinidla jsou premix polymerazy
Premix Ex Taq" DNA (Perfect Real Time) (TaKaRa, kat. . RRO39A) a
premix polymerazy Premix Ex Tag DNA (Probe qPCR) (TaKaRa,

kat. €. RR390A). Oba zahrnuji 2x polymeradzovou master mix Taq DNA a
referenéni barviva ROX™

Cinidla pro reverzni transkripci: Validovanymi &inidly jsou souprava
ipsogen RT Kit, ktera obsahuje reverzni transkriptazu, 5x RT pufr, 100 mM
DTT, inhibitor RNazy, nahodny primer a dNTPs (QIAGEN, kat. ¢. 679923);
nebo reverzni transkriptazu SuperScript® IlI, ktera obsahuje reverzni
transkriptazu, 5x pufr a 100 mM DTT (Thermo Fisher Scientific Inc.,

kat. . 18080044)

PFi pouziti pfipravku Superscript Il se vyZaduji nasledujici dodatecna
Cinidla:
M Inhibitor RNazy: Validovanym cinidlem je rekombinantni inhibitor

ribonukledzy RNaseOUT " (Thermo Fisher Scientific Inc.,
kat. €. 10777019)

B Sestava dNTP, urover pro PCR
B Nahodny bezejmenny preparat

Spotiebni dily

B Sterilni pipetovaci Spi¢ky PCR odolné proti aerosolu neobsahuijici nukleazu
s hydrofobnimi filtry

B 0,5ml nebo 0,2 ml zkumavky PCR neobsahujici RNazu a DNazu

M Led
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Vybaveni
B Mikrolitrové pipety* vy¢lenéna pro PCR (1-10 pl; 20-100 pl; 100-1000 pl)

M Stolni centrifuga® s rotorem pro 0,2 ml/0,5 ml reakéni zkumavky a
mikrodesky (schopna dosdhnout 10.000 ot/min)

B Pristroj PCR pracujici v realném Case:* Pfistroj Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM nebo jiny pfistroj RotorGene; LightCycler 1.2, 1.5, 2.0 nebo 480;
Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System; ABI PRISM 7900HT
SDSa s tim spojeny specificky material

B Tepelny cyklovac* nebo vodni lazen* (reverzni transkripéni krok)

Varovani a bezpec¢nostni opatreni
Pro diagnostické pouziti in vitro

Pfi praci s chemikaliemi vzdy pouZzivejte vhodny laboratorni plast, rukavice na
jedno pouziti a ochranné bryle. DalSi informace jsou uvedeny v odpovidajicich
bezpeénostnich listech (BL). Bezpec€nostni listy jsou k dispozici online v
pohodiném a kompaktnim formatu PDF na strankach
www.giagen.com/safety, kde mlzete nalézt, zobrazit a vytisknout BL pro
kazdou sadu QIAGEN a pro kazdou komponentu téchto sad.

Odpad ze vzorku a rozboru likvidujte podle mistnich bezpecnostnich predpisa.

Vseobecna bezpeénostni opatreni

Pouziti testd gPCR vyzaduje spravnou laboratorni praxi v€éetné udrzby
zarizeni, ktera jsou vyc€lenéna pro molekularni biologii, a je ve shodé s
platnymi predpisy a pfisluSnymi standardy.

Tato sada je uréena pro diagnostické pouziti in vitro. Reagencie a pokyny
dodavané s touto sadou byly validovany pro optimalni chovani. DalSi fedéni
reagencii nebo pozménéni inkubacnich ¢asu a teplot muze vést k chybnym
nebo rozpornym udajum. Reagencie PPC a PPF se mohou zménit, pokud
budou vystaveny pusobeni svétla. VSechny reagencie byly specificky
vytvoreny pro pouZiti s timto testem. Pro optimalni chovani testu by se nemély
provadét zadné nahrady.

Stanoveni urovni transkripce pomoci gPCR vyzaduje jak reverzni transkripci
MRNA, tak amplifikaci vytvofené cDNA pomoci PCR. Proto se musi cely
postup rozborl provést za podminky ne pfitomnosti RNazy/DNazy.

* Ujistéte se, ze byly pfistroje kontrolovany a kalibrovany podle doporuceni vyrobce.

__________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Postupujte s maximalni opatrnosti, aby nedoSlo k nasledujicimu:

B Kontaminace RNazou/DNazou, ktera by mohla zpusobit degradaci
templatové mRNA a vytvorené cDNA

B Prenosova kontaminace mRNA nebo PCR s naslednym falesné
pozitivnim signalem

Proto doporuCujeme nasleduijici.

B Pouzijte laboratorni vybaveni zbavené nukleazy (napf. pipety, pipetovaci
Spicky, reakcni lahviCky) a pfi provadéni analyzy méjte nasazené
rukavice.

B Pouzijte Cerstvé pipetovaci Spicky odolné vici aerosolu pro vSechny
pipetovaci kroky, aby se zabranilo zkfizené kontaminaci vzorku a
reagencii.

B Pripravte hlavni smés pfed PCR s vyClenénymi materialy (pipety, Spi¢ky
atd.) ve vyhrazeném misté, kam nebyly zavleCeny Zadné matrice DNA

(cDNA, DNA, plazmid). Dejte templat do samostatné zény (nejlépe do
samostatné mistnosti) se specifickym materidlem (pipety, Spicky atd.).

B Standardy (SP1-SP6) zpracovavejte v oddélené mistnosti

Uchovavani a nakladani s reagenciemi

Sady se dodavaji na suchém ledu a po doruceni se musi uskladnit pfi
teplotach od -30°C do -15°C.

B Minimalizujte expozici priméru a smési sond (zkumavky PPC a PPF)
pusobeni svétla.

B Pred otevienim zkumavky jemné smichejte a centrifuguijte.
B Ulozte vSechny soucasti sady do puvodnich obald.

Tyto podminky uchovavani plati jak pro oteviené, tak neoteviené komponenty.
Komponenty uchovavané za jinych podminek, nez jsou uvedeny a Stitcich,
nemusi fadné fungovat a mohou nepfiznivé ovlivnit vysledky rozbora.

Data pouzitelnosti pro kazdou reagencii jsou vyznacCena na Stitcich
individualnich komponent. Za spravnych podminek uchovavani si produkt
uchova vlastnosti az do data pouZitelnosti vytist€éného na Stitku.

Neexistuji zadné ziejmeé pfiznaky, které by upozorfiovaly na nestabilitu tohoto
produktu. Pozitivni a negativni kontroly by se u neznamych vzorkd mély
provadét soucasné.

Uchovavani a nakladani se vzorky

Vzorky pIné krve je tfeba zajistit proti koagulaci draselnou EDTA a uchovavat
pfi 2—8°C pred extrakci RNA nejdéle 5 dn.
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Postup

Priprava vzorku RNA

Pfiprava RNA ze vzorku pacienta (kost nebo kostni dferi) se musi provést
validovanym postupem. Kvalita rozboru do velké mife zavisi na kvalité vstupni
RNA. Proto doporu€ujeme provést kvalifikaci ¢isténé RNA elektroforézu
agarozového gelu* pomoci Agilent® Bioanalyzer® nebo spektrofotometrii pred
analyzou'."

Protokol: Reverzni transkripce pomoci reverzni
transkriptazy SuperScript Il

Tento protokol slouzi k reverzni transkripci pomoci reverzni transkriptazy
SuperScript lll. Pfi pouziti sady ipsogen RT postupujte podle protokolu v
PfiruCce sady ipsogen RT.

Véci, které je nutné udélat pred zahajenim

M Pripravte dNTP, kazdy 10 mM. Uchovavejte v alikvotnich mnoZzstvich
pfi -20°C.

Postup

1. Nechte roztat vSechny nezbytné komponenty a umistéte je na led.

2. Dobre promichejte (ne ve vortexu) a kratce odstred’ujte (priblizné 10
s, 10.000 ot/min pro shromazdéni kapaliny na dné zkumavky). Pak
uchovavejte na ledu.

3. Upravte vzorky RNA na 0,1 pg/ul. Pipetujte 10 ul (1 pg) kazdého
vzorku RNA do samostatnych, oznaéenych zkumavek. Pipetujte 10 pl
vysoce pozitivni kontroly RNA, 10 ul kalibratoru IS-MMR a 10 ul vody
zbavené nukleazy (jako RT negativni kontrolu) do samostatnych,
oznacenych zkumavek a zpracovavejte je paralelné se vzorky RNA,
jak je dale popséano.

4. Kazdy vzorek, kontrolu a kalibratoru inkubujte (10 pl kazdy) po 5 min
pfi 65°C a okamzité chlad’te na ledu pfiblizné 5 min.

* PFi praci s chemikaliemi vzdy pouzivejte vhodny laboratorni plast, rukavice na jedno pouziti
a ochranné bryle.

" Opticka hustota mé&Fena pfi 260 a 280 nm: OD 1,0 pfi 260 nm je ekvivalentni pfiblizné
40 pg/ml jednovliaknové RNA. Pomeér Ayso/Azgo 0d 1,8 do 2,1 je znamkou vysoce Cisténé
RNA.

__________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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5. Kratce odstred’ujte (priblizné 10 sekund, 10.000 ot/min pro
shromazdéni kapaliny na dné zkumavky). Pak uchovavejte na ledu.

6. Pripravte nasledujici smés RT podle po¢tu zpracovavanych vzorka,
kontrol a kalibratoru (tabulka 1).

Tabulka 1. Priprava smési RT

Objem na Koneéna
Komponenta vzorek (ul) koncentrace
Pufr prvniho vlakna, 5X (dodavany s 5.0 Ix

reverzni transkriptazou SuperScript III)

dNTP (10 mM kazdy, nutno pfipravit
dfive a uchovavat pfi -20°C v alikvotnich 2,0 0,8 mM
mnozstvich)

Nahodny bezejmenny preparat

(100 M) 5,25 21 uM
RNaseOUT (40 U/ul) 0,5 0,8 U/ul
Reverzni transkriptaza SuperScript Il

(200 U/ul) 1,0 8 u/ul
DTT (dodavany s reverzni 195 _
transkriptdzou SuperScript 111) ’

Ohraty vzorek RNA, kontrola, nebo

kalibrator IS-MMR (bude pfidan v kroku 10,0 40 ng/pl
7)

KonecCny objem 25,0 -

7. Do kazdé zkumavky PCR pipetujte 15 pl smési RT. Pak pridejte 10 pl
(1 ng) RNA vzorku, kontroly nebo kalibratoru (od kroku 4).

8. Peclivé promichejte (ne ve vortexu) a kratce odstred'ujte (priblizné 10
s, 10.000 ot/min pro shromazdéni kapaliny na dné zkumavky).

9. Naprogramuijte tepelny cyklovaé pomoci programu reverzni
transkripce, jak jsou uvedeny v tabulce 2.
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Tabulka 2. Teplotni profil

Reverzni transkripce 1 Teplota: 25°C
Cas: 10 min
Reverzni transkripce 2 Teplota: 50°C
Cas: 60 min
Inaktivace Teplota: 85°C
Cas: 5 min
Chlazeni Teplota: 4°C
Cas: 5 min

10. Vlozte zkumavky do tepelného cyklovace a spust'te program
tepelného cyklovani, jak je uvedeno v tabulce 2.

11. Po skonéeni programu odstired’ujte kratce zkumavky (pfiblizné 10 s,
10.000 ot/min pro shromazdéni kapaliny na dné zkumavky).
Zkumavky uchovavejte na ledu nebo pfi -20°C, dokud nebude
provede qPCR podle nasledujicich protokoll v souladu se svym
pristrojem qPCR.

Poznamka: U pfistroju LightCycler 1.2, 1.5 a 2.0 kazdy preparat RT ma
cDNA pro dva chody gPCR.
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Protokol: gPCR na pristrojich Rotor Gene Q MDx 5plex
HRM nebo RotorGene Q 5plex HRM se 72zkumavkovym
rotorem

Pfi pouziti tohoto pristroje doporucujeme provadét vSechna méfeni dvojmo,

jak je uvedeno v tabulce 3. Sada je navrzena pro 3 testovani 8 rliznych vzorku
cDNA ve stejném experimentu.

Tabulka 3. Pocet reakci pro pristroje Rotor-Gene Q se 72zkumavkovym
rotorem

Vzorky Reakce

S priméry ABL a smési sond (PPC-ABL) (32 reakci)
8 vzorkd cDNA 8 x 2 reakce

1 vysoce pozitivni kontrola cDNA 2 reakce

1 kalibrator cDNA IS-MMR 2 reakce

2 X 4 reakce (SP3, SP4, SP5 a
Standardy jednotlivych plazmid SP6, kazdy jednotlivé testovan

dvojmo)
Negativni kontrola RT 2 reakce
Kontrola vody 2 reakce
S priméry BCR-ABL Mbcr a smési sond (PPF-Mbcr) (32 reakci)
8 vzorkd cDNA 8 x 2 reakce
1 vysoce pozitivni kontrola cDNA 2 reakce
1 kalibrator cDNA IS-MMR 2 reakce
2 x 5 reakci (SP1, SP2, SP3, SP5
Standardy jednotlivych plazmid a SP6, kazdy jednotlivé testovan
dvojmo)
Kontrola vody 2 reakce

Zpracovani vzorku na pristrojich Rotor-Gene Q se 72zkumavkovym
rotorem

Doporucujeme testovani nejméné 8 vzorkd cDNA ve stejném experimentu s
cilem optimalizovat pouziti standardl a primérd a smési sond. Schéma rotoru
na obrazku 4 ukazuje priklad takového experimentu.
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Obrazek 4. Navrhované nastaveni rotoru pro kazdy experiment se sadou ipsogen
BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR. SP1-SP6: BCR-ABL Mbcr a standardy ABL; HC: Vysoce
pozitivni kontrola cDNA; IS-Cal: Kalibrator IS-MMR; RTneg: Negativni kontrola RT; S: vzorek
cDNA; H,0: kontrola vody.

Poznamka: Dbejte vZdy na to, abyste testovany vzorek umistili na rotoru do
polohy 1. Jinak béhem kalibracniho kroku pfistroj kalibraci neprovede a budou
pofizena nespravna fluorescencéni data.

VSechny ostatni pozice zaplnte prazdnymi zkumavkami.

Pristroje Rotor-Gene Q se 72zkumavkovym rotorem
Poznamka: V8echny ukony provadéjte na ledu.

Postup

1. Nechte roztat vSechny nezbytné komponenty a umistéte je na led.

2. Vortexujte standardy, PPF-Mbcr a zkumavky PPC-ABL a kratce
odstred’ujte (priblizné 10 s, 10.000 ot/min pro shromazdeéni kapaliny
na dné zkumavky).
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3. Pripravte nasledujici smés qPCR podle poétu zpracovavanych
vzorku.

VSechny koncentrace plati pro koneény objem reakce.

Tabulka 4 popisuje pipetovaci schéma pro pfipravu jedené smesi
reagencii vypocitané pro dosazeni konecného reakcniho objemu 25 pl.
Premix Ize pfipravit podle poctu reakci pomoci stejnych priméri a smési
sond (bud PPC-ABL, nebo PPF-Mbcr). Zahrnuty jsou objemy navic pro
kompenzaci chyby pfi pipetovani.

Tabulka 4. Priprava smési qPCR

BCR-ABL

ABL: 32+1 Mbcr: 32+1 Koneéna
Komponenta 1reakce (ul) reakce (ul) reakce (ul) koncentrace
Premix Ex 12,5 4125 412,5 1x
Taq, 2x
Priméry a
smeés sond, 1 33 33 1x
25X
Voda pro
PCR bez 6,5 214,5 214,5 —
nukleazy
Vzorek (bude
pfidan v 5 5 kazdy 5 kazdy —
kroku 5)
Celkovy 25 o5 kazdy 25 kazdy -
objem

4. Davkujte 20 pl premixu qPCR na zkumavku.

5. V jiném misté v laboratofi a s vyélenénym zarizenim pridejte 5 pl
produktu RT (cDNA, ekvivalent 200 ng RNA) ziskaného v ramci
reverzni transkripce (viz “Protokol: Reverzni transkripce pomoci
reverzni transkriptazy SuperScript lllI”, strana 13) v odpovidajici
zkumavce (celkovy objem 25 pl).

6. Jemné promichejte pipetovanim nahoru a dolu.

7. Uzavrete vSechny zkumavky a vlozte je do tepelného cyklovace podle
doporucéeni vyrobce.

8. Naprogramuijte pristroj Rotor-Gene Q pomoci programu tepelnych
cykll, jak jsou uvedeny v tabuilce 5.
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Tabulka 5. Teplotni profil

Rezim analyzy Kvantifikace

Drzet 1 Teplota: 95°C
Cas: 10 s

Cyklovani 50krat
95°Cpo5s

62°C po 30 s se snimanim fluorescence FAM v
kanalu Zelené: Jednotlivy

Drzet 2 Teplota: 36°C
Cas: 1 min

9. Kliknéte na,,Gain Optimisation“ (Optimalizace zisku) v dialogovém
okné ,,New Run Wizard“ (Privodce novym zpracovanim), abyste
otevreli dialogové okno ,,Auto-Gain Optimisation Setup“ (Nastaveni
automatické optimalizace zisku). Nastavte rozsah pro zeleny kanal od
»D FI“ pro ,Min Reading“ az , 10 FI* pro ,,Max Reading“ a pfijatelny
rozsah zisku od —-10 do 10.

10. Zaskrtnéte policko ,,Perform Optimisation Before 1st Acquisition*
(Provést optimalizaci pred prvnim pofizenim) a uzavrete dialogové
okno , Auto-Gain Optimisation Setup“ (Nastaveni automatické
optimalizace zisku).

11. Spust’te tepelné cyklovani.

12. Pro analyzu zvolte ,,Slope Correct” (Spravny sklon). Doporu¢ujeme
nastavit prahovou hodnotu na 0,03.
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Protokol: gPCR na Applied Biosystems 7500 Real-Time
PCR System, pristroje ABI PRISM 7900HT SDS a

Li

ghtCycler 480

Pfi pouziti zafizeni gPCR s deskou 0 96 jamkach doporucujeme provadét
vSechna méfeni dvojmo, jak je uvedeno v tabulce 6. Sada je navrzena pro 3
testovani 8 riznych vzorkl cDNA ve stejném experimentu.

Tabulka 6. Po€et reakci pfi vyuziti zarfizeni qPCR s deskou o0 96 jamkach

Vzorky Reakce

S priméry ABL a smési sond (PPC-ABL) (32 reakci)
8 vzorkl cDNA 8 x 2 reakce

1 vysoce pozitivni kontrola cDNA 2 reakce

1 kalibrator cDNA IS-MMR 2 reakce

2 X 4 reakce (SP3, SP4, SP5 a
Standardy jednotlivych plazmid SP6, kazdy jednotlivé testovan

dvojmo)
Negativni kontrola RT 2 reakce
Kontrola vody 2 reakce
S priméry BCR-ABL Mbcr a smési sond (PPF-Mbcr) (32 reakci)
8 vzorkl cDNA 8 x 2 reakce
1 vysoce pozitivni kontrola cDNA 2 reakce
1 kalibrator cDNA IS-MMR 2 reakce
2 x 5 reakci (SP1, SP2, SP3, SP5
Standardy jednotlivych plazmid a SP6, kazdy jednotlivé testovan
dvojmo)
Kontrola vody 2 reakce

Zpracovani vzorkd na pristrojich Applied Biosystems, ABI PRISM a
LightCycler 480

Doporucujeme testovani nejméné 8 vzorkld cDNA ve stejném experimentu s
cilem optimalizovat pouziti standard(l a primérd a smési sond. Schéma rotoru
na obrazku 5 ukazuje pfiklad takového experimentu.
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Obrazek 5. Navrhované nastaveni desky pro jeden experiment se sadou ipsogen BCR-
ABL1 Mbcr IS-MMR. SP1-SP6: BCR-ABL Mbcr a standardy ABL; HC: Vysoce pozitivni
kontrola cDNA; IS-Cal: Kalibrator IS-MMR; RTneg: Negativni kontrola RT; S: vzorek cDNA,;
H,O: kontrola vody.

qPCR na pristrojich Applied Biosystems, ABI PRISM a LightCycler 480
Poznamka: VSechny ukony provadéjte na ledu.

Postup

1. Nechte roztat vSechny nezbytné komponenty a umistéte je na led.

2. Vortexujte standardy, ROX, zkumavky PPF-Mbcr a PPC-ABL a kratce
odstred’ujte (priblizné 10 s, 10.000 ot/min pro shromazdeéni kapaliny
na dné zkumavky).

3. Pripravte nasledujici smés qPCR podle poétu zpracovavanych
vzork(. Pokud pouzijete zafizeni gPCR s 96 jamkami na desce,
doporucujeme provadét vSechna méreni dvojmo.

V8echny koncentrace plati pro kone¢ny objem reakce.

Tabulka 7 popisuje pipetovaci schéma pro pfipravu jedené smeési
reagencii pro pfistroje Applied Biosystems a ABI PRISM vypocitané pro
dosazeni kone¢ného reakéniho objemu 25 pl. Tabulka 8 popisuje
pipetovaci schéma pro pripravu jedené smesi reagencii pro pristroj
LightCycler 480 vypocitané pro dosazeni kone¢ného reakéniho objemu
25 pl. Premix Ize pfipravit podle poctu reakci pomoci stejnych primérQ a
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smési sond (bud PPC-ABL, nebo PPF-Mbcr). Zahrnuty jsou objemy navic
pro kompenzaci chyby pfi pipetovani.

Tabulka 7. Priprava smési qPCR pro pristroje Applied Biosystems a ABI
PRISM

BCR-ABL
Mbcr: 32+1
reakce (ul)

ABL: 32+1
reakce (ul)

Konecna

Komponenta 1 reakce (ul) koncentrace

Premix Ex
Taq, 2x

Priméry a
smés sond,
25x

Barvivo ROX |,
50x (ABI
PRISM
7900HT) nebo
barvivo ROX
I1, 50x
(Applied
Biosystems
7500)

Voda pro
PCR bez
nukleazy

Vzorek (bude
pfidan v
kroku 5)

12,5

0,5

412,5

33

16,5

198

5 kazdy

412,5

33

16,5

198

5 kazdy

1x

1x

1x

Celkovy
objem

25

25 kazdy

25 kazdy
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Tabulka 8. Priprava smési qPCR pro LightCycler 480

BCR-ABL

ABL: 32+1 Mbcr: 32+1 Koneéna
Komponenta 1reakce (ul) reakce (ul) reakce (ul) koncentrace
Premix Ex 12,5 412,5 412,5 1x
Taq, 2x
Priméry a
smés sond, 1 33 33 1x
25X
Voda pro
PCR bez 6,5 214,5 214,5 —
nukleazy
Vzorek (bude
pfidan v 5 5 kazdy 5 kazdy —
kroku 5)
Celkovy 25 o5 kazdy 25 kazdy -
objem

4. Davkujte 20 pl premixu gPCR na jamku.

5. V jiném misté v laboratofi a s vyélenénym zarizenim pridejte 5 pl
produktu RT (cDNA, ekvivalent 200 ng RNA) ziskaného v rdmci
reverzni transkripce (viz “Protokol: Reverzni transkripce pomoci
reverzni transkriptazy SuperScript lllI”, strana 13) v odpovidajici
jamce (celkovy objem 25 pl).

6. Jemné promichejte pipetovanim nahoru a dolu.

Uzaviete desku a kratce odstred’'ujte (300 x g, prFiblizné 10 s).

8. Desku vlozte do tepelného cyklovace podle doporuéeni vyrobce.
Naprogramujte tepelny cyklovaé pomoci programu tepelného
cyklovani, jak je to uvedeno v tabulce 9 pro pristroje Applied
Biosystems a ABI PRISM nebo v tabulce 10 pro pristroj LightCycler
480.

~
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Tabulka 9. Teplotni profil pro pristroje Applied Biosystems a ABI PRISM

Rezim analyzy Standardni kfivka — absolutni kvantifikace
Drzet 1 Teplota: 95°C

Cas: 10 s
Cyklovani 50krat

95°Cpo5s

60°C po 30 s se snimkovanim fluorescence FAM:
Jednotlivy, zhaSeci latka: TAMRA

Drzet 2 Teplota: 36°C
Cas: 1 min

Tabulka 10. Teplotni profil pro pristroj LightCycler 480

Rezim analyzy Absolutni kvantifikace ("Abs Quant”)
Detekéni formaty  Vyberte "Samostatna sonda" v okné Detek&ni
formaty
Drzet 1 Teplota: 95°C
Cas: 10 s
Cyklovani 50krat
95°Cpo5s

60°C po 30 s se snimanim fluorescence FAM
odpovidajici (483-533 nm) pro LC verzi 01 a (465—
510 nm) pro LC verzi 02

Drzet 2 Teplota: 36°C
Cas: 1 min
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9. U pristroju Applied Biosystems 7500 a ABI PRISM 7900HT SDS
postupujte podle kroku 9a. U pristroje LightCycler 480 postupujte
podle kroku 9b.

9a. Applied Biosystems a ABI PRISM: Doporucujeme nastaveni prahu na
0,1 v analytickém kroku pristroje. Spust'te program cyklovani, jak je
uvedeno v tabulce 9.

9b. Pristroj LightCycler 480: Doporucujeme rezim analyzy Bod vhodnosti
s pozadim na 2,0 a prahovou hodnotou 2,0. Spust’te program
tepelného cyklovani, jak je uvedeno v tabulce 10.

__________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Protokol: qPCR na pristrojich LightCycler 1.2, 1.5 a 2.0

PFi pouziti kapilarnich pfistrojli doporuc¢ujeme méfit vzorky dvojmo a kontroly
pouze jednou, jak je uvedeno v tabulce 11. Sada je navrZzena pro 6 testovani 4
riznych vzorkd cDNA ve stejném experimentu.

Tabulka 11. Pocet reakci pro pristroje LightCycler 1.2, 1.5 a 2.0

Vzorky Reakce

S priméry ABL a smési sond (PPC-ABL) (16 reakci)

4 vzorku cDNA 4 x 2 reakce

1 vysoce pozitivni kontrola cDNA 1 reakce

1 kalibrator cDNA IS-MMR 1 reakce

Standardy jednotlivych plazmid( é;s RS (5P, §28, SFe &
Negativni kontrola RT 1 reakce

Kontrola vody 1 reakce

S priméry BCR-ABL Mbcr a smési sond (PPF-Mbcr) (16 reakci)

4 vzorku cDNA 4 x 2 reakce

1 vysoce pozitivni kontrola cDNA 1 reakce

1 kalibrator cDNA IS-MMR 1 reakce

Standardy jednotlivych plazmid ;égé)eakce (EFd, S, SRSl SR
Kontrola vody 1 reakce

Zpracovani vzorku na pfristrojich LightCycler 1.2, 1.5 a 2.0

Doporucujeme testovani nejméné 4 vzorkl cDNA ve stejném experimentu s
cilem optimalizovat pouziti standardl a primérd a smési sond. Kapilarni
schéma na obrazku 6 ukazuje pfiklad experimentu.
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Obrazek 6. Navrhované nastaveni rotoru pro kazdy experiment se sadou ipsogen
BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR. SP1-SP6: BCR-ABL Mbcr a standardy ABL; HC: Vysoce
pozitivni kontrola cDNA,; I1S-Cal: Kalibrator IS-MMR; RTneg: Negativni kontrola RT; S: vzorek
cDNA; H,0: kontrola vody.

qPCR na pristrojich LightCycler 1.2, 1.5 a 2.0
Poznamka: V8echny ukony provadéjte na ledu.

Postup

1. Nechte roztat vSechny nezbytné komponenty a umistéte je na led.

2. Vortexujte standardy, PPF-Mbcr a zkumavky PPC-ABL a kratce
odstred’ujte (priblizné 10 s, 10.000 ot/min pro shromazdeéni kapaliny
na dné zkumavky).

3. Pripravte nasledujici smés qPCR podle po¢tu zpracovavanych
vzorkau.

V8echny koncentrace plati pro kone¢ny objem reakce.

Tabulka 12 popisuje pipetovaci schéma pro pripravu jedené smeési
reagencii vypocitané pro dosazeni kone¢ného reakéniho objemu 20 pl.
Premix Ize pfipravit podle poctu reakci pomoci stejnych priméri a smési
sond (bud PPC-ABL, nebo PPF-Mbcr). Zahrnuty jsou objemy navic pro
kompenzaci chyby pfi pipetovani.
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Tabulka 12. Priprava smési qPCR pro pristroje LightCycler 1.2, 1.5 a 2.0

BCR-ABL

ABL: 16+1 Mbcr: 16+1 Koneéna
Komponenta 1reakce (ul) reakce (ul) reakce (ul) koncentrace
Premix Ex 10 170 170 1x
Taq, 2x
Priméry a
smés sond, 0,8 13,6 13,6 1x
25X
Voda pro
PCR bez 4,2 71,4 71,4 -
nukleazy
Vzorek (bude
pfidan v 5 5 kazdy 5 kazdy —
kroku 5)
Celkovy 20 20kazdy 20 kazdy -
objem

4. Davkujte 15 pl premixu gPCR na kapilaru.

5. V jiném misté v laboratofi a s vy€lenénym zarizenim pridejte 5 pl
produktu RT (cDNA, ekvivalent 200 ng RNA) ziskaného v rdmci
reverzni transkripce (viz “Protokol: Reverzni transkripce pomoci
reverzni transkriptazy SuperScript lllI”, strana 13) v odpovidajici
kapilare (celkovy objem 20 pl).

6. Jemné promichejte pipetovanim nahoru a dolu.

7. Umistéte kapilary do adaptért dodavanych s pristrojem, kratce
odstred’ujte (700 x g, pfiblizné 10 s).

8. Kapilary viozte do tepelného cyklovace podle doporuceni vyrobce.

9. Naprogramuijte pristroje LightCycler 1.2, 1.5 nebo 2.0 pomoci
programu tepelnych cykll, jak jsou uvedeny v tabulce 13.
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Tabulka 13. Teplotni profil

Rezim analyzy Kvantifikace

Drzet 1 Teplota: 95°C
Cas:10's
Narust: 20

Cyklovani 50 krat

95°C po 5 s; narust: 20

60°C po 30 s; narast: 20; se snimanim
fluorescence FAM: Jednotlivy

Drzet 2 Teplota: 36°C
Cas: 1 min
Narust: 20

10. U pristroja LightCycler 1.2 a 1.5 postupujte podle kroku 10a. U
pristroje LightCycler 2.0 postupujte podie kroku 10b.

10a. LightCycler 1.2 a 1.5: Doporucuje se F1/F2 arezim “analyzy zaloZené
na 2. derivaci”. Spustte program tepelného cyklovani, jak je uvedeno
v tabulce 13.

10b. LightCycler 2,0: Doporuc¢ujeme pouziti Automatické analyzy (F’max)
na softwaru LightCycler 2.0, verze 4.0 pro ziskani
reprodukovatelnych vysledki. Spust'te program tepelného cyklovani,
jak je uvedeno v tabulce 13.
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Interpretace vysledku

Princip datové analyzy

P¥i pouziti technologie TagMan® se podet cykltd PCR nezbytny pro detekci
signalu na prahovou hodnotou nazyva prahovy cyklus (C+) a je pfimo umérny
mnozstvi pritomné cilove latky na pocatku reakce.

Pomoci standardd se znamym pocétem molekul muzete vytvofit standardni
kfivku a stanovit pfesné mnozstvi cilové latky pfitomné v testovacim vzorku.
Standardni kfivky ipsogen jsou zaloZeny na plazmidu. Aby se zajistily pfesné
standardni kfivky, pouzivame 4 standardni fedéni pro ABL a 5 standardnich
fedénich Mbcr. Sada rovnéz obsahuje kalibrator IS-MMR umoznujici konverzi
vysledku podle mezinarodni stupnice. Obrazky 7 a 8 ukazuiji pfiklady
amplifikacnich kfivek TagMan ziskanych pro standardy, kalibrator IS-MMR a
vysoce pozitivni kontrolu RNA se sadou ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR.

081 Vysoce pozitivni kontrola RNA
08 \
& 071 Kalibrator IS-MMR
< os \
0.5
0.4
- 7 SP5
02 SP4 $p3
0,1
00 —

Cyklus
Obrazek 7. Detekce ABL pomoci standardii SP3, SP4, SP5 a SP6. 10°, 10% 10° a 10°
kopii/5 pl.
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1,1 Vysoce pozitivni kontrola

10 S

Kalibrator IS-MMR
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00 Sm— e ——— ettt

01

owius
Obrazek 8. Detekce BCR-ABL Mbcr pomoci standardti SP1, SP2, SP3, SP5 a SP6. 10%,
107, 103, 10°, 10° kopii/5 pl.

Standardni kfivky a kritéria jakosti platna pro surova data

Reprodukovatelnost mezi replikaty

Variace hodnot Ct mezi replikaty by méla byt <2, coz odpovida ¢tyfnasobné
zmeéné hodnot poctu kopii.

Variace hodnot C+ mezi replikaty je obecné <1,5, pokud bude hodnota C+
replikatu <36 (7).

Poznamka: Kazdy uzivatel by mél méfit vlastni reprodukovatelnost ve své
laboratofi.

Standardni kfrivky
Surova data Ize pro Géely analyzy vloZit do souboru Excel®.

Pro kazdy gen (ABL a BCR-ABL) se surové hodnoty Ct ziskané z nafedéni
plazmidovych standardi vynasi podle logaritmu podctu kopii (3, 4, 5 a 6 pro
SP3, SP4, SP5a SP6; 1, 2, 3,5 a6 pro SP1, SP2, SP3, SP5 a SP6). Obrazek
9 ukazuje priklad teoretické standardni kfivky ABL vypocitané ze 4
standardnich fedéni. Obrazek 10 ukazuje pfiklad teoretické standardni kfivky
BCR-ABL vypocitané ze 5 standardnich fedéni.
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Obrazek 9. Teoreticka standardni kfivka pro ABL vypoc¢itana ze 4 standardnich fedéni.
Vypocita se pfimka linearni regrese (y = ax + b), kde a je sklon pfimky a b je prisecik s osou
y, coz je soufadnice y bodu, kdy pfimka protina osu y. Jeji rovnice a koeficient stanoveni (R?)
se vytiskne do grafu.
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Obrazek 10. Teoretick& standardni kfivka pro BCR-ABL vypoc¢itana ze 5 standardnich
redéni. Vypocita se pfimka linearni regrese (y = ax + b), kde a je sklon pfimky a b je
prisecik s osou y, coz je soufadnice y bodu, kdy pfimka protina osu y. Jeji rovnice a
koeficient stanoveni (R?) se vytiskne do grafu.

Jako standardy slouzi 10nasobna fedéni, teoreticky sklon kfivky je -3,3. Sklon
od -3,0 do -3,9 je pfijatelny, pokud je R* >0,95 (7). OvSem hodnota R? >0,98 je
Zadouci pro pfesné vysledky (3).

Poznamka: Standardni fedéni SP1 (plazmid BCR-ABL, 10 kopii) se musi
detekovat a zahrnout do standardni kfivky BCR-ABL.
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Kontrola kvality u vSech hodnot ABL

Spatna kvalita RNA nebo problémy b&hem krok(i gPCR ma za nasledek nizky
pocet kopii ABL (ABLcy). Optimalni citlivosti se dosahuje vzorky poskytujicimi
ABLcn 210.000 kopii. Toto kritérium pro ABLcy se rovnéz vztahuje na vysoce
pozitivni kontrolu RNA a kalibrator IS-MMR.

Negativni kontroly RT a kontroly vody

Zadné kontroly templata (NTC) pro krok PCR (kontrola vody) a krok reverzni
transkripce (negativni kontrola RT) by nemély davat nulovou CN jak pro ABL,
tak pro BCR-ABL Mbcr. Pozitivni vysledek pro tyto NTC signalizuji zkfizenou
kontaminaci béhem reverzni transkripce a/nebo aPCR.

Normalizovany pocet kopii (NCN)

Standardni rovnice kfivky ABL by se méla pouZzit pro transformaci surovych
hodnot Ct (ziskanych pomoci PPC-ABL) pro neznamé vzorky do poctu kopii
ABL (ABLcy).

Standardni rovnice kfivky BCR-ABL by se méla pouzit pro transformaci
surovych hodnot C+ (ziskanych pomoci PPF-Mbcr) pro neznamé vzorky do
poctu kopii ABL (BCR-ABL Mbcrcy).
Pomér téchto hodnot CN dava normalizovany pocet kopii (NCN):
BCR-ABL Mbcrcy
NCN = x 100
ABLcy

Vypocitejte vysledek NCN pro vysoce pozitivni kontrolu RNA (NCNyc),
kalibrator ISMMR (NCN.4) a kazdy vzorek (NCNyorek)-

Vysoce pozitivni kontrola RNA a kalibrator IS-MMR

Tyto kontroly umoZziuji sledovani kroku reverzni transkripce a amplifikace ABL
a BCR-ABL Mbcr béhem kvantifikace transkripce.

Kontrola kvality u vysledku NCNcy

Poznamka: Vysledek NCN ziskany pro kalibrator IS-MMR, testovany sadou
ipsogen BCR-ABL Mbcr IS-MMR v kombinaci s validovanymi reagenciemi a
pristroji (viz “Dodavané materialy”, strana 9, a “Pozadované materialy, které
nejsou soucasti dodavky”, strana 10), musi lezet v intervalu 0,05-0,3. Jinak
hodnoty NCN nelze konvertovat do mezinarodni stupnice. Navic se cely
experiment musi odmitnout, pokud nebude detekovana vysoce pozitivni
kontrola RNA.
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Konverze IS a hlaSeni MMR

Poznamka: Pfed interpretaci se seznamte s hodnotami vyzna&enymi na Stitku
zkumavky kalibratoru IS-MMR nebo na osvéd&eni o analyze dodavanému se
sadou.

Pouzijte experimentalni NCN vysledek kalibratoru IS-MMR (NCN.4) a jeho
pfifazenou hodnotu (hodnota IS-Cal) vyznaenou na osvédcCeni o analyze pro
vypocet normalizovaného poctu kopii na mezinarodni stupnici (IS-NCN,,orex)-

NCN,,0rek X hodnota IS-Cal
NCNca
UrCete stav MMR kazdého vzorku podle nasledujicich kritérii.
B IS-NCNy,0rek £0,05: Hlavni molekularni odezva

B 0,05 <IS-NCN,0rek <0,15: Sedéa zéna okolo doregulovani MMR,
nejednoznacny vysledek

IS-NCNyzorek =

B IS-NCNy,orex 20,15: Zadna hlavni molekularni odezva

Vysledek IS-NCNgyc (NCN na mezinarodni stupnici pro vysoce pozitivni
kontrolu RNA) by nemél poskytnout hlavni molekularni odezvu.

Obrazek 11 ukazuje pfiklad sledovani pacienta pomoci vysledkd NCN a IS-
NCN.

100.000

10.000

—#— 1-NCN
....... 1-NCN-IS
—=—2-NCN
2-NCN-IS
— MMR GZ

1.000

IS-NCN

0,100

LoD

0,010

0,001 J
Cas (mésice)

Obrazek 11. Sledovani krivek pro stav pacienta MMR pomoci sady ipsogen BCR-ABL1
Mbcr IS-MMR. NCN: normalizovany pocet kopii; NCN-IS: mezinarodni stupnic
normalizovaného poctu kopii; MMR GZ: Nejednoznacny vysledek (GZ) Sedé zony MMR;
LoD: mez detekce; LoB: uroven pozadi.
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Souhrn kritérii jakosti

Tabulka 14 shrnuje rGzna kritéria jakosti a souvisejici hodnoty nebo vysledky.

Tabulka 14. Souhrn kritérii jakosti

Kritéria

Prijatelné hodnoty/vysledky

Odchylky v hodnotach Ct meazi
replikaty

Sklon standardnich kfivek

R? pro standardni kfivky

Standardni fedéni SP1 (10 kopii
plazmidu BCR-ABL)

Kontrola kvality u hodnoty ABLcy
pro vzorky pacientu, vysoce
pozitivni kontrola RNA a kalibrator
IS-MMR

Kontrola PCR (voda) a kontroly
reverzni transkripce (RT negativni)

NCN ziskané pro kalibrator IS-
MMR (NCNcq)

Vysoce pozitivni kontrola RNA

NCN ziskané pro vysoce pozitivni
kontrolu RNA konvertovany do
mezinarodni stupnice (IS-NCNgc)

<2 Cq, pokud pramérna hodnota C+
>36

<1,5 C+, pokud primérna hodnota
C: <36

Od -3,0 do -3,9

Pfinejmensim >0,95 lepsi, pokud
>0,98

Musi se detekovat a zahrnout do
standardni kFivky

ABLcy >10,000 kopii ABL pro
dosazeni optimalni citlivosti

Pro kazdé ABLcy=0 a MbchN =0
Musi lezet v intervalu 0,05-0,3
Musi byt detekovan

Stav: Zadna hlavni molekularni
odezva

Odstranovani poruch

Vice informaci Ize ziskat na internetoveé strance nasi technické podpory:
www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Védci z technické podpory QIAGEN
vzdy radi zodpovi Vase otazky ohledné informaci a protokolu v tomto manualu
nebo pfipravy vzorku a jejich technologii rozbord (moznosti navazani kontaktu

viz “Kontaktni informace”, strana 41).
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Rizeni jakosti

V souladu s certifikovanym systémem ISO fizeni jakosti vyrobkl spolecnosti
QIAGEN je kazda vyrobni Sarze souprav ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR Kit
testovana podle pfedem stanovenych specifikaci, aby byla zajisténa
konzistentni kvalita produktu. Certifikaty analyzy jsou k dispozici na pozadani
na strankach www.giagen.com/support/.

Omezeni

UZivatelé musi byt Skoleni a obeznameni s touto technologii pfed pouZzitim
tohoto zafizeni.

Jakékoliv ziskané diagnostické vysledky se musi interpretovat v kontextu
ostatnich klinickych nebo laboratornich nalezu. Uzivatel odpovida za validaci
chovéani systému v souvislosti s jakymikoliv postupy pouZzitymi v jeho
laboratofi, které nejsou zahrnuty do studii chovani QIAGEN.

Dbejte na konec doby pouzitelnosti uvedeny na baleni a na Stitcich
jednotlivych komponent. NepouZivejte reagencie s proslou trvanlivosti.

Poznamka: Sada byla navrzena podle studii "Europe Against Cancer" (EAC -
Evropa proti rakoviné) (8, 9) a je ve shodé s aktualizovanymi mezinarodnimi
doporucenimi. Sada obsahuje kalibrator IS-MMR standardizovany podle
mezinarodni stupnice, kterda umoznuje konvertovat vysledky NCN do
mezinarodni stupnice a vykazovat stav MMR (hlavni molekularni odezva).

Kazda Sarze kalibratoru IS-MMR ma pfifazenou hodnotu pfimo odvozenou z
kalibrace vuci primarnimu referenénimu materialu certifikovanému NIBSC
WHO (Mezinarodni geneticky referencni panel pro kvantifikaci translokace
BCR-aBL pomoci RQ-PCR (1. I.S.), ref. 09/138).

S kazdou sadou se dodava osvédcCeni o analyze uvadéjici pfifazenou hodnotu
kalibratoru IS-MMR.

Sada by se méla pouzit podle pokynu uvedenych v této pfiru¢ce v kombinaci s
validovanymi reagenciemi a pfistroji (viz “Pozadované materidly, které nejsou
soucasti dodavky”, strana 10). Jakékoliv pouZziti tohoto vyrobku mimo
schvéalené indikace a/nebo Uprava komponent zneplatni zavazky QIAGEN.

Vykonnostni charakteristiky

Poznamka: Charakteristiky chovani byly zji§tény pomoci Applied Biosystems
7500 Real-Time PCR System v kombinaci se sadou ipsogen BCR-ABL Mbcr
IS-MMR a validovanymi pfidavnymi reagenciemi (viz “PoZadované materialy,
které nejsou soucasti dodavky”, strana 10).
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Mez slepého pokusu a mez detekce

Mez slepého pokusu (LoB) a mez detekce (LoD) byly stanoveny podle
smérnice CLSI/NCCLS EP17-A.

Uroveri pozadi (LoB) byla stanovena na negativnich vzorcich od zdravych
darcl (11 vzorku, 69 méreni) a bylo zjisténo, zZe je rovna 0,0022 BCR-ABL
Mbcr NCN.

Mez detekce (LoD nebo analytické citlivost) byla stanovena u znamych
nizkych pozitivnich vzorkd (n = 8, 74 méfeni) a je rovna 0,0069 BCR-ABL
Mbcr NCN.

B NCN sLoB: BCR-ABL Mbcr nebyla stanovena
B LoB <NCN <LoD: BCR-ABL Mbcr stanovena ale nekvantifikovana
B NCN 2LoD: BCR-ABL Mbcr kvantifikovana

Linearita
Linearita byla stanovena podle smérnice CLSI/NCCLS EP6-A.

Studie byla provedena ve smésich pozitivni a negativni RNA extrahované z
bunéc&nych linii. Jedenact riznych urovni bylo testovano trojmo. Vysledky
ziskané u téchto vzorkl ukazuiji, ze rozbor ipsogen BCR-ABL Mbcr IS-MMR je
linearni v rozsahu od 0,003 do 65 BCR-ABL Mbcr NCN.

Vstupy

Pro studii bylo vybrano pét riznych RNA s riznymi hladinami NCN BCR-ABL
Mbcr. Byla testovana rizna mnozstvi RNA a cDNA pro vyhodnoceni dopadu
vstupu na vysledky NCN. Vysledky ukazaly, Ze odchylka vstupu RNA ma
omezeny dopad na vysledky NCN, zatimco vstup cDNA je mnohem
senzitivnéjSim faktorem, pokud se pouZije vice €i méné materialu. Proto se k
provedeni testu doporucuje vstup 1 ug RNA a 5 ul cDNA.

Presnost
Pfesnost byla stanovena podle smérnice CLSI/NCCLS EP5-A2.

Studie presnosti byla provedena na 13 raznych vzorcich testovanych 42krat
dvojmo (n = 84). Tyto vzorky predstavovaly riznou uroven exprese BCR-ABL
Mbcr ve vzorcich pacientt okolo hodnoty MMR a nad ni. Globalni variacni
koeficient pro hodnotu MMR by roven 25 %.
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Studie pro vyhodnoceni shody: Jednoplazmidovy standard
ERM-AD623 BCR-ABL1 (IRMM) ve srovnani
s jednoplazmidovym standardem ipsogen (QIAGEN)

Nejnovéjsi pracovni definice molekularni odpovédi BCR-ABL1 Mbcr u
chronické myeloidni leukémie (CML) podava ELN/EUTOS Molecular
Monitoring Steering Group, ktera doporucuje pouziti plazmidu ERM-AD623
BCR-ABL1 (IRMM, Belgie): Cross, N.C., et al. Laboratory recommendations
for scoring deep molecular responses following treatment for chronic myeloid
leukemia (2015) Leukemia. 29, 999.

Aby bylo mozné vyhovét tomuto doporuceni, spole€nost QIAGEN provedla
studii pro vyhodnoceni shody, ve které srovnala vicecilovy jednoplazmidovy
standard ipsogen pouZzivany v soupravé ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR
(24) CE (kat. &. 670723) s plazmidem ERM-AD623 BCR-ABL1 (IRMM).

Srovnani bylo zaloZzeno na poméru normalizovaného poctu kopii BCR-ABL1
Mbcr/ABL1 (NCN) dosazeného testovanim jednoho z fedéni standardu
(ipsogen nebo ERM-AD623 BCR-ABL1) na kontrolnich vzorcich zafazenych
do souprav ipsogen a na certifikovaném kontrolnim materialu od NIBSC:
White, H.E., et al. (2010) Establishment of the first World Health Organization
International Genetic Reference Panel for quantitation of BCR-ABL mRNA.
Blood 116, e111.

* [RMM_Mbcr »  Ipsogen_Mbcr

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

an -

20

10
4] 1 2 3 4 5 [ 7 3

Log €N

Regresni kfivka
Hodnota Cr
Log CN

Obrazek 12. Srovnani krivek plazmidovych standardti ipsogen a ERM-AD623
BCR-ABL1.
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Obrazek 13. Hodnoty ERM-AD623 BCR-ABL1 ve srovnani s hodnotami ipsogen NCN.

Zaverem studie QIAGEN je, Zze neexistuje Zadny statisticky rozdil:
jednoplazmidovy standard ERM-AD623 BCR-ABL1 a jednoplazmidovy
standard ipsogen vykazuji stejné vysledky.
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PFirucka pro sadu ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR  07/2016 39



Literatura

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

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

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

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

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

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

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

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

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

40 PFirucka pro sadu ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR  07/2016



Symboly

Na obalech a &titcich se mohou objevit nasledujici symboly:

N> Obsahuje reagencie pro <N> reakci

Pouzijte do

I <

IVD Prostfedky zdravotnickeé techniky pro in vitro diagnostiku

Katalogové Cislo

LOoT Cislo $arze

Cislo materialu

Mezindrodni &islo obchodni polozky GTIN
Teplotni rozmezi

Vyrobce

DalSi informace viz navod k pouziti

=] XTo3-IF

Kontaktni informace

Pro technickou podporu a vice informaci navstivte centrum technické podpory
na adrese www.giagen.com/Support, volejte 00800-22-44-6000, kontaktujte
jedno z technickych servisnich oddéleni QIAGEN nebo naSe mistni
distributory (viz posledni stranka obalu nebo navstivte www.giagen.com).
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Informace o zpusobu objednavani
Produkt Obsah Kat. €.

ipsogen BCR-ABL1 Pro 24 reakci: Jednotlivé plazmidové 670723
Mbcr IS-MMR Kit (24)  standardy Mbcr a ABL, vysoka

pozitivni kontrola RNA, kalibrator IS-

MMR, priméry a smés sond ABL,

priméry a smés sond BCR-ABL Mbcr

Fusion Gene

Rotor-Gene Q MDx — pro analyzu PCR v realném ¢ase
validované IVD v klinickych aplikacich

Rotor-Gene Q MDx Cyklovac€ PCR v realném Case a 9002032
5plex HRM Platform analyzator taveniny s vysokym

rozliSenim s 5 kanaly (zeleny, Zluty,

oranzovy, ¢erveny, nachovy) plus

kanal HRM, laptop, software,

prislusenstvi, 1leta zaruka na dily a

praci, instalace a Skoleni neni zahrnuto

Rotor-Gene Q MDx Real-time PCR cyklér a analyzéator 9002033
5plex HRM System kfivek tani s vysokym rozliSenim (High

Resolution Melt - HRM) s 5 kanaly

(zeleny, Zluty, oranzovy, Cerveny,

purpurovy) plus HRM kanal, notebook

pocitac, software, pfislusenstvi, ro¢ni

zaruka na soucasti a servis véetné

instalace a Skoleni

Sadaipsogen RT — pro reverzni transkripci

ipsogen RT Kit Reverzni transkriptaza, nahodny 679923
primér, dNTP, inhibitor RNazy, pufr RT

Sady RNeasy — pro cisténi celkové RNA

RNeasy Midi Kit (50) Na 50 stanoveni RNA: 50 kolonek 75144
RNeasy Midi Spin, odbérové zkumavky
(15 ml), reagencie a pufry bez RNazy

Aktualni licencni informace a odmitnuti odpovédnosti specificka pro vyrobek
jsou uvedeny v pfirucce pro sadu QIAGEN nebo pfiruCce uzivatele. Manualy k
produktim QIAGEN jsou dostupné na www.giagen.com nebo na pozadani u
technického servisu QIAGEN nebo lokalniho distributora.
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Tento produkt je uréen pro diagnostické pouZiti in vitro. Produkty ipsogen se nesmi dale prodavat, upravovat pro dalSi prodej nebo pouzivat k
vyrobé& komerénich produktt bez pisemného souhlasu spole¢nosti QIAGEN.

Informace v tomto dokumentu se mohou zménit bez pfedchoziho oznameni. QIAGEN nepiebira Zadnou odpovédnost za zadné chyby, které se
mohou v tomto dokumentu objevit. Ma se za to, Ze tento dokument je v dobé zvefejnéni Uplny a pfesny. V Zzadném pfipadé nebude QIAGEN
odpovidat za nahodné, zvlastni, nasobné nebo nasledné skody souvisejici s pouzivanim tohoto dokumentu nebo z ného vyplyvajicich.

Produkty ipsogen maji zaruku na dodrzeni pro né stanovenych technickych parametrd. Vyluény zavazek QIAGEN a vyluény opravny prostfedek
zakaznika se omezuje na nahradu vyrobk( zdarma v pfipadé, Ze se vyrobky nebudou chovat podle zaruky.

Ochranné znamky: 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.).

Omezena licenéni smlouva
Pouzitim produktu vyjadfuje kupujici nebo uzivatel sady ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR souhlas s nasledujicimi podminkami:

1. Sadaipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR smi byt pouzivana vyhradné v souladu s Priruckou pro sadu ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR a
pouze s komponenty obsazenymi v sady. QIAGEN neposkytuje Zadnou licenci v ramci kteréhokoliv svého duSevniho vlastnictvi k pouziti
nebo k zaclenéni pfilozenych komponent sady s komponenty, které nejsou zahrnuty v této soupravé, s vyjimkou pfipadd uvedenych v
Priru¢ce sady ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR a dodate¢nych protokolech dostupnych na www.giagen.com.

2. QIAGEN neposkytuje zadnou jinou zaruku nez vyslovné stanovené licence v tom smyslu, Ze tato sada a/Nebo jeji pouziti nenarusuje prava
tretich stran.

3. Tato sada a jeji dily jsou licencovany k jednorazovému pouZiti a nesmi se pouzivat opakované, pfepracovana ani opakované prodavat.
4. QIAGEN specificky odmita jakékoliv dalsi vyslovné nebo nepfimé licence s vyjimkou téch, které jsou uvedeny vyslovné.

5. Kupujici a uzivatel této sady souhlasi s tim, Ze neposkytne a nepovoli nikomu jinému provadét Zzadné kroky, které by mohly vést nebo by
usnadnily jakékoliv shora zakazané ¢innosti. QIAGEN muZe zakazy tohoto Omezeného licenéniho ujednani prosadit u kaZdého soudu a
vyzadovat Uhradu vSech vySetfovacich a soudnich poplatk, v€. poplatk(i za advokata, v ramci jakéhokoliv postupu k prosazeni tohoto
Omezeného licenéniho ujednani nebo jakychkoliv jinych prav duSevniho vlastnictvi vztahujicich se na tuto soupravu a/nebo jeji komponenty.

Pro aktualizovana licenéni ustanoveni viz www.qiagen.com.

HB-1362-003 © 2013-2016 QIAGEN, vSechna prava vyhrazena.
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